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·药学研究·

防风石油醚提取物调节中性粒细胞胞外诱捕网对类风湿性关节
炎大鼠的改善作用及机制 Δ
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摘 要 目的 探究防风石油醚提取物通过调节中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）对类风湿性关节炎（RA）大鼠的改善作用及机制。

方法 采用牛Ⅱ型胶原与弗氏完全佐剂建立大鼠RA模型。将造模成功的大鼠随机分为模型组和防风石油醚提取物低、中、高剂

量组（55、110、220 mg/kg），另设不造模的正常组，每组 10只。各组大鼠灌胃相应药液或等体积 2%吐温-80溶液，每天 1次，连续

28 d。观察大鼠足趾肿胀度并进行关节炎指数（AI）评分，检测大鼠血清中白细胞介素 1β（IL-1β）、IL-10、IL-17、肿瘤坏死因子α
（TNF-α）、25-羟基维生素D3[25（OH）D3]、髓过氧化物酶（MPO）、中性粒细胞弹性蛋白酶（NE）和NETs的水平，观察大鼠踝关节病

理学形态变化，检测大鼠踝关节中瓜氨酸化组蛋白 H3（CitH3）以及滑膜组织中细胞色素 P450 24A1（CYP24A1）、细胞色素 P450 

27B1（CYP27B1）、维生素D受体（VDR）、肽基精氨酸脱亚胺酶4（PAD4）的表达水平。结果 与模型组比较，防风石油醚提取物中、

高剂量组大鼠给药后第 14天至第 28天的足趾肿胀度和 AI 评分均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）；血清中 IL-1β、IL-17、TNF-α、
MPO、NE和NETs水平均显著降低，IL-10、25（OH）D3水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；踝关节间隙变宽，结构明显改善；踝关

节中CitH3以及滑膜组织中CYP24A1、PAD4表达水平均显著降低，滑膜组织中CYP27B1、VDR表达水平均显著升高（P＜0.05或

P＜0.01）。结论 防风石油醚提取物可能通过调控维生素D系统，抑制NETs生成，进而改善RA症状。
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the improvement effect and mechanism of petroleum ether extract of Saposhnikovia 

divaricata on rheumatoid arthritis （RA） rats by regulating neutrophil extracellular traps （NETs）. METHODS Establishment of rat 

RA model using bovine type Ⅱ collagen and Freund’s complete adjuvant. The model rats were randomly divided into model group 

and low-dose， middle-dose and high-dose groups （55， 110， 220 mg/kg） of petroleum ether extract of S. divaricata； the normal 

group without modeling was also established， with 10 rats in each group. Each group was given corresponding drugs or constant 

volume of 2% Tween-80 solution intragastrically， once a day， for consecutive 28 days. The toe swelling degree in rats was 

observed， and the arthritis index （AI） was scored. The serum levels of interleukin-1β （IL-1β）， IL-10， IL-17， tumor necrosis 

factor-α （TNF-α）， 25-hydroxyvitamin D3 [25（OH）D3]， myeloperoxidase （MPO）， neutrophil elastase （NE） and NETs in rats were 

detected. The histopathological changes in ankle joint were 

observed. The expression of citrullinated histone H3 （CitH3） 

in ankle joint as well as the expressions of cytochrome P450 

24A1 （CYP24A1）， cytochrome P450 27B1 （CYP27B1）， 

vitamin D receptor （VDR） and peptidyl arginine deiminase 4 

（PAD4） in synovium were all determined. RESULTS 
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Compared with the model group， the toe swelling degree and AI score in the middle-dose and high-dose groups of petroleum ether 

extract of S. divaricata decreased significantly from day 14 to day 28 after administration （P＜0.05 or P＜0.01）. The serum levels 

of IL-1β， IL-17， TNF- α， MPO， NE and NETs decreased significantly， while the levels of IL-10 and 25（OH）D3 increased 

significantly （P＜0.05 or P＜0.01）. The widened ankle joint space and the improved structure were found； the expression of CitH3 

in ankle joint， and the expressions of CYP24A1 and PAD4 in synovium were down-regulated significantly， while the expressions of 

CYP27B1 and VDR were up-regulated significantly in synovium （P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS The petroleum ether 

extract of S. divaricata may inhibit the production of NETs and improve the symptoms of RA by regulating the vitamin D system.

KEYWORDS rheumatoid arthritis； Saposhnikovia divaricata； petroleum ether extract； vitamin D； neutrophil extracellular traps； 

inflammatory factors

类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一种以

滑膜炎症为主要特征的进行性自身免疫疾病，主要表现

为关节滑膜炎症和异常增生、关节与骨破坏，最终引发

关节畸形和功能丧失[1]。RA致病因素众多，中性粒细胞

胞外诱捕网（neutrophil extracellular traps，NETs）的大量

形成被认为是RA致病的关键环节。RA患者的外周血

液和关节液中存在大量中性粒细胞，当其受刺激后可激

活髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO），并触发中性

粒细胞弹性蛋白酶（neutrophil elastase，NE）从嗜酸性颗

粒中转运至细胞核，从而水解染色质上的组蛋白，使染

色质成为游离的 DNA，最终形成以 DNA 为骨架的

NETs[2]。高水平的NETs不仅可增加抗环瓜氨酸肽抗体

的分泌进而加重RA病情，而且可促进滑膜成纤维细胞

增殖并产生促炎因子[3]。研究发现，维生素D、维生素D

受体（vitamin D receptor，VDR）及相关代谢酶构成的维

生素 D 系统可通过抑制核因子 κB 信号通路减少 NETs

的形成[4]。流行病学调查也显示，维生素D水平与RA的

发病率和疾病活动度之间呈负相关[5]。

中药防风具有祛风解表、胜湿止痛的功效，临床常

用于治疗感冒头痛、风湿痹痛、风疹瘙痒等症。在治疗

RA 的方剂中，防风也常作为基础组方应用，如大防风

汤、防风通络丸等。防风主要含有色原酮、香豆素、挥发

油等活性成分，具有镇痛、抗炎等药理作用[6]。本课题组

前期研究发现，防风石油醚提取物、正丁醇提取物均具

有抗 RA 作用，且石油醚提取部位的抗 RA 作用更为显

著，可降低关节炎大鼠的足趾肿胀度，抑制RA成纤维样

滑膜细胞增殖[7]。本研究在前期实验基础上，通过注射

Ⅱ型胶原建立大鼠RA模型，基于维生素D系统和NETs

考察防风石油醚提取物对RA大鼠的改善作用及机制，

以期为RA的临床治疗提供实验依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 Synergy NEO 型全功能酶

标仪（美国Bio-Tek公司）、PV-200型足趾容积测量仪（成

都泰盟软件有限公司）、2K15型高速低温离心机（德国

Sigma公司）、RM2245型切片机（德国Leica公司）、CX31

型显微镜（日本Olympus公司）、Fluor Chem R型凝胶成

像分析仪（美国 Protein Simple 公司）、1290 InfinityⅡ型

高效液相色谱仪（美国Agilent公司）。

1.2　主要药品与试剂

防风（批号2301041）购自安徽普仁中药饮片有限公

司，经河南省中医药研究院王慧森副研究员鉴定为伞形

科植物防风 Saposhnikovia divaricata （Turcz.） Schischk.

的干燥根。香柑内酯、异欧前胡素对照品（批号分别为

2023157、2022331，纯度均大于98%）购自上海阿拉丁生

化科技股份有限公司；牛Ⅱ型胶原（批号 20021）购自美

国Chondrex公司；免疫组化试剂盒、DAB显色试剂盒、

苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒（批号分别为 P0615、

P0203、C0105S）均购自上海碧云天生物技术有限公司；

弗氏完全佐剂（批号068K8761）购自美国Sigma公司；白

细胞介素 1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-10、IL-17、肿瘤

坏死因子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）试剂盒（批

号分别为 20230704、20230609、20230719、20230602）均

购自北京索莱宝科技有限公司；25-羟基维生素 D3[25-

hydroxyvitamin D3，25（OH）D3；用于评价体内维生素 D

水平]、MPO、NE、NETs 酶联免疫吸附测定（ELISA）试

剂 盒（批 号 分 别 为 ml038316、ml003250、ml003280、

ml060524）均购自上海酶联生物科技有限公司；兔源细

胞色素P450 27B1（cytochrome P450 27B1，CYP27B1）多

克隆抗体、兔源细胞色素 P450 24A1（cytochrome P450 

24A1，CYP24A1）多克隆抗体、兔源VDR多克隆抗体、辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白G二抗（批号

分别为 bs14146R、bs3899R、bs10618R、bs0295G）均购自

北京博奥森生物技术有限公司；兔源瓜氨酸化组蛋白

H3（citrullinated histone H3，CitH3）、肽基精氨酸脱亚胺

酶 4（peptidyl arginine deiminase 4，PAD4）、甘油醛-3-磷

酸脱氢酶（GAPDH）单克隆抗体（批号分别为 ab281584、

ab214810、ab181602）均购自英国Abcam公司。

1.3　实验动物

本研究所用动物为8周龄的SPF级雄性SD大鼠，共

70只，体重（200±10） g，购自北京华阜康生物科技股份

有限公司，动物生产许可证号为SCXK（京）2019-0008。

大鼠饲养于河南省中医药研究院实验动物中心（环境温

度 22～25 ℃、相对湿度 50%～60%、12 h/12 h 明暗交
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替），自由摄食饮水。本实验方案经河南省中医药研究

院实验动物福利伦理审查委员会审核和批准（伦理审查

批件号为HNTCMDW-20230214）。

2　方法

2.1　药物制备

参考本课题组前期研究方法制备[8]：将防风饮片粉

碎过 40目筛，称取 1 kg粉末，加入 95%乙醇 8 L加热回

流提取 2次，每次 1.5 h，合并滤液并回收溶剂至无乙醇

气味，得乙醇提取物。残渣用6 L蒸馏水煎煮2次，每次

1.0 h，合并滤液，浓缩干燥后得水提取物。将乙醇提取

物与水提取物混合后用适量蒸馏水制成混悬液，用等体

积的石油醚萃取4次，合并萃取液，减压浓缩，得石油醚

提取物 22.73 g，得率为 2.27%。采用高效液相色谱法检

测石油醚提取物中香柑内酯、异欧前胡素含量分别为

16.43、9.27 mg/g。实验时取石油醚提取物溶于 2%吐

温-80溶液后使用。

2.2　动物分组、造模与给药

大鼠适应性饲养 5 d后，随机分为正常组（10只）和

造模组（60只）。将牛Ⅱ型胶原溶液（2.0 g/L，用0.1 mol/L

醋酸溶解）与等体积的弗氏完全佐剂混合乳化，制成含

牛Ⅱ型胶原（1 g/L）的乳化剂。造模组大鼠于5个点（背

部 3个点、尾根部及右后足跟部各 1个点，0.1 mL/点）注

射乳化剂；7 d后每只大鼠于尾根部再次注射乳化剂0.2 

mL以加强免疫，建立RA大鼠模型[9]。正常组大鼠不造

模，仅在相应部位注射等体积生理盐水代替。14 d后进

行关节炎指数（arthritis index，AI）评分，具体评分标准

为：关节无发红、无肿胀记为0分；足趾关节轻度肿胀或

局部发红记为1分；足趾至足背肿胀或发红记为2分；踝

关节及以下红肿且活动轻微受限记为3分；关节严重红

肿、畸形、僵硬且活动明显受限记为4分；四肢累计得分

为AI评分，最高分为16分，评分≥4分视为造模成功[10]。

选取造模成功的大鼠 40只按随机数字表法分为模

型组和防风石油醚提取物低、中、高剂量组（55、110、220 

mg/kg，相当于防风生药临床等效剂量的 2.5、5、10倍），

每组 10只。正常组和模型组大鼠灌胃等体积 2% 吐

温-80溶液，其余各组大鼠灌胃相应药物，每天1次，连续

28 d。实验期间，观察大鼠的一般情况，包括大鼠毛发色

泽、精神状态、活动情况、关节肿胀等的变化。

2.3　大鼠足趾肿胀度及AI评分

分别于给药前及给药后第 7、14、21、28天用足趾容

积测量仪测量大鼠右后足容积，以与造模前的足趾容积

差值为足趾肿胀度。定期观察大鼠足趾及关节红肿、畸

形、活动等情况，并进行AI评分。

2.4　大鼠血清中炎症因子、25（OH）D3、MPO、NE 和

NETs的检测

采用ELISA法检测。末次给药24 h后，用异氟烷麻

醉大鼠，腹主动脉取血，静置30 min后，以3 000 r/min离

心10 min分离血清，按照试剂盒说明书方法检测大鼠血

清中 IL-1β、IL-10、IL-17、TNF-α、25（OH）D3、MPO、NE

和NETs的水平。

2.5　大鼠踝关节病理学形态观察

采用HE染色法观察。采血后处死大鼠，小心分离

其右后踝关节，置于4%多聚甲醛溶液中固定48 h，经脱

钙、脱水、透明、石蜡包埋后，进行常规切片。取部分组

织切片（剩余部分用于CitH3表达水平的检测）置于二甲

苯中脱蜡后放入梯度乙醇中水化，随后将切片放入苏木

素染液中染色 5 min，用流水冲洗后再浸入伊红染液中

染色2 min，经中性树胶封固后，采用显微镜观察大鼠踝

关节病理学形态改变情况。

2.6　大鼠踝关节中CitH3表达水平的检测

采用免疫组化法检测。取大鼠踝关节组织切片，脱

蜡水化，以柠檬酸钠抗原修复液修复、10%正常山羊血

清室温封闭1 h，随后滴加CitH3一抗（稀释度为1∶300），

4 ℃孵育过夜，然后以磷酸盐缓冲液冲洗3次；滴加二抗

（稀释度为1∶500），37 ℃孵育30 min，再次清洗3次后滴

加DAB显色，以苏木素复染，经分化、冲洗、返蓝、梯度

乙醇脱水后，以二甲苯透明、封片，再置于显微镜下观

察。采用 Image-Pro Plus 6.0软件分析CitH3蛋白的阳性

表达水平，结果以平均光密度值表示。每张切片随机选

3个视野分析，取其平均值。

2.7　 大 鼠 滑 膜 组 织 中 CYP24A1、CYP27B1、VDR、

PAD4表达水平的检测

采用Western blot法检测。分离各组大鼠右后膝关

节滑膜组织，加入裂解液研磨后提取总蛋白，分离上清

液，根据BCA蛋白定量试剂盒说明书方法检测蛋白浓

度。取蛋白样品适量，加入5×上样缓冲液煮沸变性，取

等量蛋白经12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

在120 V分离60 min，通过200 mA恒流将蛋白电转至聚

偏二氟乙烯膜上，加 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h；弃封闭

液后漂洗 3次，分别加入 CYP24A1（稀释度为 1∶800）、

CYP27B1（稀释度为 1∶1 000）、VDR（稀释度为 1∶800）、

PAD4（稀释度为 1∶800）及 GAPDH 一抗（稀释度为 1∶

5 000），4 ℃孵育过夜；漂洗3次，滴加相应二抗（稀释度

为 1∶8 000）室温孵育 60 min，然后滴加 ECL 发光液曝

光，采用凝胶成像仪拍照，以目的蛋白与内参蛋白

GAPDH的灰度值比值表示目的蛋白的表达水平。

2.8　统计学方法

采 用 SPSS 26.0 软 件 分 析 数 据 。 计 量 资 料 经

Shapiro-Wilk检验均服从正态分布，以 x±s表示，多组间

比较采用单因素方差分析，组间两两比较使用LSD-t检

验。检验水准α＝0.05。
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3　结果

3.1　防风石油醚提取物对RA大鼠一般情况的影响

正常组大鼠毛发正常有光泽，活动自如，反应敏捷。

模型组大鼠毛发干黄，精神状态差，下肢踝关节处出现

明显肿胀，行动迟缓，活动受限。与模型组比较，防风石

油醚提取物中、高剂量组大鼠相关症状明显改善，精神

状况一般，双下肢关节虽仍有肿胀，但是活动度较好。

3.2　防风石油醚提取物对RA大鼠足趾肿胀度的影响

与正常组比较，给药前后模型组大鼠足趾肿胀度均

显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，给药后，防风石油

醚提取物各剂量组大鼠足趾肿胀度均不同程度地降低，

且部分差异具有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01）。结

果见表1。

3.3　防风石油醚提取物对RA大鼠AI评分的影响

与正常组比较，给药前后模型组大鼠AI评分均显著

升高（P＜0.01）。与模型组比较，给药后，防风石油醚提

取物各剂量组大鼠AI评分均不同程度地降低，且部分差

异具有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）。结果见表2。

3.4　防风石油醚提取物对 RA 大鼠血清中炎症因子的

影响

与正常组比较，模型组大鼠血清中 IL-1β、IL-17和

TNF-α水平均显著升高，IL-10水平显著降低（P＜0.01）。

与模型组比较，防风石油醚提取物中、高剂量组大鼠血

清中 IL-1β、IL-17和TNF-α水平均显著降低，IL-10水平

均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。结果见表3。

3.5　防风石油醚提取物对 RA 大鼠血清中 25（OH）D3、

MPO、NE和NETs的影响

与正常组比较，模型组大鼠血清中 25（OH）D3水平

显著降低，MPO、NE 和 NETs 水平均显著升高（P＜

0.01）。与模型组比较，防风石油醚提取物中、高剂量组

大鼠血清中 25（OH）D3水平均显著升高，MPO、NE 和

NETs 水平均显著降低（P＜0.05 或 P＜0.01）。结果

见表4。

3.6　防风石油醚提取物对 RA 大鼠踝关节组织病理学

的影响

正常组大鼠踝关节结构清晰、间隙正常，软骨面光

滑、未见骨质破坏，滑膜细胞排列有序，未见炎症细胞浸

润。模型组大鼠踝关节可见大量炎症细胞浸润，关节间

隙变窄，结缔及滑膜组织增生，软骨面较为粗糙，关节出

现侵蚀，结构破坏严重。防风石油醚提取物低剂量组大

鼠踝关节组织可见炎症细胞，但关节结构及骨质破坏有

所改善；防风石油醚提取物中、高剂量组大鼠踝关节间

隙变宽，结构明显改善，腔中可见少量炎症细胞，滑膜组

织轻度增生。各组大鼠踝关节病理学形态见图1。

3.7　防风石油醚提取物对RA大鼠踝关节中CitH3表达

的影响

免疫组化染色结果显示，正常组大鼠踝关节可见少

量 CitH3阳性细胞，且染色较浅；模型组大鼠踝关节中

CitH3阳性细胞数量增多且染色较深，主要定位于被侵

袭的滑膜组织和被侵蚀的关节面周围。与正常组（平均

光密度值为 48.29±9.17）比较，模型组大鼠踝关节中

CitH3表达水平（平均光密度值为107.06±20.62）显著升

高（P＜0.01）。与模型组比较，防风石油醚提取物各剂

量组大鼠踝关节中CitH3阳性细胞数量减少，染色变浅，

表达水平（平均光密度值分别为 90.63±18.04、75.49±

16.25、64.02±14.81）均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01）。

结果见图2。

表1　各组大鼠足趾肿胀度的比较（x±s，n＝10）

组别

正常组
模型组
防风石油醚提取物低剂量组
防风石油醚提取物中剂量组
防风石油醚提取物高剂量组

给药前

0.06±0.05

1.28±0.21a

1.32±0.24

1.24±0.20

1.33±0.23

给药后
第7天

0.08±0.05

1.35±0.33a

1.19±0.28

1.14±0.25

1.06±0.21b

第14天
0.07±0.04

1.38±0.36a

1.17±0.29

1.08±0.26b

0.99±0.23c

第21天
0.08±0.06

1.36±0.34a

1.09±0.27b

0.97±0.22c

0.90±0.19c

第28天
0.07±0.05

1.35±0.36a

1.07±0.28b

0.92±0.21c

0.84±0.18c

a：与正常组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与模型组

比较，P＜0.01。

表2　各组大鼠AI评分的比较（x±s，n＝10，分）

组别

正常组
模型组
防风石油醚提取物低剂量组
防风石油醚提取物中剂量组
防风石油醚提取物高剂量组

给药前

0.00±0.00

9.70±1.70a

9.60±1.71

9.80±1.75

9.90±1.73

给药后
第7天

0.00±0.00

9.80±1.75a

9.50±1.78

8.90±1.73

8.20±1.62b

第14天
0.00±0.00

9.70±1.83a

9.10±1.73

8.30±1.64b

7.50±1.58c

第21天
0.00±0.00

9.90±1.80a

8.50±1.72b

7.80±1.70c

7.10±1.60c

第28天
0.00±0.00

9.60±1.78a

8.10±1.66b

7.30±1.64c

6.70±1.70c

a：与正常组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与模型组

比较，P＜0.01。

表3　各组大鼠血清中炎症因子水平的比较（x±s，n＝

10，ng/L）

组别
正常组
模型组
防风石油醚提取物低剂量组
防风石油醚提取物中剂量组
防风石油醚提取物高剂量组

IL-1β
24.29±3.85

98.87±19.74a

89.68±18.59

80.73±17.36b

71.49±15.91c

IL-10

67.85±9.81

41.29±7.22a

46.80±8.68

51.66±8.95b

58.32±9.67c

IL-17

35.33±4.94

60.86±11.65a

53.57±9.78

46.22±9.39c

42.75±7.37c

TNF-α
31.65±5.83

54.91±10.74a

49.62±9.19

45.36±8.20b

39.44±7.65c

a：与正常组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与模型组

比较，P＜0.01。

表4　各组大鼠血清中25（OH）D3、MPO、NE和NETs水

平的比较（x±s，n＝10，μg/L）

组别
正常组
模型组
防风石油醚提取物低剂量组
防风石油醚提取物中剂量组
防风石油醚提取物高剂量组

25（OH）D3

28.06±3.04

15.77±3.29a

17.44±3.37

19.59±3.62b

21.68±3.43c

MPO

83.25±17.91

151.03±25.36a

138.55±23.82

123.76±20.75c

112.64±18.29c

NE

12.57±2.83

23.09±5.11a

21.45±4.63

18.86±4.16b

16.71±3.77c

NETs

18.49±3.14

32.15±5.27a

29.71±5.09

26.93±4.75b

23.27±4.46c

a：与正常组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与模型组

比较，P＜0.01。
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3.8　 防 风 石 油 醚 提 取 物 对 RA 大 鼠 滑 膜 组 织 中

CYP24A1、CYP27B1、VDR、PAD4表达的影响

与正常组比较，模型组大鼠滑膜组织中CYP24A1、

PAD4表达水平均显著升高，CYP27B1、VDR 表达水平

均显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，防风石油醚提

取物中、高剂量组大鼠滑膜组织中 CYP24A1、PAD4表

达水平均显著降低，CYP27B1、VDR表达水平均显著升

高（P＜0.05或P＜0.01）。结果见图3、表5。

4　讨论

目前药物是治疗RA的主要方法，常用的有抗风湿

药、非甾体抗炎药、糖皮质激素等，但这些药物的不良反

应较多，患者难以耐受，限制了其长期使用[11]。中医药

治疗RA的效果确切，且具有较好的安全性，逐渐成为临

床治疗RA的重要手段。

理想的动物模型在研究疾病发生发展机制和相关

药物疗效评价中具有关键作用。RA大鼠的发病机制、

症状表现等与人类RA具有较高的相似性，被公认为是

研究RA的成熟模型[12]。在本研究中，RA大鼠表现出典

型的关节炎症状，包括足趾肿胀、关节活动受限及AI评

分升高等；HE染色结果进一步证实RA大鼠关节结构紊

乱和炎症细胞浸润。经防风石油醚提取物干预后，大鼠

相关症状得到了明显改善，关节组织病变减轻。这表明

防风石油醚提取物对RA具有治疗潜力。

免疫功能紊乱是RA发生的重要因素，其中辅助性

T细胞17（Th17）和调节性T细胞（Treg）的失衡起着关键

作用[13]。Th17细胞分泌 IL-17、TNF-α等促炎因子，招募

中性粒细胞，然后激活T细胞，从而加重炎症的发生发

展；Treg细胞主要分泌 IL-10等抑炎因子，能抑制T细胞

的激活，并上调共刺激分子和Ⅱ类主要组织相容性复合

体分子，从而保护骨组织免受损伤[14]。因此，调控机体

内促炎和抗炎因子的失衡状态是防治RA的重要策略之

一。本研究结果显示，经防风石油醚提取物干预后，RA

大鼠血清中 IL-1β、IL-17和TNF-α水平降低，IL-10水平

升高。这表明防风石油醚提取物对RA大鼠具有较好的

抗炎作用。

维生素D的缺乏可促进RA的发生发展，RA患者血

清中 25（OH）D3水平与RA的病变程度呈负相关[15]。临

床试验表明，补充维生素D可有效降低RA发病风险[16]。

A.正常组 B.模型组 C.防风石油醚提取物低剂量组 D.防风石油醚提取物中剂量组 E.防风石油醚提取物高剂量组

注：黑色箭头表示关节间隙；蓝色箭头表示炎症细胞。

图1　各组大鼠踝关节病理显微图（HE染色）

A.正常组 B.模型组 C.防风石油醚提取物低剂量组 D.防风石油醚提取物中剂量组 E.防风石油醚提取物高剂量组

图2　各组大鼠踝关节中CitH3的表达情况（免疫组化染色）

CYP24A1

CYP27B1

VDR

PAD4

GAPDH

60 kDa

57 kDa

48 kDa

74 kDa

36 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ
Ⅰ：正常组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：防风石油醚提取物低剂量组；Ⅳ：防风

石油醚提取物中剂量组；Ⅴ：防风石油醚提取物高剂量组。

图3　各 组 大 鼠 滑 膜 组 织 中 CYP24A1、CYP27B1、

VDR、PAD4蛋白表达的电泳图

表5　各 组 大 鼠 滑 膜 组 织 中 CYP24A1、CYP27B1、

VDR、PAD4蛋白表达水平的比较（x±s，n＝10）

组别
正常组
模型组
防风石油醚提取物低剂量组
防风石油醚提取物中剂量组
防风石油醚提取物高剂量组

CYP24A1/GAPDH

0.36±0.11

0.74±0.19a

0.71±0.20

0.54±0.15b

0.45±0.13b

CYP27B1/GAPDH

0.59±0.17

0.23±0.06a

0.35±0.09

0.44±0.14b

0.52±0.16b

VDR/GAPDH

0.47±0.15

0.24±0.06a

0.27±0.08

0.33±0.10c

0.39±0.12b

PAD4/GAPDH

0.34±0.10

0.65±0.23a

0.59±0.21

0.45±0.15c

0.41±0.13b

a：与正常组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01；c：与模型组

比较，P＜0.05。
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维生素D不仅直接参与了机体的钙磷代谢、骨盐沉积，

而且还可通过抑制 T 细胞、B 细胞的增殖分化减少 IL-

1β、TNF-α等促炎因子的分泌，从而减轻 RA 的炎症程

度[17]。天然维生素 D 包括维生素 D2和维生素 D3，二者

均无活性，在体内先被 25-羟化酶催化成 25（OH）D3；

25（OH）D3 进一步经 CYP27B1 代谢生成具有活性的     

1，25-二羟维生素D3，然后在维生素D结合蛋白的转运

下与靶组织的VDR结合发挥生物学效应[18]。CYP24A1

则可将 25（OH）D3、1，25-二羟维生素 D3催化为无活性

的 24，25-二羟维生素 D3，而 24，25-二羟维生素 D3是维

生素 D 系统灭活的关键酶[19]。研究表明，CYP27B1、

CYP24A1和VDR除了在肝肾组织中表达，还表达于巨

噬细胞、T细胞、树突状细胞等免疫细胞中，并受炎症因

子调控[20]。本研究结果显示，RA大鼠血清中25（OH）D3

水平和滑膜组织中 CYP27B1、VDR 表达水平均降低，

CYP24A1表达水平均升高；经防风石油醚提取物干预

后，大鼠血清或滑膜组织中上述指标水平均逆转。这表

明防风石油醚提取物可通过调控维生素D系统对RA产

生改善作用。

中性粒细胞受到病原体的刺激后可活化MPO，并促

使NE水解染色质上的组蛋白，使染色质去掉组装成为

游离DNA，从而形成由DNA纤维、组蛋白和抗菌蛋白组

成的网状NETs[21]。研究表明，NETs可加重炎症反应进

而对组织造成损伤，许多免疫性疾病（如RA、系统性红

斑狼疮等）均被证明与高水平的NETs有关[22]。维生素D

可通过抑制核因子κB信号通路、下调还原型烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶，减少NETs的产生[4]。此外，

PAD4是PAD的一种亚型，表达于中性粒细胞，其催化组

蛋白的精氨酸残基以脱亚胺的方式水解为 CitH3，而

CitH3 可驱动染色质去致密化，从而促进 NETs 的形

成[23]。PAD4是RA等自身免疫性疾病的始动因素，介导

了 NETs 的生成[24]。本研究结果显示，RA 大鼠血清中

MPO、NE、NETs 水平以及踝关节中 CitH3 和滑膜中

PAD4的表达水平均升高；经防风石油醚提取物干预后，

大鼠上述指标均逆转。这表明防风石油醚提取物可通

过下调 PAD4和 CitH3表达，抑制 NETs 生成及其组分

MPO、NE的释放，从而改善RA症状。

综上所述，防风石油醚提取物可通过调控维生素D

系统，抑制NETs生成，进而改善RA病理症状。
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