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摘要:为探究徐长卿(Cynanchum
 

paniculatum)根提取物对类风湿性关节炎(rheumatoid
 

arthritis,RA)的治疗作用并揭示

其中潜在的分子机制,采用完全弗氏佐剂构建抗原诱导性类风湿性关节炎(adjuvant
 

induced
 

arthritis,AIA)大鼠(Rattus
 

norvegicus)模型,然后分别以不给药的正常大鼠和AIA大鼠作为对照组和模型组,并分别以口服100、250、500
 

mg·kg-1

的徐长卿根提取物和0.51
 

mg·kg-1 甲氨蝶呤的AIA大鼠作为低、中、高剂量组和阳性药物组;对各组大鼠的爪肿程度、

体质量、器官指数进行了测量,同时利用酶联免疫吸附试验检测血清中促炎性细胞因子的水平,测定趾部组织中髓过氧化

物酶(MPO)活力,并通过实时定量PCR检测核因子-κB(NF-κB)通路中关键基因的 mRNA表达水平,采用气相色谱-质
谱法对徐长卿根提取物的活性成分进行了分析鉴定。结果显示:1)

 

与模型组相比,低、中、高剂量组爪肿程度均有明显减

轻,且血清中的肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和白介素6(IL-6)水平以及脚踝组织中的 MPO活力明显降低,并且呈现明显的

剂量效应;同时这3组大鼠的体质量和免疫器官的生长发育并没有明显受到徐长卿根提取物的影响。2)
 

与模型组相比,

阳性药物组和中、高剂量组NF-κB、TNF-α、IL-6和白介素1β等因子的基因 mRNA表达水平明显降低,且呈现明显的剂

量效应。3)
 

徐长卿根提取物主要活性成分为丹皮酚、棕榈酸、亚油酸、5-羟甲基糠醛等。从上述结果可知,徐长卿根提取

物表现出良好的RA治疗效果,它可能主要通过丹皮酚和亚油酸发挥治疗作用,具体治疗分子机制涉及对 NF-κB通路的

调节。
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类风湿性关节炎(rheumatoid
 

arthritis,RA)是一种慢性自身免疫性疾病,主要表现为关节、软骨和滑膜组织

的炎症和损伤[1-2]。据估计,当前全球RA患者人数约为全球人口总数的0.5%~2%,而且RA发病率一直呈上

升趋势[3]。RA给患者带来的不良后果包括关节畸形和关节功能丧失,对患者的日常活动能力和生活质量造成

严重影响。目前临床上通常采用非甾体抗炎药、抗风湿药等药物来减轻RA带来的疼痛和炎症反应[4-5],但是这

些药物无法完全治愈RA,并且可能引发严重的副作用,例如脏器毒性、心血管疾病风险增加等。因此,上述治疗

RA药物在临床使用时受到了一定的限制[6]。
鉴于现有治疗RA方法存在着一定局限性,研究人员对传统中草药提取物产生了兴趣,因为它们通常具有

良好的疗效以及较小的副作用,并被视为非甾体抗炎药物的有效替代品[7]。萝摩科(Asclepiadaceae)植物徐长卿

(中文学名别仙踪)(Cynanchum
 

paniculatum)作为药用植物,广泛分布于中国、韩国和日本[8-9]。现代医学研究

表明,徐长卿具有多种药用功效。许青松等人[10]发现徐长卿全草水煎剂在小鼠(Mus
 

muscculus)肉芽肿抗炎实

验、热板法和扭体法镇痛实验中表现出抗炎镇痛功效。谢斌等人[11]通过实验测得质量浓度为100
 

g·L-1 的徐

长卿全草水煎剂对人(Homo
 

sapien)肝癌细胞分泌乙肝表面抗原和乙型肝炎E抗原的抑制率分别为99.31%和

95.2%,提示它具有抗乙型肝炎病毒的功效。杨小四等人[12]研究证实徐长卿中的丹皮酚能够通过甲酰肽受体通

路抑制RA。另据《中国药典》记载,徐长卿的根具有理气、除湿和止痛的功效,用于治疗多种疾病,包括风湿病、
风疹、湿疹等[13]。然而尽管徐长卿根被广泛用于治疗RA,但其中的作用机制尚未完全阐明[14-17]。

基于上述研究背景,本研究采用完全弗氏佐剂(complete
 

Freund’s
 

adjuvant,CFA)构建抗原诱导性类风湿

性关节炎(adjuvant
 

induced
 

arthritis,AIA)大鼠(Rattus
 

norvegicus)模型,以评估徐长卿根提取物的治疗效果。
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评估指标包括大鼠的体质量、爪肿程度和器官指数,并观察踝关节组织病理切片。同时,通过检测血清中肿瘤坏

死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor
 

alpha,TNF-α)、白介素6(interleukin-6,IL-6)的水平以及趾部组织中髓过氧化

物酶(myeloperoxidase,MPO)的活力来评估徐长卿根提取物的抗炎作用。此外,本研究还考察了核因子-κB
(nuclear

 

factor-κB,NF-κB)、TNF-α、IL-6、白介素1β(interleukin-1
 

beta,IL-1β)等因子的基因mRNA表达水平,
以深入了解徐长卿根提取物对关节炎的治疗机制;最后基于气相色谱-质谱法(GC-MS)对徐长卿根提取物的成

分进行了分析鉴定,以便更加深入探索它对RA的作用效应和分子机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

实验用体质量为180~200
 

g的雄性SD大鼠由湖南上佳实验动物有限公司供应,实验动物生产许可证号为

SCXK(湘
 

2019-0004)。大鼠的饲养条件如下:相对湿度为50%~70%,温度保持在22~23
 

℃,光照条件为12
 

h
光照∶12

 

h黑暗,食物量和饮水量不做任何限制。所有与动物相关的操作程序严格遵守教育部活性物质与生物

技术工程研究中心实验动物伦理委员会批准的伦理准则和方案,所有与动物有关的实验均按照美国《实验动物

管理和使用指南》中规定的报告标准进行。

1.2 实验药材

徐长卿药材购自安徽辉丰药业有限公司,经植物分类学鉴定确认后,部分药材以标本形式(编号为220406)
保存在重庆师范大学生命科学学院。

1.3 实验试剂与仪器设备

CFA购自西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司;甲氨蝶呤购自上海信谊药业有限公司;TNF-α、IL-6酶联免

疫吸附试验(enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,ELISA)试剂盒购自上海羽朵生物科技有限公司;MPO试剂

盒购自南京建成生物工程研究所;Trizol
 

试剂购自上海碧云天生物技术股份有限公司;PrimeScriptTM
 

RT试剂

盒购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司;SYBR
 

Green
 

PCR混合试剂盒购自苏州宇恒生物科技有限公司;其
他相关化学药品均为分析纯级别。

实验所用主要仪器设备有:巩义宇翔RE-52A型旋转蒸发器、四川蜀科TGL-20型高速冷冻离心机、北京博

医康FD-1A-50型冻干机、上海闪谱生物科技有限公司生产的SP-Max
 

2300A2型光吸收型全波长酶标仪、美国

Thermo
 

NANODROP
 

4000型分光光度计以及美国Bio-Rad
 

CFX96
 

Touch
 

Real-Time
 

PCR检测系统。

1.4 实验方法

1.4.1 徐长卿根提取物的制备

通过浸渍法制备徐长卿根提取物。将200
 

g的徐长卿根干燥后研磨成粉末后在45
 

℃下与乙醇溶液(φ乙醇=
70%)以m药材∶V提取液=1

 

g∶5
 

mL比例混合后进行30
 

min的超声处理,之后进行过滤并收集滤液,以上处理过

程重复2次。合并所有滤液并在45
 

℃下使用旋转蒸发仪去除其中残留的乙醇,然后冷冻干燥,获得38.47
 

g的

徐长卿根乙醇提取物,提取率为19.24%(以生药质量计),于-20
 

℃条件保存该提取物。

1.4.2 AIA建模及给药

AIA模型的建立遵循Bao等人[18]的研究方法,即在用于AIA建模的大鼠的左后足垫注射100
 

μL
 

CFA,而
在与之对照的大鼠的同一部位注射100

 

μL生理盐水(w氯化钠=0.9%),最后得到AIA大鼠。将用于后续给药实

验的大鼠随机分为6个实验组,每组6只,其中:对照组采用正常大鼠,以蒸馏水代替药物进行给药;模型组采用

AIA大鼠,以蒸馏水代替药物进行给药,每日1次;3个徐长卿根提取物组即低、中、高剂量组均采用AIA大鼠,
分别以每1

 

kg体质量服用100、250、500
 

mg徐长卿根提取物的剂量进行给药,每日1次;阳性药物组采用AIA
大鼠,以每1

 

kg体质量服用0.51
 

mg甲氨蝶呤的剂量进行给药,每7
 

d给药2次。上述6组大鼠的给药时间始

于CFA诱导后第7
 

d,采用口服给药,并连续处理20
 

d。

1.4.3 爪肿程度、体质量和器官指数的测量

爪肿程度、体质量和器官指数的测量按照Zhao等人[19]的方法进行。在给药期间,大鼠的体质量和左后足跖

厚度由2名独立观察员测量;每4
 

d使用电子天平测量1次大鼠的体质量。同时,每4
 

d使用游标卡尺评估大鼠

左后肢爪的厚度,以爪肿胀度(R)衡量爪肿程度,具体计算公式为:

R=[(T'-T)/T]×100%,
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其中:
 

T 和T'分别为CFA致炎前、后的足跖厚度(单位:mm)。该项测量持续至在CFA诱导后第28
 

d结束。
随后,收集大鼠的脾脏和胸腺以进行器官指数的分析,器官指数用器官湿质量(单位:g)与大鼠体质量(单位:g)
的百分比表示。

1.4.4 组织病理学分析

用乙醚对CFA诱导后第28
 

d的大鼠进行麻醉,分离出踝关节组织。在去除皮肤和周围肌肉后,使用多聚甲

醛溶液(w多聚甲醛=4%)固定踝关节组织24
 

h。然后使用乙二胺四乙酸脱钙液进行脱钙处理,每3
 

d更换1次脱

钙液。随后,用磷酸缓冲液冲洗2次踝关节组织,每次30
 

min。然后使用自动脱水机对踝关节组织进行脱水,并
进行石蜡包埋切片。对切片进行伊红染色后,在光学显微镜下观察其中的病理学和组织学变化。

1.4.5 ELISA分析

在CFA诱导后的第28
 

d,使用乙醚对大鼠进行麻醉,从眼眶静脉穿刺收集血液,经过8
 

min、3
 

000
 

r·min-1

的离心后取上清液获得血清样本。将TNF-α和IL-6标准品稀释到适当质量浓度,每个质量浓度梯度设置2个

重复孔,每孔加入50
 

μL标准品稀释液,用于标准曲线的建立;设置空白孔和样品孔,每孔各加入40
 

μL样品稀释

液和10
 

μL各组实验组样品,且除空白孔外其他孔均加入50
 

μL酶标试剂,用于检测大鼠血清TNF-α和IL-6水

平。在加入酶标试剂后,轻轻震荡酶标板使之与各孔内的样液混匀,用封板膜封闭,将酶标板在37
 

℃条件下孵

育30
 

min。小心去除封板膜,使用洗涤液重复洗涤3次去除去孔内附着的液体后,首先加入50
 

μL
 

ELISA试剂

盒中的显色剂A再加入50
 

μL该试剂盒中的显色剂B混匀,室温避光反应10
 

min后,加入终止液,使溶液变为

黄色。使用酶标仪在波长450
 

nm处测量各组样品的吸光度。标准曲线按照试剂盒说明书制作,然后据此计算

各组大鼠血清的TNF-α和IL-6质量浓度。

1.4.6 MPO活力测定

从各组大鼠的趾部收集趾部组织,并在4
 

℃下以10
 

000
 

r·min-1 离心15
 

min。称取组织质量后,制备组织

匀浆(w趾部组织=5%)。每个实验组别都设置对照管和测试管,每管加入180
 

μL的组织匀浆,然后加入20
 

μL
 

MPO试剂盒中的试剂4吹打混匀,于37
 

℃下水浴15
 

min。每个管中分别加入200
 

μL
 

MPO试剂盒中的试剂5,
且对照管和测试管中分别加入3

 

mL的双蒸水和显色剂,混匀后在37
 

℃下水浴30
 

min。最后,各组分别加入

50
 

μL
 

MPO试剂盒中的试剂7,混匀后在60
 

℃下水浴10
 

min。使用酶标仪在波长460
 

nm处测量各组样品的吸

光度。根据 MPO试剂盒说明书中的相关说明计算各组大鼠趾部组织的 MPO活力。

1.4.7 实时定量PCR(RT-qPCR)分析

为检测大鼠足部组织中基因NF-κB、TNF-α、IL-6 和IL-1β的 mRNA表达水平,首先使用Trizol从各组

大鼠足部组织中提取总RNA。然后根据逆转录试剂盒说明书进行RNA逆转录,在1
 

μL提取的RNA中加入

4
 

μL
 

4×gDNA
 

Wiper
 

Mix,再加入11
 

μL
 

RNase-free
 

ddH2O,混匀后42
 

℃孵育2
 

min,随后加入4
 

μL
 

5×
HiScript

 

III
 

qRT
 

SuperMix,混匀后在37
 

℃下孵育15
 

min,最后在85
 

℃下孵育5
 

s。根据SYBR
 

Green
 

PCR混

合试剂盒的说明进行RT-qPCR,每个反应的体系包括:1
 

μL模板cDNA、0.5
 

μL浓度均为10
 

μmol·L
-1 的上游

和下游引物、5
 

μL
 

Green
 

Taq
 

Mix和3
 

μL
 

ddH2O。RT-qPCR反应条件为:95
 

℃预变性2
 

min,然后进行40个

循环的95
 

℃变性10
 

s、55
 

℃退火30
 

s、72
 

℃延伸30
 

s,最后72
 

℃延伸1
 

min。RT-qPCR反应在Bio-Rad
 

CFX96
 

Touch
 

Real-Time
 

PCR仪上进行,并且将GAPDH 基因作为内参基因,各基因扩增所用引物序列见表1。

表1 引物序列

Tab.1 Primer
 

sequences

基因 引物序列

GAPDH 上游引物:5'-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3',下游引物:5'-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3'

NF-κB 上游引物:5'-GCGCATCCAGACCAACAATAAC-3',下游引物:5'-GCCGAAGCTGCATGGACACT-3'

TNF-α 上游引物:5'-GAAACACACGAGACGCTGAA-3',下游引物:5'-CCACTCAGGCATCGACATTC-3'

IL-6 上游引物:5'-AGTTGCCTTCTTGGGACTGA-3',下游引物:5'-ACTGGTCTGTTGTGGGTGGT-3'

IL-1β 上游引物:5’-AGTTGCCTTCTTGGGACTGA-3',下游引物:5'-ACTGGTCTGTTGTGGGTGGT-3'

131第5期         王 晨,等:徐长卿根提取物对类风湿性关节炎的治疗作用及分子机制研究



1.4.8 徐长卿根提取物活性成分的GC-MS检测
 

首先用乙醇溶解徐长卿根提取物样品并配制成质量浓度为100
 

μg·μL
-1 的样品溶液,然后经过0.45

 

μm
孔径的滤膜过滤,以确保样品溶液的纯净度。之后,采用以下条件对样品溶液进行 GC-MS检测:色谱柱为

Thermo
 

TG-SQC
 

GC
 

column(15
 

m×0.25
 

mm,ID×0.25
 

μm),载气为高纯度氦气(纯度不低于99.999%),柱
温设定为80

 

℃,进样口温度为280
 

℃,柱内载气流量为1
 

mL·min-1。GC程序从80
 

℃开始,持续5
 

min,然后

以5
 

℃·min-1 的速率升至280
 

℃,最后在280
 

℃下持续5
 

min。进样量为1
 

μL。质谱采用EI(电子冲击)作为

离子源,离子源温度为250
 

℃,电子能量为70
 

eV,倍增电压为1
 

200
 

V,发射电流为50
 

μA,传输线温度为300
 

℃,
扫描范围为质荷比(m/z)45~450。通过与质谱数据库(如美国国家标准与技术研究所,NIST)中存储的已知成

分进行峰值比对和识别,确定样品中化合物的成分。

1.5 数据分析

使用GraphPad
 

Prism
 

7.0软件统计分析实验数据,数据以“平均值±标准差”形式表示。通过单因素方差分

析对实验数据进行分析,当p<0.05时,统计结果视为具有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 对爪肿程度、体质量和器官指数的影响

在本研究中,注射CFA的大鼠的脚掌在诱导后第3
 

d开始出现明显肿胀。图1显示:在诱导后第8
 

d,模型

组的爪肿胀度(56%±0.3%)高于对照组的爪肿胀度(15%±0.3%),两者差异具有统计学意义(p<0.001);在
诱导后第12

 

d,阳性药物组的爪肿胀度(40%±0.1%)低于模型组的爪肿胀度(45±0.1%),两者差异具有统计

学意义(p<0.001);在诱导后第16
 

d,高、中、低剂量组的爪肿胀度分别为35%±0.1%、41%±0.4%和39%±
0.2%,均低于模型组的爪肿胀度(52%±0.1%),且差异均具有统计学意义(p<0.001)。值得注意的是,徐长卿

根提取物对改善AIA大鼠的RA症状呈现出明显的剂量效应关系,高剂量(500
 

mg·kg-1)徐长卿根提取物对

AIA大鼠的治疗效果最佳。

注:数据以“平均值±标准差”形式表示,下同;各组样本量为6;“###”表示模型组与对照组

相比数据差异在p<0.001水平具有统计学意义;“***”表示模型组与徐长卿提取物组(低、中、高

剂量组)和阳性药物(甲氨蝶呤)组的数据差异在p<0.001水平具有统计学意义。

图1 各组大鼠的爪肿程度

Fig.1 The
 

paw
 

swelling
 

degree
 

of
 

each
 

rat
 

group

由图2可知:阳性药物组体质量在诱导后第16
 

d开始出现下降,此时阳性药物组体质量为(216.02±4.89)
 

g,
小于对照组体质量((226.81±6.42)

 

g),两者差异具有统计学意义(p<0.05);在诱导后第24
 

d阳性药物组体质

量下降到(210.26±4.51)
 

g,仍低于此时的对照组体质量((239.1±5.39)
 

g),两者差异具有统计学意义(p<
0.001)。相反地,接受徐长卿根提取物治疗的大鼠体质量在整个实验过程中均呈持续增长趋势。

此外,阳性药物组脾脏和胸腺的器官指数分别为0.29%±0.01%和0.06%±0.01%,均小于对照组的这2
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个器官指数(0.34%±0.01%、0.063%±0.006%),差异分别在p<0.001和p<0.05水平具有统计学意义(图

3),表明甲氨蝶呤虽然能抑制RA,但同时会导致大鼠免疫器官萎缩。相反地,图3还显示出徐长卿根提取物对

大鼠免疫器官没有明显影响,说明它不仅能治疗RA,而且在治疗过程中不会对大鼠的免疫器官产生明显的副作用。

注:各组样本量为6,“##”“###”表示对照组与其他5组相比数据差异分别在p<0.01和

p<0.001水平具有统计学意义。

图2 各组大鼠的体质量

Fig.2 The
 

body
 

weight
 

of
 

each
 

rat
 

group

a 脾脏指数 b 胸腺指数

       注:各组样本量为6,“*”“***”表示对照组与其他5组相比数据差异分别在p<0.05和p<0.001水平具有统计学意义。

图3 各组大鼠脾脏和胸腺的器官指数

Fig.3 The
 

spleen
 

and
 

thymus
 

indices
 

of
 

each
 

rat
 

group

2.2 对踝关节的组织病理学分析

在AIA大鼠模型中,在CFA诱导后的第7
 

d,本研究首次观察到了明显的肿胀和红斑症状。随后,本研究进

行了详细的组织病理学分析,以评估大鼠踝关节组织中巨噬细胞增殖和软骨细胞破坏的程度。如图4所示,接
受徐长卿根提取物治疗后的大鼠踝关节的巨噬细胞的增殖受到明显抑制,并且软骨被破坏程度也得到缓解。这

表明徐长卿根提取物对于巨噬细胞的活跃程度具有明显的抑制作用,进一步降低了RA的严重程度。

2.3 对血清中IL-6、TNF-α 水平及趾部组织 MPO活力的影响

图5a、b显示:模型组血清中促炎性细胞因子IL-6和TNF-α的质量浓度分别为(71.25±1.62)和(144.03±
2.49)

 

pg·mL-1,高于对照组血清中这2个促炎性细胞因子的质量浓度(分别为(24.10±2.46)和(74.58±
2.16)

 

pg·mL-1),且差异均具有统计学意义(p<0.001)。然而与模型组相比,阳性药物组的这2项指标(分别

为(31.83±1.05)和(87.13±2.16)
 

pg·mL-1)均更低,且均具有统计学意义上的差异(p<0.001)。高剂量组

血清中IL-6和TNF-α的质量浓度分别为(35.45±4.34)、(96.78±2.63)
 

pg·mL-1,均低于模型组的这2项指
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标,且具有统计学意义上的差异(p<0.001)。中、低剂量组血清中IL-6质量浓度分别为(48.14±2.59)、
(106.34±2.18)

 

pg·mL-1,均低于模型组大鼠血清中IL-6质量浓度,且差异均具有统计学意义(p<0.001);中
剂量组组血清中TNF-α质量浓度((63.72±7.18)

 

pg·mL-1)低于模型组的该项指标,两者具有统计学意义上

的差异(p<0.001);低剂量组血清中TNF-α的质量浓度为(141.52±2.62)
 

pg·mL-1,与模型组的该项指标差

异不具有统计学意义。此外,大鼠踝关节组织中 MPO 活力测定的结果表明:对照组趾部组织 MPO 活力

((1.26±0.13)
 

U·mg-1)低于模型组的该项指标((3.20±0.26)
 

U·mg-1),两者具有统计学意义上的差异(p<
0.001)。然而,阳性药物组和高剂量组趾部组织MPO活力(分别为(1.44±0.24)和(2.74±0.15)

 

U·mg-1)低于模

型组的该项指标,差异均具有统计学意义(p<0.001),且不同剂量的徐长卿根提取物在治疗RA效果上均呈现

出剂量效应(图5c)。这些结果表明,徐长卿根提取物能有效抑制AIA大鼠体内的促炎性细胞因子产生和 MPO
活力,从而减轻了炎症反应。

a 对照组 b 模型组 c 低剂量组

d 中剂量组 e 高剂量组 f 阳性药物组

图4 各组大鼠关节组织的病理学切片图像

Fig.4 Images
 

of
 

pathologic
 

sections
 

of
 

joint
 

tissue
 

from
 

each
 

rat
 

group

2.4 对促炎性细胞因子基因mRNA表达的影响

谢小倩等人[20]研究发现,促炎性细胞因子如TNF-α和IL-1β能够激活NF-κB,促使后者迁移到细胞核并上

调促炎性细胞因子基因的表达,从而导致炎症反应加剧。图6a显示:模型组在NF-κB 基因 mRNA相对表达量

上比对照组更高,两者差异具有统计学意义(p<0.001);阳性药物组以及高剂量组在 NF-κB 基因 mRNA相对

表达量上低于模型组与后者的差异具有统计学意义(p<0.001);徐长卿根提取物组在抑制NF-κB 基因 mRNA
表达上呈现出剂量效应。3个促炎性细胞因子基因的RT-qPCR结果如图6b、c、d所示,其中:模型组IL-6、

TNF-α和IL-1β基因的mRNA相对表达量均高于对照组的这3项指标,与后者均具有统计学意义上的差异

(p<0.001);与模型组相比,阳性药物组和中、高剂量组组上述3个基因mRNA相对表达量更低,且与前者均具

有统计学意义上的差异(p<0.001);低剂量组IL-6 和IL-1β基因mRNA相对表达量均低于模型组的这2项指

标,与后者分别在p<0.01
 

和p<0.001水平具有统计学意义上的差异;此外低剂量组与模型组的基因 mRNA
相对表达量没有统计学意义上的差异。上述结果表明,徐长卿根提取物可通过调节NF-κB通路来抑制炎症反

应,是治疗RA的有效药物备选。
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a IL-6质量浓度 b TNF-α质量浓度 c MPO活力

  注:各组样本量为6,“###”表示模型组与对照组相比数据差异在p<0.001水平具有统计学意义,“*”“**”“***”表示模型组与徐长卿提取物

组(低、中、高剂量组)和阳性药物(甲氨蝶呤)组的数据差异分别在p<0.05,p<0.01和p<0.001水平具有统计学意义。

图5 各组大鼠血清中IL-6和TNF-α质量浓度以及脚踝组织 MPO活力

Fig.5 IL-6
 

and
 

TNF-α
 

mass
 

concentration
 

in
 

serum
 

and
 

MPO
 

activity
 

of
 

ankle
 

tissue
 

from
 

each
 

rat
 

group

a NF-κB
 

相对表达量 b IL-6相对表达量

c TNF-α相对表达量 d IL-1β相对表达量

  注:各组样本量为3。“###”表示模型组与对照组相比数据差异在p<0.001水平具有统计学意义,“**”“***”表示模型组与徐长卿提取物组

(低、中、高剂量组)和阳性药物(甲氨蝶呤)组的数据差异分别在p<0.01和p<0.001水平具有统计学意义。

图6 各组大鼠关节组织中NF-κB、IL-6、TNF-α和IL-1β基因的 mRNA表达

Fig.6 The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

genes
 

NF-κB,
 

IL-6,
 

TNF-α,
 

and
 

IL-1β
 

in
 

joint
 

tissues
 

from
 

each
 

rat
 

group

2.5 徐长卿根提取物活性成分的GC-MS分析结果

图7为徐长卿根提取物主要活性成分的GC-MS分析结果。经过质谱数据库(NIST)检索,鉴定得出17种

主要成分(表2),其中相对含量最高的成分是丹皮酚,其他相对含量较高的成分有棕榈酸、亚油酸、5-羟甲基糠

醛等。
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图7 徐长卿根提取物相总离子流图

Fig.7 Total
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

C.
 

paniculatu
 

root
 

extract

表2 徐长卿根提取物的GC-MS分析

Tab.2 GC-MS
 

analysis
 

of
 

C.
 

paniculatu
 

root
 

extract

保留时间/min 化学名称 分子式 相对分子质量/Da 相对含量/%
 

8.80 β-石竹烯 C15H24 204 2.59

10.50 2,3-二氢-3,5二羟基-6-甲基-4(H)-吡喃-4-酮 C6H8O4 144 2.59

13.14 5-羟甲基糠醛 C6H6O3 126 4.39

19.13 丹皮酚 C9H10O3 166 58.68

20.56 2,4-二叔丁基苯酚 C14H22O 206 1.43

21.53 异丙酮丁酮 C9H10O3 166 2.55

23.82 2-甲基-9-β-D-呋喃核糖基次黄嘌呤 C11H14N4O5 282 2.09

30.52 棕榈酸 C16H32O2 256 10.16

33.75 亚麻油 C18H32O2 280 5.14

33.87 十八烷酸 C18H34O2 282 1.44

33.92 顺式13-十八烯酸 C18H34O2 282 0.82

34.08 亚油酸乙酯 C20H36O2 308 2.46

34.18 硬脂酸 C18H36O2 284 2.06

34.28 油酸乙酯 C20H38O2 310 0.54

39.88 1-棕榈酸单甘油酯 C19H38O4 330 0.56

42.60 2-亚油酰甘油 C21H38O4 354 0.25

44.59 反式角鲨烯 C30H50 410 2.26

3 讨论

RA是一种慢性自身免疫性疾病,具体表现为关节滑膜炎症、关节畸形和系统性炎症反应等临床症状,在病
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情加重时会严重影响患者的生活质量。尽管现有RA治疗药物在缓解病痛方面也有一定疗效,但也伴有严重的

副作用[21-23]。因此,研究人员对传统中草药的研究和应用变得愈加重要。徐长卿被传统中医学视为一种有效治

疗RA的中草药,它的药用功效不仅包括抗病毒、抗炎镇痛等———近些年来人们还发现它在治疗蛇伤、宫颈癌、
结膜炎、过敏性咳嗽等方面有着相当的潜力[24-27]。尽管徐长卿早已在传统中医学领域被广泛应用,但它在相关

疾病治疗中的具体作用机制尚不清楚,这也限制了该药材在临床中的进一步应用。
本研究以CFA诱导的AIA大鼠为实验对象,评估了徐长卿根提取物对RA的治疗效果。爪肿胀作为RA

的典型症状之一,常被用来评估RA治疗效果。实验结果显示,不同剂量的徐长卿根提取物均能明显减轻AIA
大鼠的爪肿程度,证实了该提取物具有明显的抗炎作用。此外,本研究通过对大鼠的体质量和免疫器官的观察,
还确定了徐长卿根提取物治疗RA的安全性。在RA的发病机制中,巨噬细胞的异常活化与炎症反应密切相

关[28]。在本研究中,通过组织病理学观察发现,徐长卿根提取物能有效抑制AIA大鼠踝关节组织中巨噬细胞的

增殖,从而进一步抑制了RA症状,这一结果为徐长卿作为治疗RA的潜在药物提供了有力的支持。
此外,RA的炎症反应与促炎性细胞因子如TNF-α和IL-6的异常分泌有关,而后者会导致软骨破坏和关节

受损[29]。本研究发现,经过徐长卿根提取物治疗后,AIA大鼠血清中的TNF-α和IL-6水平明显降低,同时踝关

节组织中 MPO的活力也有下降。这些结果强调了徐长卿根提取物对于抑制炎症反应具有重要作用,并因此减

轻了RA的严重程度。进一步的分子机制研究通过RT-qPCR得到揭示,即徐长卿根提取物通过调节NF-κB通

路来抑制炎症反应。NF-κB作为一个重要的细胞信号通路,在RA进程中扮演了关键角色,它的异常激活与炎

症的持续发展密切相关,NF-κB 基因表达上调,从而刺激多个促炎性细胞因子基因如TNF-α、IL-6 和IL-1β的

mRNA表达量增加,从而引发炎症反应[30-34]。上述结果从更加微观的层面提示了徐长卿根提取物成为有效治疗

RA药物的可能性。
经GC-MS分析鉴定,徐长卿根提取物的主要活性成分为丹皮酚、棕榈酸、亚油酸、5-羟甲基糠醛等物质。丹

皮酚是徐长卿的主要活性成分之一,与非甾体抗炎药有相似的药理作用,具有抗炎镇痛、抗动脉粥样硬化、抗肿

瘤等功效[35]。此外,棕榈酸具有抑菌作用,亚油酸可调控NF-κB通路,而5-羟甲基糠醛则具有降血糖和保护神

经细胞的功效[36-38]。因此从有效成分层面来看,徐长卿根提取物可能主要通过丹皮酚和亚油酸来发挥治疗RA
的作用。

综合上述,本研究通过动物体内实验证实了徐长卿根提取物对RA的治疗效果,并初步揭示了其中的作用

机制。徐长卿具有明显的抗炎作用,不仅能够减轻患肢的肿胀,还能抑制巨噬细胞增殖和促炎性细胞因子异常

分泌来减轻RA的严重程度。此外,本研究发现徐长卿根提取物通过调节NF-κB通路来实现对RA的治疗效

果,这为它作为一种潜在的治疗RA药物提供了重要的实验依据。然而,要深入理解徐长卿治疗RA的分子机制

和临床应用前景,还需要进行进一步的研究和临床试验,这将有助于揭示它在治疗RA中的确切作用机制,并为

它在RA治疗中的临床应用提供更加有力的理论和实践依据。
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Abstract:
 

To
 

investigate
 

the
 

therapeutic
 

effects
 

of
 

Cynanchum
 

paniculatum
 

root
 

extract
 

on
 

rheumatoid
 

arthritis
 

(RA)
 

and
 

to
 

reveal
 

the
 

underlying
 

molecular
 

mechanisms.
 

A
 

rat
 

(Rattus
 

norvegicus)
 

model
 

of
 

antigen-induced
 

rheumatoid
 

arthritis
 

(AIA)
 

was
 

constructed
 

using
 

complete
 

freund’s
 

adjuvant
 

(CFA),
 

and
 

normal
 

and
 

AIA
 

rats
 

without
 

drug
 

administration
 

were
 

then
 

used
 

as
 

control
 

and
 

model
 

groups,
 

and
 

AIA
 

rats
 

with
 

oral
 

doses
 

of
 

100,
 

250,
 

and
 

500
 

mg·kg-1
 

of
 

C.
 

paniculatum
 

root
 

extract
 

and
 

0.51
 

mg·kg-1
 

methotrexate
 

were
 

used
 

as
 

the
 

low,
 

medium,
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

and
 

positive
 

drug
 

group,
 

respectively.
 

Subsequently,
 

paw
 

swelling,
 

body
 

weight,
 

and
 

organ
 

index
 

of
 

rats
 

were
 

measured,
 

and
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

serum
 

pro-inflammatory
 

factor
 

levels,
 

myeloperoxidase
 

(MPO)
 

content
 

in
 

ankle
 

tissues,
 

and
 

RT-qPCR
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

key
 

genes
 

of
 

the
 

NF-κB
 

pathway.
 

In
 

addition,
 

gas
 

chromatography-mass
 

spectrometry
 

(GC-MS)
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

and
 

identify
 

the
 

components
 

of
 

the
 

C.
 

paniculatu
 

root
 

extract.
 

The
 

results
 

showed
 

that:
 

1)
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

degree
 

of
 

claw
 

swelling
 

was
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

low,
 

medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups.
 

And
 

serum
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α(TNF-α)
 

and
 

interleukin
 

6
 

(IL-6)
 

as
 

well
 

as
 

MPO
 

content
 

in
 

ankle
 

tissues
 

were
 

significantly
 

reduced
 

(p<
0.001)

 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner.
 

In
 

addition,
 

the
 

body
 

weight
 

and
 

the
 

growth
 

and
 

development
 

of
 

immune
 

organs
 

of
 

these
 

three
 

groups
 

of
 

rats
 

were
 

not
 

affected
 

by
 

the
 

extract
 

of
 

C.
 

paniculatum
 

root.
 

2)
 

RT-qPCR
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

NF-κB,
 

TNF-α,
 

IL-6,
 

and
 

interleukin
 

1β
 

genes
 

were
 

significantly
 

(p<0.001)
 

decreased
 

by
 

the
 

positive
 

drug
 

group
 

and
 

medium
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

of
 

C.
 

paniculatum
 

root
 

extract
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner.
 

3)
 

GC-
MS

 

results
 

showed
 

that
 

the
 

root
 

extract
 

of
 

C.
 

paniculatu
 

mainly
 

contained
 

paeonol,
 

palmitic
 

acid,
 

linoleic
 

acid,
 

and
 

5-
hydroxymethylfurfural.

 

It
 

is
 

clear
 

from
 

the
 

above
 

results
 

that
 

C.
 

paniculatum
 

root
 

extract
 

showed
 

good
 

RA
 

therapeutic
 

effects,
 

which
 

may
 

act
 

primarily
 

through
 

paeonol
 

and
 

linoleic
 

acid,
 

and
 

the
 

preliminary
 

reveals
 

that
 

its
 

therapeutic
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

NF-κB
 

pathway.
Keywords:

 

Cynanchum
 

paniculatum
 

root
 

extract;
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arthritis
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NF-κB
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