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摘要　目的　基于蛋白激酶Ｂ（ＡＫＴ）－磷酸化叉头框蛋白 Ｏ１（ＦＯＸＯ１）白介素（ＩＬ）９（ＡＫＴＦＯＸＯ１ＩＬ９）信号通路，探究葛
根素治疗类风湿关节炎（ＲＡ）大鼠的疗效机制。方法　将３６只大鼠随机分为空白组，模型组，阳性对照组，葛根素低、中、高剂
量组，除空白组外，其余组采用Ⅱ型胶原诱导建立ＲＡ大鼠模型。造模成功后，给予不同剂量葛根素和甲氨蝶呤治疗，检测大
鼠体质量和足趾厚度，采用生化方法检测大鼠血液流变学指标，采用Ｘ光观察大鼠关节形态变化，采用番红固绿染色观察大
鼠关节组织的病理学，ＥＬＩＳＡ法检测大鼠血清中ＩＬ９及类风湿因子水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白ＡＫＴ、ＦＯＸＯ１的变化。结果　
与空白组相比，模型组大鼠足趾厚度最厚，Ｘ线光片显示关节狭窄比较明显，边缘性骨侵袭较重；番红固绿染色显示关节边缘
出现毛刺样改变，伴有炎症细胞的渗出，软骨细胞增殖分泌加剧；炎症因子 ＩＬ９及类风湿因子水平表达最高，ＡＫＴ、ＦＯＸＯ１蛋
白表达量最高（Ｐ＜００５）。与模型组相比，不同剂量葛根素治疗组大鼠足趾厚度降低；Ｘ光片显示，葛根素治疗组大鼠脚掌关
节狭窄及边缘性骨侵袭有改善；番红固绿染色结果显示，不同剂量的葛根素治疗后，炎症细胞渗出减少，炎症因子ＩＬ９及类风
湿因子、ＡＫＴ、ＦＯＸＯ１蛋白表达水平降低且差异均有统计学意义（Ｐ＜００５），其中高剂量葛根素组最明显。与高剂量的葛根素
组相比，阳性对照组以上结果均降低且差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论　葛根素通过抑制ＡＫＴＦＯＸＯ１ＩＬ９通路对ＲＡ
大鼠具有良好的疗效，其中葛根素高剂量组（６０ｍｇ／ｋｇ）的疗效最好且存在剂量反应关系。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）在中
国治疗达标率仅为 ２８％，与西方国家相差较大
（５０％～６０％）［１］。根据国际ＲＡ最新管理建议，甲
氨蝶呤是首选治疗策略，长期服用会引起口腔炎、黏

膜炎、脱发等，对患者脏器造成不可逆的损害［２］。

基于此，需要寻求一种有效、副作用小、价格低廉的

药物迫在眉睫。葛根素具有抗炎、抗氧化、预防骨坏

死的作用，有研究［３－４］表明，葛根素通过抑制氧化应

激和炎症，能有效缓解糖尿病、高血压以及ＲＡ等疾
病。

　　蛋白激酶 Ｂ（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｏｅｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＡＫＴ）－磷酸化叉头框蛋白 Ｏ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎ
Ｏ１，ＦＯＸＯ１）信号通路是一种重要的细胞生存和代
谢调节通路，ＡＫＴ通过磷酸化 ＦＯＸＯ１激活信号通
路下游的信号因子如白介素（ｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ，ＩＬ）９发挥
抗氧化、抗炎等作用［３］。研究［５－６］表明，在调节性 Ｔ
细胞（Ｔｒｅｇ）细胞中ＡＫＴ通过抑制细胞活化减少 ＩＬ
９分泌降低其免疫抑制功能，从而改善ＲＡ。本研究
通过检测葛根素对ＲＡ大鼠形态学、炎症因子、相关
蛋白ＡＫＴ、ＦＯＸＯ１和 ＩＬ９的表达探讨其可能机制，
为葛根素治疗ＲＡ提供临床价值。

１　材料与方法

１．１　实验动物　选购内蒙古大学动物中心 ＳＰＦ级
雄性ＳＤ大鼠３６只［生产许可证号：Ｓｃｘｋ（蒙）２０２１
０００１］，６周龄，体质量１２０～１６０ｇ，所有实验大鼠处
于相同环境下（环境清洁，温度适宜，自然光照）饲

养１周。所有实验方案均经伦理委员会批准（包医
动伦审［２０２３］１０号）。
１．２　主要试剂与仪器　葛根素（上海罗恩公司，货
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号：Ｒ００５４９３），冰醋酸（台山新宁制药有限公司），完
全弗氏佐剂（ＣＦＡ）、鸡Ⅱ型胶原（ＣⅡ）、ＥＬＩＳＡ检测
试剂盒（泉州九邦生物科技有限公司，货号：ＱＺ
１００４９），ＡＫＴ（杭州景杰生物科技股份有限公司，货
号：ＰＴＭ６６４９），ＦＯＸＯ１、βａｃｔｉｎ（江苏亲科生物研究
中心有限公司，货号：ＡＦ６４１９和 ６６００９１Ｉｇ），ＢＣＡ
总蛋白定量测定试剂盒（武汉云克隆科技股份有限

公司，货号：Ａ２０２），ＳＦＨ２型高速匀浆机（江苏省环
宇科学仪器厂），不锈钢游标卡尺（上海力衡仪器仪

表有限公司）。

１．３　建立Ⅱ型胶原诱导免疫的关节炎大鼠模型　
向１００ｍＬ去离子水中加００５ｍＬ冰醋酸得到溶液
Ａ；将溶液Ａ与鸡Ⅱ型胶原混合制成２ｍｇ／ｍＬ的溶
液Ｂ；溶液Ｂ与等体积完全弗氏佐剂冰浴匀浆得乳
剂Ｃ，存４℃冰箱。大鼠皮内注射 Ｃ共０３ｍＬ（四
肢与尾部），针口经过氧化氢、生理盐水冲洗及碘伏

消毒，对照组注生理盐水。大鼠每日腹腔注射青霉

素钠 ３ｄ，防感染７ｄ后重复操作，大鼠双足红肿变
形，形成稳定的ＣＩＡ模型。
１．４　大鼠分组　将实验大鼠分为空白组，模型组，
阳性对照组，葛根素低、中、高剂量组，每组各６只。
除空白组与模型组外，阳性对照组给予甲氨蝶呤

０２ｍｇ／ｋｇ灌胃，各治疗组给予低剂量组葛根素２０
ｍｇ／ｋｇ，中剂量组葛根素４０ｍｇ／ｋｇ，高剂量组葛根素
６０ｍｇ／ｋｇ灌胃，每日１次，治疗２８ｄ。
１．５　大鼠一般形态检测　对大鼠一般状况如毛发
光泽度、脚掌红肿及变形情况、行动灵活性等指标进

行观察。采用天平检测各组大鼠体质量与观察大鼠

足趾部软组织的肿胀程度，用游标卡尺测量各组大

鼠的脚掌厚度（大鼠足趾部软组织相对最薄处）；在

实验的第７、１４、２１、２８天各记录１次。大鼠关节炎
指数评分标准：０分，无发红或肿胀；１分，局限于跗
关节或脚踝红肿；２分，发红和轻度肿胀从踝关节延
伸到跗关节；３分，发红和中度肿胀从脚踝延伸到跖
骨关节；４分，遍布足部的严重肿胀或肢体僵硬［７］。

１．６　大鼠脚掌 Ｘ光、踝关节番红固绿染色　治疗
２８ｄ后，处死大鼠，取大鼠脚掌进行 Ｘ光检测。大
鼠踝关节滑膜组织于多聚甲醛中固定，石蜡包埋后

切片进行番红固绿染色，通过２００倍显微镜下观察
大鼠关节组织病理学改变。

１．７　血液流变学的测定　取大鼠腹主动脉血液
５ｍＬ存于采血管中，采用生化自动检测仪器测血清
生化指标、血液细胞分析仪检测各组大鼠各指标含

量的变化。

１．８　ＥＬＩＳＡ法检测大鼠血清中ＩＬ９及类风湿性因
子水平　取腹主动脉血离心，取上层血清。按照
ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书检测血清样本中 ＩＬ９及类风
湿性因子表达水平。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠滑膜组织蛋白
ＡＫＴ、ＦＯＸＯ１相对表达水平　处死大鼠并取出滑
膜组织，在冰浴中迅速称重并加入裂解液，进行组织

匀浆。使用 ＲＩＰＡ裂解缓冲液分离总蛋白，将蛋白
质进行定量、电泳、转膜、封闭，然后将膜与一抗

ＡＫＴ（１∶１０００）、ＦＯＸＯ１（１∶１０００）在４℃下孵育
过夜，以ａｃｔｉｎ（１∶１０００）作为内部参考洗涤后，将膜
暴露于ＨＲＰ标记的二抗（１∶５００）中２ｈ。加入ＥＣＬ
试剂可视化蛋白质。使用 ＩｍａｇｅＬａｂＴＭ软件分析目
标蛋白在滑膜组织中的相对表达水平。

１．１０　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ２３０分析数据，计
量资料均采用 珋ｘ±ｓ表示，统计分析采用单因素方差
分析，多时间点检测采用重复测量设计，各项检测两

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　各组大鼠一般状况、Ｘ光片及番红固绿染色结
果　空白组大鼠脚掌正常；模型组大鼠脚掌红肿，活
动范围小，且以后脚为轴进行频繁变换，与空白组大

鼠相比行为活动有明显差异，精神状态欠佳，出现站

立不稳的现象。与模型组相比，葛根素低、中、高剂

量以及阳性对照组大鼠脚掌部位红肿情况逐渐减

轻；其中葛根素高剂量组和阳性对照组大鼠表现明

显好转。结果见图１。
　　Ｘ光检测结果显示，空白组大鼠关节表现正常，
模型组大鼠关节狭窄比较明显，边缘性骨侵袭较重，

与模型组相比，不同剂量的葛根素和甲氨蝶呤治疗

后各组大鼠脚掌关节狭窄均有不同程度缓解，偶有

边缘性骨侵袭和骨质疏松改变，且呈剂量依赖性症

状有所减轻。见图２。
　　番红固绿染色结果显示，空白组软骨组织呈现
为红色或橙红色，胶原纤维为绿色，颜色对比分明，

关节间隙与关节面清晰光滑平整，未见明显的增生

和破坏。与空白组相比较，模型组关节腔边缘出现

毛刺样改变，伴随炎症细胞的渗出，软骨细胞增殖分

泌加剧。在不同剂量的葛根素和甲氨蝶呤治疗后，

各组大鼠的炎症细胞减少，关节腔边缘也出现了不

同程度的好转，且呈剂量依赖性。其中甲氨蝶呤治

疗后效果最明显。见图３。
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图１　各处理组大鼠外观形态结果比较　×１．５
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图２　各处理组大鼠Ｘ光片结果比较　×１．５
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图３　各处理组大鼠踝关节番红固绿染色结果　×２００
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ｏｆｐｕｅｒａｒｉｎ．
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２．２　各组大鼠体质量、足趾厚度、关节炎指数评分
　对各组大鼠体质量重复资料方差分析结果显示，
不同时间点各组大鼠体质量差异有统计学意义

（Ｆ时间 ＝１８３２３，Ｐ时间 ＜００５），治疗组别与时间之间
无交互作用（Ｆ组别×时间 ＝０４４，Ｐ组别×时间 ＝０９０），说
明随时间变化不同组别大鼠体质量之间无差别。见

表１。
　　大鼠足趾厚度重复测量结果显示，各组大鼠足
趾厚度之间存在时间、组别，组别与时间之间的交互

效应作用（Ｆ时间 ＝４１１３，Ｐ时间 ＜００５；Ｆ组别 ＝２３１８，
Ｐ组别 ＜００５；Ｆ时间×组别 ＝２１９，Ｐ时间×组别 ＜００５），除
空白组外各处理组大鼠足趾厚度随时间的增加出现

先增加后降低，且有剂量反应关系，其中时间、组别

存在统计学差异，足趾厚度在治疗前、后各组内各时

间点之间差异有统计学意义（Ｐ＜００５），而各组间
足趾厚度比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表
２。
　　各组大鼠关节炎指数结果显示，与空白组相比，
其余各组关节炎指数差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５）。治疗第２、３、４周，与模型组相比，阳性对照
组与高剂量组差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表
３。
２．３　各处理组大鼠的血液流变学指标比较　结果
显示，各处理组全血黏度不同，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５），与空白组相比，模型组低、中、高切值升

高。与模型组相比，葛根素低剂量组、中剂量组低

切，葛根素高剂量组低、中、高切，阳性对照组低、中、

高切均降低（Ｐ＜００５）。与葛根素低剂量组相比，
葛根素高剂量组高切值以及阳性对照组的高、中及

低切值降低差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与葛根
素中剂量组相比，葛根素高剂量组低切值以及阳性

对照组的高、中及低切值降低差异有统计学意义（Ｐ
＜００５），与葛根素高剂量组相比，阳性对照组的中
及低切值降低差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见
表４。
２．４　各处理组大鼠生化指标结果　结果显示，各处
理组谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、尿
素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢｕＮ）差异有统计学意义
（Ｐ＜００５），与空白组相比，模型组，葛根素中、高剂
量组ＡＬＴ、ＢｕＮ水平降低（Ｐ＜００５），阳性对照组升
高（Ｐ＜００５），而葛根素低剂量组中 ＡＬＴ水平降低
（Ｐ＜００５）；与模型组相比，葛根素中、高剂量组
ＢｕＮ水平降低（Ｐ＜００５），阳性对照组 ＢｕＮ和 ＡＬＴ
升高（Ｐ＜００５）。与低剂量的葛根素组相比，葛根
素中、高剂量组 ＢｕＮ和 ＡＬＴ水平降低（Ｐ＜００５），
而阳性对照组升高（Ｐ＜００５），与葛根素中剂量和
高剂量组相比，阳性对照组 ＢｕＮ和 ＡＬＴ水平升高
（Ｐ＜００５）。各处理组谷草转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎ
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、肌酐（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒ）差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。见表５。

表１　各处理组大鼠体质量的比较 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｇ）
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｄｙｍａｓｓｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｇ）

Ｔｉｍｅ Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ
Ｂｅｆｏｒｅｍｏｌｄｍａｋｉｎｇ １３８．９７±１１．３６　　　 １２６．２０±７．５３　　　 １２９．０７±５．８４　　　 １３６．４０±８．３２　　　 １３９．１７±５．４０　　　 １３７．２０±３．２９　　　

Ａｆｔｅｒｍｏｌｄｉｎｇ １７７．９７±１６．６６ １６９．６３±９．９０ １７４．１３±６．３１ １８０．４３±３０．８６ １７４．９３±１２．０５ １８１．３３±１２．２８

Ｆｉｒｓｔｗｅｅｋ ２１７．００±１６．６７＃ ２０２．４０±１４．５１▲ ２０９．２３±１５．６９ ２２２．５０±２．５４＃ ２０４．５３±８．７８＃ ２１３．５３±１０．４０＃

Ｓｅｃｏｎｄｗｅｅｋ ２５６．８７±８．６２＃＆ ２３８．９０±２５．０２＃＆ ２５３．５３±１９．５９＃＆ ２５８．００±１７．９１＃＆ ２４０．５７±１６．７８＃＆ ２４７．１３±１３．２４＃＆

Ｔｈｉｒｄｗｅｅｋ ２６７．４０±１６．０４＃＆ ２４５．７０±３０．０３＃＆ ２６４．７７±２７．６１＃＆ ２６８．４０±２０．４０＃＆ ２４３．０３±２１．３０＃＆ ２５１．５３±１３．６８＃＆

Ｔｈｅｆｏｕｒｔｈｗｅｅｋ ２８６．０３±１２．３６＃＆△ ２５７．２７±４０．２７＃＆△ ２９２．０３±３０．２７＃＆△ ２８７．８３±１８．３１＃＆ ２５７．８７±２３．５７＃＆ ２６６．４７±１４．４０＃＆

　　Ｐ＜００５ｖｓＢｅｆｏｒｅｍｏｌｄｍａｋｉｎｇ；＃Ｐ＜００５ｖｓＡｆｔｅｒｍｏｌｄｉｎｇ；＆Ｐ＜００５ｖｓＦｉｒｓｔｗｅｅｋｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ；△Ｐ＜００５ｖｓＳｅｃｏｎｄｗｅｅｋｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ；▲Ｐ＜００５ｖｓＴｈｉｒｄｗｅｅｋ
ｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

表２　各处理组大鼠足趾厚度测量情况比较 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｃｍ）
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｏｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｃｍ）

Ｔｉｍｅ Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ　 Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ　 Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ
Ｂｅｆｏｒｅｍｏｌｄｍａｋｉｎｇ ０．４６±０．０２　　 ０．４９±０．０３　　 ０．４９±０．０２２　　 ０．４８±０．０３　　 ０．４８±０．０４　　 ０．４９±０．０　　

Ａｆｔｅｒｍｏｌｄｉｎｇ ０．４７±０．０ ０．７４±０．０９ ０．７０±０．０５ ０．７４±０．０９ ０．７８±０．０２ ０．７４±０．０２

Ｆｉｒｓｔｗｅｅｋ ０．４９±０．０７ ０．７８±０．０５ ０．７０±０．０４▲ ０．７４±０．０５ ０．７２±０．０４▲ ０．７０±０．０５
Ｓｅｃｏｎｄｗｅｅｋ ０．４６±０．０２ ０．７４±０．０３ ０．６３±０．１０ ０．７０±０．１１ ０．７１±０．０５＃ ０．６８±０．０３

Ｔｈｉｒｄｗｅｅｋ ０．４７±０．０２ ０．７２±０．０２ ０．５８±０．０４＃＆ ０．６７±０．０７＃＆ ０．６１±０．０２＃＆△ ０．６０±０．０３＃＆

Ｔｈｅｆｏｕｒｔｈｗｅｅｋ ０．４９±０．０３ ０．６６±０．０５＃＆▲△ ０．５３±０．０２＃＆△ ０．６０±０．０３＃＆△ ０．５６±０．０６＃＆△ ０．５４±０．０５＃＆

　　Ｐ＜００５ｖｓＢｅｆｏｒｅｍｏｌｄｍａｋｉｎｇ；＃Ｐ＜００５ｖｓＡｆｔｅｒｍｏｌｄｉｎｇ；＆Ｐ＜００５ｖｓＦｉｒｓｔｗｅｅｋｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ；△Ｐ＜００５ｖｓＳｅｃｏｎｄｗｅｅｋｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ；▲Ｐ＜
００５ｖｓＴｈｉｒｄｗｅｅｋｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
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表３　各处理组大鼠关节指数评分 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂ．３　Ｊｏｉｎｔｉｎｄｅｘｓｃｏｒｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔｉｍｅ Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ

Ｂｅｆｏｒｅｍｏｌｄｍａｋｉｎｇ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ａｆｔｅｒｍｏｌｄｉｎｇ ０ ３．２０±０．７８　 ３．１０±０．８４　 ３．２０±０．５８　 ３．３０±０．５０　 ３．２０±０．６５　

Ｆｉｒｓｔｗｅｅｋ ０ ３．１０±０．５０ ２．３３±０．５２＃ ２．８３±０．４１＆ ２．８３±０．４１＆ ２．３３±０．５２＃△▲

Ｓｅｃｏｎｄｗｅｅｋ ０ ３．１７±０．４２ １．３３±０．５２＃ ２．３３±０．５２＃＆ ２．００±０．４１＃＆ １．８３±０．４１＃＆△

Ｔｈｉｒｄｗｅｅｋ ０ ３．３３±０．５２ １．１７±０．４１＃ ２．３３±０．５２＃＆ １．６７±０．５２＃△ １．３３±０．５２＃△

　　Ｐ＜００５ｖｓＢｌａｎｋｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓＰｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＬｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５ｖｓＭｅｄｉｕｍｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐ．

表４　不同组大鼠血液流变学指标结果比较 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｍＰａ·ｓ）

Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｍＰａ·ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｌｏｗｃｕｔ Ｍｉｄｃｕｔ Ｈｉｇｈｃｕｔ

Ｂｌａｎｋ １１．８３±１．２９ ６．３３±０．６９ ４．５１±０．４９

Ｍｏｄｅｌ １３．８０±０．５６ ７．１６±０．２５ ５．０１±０．１７

Ｌｏｗｄｏｓｅ １２．７１±０．５４＃ ６．７１±０．１７ ４．７５±０．０６

Ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅ １２．４８±０．０９＃ ６．６２±０．０８ ４．６９±０．１２

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １１．８９±０．３９＃▲ ６．０９±０．３０＃ ４．２２±０．２５＃△

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １０．２０±０．６５＃＆△▲ ５．５６±０．３８＃＆△▲ ４．０２±０．２９＃△▲

Ｆｖａｌｕｅ ９．０５ ６．９４ ５．４１

Ｐｖａｌｕｅ ＜００５ ＜００５ ＜００５

　　Ｐ＜００５ｖｓＢｌａｎｋｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＬｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５ｖｓＭｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓＨｉｇｈｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐ．

表５　各处理组大鼠的生化指标结果比较 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｅｘｒｅｓｕｌｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＢｕＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｂｌａｎｋ ２７．５０±９．７５ ４８．００±１８．３４ ３．６５±１．０９ ２０．１７±５．５３

Ｍｏｄｅｌ １９．３３±３．５６ ４０．６７±６．７４ ２．６２±０．９６ １４．３３±４．４６

Ｌｏｗｄｏｓｅ ２２．５５±６．８８ ４４．６５±１２．５７ ３．１０±１．８２ １６．５２±５．４７

Ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅ １８．５０±４．１４△ ３９．８３±１２．４０ ２．１０±０．４０＃△ １４．３３±１．７５

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ １９．００±８．１２△ ３６．６７±１５．８０ １．７７±０．６１＃△ １５．１７±５．０８

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ４２．０８±２．９７＃＆△▲ ４０．３０±８．５４ ４．３２±０．５３＃＆△▲ １３．４１±２．６７

Ｆｖａｌｕｅ １２．０７ ０．５７ ５．３１ １．８５

Ｐｖａｌｕｅ ＜００５ ０．７２ ＜００５ ０．１３

　　Ｐ＜００５ｖｓＢｌａｎｋｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓＬｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５ｖｓＭｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓＨｉｇｈｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐ．

２．５　各处理组大鼠ＩＬ９及类风湿性因子表达水平
比较　血清结果显示，各处理组大鼠血清中ＩＬ９、类
风湿性因子表达水平差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。与空白组相比，模型组、低剂量的葛根素组
ＩＬ９、类风湿性因子表达水平升高，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），且 ＩＬ９在中剂量葛根素组表达水平
升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型组相
比，不同剂量的葛根素组和阳性组中ＩＬ９、类风湿性
因子表达水平均降低，差异有统计学意义（Ｐ＜

００５），与低剂量的葛根素组相比，葛根素高剂量组
和阳性组中ＩＬ９表达水平降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。与葛根素中剂量组相比，葛根素高剂
量组、阳性对照组中 ＩＬ９表达降低，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。见表６。
２．６　各处理组大鼠滑膜组织ＡＫＴ和ＦＯＸＯ１蛋白
相对表达量　各处理组大鼠滑膜组织 ＡＫＴ和
ＦＯＸＯ１蛋白相对表达水平差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。与空白组相比，模型组、葛根素低、中剂量
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的ＡＫＴ和 ＦＯＸＯ１蛋白表达水平升高，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。与模型组相比，不同剂量的葛
根素组和阳性对照组ＡＫＴ和 ＦＯＸＯ１蛋白表达水平
降低且差异均有统计学意义（Ｐ＜００５），且呈现剂
量反应关系。结果见图４。

表６　不同组大鼠ＩＬ９和类风湿性因子表达比较

（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｎｇ／Ｌ）

Ｔａｂ．６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＩＬ９ａｎｄｒｈｅｕｍａｔｏｉｄｆａｃｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｎｇ／Ｌ）

Ｇｒｏｕｐ ＩＬ９ ＲＦ
Ｂｌａｎｋ ５．８０±０．０６ ４．００±０．７９
Ｍｏｄｅｌ １０．１６±０．２５ ５．８３±０．３１

Ｌｏｗｄｏｓｅ ８．９０±０．３８＃ ４．８７±０．２５＃

Ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅ ８．３３±０．２３＃ ４．７０±０．４０＃

Ｈｉｇｈｄｏｓｅ ６．５０±０．２７＃△▲ ４．５３±０．２１＃

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ６．３９±０．８２＃△▲ ４．７０±０．１７＃

Ｆｖａｌｕｅ ４７．８２ ６．３５
Ｐｖａｌｕｅ ＜００１ ＜００５

　　Ｐ＜００５ｖｓＢｌａｎｋｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓ

Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５ｖｓＭｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　ＲＡ临床表现以关节肿胀、关节畸形为主。本
研究表明模型组大鼠表现出外观形态的改变、足趾

厚度增加、脚掌红肿以及“三足跛行”等，同时伴随

精神状态欠佳和站立不稳，Ｘ光片脚掌关节狭窄及
边缘性骨侵蚀，而番红固绿染色则揭示炎症细胞增

多及关节腔边缘毛刺样改变，说明 ＲＡ模型造模成
功［７］。而不同剂量的葛根素治疗后，大鼠外观形态

中脚掌肿胀程度、足趾厚度等均得到缓解，Ｘ光片脚
掌关节狭窄减少，番红固绿染色结果显示，炎症细胞

减少及关节腔边缘改变减弱，呈现剂量反应关系；其

中高剂量组最明显，说明葛根素通过抑制炎症细胞

活性和减少炎症介质释放来减轻症状而达到治疗

ＲＡ作用［８］。

　　体质量变化是评估ＲＡ疾病进展和疗效的间接
指标［９］。在本研究中模型组大鼠体质量增长最慢，

可能与ＲＡ引起急性炎症反应致使大鼠体质量降低
有关。而葛根素和甲氨蝶呤治疗可能与抑制炎症反

应使动物体质量增加有关。ＲＡ引起炎症反应释放
炎症因子（如ＩＬ９），炎症介质增加了红细胞和血浆
蛋白的聚集导致血液黏稠度增加影响血液的流动性

以及引起关节损伤 ［１０－１１］。本研究表明，模型组的

全血黏度指标和炎症因子 ＩＬ９表达量最高，而不同
剂量的葛根素和甲氨蝶呤使全血黏度和炎症因子

ＩＬ９表达量降低且具有剂量反应关系，可能与葛根
素与甲氨蝶呤具有抗炎和免疫调节作用，改善血液

流变学指标以及抑制ＩＬ９的产生，进而减轻炎症反
应。研究［１１］表明，ＲＡ会导致患者肝脏受累引起肝
功能异常，表现为ＡＬＴ、ＡＳＴ水平升高。本研究结果
显示，ＲＡ大鼠的ＡＬＴ、ＢＵＮ水平显著降低，说明 ＲＡ
大鼠发生的肝肾损伤，而葛根素中、高剂量则能显著

降低ＡＬＴ和 ＢＵＮ水平，说明葛根素通过改善肾小
球滤过功能或降低蛋白质代谢率来保护肝肾。使用

甲氨蝶呤治疗ＲＡ大鼠ＡＬＴ和ＢＵＮ的升高，与临床
使用甲氨蝶呤治疗 ＲＡ引起肝肾损伤结论一致［１２］。

类风湿因子是ＩｇＧ中Ｆｃ段的自身抗体，在 ＲＡ患者
血清中阳性，且与疾病活动性和严重程度相关［１３］。

本研究表明，模型组大鼠类风湿因子含量最高，而葛

根素低、中、高剂量组及阳性对照组和空白组类风湿

因子ＲＦ水平均降低，且差异有统计学意义（Ｐ＜

图４　不同处理组大鼠滑膜组织ＡＫＴ和ＦＯＸＯ１蛋白表达情况

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＫＴａｎｄＦＯＸＯ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｓｙｎｏｖｉａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

　　ａ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｄ：Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；ｅ：Ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；ｆ：Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＢｌａｎｋ

ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓＰｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５ｖｓＬｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；■Ｐ＜００５ｖｓＭｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；●Ｐ＜００５ｖｓ

Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．
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００５），其中高剂量组降低最显著。以上结果显示，
葛根素与甲氨蝶呤疗效相似，但是葛根素不会引起

肝肾功能损害。

　　ＡＫＴＦＯＸＯ１信号通路具有调控细胞生长与增
殖、代谢、迁移与侵袭以及自噬与凋亡等功能。

ＦＯＸＯ１作为ＡＫＴ的下游靶蛋白，其活性受 ＡＫＴ磷
酸化调控。在 ＲＡ中，ＡＫＴ异常激活会磷酸化
ＦＯＸＯ１抑制其转录活性，进而释放炎症因子如
ＴＮＦα和 ＩＬ９及关节破坏［１４－１５］。本研究表明，与

空白组相比，模型组 ＡＫＴ、ＦＯＸＯ１蛋白及 ＩＬ９表达
水平显著升高，说明 ＡＫＴＦＯＸＯ１信号通路活化可
能与ＲＡ的病理过程相关。而不同剂量的葛根素治
疗后，ＡＫＴ、ＦＯＸＯ１和 ＩＬ９的表达水平呈现下降趋
势且呈现剂量反应关系，其中葛根素高剂量组中

ＡＫＴ、ＦＯＸＯ１和 ＩＬ９的表达水平下降趋势更为明
显，提示葛根素可能通过调节 ＡＫＴＦＯＸＯ１ＩＬ９通
路抑制炎症细胞的活化和细胞因子的产量，减轻炎

症反应来发挥治疗作用。

　　综上所述，葛根素通过抑制 ＡＫＴＦＯＸＯ１ＩＬ９
通路，抑制炎症因子的释放，从而发挥对ＲＡ大鼠疗
效，其中葛根素剂量为６０ｍｇ／ｋｇ时疗效最佳。为提
高临床应用的效果，后续可以采用葛根素联合用药

探索更佳疗效并减少不良反应。
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