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组按
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种以慢性破坏性关节病变为特征的全身性自身免疫

病!表现为关节滑膜的慢性炎症'增生!血管翳形成!主

要侵犯关节软骨'软骨下骨'韧带和肌腱等!造成关节
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炎症过程
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活性对控制
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病情进展非常重要)
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( 临床中应用

我院疼痛科中药经验方祛痹镇痛方治疗
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取得一定

疗效!为进一步探讨其作用机制!进行了中药祛痹镇痛

方对胶原诱导性关节炎$
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影响的研究(

材料与方法
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级!由浙江中医药大学动物实验中

心提供!动物合格证号#

[\Ud

$浙%
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%药物'试剂及仪器%祛痹镇痛方$全蝎
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%

虫
#" J

%蜣螂虫
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%蜈蚣
#

条%桃仁
#" J

%红花

< J

%乳香
< J

%牛膝
#" J

%莶草
#! J

%寻骨风

#" J

%由浙江省中西医结合医院制剂室煎药完成$含

生药
# JV?F

%&甲氨喋呤$

?;LA1L.;T+L;

!

*(U

%$上海

信谊制药有限公司!批号#

#""8"$

!规格#

!
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%&牛

"

型胶原$

L/R; " E122;J+, 1Q S1O@,;

!
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!美国
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公司!批号#
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#

#
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$
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!
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!美国
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$
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公司!批号#
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抗

体$美国
[+,L+ %.-b

公司%&

`N6

辣根过氧化物酶显

色试剂盒$美国
0;EL1.

公司%&

\F[

$
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足趾容积测量

仪$山东医学科学院设备厂%(

$

%模型建立与分组%

%'N

模型是用同源或异源

性
"

型胶原免疫动物而引发的一种慢性'多发性关节

炎!是一种免疫性炎症模型( 多发性的末端关节炎是

该模型的主要临床表现( 病理变化为增生性滑膜炎!

关节软骨破坏'骨侵蚀'关节腔内炎性细胞浸润( 在无

菌条件下!用
"

!

# ?12VF

冰醋酸在冰浴中充分溶解

6%"

!浓度为
7 ?JV?F

!置于
7

+冰箱过夜后!与
'IN

等体积混合'振荡乳化!制成
6% "

乳剂!浓度为

! ?JV?F

!置
7

+冰箱保存备用( 模型的制备参照

+药理学实验指南,,,新药发现和药理学评价-

)

7

*及

相关文献)

:

*的造模方法$稍有改良%!于造模组大鼠尾

根部及颈背部
:

个部位进行皮内注射!每只大鼠注射

"

!

: ?F 6%"

乳剂!含
# ?J 6%"

型胶原!

#7

天后加

强免疫
#

次!尾根部皮内注射
6%"# ?J

( 正常组注

射
"3 : ?F

生理盐水(

<"

只
)@ML+.

大鼠随机分为正

常对照组 $正常组!

#"

只%和造模组$

:"

只%!造模组

大鼠建立
%'N

模型( 造模成功后!选取造模成功大鼠

$"

只随机分为#模型组'祛痹镇痛方组$中药组%和

*(U

组!每组
#"

只(

7

%模型成功判定标准%致炎前!用足趾容积测量

仪测量每只大鼠左后足足趾容积!作为致炎前足趾基

础容积( 每周进行关节炎指数$

+.LA.@L@M @,K;T

!
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%

评分( 于首次注射
6%"

乳剂后
#G

天!根据
N'

评分

进行模型成功评判)

<

*

(

N'

标准分级如下#

"

分#无红

肿&

#

分#趾关节稍肿!足爪或足垫单个区域炎症&

!

分#关节轻度红肿!足爪和足垫或踝关节
!

个区域以上

的炎症&

$

分#关节中度红肿!轻度功能障碍&

7

分#关

节重 度 红 肿! 僵 直 甚 至 畸 形! 严 重 功 能 障 碍(

N' Y7

分!单侧左足外踝以下隆起的体积
Y#3 < ?F

为

造模成功(

:

%给药方法%于造模成功后开始给药!用药剂量

按照实验动物与人体体表面积比等效剂量换算比

例)

8

*

!根据大鼠的体重进行计算!临床成人中药用量

为
$

!

! JV

$

BJ

"

K

%!则中药组大鼠按
!!

!

= JVBJ

剂量

灌胃中药祛痹镇痛方!正常组'模型组灌胃等量生理盐
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水!均每日
#

次&

*(U

组大鼠按
"3 8G ?JVBJ

剂量灌

胃
*(U

混悬液!每周
#

次( 连续用药
$"

天(

<

%标本制备%大鼠经
#"e

水合氯醛腹腔注射麻

醉致死( 仰位固定!常规碘酒'酒精消毒( 沿膝关节正

中纵行切开皮肤直至暴露出以膝关节为中心约

$ E?

,

$ E?

的区域!沿髌骨上缘约
"

!

$ f"

!

7 E?

处

向下切割至股骨!再分别沿髌骨两侧向下分离至胫骨!

此时即打开了膝关节腔( 由髌骨下极向下延续有一层

平滑光亮呈淡黄色的滑膜组织( 用眼科直镊钝性分离

关节囊的滑膜层和纤维层!完整剥离滑膜组织!然后以

眼科镊轻轻夹住其边缘!用消毒的手术刀完整切取滑

膜组织!约
8 f#" ?J

(

8

%主要观察指标

8

!

#

%

N'

评分%于第
#G

天造模成功后及用药结

束后进行
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评分$评分标准如前述%(

8

!
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$
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'
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水平检测%

将所有大鼠左侧滑膜用
7e

多聚甲醛固定( 石蜡包埋

切片!脱蜡'水化( 行免疫组化检验的切片
<"

+烤箱

过夜! 以防脱片( 二甲苯
# $" ?@,

' 二甲苯
"

!" ?@,

!无水乙醇'

=:e

'

8:e

'
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乙醇各
#" ?@,

!

蒸馏水洗
: ?@,

(以磷酸盐缓冲液$

W6[

%洗
$

次!每次

: ?@,

!

$

!

" JVF

过氧化氢 #甲醇溶液
$8

+温育

#: ?@,

(纯化水冲洗!

W6[

浸泡
: ?@,

( 抗原修复#将

切片置于
"

!

# ?12VF

且
Ra c <

!

"

的枸橼酸液修复液

中!沸水浴
#: ?@,

(自然冷却
$" ?@,

(

W6[

洗
$

次!

每次
: ?@,

(血清封闭!室温
7: ?@,

!甩去多余液体!

'F

$

#!

'

'F

$

G

'

0>HI

一抗按
#

-

!"

稀释!

7

+孵育过夜(

阴性对照用
W6[

代替一抗(

W6[

$

(

洗
$

次!每次

: ?@,

(分别滴加生物素化的二抗!按
#

#

:""

稀释!

$8

+温育
<" ?@,

(

W6[

$

(

洗
$

次!每次
: ?@,

(

`N6

显色'脱水!透明中性树胶封片!光镜下观察结果( 图

像分析#随机选取
:

个高倍视野$ ,

!""

%!计算每个视

野的阳性面积比!取其平均值( 阳性面积比为每个视

野阳性目标面积占整个统计面积的百分率(

G

%统计学方法%采用
[W[[ #8

!

"

统计软件进

行统计分析!计量资料以
T

)

M

表示!组间比较采用单

因素方差分析!组内比较采用配对
L

检验!

W X"3 ":

为

差异有统计学意义(

结%%果

#

%各组大鼠治疗前后
N'

评分比较$表
#

%%与正

常组大鼠比较!模型组大鼠
N'

评分明显升高!差异有

统计学意义$

W X "3 "#

%&治疗前模型组'中药组与

*(U

组大鼠
N'

评分比较!差异无统计学意义$

W Y

"

!

":

%&与本组治疗前比较!治疗后中药组与
*(U

组

大鼠
N'

评分明显降低!差异有统计学意义 $

W X

"

!

"#

%!与模型组比较差异有统计学意义$

W X"3 "#

%!

*(U

组与中药组两组组间比较!

N'

评分差异无统计学

意义$

W Y"3 ":

%(

表
#

$各组大鼠治疗前后
N'

评分比较%$分!

T

)

M

%

组别
,

治疗前 治疗后

正常
#" "

"

""

)

"

"

"" "

"

""

)

"

"

""

模型
#"

:

"

<"

)

#

"

#<

!

:

"

="

)

#

"

87

!

中药
#" :

"

7"

)

"

"

=7

!

"

7"

)

#

"

=!

"#

*(U #" :

"

$"

)

#

"

!$

!

"

""

)

#

"

<8

"#

%%注#与正常组同期比较!

!

W

.

"

"

"#

&与本组治疗前比较!

"

W

.

"

"

"#

&与

模型组同期比较!

#

W

.

"

"

"#

!

%各组药物对
%'N

大鼠
'F

$

#!

'

'F

$

G

及
0>HI

表

达的影响比较$表
!

%%与正常组比较!模型组大鼠滑

膜
'F

$

#!

'

'F

$

G

'

0>HI

水平明显升高$

W X"3 "#

%&与

模型组比较!中药组和
*(U

组大鼠滑膜
'F

$

#!

'

'F

$

G

'

0>HI

水平明显降低$

W X"

!

"#

%!中药组和
*(U

组组

间比较差异无统计学意义 $

W Y"

!

":

%(

表
!

$各组药物对
%'N

大鼠
'F

$

#!

'

'F

$

G

及

0>HI

表达的影响比较%$

T

)

M

%

组别
,

'F

$

#!

阳性

面积比

'F

$

G

阳性

面积比

0>HI

阳性

面积比

正常
#" $

"

!#

)

"

"

:< 7

"

!#

)

"

"

8G 7

"

:<

)

"

"

G8

模型
#"

#7

"

8"

)

$

"

"#

!

#G

"

<$

)

!

"

:<

!

#=

"

$!

)

!

"

$#

!

中药
#"

#"

"

"!

)

!

"

##

"

#!3

"

!"

)

!

"

$#

"

#!

"

$<

)

!

"

78

"

*(U #"

=

"

<:

)

#

"

:G

"

##

"

::

)

#

"

G8

"

##

"

:<

)

!

"

"#

"

%%注#与正常组比较!

!

W

.

"

"

"#

&与模型组比较!

"

W

.

"

"

"#

讨%%论

"

型胶原诱导的关节炎模型是
(.;,LA+? `>

等)

G

*于
#=88

年创立( 由于在主要组织相容性复合

物'性别'关节局部病变'

E122+J;, "

$

% "

%自身免疫

等方面与
ZN

有很多相似之处!所以
%'N

模型成为目

前比较公认的
ZN

动物模型)

=

*

( 在实验中!造模后第

!#

天!造模组大鼠关节肿胀明显!通过足趾容积评估

及
N'

评分测量后!提示
%'N

模型制备成功(

ZN

属于中医学.痹证/范畴( 本虚标实'寒热错

杂'痰瘀痹阻为
ZN

基本病因病机( 据此拟经验方祛

痹镇痛方!主要由全蝎'蜈蚣' 虫'蜣螂虫'桃仁'红

花'牛膝'乳香'莶草'寻骨风等药组成( 现代药理研

究表明)

#"

*

!全蝎的主要有效成分为蝎毒!蜈蚣的化学

成分主要含组织胺样物质及溶血性蛋白质! 虫含有

多种纤溶活性蛋白组分!蜣螂虫含氨基酸和多肽类成



"&'/%%" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#

月第
$$

卷第
#

期
%&'()*

!

&+,-+./ !"#$

!

0123 $$

!

41

!

#

分!桃仁含有苦杏仁苷!红花含有红花黄色素等!三萜

皂苷是牛膝主要成分!以上药物均具有解热'镇痛'抗

炎和调节免疫等作用( 乳香)

##

*

'莶草)

#!

*

'寻骨

风)

#$

*亦具有抗炎'镇痛作用( 因此祛痹镇痛方具有镇

痛'抗炎'解热和调节免疫等作用(

ZN

致病过程中伴随多种免疫活性细胞活化及

细胞因子'炎症介质的共同参与!

'F

$

#!

是
ZN

炎症

过程的主要破坏因子!而血液中的
'F

$

#

主要为单核

细胞和巨噬细胞产生的
'F

$

#!

(

'F

$

#!

可能刺激滑膜

细胞与软骨细胞!合成前列腺素
>!

$

K@,1R.1ML1,;

R.1ML@,>!

!

WH>!

%和胶原酶!刺激血管扩张渗出!

促进破骨细胞的溶骨作用!造成关节破坏( 对
%'N

大鼠的研究发现!中药治疗后可使大鼠血清
'F

$

#!

的

表达下降)

#7

*

(

'F

$

G

是一种
)6%

趋化因子!通过
'F

$

#

刺激单核'巨噬细胞'成纤维细胞产生!其生物学效

应有趋化中性粒细胞至炎症局部!增强其他中性粒

细胞的功能!如表达黏附分子!产生氧自由基!释放

溶酶体酶( 对于
ZN

患者!

'F

$

G

通过招募中性粒细

胞至急性炎症滑膜部位并增加该细胞的活性而增强

其破坏作用(

0>HI

是血管生成的主要因子!在
ZN

滑膜病理性血管新生中起关键作用)

#:

*

!其能够促进

炎症滑膜组织新生血管形成及血管内物质外渗!加

重滑膜组织炎症和血管翳形成!加重
ZN

的临床症

状!导致关节畸形和强直(

本实验结果表明#

%'N

大鼠滑膜
'F

$

#!

'

'F

$

G

'

0>HI

表达水平升高!给予祛痹镇痛方治疗后!滑膜

'F

$

#!

'

'F

$

G

'

0>HI

表达水平下降( 说明本方能减少

'F

$

#!

'

'F

$

G

'

0>HI

的合成而抑制炎性细胞浸润!减少

关节炎的发生和逆转疾病的发展( 阻断
'F

$

#!

'

'F

$

G

'

0>HI

所介导的一系列炎性反应!这可能是祛痹镇痛

方治疗
%'N

的作用机制之一!其治疗
%'N

的其他机制

尚需深入研究(
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