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摘要： 目的： 观察丹参酮 IIa 对佐剂性关节炎大鼠血清 IL-1、IL-6、TNF-琢 水平及滑膜 MMP3/TIMP1%表达的影响。 方法：用
Freund's 完全佐剂复制 AA 大鼠模型，并设正常组、模型组、丹参酮 IIa 组、来氟米特组、配伍组。 用放射免疫法测定 IL-1、IL-6、
TNF%-琢 水平，应用免疫组化检测滑膜组织中的 MMP3%及 TIMP1%的表达。结果：模型组的 IL-1、IL-6、TNF-琢 水平明显高于正常对照
组（P%<0.01），用药后各组的细胞因子水平较模型组降低（P%<0.05），配伍组的降低更明显（P%<0.01)。 模型组大鼠滑膜组织 MMP3 表
达阳性密度显著高于正常对照组（P%<0.01）；与模型组比较，各用药组的 MMP3%表达阳性密度均降低（P%<0.05)。 与正常对照组比
较，模型组大鼠滑膜组织 TIMP1%的表达阳性密度明显降低（P%<%0.05）；各用药组的 TIMP1%表达阳性密度均高于模型组。 结论：丹参
酮 IIa能够明显降低血清 IL-1、IL-6、TNF-琢 水平；减少滑膜组织中 MMP3%的表达，增加 TIMP1%的表达，所以可以有效治疗 RA。
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%%%%%%%%近年来的研究表明，炎性细胞因子和基质金属蛋白酶 /
组织金属蛋白酶抑制物参与了细胞外基质成分的降解，其中
基质金属蛋白酶是最可能导致不可逆关节结构损伤的重要
因素。临床上应用丹参酮 IIa治疗 RA%取得了较好的疗效。本
试验以大鼠佐剂性关节炎 AA模型为基础， 研究丹参酮 IIa
对 AA%大鼠关节炎的治疗效果， 并检测其对模型鼠血清
IL-1、IL-6、TNF-琢水平及滑膜MMP3/TIMP1%表达的影响。 现
报道如下：
1%%%%材料
1.1%%%%实 验 动 物 成熟雄性 Wistar%大鼠 50%只 ， 体重
180~200g， 由湖北省郧阳医学院实验动物中心提供。
1.2%%%%药品 来氟米特（国药准字 H20060034，批号：060811）；
丹参酮 IIa 磺酸钠注射液（国药准字 H31022558， 批号：
060705）； 卡介苗（50mg/支， 国药准字 S10820186， 批号：
200612001）；羊毛脂，中国华亭羊毛脂厂（批号：060935）；轻
质液体石蜡，江西德成制药有限公司（批号：061003）。
1.3%%%%试剂与仪器
1.3.1%%%%试剂 基质金属蛋白酶 3（MMP3）、组织金属蛋白酶
抑制剂 1%（TIMP1）、免疫组织化学成套试剂盒，购于北京中
山生物技术有限公司；白细胞介素 -1（IL-1）、白细胞介素 -6
（IL-6）、 肿瘤坏死因子 琢（TNF-琢），购于中国人民解放军总医
院科技开发中心放免研究所。
1.3.2%%%%仪器 容积测量仪， 自制；BH-2%型显微镜， 日本；
Olympus%照相显微镜， 日本；HPIAS-1000%图像分析系统，中
国；DP5500%型 r%计数器，中国科学院上海原子核研究所仪器
厂；LD4-2A%型高速离心机， 北京医用离心机厂；SHANDON%
超薄切片，瑞典。
2%%%%方法
2.1%%%%Freund's%完全佐剂的制备[1]%%%%将液体石蜡和羊毛脂（2:1）
共热至 70℃下振摇， 高压灭菌。 然后每毫升加入卡介苗
7.5mg%充分研磨混合均匀，制成 Freund's%完全佐剂。

2.2%%%%分组及造模 将 50只大鼠随机分成 5组, 正常对照组
(10只)；模型组(10%只)；来氟米特组(10只)；丹参酮 IIa组(10
只)；来氟米特 +丹参酮 IIa组(配伍组，10%只)。 除正常组外，
每组大鼠右后足皮内注射 Freund's完全佐剂 0.1mL， 正常对
照组在同一部位、同样方法注射 0.1mL生理盐水。
2.3%%%%给药剂量及方式 来氟米特组于接种后第 19%天始灌胃
给来氟米特，20mg/（kg·d），共 14%d；丹参酮 IIa组：尾静脉注
射丹参酮 IIa磺酸钠注射液 8.3mg/（kg·d），共 14d；配伍组：
灌胃给予来氟米特 20mg/（kg·d），并尾静脉注射丹参酮 IIa磺
酸钠注射液 8.3mg/（kg·d），共 14d。
2.4%%%%标本采集及处理 给药结束后 3d， 大鼠眼眶后静脉采
血，3%500r/min%离心 15min，吸取上清液，-70℃冰冻备用。组织
标本的采集：采血后将大鼠处死，立即摘取左侧的踝关节，用
4%多聚甲醛固定 24h后， 将组织浸入 10%的 EDTA%溶液中
脱钙 20d，常规梯度脱水、浸蜡、包埋、切片后行 HE%染色和免
疫组织化学染色。
2.5%%%%指标测定
2.5.1%%%%IL-1、IL-6、TNF-琢 测定 采用放射免疫法（RIA）。取聚
丙乙烯试管依次编号为总计数管（T）、 非特异性结合管
（NSB）、零标准管（S0）、标准管（S1~5）、样品管（U），严格按说明
书的加液程序，依次加入缓冲液、零标准液、标准液、样品以
及 125I-IL-1、125I-IL-6、125I-TNF-琢和 IL-1、IL-6、TNF-琢的抗血清
各 0.1mL，各管充分混匀，4℃温育 24h 以上，再按程序加入
免疫分离剂 0.5mL，充分混匀，室温放置 20min，3%500r/min%离
心 25min，吸弃上清液，测各管沉淀部分的放射性计数，由自
动 酌计数器预先编制程序，直接给出有关参数、标准曲线及
样品浓度。
2.5.2%%%%病理学观察 组织标本光镜下观察关节滑膜增生、炎
性细胞浸润以及软骨骨质破坏及关节周围组织水肿等病理
学变化。并根据文献[2]，进行半定量评分。评分标准：0%分：关节
具有正常的结构，如关节间隙、软骨、骨和滑膜组织等；1%分：
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关节组织中有纤毛形成和轻度的关节炎症， 并有滑膜增生，
血管数量增加，以及小的炎性细胞灶，无软骨和骨的侵蚀破
坏；2%分：关节有软骨的侵蚀破坏，有中度的关节炎症，有大量
炎细胞浸润，滑膜增生和血管翳形成较严重，无骨破坏，关节
结构无破坏；3%分：有严重的血管翳形成，广泛的软骨侵蚀破
坏，可见骨破坏，关节结构破坏。
2.5.3%%%%免疫组化染色步骤 （1）石蜡切片脱蜡至水。（2）3%
H2O2室温孵育 15%min，以消除内源性过氧化物酶的活性。（3）
蒸馏水冲洗，PBS浸泡 5min。（4）正常山羊血清工作液封闭，
室温孵育 10min。（5）倾去血清，滴加 1:100%稀释的一抗，正常
组用 PBS%代替一抗作阴性对照。37℃孵育 30%min。（6）PBS%冲
洗，5min×3%次。（7） 滴加生物素标记二抗工作液，37℃孵育
15min。（8）PBS%冲洗，5min×3%次。（9）滴加辣根酶标记链霉
卵白素工作液，37℃孵育 15min。（10） PBS%冲洗，5min×3%
次。（11）DAB%显色，显微镜下观察。（12）苏木精复染细胞
核，封片。 用 HPIAS-1000%图像分析系统进行检测。 随机检测
5个高倍视野（×400），计算每个视野的阳性面积比，取其平
均值。 阳性面积比为每个视野阳性面积占整个视野面积的百
分率，即阳性反应细胞密度（简称阳性密度）。
2.6%%%%统计学方法 所有数据以均数±标准差表示， 应用
SPSS%14.0%软件做统计分析。 不同组间用方差分析，组间两两
比较采用 t%%检验。
3%%%%结果
3.1%%%%各组大鼠血清细胞因子 IL-1、IL-6、TNF-琢 水平的比较
模型组大鼠血清 IL-1%水平为（1.56±0.15）滋g/mL，显著高于
正常对照组（0.51±0.18）滋g/mL，差异有显著性（P%<0.01）； 来
氟米特组、 丹参酮 IIa组及配伍组的 IL-1%水平均较模型组减
少（P%<0.01），配伍组的 IL-1%水平为（0.46±0.14）滋g/L，差异
最明显。 TNF-琢及 IL-6%的结果与 IL-1%类似。 结果见表 1。
表 1%%%%各组大鼠血清细胞因子 IL-1、IL-6、TNF-琢水平的比较 (X%±S)%%滋g/mL
%%%%%%%%%组别 % n%%%%%%%%%%%%IL-1%%%%%%%%%%%%%%%%%TNF-琢 IL-6
%%%%%正常组 10%%%%%%0.51±0.18%%%%%%%0.88±0.14%%%%%%%70.24±48.48
%%%%%模型组 10%%%%%%1.56±0.15*%%%%%1.47±0.15*%%%%%140.08±49.77*
%%%%%来氟米特组 10%%%%%%0.87±0.11△ 0.97±0.20△ 110.28±42.10%△
丹参酮 IIa组 10%%%%%0.70±0.13△ 0.94±0.18%△ 122.54±48.30△
配伍组 10%%%%%0.46±0.14△ 0.88±0.23△ 86.40±40.03△

注：与正常组比较，*P%<0.01；与模型组比较，△P%<0.01。

3.2%%%%各组大鼠踝关节光镜下病理变化 正常组：双侧踝关节
组织学结构正常；模型组：滑膜有不同程度的充血、水肿及炎
细胞浸润，有的滑膜增生向关节腔内突出，出现较明显的关
节软骨破坏、纤维化，有的还出现多核巨细胞浸润；各用药组
光镜下的病理改变较模型组减轻（滑膜组织增生减轻，炎细
胞浸润减少，血管翳形成减轻）。 病理积分见表 2。

表 2%%%%各组大鼠踝关节光镜下病理变化 (X%±S)%
%%%%组别 % n%%%%%MMP3阳性密度 TIMP-1阳性密度 病理积分
正常组 10%%%%%%%%%0.26±0.12%%%%%%%%%%%%%%%0.68±0.23%%%%%%%%%%%%%%0.13±0.37
%%模型组 10%%%%%%%%%0.84±0.24%**%%%%%%%%%%0.36±0.18%*%%%%%%%%%%%1.88±0.34%**
%%来氟米特组 10%%%%%%%%%0.66±0.15%**△ 0.42±0.17%*%%%%%%%%%%%1.44±0.52*△
丹参酮 IIa组 10%%%%%%%%%0.65±0.17%**△ 0.47±0.15%*△ 1.35±0.57*△
配伍组 10%%%%%%%%%0.46±0.19%*△△ 0.52±0.11%*%%%%%%%%%%%0.82±0.61*△
注： 与正常组比较，*%P%<0.05，**P%<0.01； 与模型组比较，△P%<0.05，△△P%

<0.01。

3.3%%%%各组大鼠滑膜组织 MMP3%和 TIMP1%免疫组化的结果
正常对照组大鼠的滑膜组织中仅见少量的 MMP3%阳性细胞
表达（0.26±0.12）； 模型组大鼠滑膜细胞层及滑膜下层的

MMP3%阳性密度（0.84±0.24），明显高于正常对照组，有显著
性差异（P%<0.01）； 丹参酮 IIa 组的 MMP3%阳性密度为
（0.65±0.17）， 与模型组比较， 差异有显著性； 配伍组的
MMP3%阳性密度低于丹参酮 IIa 组。 模型组大鼠滑膜组织
TIMP1%的表达阳性密度为（0.36±0.18）， 与正常对照组
（0.68±0.23）比较明显降低，差异有显著性（P%<0.05）。 各用
药组的 TIMP1%表达阳性密度均明显高于模型组（P%<0.05)。配
伍组 TIMP1%阳性密度为（0.52±0.11），比来氟米特组、丹参
酮 IIa 组升高明显。 结果见表 2。
3.4%%%%IL-1、 病理积分与 MMP3%的相关性分析 （1）IL-1%与
MMP3%水平之间成正相关（r=0.9049，P%=0.0001）；（2）病理积
分与 MMP3%水平之间成正相关（r=0.8959，P%=0.0001）。 这说
明 MMP3%在 RA%的软骨破坏中起着重要的作用，IL-1%是
MMP3%的重要调节因素。 丹参酮 IIa通过影响 IL-1%的分泌，
减少了 IL-1%对滑膜和软骨的刺激， 使MMP3%对细胞外基质
的降解减轻，从而减弱了 RA%的软骨破坏。
4%%%%讨论

类风湿性关节炎属于中医“痹证”范畴，近年来的研究表
明，IL-1、IL-6%、TNF-琢及 MMP3/TIMP1%参与了痹证的发病。
丹参酮 IIa是传统中药丹参的提取物，临床应用于治疗 RA取
得了较好疗效，丹参酮 IIa对血清 IL-1、IL-6、TNF-琢水平及滑
膜 MMP3/TIMP1%表达的影响 ，至今国内尚未见报道 。
IL-1%是 RA%组织损伤的重要介质[3]。 实验研究证明,丹参酮 IIa
有抑制血小板聚集功能, 可以改善微循环障碍及降低血液黏
滞度 。 本实验结果显示，模型组大鼠血清细胞因子 IL-1%显著
升高，表明 IL-1%在 AA%发病中起着一定的作用。丹参酮 IIa组
的 IL-1%水平较模型组明显降低， 说明丹参酮 IIa能够对 IL-1%
的分泌有一定的抑制作用。

TNF-琢能引起骨质吸收， 可刺激软骨内蛋白多糖的吸收
和抑制培养软骨的蛋白多糖合成而导致软骨降解；刺激胶原
酶和前列腺素的合成[4]，且能使滑膜细胞、巨噬细胞、纤维母
细胞和软骨细胞产生 IL-1和 TNF-琢，加重组织损伤。 本实验
结果显示，丹参酮 IIa组的大鼠血清 IL-6、TNF-琢水平较模型
组降低。推测丹参酮 IIa通过降低细胞因子水平，减轻了机体
炎症反应，抑制了骨破坏。

MMP3%是引起 RA%关节软骨破坏的一个重要原因[5]。 在
正常情况下，软骨组织中金属蛋白酶和组织金属蛋白酶抑制
剂(TIMP)之间存在着一精细的平衡。 但在 RA,%由于 IL-1、
TNF-琢等细胞因子的作用,使这种平衡遭到破坏，导致软骨基
质的降解。 近年有报告，RA%滑膜和软骨都有高表达的
MMP3，而 TIMP%增加甚少，本实验结果表明，模型组的滑膜
细胞的 MMP3%表达明显高于正常对照组，TIMP1%的表达显
著低于正常对照组；丹参酮 IIa组与模型组比较，MMP3%的表
达减少，TIMP1%的表达增加。推测丹参酮 IIa通过降低细胞因
子水平， 减轻了细胞因子对滑膜细胞和软骨细胞的刺激，从
而减少滑膜组织中MMP3%的分泌， 调节了 MMP3/TIMP1%的
失衡，减轻了骨破坏。配伍组疗效优于丹参酮 IIa组和来氟米
特组，说明中药有效成分和西药配伍应用在实验性关节炎中
有增效作用。 （下转第 12 页）
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死率高，预后极差。 为进一步提高对本病的认识，现将我院自
2000年以来收治的 13例高白细胞急性白血病并发的急性呼
吸窘迫综合征诊治过程分析如下：
1%%%%资料与方法
1.1%%%%一般资料 13例病人中， 男性 8例， 女性 5例； 年龄
9~62岁，平均年龄 42岁。 9例为急性非淋巴细胞白血病，其
中M2%2例、M3%3例、M41例、M5%3例，另外 4例为急性淋巴细
胞白血病，均为 L2型。入院时白细胞最低为 108×109/L，最高
为 320×109/L，平均为 180×109/L。诱发因素：感染 5例，DIC%
2例，化疗 6例。
1.2%%%%诊断标准 急性白血病诊断依据参考《血液病诊断及疗
效标准》(第二版)[5]。ARDS的诊断符合 2000%年中华医学会提
出的 ARDS%的诊断标准[6]。
1.3%%%%临床表现 13例患者均在原发病基础上， 突然出现进
行性加重的呼吸困难，吸氧后症状未能改善，病情进一步恶
化，表现为胸闷气急、鼻翼煽动、口唇紫绀、呼吸急促，频率为
36~42次 /min，严重者出现意识模糊（1例）。全部病例两肺均
可闻及干湿罗音。
1.4%%%%实验室及器械检查 13 例患者入院时血常规 WBC%
108~320×109/L，Hb%48~100g/L，PLT%10~75×109/L，外周血幼
稚细胞 46%~94%；骨髓穿刺涂片增生均极度活跃，原始细胞
+幼稚细胞占 62%~98%。 并发 ARDS时测定动脉血气 pH<%
7.3，PaO2%<%6.52kPa（49mmHg），PaCO2>8.5%kPa（63.8mmHg），
PaO2/FIO2≤200%mmHg。 全胸片示两肺纹理增粗、紊乱、有浸
润阴影。
1.5%%%%治疗方法 13例患者均给予化疗，急非淋以 HA或 DA
方案化疗，M3予维甲酸＋三氧化二砷治疗， 急淋以 DOLP
（DNR、VCR、L-ASP、 强的松） 化疗。 化疗过程中均静滴
NaHCO3碱化尿液、 口服别嘌呤醇降低尿酸。 全部病例并发
ARDS后均给予第三代头孢菌素加丁胺卡那抗感染， 其中 5
例严重感染者换用泰能 +万古霉素控制感染。同时作中心静
脉置管以监测中心静脉压，控制输液速度，应用利尿剂和肾
上腺皮质激素减轻肺间质水肿。 所有患者均予呼气末加压吸
氧治疗，严重者给予机械通气，同时配合支持治疗。
1.6%%%%转归 13 例中有 8 例患者经抢救治疗后症状渐渐缓
解，体温下降，血气指标恢复正常，继续完成联合治疗，外周
血细胞明显下降。 另 5例在 ARDS诊断明确后 24~32h内死
于呼吸衰竭。
2%%%%讨论

目前认为高白细胞急性白血病并发 ARDS可能有以下
几个原因：（1）白血病本身可引起 ARDS，由于白血病细胞明
显增多，且细胞变形能力差，血液黏度增加，血流减慢，可引
起血管机械性阻塞，造成微循环阻滞。 同时细胞在肺内大量

淤积,%可对肺局部微血管侵蚀,%与肺泡细胞竞争性耗氧,%氧张
力降低,%肺严重低氧血症,%可引起血管内皮损伤,%这些因素可
致 ARDS[7]。（2）白血病患者在化疗后，由于化学药物的刺激，
肺毛细血管和肺泡膜通透性可增加；另外，化疗时大量白血
病细胞被破坏，释放出大量酶素及促凝物质，导致肺泡内皮
及血管内皮损伤[8]和血栓形成，增加肺血管阻力及通透性，引
起间质性肺水肿。本组就有 6例在化疗后出现 ARDS。（3）白
血病并发感染、DIC常可引起 ARDS。 由于大量的白血病细
胞浸润破坏，黏膜屏障破坏，细胞、体液免疫功能损伤，易发
生各种感染。 在此基础上，频繁地进行联合化疗则进一步损
害其免疫功能，导致中性粒细胞缺乏，极易导致严重感染、感
染中毒症，尤其是肺部感染[1]。 细菌内毒素导致的感染性休克
可使血中前列腺素浓度增加， 其中血栓素 A2有强烈的血小
板凝集作用，对血管和平滑肌有收缩作用，并使肺血管阻力
增加，通透性改变而致间质性肺水肿。肺部感染时，中性分叶
核亦集聚于肺内诱发 ARDS[9]。 本组有 5例感染、2例 DIC导
致 ARDS。

现对于 ARDS的治疗尚缺乏有效的方法， 病死率很高，
尤其是高白细胞急性白血病相关性 ARDS预后极差。本组就
有 5例在 ARDS确诊后 24~32h内死亡。 因此及时诊断并予
以合理处理成为本病治疗成败的关键。 本病的早期诊断主要
决定于临床医生对 ARDS的警觉性和严密的临床观察，动脉
血气分析及摄胸片进行监护。 通过本组 8例高白细胞急性白
血病并发 ARDS成功的抢救， 我们的体会是积极治疗原发
病；选用高效广谱抗生素，充分消除感染灶，纠正 DIC；控制
体液量，应用利尿剂及肾上腺皮质激素，减轻肺间质水肿；及
早纠正低氧血症以及加强支持治疗是非常必要的，但早期诊
断仍是降低 ARDS病死率的重要措施。
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