秦艽不同配伍药对对风湿热痹型RA大鼠踝关节VEGF表达及病理学的影响
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摘要：目的  探讨秦艽不同配伍药对对风湿热痹型类风湿关节炎（RA）大鼠踝关节血管内皮细胞生长因子（VEGF）表达及病理学的影响。方法  SD大鼠80只，随机分为正常对照组、Ⅱ型胶原组、病证模型组、阳性药组（雷公藤多苷片组，6 mg·kg-1）、单味秦艽组、秦艽威灵仙组（平－温相配）、秦艽桑寄生组（平－平相配）和秦艽防己组（平－寒相配），每组10只；采用天然牛Ⅱ型胶原（CⅡ）+人工气候箱模拟人类痹证成因，连续造模18 d建立风湿热痹型RA模型大鼠；造模结束后，各中药组按25.05 g·kg-1连续灌胃给药21 d。实验第38 d对各组大鼠进行关节炎指数（AI）评分；HE染色观察踝关节组织病理切片；分别用免疫组织化学法及Western Blot法检测踝关节VEGF的表达。结果  与正常对照组比较，Ⅱ型胶原组和病证模型组踝关节滑膜组织血管增生，结缔组织破坏，炎性细胞浸润，血管翳形成，软骨破坏，且病证模型组关节面完全破坏，其破坏程度明显高于Ⅱ型胶原组；Ⅱ型胶原组和病证模型组AI评分、VEGF表达量均显著增加（P<0.01），且病症模型组高于Ⅱ型胶原组。与病证模型组比较，各给药组炎性细胞明显减少，毛细血管减少，绒毛变少，肉芽组织老化，纤维增多成为瘢痕，并且软骨破坏减轻；各给药组的AI评分、VEGF表达量均有不同程度的降低，其中秦艽防己组最为显著（P<0.01）。结论  秦艽各配伍药对可能通过调节风湿热痹型RA模型大鼠的VEGF表达，进而抑制新生血管的增生，发挥对RA治疗作用。其中平－寒相配效果优于平－温、平－平相配。
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Effects of Qinjiao in different combinations on the ankle pathological and expression of VEGF in wind-damp-heat arthralgia RA model rats

WANG Rong1， SU Shan1，SUN Shaobo2，GAO Huiqin1(1.Department of traditional Chinese medicine，Gansu University of Traditional Chinese Medicine，Lanzhou 730000 Gansu，China；2.Institute of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine，Gansu University of Traditional Chinese Medicine，Lanzhou 730000 Gansu，China)
Abstract Objective:To explore effects of Qinjiao (Gentianae macrophyllae Pall.) in different combinations on the ankle pathological changes and the expression of VEGF in wind-damp-heat arthralgia RA model rats.Methods:Eighty SD rats were randomly divided into normal control group,type Ⅱ collagen group,disease syndrome(wind-damp-heat arthralgia model )group, Positive drug group(tripterygium glycosides group,6 mg•kg-1),single Qinjiao group,Qinjiao-Weilingxian (mild-warm compatibility) group,Qinjiao-Sangjisheng(mild-mild compatibility)group,Qinjiao-Fangji(mild-cold compatibility) group,each group of ten.Using natural cow type Ⅱ collagen(CⅡ)+artificial climate chamber to simulate the cause of human arthralgia syndrome,wind-damp-heat arthralgia RA model rats were established by continuous modeling for 18 days.After modeling,each Chinese medicine group was gavaged for 21 days continuously at 25.05 g•kg-1.On the 38th day of the experiment,arthritis index (AI) score of each group was evaluated.HE staining the pathological changes of ankle joint were observed.The expression of VEGF protein in the ankle joint of rats was detected by immunohistochemistry and western blot.Results:HE staining results showed,compared with the normal control group,that vascular of synovial tissue proliferated,destruction of connective tissue,inflammatory cell infiltration, angiogenesis,cartilage damaged were obvioused the ankle of type Ⅱ collagen group and disease syndrome model. The joint surface of the disease syndrome model group destroyed completely,the degree of destruction was significantly higher than type Ⅱ collagen group.AI score and VEGF expression in type Ⅱ collagen group and the disease syndrome model group were significantly increased (P<0.01), and the disease syndrome model group was higher than type Ⅱ collagen group.Compared with the disease syndrome model group,the inflammatory cells were significantly decreased, the capillaries decreased,the number of villi decreased,the granulation tissues aged,the fibrosis increased,and the cartilage destroyed,the AI scores and the expression of VEGF all reduced with different degrees,of which Qinjiao-Fangji group the was reduced most significant (P<0.01) in each group.Conclusion:Different compatibility of Qinjiao may adjust expression of VEGF in wind-damp-heat arthralgia RA model rats and inhibit the proliferation of new blood vessels to therapeutic effect for RA,of which effect compatibility of mild- cold is better than mild-warm,mild-mild.
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类风湿关节炎（Rheumatoid arthritis， RA）是一种以关节滑膜炎、破坏性关节病变为主要特征的慢性、进行性、侵袭性、全身性自身免疫性疾病[1]。研究[2-3]表明血管内皮细胞生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）是一种参与调控血管和血管新生的关键因子，在诱导血管新生，维持RA患者滑膜组织的炎症反应，造成软骨破坏和关节畸形中起着重要的作用。中药秦艽（Gentianae macrophyllae Pall.）性平，具有袪风湿、通络止痛、退虚热、清湿热等功效，为祛风湿要药。前期研究[4-6]表明，无论是单味秦艽还是其配伍应用，对RA均具有良好的治疗作用。本文以中医理论为指导，以秦艽为基本药物，筛选出威灵仙、桑寄生、防己等3味中药与秦艽组成具有祛风湿功效的药对，组成平－平相配（秦艽＋桑寄生），平－寒相配（秦艽＋防己），平－温相配（秦艽＋威灵仙）的配伍关系，并做进一步研究。
1 材料与方法
1.1 动物  3月龄SD大鼠80只，雌雄各半，SPF级，体质量为（180±20）g，由甘肃中医药大学动物实验中心提供，许可证号：SCXK（甘）2015-0002。
1.2 药物及试剂  秦艽、威灵仙、桑寄生、防己4味中药饮片，购自兰州惠仁堂大药房，由甘肃中医药大学中药鉴定教研室李成义教授鉴定，均为正品；雷公藤多苷片，每片10 mg，批号：20150501，远大医药黄石飞云制药有限公司；天然牛Ⅱ型胶原（CⅡ，批号：1122D056）、4×蛋白上样缓冲液（批号：P1016），北京北京索莱宝科技公司；完全弗氏佐剂（CFA），批号：SLBK1731V，美国Sigma公司；SABC免疫组化试剂盒，批号：09L11B，武汉博士德生物工程有限公司；兔抗大鼠内参GAPDH，批号：YM3445，美国ImmunoWay公司；兔抗大鼠抗体VEGF（A-20），批号：G2815，上海斯信生物科技有限公司；山羊抗兔IgG HRP，批号：BL003A，北京白鲨生物有限公司；BCL超敏发光液，批号：WBKLS0100，美国Millipore公司。
1.3 仪器  改装后的RXZ-380A-LED型人工智能气候箱，宁波江南仪器厂制造；HH-W600S型恒温水浴锅，金坛市大地自动化仪器厂；数显游标卡尺，上海申韩量具有限公司；WB-3000型生物组织包埋机，江苏常州微凯医疗有限公司；RM2235型生物组织切片机，北京莱卡公司；WP-300型病理组织漂烘仪，常州微凯医疗有限公司；BX51TF型荧光显微镜，日本奥林巴斯公司；Universal HoodⅡ型凝胶成像系统，美国BIO-RAD公司。
1.4 药液制备   将CⅡ 5 mg溶于25 mL预先配制好的0.1 mol·L-1醋酸溶液中，CⅡ型胶原的浓度为0.2 g·L-1，在冰水浴中定容至25 mL，摇匀，置于4 ℃冰箱中过夜；次日，与CFA等体积在冰浴中混合，充分搅拌乳化，最终配成稳定的CⅡ乳剂50 mL，备用。
   中药水煎液由甘肃中医药大学中药药剂实验室协助制备。单味秦艽水煎液制备：秦艽300 g，第1次加10倍量水煎煮1 h，第2次加8倍量水煎煮30 min，药液过滤，合并2次水煎液，浓缩至每毫升药液含生药1.67 g的单味秦艽水煎液。并按照1∶1的比例分别称取秦艽与威灵仙、秦艽与桑寄生、秦艽与防己各150 g，依上述操作步骤进行，制备秦艽威灵仙组、秦艽桑寄生组、秦艽防己各药对水煎液，置冰箱内储存备用。雷公藤多苷溶液制备：将雷公藤多苷片充分碾碎，加入适量生理盐水，配成浓度为0.4 mg·mL-1的混悬液，备用。
1.5 分组    大鼠80只，适应性饲养3 d后，按随机数字表法随机为正常对照组、Ⅱ型胶原组、病证模型组（Ⅱ型胶原+风湿热组）、阳性药组（雷公藤多苷片组）、单味秦艽组、秦艽威灵仙组、秦艽桑寄生组、秦艽防己组，共8组，每组10只。
1.6 模型复制  实验第1天，除正常对照组外，其余各组大鼠取背部2点（背部脊柱两侧）、尾根部1点，剃毛，皮内注射0.1 mL CⅡ乳剂，共0.3 mL致炎。正常对照组在相同部位注射等量生理盐水。实验第2天，除正常对照组和Ⅱ型胶原组外，其余各组均使用改造后的人工气候箱进行风湿热痹证模型造模，所用风湿热环境条件为：温度36~ 38℃，风速5 m·s-1，相对湿度≧95%，实验中以37℃蒸汽熏蒸，每10 min换气1次。每天1次，每次30 min，连续11 d。实验第12天，在大鼠左后肢足跖皮下注射0.1 mL CⅡ乳剂进行二次免疫作为激发注射，再放入人工气候箱进行第2次造模，连续7 d，共造模18 d。

1.7给药  造模结束后，各中药组按25.05 g·kg-1，雷公藤多苷片组按6 mg·kg-1灌胃给药，正常对照组、Ⅱ型胶原组及病证模型组给予等量生理盐水，每天1次，连续21 d。
1.8指标检测方法
1.8.1关节炎指数（AI）评分   经给药后，实验第38 d对各组大鼠进行AI评分，采用5级评分法[7]，评分标准如下：0分，正常（无关节炎）；1分，足趾关节出现轻度发红或肿胀；2分，足趾或踝关节出现中度肿胀；3分，踝关节严重肿胀或踝关节以下全部肿胀；4分，整个足爪全部肿胀或关节严重变形，不能负重。每只大鼠4只足爪评分之和作为最终的AI评分。
1.8.2 踝关节组织病理切片  将取材的踝关节标本用4%的多聚甲醛固定7 d后，用10%的EDTA进行脱钙6周，每周更换2次脱钙液，直至针刺入组织无阻力感为止；常规脱水硬化、石蜡包埋、制作蜡块、切片、载片；苏木素染色，1%盐酸酒精溶液分化（切片由蓝变红），促蓝液（氢氧化铵溶液）返蓝，伊红（水溶液）染色，梯度酒精分色，二甲苯透明，中性树胶封片，光镜下观察踝关节组织形态变化。
1.8.3 免疫组织化学法检测踝关节VEGF的表达   在组织切片上滴加3% H2O2去离子水室温孵育10 min以灭活内源性过氧化物酶的活性；置于0.1 mol·L-1（pH 6.0）枸橼酸盐缓冲液中微波加热至沸腾5 min后自然冷却修复；5% BSA封液闭室温孵育15min封闭，甩去多余液体；滴加VEGF一抗（1∶200 稀释）4 ℃孵育过夜；滴加生物素标记二抗，37 ℃复温30 min；滴加适量的碱性磷酸酶标记的链霉卵白素工作液，37 ℃孵育15 min；滴加DAB显色剂显色3~15 min，自来水充分冲洗；切片常规脱水，透明后中性树胶封片。显微镜观察，以细胞质中出现淡黄棕色至褐黄色颗粒状着色者为阳性细胞，采用IPP6.0软件测量大鼠踝关节VEGF的积分光密度值（IOD），计算IOD平均值，进行半定量分析。

1.8.4 Western Blot法检测踝关节VEGF的表达   将踝关节放入加有液氮的铜捣药罐中研磨捣碎，加入1∶100的蛋白裂解液（PMSF 10 μL+RIPA 1 mL）在冰上裂解20 min，离心5 min（12 000r·min-1） ，吸取上清液，1∶3加入4×蛋白上样缓冲液，放入金属锅煮沸（96 ℃，10 min）。配制12%的分离胶，凝胶30 min，配制5%的浓缩胶，凝胶30 min后拔梳子，胶板放入电泳池中电泳液没过短板，加蛋白样品液电泳（80 V，30 min）跑浓缩胶，调整电压（120 V，60 min）跑分离胶，转膜（80 V，2 h），转膜结束后封闭液（0.5 g脱脂奶粉+10 mL TBST）封闭2 h， 敷一抗（0.1 g脱脂奶粉+10μL VEGF+10 mL TBST），4℃过夜敷， TBST洗3次后，敷二抗（2 μL IgG HRP+10 mL TBST）2 h，TBST洗3次，最后将发光液按1∶1（一般各200 μL）比例涂布在PVDF膜上，放入机器上曝光。采用Image Lab 对蛋白条带进行扫描，采用Image J Launcher软件对蛋白条带进行灰度分析，并进行半定量分析。
1.9 统计学处理方法  采用SPSS21.0统计学软件进行统计学分析，计量资料以均数±标准差(
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±s)表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较用LSD检验，P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果 

2.1 对风湿热痹型RA大鼠 AI评分的影响   结果见表1。与正常对照组比较，Ⅱ型胶原组和病证模型组AI评分均显著增加，差异有统计学意义（P<0.01）；与病证模型组比较，单味秦艽组、秦艽威灵仙组、秦艽桑寄生组及秦艽防己组AI评分均明显降低，差异均有统计学意义（P<0.01），且秦艽防己组降低最明显。各中药组AI评分趋势为：秦艽防己组<单味秦艽组<秦艽桑寄生组<秦艽威灵仙组。
表1 各组大鼠AI评分比较（
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±s，n=10）
Table 1 Comparison of AI in each group
	组别
	剂量/( g·kg-1)
	AI评分

	正常对照组
	—
	0

	Ⅱ型胶原组
	—
	3.48±0.42**

	病证模型组
	—
	3.53±0.57**

	阳性药组
	6 mg·kg-1
	1.78±0.36▲▲

	单味秦艽组
	25.05
	2.11±0.26▲▲

	秦艽威灵仙组
	25.05
	2.58±0.54▲▲

	秦艽桑寄生组
	25.05
	2.13±0.38▲▲★★

	秦艽防己组
	25.05
	1.98±0.35▲▲★★◆◆


注：与正常对照组比较，**P<0.01；与病证模型组比较，▲▲P<0.01；与单味秦艽组比较，◆◆P<0.01；与秦艽威灵仙组比较，★★P<0.01。
2.2对风湿热痹型RA大鼠踝关节病理变化的影响    结果见图1。正常对照组大鼠踝关节面完整光滑，软骨排列整齐未见破坏，骨小梁明显完整，潮线清晰。Ⅱ型胶原组软骨组织破坏，滑膜增生，向关节腔内延伸，结缔组织破坏，肉芽组织增生，结构紊乱，关节腔内有大量的炎性细胞浸润，并有炎症物渗出，形成血管翳。病证模型组关节面完全破坏，骨小梁变细，髓腔变宽，大量的炎性细胞浸润，大量的肉芽组织增生，周围血管丰富并严重扩张，血管翳增生，纤维增生，其破坏程度明显高于Ⅱ型胶原组。阳性药组关节面较完整，软骨破坏较轻，炎性细胞较少。单味秦艽组软骨严重破坏，肉芽组织严重增生，炎细胞变少，绒毛变少。秦艽威灵仙组关节面较完整，炎性细胞显著减少，关节渗出物减少。秦艽桑寄生组炎细胞减少，绒毛减少，肉芽组织老化，胶原纤维增生。秦艽防己组软骨一侧破环严重，但炎细胞明显减少，毛细血管减少，绒毛变少，肉芽组织老化，纤维增多成为瘢痕。
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图1  各组大鼠踝关节病理切片结果（HE染色，200×）
Figure 1  Results of HE staining in ankle joint in each group（HE，200×）
2.3 对风湿热痹型RA大鼠踝关节VEGF蛋白表达的影响（免疫组化法）    结果见图2、表2。正常对照组基本未见VEGF表达；Ⅱ型胶原组和病证模型组踝关节出现VEGF阳性表达产物，呈明显的黄棕色颗粒状；各给药组VEGF的阳性表达量均明显低于病证模型组；秦艽配伍组之间比较，秦艽防己组VEGF的阳性表达量低于秦艽威灵仙组和秦艽桑寄生组。
与正常对照组比较，Ⅱ型胶原组和病证模型组VEGF 的IOD明显升高，差异有统计学意义（P<0.01），且病证模型组表达量高于Ⅱ型胶原组，差异有统计学意义（P<0.01）；与病证模型组比较，各给药组VEGF的IOD均明显下降，差异有统计学意义（P<0.01）；各中药配伍组比较，秦艽防己组VEGF的IOD明显低于其他组，差异有统计学意义（P<0.01）。各中药配伍组VEGF的IOD趋势为：秦艽防己组<秦艽桑寄生组<秦艽威灵仙组<单味秦艽组。
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图2  各组大鼠踝关节VEGF免疫组化染色结果（免疫组化，200×）

Figure 2  Immunohistochemical staining of VEGF in the ankle of rats in each group (IHC，200×)

表2 各组大鼠踝关节VEGF蛋白表达半定量结果（x¯
[image: image19.wmf]x

±s，n=10）

Table 2 Expression of VEGF protein in ankle joint of rats in each group

	组别
	剂量/( g·kg-1)
	IOD

	正常对照组
	—
	101.9±4.38

	Ⅱ型胶原组
	—
	172.07±4.65**

	病证模型组
	—
	174.9±6.86**##

	阳性药组
	6 mg·kg-1
	137.53±7.32▲▲

	单味秦艽组
	25.05
	140.7±4.57▲▲

	秦艽威灵仙组
	25.05
	140.37±3.19▲▲

	秦艽桑寄生组
	25.05
	138.13±4.67▲▲

	秦艽防己组
	25.05
	102.53±6.18▲▲◆◆◇◇★★●●


注：与正常对照组比较，**P<0.01；与Ⅱ型胶原组比较，##P<0.01；与病证模型组比较，▲▲P<0.01；与阳性药组比较，◆◆P<0.01；与单味秦艽组比较，◇◇P<0.01；与秦艽威灵仙组比较，★★P<0.01；与秦艽桑寄生组比较，●●P<0.01。
2.4 对风湿热痹型RA大鼠踝关节VEGF蛋白表达的影响（Western Blot法）    结果见图4。与正常对照组比较，Ⅱ型胶原组和病证模型组VEGF的相对表达量均明显的升高（P<0.01），且病证模型组显著高于Ⅱ型胶原组（P<0.01）；与病证模型组比较，各给药组的VEGF相对表达量均明显的降低（P<0.01），且秦艽防己组明显低于其他给药组（P<0.01）；与单味秦艽组比较，秦艽配伍组VEGF的相对表达量均降低，秦艽威灵仙组及秦艽防己组的差异有统计学意义（P<0.01）；秦艽配伍组之间比较，秦艽防己组VEGF的相对表达量降低也最明显（P<0.01）。各中药配伍组VEGF的相对表达趋势为：秦艽防己组<秦艽威灵仙组<秦艽桑寄生组<单味秦艽组。
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图3  各组大鼠踝关节VEGF 蛋白相对表达量（
[image: image22.wmf]x

±s，n=3）
Figure 3  The relative expression of VEGF protein in each group of rats' ankles
注：与空白组比较，**P<0.01；与Ⅱ型胶原组比较，##P<0.01；与病证模型组比较，▲▲P<0.01；与阳性药组比较，◆◆P<0.01；与单味秦艽组比较，◇◇P<0.01；与秦艽威灵仙组比较，★★P<0.01；与秦艽桑寄生组比较，●●P<0.01。
3讨论
现代医学表明RA是由于机体免疫异常引起的一种慢性、多系统损伤的全身性自身免疫疾病，以累及周围关节为主，且致残率较高，其基本病理改变是炎性细胞浸润，血管翳生成，以及滑膜增生引起的软骨及骨的破坏[8]。中医学认为RA属于“痹证”范畴，《素问.痹论》言：“风、寒、湿三气杂至，合而为痹”，其基本病机是风、寒、湿邪痹阻气血经脉，致经脉凝滞，导致气血运行不利，痰浊、淤血等病理产物积聚，不通则痛[9]。痹证临床上常分为风寒湿痹型、风湿热痹型；其中活动期RA以风湿热痹型为主[10]，患者多见关节红肿、灼热、疼痛、喜冷恶热；病机主要为风湿热邪壅滞经脉，气血闭阻不通；治疗应以清热通络、祛风除湿为主[11]。因此，本实验以具有祛风湿、清湿热、止痹痛功效的秦艽为基础药物，分别配伍性温，具有祛风湿、通经络的威灵仙，组成平－温相配；配伍性平，具有祛风湿、补肝肾、强筋骨的桑寄生，组成平－平相配；配伍性寒，具有利水消肿，祛风止痛的防己，组成平－寒相配。探讨秦艽不同配伍药对对风湿热痹RA模型大鼠疗效的差异。
VEGF是一种由成纤维样滑膜细胞、单核细胞、巨噬细胞、肥大细胞、纤维母细胞等细胞分泌的作用于血管内皮细胞的多功能细胞因子，是参与调控血管和血管新生的关键分子[12-13]。在诱导血管新生，促进炎症滑膜组织新生血管形成，造成软骨破坏和关节畸形中起着重要的作用。VEGF也可提高血管通透性，从而促使血管内炎性细胞渗出，加重滑膜组织炎症和血管翳形成，在RA发病过程中起着非常重要的作用[14]。因此阻断VEGF及其调控途径，就可以抑制血管新生，降低血管通透性，从而对RA起到治疗作用[15]。
本实验通过病理形态观察发现，与正常对照组比较，Ⅱ型胶原组与病证模型组滑膜组织血管增生，结缔组织破坏，肉芽组织增生，结构紊乱，关节腔内有大量的炎性细胞浸润，并有炎症物渗出，血管翳形成，软骨破坏，且病证模型组关节面完全破坏，其破坏程度明显高于Ⅱ型胶原组，说明造模基本成功，风湿热痹RA模型病情比单纯的Ⅱ型胶原组RA模型严重，提示RA早期就有新生血管的生成，但随着关节症状的加重，新生血管的生成更加明显，最终导致血管翳形成，侵蚀骨质，这与类风湿性关节炎病理改变的文献报道相符[16]。给药后HE染色结果显示，与病证模型组比较，各给药组新生血管及关节渗出物减少，胶原纤维增生，并形成瘢痕，关节软骨破坏减轻，其中秦艽防己组改善明显。
通过免疫组化和Western Blott 2种不同方法检测踝关节VEGF蛋白表达量发现，Ⅱ型胶原组与病证模型组均升高，且病证模型组均明显高于Ⅱ型胶原组；各给药组的VEGF蛋白表达量均有不同程度的降低，其中秦艽防己组降低最为明显，且与其他给药组之间的差异具有统计学意义（P<0.01）。表明VEGF作为一种促炎因子，在作用于内皮细胞，诱导血管生成，以及分泌量增加加重炎症，在RA疾病判断及疾病监测方面起重要的作用[17-18]。
综上所述，秦艽防己组（平寒相配）的治疗效果较为突出，平寒相配改善风湿热痹RA的机制可能与减少炎性细胞浸润、减少新生血管增生、减轻关节软骨破坏以及降低滑膜组织VEGF蛋白表达等有关。该配伍治疗效果较突出，且疗效优于秦艽威灵仙组（平温相配）、秦艽桑寄生组（平平相配）及单味秦艽组，说明对于风湿热痹型RA，平寒相配治疗效果较佳，这与中医临床“疗热以寒药”的治疗原则是相符合的。
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