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摘 要 目的 探究类叶牡丹关节注射液治疗类风湿性关节炎（RA）的作用机制。方法 类叶牡丹中的主要皂苷类成分通过Swiss 

Target Prediction 网站获取作用靶点，与从 GeneCards、OMIM 数据库中收集的 RA 治疗靶点并取交集，基于网络药理学建立交互网

络，进行基因本体功能、京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。采用大耳兔背部注射弗氏完全佐剂建立 RA 模型进

行验证，比较各组大耳兔关节炎指数评分、膝关节直径和痛阈值变化，观察滑膜组织形态变化，检测血清和关节滑液中肿瘤坏死因

子 α（TNF-α）、白细胞介素1β（IL-1β）、IL-6水平以及滑膝关节膜组织中 Janus 激酶2（JAK2）、信号转导与转录激活因子3（STAT3）

蛋白的磷酸化水平。结果 网络药理学筛选出类叶牡丹关节注射液与RA的交集靶点有143个，构建“药物-成分-靶点”网络后获取

核心成分为刺囊酸、齐墩果酸、常春藤皂苷元、葳岩仙皂苷A、葳岩仙皂苷C等；蛋白质-蛋白质相互作用网络构建排前10名的核心

靶点分别为 SRC、STAT3、MAPK1、EGFR、PIK3CA、MAPK3、GRB2、JUN、PTPN11、JAK2；KEGG 通路富集分析结果显示，类叶牡丹

关节注射液治疗 RA 主要涉及 JAK/STAT 信号通路等。实验验证结果显示，与模型组比较，类叶牡丹关节注射液可减轻大耳兔膝

关节肿胀和滑膜层增生，使下层结缔组织增生减少、炎症细胞和毛细血管数量减少；显著降低关节炎指数评分（类叶牡丹低剂量组

除外），膝关节直径，血清和关节滑液中TNF-α、IL-1β、IL-6水平以及 JAK2、STAT3蛋白的磷酸化水平（P＜0.05或P＜0.01）；显著升

高痛阈值水平（P＜0.01）。结论 类叶牡丹关节注射液中刺囊酸、齐墩果酸、常春藤皂苷元、葳岩仙皂苷 A、葳岩仙皂苷 C 可能是缓

解RA炎症反应的核心成分，其作用机制可能与抑制 JAK/STAT信号通路、减轻炎症反应有关。
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Mechanism of joint injection of Caulophyllum robustum Maxim in the treatment of rheumatoid arthritis 
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the mechanism of joint injection of Caulophyllum robustum Maxim in the treatment of 

rheumatoid arthritis （RA）. METHODS The targets of main saponins in C. robustum Maxim were obtained from Swiss Target 

Prediction， and the RA treatment targets collected from the GeneCards and OMIM database were intercrossed to establish an 

interaction network based on network pharmacology. Gene ontology analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

（KEGG） pathway analysis were performed. RA model was established by injecting complete Freund’s adjuvant into the back of 

rabbits for verification. The arthritis index score， knee diameter and pain threshold of rabbits were compared. Pathological 

examination of rabbit synovial tissue was carried out. The levels of tumor necrosis factor α （TNF-α）， interleukin-1β （IL-1β） and 

IL-6 in rabbit serum and synovial fluid were detected. The phosphorylation levels of tyrosine protein Janus kinase 2 （JAK2） and 

signal transducer and activator of transcription 3 （STAT3） proteins in rabbit synovium were detected. RESULTS Network 

pharmacology identified 143 intersection targets between the drug and RA. After the construction of the “drug-component-target” 

network， the core components of the network were echinocystic acid， oleanolic acid， hederagenin， cauloside A and cauloside C， 

etc. Additionally， the top 10 core targets of PPI network were SRC， STAT3， MAPK1， EGFR， PIK3CA， MAPK3， GRB2， JUN， 

PTPN11 and JAK2. The results of KEGG pathway analysis showed that the JAK/STAT signaling pathway was mainly involved in 

the treatment of RA by joint injection of C. robustum Maxim. Results of validation test showed that compared with model group， 

joint injection of C. robustum Maxim could reduce the swelling of rabbit knee joint， relieve the hyperplasia of synovial layer， 

reduce the hyperplasia of lower connective tissue， and reduce the number of inflammatory cells and capillaries. The arthritis index 

score （excluding low-dose group of C. robustum Maxim）， knee diameter， the levels of TNF- α， IL-1β and IL-6 in serum and 

synovial fluid， and the protein phosphorylation levels of JAK2 

and STAT3 were decreased significantly （P＜0.05 of P＜

0.01）， while the pain threshold were reduced significantly 

（P＜0.01）. CONCLUSIONS The core components that may 

alleviate the inflammatory response of RA in joint injection of 

C. robustum Maxim could include echinocystic acid， oleanolic 
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acid， hederagenin， cauloside A， and cauloside C. Its mechanism may be related to the inhibition of JAK/STAT signaling pathway 

and the reduction of inflammatory responses.

KEYWORDS Caulophyllum robustum Maxim； Joint injection of Caulophyllum robustum Maxim； rheumatoid arthritis； JAK/

STAT signaling pathway； network pharmacology

类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一种常
见的慢性全身性免疫疾病，全球平均患病率为 0.4%～

1.3%[1]，严重威胁着患者的健康和生活质量。RA 的主要
病理特征包括滑膜增生、关节内炎症以及持续的关节破
坏，这些变化不仅导致关节疼痛、肿胀和功能障碍，还可能
引发关节畸形和残疾[2]。当前，临床上常用的 RA 治疗药
物虽然在一定程度上能够缓解病情，但由于药物剂型（片
剂、贴剂等）的影响，其在机体内的代谢复杂，往往难以直
接到达病变部位，从而影响治疗效果，并可能带来消化道、

肾脏损伤等不良反应[3]。关节腔内注射能够使药物在关
节内积蓄，并以恒定或需要的速度释放，从而有效控制关
节炎症、减轻疼痛，为RA患者提供了新的治疗选择[4]。

类叶牡丹 Caulophyllum robustum Maxim. 别称红毛
七，为小檗科红毛七属类叶牡丹的根及根茎，性温，味苦
辛，作为一种传统中药，具有散瘀止痛、活血通络等功
效，在民间常用于治疗 RA 等疾病[5]。现代研究表明，类
叶牡丹含有皂苷、生物碱等多种活性成分，这些成分具
有抗风湿、抗炎和免疫调节等药理活性[5]。《全国医药产
品大全》（1988年版）记载，民间曾将单味类叶牡丹制成
注射液用于 RA 治疗，能够有效缓解 RA 患者的疼痛和肿
胀等症状，改善关节功能，但因其工艺、质量与作用机制
均不够明确，未推广使用[6]。本研究通过网络药理学技
术，对类叶牡丹的皂苷类成分进行分析，预测其抗 RA 的
潜在靶点和通路，并通过体内实验验证关键通路，进而
探究类叶牡丹关节注射液抗 RA 的作用机制，以期并为
开发新型抗 RA 药物提供理论支持。

1　材料
1.1　主要仪器

LXI- Ⅱ 型 离 心 机 购 自 上 海 医 用 分 析 仪 器 厂 ，

Synergy-H1 型酶标仪购自美国 PerkinElmer 公司，4600

型凝胶成像系统购自上海天能科技有限公司，Moticam 

3000型显微摄影成像系统购自美国 Motic 公司，EPS 300

型电泳仪、VE-186型转移槽、VE 180型垂直电泳槽、iCEN-

24R型超速冷冻离心机均购自杭州奥盛仪器有限公司。

1.2　主要试剂

鹿瓜多肽注射液（货号 230910，规格 2 mL/支）购自
哈尔滨誉衡制药有限公司；类叶牡丹关节注射液（实验
室自制，批号20230904，规格2 mL/支，每1 mL 类叶牡丹
关节注射液中类叶牡丹皂苷C、D、G、H和 leoniticin D 5种
皂苷的总含量不低于0.90 mg）；弗氏完全佐剂（complete 

Freund’s adjuvant，CFA；货号 F6801）购自北京博奧拓科
技有限公司；白细胞介素 1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-

6、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor α，TNF-α）酶联
免疫吸附试验（ELISA）试剂盒（货号分别为 ML027836、

ML051629、ML001696）均购自上海酶联生物科技有限

公司；Janus 激酶2（Janus kinase 2，JAK2）抗体、信号转导
与转录激活因子3（signal transducer and activator of tran‐

scription 3，STAT3）抗 体 、磷 酸 化（p）-JAK2 抗 体 、p-

STATA3抗体、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（货号
分别为bs23004R、bs1141R、bs2485R、bs22386R、bs41373R）

均购自北京博奥森生物技术有限公司；辣根过氧化物酶
标记的羊抗兔 IgG 二抗（货号 SA00001-4）购自美国 Pro‐

teintech 公司；十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳快
速制备试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、全蛋白提取
试剂盒（货号分别为 WLA013、WLA004、WLA019）均购
自沈阳万类生物科技有限公司；聚偏二氟乙烯（polyviny-

lidene fluoride，PVDF）膜（货号 IPVH00010）购自美国
Millipore 公司。

1.3　实验动物

清洁级雌性日本大耳兔36只，体重（2.5±0.5）kg，购
自辽宁长生生物技术股份有限公司，动物生产许可证
号：SCXK（辽）2020-0001。大耳兔在温度 18～24 ℃、相
对湿度40%～60% 的环境中适应性喂养1周。动物实验
经黑龙江中医药大学实验动物伦理委员会批准（审批
号：2023091820），所有实验操作均遵守国际和当地实验
动物使用和保护委员会颁布的条例。

2　方法与结果
2.1　网络药理学分析

2.1.1　类叶牡丹主要化学成分及靶点检索
皂苷类成分是类叶牡丹中的主要药效成分[7]，本文

选择类叶牡丹中已知的主要皂苷类成分（LYMD1～15，

见表 1），通过 Swiss Target Prediction 网站（http：//www.

swisstargetprediction.ch/）检索成分靶点，整理得到的靶
点经 UniProt 数据库（https：//www.uniprot.org/）数据校准
后，对获得的靶点分别根据可能性（大于0）和 norm fit 值
进行筛选[8]，去除重复值后，共获得195个靶点。

2.1.2　RA 相关靶点的获取和筛选
以“rheumatoid arthritis”为关键词在 GeneCards 数据

库（https：//www.genecards.org/）、OMIM 数据库（https：//

www.omim.org/）中对疾病靶点进行检索，分别获得5 961、

42个疾病靶点，去重后获得5 990个与 RA 相关的靶点。

2.1.3　“药物-成分-靶点”网络构建及可视化分析
将获得的药物成分靶点与疾病靶点相互映射，获得

143个交集靶点。将类叶牡丹 15种皂苷类成分和交集
靶点上传至 Cytoscape 3.9.1软件（https：//cytoscape.org/）

作图，构建“药物-成分-靶点”网络。对网络进行拓扑分
析，该网络有143个节点和387边。根据度值（度值越大
表明相连节点越多）筛选排前5名的皂苷类成分作为类
叶牡丹关节注射液治疗 RA 的核心成分，分别为刺囊酸、

齐墩果酸、常春藤皂苷元、葳岩仙皂苷 A、葳岩仙皂苷 C。
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2.1.4　蛋白质-蛋白质相互作用网络构建

将交集靶点上传至 String 数据库（https：//string-db.

org/）进行蛋白质-蛋白质相互作用（protein-protein inter‐

action，PPI）网络构建，物种设置为“Homosapiens”，最低

相互作用评分设置为0.9，其余参数保持默认设置，结果

导入 Cytoscape 3.9.1软件，根据度值进行筛选。结果显

示 ，度 值 排 前 10 名 的 核 心 靶 点 分 别 为 SRC、STAT3、

MAPK1、EGFR、PIK3CA、MAPK3、GRB2、JUN、PTPN11、

JAK2。

2.1.5　潜在靶点生物功能富集分析

将 交 集 靶 点 上 传 至 DAVID 数 据 库（https：//david.

ncifcrf.gov/）进行基因本体（gene ontology，GO）功能富

集分析，结果显示，共得到 347个条目，包括 243个生物

过 程（biological process，BP）、44 种 细 胞 成 分（cellular 

component，CC）、60 种 分 子 功 能（molecular function，

MF）。根据 P 值选取 BP、CC、MF 排前10名的条目（P＜

0.01）进行可视化处理，见图1A。

将交集靶点上传至 DAVID 数据库，进行京都基因

与 基 因 组 百 科 全 书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes，KEGG）通路富集分析，结果显示，共富集到

153条与类叶牡丹关节注射液治疗 RA 相关的通路。根

据 P 值筛选出 128 条通路（P＜0.01），根据 P 值排列与

RA 相关的信号通路前3名分别为 JAK/STAT 信号通路、

促分裂原活化的蛋白质激酶（mitogen-activated protein 

kinase，MAPK）信号通路、肾素血管紧张素系统（renin-

angiotensin system，RAS）信号通路。上述通路可能是类

叶牡丹关节注射液抗 RA 的作用机制。根据 P 值选取前

20 条 KEGG 通路条目（P＜0.01）进行可视化处理，见

图1B。

2.2　动物实验验证

2.2.1　大耳兔 RA 模型建立、分组与给药

大耳兔适应性饲养 7 d 后进行造模：背部肩胛骨间

及左跖部进行脱毛，左跖部皮下注射 CFA 0.4 mL，同时

注射背部4点，每点0.2 mL[9]；实验开始第7、14天各加强

注射 CFA 1次，每只大耳兔背部2点，每点0.2 mL。以关

节炎指数评分作为造模成功的依据，实验开始后评分。

评分标准：0分，正常；1分，关节稍红肿；2分，关节轻度

红、肿、热；3分，关节中度红、肿、热及轻度功能障碍；4

分，关节重度红、肿、热及严重功能障碍，不能负重。每

只大耳兔最大积分16分，当单个关节炎指数评分达到2

分时，即可认为造模成功[10]。将30只造模成功的大耳兔

随机分为阳性对照组、模型组和类叶牡丹低、中、高剂量

组，每组6只；另选取6只正常大耳兔在相同位置注射等

体积生理盐水作为空白组。

实验第21、28、35天，类叶牡丹低、中、高剂量组大耳

兔双后膝关节处按照低、中、高剂量（相当于生药量

4.06、8.12、16.24 mg/kg，给药剂量通过预实验确定）分别

注射不同浓度的类叶牡丹关节注射液，每天1次。实验

第21、28、35天，阳性对照组大耳兔双后膝关节注射鹿瓜
多肽注射液0.8 mg/kg（给药剂量根据人体与动物等效剂

intracellular receptor signaling pathway
positive regulation of cytosolic calcium ion concentration

response to hypoxia
positive regulation of protein kinase B signaling

response to xenobiotic stimulus
positive regulation of cell migration

angiogenesis
inflammatory response

positive regulation of cell proliferation
positive regulation of gene expression

integral component of presynaptic membrane
integral component of postsynaptic membrane

membrane raft
receptor complex

cell surface
integral component of plasma membrane

plasma membrane
cytoplasm

nucleoplasm
cytosol

RNA polymerase Ⅱ transcription factor activity
endopeptidase activity

protein phosphatase binding
enzyme binding

protein serine/threonine/tyrosine kinase activity
protein kinase activity

zinc ion binding
identical protein binding

ATP binding
protein binding

－log10（P pvalue）
16

12

8

4

count
25
50
75
100
125

0  10 20 30

Enrichment

pathways in cancer
JAK-STAT signaling pathway

MAPK signaling pathway
Ras signaling pathway

Rapl signaling pathway
TÑF signaling pathway

IL-17 signaling pathway
EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance

cAMP signaling pathway
T cell receptor signaling pathway

inflammatory mediator regulation of TRP channels
apoptosis

PI3K-Akt signaling pathway
osteoclast differentiation
HIF-1 signaling pathway
ErbB signaling pathway

VEGF signaling pathway
chemokine signaling pathway

Toll-like receptor signaling pathway
rheumatoid arthritis

－log10（P pvalue）
20

15

10

5

count
10
20
30
40

0.1 0.2 0.3
Gene ratio

A. GO 功能富集分析气泡图

B. KEGG 通路富集分析气泡图

M
F

C
C

B
P

图1　类叶牡丹关节注射液治疗 RA 的潜在靶点生物功

能富集分析图

表1　类叶牡丹中的主要皂苷类成分

序号
LYMD1

LYMD2

LYMD3

LYMD4

LYMD5

LYMD6

LYMD7

LYMD8

LYMD9

LYMD10

LYMD11

LYMD12

LYMD13

LYMD14

LYMD15

英文名称
3-O-α-L-arabinopyranosyl-hederagenin-28-O-β-D-glucopyranosyl-（1→6）-

β-D-glucopyranoside

3-O-β-D-glucopyranosyl-（1→2）-α-L-arabinopyranosyl-caulophyllogenin-

28-O- α -L-rhamnopyranosyl-（1→4）- β -D-glucopyranosyl-（1→6）- β -D-

glucopyranosyl ester

3β - [（α -L-arabinopyranosyl）-oxy] -16α -hydroxy-23-oxo-olean-12-en-28-

oic acid

cauloside A

cauloside B

cauloside C

cauloside D

cauloside G

cauloside H

echinocystic acid

hederagenin

hederagenin-28-O- α -L-rhamnopyranosyl-（1→4）- β -D-glucopyranosyl-    

（1→6）-β-D-glucopyranosyl ester

leonticin D

oleanolic acid

oleanolic acid-3-O-β-D-glucopyranosyl-（1→2）-α-L-arabinopyranoside

中文名称
－

类叶牡丹苷 C

－

葳岩仙皂苷 A

葳岩仙皂苷 B

葳岩仙皂苷 C

葳岩仙皂苷 D

葳岩仙皂苷 G

葳岩仙皂苷 H

刺囊酸
常春藤皂苷元
－

－

齐墩果酸
－

分子式
C47H76O18

C59H96O28

C35H54O9

C35H56O8

C35H56O9

C41H66O13

C53H86O22

C59H96O27

C59H96O28

C30H48O4

C30H48O4

C48H78O18

C53H86O23

C30H48O3

C41H66O14

－：暂无中文名称。
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量体表面积法换算），每天1次。实验第21、28、35天，空
白组和模型组大耳兔均双后膝关节注射生理盐水 0.5 

mL，每天1次。

2.2.2　类叶牡丹关节注射液对 RA 大耳兔膝关节的影响
以关节炎指数评分、膝关节直径和痛阈值变化反映

类叶牡丹关节注射液对 RA 大耳兔膝关节的影响。（1）关
节炎指数评分：在实验第0、7、14、21、28、35、42天对大耳
兔关节进行评分。（2）膝关节直径：大耳兔膝关节周围剃
毛后，伸直后肢后沿髌骨下缘进行标记作测量点。在实
验第 0、7、14、21、28、35、42天分别测量大耳兔膝关节直
径。（3）痛阈值：使用压力测痛装置对大耳兔的外膝眼部
位施加压力，以大耳兔出现弹腿动作作为疼痛反应指
标。信号出现时，记录压力值作为痛阈值，在实验第 0、

7、14、21、28、35、42 天分别检测大耳兔痛阈值，重复 3

次，每2次间隔5 min，取均值。

实验数据采用 SPSS 26.0软件进行统计分析，采用
GraphPad Prism 10.1.2软件绘图。计量资料满足正态分
布，以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一
步两两比较采用 LSD-t 检验。检验水准α＝0.05。

结果显示，在实验第21天，与空白组比较，其他组大
耳兔的关节炎指数评分和膝关节直径均显著增加，痛阈
值均显著降低（P＜0.01）。在实验第 42天，与空白组比
较，模型组大耳兔的关节炎指数评分和膝关节直径均显
著增加，痛阈值显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，各
给药组大耳兔关节炎指数评分（类叶牡丹低剂量组除
外）、膝关节直径均显著降低（P＜0.01或 P＜0.05），痛阈
值均显著增加（P＜0.01）。结果见图2。

2.2.3　类叶牡丹关节注射液对 RA 大耳兔膝关节滑膜组

织形态的影响

在实验第42天，将大耳兔麻醉，颈总动脉取血；双侧
膝关节腔内注射 2 mL 生理盐水，局部轻揉后抽取关节
腔内滑液，将血液和关节滑液分别以3 000 r/min 离心15 

min，取上清液，分装于 EP 管，－80 ℃保存。处死大耳

兔，沿双侧后膝关节中心纵向切开表面皮肤，分离髌骨
和胫骨，剥离滑膜组织，多聚甲醛固定。同法采集另一
侧膝关节滑膜组织，液氮冷冻后，－80 ℃保存。取出大
耳兔滑膜组织，进行脱水、浸蜡、包埋、切片、苏木素-伊
红染色、封片，观察其形态变化并进行图像分析。

结果显示，空白组大耳兔膝关节滑膜排列规整，滑
膜下层结缔组织无增生和水肿，未见炎症细胞浸润与毛
细血管扩张。与空白组比较，模型组大耳兔膝关节滑膜
明显增厚且排列紊乱，滑膜下层结缔组织明显增生，可
见大量的炎症细胞浸润、毛细血管增生并扩张充血。与
模型组比较，各给药组大耳兔膝关节滑膜上述病理变化
均有不同程度的改善，表现为滑膜层增生减轻，下层结缔
组织增生减少，炎症细胞和毛细血管数量减少，以类叶牡
丹高剂量组和阳性对照组改善最为明显。结果见图3。

2.2.4　类叶牡丹关节注射液对 RA 大耳兔血清及关节滑
液中 TNF-α、IL-1β、IL-6水平的影响

取“2.2.3”项下血液和关节滑液的上清液，按 ELISA

试剂盒提供的操作流程，分别检测血清及关节滑液中
TNF-α、IL-1β 及 IL-6水平。参考“2.2.2”项下方法进行
统计分析，结果显示，与空白组比较，模型组大耳兔血清
和关节滑液中 TNF-α、IL-1β、IL-6水平均显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，各给药组大耳兔血清和关节滑液
中 TNF-α、IL-1β、IL-6水平均显著降低（P＜0.05或 P＜

0.01）。结果见表2。

2.2.5　类叶牡丹关节注射液对 RA 大耳兔膝关节滑膜组
织中 JAK2和 STAT3磷酸化的影响

采用 Western blot 法检测。取“2.2.3”项下滑膜组
织，将每个样本置于裂解液中进行蛋白提取，提取后按
照 BCA 蛋白浓度测定试剂盒步骤操作进行蛋白定量，

在制胶后上样进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电
泳；电泳结束后转至 PVDF 膜，将 PVDF 膜进行封闭，封
闭后进行一抗、二抗抗体孵育（JAK2、p-JAK2、STAT3、p-

STAT3、GAPDH 一抗稀释比例均为1∶1 000，二抗稀释比

空白组

模型组

阳性对照组

类叶牡丹低剂量组

类叶牡丹中剂量组

类叶牡丹高剂量组

0   7 14 21 28 35 42

天数

A. 关节炎指数评分
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2

0

关
节

炎
指

数
评

分

a a a a

b

c
c

空白组

模型组

阳性对照组

类叶牡丹低剂量组

类叶牡丹中剂量组

类叶牡丹高剂量组

0   7 14 21 28 35 42

天数

B. 膝关节直径

20

15

膝
关

节
直

径
/m

m

c
c
c

b

a
aa

a 空白组

模型组

阳性对照组

类叶牡丹低剂量组

类叶牡丹中剂量组

类叶牡丹高剂量组

0   7 14 21 28 35 42

天数

C. 痛阈值

7

6

5

4

3

2

痛
阈

值
/i

bf

aaa
a

c
c
c
c

a：与空白组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.05，c：与模型组比较，P＜0.01；ibf：压力单位。

图2　各组大耳兔在不同时间点关节炎指数评分、膝关节直径和痛阈值比较（x±±s，n＝6）

A. 空白组 D. 类叶牡丹低剂量组B. 模型组 E. 类叶牡丹中剂量组C. 阳性对照组 F. 类叶牡丹高剂量组

红色箭头：血管增生；蓝色箭头：炎症细胞浸润。

图3　各组大耳兔膝关节滑膜组织形态显微图（苏木素-伊红染色，标尺为50 μm）
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例均为 1∶5 000）；PVDF 膜用 ECL 发光液处理，扫描胶
片，以 GAPDH 为内参，用 Gel-Pro 凝胶定量分析软件对
目的蛋白条带进行灰度值分析，以磷酸化前后蛋白条带
的灰度值比值为指标结果。参考“2.2.2”项下方法进行
统计分析，结果显示，与空白组比较，模型组大耳兔膝关
节滑膜组织中 p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3水平均显
著增加（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组大耳兔膝关
节滑膜组织中 p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3水平均显
著降低（P＜0.01）。结果见表3、图4。

3　讨论
RA 是一种慢性自身免疫性疾病，其主要表现为关

节滑膜的炎症和异常增生，这种炎症导致滑膜组织中出
现血管增生和炎症级联反应，两者相互协同，共同促进
了关节结构的逐步破坏[8]。一线的抗 RA 药物主要包括
非甾体抗炎药和糖皮质激素药等，能够减轻 RA 的症状，

但长期服用会产生严重的毒副作用[11]。而中医药由于
其多靶点、多组分、毒副作用小的特点，在治疗慢性疾病
方面表现出独特的优势，特别是在 RA 的临床治疗中，具
有良好的疗效和安全性。中药关节注射结合了中药的

特点和关节注射的优势，直接将中药有效成分输送至病

变的关节部位，从而避免了口服给药可能带来的影

响[12]。近年来，关节疾病的治疗中出现了多种关节注射

中药制剂，然而，治疗 RA 的中药关节注射液研究较少。

因此，抗 RA 关节注射液的新药研究具有广阔的应用

前景。

滑膜炎是 RA 最初和最主要的病理改变，研究表明，

类叶牡丹提取物中的皂苷类成分具有较强的抗炎作

用[13]，对胶原诱导型关节炎小鼠的促炎细胞因子具有较

高的抑制作用[7]。本研究通过构建“药物-成分-靶点”网

络发现，类叶牡丹关节注射液中刺囊酸、齐墩果酸、常春

藤皂苷元、葳岩仙皂苷 A、葳岩仙皂苷 C 可能是缓解 RA

炎症反应的核心成分。皂苷是一类由非极性的三萜或

甾体附着在亲水寡糖基上的糖苷，作为天然产物广泛分

布于植物界，许多抗 RA 常用中药富含皂苷，如威灵仙、

白头翁、续断等[14]。有研究报道，大多数皂苷元的生物

活性高于其原皂苷，例如人参皂苷抗肿瘤活性为苷元，

优于单糖苷和二糖苷[15]。皂苷类体内转化最主要的途

径是去糖基化，其中葳岩仙皂苷 A、葳岩仙皂苷 C 的母核

为常春藤皂苷元[13]。研究发现，常春藤皂苷元、刺囊酸

和齐墩果酸可与组蛋白去乙酰化酶（histone deacetylase，

HDAC）3、HDAC8对接[16]，且能够通过影响 TNF-α 诱导

的 L929细胞中的 HDAC3和 HDAC8蛋白表达来发挥抗

炎作用[17]。刺囊酸能通过抑制核因子 κB 和细胞外调节

蛋白激酶的激活来阻止破骨细胞的形成，从而在 RA 骨

破坏进程中起作用[18]。常春藤皂苷元通过激活 Kelch 样

ECH 关联蛋白/核因子 E2相关因子/血红素加氧酶1信号

通路来抑制炎症和保护软骨[19]。有报道发现，刺囊酸、

齐墩果酸、常春藤皂苷元通过影响 JAK/STAT 信号通路

来抑制促炎细胞因子和炎症介质的产生和释放，从而发

挥抗炎作用[19―21]。

本研究对交集靶点进行 GO 功能和 KEGG 通路富集

分析，结果显示，类叶牡丹关节注射液主要通过 JAK/

STAT、MAPK、RAS 信号通路在 RA 的治疗中扮演着重

要角色。JAK/STAT 信号通路在调控炎症反应、氧化应

激和细胞凋亡的启动和进展中发挥了重要作用[22]，其持

续激活导致了 TNF-α、IL-1β、IL-6等促炎细胞因子水平

升高。TNF-α 作为炎症级联反应上游的关键因子，能够

激活内皮细胞并募集滑膜成纤维细胞和巨噬细胞释放

促炎细胞因子[23]，同时参与破骨细胞分化及相关细胞因

子产生[24]。IL-1β 促进滑膜炎症和破骨细胞生成，导致

关节破坏和骨吸收，还通过刺激炎症介质间接影响

RA[25]。此外，IL-1β 促进成纤维细胞和软骨细胞释放基

质金属蛋白酶，加速破骨细胞成熟与活化，造成软骨侵

蚀与损坏，加重关节疼痛、肿胀[26]。IL-6参与免疫应答、

炎症和骨代谢，上调血管内皮生长因子的表达，促进血

管翳生成[27]。TNF-α、IL-1β、IL-6这3个促炎因子水平的

升高与 JAK/STAT 信号通路的激活形成恶性循环，加剧

滑膜炎症，促进血管内皮生长因子产生和血管翳生

表2　各组大耳兔血清和关节滑液中TNF-α、IL-1β、IL-6

水平比较（x±s，n＝6，pg/mL）

组别

空白组
模型组
阳性对照组
类叶牡丹低剂量组
类叶牡丹中剂量组
类叶牡丹高剂量组

血清
TNF-α

136.12±12.39

410.42±16.37a

208.31±8.86b

306.06±8.89b

283.97±13.84b

222.04±5.36b

IL-1β
43.44±1.75

103.37±1.88a

63.28±3.46b

74.59±1.51b

71.08±0.69b

68.71±0.37b

IL-6

75.26±3.83

145.33±0.57a

90.84±4.28b

137.35±2.86c

128.68±2.12b

124.2±3.26b

关节滑液
TNF-α

146.24±5.41

369.74±8.66a

219.88±2.47b

329.32±6.38b

327.75±5.26b

226.41±3.07b

IL-1β
36.19±1.57

93.37±3.28a

44.88±1.04b

81.63±1.23b

78.86±1.46b

48.76±0.42b

IL-6

56.3±2.33

147.44±3.10a

103.66±4.16b

123.96±4.17b

101.63±2.85b

98.31±1.74b

a：与空白组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01；c：与模型组

比较，P＜0.05。

表3　各组大耳兔膝关节滑膜组织中 p-JAK2/JAK2、p-

STAT3/STAT3水平比较（x±s，n＝6）

组别
空白组
模型组
阳性对照组
类叶牡丹低剂量组
类叶牡丹中剂量组
类叶牡丹高剂量组

p-JAK2/JAK2

1.053 3±0.032 2

1.193 3±0.041 6a

0.890 0±0.045 8b

0.906 7±0.020 8b

0.873 3±0.070 2b

0.843 3±0.055 1b

p-STAT3/STAT3

0.800 0±0.055 7

0.956 7±0.094 5a

0.456 7±0.025 2b

0.796 7±0.081 5b

0.616 7±0.035 1b

0.470 0±0.026 5b

a：与空白组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01。

JAK2

p-JAK2

STAT3

p-STAT3

GAPDH

131 kDa

131 kDa

88 kDa

85 kDa

37 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ
Ⅰ：空白组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：阳性对照组；Ⅳ：类叶牡丹低剂量组；

Ⅴ：类叶牡丹中剂量组；Ⅵ：类叶牡丹高剂量组。

图4　各组大耳兔膝关节滑膜组织中 JAK/STAT 信号通

路相关蛋白表达的电泳图
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成[28]。本实验研究显示，经类叶牡丹关节注射液治疗

后，大耳兔膝关节的肿胀症状明显减轻，各给药组大耳

兔膝关节滑膜及关节腔的病理变化均有所减轻，血清和

关节滑液中的 TNF-α、IL-1β、IL-6的生成被抑制，膝关节

滑膜组织中 p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3的水平显著

下调，从而发挥抗 RA 作用。

综上所述，类叶牡丹关节注射液中刺囊酸、齐墩果

酸、常春藤皂苷元、葳岩仙皂苷 A、葳岩仙皂苷 C 可能是

缓解 RA 炎症反应的核心成分，其作用机制可能与抑制

JAK/STAT 信号通路、减轻炎症反应有关。
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