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摘 要 目的：研究徐长卿-二妙散-三藤方对关节炎模型小鼠血清中肿瘤坏死因子α（TNF-α）和骨化相关因子 DKK-1含量的影

响，探讨该方治疗关节炎的作用机制。方法：将60只BALB/c小鼠随机分为正常组、模型组、柳氮磺吡啶组（阳性对照，9 mg/kg）和

徐长卿-二妙散-三藤方低、中、高剂量组（以生药量计分别为11.25、22.5、45 g/kg），每组10只。除正常组外的其余50只小鼠均采用

完全弗氏佐剂+蛋白聚糖 ip法建立关节炎模型。成模后，各给药组小鼠 ig相应药物，正常组和模型组小鼠 ig等体积生理盐水，每

天1次，连续20 d。给药结束后，采用酶联免疫吸附法检测各组小鼠血清中TNF-α和DKK-1含量，透射电镜下观察小鼠骶髂关节

滑膜细胞超微病理结构变化。结果：与正常组比较，模型组小鼠血清中TNF-α含量明显升高、DKK-1含量明显降低（P＜0.05）；镜

下可见小鼠骶髂关节滑膜细胞发生增生肥大、胞质内细胞器变形、线粒体肿胀等病理损伤。与模型组比较，各给药组小鼠血清中

TNF-α含量均明显降低（P＜0.05或P＜0.01），除柳氮磺吡啶组外的其余各给药组小鼠血清中DKK-1含量均明显升高（P＜0.05）；

镜下可见各给药组小鼠骶髂关节滑膜细胞的病理损伤均有不同程度减轻，且徐长卿-二妙散-三藤方组小鼠的病理损伤好转程度

较柳氮磺吡啶组更显著。结论：徐长卿-二妙散-三藤方可能通过降低血清中TNF-α含量和升高DKK-1含量，从而抑制关节炎模型

小鼠的骶髂关节炎症和病理性骨化。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effect of Xuchangqing-ermiaosan-santeng formula on the contents of tumor necrosis fac-

tor α（TNF-α）and ossification-related factor DKK-1 in serum of model mice with arthritis，and reveal its mechanism in the treat-

ment of arthritis. METHODS：60 BALB/c mice were randomly divided into normal group，model group，sulfasalazine group（posi-

tive control，9 mg/kg） and Xuchangqing-ermiaosan-santeng formula low-dose，medium-dose，high-dose groups （calculated by

crude drug as 11.25，22.5，45 g/kg），10 in each group. Except for normal group，other 50 mice were intraperitoneallly injected

complete Freund’s adjuvant + proteoglycans to induce model with arthritis. After modeling，mice in each administration group were

intragastrically administrated relevant medicines，mice in normal group and model group were intragastrically administrated equal

volume of normal saline，once a day，for 20 d. After administration，enzyme-linked immunosorbent assay was used to detect the

contents of TNF-α and DKK-1 in serum of mice in each group，and ultrastructural changes of sacroiliac joint synovial cells were ob-

served by transmission electron microscopy. RESULTS：Compared with normal group，TNF-α content in serum in model group

was obviously increased，DKK-1 content was obviously decreased（P＜0.05）；sacroiliac joint synovial cells showed hyperplasia，

organellar deformation，mitochondrial swelling and other pathologic damage. Compared with model group，TNF-α contents in se-

rum in each administration group were obviously decreased（P＜0.05 or P＜0.01）；except for sulfasalazine group，the DKK-1 con-

tent of mice in other administration groups were obviously increased（P＜0.05）. Pathologic damages of sacroiliac joint synovial

cells in each administration group were reduced to varying degrees，and improvement degree in Xuchangqing-ermiaosan-santeng for-

mula groups was higher than sulfasalazine group. CONCLUSIONS：Xuchangqing-ermiaosan-santeng formula may inhibit the sacroil-

iac arthritis and pathological ossification of model mice with arthritis by decreasing TNF-α content and increasing DKK-1 content in

serum.

KEYWORDS Xuchangqing-ermiaosan-santeng formula；Ar-

thritis；Tumor necrosis factor α；Ossification-related factor DKK-

1；BALB/c mice
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蛋白聚糖诱导的小鼠关节炎（Proteoglycan-induced

arthritis，PGIA）模型是目前研究强直性脊柱炎（Ankylos-

ing spondylitis，AS）的主要动物模型之一 [1]。当前治疗

AS 的药物如非甾体类抗炎药（NSAIDs）、抗风湿药物

（DMARDs）和肿瘤坏死因子（TNF）受体拮抗药等，通常

只能改善或控制症状，不能从根本上逆转AS的自然病

理演变过程[2]，并普遍存在很多副作用[3]，骨侵蚀与骨赘

形成依然存在，且某些药品价格昂贵也限制了其广泛和

长期使用[4]。因此，探索具有抗炎作用并能有效抑制病

理性新骨形成、副作用小且价格低廉的方药，是AS防治

的重要课题。

徐长卿-二妙散-三藤方为湖北省中医院骨伤科熊昌

源教授的经验方。熊昌源教授是全国第三、四批师带徒

名老中医，从事中医骨伤临床教学科研40余年，在AS的

诊治方面积累了丰富的经验。AS 的临床辩证众说不

一，熊昌源教授从“湿、瘀、虚”论治AS，认为湿、瘀贯穿

于AS发生发展的整个过程，采用徐长卿-二妙散-三藤方

为基本方，可祛湿逐瘀、通督伸筋、兼顾补虚。现代药理

研究表明，徐长卿的主要有效成分丹皮酚具有与NSAIDs

相似的药理作用[5-7]，且副作用小。二妙散（由黄柏和苍

术组成）见于《丹溪心法》，主治湿热下注证，临床上治疗

湿热痹阻型活动期类风湿性关节炎[8]和急性痛风性关节

炎[9]疗效较好。实验研究表明，二妙散通过抑制类风湿

性关节炎大鼠炎症细胞因子的作用发挥其抗炎效应，并

且以黄柏、苍术比例为 1 ∶ 1配伍时效果最明显[10]。督脉

夹脊抵腰中，行于背正中总督一身之阳，此脉一通，则百

脉皆通，熊昌源教授认为腰骸胸背和外周骨节病变与督

脉有密切关系。因藤能入络，络能通脉，鸡血藤活一身

之血络，络石藤通一身之筋脉，海风藤祛一身之风湿，

“三滕”合用共奏通督伸筋之效。

本研究拟在给予PGIA模型小鼠徐长卿-二妙散-三

藤方后，采用透射电镜观察各组小鼠骶髂关节滑膜细胞

超微病理结构变化，并运用酶联免疫吸附技术检测血清

中炎症相关细胞因子肿瘤坏死因子α（TNF-α）和Wnt信

号通路病理性骨化相关因子DKK-1的含量，从分子水平

揭示该方治疗AS的作用机制，为将该方广泛应用于临

床提供实验依据。

1 材料

1.1 仪器

HT-7700 透射电镜（日本日立高新技术公司）；

C2500-R-230V 微型高速离心机（美国 Labnet 公司）；

ICV-450电热恒温培养箱（日本 Asone 科学仪器公司）；

Multiskan MK3全自动酶标仪（美国Thermo科技公司）。

1.2 饮片、药品与试剂

徐长卿（批号：160601）、黄柏（批号：170601）、苍术

（批号：160301）、鸡血藤（批号：160501）、络石藤（批号：

160301）、海风藤（批号：160101）饮片均购自湖北强康中

药饮片有限公司；柳氮磺吡啶肠溶片（上海信谊天平药

业有限公司，批号：H31020557，规格：每片0.25 g）；蛋白

聚糖（PG，美国西格玛奥德里奇公司，批号：D-8428，纯

度：＞99％）；完全弗氏佐剂（美国 MP Bio 公司，批号：

642857，纯度：99％）；小鼠TNF-α（批号：E-EL-M0049c）、

小鼠 DKK-1（批号：E-EL-M0024c）酶联免疫吸附（ELI-

SA）试剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技有限公司）；试剂均

为分析纯，水为蒸馏水。

1.3 动物

清洁级 BALB/c 小鼠 60只，♂，鼠龄（20±4）周，体

质量（22±2）g，由武汉大学实验动物中心提供，动物生

产合格证号：SCXK（鄂）2008-0004。

2 方法
2.1 徐长卿-二妙散-三藤方的制备

方药组成：徐长卿20 g、黄柏12 g、苍术12 g、鸡血藤

10 g、络石藤 10 g、海风藤 10 g。将以上 5种中药按 2 ∶
1.2 ∶ 1.2 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 1的比例放置在套式恒温器中，加入 10倍

量水，武火煮沸后，改文火煎煮 1 h，滤出药液；药渣加 8

倍量水继续煎煮 1 h；合并 2次滤液，将滤液浓缩至以生

药量计终质量浓度分别为 1.125、2.25、4.5 g/mL，各 120

mL[11]，作为徐长卿-二妙散-三藤方给药的低、中、高剂量

药液，密封灭菌，4 ℃冰箱冷藏，备用。

2.2 PGIA小鼠模型的制备

将 60只小鼠随机分为正常组、模型组、柳氮磺吡啶

组（阳性药物）和徐长卿-二妙散-三藤方低、中、高剂量

组，每组 10只。除正常组外，其余 50只小鼠均复制

PGIA模型，即将完全弗氏佐剂100 μL和PG 100 μL混合

后，分别在实验第0、3、6周分3次注入小鼠腹腔。在第3

次抗原注射结束后，每周观察3次关节炎发病情况，主要

观察免疫后小鼠足趾、踝关节红肿程度和关节功能受限

程度。按照0～4分/爪对小鼠进行外周关节进行评分[12]：

无任何炎性肿胀为 0分，单个爪受累肿胀为 1分，大于 1

个爪受累为2分，关节活动受限为3分，踝关节肿胀僵直

为4分，总评分在0～16分之间。

2.3 分组与给药

从造模成功的第 1天起开始给药，正常组和模型组

小鼠 ig等体积蒸馏水，氮磺吡啶组小鼠 ig 9 mg/kg的氮

磺吡啶蒸馏水溶液（相当于成人临床用量的等效剂量），

徐长卿-二妙散-三藤方低、中、高剂量组小鼠 ig按生药量

计分别为 11.25、22.5、45 g/kg 的中药溶液（分别按成人

临床用量的6、12、24倍换算），每天给药1次，连续20 d。

2.4 ELISA法检测小鼠血清中TNF-α和DKK-1含量

给药结束后，于小鼠眼眶后静脉丛取血并分离血

清，采用ELISA法检测血清中TNF-α和DKK-1，具体操

作按照相应试剂盒说明书进行。

2.5 小鼠骶髂关节滑膜细胞超微结构的观察
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将小鼠处死，取双侧骶髂关节面约 2 mm厚的滑膜

组织标本，以2.5％戊二醛前固定，0.1 mol/L磷酸缓冲液

（PBS）漂洗3次，1％锇酸后固定，梯度酒精（50％、70％、

80％、95％、100％）脱水 2次，每次 15 min；环氧树脂包

埋，纯丙酮脱水 2次，每次 15 min；环氧树脂包埋剂EP-

ON812-丙酮（1 ∶ 1）浸透 30 min，纯包埋液浸透 1 h，纯包

埋液在37 ℃固化24 h后，升温至60 ℃再固化48 h；超薄

切片机切片，铀、铅（醋酸双氧铀、枸橼酸铅）染色后，透

射电镜观察滑膜细胞超微结构变化。

2.6 统计学方法

采用SPSS17.0统计学软件进行数据分析。结果以

x±s表示，组间比较采用独立样本 t检验。P＜0.05表示

差异有统计学意义。

3 结果
3.1 小鼠一般情况和外周关节变化

在第 2次抗原免疫后（实验第 4周），各造模组小鼠

出现进食量减少、体型消瘦、皮毛无光泽并伴轻微脱毛、

易怒的情况；在第3次抗原免疫后（实验第6周），各造模

组小鼠的上述表现加重，并出现脊柱活动受限的情况。

在整个实验期间，造模小鼠均未出现踝、足趾关节红肿

等外周关节炎表现。

3.2 小鼠血清中TNF-α和DKK-1含量变化

与正常组比较，模型组小鼠血清中TNF-α含量明显

升高，DKK-1含量明显降低，差异均有统计学意义（P＜

0.01）。与模型组比较，徐长卿-二妙散-三藤方低、中、高

剂量组小鼠血清中 TNF-α含量均明显降低（P＜0.01或

P＜0.05），DKK-1含量均明显升高（P＜0.05），且作用效

果与该方剂量无明显相关性；柳氮磺吡啶组小鼠血清中

TNF-α含量较模型组明显降低（P＜0.05），而 DKK-1含

量较模型组差异无统计学意义（P＞0.05），结果见表1。

表 1 各组小鼠血清中TNF-α和DKK-1含量的测定结

果（x±±s，n＝10，ng/mL）

Tab 1 Determination results of the contents of TNF-α

and DKK-1 in serum of mice in each group（x±±

s，n＝10，ng/mL）

组别
正常组
模型组
徐长卿-二妙散-三藤方低剂量组
徐长卿-二妙散-三藤方中剂量组
徐长卿-二妙散-三藤方高剂量组
柳氮磺吡啶组

TNF-α

86.585±1.321

234.197±7.261＊＊

135.138±8.129##

142.355±7.274##

139.211±7.583##

192.282±4.694#

DKK-1

2 440.078±49.268

1 510.921±75.473＊＊

2 100.202±23.845#

2 031.115±21.487#

2 074.306±22.631#

1 862.794±25.988

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

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

3.3 小鼠骶髂关节滑膜细胞超微病理结构变化

正常组小鼠骶髂关节滑膜层由薄的细胞层和内膜

下层构成，可见绒毛，内含胶原性纤维；滑膜细胞有A、B

两型，均无异常；巨噬细胞样A型细胞的细胞质内含丰

富的线粒体、囊泡和溶酶体；成纤维细胞样B型细胞含

有高浓度的内质网、少量线粒体和空泡。模型组小鼠骶

髂关节滑膜细胞增生肥大，细胞质内细胞器变形，线粒

体肿胀明显，内质网扩张，可见少许散在溶酶体颗粒，胞

核内染色质分布不均。柳氮磺吡啶组小鼠骶髂关节滑

膜层细胞性内膜增生，B型细胞的细胞质内线粒体肿胀，

粗面内质网扩张，有大量空泡形成，核周间隙增宽。徐

长卿-二妙散-三藤方低、中、高剂量组小鼠滑膜细胞层无

增厚，可见疏松平行排列的滑膜细胞；A型细胞的细胞

质内线粒体轻度肿胀，初级溶酶体多见；B型细胞的细胞

质内有丰富的粗面内质网，胞核内染色质分布均匀。各

组小鼠滑膜细胞的电镜图见图1。

4 讨论
PGIA模型是目前唯一侵犯中轴骨系统的系统性自

身免疫小鼠模型[13]，已成为脊柱关节炎动物模型研究的

热点。在本研究中，造模组小鼠在免疫后第2、4、8周均

未出现踝、足趾关节红肿等外周关节炎表现，说明AS发

病隐匿，中轴关节炎症及骨化的累积可能无明显临床表

型，需借助病理及影像学方法进行观察。这与临床AS

主要表现为中轴骨骼系统炎症和过度骨化相符。

电镜观察滑膜细胞分为含有较多溶酶体、有吞噬能

力的M细胞（Macrophage-like cells）和含粗面内质网、可

图1 各组小鼠骶髂关节滑膜细胞超微结构的电镜图（×

5 000）

Fig 1 Electron micrographs of ultrastructure of sacro-

iliac joint synovial cells of mice in each group（×

5 000）

正常组 模型组

徐长卿-二妙散-三藤方低剂量组 徐长卿-二妙散-三藤方中剂量组

徐长卿-二妙散-三藤方高剂量组 柳氮磺吡啶组
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分泌黏蛋白和透明质酸的F细胞（Fibroblast-like cells）[14]。

本研究通过对各组A、B型滑膜细胞超微病理结构观察，

发现模型组小鼠骶髂关节滑膜细胞中分泌活性细胞器

变形、分泌亢进；徐长卿-二妙散-三藤方低、中、高剂量组

小鼠骶髂关节滑膜细胞的粗面内质网丰富、线粒体轻度

肿胀，说明徐长卿-二妙散-三藤方可减轻骶髂关节滑膜

细胞损伤。

研究表明，自身免疫介导的炎症是AS发展的起始

环节，骨赘形成是AS致残的主要因素[15]。TNF-α是触发

AS“炎症因子风暴”级瀑布效应的关键因子之一，其与

AS韧带骨化有密切的联系[16]。Fujita K等[17]研究发现，

Wnt信号通路在调节成骨细胞功能及骨形成中发挥着

重要作用，而DKK-1是Wnt信号的重要抑制因子[18]，阻

断 DKK-1激活 Wnt 通路也可使骨破坏变为骨赘生成。

DKK-1介导的抑制作用减弱可能是成骨过度的主要机

制。柳氮磺吡啶作为目前治疗AS的主要药物之一，在

改善AS结构破坏方面的作用并不确定[3]。本研究结果

显示，与模型组比较，徐长卿-二妙散-三藤方低、中、高剂

量组和柳氮磺吡啶组小鼠血清中TNF-α含量均明显降

低（P＜0.05），且低、中、高剂量徐长卿-二妙散-三藤方的

作用优于柳氮磺吡啶；低、中、高剂量徐长卿-二妙散-三

藤方均能使小鼠血清中 DKK-1 含量明显升高（P＜

0.05），而柳氮磺吡啶对 DKK-1含量无明显影响（P＞

0.05）。这提示徐长卿-二妙散-三藤方可通过上调血清

中DKK-1的含量从而抑制Wnt信号通路介导的新骨形

成，而柳氮磺吡啶可能没有抑制AS病理性骨化的作用。

综上所述，徐长卿-二妙散-三藤方能显著降低PGIA

小鼠血清中 TNF-α含量、升高 DKK-1含量，从而抑制

PGIA小鼠骶髂关节炎症和病理性骨化。
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