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复方夏天无片治疗类风湿关节炎的实验研究  
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摘要：目的  探讨复方夏天无片对胶原诱导性关节炎(collagen induced arthritis，CIA)小鼠的疗效及安全剂量。方法  将

CIA 小鼠随机分为 6 组：模型组、正常组、阳性(雷公藤 15 mg·kg−1)组、复方夏天无片低、中、高剂量(288，864，1 728 mg·kg−1)
组，每组 10 只。治疗 21 d 后，比较各组小鼠的一般情况、关节病理情况。探索复方夏天无片的安全浓度及对 TNF-α诱

导下的滑膜成纤维细胞(fibroblast-like synoviocyte，FLS)增殖程度的影响。结果  与模型组比较，各给药组小鼠足爪肿胀

情况明显减轻，复方夏天无片中、高剂量组关节炎指数显著降低(P<0.05 或 P<0.01)。病理上，复方夏天无片可减少炎性

细胞浸润，降低 TNF-α表达，抑制破骨细胞形成，且复方夏天无片中、高剂量组优于阳性组。复方夏天无片安全浓度≤

200 μg·mL−1，与模型组比较，复方夏天无片高剂量组可明显抑制 FLS 细胞增殖(P<0.05)。结论  复方夏天无片可改善 CIA
小鼠的一般情况，降低关节炎指数及 TNF-α阳性表达，抑制破骨细胞形成及 FLS 增殖。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the efficacy and safe dose of Compound Xiatianwu tablets in treating 
collagen-induced arthritis(CIA) of mice. METHODS  CIA mice were randomly divided into 6 groups: model group, normal 
group, positive (Tripterygium wilfordii 15 mg·kg−1) group, Compound Xiatianwu tablets low, medium, high dose (288, 864, 
1 728 mg·kg−1) groups, with 10 mice in each group. After 21 d of treatment, the general condition and joint pathology were 
compared wtih each group, and the safe concentration of Compound Xiatianwu tablets and its effect on proliferation of TNF-α 
induced fibroblast-like synoviocyte(FLS) were explored. RESULTS  Compared with model group, paw swelling of mice in 
treatment groups was all reduced, and arthritis index of mice in Compound Xiatianwu tablets medium, high dose groups was 
significantly decreased(P<0.05 or P<0.01). Pathologically, Compound Xiatianwu tablets could reduce inflammatory cells 
infiltration, decrease the positive expression of TNF-α and inhibit the formation of osteoclasts, and Compound Xiatianwu tablets 
medium, high dose groups had better effects than positive group. The safe concentration of Compound Xiatianwu tablets was ≤

200 μg·mL−1. Compared with model group, Compound Xiatianwu tablets high dose group had a good inhibitory effect on 
proliferation of FLS and there were statistically significant differences(P<0.05). CONCLUSION  Compound Xiatianwu tablets 
can improve the general conditions of CIA mice, reduce the arthritis index, decrease the positive expression of TNF-α, inhibite 
osteoclast formation and FLS proliferation. 
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类风湿关节炎(rheumatoid arthritis，RA)是一

种可引起多个器官受累的弥漫性、慢性系统性自

身免疫病。RA 影响全球 0.5%~1%的人口，多发生

于老年人，女性患病风险高。RA 造成关节结构破

坏与功能障碍，使患者活动受限，日常生活受到

影响，严重降低患者及其家人的生活质量，一旦

确诊，应尽早治疗[1-2]。传统的免疫抑制剂如甲氨

蝶呤一直是治疗 RA 的基础用药，但其带来的不良

反应也不容小觑，近些年来，虽然随着生物靶向

药物的开发应用，RA 的临床缓解率得到明显提
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高，但仍不能有效阻止疾病进展，甚至有部分患

者对生物制剂的治疗并不敏感[3]。因此，探索新的

安全有效的药物，寻求新的有效治疗手段具有非常

重要的意义。天然药物因其来源广、不良反应小、

安全性高，具有多途径、多靶点起效的特点，在治

疗发病机制复杂的疾病方面显现出独特优势，逐渐

获得越来越多的关注。罂粟科紫堇属夏天无是延胡

索亚属植物伏生紫堇的块茎，是中国传统的中药

材，收载于中国药典 2015 年版(一部)，其味甘，微

辛，性温，可行气活血、通络止痛[4]。根据现代药

理学研究，夏天无主要有效成分为包含原阿片碱、

普鲁托品、延胡索乙素等生物碱在内的夏天无总碱
[5]。复方夏天无片以夏天无为主药，佐以麝香、三

七、全蝎、当归、牛膝等 33 味中药研制而成，具

有驱风逐湿、舒筋活络、行血止痛之功效[6]。目前

临床研究已证实复方夏天无片对 RA 具有改善作用
[7]，但尚无相关前期实验研究支持。因此，本实验

采用胶原诱导关节炎小鼠研究复方夏天无片对 RA
的治疗作用，为其在临床中推广使用提供参考。 
1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  动物与细胞  SPF 级 BALB/c 小鼠(6~8 周

龄)，60 只，体质量(20±2)g，购自浙江省医学科学

院 实 验 动 物 中 心 ， 实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ：

SCXK(浙)2019-0001，雌雄不拘。人滑膜成纤维细

胞(fibroblast- like synoviocyte，FLS，武汉谷歌生

物有限公司)。 
1.1.2  药 物 与 试 剂   完 全 弗 氏 佐 剂 ( 批 号 ：

SLCB3232)和不完全弗氏佐剂(批号：SLCB0103)
均购自美国 Sigma 公司；牛 II 型胶原(BIIC，美国

Chondrex 公 司 ， 批 号 ： 190201) ； TNF-α( 美 国

Peprotech 公司，批号：641525E1319)；醋酸(国药

集团化学试剂有限公司，批号：180719)；雷公藤

多苷片(浙江得恩德制药股份有限公司，批号：

1811132B；规格：每片 10 mg)；复方夏天无片(浙
江康恩贝制药股份有限公司，批号：190603；规

格：每片 0.32 g)；TRAP 染色试剂盒(南京建成生

物工程研究所，批号：D023-1-1)。 
1.2  方法 
1.2.1  RA 小鼠模型的制备 
1.2.1.1  造模剂的配制  依据 Chondrex 公司的

BIIC 说明书配制造模剂，流程：将 5 mL 0.05 mol·L−1

醋酸水与 10 mg BIIC 完全混合，配制成 BIIC 醋酸

溶液，BIIC 浓度为 2 mg·mL−1，置于 4 ℃冰箱过

夜；将 5 mL BIIC 醋酸溶液与 5 mL 完全弗氏佐剂

混匀，在 4 ℃下充分搅拌使其乳化，配制成乳化

液后，BIIC 浓度为 1 mg·mL−1，将此乳化液标记

为造模剂 a(用于初次免疫)；将 5 mL BIIC 醋酸溶

液与 5 mL 不完全弗氏佐剂以同样方法配制成

BIIC 浓度为 1 mg·mL−1 的乳化液，标记为造模剂 b 
(用于二次免疫)。 
1.2.1.2  胶原诱导型 RA 小鼠模型的制备  初次免

疫：小鼠皮下注射造模剂 a，分别注射于背部、尾

根部及任一后足掌，每只 0.2 mL；正常组以同样的

方法注射生理盐水，每只 0.2 mL。二次免疫：小鼠

初次免疫 7 d 后皮下注射造模剂 b，分别注射于背部、

尾根部及同一后足掌，每只 0.2 mL，目的是加强免

疫效果；正常组以同样的方法注射生理盐水，每只

0.2 mL。14 d 后再次注射造模剂 b 加强免疫。 
1.2.2  分组及给药  将 BALB/c 小鼠采用随机数

字表法随机分为 6 组：正常组、模型组、阳性组(雷
公藤，15 mg·kg−1，以雷公藤多苷含量计)、复方夏

天无片低、中、高剂量组，每组 10 只。根据小鼠

体质量计算药物给药量，低、中、高剂量比例为 1∶

3∶6；其中，低剂量为临床用药的等效剂量，设

定复方夏天无片低剂量为 288 mg·kg−1，则相应中、

高剂量分别为 864，1 728 mg·kg−1。采用灌胃给药

的方式，灌胃体积 0.04 mL·g−1，每天 1 次，造模

第 22 天开始连续给药 21 d。 
1.2.3  关节的观察与关节炎程度的评估  从二次

免疫后小鼠开始，每天观察大鼠足部是否出现关

节炎症状。关节炎症状出现后，遵照下述小鼠关

节炎评分标准：0 分，无关节炎症(无红肿)；1 分，

有红色斑点或轻度肿胀；2 分，关节中度肿胀；3
分，关节重度肿胀；4 分，关节僵直甚至畸形，严

重功能障碍。 
根据未注射胶原的 3 个关节的病变程度累计积

分，最高为 12 分。盲评标准下实施操作，至少 1 个

足爪包括踝关节全部红肿，则认为关节炎诱导成功。 
1.2.4  组织标本病理学处理及观察   实验结束

后，颈椎脱臼处死小鼠，取小鼠的左后侧踝关节，

去除皮毛及肌肉，使用 PBS 清洗 2 遍后浸泡于 4%
多聚甲醛溶液中固定，随后取踝关节的关节切面

行 HE 染色：分离后肢的踝关节组织，置于 10%
福尔马林缓冲液中固定 48 h，随后置于 15%乙二

胺四乙酸(EDTA)中脱钙 3 周，隔 3 d 换液 1 次，
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常规石蜡包埋、石蜡切片，5 μm 矢状切片、并用

苏木精染色，光镜观察滑膜炎情况。TRAP 染色：

采用 TRAP 染色试剂盒，按照说明书流程染色。

用甲基绿复染 2 min，甘油封片，显微镜下观察和

计数破骨细胞数目，并以 Image J 软件分析每单位

体积表面破骨细胞数目，测量胫骨生长板厚度。

TNF-α 免疫组织化学染色：将小鼠踝关节组织切

片进行 10%福尔马林缓冲液固定，封闭后孵育相

应的一抗 TNF-α过夜，次日复温 1 h 后，滴加通用

型二抗，DAB 显色，显色后封片，于 100 倍显微

镜下拍照，使用 Image Pro-plus 软件分析，以正常

组平均光密度值为基准，根据阳性细胞的染色面

积和强度对 TNF-α进行半定量分析。 
1.2.5  细胞处理及观察  采用 MTT 法测定细胞增

殖活性。选取对数生长期 FLS，用 0.25%胰蛋白酶

消化后，以含 10%胎牛血清的 DMEM 高糖培养液

制成细胞密度为 1×105 ·mL‒1 的单细胞悬液，接种

于 96 孔板中，每孔 100 μL。将培养板置于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养 24 h，弃原培养液，PBS 冲

洗细胞，将试验分为空白组(空白 DMEM 高糖培养

液 )、模型组 (加入终质量浓度为 20 ng·mL−1 的

TNF-α溶液)、阳性组(阳性对照，加入终质量浓度

为 100 μg·mL−1 的雷公藤多苷与 20 ng·mL−1 TNF-α
的混合液)及复方夏天无片不同质量浓度组(加入

终质量浓度为 100，140，180 μg·mL−1 提取物与

20 ng·mL−1 TNF-α的混合液)(不同质量浓度组复方

夏天无片是由康恩贝企业提供的中药复方水提

物，将之浓缩减压干燥至浸膏并溶于无血清培养

基中配置)，将以上各质量组，经滤膜过滤，灭菌

后，每孔放置 200 μL，每个质量浓度设置 5 个复

孔。培养 48 h 后，每孔加入 5 mg·mL−1 MTT 溶液

10 μL，继续培养 4 h 后，弃孔内上清，加入 DMSO
溶剂，每孔 150 μL，37 ℃恒温摇床中震荡 10 min，

使沉淀充分溶解后，置于酶标仪上测定 490 nm 波

长的吸光度(OD)值，计算细胞增殖率。 
1.2.6  统计学处理  采用 SPSS 23.0 软件进行数

据分析，计量资料用 sx ± 表示，多组数据比较采用

单因素方差分析。以 P<0.05 为差异有统计学意义。 
2  结果 
2.1  一般情况观察  

小鼠在一次免疫后 5~7 d 出现双下肢关节的

轻度红肿，此时进行二次免疫，14 d 后再次加强

免疫，加强免疫后红肿进一步加重，部分小鼠踝

关节充血发亮。正常组小鼠关节屈伸度、活动度

可，未见红肿异常；模型组小鼠精神萎靡，少动

嗜睡，行动迟缓，饮食减少，踝、足掌关节出现

明显的红肿、充血，活动度减退，部分伴有皮下

红斑，部分甚至出现踝、掌关节僵硬，不能活动，

且压痛明显；造模第 22 天开始，连续给药 21 d，

复方夏天无片组和阳性组足爪肿胀情况均较模型

组减轻，其中复方夏天无片中、高剂量组小鼠足

掌关节肿胀情况较阳性组减轻明显。结果见图 1。 
 

 
 

图 1  小鼠下肢肿胀观察 
A‒模型组；B‒正常组；C‒阳性组；D‒复方夏天无片低剂量组；E‒复

方夏天无片中剂量组；F‒复方夏天无片高剂量组。 
Fig. 1  Observation of lower limb swelling in mice  
A−model group; B−normal group; C−positive group; D−Compound 
Xiatianwu tablets low dose group; E−Compound Xiatianwu tablets 
medium dose group; F−Compound Xiatianwu tablets high dose group.  

 

2.2  关节炎指数评分  
在药物治疗 21 d 后，对各组小鼠的关节炎指

数进行评估，结果见表 1。正常组小鼠关节炎指数 
为 0，模型组小鼠为 8.12，阳性组较模型组有所下

降，但无显著性差别，而复方夏天无片中、高剂

量组关节炎指数均明显降低，且与模型组相比差 
异具有统计学意义(P<0.05 或 P<0.01)。 

 
表 1  小鼠关节炎指数评分 
Tab. 1  Arthritis index score of mice 

组别 关节炎评分(第 42 天) 

正常组 0 

模型组  8.12±0.33 

阳性组  6.73±0.71 

复方夏天无片低剂量组 7.67±0.9 

复方夏天无片中剂量组   6.41±0.781) 

复方夏天无片高剂量组   5.89±0.442) 

注：与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Note: Compared with the model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
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2.3  关节组织病理学观察 
正常组的关节组织中未见明显的异常炎性细

胞浸润；模型组和复方夏天无片低剂量组均可见明

显的炎性细胞浸润(白色箭头所指)，中剂量和高剂

量组可以在一定程度上改善关节组织中炎性细胞

浸润的情况，且效果略优于阳性组。结果见图 2。 
 

 
 

图 2  小鼠踝关节 HE 染色(100×) 
A‒模型组；B‒正常组；C‒阳性组；D‒复方夏天无片低剂量组；E‒复

方夏天无片中剂量组；F‒复方夏天无片高剂量组。 
Fig. 2  HE staining of mouse ankle joint(100×) 
A−model group; B−normal group; C−positive group; D−Compound 
Xiatianwu tablets low dose group; E−Compound Xiatianwu tablets 
medium dose group; F−Compound Xiatianwu tablets high dose group.  

 

TRAP 染色结果见图 3，可见模型组破骨细胞

(白色箭头所指)活跃，导致骨质破坏加重，复方夏

天无片高剂量组具有较好的抑制破骨细胞形成的

作用，效果优于阳性组。 
 

 
 

图 3  小鼠踝关节 TRAP 染色(100×) 
A‒模型组；B‒正常组；C‒阳性组；D‒复方夏天无片低剂量组；E‒复

方夏天无片中剂量组；F‒复方夏天无片高剂量组。 
Fig. 3  TRAP staining of mouse ankle joint(100×)  
A−model group; B−normal group; C−positive group; D−Compound 
Xiatianwu tablets low dose group; E−Compound Xiatianwu tablets medium 
dose group; F−Compound Xiatianwu tablets high dose group. 

 

TNF-α免疫组化染色见图 4 和表 2。模型组关

节腔隙 TNF-α阳性细胞(黑色箭头所指)表达丰富，

与 HE 染色的炎性细胞浸润情况一致，经复方夏天

无片干预后，关节腔内的阳性表达显著降低，且

中、高剂量组效果优于阳性组。各组 TNF-α平均

相对光密度提示，与正常组比较，模型组 TNF-α
阳性表达显著升高(P<0.01)，与模型组比较，各给

药组 TNF-α阳性表达显著下降(P<0.01)。 

 
 

图 4  小鼠踝关节 TNF-α免疫组化染色(100×) 
A‒模型组；B‒正常组；C‒阳性组；D‒复方夏天无片低剂量组；E‒复

方夏天无片中剂量组；F‒复方夏天无片高剂量组。 
Fig. 4  Immunohistochemical staining of TNF-α in ankle 
joint mice(100×) 
A−model group; B−normal group; C−positive group; D-Compound 
Xiatianwu tablets low dose group; E−Compound Xiatianwu tablets medium 
dose group; F−Compound Xiatianwu tablets high dose group. 
 
表 2  复方夏天无片对小鼠踝关节 TNF-α的影响( sx ± , 
n=3) 
Tab. 2  Effect of Compound Xiatianwu tablets on the 
expression of TNF-α in ankle joint of mice( sx ± , n=3) 

组别 OD 值 

正常组 1.0±0.1 

模型组 5.4±0.42) 

阳性组 1.5±0.21) 

复方夏天无片低剂量组 3.7±0.41) 

复方夏天无片中剂量组 2.2±0.21) 

复方夏天无片高剂量组 1.4±0.21) 

注：与模型组比较，1)P<0.01；与正常组比较，2)P<0.01。 
Note: Compared with the model group, 1)P<0.01；compared with normal 
group, 2)P<0.01。 

 

2.4  细胞观察  
设置复方夏天无片浓度梯度，采用 MTT 法检

测不同浓度梯度复方夏天无片对 HFLS 成纤维细

胞的抑制率，试验重复 3 次，分析得出浓度梯度

在 160，180，200，220，240 μg·mL−1 时的细胞抑

制 率 分 别 为 (7.81±2.33)% ， (9.55±3.82)% ，

(9.46±3.12)%，(18.41±4.21)%，(23.21±3.91)%，选

取抑制率<10%的最高剂量为药物的安全有效浓

度 ， 可 知 复 方 夏 天 无 片 的 安 全 浓 度 范 围 为 ≤

200 μg·mL−1。TNF-α可诱导 FLS 细胞增殖，细胞

本身无明显形态变化，经给予复方夏天无片后，

细胞增殖效应随着药物浓度的提高而降低。实验发

现，TNF-α诱导浓度在 1，5，10，20，50 ng·mL−1 时，

细胞增殖率分别为(2.31±0.28)%，(10.81±3.33)%，

(46.51±6.20)%，(65.33±9.12)%，(49.50±8.21)%。

通 过 以 上 数 据 可 知 TNF-α 的 有 效 诱 导 浓 度 为

20 ng·mL−1；同样，通过试验检测复方夏天无片对
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TNF-α 诱 导 下 的 细 胞 增 殖 率 ， 可 见 模 型 组

(20 ng·mL−1)的细胞增殖率为(51.42±11.22)%，阳性

组(100 μg·mL−1)细胞增殖率为(32.71±4.33)%，复

方夏天无片组(100，140，180 μg·mL−1)细胞增殖率

分别为(48.30±9.71)%，(40.33±8.85)%，(30.44±7.34)%，

其中 180 μg·mL−1 复方夏天无片组与模型组比较，差

异具有统计学意义(P<0.05)。 
3  讨论 

RA 发病机制十分复杂，与多种遗传和外在因

素(感染、生活方式、个人习惯、职业暴露)有关，

最具特征性的病理改变是关节炎性浸润，滑膜细

胞肿瘤样增生，软骨和骨破坏。研究证实，TNF-α、

IL-6 和 IL-33 等促炎细胞因子的升高在 RA 的发生

发展中起着关键作用。尤其是 TNF-α，近年来越

来越多的证据表明其在 RA 炎症进展和组织破坏

中发挥着不容忽视的关键作用[8-10]。TNF-α作为主

要的促炎性细胞因子，与其受体相结合后，除了

可刺激滑膜和内皮细胞成纤维生长因子促进一

系列趋化因子的生成，进一步放大加重炎症反应

外 [11] ， 更 重 要 的 是 其 还 能 通 过 激 活 RANK 、

TRAF6、NF-κB 等通路或促进 RANKL 的表达直

接或间接影响到破骨细胞[12]。破骨细胞是体内唯

一具有骨吸收能力的细胞，在生理状况下，破骨

细胞与成骨细胞处于动态平衡的状态，破骨细胞

诱导骨小梁和骨皮质表面产生沟槽及隧道，随后

成骨细胞通过产生新的骨基质对这些沟槽与隧道

进行填充。而在病理状况下，骨的平衡状态被打

破，破骨细胞异常活跃，一则通过整合素和细胞

外基质蛋白相互作用发挥其骨吸收功能；二则通

过其皱褶缘质子泵泌酸，使骨质脱钙；此外还能

分泌基质金属蛋白酶降解周围骨基质，最终导致

骨量减少，诱发关节骨缺损。本实验发现，模型

组小鼠关节腔隙 TNF-α阳性细胞表达丰富，破骨

细胞异常活跃，骨质破坏严重，经夏天无复方治

疗后可显著降低 TNF-α阳性细胞表达、抑制破骨

细胞形成，且效果优于雷公藤阳性对照组。 
此外，还通过细胞试验确定了夏天无复方对

TNF-α诱导下 FLS 增殖的影响。FLS 位于滑膜衬

里层，在各种因素作用下活化并增殖，引发关节

炎及骨与软骨的破坏，在 RA 的整个发病过程中起

着不容忽视的重要作用[13]。关节局部大量炎性细

胞浸润，活化滑膜组织中 CD4+T 细胞、巨噬细胞，

产生大量炎性因子，作用于 FLS，引发炎症反应[14]。

FLS 长期处于炎症状态，进一步造成局部骨及关

节下软骨组织的破坏[15]。此外有研究表明，体内

多种信号通路可直接或间接参与 RA-FLS 细胞增

殖的调控，促进 RA 的发生发展。如 Wnt1 可通过

调控 FLS 中纤连蛋白表达，诱导 FLS 组织异常

增殖，加剧炎症发生，而阻断 Wnt 信号通路，则

会抑制 FLS 增殖，同时可减少炎症因子的分泌[16]；

此外，Li 等 [17]在研究中发现，通过影响 JNK- 
MAPK，p38 和 NF-κB 通路可对 TNF-α诱导下的

FLS 进行调节，从而参与 RA 滑膜炎的发生发展。

由于活化增殖后的 FLS，不仅可向关节软骨表面

迁移和侵袭，活化破骨细胞，侵蚀关节软骨及骨
[18]，还可通过分泌多种炎症介质(如促炎细胞因子、

基质金属蛋白酶及组织蛋白酶等)作用于信号传导

的多种途径间接降解关节骨与软骨组织[19]。因此，

对 RA-FLS 的有效控制对缓解 RA 患者的临床症状

以及改善预后可能具有一定的帮助[20]。本实验发

现，与 TNF-α诱导组相比较，复方夏天无片组的

成纤维样滑膜细胞增殖率下降，且药物剂量越高，

细胞增殖率下降的越为明显，说明复方夏天无片

可抑制 TNF-α诱导下成纤维样滑膜细胞的增殖，

但其具体抑制作用通路还有待进一步实验明确。

此外，雷公藤多苷片为临床治疗 RA 的常用复方中

药，在本研究中作为阳性组，发现其对“小鼠关

节肿胀程度”方面无显著疗效，但在改善小鼠关

节炎症状态(包括破骨细胞增殖、TNF-α表达等)方
面具有一定的抑制作用，可能与其作用起效时间、

药效剂量、疗程及在小鼠体内生物利用度等因素

有一定关系[21-22]，有待进一步观察。 
综上，本次研究采用经典的胶原诱导方式成功

建造 CIA 小鼠模型，在此基础上研究了复方夏天无

片治疗类风湿关节炎的起效方式。结果显示，复方

夏天无片可改善 CIA 小鼠的一般情况及关节炎症

状、降低其关节炎指数、减少炎性细胞浸润及炎性

因子 TNF-α阳性表达、抑制破骨细胞形成及 FLS 增

殖，并以 MTT 法观察了不同浓度复方夏天无片对

FLS 的影响，筛选出合适药物浓度，但药物具体的

影响作用通路以及基因靶点的寻找还有待进行更深

一步的实验研究。本研究为该药进行开发研制、更

好地应用于临床提供了一定的前期实验基础。 
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