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胶原诱导性关节炎模型大鼠炎性细胞因子表达及白喉乌头的影响 
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文章亮点： 

1 类风湿关节炎的治疗有多种方案，其中植物药物有其价格便宜，不良反应小的优点，探寻新的植物药物可

能成为使类风湿关节炎疗效获得突破性提高的关键之一。乌头属植物多具有祛风除湿、温经止痛功效，而对

于新疆盛产的白喉乌头治疗类风湿关节炎的机制目前尚未有报道。 

2 实验通过建立病理改变、炎性细胞因子水平的表达与人类类风湿关节炎相似的胶原诱导性关节炎模型大鼠

模型，采用免疫组织化学染色方法观察白喉乌头对胶原诱导性关节炎模型大鼠关节滑膜中肿瘤坏死因子 α和

白细胞介素 1β表达的影响，初步探讨白喉乌头治疗类风湿关节炎的可能作用机制。 

关键词： 

实验动物；骨及关节损伤模型；白喉乌头；胶原诱导性关节炎；肿瘤坏死因子 α；白细胞介素 1β；类风湿关节炎 
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摘要 

背景：目前治疗类风湿关节炎主要的药物有慢作用抗风湿药、生物制剂及植物药物，植物药因价格便宜、不

良反应小而越来越受到瞩目。 

目的：观察胶原诱导性关节炎模型大鼠滑膜中肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β表达及白喉乌头对其表达的影

响。 

方法：将 45只大鼠随机分为正常对照组 8只、造模组 37只，造模组于大鼠足跖及尾根部多点皮内注射牛Ⅱ

型胶原乳剂建立胶原诱导性关节炎大鼠模型。造模成功后，随机选取 24只造模成功大鼠进行后续实验，将其

随机分为模型组、雷公藤组和白喉乌头组，每组各 8只，每周对 3个造模后干预组和正常对照组共 4组大鼠

进行关节炎评分。经过灌胃给药治疗 4周后，通过免疫组织化学染色检测肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β在

滑膜中的表达。  

结果与结论：与模型组比较，治疗后白喉乌头组、雷公藤组关节炎评分明显降低(P < 0.05)。肿瘤坏死因子 α、

白细胞介素 1β在模型组滑膜中表达明显高于正常对照组(P < 0.05)，在白喉乌头组、雷公藤组中表达低于模

型组(P < 0.05)。结果证实，白喉乌头治疗类风湿关节炎的机制可能与其抑制肿瘤坏死因子 α和白细胞介素 1β

表达有关。 
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Expression of inflammatory cytokines and effect of Aconitum leucostomum 

Worosch. in collagen-induced arthritis rats   
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Abstract 

BACKGROUND: The majority of rheumatoid arthritis treatment is chronic anti-arthritis drugs, biological agents 

and plant drugs. Among them, plant drugs have been widely concerned due to low cost and few adverse effects. 

OBJECTIVE: To observe the expression of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-1β (IL-1β) in the 

synovium of collagen-induced arthritis rats, and explore the effect of Aconitum leucostomum Worosch. on the 

expression.  

METHODS: Forty-five rats were randomly divided into normal control group (8 rats) and model group (37 rats). 

The collagen-induced arthritis model was established with the injection of type II bovine collagen into the end of 

the tail and paws. After the success of modeling, the 24 successful model rats were randomly selected and 
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divided into model group (8 rats), Tripterygium wolfprdii polyglycoside group (8 rats) and Aconitum leucostomum 

Worosch. group (8 rats). The arthritis index of the rats in the three intervention groups and one control group were 

evaluated weekly. After treated by intragastric administration for 4 weeks (Tripterygium wolfprdii polyglycoside group and 

Aconitum leucostomum Worosch. group were taken by the corresponding drug solution, model group and normal control 

group were taken by the same volume of physiological saline), the expressions of TNF-α and IL-1β in the synovium were 

tested by immunohistochemistry.  

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the model group, the arthritis index of mice in Tripterygium wolfprdii 

polyglycoside group and Aconitum leucostomum Worosch. group was decreased significantly after treatment (P < 0.05). 

The expression levels of TNF-α and IL-1β in the synovium of model group were significantly higher than those of the 

normal control group (P < 0.05). After treatment with Aconitum leucostomum Worosch. and Tripterygium wolfprdii 

polyglycoside, the expression levels of TNF-α and IL-1β in the synovium was decreased compared with the model group 

(P < 0.05). Experimental findings indicated that, the mechanism that Aconitum leucostomum Worosch. treats rheumatoid 

arthritis is related to the inhibition of TNF-α and IL-1β. 

 

Subject headings: Aconitum leucostomum Worosch.; Arthritis; Experimental; Tumor Necrosis Factor-α; Interleukin-1β 
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0  引言  Introduction 

类风湿关节炎主要的病理表现是滑膜组织增生、炎症

细胞浸润及血管翳形成，并出现软骨和骨的破坏，最终可

导致关节畸形和功能丧失
[1-2]
，一般女性多发，发病高峰在

45-50岁之间，病程反复、不易治愈、致残率高，未经正

规治疗的类风湿关节炎患者会出现关节畸形甚至功能丧

失，由此带来严重的社会问题和经济负担
[3]
。因此，通过

研究类风湿关节炎机制来寻找迅速、有效的治疗药物显得

十分重要。类风湿关节炎的发病机制复杂，大量研究显示

免疫反应在类风湿关节炎发病中起着重要作用
[4-5]
，入侵抗

原被滑膜细胞吞噬、加工、处理后，将抗原信息传递给并

激活T淋巴细胞，使之释放出多种细胞因子、生长因子及各

种递质，最终导致了滑膜炎及血管翳的生成，进而出现关

节畸形及功能丧失。其中肿瘤坏死因子α(tumor necrosis 

factor-α，TNF-α)、白细胞介素1β(interleukin-1β，IL-1β)

对类风湿关节炎炎症的发生发展起关键作用
[6-7]
。研究表

明肿瘤坏死因子α及白细胞介素1β在炎症滑膜中高度表

达，促进关节滑膜细胞瘤样增生侵袭软骨下骨组织形成血

管翳并参与诱导RANKL依赖的破骨细胞的生成
[8]
，大样本

多中心临床实验证明，通过抗肿瘤坏死因子α或抗白细胞

介素1β治疗，减少其表达，对治疗类风湿关节炎有确切

疗效
[9-12]
。 

目前多种药物被用于治疗类风湿关节炎，主要包括慢

作用抗风湿药、生物制剂及植物药等。但是慢作用抗风湿

药不良反应较多且需要长期用药，使得部分患者不能耐受、

治疗依从性差；生物制剂起效迅速可缓解病情，但因其价

格昂贵且易并发感染目前尚无法广泛应用，且有部分患者

即使正规足疗程使用慢作用抗风湿药物及生物制剂症状仍

不能缓解。因此研究者需要积极探索新的治疗药物，使得

类风湿关节炎的治疗更加有显著疗效并尽量减少不良反

应。植物药物有其价格便宜，不良反应轻的优点，用于类

风湿关节炎的治疗越来越受到重视。近几十年来已有多

种植物药物如雷公藤多甙、白芍总苷等被用于临床类风

湿关节炎治疗，并取得一定成效
[13]
，这提示探寻新的植

物药物可能成为治疗类风湿关节炎疗效获得突破性提高

的关键之一。新疆地大物博，有丰富的植物资源，且应

用植物药治疗类风湿关节炎的历史悠久，经验丰富。乌

头入药最早记载于《神农本草经》，乌头属植物多具有祛

风除湿、温经止痛功效，目前常用的种类主要有川乌、

关白附、雪上一枝蒿等，而对于新疆盛产的白喉乌头

(Aconitum leucostomum Worosch.)治疗类风湿关节炎

的 机 制 目 前 尚 未 有 报 道 。 白 喉 乌 头 为 毛 茛 科

(Ranunculaceae)乌头属植物，为新疆特产药材，因其具

有祛风除湿､温经止痛的功效而常被哈萨克医用于治疗

风寒湿痹等疾患
[14]
，那么，白喉乌头是否通过影响肿瘤

坏死因子α或白细胞介素1β表达而发挥作用呢？ 

实验通过建立病理改变、炎性细胞因子水平的表达与

人类类风湿关节炎相似的胶原诱导性关节炎大鼠模型，采

用免疫组织化学染色方法观察白喉乌头对胶原诱导性关节

炎大鼠关节滑膜中肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β表达的

影响，初步探讨白喉乌头治疗类风湿关节炎的可能作用机

制。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

    设计：随机对照动物造模实验。 

时间及地点：于2013年11月至2014年3月在新疆医科

大学第一附属医院科技楼动物实验中心及病理实验室完

成。 

材料： 

实验动物：清洁级健康雌性Wistar大鼠45只，体质量

(200±20) g，购自新疆医科大学动物实验中心，动物许可

证号：IACUC-20130319012。 
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中药：白喉乌头采于新疆，由新疆医科大学中药学院

专业人员鉴定，取其根茎500 g，用水浸泡至内无干心，取

出，加水煮至切开内无白心、口尝微有麻舌感，取出，晾

晒至六成干后切薄片，干燥后磨至粉末状，加蒸馏水配制

为质量浓度9 g/L药液。雷公藤多苷片为片剂中成药，剂量

为10 mg/片，将其磨至粉末状，加蒸馏水配制为质量浓度

0.3 g/L药液。 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

制备胶原诱导性关节炎模型大鼠：将牛Ⅱ型胶原溶于

提前预冷的 0.1 mol/L的冰醋酸中，终浓度为4 g/L，4 ℃

过夜。将溶解于冰醋酸的Ⅱ型胶原加入等体积的完全弗氏

佐剂在冰浴条件下使两者充分乳化
[15]
。于大鼠足跖及尾根

部多点皮内注射牛Ⅱ型胶原乳剂(0.3 mL/只)进行初次免

疫，初次免疫7 d后，使用上述乳剂于足跖及尾根部再次加

强免疫，初次免疫后每周参照关节炎指数评分标准对造模

效果进行关节炎症评分(arthritis index，AI)。AI具体操作如

下：大鼠关节炎表现分为5级，0分=无关节炎症状，1分=

单个爪或趾(指)的红肿，2分=2个关节受累，3分=2个以上

关节受累，4分=全部爪及趾均发生严重关节炎，每只大鼠

AI为4只包括趾(指)在内的整个爪评分之和。初次免疫21 d 

AI≥6分及以上的大鼠提示造模成功
[16]
。 

分组及给药：45只大鼠适应性饲养1周，随机选取8只

为正常对照组，对其他37只Wistar建立胶原诱导的关节炎

大鼠模型。在造模成功的大鼠中随机选取24只并随机分为

模型组、白喉乌头组、雷公藤组继续进行实验，每组8只。

通过药物半数致死量计算出合适药物治疗浓度[白喉乌头      

45 mg/(kg·d)，雷公藤1 mg/(kg·d)]于初次免疫第21天开

始对4组大鼠进行对应药物灌胃给药
[17]
，1 mL/(次·d)，持

续4周(正常对照组及模型组给予等体积生理盐水灌胃)。 

分离标本：初次免疫7周后，大鼠称体质量，体积分数

10%水合氯醛3 mL/kg腹腔麻醉，处死大鼠，分离双侧膝关

节滑膜
[18]
，40 g/L多聚甲醛固定，留取病理及免疫组织化

学染色标本。 

组织病理学观察各组大鼠滑膜炎细胞浸润：40 g/L多

聚甲醛固定24-48 h后，常规乙醇梯度脱水，进行石蜡包埋､

切片｡并用苏木精-伊红染色，光学显微镜下进行观察｡ 

免疫组织化学染色检测各组大鼠滑膜中炎性细胞因子

的表达：40 g/L多聚甲醛固定24-48 h后，常规乙醇梯度脱

水，进行石蜡包埋､切片｡切片脱水脱蜡、水化；磷酸盐缓

冲液(PBS)洗3次，5 min/次；滴加体积分数3%H2O2室温

10 min阻断内源酶，PBS洗3次，每次5 min；0.01 mol/L

柠檬酸盐抗原修复液，微波热修复抗原10 min，室温冷却；

蒸馏水、PBS依次洗1次，各5 min；加鼠抗肿瘤坏死因子α

或白细胞介素1β抗体(1∶100)，置于4 ℃冰箱孵育16 h。

将湿盒置于室温1 h，加辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠二

抗，37 ℃温箱孵育25 min，PBS洗3次，5 min/次。新鲜

配置的DAB显色液进行显色，检测滑膜中肿瘤坏死因子α

及白细胞介素1的表达｡苏木精复染、盐酸乙醇分化、返蓝、

脱水、透明、中性树胶封固。在10×40倍镜下照相，随机

选取5个视野，用Olympus BX52 VIEWER 显微图像采集

系统测定阳性单位的积分吸光度值(IA)。 

主要观察指标：①各组大鼠关节炎评分情况：初次免

疫1 d开始每周对各组大鼠进行关节炎评分。②组织病理学

观察各组大鼠滑膜炎细胞浸润情况。③免疫组织化学染色

检测各组大鼠滑膜中肿瘤坏死因子α和白细胞介素1β的表

达情况。 

统计学分析：计量资料以x
_

±s表示，采用SPSS 19.0

统计学软件进行数据处理，各组之间数据比较采用单因素

方差分析，P < 0.05表示差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  45只大鼠中正常对照组8只，剩

余37只进行胶原免疫诱导造模，其中26只关节炎评分≥6

分，提示造模成功，造模成功率约为70%，与周强等
[19]
的

研究相符。造模成功的26只大鼠中随机选取24只进行后续

实验。纳入实验的4组共32只大鼠实验过程中无感染或死

亡，均进入结果分析。造模流程见图1。 

2.2  胶原诱导性关节炎模型大鼠的关节炎评分情况  初

次免疫第14天后部分大鼠出现后踝及足跖关节红肿，第21

天上述关节红肿程度加重，足跖呈鼓槌样，无法负重。灌

胃治疗后模型组、白喉乌头组及雷公藤组关节炎评分有不

同程度下降，灌胃治疗2周后即初次免疫第35天起，白喉

乌头组关节炎评分与胶原诱导性关节炎对照组相比差异有

显著性意义(P < 0.05)。整个病程中白喉乌头组与雷公藤组

差异无显著性意义(P > 0.05)，见图2。 

2.3  各组大鼠滑膜病理改变情况  正常对照组大鼠滑膜

细胞排列清晰，未见增生，未见炎性细胞聚集浸润；模型

组的大鼠滑膜细胞增生明显，排列紊乱，内可见大量炎性

细胞浸润；白喉乌头组及雷公藤组大鼠滑膜细胞轻度增生，

有少量炎性细胞浸润(图3)。 

2.4  炎性细胞因子在胶原诱导性关节炎模型大鼠滑膜中

的表达情况  药物治疗4周后通过免疫组织化学染色观察

到，模型组大鼠滑膜肿瘤坏死因子α及白细胞介素1β的阳

性染色强度明显高于正常对照组(P < 0.05)；白喉乌头组、

雷公藤组上述指标染色强度低于模型组(P < 0.05)；白喉乌

头组上述指标染色强度与雷公藤组相比较差异无显著性意

义(P > 0.05)(表1，图4)。 

白喉乌头对胶原诱导性关节炎模型大鼠炎性细胞因子的影响实验主要试剂： 

试剂  来源 

牛Ⅱ型胶原，完全弗氏佐剂  Sigma公司 

鼠抗肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β抗体  武汉博士德公司 

辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠二抗，DAB 显色液 北京中杉公司 
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图 3  胶原诱导性关节炎模型大鼠滑膜病理改变情况(苏木精-伊红染色，×400) 

Figure 3  Pathological changes of the synovium in collagen-induced arthritis models (hematoxylin-eosin staining, ×400) 

图注：图中 A为正常对照组，滑膜细胞排列清晰，未见增生及炎细胞浸润；B为模型组滑膜细胞增生明显，排列紊乱，内可见大量炎性细胞浸

润；C为白喉乌头组，D为雷公藤组，其 2组滑膜细胞轻度增生，有少量炎性细胞浸润。 

 

 A B  C D 

图 4  胶原诱导性关节炎模型大鼠滑膜组织中肿瘤坏死因子 α及白细胞介素 1β的表达情况(免疫组织化学染色，×400) 

Figure 4  Expression of tumor necrosis factor-α and interleukin-1β in the synovium of collagen-induced arthritis rats (immunohistochemical 

staining, ×400) 

图注：图中 A-D，E-H分别为肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β在各组大鼠滑膜中表达情况。图中 A，E为正常对照组，未见肿瘤坏死因子 α、

白细胞介素 1β阳性表达；B，F为模型组，滑膜可见大量褐色肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β阳性表达物；C，G为白喉乌头组，D，H为雷

公藤组，此 4组可见滑膜少量肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β阳性表达物。箭头所指为肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β阳性表达物。 

 

 A B  C D 

8只对照 

45只大鼠 

37只造模 关节炎症评分鉴定 

白喉乌头

组 8只 

雷公藤组 8只模型组 8只

牛Ⅱ型胶原乳剂免疫 

 造模成功 26只，选

24只进行实验 

图 1  胶原诱导性关节炎大鼠模型的建模流程图 

Figure 1  Flow chart of establishing collagen-induced arthritis models 
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3  讨论  Discussion 

类风湿关节炎是一种不明病因导致的以自身免疫性侵

蚀性多关节炎为表现的慢性系统性疾病，其主要的病理表

现是滑膜组织增生、炎症细胞浸润及血管翳形成，并出现

软骨和骨的破坏，最终可导致关节畸形和功能丧失，病程

反复、致残率高。近年来为探求安全、有效、经济的治疗

方案，人们将焦点聚于植物药物的研究。白喉乌头主要分

布于中国新疆北疆地区，为新疆特色药材，尤其为哈萨克

医所常用。其根供药用
[20]
，具有祛风散寒、止痛消肿、痛

经活络的功效，主要用于治疗类风湿关节炎、肋间神经痛、

腰腿冷痛、心腹冷痛等新疆地区常见病，在治疗风寒湿类

病痛方面具有独特优势，但其治疗类风湿关节炎的机制目

前尚未有相关报道。实验建立了病理改变、炎性细胞因子

水平的表达与人类类风湿关节炎相似的胶原诱导性关节炎

大鼠模型，旨在通过观察白喉乌头对大鼠滑膜肿瘤坏死因

子α及白细胞介素1β表达的影响，探索其对治疗类风湿关

节炎的机制，为其治疗类风湿关节炎提供实验室依据。 

近几十年来已有多种植物药物如雷公藤多甙、白芍总苷

等被用于临床类风湿关节炎治疗，并取得确切成效。有研究

对207例活动性类风湿关节炎患者按照国际通行标准进行了

严格的前瞻性、随机、对照临床研究
[21]
，证实了对于活动性

类风湿关节炎，单用雷公藤多甙的疗效不亚于单用甲氨蝶

呤。2014年欧洲风湿病学会联合会(EULAR)已将雷公藤纳入

治疗类风湿关节炎标准指南之一，更加使应用植物药物治疗

类风湿关节炎获得世界瞩目。雷公藤多甙的主要活性成分为

生物碱
[22-23]
，表现出较强的抗炎及免疫抑制活性

[24]
，这与白

喉乌头的主要成分相似，故实验选择雷公藤为治疗阳性对照

组。实验结果显示，经白喉乌头治疗后胶原诱导性关节炎模

型大鼠的关节炎症状缓解情况、滑膜病理变化情况、滑膜肿

瘤坏死因子α及白细胞介素1β表达均与雷公藤组无明显差

异，表明白喉乌头在类风湿关节炎的治疗上有确切疗效。 

类风湿关节炎患者体内免疫异常活化，激活多种炎症

递质并导致炎症级联反应
[25]
，发病过程中炎性细胞因子、

抑炎细胞因子平衡失调，最终导致了滑膜炎及血管翳的生

成，进而出现关节畸形及功能丧失。其中，肿瘤坏死因子α

及白细胞介素1β是参与类风湿关节炎滑膜炎症及关节破坏

的重要炎性细胞因子，肿瘤坏死因子α通过旁分泌和自分泌

的形式调节细胞和体液免疫，在分子水平上通过结合受体

TNFR1和TNFR2调控细胞的增殖、分化和凋亡。过量的肿

瘤坏死因子α不仅使其信号通路发生异常，还可以和包括白

细胞介素1β在内的其他促炎性细胞因子参与诱导RANKL

依赖的破骨细胞的生成
[8]
，刺激滑膜成纤维细胞和软骨细

胞产生降解软骨的金属蛋白酶、前列腺素E等多种炎症递

质，导致类风湿关节炎患者滑膜中炎性细胞持久招募、活

化、滞留，促进关节滑膜细胞瘤样增生侵袭软骨下骨组织

形成血管翳并最终导致关节和软骨的破坏，而这一结果将

会继续推动和维持由趋化因子、细胞因子和生长因子组成

的复杂网络的恶性循环
[26]
。白细胞介素1β主要由单核细胞

及巨噬细胞分泌
[27]
，它与肿瘤坏死因子α相互依赖相互影

响，参与诱导细胞因子、活化破骨细胞、促进金属蛋白酶

的生成及参与血管翳的生成
[28-30]
，但二者作用并不完全相

同，肿瘤坏死因子α比白细胞介素1β有更强的炎症作用，

而白细胞介素1β比肿瘤坏死因子α有更强的刺激金属蛋白

酶产生而加重骨破坏的作用
[31]
。大量研究表明肿瘤坏死因子

α及白细胞介素1β在炎症滑膜中高度表达，通过抗肿瘤坏死

因子α或抗白细胞介素1β治疗，减少其表达，对治疗类风湿

关节炎有确切疗效。病理结果显示白喉乌头可以减轻胶原诱

导性关节炎大鼠滑膜炎性细胞浸润，免疫组织化学染色结果

显示白喉乌头胶原诱导性关节炎大鼠膝关节滑膜中肿瘤坏

死因子α及白细胞介素1β表达均有抑制作用，表明白喉乌头

可能通过减少炎细胞浸润，降低炎性细胞因子表达水平，使

亢进的免疫反应减弱，调节免疫系统，从而抑制滑膜炎症、

阻止关节破坏，达到治疗类风湿关节炎的目的。  

综上所述，白喉乌头可以降低滑膜中肿瘤坏死因子α

及白细胞介素1β表达的水平，这可能是其抑制类风湿关节

炎滑膜炎症，阻止关节破的重要机制。实验初步为白喉乌

头治疗类风湿关节炎提供了实验室依据，但类风湿关节炎
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图 2  胶原诱导性关节炎(CIA)模型大鼠关节炎评分情况 

Figure 2  Scores of collagen-induced arthritis models 

图注：组间数据比较采用单因素方差分析，建模后第 5，6，7周关节

炎评分(AI)白喉乌头组及雷公藤组与模型组比较，P < 0.05。 

正常对照组             白喉乌头组 

模型组                 雷公藤组 

表 1  胶原诱导性关节炎模型大鼠滑膜中肿瘤坏死因子 α及白细胞介

素 1β的表达                                       (x
_

±s，n=8)

Table 1  Expression of tumor necrosis factor-α and interleukin-1β 

in the synovium of collagen-induced arthritis rats             

表注：与正常组比较，
a
P < 0.05；与模型组比较，

b
P < 0.05。 

滑膜表达细胞因子积分吸光度值 组别 

肿瘤坏死因子α 白细胞介素1β 

正常对照组 0.29±0.11 2.93±0.77 

模型组 0.73±0.13
a
 12.91±0.11

a
 

雷公藤组 0.53±0.09
b
 6.14±0.13

b
 

白喉乌头组 0.56±0.11
b
 6.35±0.32

b
 

时间(周) 
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的发生发展是多种因素共同作用，各个信号途径相互联系、

相互影响的结果，故仍需开展更多的实验室及临床实验对

其治疗类风湿关节炎的作用机制及疗效进行进一步研究。 
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