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【摘要】 目的 探讨蕲蛇Ⅱ型胶原蛋白（CⅡ）治疗胶原诱导性关节炎（CIA）大鼠的相关作用机制。 方法 60只 10周龄

Wistar雄性大鼠按随机数字表法分为蕲蛇 CⅡ高、中、低剂量组和空白组、模型组、塞来昔布（对照）组，每组 10只。除空白组外，其

余 5组采用牛 CⅡ-弗氏完全佐剂乳剂注射法构建 CIA大鼠模型，2周后分别给予相应药物治疗，治疗 30 d后处死大鼠，获得左后

足膝关节滑膜组织和肠系膜淋巴结。采用 HE染色法观察大鼠关节滑膜组织病理学变化，ELISA法检测大鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞

（MLNLs）中 IL-2、IL-4、IL-17 和转化生长因子 -β（TGF-β）水平，流式细胞术检测辅助性 T 细胞 17（Th17）、调节性 T 细胞

（Treg）细胞比例。结果 与空白组比较，模型组大鼠膝关节滑膜组织细胞体积增大、炎症细胞浸润、新生血管生成，MLNLs中 IL-2、

IL-4水平明显降低（均 P＜0.05），TGF-β、IL-17水平明显升高（均 P＜0.05），Th17、Treg细胞比例明显升高（均 P＜0.05）；与模型组比

较，对照组和蕲蛇 CⅡ高、中、低剂量组大鼠膝关节滑膜组织内炎症细胞聚集、新生血管明显减少，MLNLs中 IL-2、IL-4、TGF-β水平

明显升高（均 P＜0.05），IL-17水平明显降低（P＜0.05），Treg细胞比例升高而 Th17细胞比例降低（均 P＜0.05），其中蕲蛇 CⅡ不同剂

量组间呈一定的量效关系（均 P＜0.05）。 结论 蕲蛇 CⅡ治疗能改善 CIA 大鼠关节滑膜组织的病理性改变，其作用机制可能是

通过调节 MLNLs中细胞因子水平和 Th17、Treg 细胞比例实现的。

【关键词】 蕲蛇Ⅱ型胶原蛋白 胶原诱导性关节炎 大鼠 免疫调节 细胞因子
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【Abstract】 Objective To investigate the efficacy of agkistrodon typeⅡ collagen(CⅡ) in treatment of rats with collagen-

induced arthritis(CIA) and related mechanism. Methods Sixty Wistar male rats of 10 weeks old were randomly divided into six

groups with 10 rats in each group: normal control group, model control group, celecoxib treatment control group, and high-,

medium- and low-dose CⅡ treatment groups. The CIA model was induced by injection with bovine CⅡ emulsified in CFA at 2

weeks before corresponding drug treatment. The rats were sacrificed after 30 days of treatment, the synovial tissue of the knee

joint of the left posterior foot and mesenteric lymph node samples were collected. The histopathological changes of synovium

were observed by HE staining. The expression levels of IL-2, IL-4, IL-17 and transforming growth factor - 茁(TGF-茁) in rat

mesenteric lymph node lymphocytes(MLNLs) were detected and the ratio of helper T cell 17(Th17) and regulatory T cell(Treg)

was calculated. Results Compared with the normal control group, the synovial tissue cells volume and inflammatory cell ag-

gregation and neovascularization in the model group were significantly enhanced, the expression levels of IL-2 and IL-4 in

MLNLs were significantly decreased(all P＜0.05), the levels of TGF-β and IL-17 were significantly increased (all P＜0.05), and

the ratio of Th17/Treg was markedly increased(all P＜0.05). Compared with the model group, the inflammatory cell aggregation

and neovascularization in the synovial tissue of celecoxib treatment group and three CⅡ treatment groups rats were significantly

reduced, the expression levels of IL-2, IL-4 and TGF-β in MLNLs were significantly increased(all P＜0.05), the levels of IL-17
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祖国传统医学中蕲蛇又名尖吻蝮，具有驱风邪、通

经络等诸多功效，被证实是治疗风湿痹证的要药，蕲蛇

域型胶原蛋白（type 域 collagen, C域）是其主要有效活
性成分。胶原诱导性关节炎（collagen induced arthritis，
CIA）大鼠模型是以慢性、多发性末端关节炎，甚至关节
损害等为主要表现的免疫性炎症模型，被应用于关节

炎病理生理、免疫机制的研究，以寻求新的治疗靶点和

验证新的药物疗法[1]。本文建立 CIA大鼠模型，以探讨
蕲蛇 C域治疗 CIA大鼠的相关作用机制，现将结果报
道如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物 10周龄、清洁级 Wistar 雄性大鼠 60
只，由浙江中医药大学动物实验中心提供；体重（286.5依
4.3）g，饲养在标准环境中。
1.2 药物与试剂 弗氏完全佐剂，采用 20 ml弗氏不
完全佐剂与 200 mg 卡介苗（批号：200703001，上海生
物制品研究所）充分混合制成；蕲蛇 C域，采用胰蛋白
酶组合微透析等技术从蕲蛇粉末（去内脏、皮骨）中分

离提取并用 0.9%氯化钠溶液溶解获得 20、10、5 滋g/ml
的溶液；塞来昔布（国药准字：J20140072，辉瑞制药有限
公司），按 36 滋g/g 称取药物溶解于 0.9%氯化钠溶液
中，获得 3.5 mg/ml的溶液。Bovine Type 域 Collagen购
自美国 Chondrex 公司，FBS 购自美国 Gibco 公司，
ConA 购自上海源叶生物科技有限公司，D-Hank's液、
DMEM、IL-2、IL-4、IL-17、转化生长因子-茁（transform原
ing growth factor-茁, TGF-茁）的 ELISA试剂盒均购自上
海碧云天生物技术有限公司，FITC标记的抗大鼠 CD4
抗体、PE 标记的抗大鼠 CD25 抗体、FITC 标记的抗大
鼠 CD4抗体、PE标记的抗大鼠 IL-17A 抗体均购自杭
州联科生物技术股份有限公司，Percoll 细胞分离液购
自美国 GE公司。
1.3 动物分组与处理 按随机数字表法将 60 只大鼠
分为 6 组，每组 10 只，即高剂量组、中剂量组、低剂量
组、空白组、模型组、塞来昔布（对照）组，每组 10只。在
大鼠右后足爪皮下和尾根部注射牛 C域-弗氏完全佐
剂乳剂（将弗氏完全佐剂加入等体积的 Bovine Type 域
Collagen中冰浴研磨均匀制成）0.2 ml建立 CIA大鼠模

型 [2]，1 周后尾根部追加 0.2 ml 进行免疫增强；而空白
组注射等量的 0.9%氯化钠注射液。2周后采用灌胃方
式给予药物治疗：高剂量组、中剂量组、低剂量组按

10 ml/kg 分别给予 20、10、5 滋g/ml 的蕲蛇 C域溶液，
对照组按 10 ml/kg 给予塞来昔布溶液，其余两组按
10 ml/kg给予等量的 0.9%氯化钠溶液，1次/d，连续给
药 30 d。治疗结束后处死大鼠，获得左后足膝关节滑膜
组织和肠系膜淋巴结。

1.4 大鼠关节滑膜组织病理学观察 采用 HE 染色
法。取左后足膝关节滑膜组织，经甲醛固定、乙醇梯度

脱水、制作石蜡切片、HE染色后在显微镜下观察。采
用 0~4级评分法评价滑膜病变程度：正常表现为 0级；
轻微炎症反应，可见少量炎症细胞聚集为 1级；局灶性
炎症细胞分布，滑膜轻度增生为 2级；大量炎症细胞浸
润，滑膜明显增生，新生血管增加为 3 级；炎症细胞浸
润明显，滑膜增生明显，血管翳形成，累及关节软骨和

周围组织为 4级。
1.5 大鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞（mesenteric lymph node
lymphocytes，MLNLs）分离 将大鼠肠系膜淋巴结放入

盛有含 5%FBS的 D-Hank's液平皿的沙网（200目）中，
去除脂肪及结缔组织，然后经组织碾碎、离心分离，最

终获得重悬细胞。

1.6 MLNLs 中 IL-2、IL-4、IL-17 和 TGF-茁 水平检
测 采用 ELISA法。MLNLs悬液用 10%FBS-DMEM培
养液进行培养，调整细胞浓度为 5伊109个/L。在无菌的
24孔培养板上，每孔加入 500 滋l MLNLs悬液、500 滋l
含 ConA（终浓度为 5 mg/L）的 10% FBS-DMEM 培养
液，置于 37 益、湿度饱和的 5%CO2培养箱中培养 48 h，
2 000 r 离心 10 min，取上清液，使用 ELISA 试剂盒检
测 IL-2、IL-4、IL-17水平。而 TGF-茁水平检测选择的
是 5%CO2培养箱中培养 8 h的细胞、2 000 r离心 5 min
后弃上清液、使用 D-Hank's 液洗涤 3次后加入无血清
的 DMEM 培养液继续培养 72 h、2 000 r 离心 10 min
获得的上清液，使用 ELISA试剂盒进行检测。
1.7 MLNLs中辅助性 T细胞 17（T helper cell 17, Th17）、
调节性 T细胞（regulatory cell, Treg）细胞比例检测 采

用流式细胞术。取 1 ml的 MLNLs悬液，与 1 ml的 40%
Percoll工作液混合均匀后转至离心管中（含 2 ml 70%

were significantly decreased(all P＜0.05), the ratio of Th17/Treg was decreased(all P＜0.05) in a dose-effect manner(all P＜0.05).

Conclusion The agkistrodon CⅡ can alleviate the pathological changes of synovial tissue in CIA rats, which is associated

with the regulating the expression levels of cytokines and Th17/Treg ratio in MLNLs.

【Key words】 Agkistrodon typeⅡ collagen Collagen-induced arthritis Rats Immunomodulation Cytokines
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Percoll 工作液），4 益、1 200 r离心 20 min，收集淋巴细
胞后调整细胞浓度为 1伊109个/L，用 FITC标记的抗大
鼠 CD4 抗体、PE 标记的抗大鼠 CD25 抗体标记 Treg，
用 FITC 标记的抗大鼠 CD4 抗体、PE 标记的抗大鼠
IL-17A 抗体标记 Th17，上流式细胞仪进行检测。
1.8 统计学处理 采用 SPSS 23.0统计软件。计量资
料用 表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比

较采用 LSD-t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 大鼠关节滑膜组织病理学观察 造模后，大鼠的

滑膜组织细胞体积增大，排列紊乱，炎症细胞浸润，新

生血管生成。蕲蛇 C域、塞来昔布对炎症反应均有一定
的抑制作用，给药后炎症细胞及微血管数量明显减少，

见图 1（插页）。
2.2 各组大鼠 MLNLs中 IL-2、IL-4 、IL-17和 TGF-茁
水平比较 各组大鼠 MLNLs 中 IL-2、IL-4 、IL-17 和
TGF-茁水平比较，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）；
与空白组比较，模型组 MLNLs中 IL-2、IL-4水平明显
降低，而 TGF-茁、IL-17水平明显升高，差异均有统计学
意义（均 P＜0.05）；与模型组比较，高剂量组、中剂量组
及对照组 MLNLs中 IL-2、IL-4、TGF-茁水平明显升高，
而 IL-17水平明显降低，差异均有统计学意义（均 P＜
0.05）；与中剂量组比较，高剂量组 MLNLs中 IL-2、IL-
4、TGF-茁水平明显升高，而 IL-17水平明显降低，差异
均有统计学意义（均 P＜0.05），见表 1。
2.3 各组大鼠 MLNLs中 Th17、Treg细胞比例比较 各

组大鼠 MLNLs中 Th17、Treg细胞比例比较，差异均有
统计学意义（均 P＜0.05）；与空白组比较，模型组MLNLs
中 Th17、Treg细胞比例均明显升高，差异均有统计学意
义（均 P＜0.05）；与模型组比较，高剂量组、中剂量组、
低剂量组及对照组 MLNLs 中 Th17 细胞比例明显降

低，高剂量组及对照组 Treg细胞比例明显升高，差异均
有统计学意义（均 P＜0.05）；与中剂量组比较，高剂量组
Th17细胞比例明显降低，Treg细胞比例明显升高，差异
均有统计学意义（均 P＜0.05），见表 2和图 2（插页）。
3 讨论

本团队通过 X线检查观察大鼠足趾肿胀程度及致
炎关节，已证实蕲蛇 C域治疗能缓解大鼠关节的肿胀程
度，降低关节软骨的损害，且相关作用具有一定的量效

关系；蕲蛇 C域对大鼠 T淋巴细胞具有免疫调节作用，
可调节 CIA大鼠外周血 CD4垣水平和 CD4垣/CD8垣，与剂
量呈一定的相关性（待发表）。而本研究通过构建 CIA
大鼠模型进一步探讨蕲蛇 C域治疗 CIA的相关作用机
制，结果显示蕲蛇 C域能明显改善 CIA大鼠病变关节
的炎症程度，可能是通过对大鼠 MLNLs免疫调节机制
产生影响而发挥作用的。其中减轻关节炎症可能与蕲

蛇 C域诱导体内产生口服耐受机制有关。口服耐受是
指通过口服方式进食某种蛋白质后，再次摄入时机体

发生全身免疫低反应状态[3]。口服抗原的剂量是关系到
口服耐受效果的重要影响因素，低剂量的抗原诱导自

身反应性淋巴细胞主动免疫抑制，高剂量的抗原诱导

克隆清除或克隆无能[4]。Th17、Treg作为 2种新型 Th细
胞亚群，在关节炎自身免疫反应的发生、发展中起关键

作用[5]。Treg特异性表达 Forkhead家族蛋白 3，具有抗
炎作用，且在维持机体对自身组织免疫耐受方面发挥

重要作用。研究表明，Treg可产生抑制性细胞因子，通
过上调抑制性免疫细胞表面分子表达和下调活化 T
细胞的相关基因来抑制靶细胞诱导的免疫应答 [6]。
Th17 能分泌产生 IL-17、IL-21、IL-6、TNF-琢 等细胞
因子，其中 IL-17 是 Th17 最重要的效应因子，其受体
在体内广泛表达，可诱导其他炎症细胞因子如 IL-6、
TNF-琢等表达，引起炎症细胞浸润和组织损伤。可见，

表 1 各组大鼠 MLNLs中 IL-2、IL-4、IL-17和 TGF-茁水平比较（ng/L）

组别

低剂量组

中剂量组

高剂量组

对照组

模型组

空白组

P值

n
10

10

10

10

10

10

IL-2

282.09±122.81*▲

433.16±44.47*△

789.41±105.80△▲

506.50±86.02*△

267.11±46.14*

688.20±107.24△

＜0.05

IL-4

11.19±1.78*▲

15.18±2.96△

20.85±3.63△▲

22.32±6.57△

9.36±2.35*

18.38±3.85△

＜0.05

IL-17

101.32±2.40*△▲

66.45±1.11*△

52.02±1.55*△▲

52.99±2.05*△▲

159.99±1.91*

54.81±1.87△

＜0.05

TGF-β

98.94±1.90*△▲

120.08±4.79*△

141.25±2.97*△▲

138.65±3.54*△▲

75.36±1.45*

28.17±2.19△

＜0.05

注：MLNLs为肠系膜淋巴结淋巴细胞，TGF-茁为转化生长因子 -β；与空白组比较，*P＜0.05；与模型组比较，△P＜0.05；与中剂量组比

较，▲P＜0.05
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免疫内环境的稳定与上述 2种细胞的比例平衡显著相
关。本研究结果显示，蕲蛇 C域能使 CIA大鼠 MLNLs中
IL-2、IL-4水平升高，且剂量越高效果越明显，高剂量
组与塞来昔布的效果类似，可能存在同样的抗炎机制。

此外，蕲蛇 C域和塞来昔布均能使 CIA大鼠 MLNLs中
Treg细胞比例升高，Th17细胞比例降低，但相关比例较
文献报道的数据偏低 [7]，可能受实验方法和试剂的影
响，亦可能是由于采集的细胞数量不足所致。

综上所述，蕲蛇 C域治疗能改善 CIA大鼠关节滑
膜组织的病理性改变，其作用机制可能是通过调节

MLNLs中细胞因子水平和 Th17、Treg细胞比例实现的。
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表 2 各组大鼠 MLNLs中 Th17、Treg细胞比例比较（%）

注：MLNLs为肠系膜淋巴结淋巴细胞，Th17 为辅助性 T 细胞

17，Treg为调节性 T细胞；与空白组比较，*P＜0.05；与模型组比

较，△P＜0.05；与中剂量组比较，▲P＜0.05

组别

低剂量组

中剂量组

高剂量组

对照组

模型组

空白组

P值

n
10

10

10

10

10

10

Th17

1.85±0.06*△▲

1.36±0.04*△

1.02±0.04*△▲

0.81±0.03*△▲

3.05±0.11*

0.75±0.05△

＜0.05

Treg

1.25±0.05*△▲

1.61±0.07*△

3.77±0.30*△▲

3.56±0.24*△▲

2.31±0.12*

1.02±0.06△

＜0.05
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