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野蔷薇根总黄酮对类风湿关节炎模型大鼠血管损伤的改善作用
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摘 要 目的 研究野蔷薇根总黄酮对类风湿关节炎（RA）模型大鼠血管损伤的改善作用及其潜在机制。方法 将雌性 Wistar 大

鼠随机分为正常对照组、模型组、阿司匹林组（阳性对照，30 mg/kg）和野蔷薇根总黄酮低、高剂量组（4.15、8.30 g/kg，以生药量计），

每组 10只。除正常对照组外，其余各组大鼠采用胶原诱导+高脂饮食喂养建立 RA 模型。造模 14 d 后，各组大鼠灌胃相应药液/

0.5% 羧甲基纤维素钠溶液，每天1次，连续36 d。定期评估大鼠的全身评分、关节炎指数和足爪肿胀数；末次给药后，检测大鼠血

清中白细胞介素6（IL-6）、细胞间黏附分子1（ICAM-1）和血管细胞黏附分子1（VCAM-1）水平，观察大鼠胸主动脉血管组织病理学

形态变化，检测胸主动脉血管组织中 Toll 样受体 4（TLR4）蛋白表达水平和 Janus 激酶 2（JAK2）、信号转导及转录激活因子 3

（STAT3）蛋白磷酸化水平。结果 与正常对照组比较，模型组大鼠血清中 IL-6、ICAM-1、VCAM-1水平和胸主动脉血管组织中

TLR4蛋白表达水平及 JAK2、STAT3蛋白磷酸化水平均显著升高（P＜0.01），胸主动脉血管组织可见动脉粥样斑块（粥瘤）、胆固醇

结晶、淋巴细胞浸润及少量未破裂的泡沫细胞聚集。与模型组比较，在第28天时，野蔷薇根总黄酮各剂量组大鼠的全身评分（低

剂量组除外）、关节炎指数和足爪肿胀数均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）；在第49天时，野蔷薇根总黄酮低剂量组大鼠的全身评

分、关节炎指数和足爪肿胀数均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；野蔷薇根总黄酮各剂量组大鼠血清和血管组织中其余定量指标均

显著逆转（P＜0.05或P＜0.01），血管组织病理损伤明显减轻。结论 野蔷薇根总黄酮可改善RA模型大鼠的血管损伤，其作用可能

与降低血管组织中TLR4蛋白表达，抑制 IL-6/JAK2/STAT3信号通路活性有关。
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Improvement effect and mechanism of total flavonoids from Rosa multiflora root on vascular injury in 
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the improvement effect of total flavonoids from Rosa multiflora root on vascular injury in 

rheumatoid arthritis （RA） model rats and its potential mechanism. METHODS Female Wistar rats were randomly divided into 

normal control group， model group， aspirin group （positive control， 30 mg/kg）， low-dose and high-dose groups of total flavonoids 

from R. multiflora root （4.15， 8.30 g/kg， by crude drug）， with 10 rats in each group. Except for the normal control group， the RA 

model was induced in other groups by collagen induction and high-fat diet. After 14 days of modeling， they were given 

corresponding drug solution/0.5% sodium carboxymethyl cellulose solution intragastrically， once a day， for 36 consecutive days. 

The total body score， arthritis index （AI） and swollen joint count （SJC） of the rats were evaluated regularly. After the last 

medication， serum levels of interleukin-6 （IL-6）， intercellular adhesion molecule-1 （ICAM-1） and vascular cell adhesion molecule-

1 （VCAM-1） were determined. The pathological morphological changes in the vascular tissue of thoracic aorta were observed； the 

protein expression of Toll-like receptor 4 （TLR4） and the protein phosphorylation levels of Janus kinase 2 （JAK2） and signal 

transduction and activator of transcription 3 （STAT3） in vascular tissue of thoracic aorta were measured. RESULTS Compared with 

the normal control group， serum levels of IL-6， ICAM-1 and VCAM-1， protein expression of TLR4， and the protein 

phosphorylation levels of JAK2 and STAT3 in vascular tissue of thoracic aorta were increased significantly in model group （P＜

0.01）. The atherosclerotic plaque （atheroma）， cholesterol crystal， lymphocyte infiltration and a small number of unbroken foam 

cell aggregation could be seen in the vascular tissue of thoracic 

aorta. Compared with the model group， total body score 

（except for the low-dose group）， AI and SJC were decreased 

significantly in groups of total flavonoids from R. multiflora 

root on the 28th day （P＜0.05 or P＜0.01）； total body score， 

AI and SJC were decreased significantly in low-dose group of 

total flavonoids from R. multiflora root on the 49th day （P＜
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0.05 or P＜0.01）； the other quantitative indicators in serum and vascular tissue were significantly reversed in groups of total 

flavonoids from R. multiflora root （P＜0.05 or P＜0.01）， and pathological damage of vascular tissue was significantly relieved. 
CONCLUSIONS Total flavonoids from R. multiflora root can significantly improve vascular injury in RA model rats， and its 

mechanism may be related to reducing the protein expression of TLR4 in vascular tissue and inhibiting the activation of IL-6/JAK2/

STAT3 signaling pathway.

KEYWORDS total flavonoids from Rosa multiflora root； rheumatoid arthritis； inflammation； vascular injury； TLR4； IL-6/JAK2/

STAT3 signaling pathway

类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一种常见
且持续的关节炎症，其不仅影响关节，而且常累及心血
管等其他器官/系统[1]。高脂饮食作为 RA 的风险因素之
一，与炎症反应紧密相关，并可加剧血管损伤[2]。在炎症
进展过程中，黏附分子[如细胞间黏附分子 1（intercel-

lular adhesion molecule-1，ICAM-1）和血管细胞黏附分
子 1（vascular cell adhesion molecule-1，VCAM-1）]在血
管中的表达会明显上调[3]。白细胞介素 6（interleukin-6，

IL-6）作为一种关键的促炎细胞因子，可通过激活 Janus

激酶2（Janus kinase 2，JAK2）/信号转导及转录激活因子
3（signal transduction and activator of transcription 3，

STAT3）信号通路来促进血管炎症性病变的发生[4]。此
外，Toll 样受体4（Toll-like receptor 4，TLR4）也被证实能
够直接促进 IL-6的分泌，从而加剧炎症反应[5]。由此可
见，IL-6/JAK2/STAT3信号通路可能是药物改善 RA 血管
损伤的关键通路。

野蔷薇根作为传统中药，已被证实含有丰富的黄酮
类成分[6]。本课题组前期研究发现，野蔷薇根总黄酮对
动脉粥样硬化大鼠受损的血管内皮细胞具有保护作用，

且这种作用可能与其抗炎活性有关[7―8]。但是，野蔷薇
根总黄酮是否对 RA 模型大鼠血管损伤具有改善作用尚
不明确。基于此，本研究拟基于 IL-6/JAK2/STAT3信号
通路，初步探讨野蔷薇根总黄酮对 RA 模型大鼠血管损
伤的改善作用及机制，以期为野蔷薇根总黄酮的开发利
用提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 ELX800型全功能酶标仪
（美国 BioTek 公司），2K15型冷冻离心机（德国 Sigma 公
司），DDY-7C 型电泳仪电源、DYCF-40 型转印电泳仪
（北京六一生物科技有限公司），Fluorchem HD2 Western

型成像系统（美国 Alpha Innotech 公司），Leica DM4000B

型显微镜（德国 Leica 公司）等。

1.2　主要药品与试剂

野蔷薇根饮片（批号 20160993）购自安徽亳州药材
市场，经河南省中西医结合医院中药研究所马开研究员
鉴定为蔷薇科植物野蔷薇 Rosa multiflora Thunb. 的干燥
根；阿司匹林肠溶片（批号 018181122，规格 0.25 mg）购
自石药集团欧意药业有限公司；鸡Ⅱ型胶原（chicken 

type Ⅱ collagen，CⅡ；批号 H05N6J5556）购自上海源叶
生物科技有限公司；完全弗氏佐剂（complete Freund’s 

adjuvant，CFA；批号 F5881-10ML）购自美国 Sigma 公司；

大 鼠 IL-6 酶 联 免 疫 吸 附 测 定（ELISA）试 剂 盒（批 号
1331431330）购 自 武 汉 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司 ；

ICAM-1、VCAM-1 ELISA 试剂盒（批号均为 202303）均
购自郑州创生生物工程有限公司；RIPA 裂解液、BCA 蛋
白定量试剂盒、ECL 化学发光试剂盒、兔源 JAK2单克隆
抗体、兔源 STAT3单克隆抗体（批号分别为 CR2206025、

CR2206149、CR2302076、AC220901093、AC220901053）

均购自武汉赛维尔生物科技有限公司；兔源磷酸化
JAK2（phosphorylated JAK2，p-JAK2）单克隆抗体（批号
3411）购自美国 Signalway Antibody 公司；兔源磷酸化
STAT3（phosphorylated STAT3，p-STAT3）单克隆抗体、兔
源 TLR4 单克隆抗体（批号分别为 1000205-1、1035815-

1）均购自英国 Abcam 公司；兔源β-肌动蛋白（β-actin）单
克隆抗体（批号 10021787）购自武汉三鹰生物技术有限
公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G

（IgG）二抗（批号 ATUJL0201）购自亚科因（武汉）生物技
术有限公司。

1.3　实验动物与饲料

SPF 级雌性 Wistar 大鼠 50 只，5 周龄，体重（100±

20）g，购自济南朋悦实验动物繁育有限公司，动物生产
许可证号为 SCXK（鲁）2022 0006。本实验方案经河南
省中西医结合医院实验动物伦理委员会审批，批准号为
20230208。高脂高胆固醇高胆酸钠日粮型饲料（批号
20230215）购 自 江 苏 省 协 同 医 药 生 物 工 程 有 限 责 任
公司。

2　方法
2.1　野蔷薇根总黄酮的制备和CⅡ乳剂的配制

取野蔷薇根饮片，按照本课题组前期研究方法[9]提
取纯化，制得野蔷薇根总黄酮（纯度为54.21%），备用。

取 CⅡ于无菌条件下用 0.1 moL/L 冰醋酸充分溶
解，制成质量浓度为2 mg/mL 的 CⅡ溶液，置于4 ℃冰箱
中保存。造模当日，将上述 CⅡ溶液和 CFA 等体积混
合，超声（功率80 W，频率20 kHz）混匀。将上述溶液置
于 4 ℃冰箱中过夜，次日观察，若不分层，表明 CⅡ乳剂
配制成功，可用于后续实验，若出现分层则需要重新超
声混匀。

2.2　动物分组、造模与给药

将大鼠随机分为正常对照组、模型组、阿司匹林组
（阳性对照，30 mg/kg，剂量根据临床等效剂量换算而得）

和野蔷薇根总黄酮低、高剂量组（4.15、8.30 g/kg，以生药
量计，剂量参考文献[10]设置），每组10只。除正常对照
组外，其余各组大鼠均按如下方法复制 RA 模型[11]：腹腔
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注射20 mg/mL 戊巴比妥钠（40 mg/kg）麻醉后，于大鼠右
后足跖皮内注射 CⅡ乳剂0.1 mL，并于其尾根部多点皮
内注射 CⅡ乳剂 0.4 mL，以完成初次免疫；第 7天，同法
进行二次免疫（二次免疫1周后，若大鼠后爪红肿，近端
趾间关节出现梭形趾，表明造模成功）。正常对照组大
鼠则仅注射等体积无菌蒸馏水。自第14天起，除正常对
照组外，其余各组大鼠以高脂饮食喂养；高脂饮食喂养
的同时，各药物组大鼠灌胃相应药液（以0.5% 羧甲基纤
维素钠溶液为溶剂），正常对照组和模型组大鼠灌胃等
体积0.5% 羧甲基纤维素钠溶液，每天1次，连续36 d。

2.3　大鼠全身评分、关节炎指数以及足爪肿胀数检测

参考文献方法[2]，在实验第 14、28、49天对除正常对
照组（实验过程中无 RA 症状）外的其余各组大鼠进行全
身评分、关节炎指数以及足爪肿胀数检测。全身评分标
准如下：耳朵、鼻、尾、足、爪有几处出现结节或肿胀，则
记为几分。关节炎指数评分标准如下：0分表示无红肿；

1分表示趾关节稍肿；2分表示趾关节和足跖肿胀；3分
表示踝关节以下的足爪肿胀；4分表示包括踝关节在内
的全部足爪肿胀。足爪肿胀数评分标准：踝关节和趾关
节有几处出现肿胀，则记为几分。

2.4　大鼠血清中 IL-6、ICAM-1、VCAM-1水平检测

末次给药 1 h 后，麻醉大鼠，于腹主动脉取血，将血
样静置 2 h 后，以 3 580×g 离心 10 min，分离血清，采用
ELISA 法以酶标仪测定各组大鼠血清中 IL-6、ICAM-1、

VCAM-1水平。

2.5　大鼠胸主动脉血管组织病理学形态观察

取血完成后，解剖大鼠，取其胸主动脉，一部分置于
4% 多聚甲醛中固定，另一部分置于－80 ℃冰箱中保存。

将于4% 多聚甲醛中固定的胸主动脉组织取出，经脱水、

透明、浸蜡、包埋、切片后，进行苏木精-伊红（HE）染色，

然后使用显微镜观察血管组织病理变化并拍照记录。

2.6　大鼠胸主动脉血管组织中 TLR4、JAK2、STAT3等

蛋白表达检测

采用 Western blot 法检测。随机选择取每组 3只大
鼠的胸主动脉组织约 100 mg，以 RIPA 裂解液裂解、匀
浆，离心后收集上清液。采用 BCA 法测定总蛋白含量
后将蛋白变性；取变性蛋白适量，进行十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳（200 V，35 min）分离，并以湿转法
（400 mA，20 min）转至聚偏二氟乙烯膜上，加入5% 牛血
清 白 蛋 白 封 闭 液 ，室 温 封 闭 1 h；加 入 TLR4、JAK2、

STAT3、p-JAK2、p-STAT3、β-actin 一抗（稀释比例分别为
1∶1 000、1∶750、1∶750、1∶1 500、1∶5 000、1∶1 500），室温
孵育1 h；以 TBST 洗膜5 min×4次，加入相应二抗（稀释

比 例 为 1∶3 000），室 温 孵 育 45 min；以 TBST 洗 膜 5 

min×6次，采用 ECL 发光剂显影成像，并以 Image J 图像
分析系统对蛋白条带灰度值进行分析，以TLR4与β-actin

的灰度值比值表示 TLR4蛋白的表达水平，以 p-JAK2与
JAK2、p-STAT3 与 STAT3 的 灰 度 值 比 值 表 示 JAK2、

STAT3蛋白的磷酸化水平，结果以正常对照组为参照进
行归一化处理。

2.7　统计学方法

采用 SPSS 16.0软件进行统计分析，采用 GraphPad 

8.0.2软件绘图。数据以 x±s 表示，多组间比较采用单因
素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验。检验水准
α＝0.05。

3　结果
3.1　大鼠全身评分、关节炎指数和足爪肿胀数

在第28天时，阿司匹林组大鼠的足爪肿胀数较模型
组显著降低（P＜0.05），野蔷薇根总黄酮高剂量组大鼠
的全身评分、关节炎指数和足爪肿胀数均较模型组显著
降低（P＜0.05）；在第 28、49天时，野蔷薇根总黄酮低剂
量组大鼠的全身评分（第28天时除外）、关节炎指数和足
爪肿胀数均较模型组显著降低（P＜0.05 或 P＜0.01）。

结果见表1。

3.2　大鼠血清中炎症因子水平

与 正 常 对 照 组 比 较 ，模 型 组 大 鼠 血 清 中 IL-6、

ICAM-1、VCAM-1水平均显著升高（P＜0.01）；与模型组
比较，阿司匹林组和野蔷薇根总黄酮各剂量组大鼠血清
中上述指标水平均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）。结
果见表2。

3.3　大鼠胸主动脉血管组织病理学形态

正常对照组大鼠胸主动脉血管弹性膜排列整齐且
层次清晰，内膜较为光滑，中膜无增厚现象；与正常对照
组比较，模型组大鼠胸主动脉血管形成动脉粥样斑块
（粥瘤），可见胆固醇结晶、淋巴细胞浸润及少量未破裂
的泡沫细胞聚集；各给药组大鼠胸主动脉血管组织的病
理损伤均较模型组明显减轻。结果见图1。

3.4　大鼠胸主动脉血管组织中 TLR4、JAK2、STAT3等

蛋白表达情况

与正常对照组比较，模型组大鼠血管组织中 TLR4

蛋白表达水平和 JAK2、STAT3蛋白磷酸化水平均显著
升高（P＜0.01）。与模型组比较，阿司匹林组大鼠血管
组织中 TLR4蛋白表达水平和 JAK2蛋白磷酸化水平均
显著降低，而 STAT3 蛋白磷酸化水平显著升高（P＜

0.01）；野蔷薇根总黄酮各剂量组大鼠血管组织中上述指
标水平均显著降低（P＜0.01）。结果见图2、表3。

表1　各组大鼠全身评分、关节炎指数和足爪肿胀数的检测结果（x±s，n＝10）

组别

模型组
阿司匹林组
野蔷薇根总黄酮高剂量组
野蔷薇根总黄酮低剂量组

全身评分/分
第 14 天

2.25±0.46

2.25±0.46

2.25±0.46

2.50±0.53

第 28 天
2.00±0.00

1.88±0.35

1.50±0.53a

1.88±0.35

第 49 天
1.13±0.35

0.75±0.46

0.75±0.46

0.50±0.53a

关节炎指数/分
第 14 天

4.25±0.71

4.63±0.74

4.25±0.46

4.50±0.76

第 28 天
4.00±1.07

3.50±1.20

2.75±1.16a

2.25±1.04b

第 49 天
2.13±0.99

1.38±0.74

1.50±0.53

0.38±0.52b

足爪肿胀数/分
第 14 天

6.13±0.35

6.25±0.46

6.13±0.64

6.25±0.71

第 28 天
6.38±0.74

5.63±1.92a

4.63±1.77a

2.00±1.60b

第 49 天
3.75±2.19

2.13±1.64

3.25±2.38

0.25±0.46b

a：与模型组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.01。
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4　讨论
RA 是一种炎症性疾病，常常伴随着血管损伤[12]。

根据美国风湿病学会发布的白皮书，对于具有中高度心
血管危险因素的 RA 患者，建议使用非甾体抗炎药（如阿

司匹林）进行治疗[13]。基于这一指导原则，本研究选择
阿司匹林作为阳性对照药。在选择实验动物品系方面，

考虑到女性 RA 的发病率高于男性，并且 Wistar 大鼠具
有较强的繁殖力、抗病力和较低的肿瘤自发率[14]，因此
本研究采用雌性 Wistar 大鼠进行实验。

RA 归属于中医“痹症”范畴，其中瘀血和痰浊具有
重要作用[15]。饮食所伤、过食肥甘致痰浊，痰浊阻滞经
脉而成痹症[16]。基于此，本研究采用了胶原诱导+高脂
饮食喂养复制 RA 大鼠模型。作为河南省中西医结合医
院开发的广谱降脂药“降脂灵”的主要成分[17]，野蔷薇根
有降低动脉粥样硬化模型大鼠体重的趋势[7]，有助于消
除痰浊。本研究发现，经过野蔷薇根总黄酮的干预，于
实验第28天和第49天，模型大鼠的全身评分、关节炎指
数和足爪肿胀数均有所降低，表明野蔷薇根总黄酮可改
善大鼠 RA。

TLR4作为免疫反应中的典型模式识别受体，在 RA

疾病状态下呈高表达[18]。在高血脂微环境下，TLR4的
激活会导致病灶处单核巨噬细胞内大量脂质堆积，进而
增加血管泡沫细胞的形成，从而加剧血管损伤[19]；同时，

TLR4还能促进炎症因子 IL-6的释放，并通过激活 JAK2/

STAT3信号通路来调节血管内皮细胞活性，使该细胞分
泌 ICAM-1、VCAM-1等黏附分子，进而增强细胞间的黏
附作用并导致内皮功能障碍的发生[20]。本研究结果显
示，模型组大鼠血清中 IL-6、ICAM-1、VCAM-1水平，胸
主 动 脉 血 管 组 织 中 TLR4 蛋 白 的 表 达 水 平 和 JAK2、

STAT3蛋白的磷酸化水平均显著升高，血管弹性膜排列
紊乱，形成动脉粥样硬化斑块；而经野蔷薇根总黄酮干
预后，大鼠上述指标水平均显著降低，血管损伤有所减
轻，表明野蔷薇根总黄酮可能是通过降低血管中 TLR4

蛋白表达，抑制 IL-6/JAK2/STAT3信号通路活性，从而发
挥改善 RA 模型大鼠血管损伤的作用。本研究还发现，

经阿司匹林干预后，大鼠血管组织中 TLR4蛋白表达水
平和 JAK2蛋白磷酸化水平均显著降低，但 STAT3蛋白
磷酸化水平显著升高（P＜0.01），这可能是因为阿司匹
林的抗炎作用主要与抑制 STAT3同型二聚体的形成及
入核有关[21]。

综上所述，野蔷薇根总黄酮可改善 RA 模型大鼠的
血管损伤，其作用可能与降低血管组织中 TLR4蛋白表
达、抑制 IL-6/JAK2/STAT3信号通路活性有关。
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