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类风湿性关节炎（Rheumatoid Arthritis，RA）[1]是一种以慢

性侵蚀性关节炎为特征的自身免疫性疾病[2]。该病最早发现

于1895年，由英国学者Garrod AV首先报道。据流行病学调查

结果，我国 RA 的发病率为 0.32％～0.36％，略低于 0.5％～

2.1％的世界平均水平；发病年龄高峰期为 30～50岁，女性约

为男性的 2～3倍；其致残率从发病开始 2年内可达 20％，5年

内约为60％[3]，主要早期临床表现为关节疼痛、肿胀，到晚期时

出现关节强直、畸形和功能障碍。双防饮是我院谢教授的经

验组方，主要由双花、薏苡仁、防风、当归、石膏、青风藤、土茯

苓、生地、丹皮、黄柏、虎杖、羌活、独活等药味组成。该方临床

用于 RA 湿热证的治疗，治疗 4、6 周后的总有效率分别为

83.33％、93.33％。本文将对该方进行进一步实验研究，观察

其主要的药理药效，并初步探讨其作用机制。方中，以双花、

防风为君药，可清热解毒、祛风通络；薏苡仁、土茯苓、当归、生

地、石膏为臣药，可清热、解肌、利湿；虎杖、黄柏、僵蚕、全虫为

佐药，能行血、散瘀、通络。其中，羌活、独活祛湿重，黄柏在患

部皮肤温度较高时加用，分别兼使药功能。方剂制作由我院

制剂室提供。本文以佐剂诱导性关节炎模型大鼠进行实验研

究，以期为该组方用于治疗RA提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

YLS-TA型足趾容积测量仪（山东省医学科学院设备站）；

EP601C型痛阈测试仪、RT-610型酶标仪（上海创萌生物科技

有限公司）；TGL-16GB 型离心机（上海安亭科学仪器厂）；

FA2004型电子分析天平（上海天平仪器厂）。

1.2 药品与试剂
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摘 要 目的：研究院内传统组方双防饮对佐剂诱导性关节炎模型大鼠的保护作用及机制。方法：将大鼠随机分为正常对照组、

模型组、阳性对照（雷公藤多苷0.06 g/kg）组和双防饮低、中、高剂量[2.2、9.8、22.0 g（生药）/kg] 组，每组10 只。除正常对照组外，其

余各组大鼠复制佐剂诱导性关节炎模型。复制模型给药当日开始对正常对照组、模型组大鼠 ig给予生理氯化钠溶液，其余各组大

鼠 ig给予相应药物，每日1次，连续28 d。观察复制模型后3、7、14、21、28 d各组大鼠的关节炎指数、痛阈值、足跖肿胀度；末次给

药后测定各组大鼠血清中白细胞介素1（IL-1）、IL-6、IL-10、肿瘤坏死因子α（TNF-α）和C-反应蛋白（CRP）水平。结果：与正常对照

组比较，模型组大鼠复制模型后第7天起关节炎指数、第14天起足跖肿胀度和血清中 IL-1、IL-6、TNF-α、CRP水平增加，第3天起

痛阈值、血清中 IL-10水平降低，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，阳性对照组和双防饮高剂量组大鼠复制模型后第7

天起关节炎指数、第14天起足跖肿胀度和血清中 IL-1、IL-6、TNF-α、CRP水平降低，第14天起痛阈值、血清中 IL-10水平增加，差异

有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）；作用效果与双防饮剂量呈正相关。结论：双防饮在缓解关节炎症方面具有一定疗效，该作用

可能与其对炎症因子的调节有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the protective effects and mechanism of Shuangfangyin on adjuvant-induced arthritis model

rats. METHODS：The rats were randomly divided into normal control group，model group，positive control group（tripterygium

glycosides 0.06 g/kg），and low-dose，medium-dose and high-dose groups [2.2，9.8，22.0 g（medicinial materials）/kg]，10 for

each. Adjuvant-induced arthritis model rats were built except for normal control group. Normal control group and model group were

ig given physiological sodium chloride solution and the other were given appropriate drugs for 28 d，once a day. The rat arthritis in-

dex，pain threshold and paw swelling degree of each group were observed after 3 d，7 d，14 d，21 d and 28 d；and the serum lev-

els of IL-1，IL-6，IL-10，TNF-α and CPR in rats were determined after the last administration. RESULTS：Compared with normal

control group，the arthritis index from 7 d and the paw swelling degree from 14 d，the serum levels of IL-1，IL-6，IL-10，TNF-α

and CPR were increased in model group；pain threshold from 3 d and IL-10 level were decreased in model group，and there were

significant differences（P＜0.01）. Compared with model group，the arthritis index from 7 d and paw swelling degree from 14 d and

serum levels of IL-1，IL-6，IL-10，TNF-α and CPR were decreased；pain threshold and IL-10 level were increased in negative con-

trol group and Shuangfangyin high dose group，there were significant differences（P＜0.01 or P＜0.05）. The effect was positively

correlated with the dose of Shaungfangyin. CONCLUSIONS：Shuangfangyin has a certain effect in relieving arthritis，and the effect

may be related to the regulation of inflammatory cytokines.
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双防饮[单县中心医院制剂室制备，批号：130215，规格：

1.24 g（生药）/ml]；雷公藤多苷（浙江普洛天然药物有限公司，

批号：130124，规格：每片 10 mg）；白细胞介素 1（IL-1）、IL-6、

IL-10检测试剂盒（美国Sunbio公司，批号：1304041、1304092、

1304141）；肿瘤坏死因子α（TNF-α）检测试剂盒（上海船夫生物

科技有限公司，批号：B1304725）；完全弗氏佐剂（美国 Sigma

公司）；C反应蛋白（CRP）检测试剂盒（上海工硕生物技术有限

公司）；0.3％戊巴比妥钠（中国医药集团上海试剂有限公司，批

号：WS20120411，规格：100 g/ml）。

1.3 动物

清洁级健康Wistar大鼠，♂，3～4月龄，体质量（180±5）

g，由河南动物实验中心提供，实验动物合格证号：豫动质字

201303004。大鼠适应性饲养7 d，自由饮食，12 h 光亮/黑暗条

件，24～27 ℃环境温度，单笼喂养。

2 方法
2.1 双防饮处方与制备

双花 30 g、防风 25 g、当归 20 g、生地 15 g、赤芍 20 g、石膏

20 g、丹皮20 g、薏米20 g、青风藤15 g、黄柏15 g、虎杖15 g、羌

活10 g、独活10 g、僵蚕10 g、全蝎3 g。按2012年版《山东中药

饮片炮制规范》制备成汤剂，每包200 ml，真空包装。

2.2 分组与复制模型

取大鼠随机分为正常对照组、模型组、阳性对照（雷公藤

多苷 0.06 g/kg）组和双防饮低、中、高剂量 [2.2、9.8、22.0 g（生

药）/kg] 组，每组10 只。大鼠用0.3％戊巴比妥钠麻醉后，常规

消毒左后侧足底，除正常对照组外其余各组大鼠足跖皮内注

射完全弗氏佐剂，每只0.15 ml，复制佐剂诱导性关节炎模型[4]；

正常对照组大鼠皮内注射等容积生理氯化钠溶液。

2.3 给药与样本采集

复制模型当日开始，正常对照组、模型组大鼠 ig给予生理

氯化钠溶液，每只2 ml；双防饮低、中、高剂量组大鼠分别 ig给

予双防饮混悬液2.2、9.8、22.0 g（生药）/kg（分别相当于临床等

效剂量的 1、3、6倍）；阳性对照组大鼠 ig给予雷公藤多苷混悬

液0.06 g/kg（相当于临床等效剂量）。每日给药1次，持续给药

28 d。常规喂养，自由进食饮水，末次给药后，取大鼠用 0.3％

戊巴比妥钠麻醉后腹主动脉取血，2 000 r/min（离心半径：7.9

cm）离心10 min，取血清，－20 ℃冻存备用。

2.4 指标测定

2.4.1 关节炎指数评分 于复制模型后的第 3、7、14、21、28

天，采用关节炎指数积分评价各组大鼠关节炎症程度[5]。大鼠

的每只足爪炎症按关节炎评分法（0～4分）[6]标准评分：0分为

正常；1分为1个或 1个以上趾关节红肿；2分为整个足爪红肿；

3分为踝关节以下红肿；4分为包括踝关节在内的全部足爪红

肿。大鼠关节炎指数为大鼠四肢关节炎评分之和。

2.4.2 痛阈值 采用痛阈测定仪，将大鼠置于固定筒架，待大

鼠安静后，在其左侧后足掌心处选固定点一处，用痛阈测定仪

均匀下压，至大鼠缩腿反应出现，读取显示的力度大小作为大

鼠痛阈值。重复测量3次，期间间隔5 min，取3次平 均值作为

该大鼠的痛阈值。测定过程中避免过度刺激大鼠。在复制模

型后的第3、7、14、21、28 天分别测定各组大鼠的痛 阈值。

2.4.3 足跖肿胀度 采用足趾容积测量仪测量各组大鼠足跖

的容积，反复测量 3次，计算平均值。于复制模型前和复制模

型后的第3、7、14、21、28天分别按照上述方法测定各组大鼠的

足跖厚度，按公式计算足跖肿胀度，足跖肿胀度＝复制模型后

足跖的容积－复制模型前足跖的容积。

2.4.4 血清指标 采用酶联免疫吸附法检测各组大鼠血清中

IL-1、IL-6、IL-10、TNF-α水平；透射免疫比浊法测定各组大鼠

血清中CRP水平，具体操作严格按照各试剂盒说明书进行。

2.5 统计学方法

采用 SPSS 13.0统计软件进行分析。计量数据以x±s表

示，组间两两比较采用 t检验，组内比较采用配对 t检验。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 各组大鼠关节炎指数测定结果

除正常对照组外，其余各组大鼠左后足爪于致炎后均开

始出现肿胀，关节炎指数在复制模型后随时间的延长而不断

增加。与正常对照组比较，其余各组大鼠于复制模型后第7天

开始关节炎指数明显增加，差异有统计学意义（P＜0.01）。与

模型组比较，阳性对照组和双防饮高、中、低剂量组大鼠于复

制模型后第 21天开始关节炎指数降低，差异有统计学意义

（P＜0.01）。各组大鼠关节炎指数测定结果见表1。

表1 各组大鼠关节炎指数测定结果（x±±s，n＝10）

Tab 1 Determination results of arthritis indexes of rats in

each group（x±±s，n＝10）

组别
正常对照组
模型组
阳性对照组
双防饮低剂量组
双防饮中剂量组
双防饮高剂量组

3 d

5.06±0.05

8.46±0.28

8.44±0.38

8.42±0.53

8.43±0.46

8.45±0.64

7 d

5.08±0.26

9.67±0.65＊

9.37±0.73＊

9.72±0.25＊

9.68±0.67＊

9.69±0.41＊

14 d

6.10±0.23

11.53±0.43＊

9.13±0.26＊

10.67±0.47＊

9.89±0.64＊

9.42±0.35＊

21 d

6.08±0.89

11.15±0.62＊

7.23±0.73＊#

8.42±0.72＊#

8.49±0.37＊#

7.63±0.25＊#

28 d

6.09±0.43

10.14±0.93＊

6.35±0.51＊#

8.36±0.55＊#

7.24±0.49＊#

6.21±0.43＊#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.01

3.2 各组大鼠痛阈值测定结果

与正常对照组比较，模型组大鼠各时间点的痛阈值均降

低，差异具有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，阳性对照

组和双防高剂量组大鼠从复制模型后第 14天开始痛阈值升

高，差异具有统计学意义（P＜0.05）；其余各组比较无统计学意

义（P＞0.05）。各组大鼠痛阈值测定结果见表2。

表2 各组大鼠痛阈值测定结果（x±±s，n＝10，g）

Tab 2 Determination results of pain threshold of rats in

each group（x±±s，n＝10，g）

组别
正常对照组
模型组
阳性对照组
双防饮低剂量组
双防饮中剂量组
双防饮高剂量组

3 d

16.52±1.17

11.58±3.17＊

11.95±2.55

11.60±2.65

11.73±2.76

11.86±2.12

7 d

16.27±1.28

10.95±1.33＊

10.14±1.53

11.33±1.31

10.35±1.23

10.28±1.12

14 d

17.14±1.55

8.97±1.14＊

11.87±2.13#

8.70±1.65

8.85±2.67

11.16±1.56#

21 d

16.85±1.33

8.17±1.09＊

13.96±4.99#

8.97±2.09

11.98±3.09

14.86±2.34#

28 d

16.14±1.35

8.23±1.15＊

14.33±4.31#

8.81±3.31

12.34±4.76

14.99±1.19#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05

3.3 各组大鼠足跖肿胀度测定结果

与正常对照组比较，其余各组大鼠于复制模型后第 14天
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开始足跖肿胀度明显增加，差异有统计学意义（P＜0.01）。与

模型组比较，阳性对照组和双防饮高、中剂量组大鼠于复制模

型后第 14天开始足跖肿胀度明显减小，双防饮低剂量组大鼠

于复制模型后第21天开始足跖肿胀度明显减小，差异有统计学

意义（P＜0.01或P＜0.05）。各组大鼠足跖肿胀度测定结果见

表3。

表3 各组大鼠足跖肿胀度测定结果（x±±s，n＝10，ml）

Tab 3 Determination results of paw swelling degree of rats

in each group（x±±s，n＝10，ml）

组别
正常对照组
模型组
阳性对照组
双防饮低剂量组
双防饮中剂量组
双防饮高剂量组

3 d

0.272±0.030

0.465±0.076

0.468±0.075

0.466±0.076

0.464±0.069

0.467±0.076

7 d

0.268±0.074

0.469±0.032

0.473±0.001

0.472±0.002

0.473±0.026

0.475±0.021

14 d

0.305±0.027

0.503±0.026＊

0.450±0.028＊##

0.467±0.038＊

0.462±0.024＊##

0.442±0.002＊##

21 d

0.319±0.065

0.489±0.042＊

0.412±0.021＊##

0.433±0.052＊#

0.376±0.026＊##

0.343±0.052＊##

28 d

0.311±0.021

0.478±0.670＊

0.374±0.047＊##

0.417±0.017＊#

0.382±0.051＊##

0.275±0.026＊##

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.4 各组大鼠血清指标测定结果

与正常对照组比较，模型组大鼠血清中 IL-1、IL-6、TNF-α、

CRP含量增加，IL-10含量减少，差异具有统计学意义（P＜0.01

或P＜0.05）。与模型组比较，阳性对照组和双防饮中、高剂量

组大鼠血清中 IL-6、TNF-α、CRP水平降低，IL-10水平增加；阳

性对照组和双防饮高剂量组 IL-1水平降低，差异具有统计学

意义（P＜0.01或 P＜0.05）。实验期间，大鼠采血过程中模型

组和双防饮中剂量组各有1个标本出现血液凝结现象，无法检

测指标。各组大鼠血清指标测定结果见表4。

表4 各组大鼠血清指标测定结果（x±±s）

Tab 4 Determination results of serum index test of rats in

each group（x±±s）

组别
正常对照组
模型组
阳性对照组
双防饮低剂量组
双防饮中剂量组
双防饮高剂量组

n

10

9

10

10

9

10

IL-1，pg/ml

21.82±0.20

29.07±0.21＊

21.81±0.41#

27.61±0.07

20.65±0.42

19.22±0.33#

IL-6，pg/ml

204.34±31.21

307.19±56.15＊＊

215.79±45.51#

289.73 ±47.83

216.62±44.61#

210.65±45.03#

IL-10，pg/ml

3.717±0.002

2.694±0.001＊＊

3.714±0.006##

3.067±0.004

3.575±0.003#

3.715±0.003#

TNF-α，pg/ml

17.19±14.31

63.70±27.87＊＊

20.59±19.21

53.60±23.67

22.97±129.21##

21.59±18.53##

CRP，mg/L

1.27±0.30

3.32±0.42＊＊

1.48±0.48##

3.16±0.35

2.48±0.38#

1.33±0.36##

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model

group，#P＜0.05，##P＜0.01

4 讨论
RA属于中医痹症范畴，在长期的临床实践中，我院采用

双防饮方对其进行治疗，已积累了丰富的经验。为了进一步

验证该方对RA的治疗作用，本文对其作用机制进行了动物实

验研究。

研究结果显示，复制模型过程中，模型组大鼠关节炎指数

与正常对照组相比差异有统计学意义（P＜0.01），说明笔者选

用完全弗氏佐剂可成功复制关节炎模型。

本实验结果显示，模型组大鼠于复制模型后第7天开始关

节炎指数较正常对照组增加，差异有统计学意义（P＜0.01）。

双防饮低、中、高剂量组大鼠于复制模型后第21天开始关节炎

指数较模型组均有下降，差异有统计学意义（P＜0.01）；双防饮

高剂量组和阳性对照组大鼠于复制模型后第14天开始痛阈值

较模型组增加，差异有统计学意义（P＜0.05）。模型组大鼠于

复制模型后第 14天起足跖肿胀度较正常对照组增加，差异有

统计学意义（P＜0.01）；双防饮中、高剂量组和阳性对照组足趾

肿胀度于复制模型后第 14天起较模型组降低，差异有统计学

意义（P＜0.01）。这说明双防饮可明显减轻关节炎外在症状，

如减轻受累关节肿胀，阻止局部组织损伤，对关节损伤有修复

效应。

TNF-α是活动期RA滑膜中的主要细胞因子之一，其能刺

激滑膜成纤维细胞增生，分泌 IL-1、IL-6、趋化因子以及前列腺

素等效应分子，在RA的发病中起着极其重要的作用。同时，

TNF-α可激活血管内皮细胞、增强内皮细胞黏附分子的表达，

使血液中的白细胞通过黏附分子相互作用被汇集到关节腔而

诱发炎症 [7]。本研究发现，双防饮能降低模型大鼠血清中

TNF-α水平。有研究表明，RA患者血清 IL-1、IL-6水平与关节

压痛指数、关节肿胀指数、CRP水平呈明显的正相关[8]。本实

验结果显示，双防饮可降低模型大鼠血清中 IL-1、IL-6 水平，并

使之趋于正常。有研究表明，RA患者血清 IL-10 水平偏低[9]。

本研究显示，模型组大鼠血清中 IL-10水平较低，双防饮组大

鼠血清中 IL-10水平较模型组提高。

药理研究表明，双花、丹皮、赤芍、虎杖均具有抗炎作用，

其中双花、丹皮作用显著，双花还具有促进外周血细胞对异物

的吞噬能力；丹皮对非特异性炎症及变态反应性炎症有抗炎

作用；黄柏可抑制炎症早期的毛细血管通透性，抑制炎性渗

出、水肿；青风藤的主要有效成分青风藤碱对多种非特异性炎

症及免疫性炎症有明显的抑制作用，青风藤还具有抗炎、镇痛

的作用[10]。双防饮对治疗关节炎有良好疗效的原因，可能与各

单味药具备了炎症抑制和免疫调节的药理作用有关。这些药

共同组方，药理作用得到了加强，在治疗关节炎中显示出较好

的抑制炎症、消肿的功效。雷公藤多苷具有免疫调节、抗炎止

痛等作用[11-12]，本实验采用其作为阳性对照药。

综上，本研究可为双防饮临床用于治疗RA提供实验依据。
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蛇葡萄素钠协同卡铂对肺癌Lewis细胞增殖的抑制作用
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摘 要 目的：研究蛇葡萄素钠（AMP-Na）协同卡铂对肺癌 Lewis 细胞增殖的抑制作用。方法：以 6.25、12.5、25、50、100 μg/ml

AMP-Na+3.125、6.25、12.5、25、50 μg/ml 卡铂培养细胞 4 h，测定细胞活力并计算抑制率与半数抑制浓度（IC50）。以 12.5、25、50、

100 μg/ml AMP-Na+12.5 μg/ml卡铂培养细胞12 h，流式细胞仪检测细胞半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶3（Caspase-3）表达。结果：

系列质量浓度AMP-Na与系列质量浓度卡铂联用后对细胞生长有明显抑制作用，随质量浓度的升高，卡铂对Lewis细胞的 IC50逐

渐降低；AMP-Na 质量浓度范围在 6.25～50 μg/ml 时，与 3.125～25 μg/ml 卡铂联用后，对 Lewis 细胞增殖的协同抑制作用最强。

AMP-Na与卡铂联合培养细胞12 h后，细胞Caspase-3 表达明显增强。结论：AMP-Na与卡铂合用对Lewis细胞增殖具有协同抑制

效应，其机制可能与AMP-Na激活细胞Caspase-3，从而诱导细胞凋亡有关。

关键词 蛇葡萄素钠；卡铂；肺癌Lewis细胞；半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶3

Inhibitory Effects of Ampelopsin Sodium Combined with Carboplatin on the Proliferation of Lewis Cell of

Lung Cancer
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the inhibitory effects of ampelopsin sodium（AMP-Na）combined with carboplatin on the

proliferation of Lewis cell of lung cancer. METHODS：6.25，12.5，25，50 and 100 μg/ml AMP-Na and 3.125，6.25，12.5，25 and

50 μg/ml carboplatin were used to culture the cells for 4 h，and the cell viability was determined and the inhibition rate and half in-

hibition concentration（IC50）were calculated. 12.5，25，50 and 100 μg/ml AMP-Na and 12.5 μg/ml carboplatin were used to culture

the cells for 12 h，and the flow cytometry was used to determine the expression of Caspase-3. RESULTS：AMP-Na with serial con-

centrations combined with carboplatin with serial concentrations had obvious inhibitory effects on the cell proliferation. With the in-

crease of mass concentration，the IC50 of carboplatin on the Lewis cells was gradually decreased；when the AMP-Na of 6.25-50

μg/ml was combined with carboplatin of 3.125-25 μg/ml，it showed the strongest inhibitory effects on the Lewis cell proliferation.

When cells were cultured with AMP-Na and carboplatin for 24 h，the expression of Caspase-3 increased significantly. CONCLU-

SIONS：AMP-Na combined with carboplatin has synergistic inhibitory effect on the Lewis cell proliferation by a mechanism that

may be related to the apoptosis induced by Caspase-3 activated by AMP-Na.

KEYWORDS Ampelopsin sodium；Carboplatin；Lewis cells of lung cancer；Caspase-3
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