
复原益肾汤对类风湿关节炎大鼠IL-17、TNF-α及MMP3的影响

杨敏美
，荣晓凤

（1.重庆医科大学第一临床学院，重庆 400016；2.重庆医科大学附属第一医院中西医结合科，重庆 400016)

【摘要】 目的:观察复原益肾汤(Recovery and Benefiting kidney soup, R&B)对Ⅱ型胶原诱导的关节炎(Type Ⅱ collagen induced arthritis ,CIA)大鼠滑膜组织病理改变及相关细胞因子表达的作用，探讨复原益肾汤治疗类风湿关节炎(Rheumatoid arthritis，RA)的潜在机制。方法：以Ⅱ胶原诱导大鼠RA模型，设正常对照组、模型组、甲氨蝶呤（Methotrexate，MTX）组、复原益肾汤高中低剂量组，测算大鼠足肿胀率；酶联免疫吸附试验法（Enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）检测血清肿瘤坏死因子α（Tumor necrosis factor alpha，TNF-α）和白细胞介素-17（ Interleukin 17，IL-17）水平；免疫组化法(Immunohistochemistry,IHC)检测软骨和滑膜基质金属蛋白酶3 (Matrix metalloproteinase 3，MMP3)水平；光镜观察大鼠足关节滑膜组织病理学变化。结果:复原益肾汤高剂量组及MTX组的RA大鼠关节炎症积分较模型组有显著降低（F=156.671;P=0.000）；中药高、中剂量组及MTX组血清中TNFα、IL-17均有显著降低（TNFα：F=20.233,P=0.000；IL-17：F=205.412，P=0.000），中药高剂量组与MTX组之间无统计学差异（TNFα：P=0.952；IL-17：P=0.142）；中药高剂量组和MTX组中软骨层及滑膜层MMP3较模型组有显著降低（F=14.867;P=0.000），中药高剂量组与MTX组之间无统计学差异（P=0.08）。结论：复原益肾汤（R&B）可改善关节炎大鼠的病理损伤，其作用机制与抑制TNF-α、IL-17、MMP3等炎症介质的表达密切相关，为复原益肾汤治疗类风湿关节炎提供了科学依据。
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Effect of Recovery and Benefiting kidney（R&B）soup on IL-17, TNFα and MMP3 in the rat rheumatoid arthritis
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【Abstract】 Objective  To determine the effect of Recovery and Benefiting kidney soup（R&B,a capsule containing several Chinese herbs）on the expression of pathology changes and its cytokines in synovial tissue of type Ⅱ collagen induced arthritis (CIA) rat ;and further discuss the possible mechanism of R&B soup treatment effect on rheumatoid arthritis (RA). Methods  With cattle collagen Ⅱ to induce rheumatoid arthritis on SD rats, they were divided into normal group, model group, methotrexate group, large, medium and small doses of R&B soup groups. calculated the rat feet swelling rate; we detected serum tumor necrosis factor alpha (TNFα) and interleukin 17( IL-17) levels by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA); detected synovial matrix metalloproteinase 3(MMP3) level by immunohistochemistry assay; light microscopic was used to observe rat feet joint synovial tissue pathological changes.Result  There were significant decreases of RA inflammatory scoring and Mankin’s scoring in high, medium dose of R&B soup groups and MTX group (F=156.671;P=0.000). Serum TNFα, IL-17 also significantly decreased in Chinese medicine high and middle group and MTX group (TNFα：F=20.233,P=0.000；IL-17：F=205.412，P=0.000). No significant difference was observed between high dose Chinese medicine group and MTX group (TNFα：P=0.952；IL-17：P=0.142). But with model group,there were significant decreases of MMP3 levels of cartilage and synovium existed in high dose Chinese medicine group and MTX group (F=14.867;P=0.000), in addition, MMP3 levels of them in high dose Chinese medicine group and MTX group did not reach a statistical difference（P=0.08）.Conclusion  R&B soup was revealed to alleviate pathological damage of rheumatoid arthritis rats through the mechanism of inhibiting the expressions of TNFα, IL-17,MMP3 and other inflammatory mediators, which provided scientific proofs of the treatment of using R&B soup to RA.
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类风湿关节炎（Rheumatoid arthritis，RA）是一种慢性全身性自身免疫性疾病，其病理基础为滑膜炎症，涉及一系列的免疫反应，抗原、巨噬细胞、细胞因子等多种因素参与导致软骨和骨的降解，最终导致关节畸形和功能障碍［1，2］。既往以免疫紊乱为基础研制了许多治疗RA的中西药物，但尚无一个能完全理想控制RA病情。中医药研究很多立足于散寒除湿清热、活血通络等治法，在缓解关节急性肿胀疼痛有较好疗效，但在早期干预RA骨质破坏方面无确切疗效［3-5］。我们在长期的临床实践中总结出RA的基本病机是肝肾不足、风寒湿邪侵袭、痰瘀阻络而致关节肿痛畸形，给予补肾活血、散寒除湿的方药能明显缓解RA患者病情，防治骨质破坏所导致的关节软痛乏力等。因此，本研究通过Ⅱ型胶原诱导的关节炎(Type Ⅱ collagen induced arthritis ,CIA)模型，观察复原益肾汤的抗炎、免疫调节等作用，探讨复原益肾汤防治RA的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

　　采用健康雌性SD大鼠72只，体重（200±20）g，由重庆医科大学动物实验中心提供（动物合格证号：SCXK渝20020001）。适应性喂养后1周后用于实验。

1.2 实验试剂

　　牛Ⅱ型胶原（CⅡ）、完全弗氏佐剂（CFA），均购于sigma公司；冰醋酸、10%水合氯醛，由重庆医科大学附一院实验室提供；肿瘤坏死因子α（TNF-α）和白细胞介素-17（IL-17）试剂盒，购于北京四正柏生物工程公司；基质金属蛋白酶3（MMP3）试剂盒，购于博奥森生物有限公司。
1.3 实验用药

　　复原益肾汤：由党参、黄芪、淫羊藿、续断、骨碎补、地黄、当归、丹参、独活、秦艽10味中药组成，均由重庆医科大学附一院药药剂科提供饮片并煎制，浓缩液含生药3 g/ml；甲氨蝶呤片（MTX），2.5mg/片，上海信谊药厂有限公司生产，批号：110804，国药准字：H31020644。

1.4 造模方法与动物分组

　　将72只大鼠随机分正常组12只、造模组60只。参考文献方法［6］于造模前2天取44mg CⅡ溶于0.1mol/l乙酸22ml中，置于4℃冰箱，次日按2mg/ml比例与CFA1:1混合，充分乳化，按0.5ml/只的乳化剂注射尾根部及左足底皮内，一周后加强免疫一次，注射0.3ml/只，正常组同期同部位注射生理盐水。第二次诱导注射后１周，将60只造模大鼠随机分为模型组、MTX组、中药高剂量组、中剂量组和低剂量组5组各12只，各组之间的关节肿胀体积无显著性差异。MTX组和中药三组每日1次灌胃给药1.5 ml/只，中药汤剂浓度分别为1g/ml、2g/ml、3g/ml，MTX溶液浓度为1g/ml，药量相当于人体用量的10倍；正常组和模型组予同等剂量蒸馏水灌胃, 每日1 次，连续给药12周。
1.5 检测指标

1.5.1 大鼠关节肿胀率、关节炎症积分　用水容积法，于首次免疫当天即检测左足肿胀度，隔日1次，直至处死。以第1天测得的关节置换水容积为基值，以后每测得的值与之相比值而得关节肿胀率。

关节炎症的积分　从免疫后的第10天起，每隔三天分别对各组大鼠进行评定关节炎症积分，积分标准分为足爪、足垫及踝关节三个区域，单个区域最高积分为1分。无炎症计0分；轻度红肿计0.5分；中度以上红肿计1分。整个肢体出现功能障碍追加1分，单个肢体的最高积分为4分，每个大鼠的最高积分为16分［7-8］。
1.5.2 血清IL-17、TNFα水平　灌胃给药满12周后，各组大鼠腹主动脉取血约2 ml，分离血清，冻存于-20℃冰箱中待测。采用ELISA法检测大鼠血清IL-17、TNFα水平，方法按试剂盒说明进行，最后在酶标仪450 nm处读取A450值。

1.5.3 关节软骨和滑膜MMP3的表达　剥离切取各组膝关节，立即放置于10%的多聚甲醛溶液中固定、脱钙、脱水、包埋、切片，用IHC法检测大鼠软骨及滑膜MMP3的阳性表达率，方法按照IHC法程序进行。最后在200倍显微镜下随机选取5个视野，计算每个视野的阳性面积比，取平均值；阳性面积比为每个视野里的阳性目标面积占其整个视野面积的百分率。

1.5.4 关节组织病理改变　方法同上，HE染色，光学显微镜下观察滑膜、软骨细胞及基质的病理变化。
1.6 统计学方法　

　　采用SPSS17.0统计软件，实验结果以
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±s表示，多组均数比较采用单因素方差分析，两两比较采用LSD法。检验水准为a=0.05，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况

正常组大鼠精神状态良好、行动敏捷、食欲正常、关节灵活有力、毛发光泽、无明显肌肉萎缩和毛发脱落，体重增长平稳；模型组大鼠嗜睡、食欲不佳、体重增长缓慢、行动迟缓、关节红肿明显、被毛卷曲枯黄、光泽欠佳，甚至出现肌肉萎缩、毛发脱落、关节废用等。与模型组比较，中药高剂量组和MTX组有明显的改善。

2.2 各组大鼠关节炎症积分

用药12周后，与模型组比较：正常组炎症积分无升高；中药高剂量组与MTX组的大鼠关节炎症积分有明显下降，差异有显著统计学意义（P=0.000;P=0.000），且两者作用相当（P=0.143）。中药高剂量组炎症积分较中药中、低剂量组明显降低,差异有显著统计学意义（P=0.000;P=0.000）（见表1）。
    表1 各组大鼠炎症积分

    Tab.1 Each rat inflammatory integral score

	     组别
	  只数（n）
	     炎症积分（分）
	F
	      P

	     正常组
	12
	   -
	   156.671
	     0.000

	     模型组
	12
	      12.25±1.32
	
	

	     甲氨蝶呤组
	12
	      3.96±0.94
	
	

	中药高剂量组
	12
	      4.67±0.96
	
	

	中药中剂量组
	12
	      10.92±1.39
	
	

	中药低剂量组
	12
	      12.58±1.14
	
	


2.3 各组大鼠关节病理形态改变

光镜下观察，正常组大鼠关节软骨面光滑，软骨细胞排列整齐、均匀、层次分明，无增生。模型组关节面粗糙，关节间隙变窄，滑膜层次增多，可达4～6余层，软骨细胞排列紊乱，大量炎性细胞浸润，软骨、骨组织严重侵蚀，软骨切线层大部分缺失，移行层受损，毛细血管大量增生并侵入软骨下骨，且部分突破潮线。甲氨蝶呤组及中药高剂量组软骨表面较光滑，细胞排列相对较整齐，与模型组比较，均明显改善。中药中低剂量组关节面较粗糙，关节间隙稍变窄，滑膜层次增多，软骨细胞排列欠整齐，与模型组比较，改善不大（见组图1）。
2.4 各组大鼠血清TNF-α、IL-17水平

用药12周后，与模型组比较：正常组血清TNFα、IL-17含量无升高；中药高剂量组及甲氨蝶呤组血清TNFα、IL-17含量均能显著降低，有显著统计学意义（TNFα：P=0.000;P=0.000;IL-17：P=0.000;P=0.000）；中药高剂量组与甲氨蝶呤组作用相当，差异无统计学意义（TNFα：P=0.952;IL-17：P=0.142）。中药高剂量组血清TNFα、IL-17含量较中药中、低剂量组明显降低,差异有显著统计学意义（TNFα：P=0.049;P=0.000;IL-17：P=0.000;P=0.000）（见表2）。

表2  各组大鼠血清中TNF-α和IL-17含量的比较

    Tab.2 The rat serum TNF-αand IL – 17 the comparison of the content 

	组别
	只数（n）
	TNF-α（pg/ml）
	IL-17（pg/ml）

	   正常组
	   12
	   -
	       -

	   模型组
	   12
	    116.29±28.58
	          12.50±0.83

	   甲氨蝶呤组
	   12
	   39.74±15.68
	         3.62±1.18

	   中药高剂量组
	   12
	   40.36±27.19
	         4.27±0.95

	   中药中剂量组
	   12
	   60.65±28.12
	         10.92±1.39

	   中药低剂量组
	   12
	   80.59±21.24
	         12.54±0.93

	   F
	                   20.233
	         205.412

	   P
	                   0.000
	           0.000


2.5 各组大鼠关节软骨和滑膜MMP3水平

MMP3因子阳性表达定位于类风湿关节炎软骨细胞的胞浆里，呈黄色或棕黄色颗粒。正常组仅见少量散在的阳性表达且颜色较淡，不明显；模型组软骨层及滑膜层可见大量阳性表达，且着色较深，与其相比较时发现：中药高剂量组与MTX组可见少量散在的阳性表达，部分着色较深，部分着色不明显，此两组与模型组之间分别有显著的统计学意义（P=0.000;P=0.000）；中药高剂量组与MTX组之间无统计学意义（P=0.08）。中药高剂量组MMP3水平较中药低剂量组明显降低,差异有显著统计学意义（P=0.001），但是与中药中剂量组作用相当，两组之间无统计学意义（P=0.464）（见表3和组图2）。

  表3   各组大鼠滑膜组织中MMP3阳性百分比

  Tab.3 Each rat synovial tissues MMP3 positive percentage
	    组别
	  只数（n）
	   MMP3（%）
	        F
	         P

	    正常组
	12
	8.52±2.36
	      14.867


	        0.000



	    模型组
	12
	14.29±2.73
	
	

	    甲氨蝶呤组
	12
	9.32±1.49
	
	

	中药高剂量组
	12
	10.84±2.07
	
	

	中药中剂量组
	12
	11.47±1.43
	
	

	中药低剂量组
	12
	13.80±2.16
	
	


3 讨论

    类风湿关节炎（RA）以关节肿胀疼痛为突出的临床表现，其主要病理变化是慢性滑膜炎。目前常用的造模方法基本上选用注射完全弗式佐剂（Complete Freund Adjuvant，CFA）所致的大鼠佐剂型关节炎（Adjuvant arthritis,AA）和Ⅱ型胶原诱导的关节炎(Type Ⅱ collagen induced arthritis ,CIA)模型。由于RA患者的血清、关节腔液可检出抗Ⅱ型胶原抗体，关节滑膜组织可检出Ⅱ胶原—抗Ⅱ型胶原抗体复合物。而Ⅱ型胶原可导致滑膜细胞增生、滑膜组织中纤维素渗出、胶原纤维沉着、淋巴细胞浸润、软骨细胞扁平层剥脱甚至全层缺损等，其病理形态与人类RA极为相似，因此CIA模型是目前国际公认的研究人类RA的模型［9-10］。本实验采用注射CFA和CⅡ诱导RA模型，其滑膜炎症病理学改变具备RA病理特征，对客观反映RA的疗效及阐明机理可能是更好的选择。

目前治疗RA的西药主要为症状缓解药，此类药物仅能控制RA的症状，对RA远期预防骨质破坏和关节功能障碍缺乏理想效果，而该类药物的胃肠道反应、肝功损害、骨髓抑制等不良反应让许多RA患者难以坚持服药。更佳的疗效寻求于中西医结合治疗。RA属于中医“痹证”范畴，病机特点为风寒湿邪入侵、气血淤滞不畅，久则肝肾亏虚；而肝主筋、肾主骨，肝肾充足则骨有生机[11]。因此本方强调散寒除湿、滋肝补肾、活血通络，体现标本兼顾的治疗原则。药理学研究表明，方中多味中药有抗炎或免疫调节作用［11］，而类风湿关节炎的治疗恰在此方面，故本方无论从中医学角度或者是现代药理学角度均对RA有明显的治疗作用。MTX具有明确的抗炎、抑制免疫等作用，能有效缓解RA病情，降低致残率，作为RA常规一线用药已得到风湿病学术界的共识[13-14]，两者之间有相似作用，故选其作为阳性对照。
TNF-α是RA促炎细胞因子网络中的典范，是由巨噬细胞产生的具有多方面炎症效应的细胞因子。可促进血管内皮细胞表达粘附分子，趋使单核细胞和巨噬细胞聚集于滑膜炎症局部，诱导软骨和成纤维细胞合成与分泌胶原酶，介导滑膜炎症和软骨破坏，参与软骨的降解［15］。IL-17在RA早期炎症反应中起重要作用，由滑膜液中高浓度的TNF-α、IL-1等炎症因子诱导产生，能上调免疫应答，诱导炎性细胞释放促炎因子，还能促进滑膜成纤维细胞、内皮细胞等释放IL-6和IL-8，共同作用致滑膜细胞充血水肿、新生血管翳形成、滑膜异常增生、关节退变等［16］，目前在RA中，对IL-17的研究甚少，对其的研究主要在骨关节炎中比较多，故本文选其作为研究对象。MMP3被认为是导致RA骨质破坏最重要的基质金属蛋白酶（MMPs）［17］，是RA关节损伤的主要介质。它不仅可降解大量细胞外基质成分，还可活化其他MMPs，通过降解IV胶原、纤维连接蛋白、层粘结蛋白，引起骨质破坏［18-19］。近年研究发现，MMPs的异常表达，可以直接引起关节软骨及骨的降解，导致骨质破坏和损伤，参与RA的发生发展［20］，故选其作为研究对象。   

在本实验中，RA大鼠血清TNF-α、IL-17和关节软骨层及滑膜层MMP3明显增高，关节肿胀明显，治疗12周后，TNF-α、IL-17、MMP3水平均普遍下降，关节肿胀相应减轻，滑膜炎症得以控制。其中尤以中药高剂量组及甲氨甲氨蝶呤组为甚，表明IL-17、MMP3在RA的发病过程中起了重要作用，并可作为滑膜炎症的疗效指标；该方中药汤剂本着散寒除湿、滋肝补肾、活血通络的治疗原则，具有抗炎镇痛、免疫调节、预防骨破坏等多重作用，有效防治RA。
综上所述，复原益肾汤能够抑制CIA大鼠足跖关节肿胀，降低血清IL-17、TNF-α水平，抑制MMP3的表达，三者之间呈正相关关系，提示复原益肾汤从抗炎、调节免疫、抑制滑膜增生、修复骨组织等多环节、多靶点来减缓RA的病情，起到防治RA的作用。
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附图:
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组图1 各组软骨及滑膜病理形态改变（HE染色 ×200）

注 A:正常组 B:模型组 C:甲氨蝶呤组 D:中药高剂量组 E:中药中剂量组 F:中药低剂量组

Fig.1 The change of their cartilage and synovial membrane in pathological morphology（HE dyeing×200）

Note  A: normal group B: model group C: methotrexate group D: Chinese medicine high dose group E: Chinese medicine middle dose group F: Chinese medicine low dose group
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组图2 各组软骨及滑膜中MMP3的表达 （SABC ×200）
注 A:正常组 B:模型组 C:甲氨蝶呤组 D:中药高剂量组 E:中药中剂量组 F:中药低剂量组 

Fig.2 The MMP3’expression in their cartilage and synovial membrane （SABC ×200）

Note  A: normal group B: model group C: methotrexate group D: Chinese medicine high dose group E: Chinese medicine middle dose group F: Chinese medicine low dose group
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