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摘要：目的制备胶原诱导的关节炎(collagen induced a抽ritis，CIA)模型，对ATl32进行药效评价。方法 制备Ⅱ型胶原诱

导的cIA模型，且对新药ATl32进行药效评价。HE染色观察膝关节和踝关节的病理变化。ELIsA法检测血清中cⅡ、TNFd

的表达。流式细胞仪检测小鼠关节滑膜中TNF仅、IL一1、IL_6、IL—10的表达。结果 (1)模型组小鼠关节表现为小指关节、足

爪、足趾肿胀以及变形，ATl32组小鼠关节则表现为轻微的红肿。(2)模型组小鼠膝关节和踝关节病理结果表现为炎性细胞

的浸润、滑膜增生、血管翳和破骨细胞的出现，软骨和骨的破坏。ATl32组病理结果表现为轻微炎性细胞的浸润和滑膜增生。

(3)ELIsA法检测结果发现：模型组中cⅡ的表达明显上升，ATl32给药组中cⅡ的表达明显下降(P<O．01)。(4)流式细胞仪

检测结果发现：模型组小鼠关节滑膜中TNFa、IL．1、IL_6、IL一10的表达明显增加，ATl32组小鼠关节滑膜中TNF仪、IL．1、IL．6、IL一

10的表达明显降低(P<0．01)。结论 clA模型造模成功率为100％，ATl32能够有效地治疗关节炎小鼠。
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Abstract：Objective To prepare CIA model and to evaluate the effect of ATl32．Methods cIA model was induced by type II

collagen，and the effect of the new drug ATl 32 was eValuated． The pathological changes of knee and ankle joint were assessed using

HE staining．The expression of C II and TNF alpha was detected by ELISA．The expression of TNF alpha，IL-1，IL-6，IL-10 in mice’

s synoVial was detected using now cytometry．Results (1)The CIA mice model group showed swelling and defomation of the little

finger joints，f色et and toes．Mice treated with ATl32 showed a slight swelling of joints．(2)The pathology of knee and ankle joints of

CIA model mice showed infil仃ation of inflammatory cells，synoVial hyperplasia，appearaIlce of pannus，emergence of osteoclasts，aIld

cartilage and bone destruction． The path0109ical results of the ATl32 group showed a slight inn锄matory cell infil仃ation and synoVial

hyperplasia． (3)The ELISA results showed that the expression of C II and TNF alpha in the CIA model group increased significantly，

whereas山e expression of c II and TNF alpha in the ATl32 treated group decreased signific蛐tly．(4)Flow cytometry results showed

that the expression of TNF alpha， IL一1， IL-6 and IL一10 at the CIA model mice’s synovial increased significantly， whereas the

expression of TNF alpha，IL一1，IL一6 and IL一10 of the ATl32 treated mice’s synoVial decreased significantly．C0nclusiOn The

successful rate of the CIA model was 100％．ATl32 is effective in the treatment of anhritis in mice．
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1 前言
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类风湿关节炎(rheumatoid anhritis，RA)是自身

免疫病，其主要症状为对称性，周围性多个关节慢性

炎性疾病，其病理为慢性滑膜炎，侵及软骨及骨组

织，导致关节破坏，60％～70％的患者在活动期血清

中出现类风湿因子(rheumatoid factor，RF)‘1。。。目

前已建立了不少RA动物模型，应用较为广泛且较

为成熟的RA动物模型是胶原诱导性关节炎

(collagen induced anhritis，CIA)和佐剂性关节炎

(adiuvant arthritis，AA)。Trentham等‘41于1977年

首次建立了Ⅱ型胶原诱导关节炎大鼠模型，而且发

现50％的RA患者血中存在抗Ⅱ型胶原的自身抗

体，这表明Ⅱ型胶原可诱导RA的产生，该模型的病

理表现与人类临床表现相似，为较理想的模型”。。

ATl32是一种新型抗TNFa的单抗药，本文通过制

备CIA模型以及对ATl32药物治疗，主要观察CIA

小鼠病理变化以及滑膜中TN凡、IL-1、IL一6、IL—10的

表达水平的影响，进而对其药效进行评价，以及其治

疗RA的可能机制，为关节炎的治疗提供新的方法

和思路。

2材料与方法

2．1 材料

2．1．1 主要实验仪器：光学显微镜(Leica公司)；

Leica HIl220烘片机(Leica公司)；Leica H11210摊

片机(Leica公司)；Leica TPl020自动脱水机(Leica

公司)；Leica EGl 150组织包埋机(Leica公司)；

RM2255旋转切片机(Leica公司)；电热恒温隔水式

培养箱(黄石恒丰医疗器械有限公司)；流式细胞仪

(BD FACSCanto。”Ⅱ)；冷冻高速离心机(Sigma公

司)；全自动酶标仪(Thermo公司)。

2．1．2 主要试剂：鸡II型胶原蛋白(chondrex公

司)；弗氏完全佐剂(Chondrex公司)；cytomix试剂

盒(Ebioscience公司)；灭菌注射用水(广州白云山

天心制药)；h TNF仅单克隆抗体ATl32(丽珠单抗生

物技术有限公司)。

2．1．3实验动物以及饲养情况：SPF级DBA／1J小

鼠，雄性，8—10w。动物饲养在屏障动物实验设施，

饲养条件：饲养于室温24～28℃。相对湿度50％～

70％的SPF级环境，自由摄食和饮水。

2．1．4实验分组：实验分为对照组、模型组和给药

组。

2．2实验方法

2．2．1 CIA模型的构建：制备乳剂：将II型胶原蛋

白与完全佐剂等体积混合(鸡II型胶原蛋白浓度为

2 mg／m1)，使用改良的乳化器在冰上搅拌乳化。其

次，用麻醉剂麻醉小鼠后，使用电推剪，小心剃除小

鼠尾巴根部区域的毛。最后，使用不含乳胶的l ml

注射器，在尾巴根部分两点皮内注入乳剂，总共注人

乳剂0．1 m1(0．2 mg)。初次免疫后D21使用相同

的方法进行第二次免疫。

2．2．2实验分组以及给药方法：随机选取DBA／lJ

小鼠，雄性，8～10 w，随机分为对照组、模型组、给药

组，每组8只。模型组和给药组用II型胶原蛋白与

完全佐剂制备cIA模型，对照组用等体积的注射用

水代替。自造模开始，给药组腹腔注射ATl32(30

mg／kg)，每周2次，对照组和模型组腹腔注射注射

用水。

2．2．3小鼠日常状态的观察及关节炎指数评定：每

天观察小鼠的状态以及关节炎症状，每周称量小鼠

体重并记录关节炎临床评分。关节炎评分在参考文

献曲。基础上进行修订，具体评分标准如下：1分：小

指关节轻度肿胀；2分：小指关节和足趾中度肿胀；3

分：踝关节以下的足爪重度肿胀。

2．2．4膝、踝关节病理检测：连续给药9周后，处死

动物。取膝关节、踝关节于中性甲醛固定48 h后，

纯水冲洗12 h，硝酸脱钙3 d，再次纯水冲洗5 h。冲

水过夜后按常规方法脱水、透明、渗透、包埋、切片、

HE染色。光镜下观察关节，并且进行评分。参照

文献进行评分。71，评分标准如下：0分：关节正常；1

分：滑膜增生、炎性细胞浸润；2分：血管翳形成；3

分：软骨破坏；4分：软骨破坏和骨质侵蚀。

2．2．5血清中CⅡ、TNF仅的表达。连续给药9 w

后，摘眼球取血，小鼠血清静置2 h后，于低温离心

机10000 r／min，4℃离心2 min，吸取上清液，利用抗

体夹心ELISA法测定血清中总lgG，结果以D490

表示。

2．2．6关节滑膜中TNFd、IL．1、IL一6、IL．10的表达。

一80℃冻存的小鼠关节滑膜置于无菌离心管中，加

入50u1PBs，用超声粉碎机粉碎，低温离心机1000 r／

min，离心10 min。吸取上清液用于流式细胞仪检

测。具体方法照Mouse Thl／Th2 10plex Kit Flow

Cytomix试剂盒。(1)带滤膜的微孔板检测：用真空

抽滤装置设置两条标准曲线。(2)每孔加50 ul的

检测缓冲液(1×)到检测酶标板中，取25 ul的各浓

度标准品混合液加入设定孔中。(3)加25 u1的检

测缓冲液(1×)到空白孔中，加25 u1的标准品混合
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稀释液到指定孔中，加25 ul样本到指定孑L中。(4)

取25 ul的荧光微球混合物加到所有孔中，包括空

白孔。(5)取50 ul生物素共轭混合物加到所有孔

中，包括空白孔。用封板膜封板，用铝箔避光，室温

(18℃一25℃)下在500 r／min的振荡器中孵育2 h。

(6)准备链霉亲和素标记的藻红蛋白溶液。去掉封

板膜，用真空过滤器抽掉孔中液体，加100 ul检测

缓冲液(1×)到酶标孑L中，再次用真空超滤器抽干。

重复该步骤一次，用毛巾吸走板底的液体。(7)在

所有孑L中加入100 ul的检测缓冲液(1×)。在所有

孔中包括空白孔中加50 ul链霉亲和素标记的藻红

蛋白溶液。(8)用封板膜封板，用铝箔避光，室温

(18℃～25℃)下在500 r／min的振荡器中培育1 h。

去掉封板膜，用真空过滤器抽掉孑L中液体，加100 ul

检测缓冲液(1×)到酶标孑L中，再次用真空超滤器

抽干。重复该步骤一次，用毛巾吸走板底的液体。

(9)在所有孔中加入200 ul的检测缓冲液(1×)。

反复吹吸混匀孔中液体，将此200 ul液体转移到流

式管中，加检测缓冲液(1×)300 u1使总量达到

500ul。避光，立即上流式细胞仪进行检测。(10)设

置流式细胞仪检测程序后上机检测。

2．2．7统计学处理：采用SPSS 17．0软件进行统

计，所有数据均用露±s表示，选择配对f检验进行处

理前后的比较，完全随机设计的方差分析进行组问

比较，P<0．05为差异具有显著性意义。

3 实验结果

3．1小鼠日常状态的观察及关节炎指数评定

首次免疫注射后，模型组小鼠和ATl32组小鼠

皮内注射部位形成多处小的溃疡灶。与对照组相

比，模型组和ATl32组小鼠的体重在给药14天后

有所下降，但在28日后逐渐上升(见图1)。模型组

小鼠在24～26d开始出现典型的关节炎症状，表现

为小指关节、足爪、足趾肿胀以及变形(见图2、3)。

与模型组相比，ATl32组小鼠则表现为轻微的关节

红肿(见图2、3)。与模型组相比，ATl32组小鼠在

给药期间其关节炎评分显著降低(P<0．05)。

3．2关节炎小鼠的病理表现

病理结果发现：与正常对照组相比，模型组和

ATl32组小鼠表现为典型的关节炎病理症状，包括

炎性细胞的浸润，滑膜增生，血管翳的形成，软骨和

骨的破坏(图4、5)。与正常对照组相比，模型组小

鼠的病理评分显著上升，具有统计学差异(P<

0．01)。与模型组相比，ATl32给药组小鼠的病理评
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图2各组小鼠临床评分标准(A：关节炎评分0分；B：

关节炎评分1分；c：关节炎评分2分；D：关节炎评分3

分)

Fig．2 ThP standard(’linical scoring in mjce(A：ArIhritis
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图3各组小鼠临床评分变化(j±s，n=8)

Fig．3 The changes of clinical scores in mice of

different groups(i±s，n=8)

注：“表示与对照组比较．P<O．01。
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分显著降低，具有统计学差异(P<0．01)。病理结

果发现：与正常对照组相比，模型组小鼠膝关节、踝

关节等多个关节出现滑膜增生，血管翳形成，软骨破

坏化及骨的破坏；与ATl32组小鼠膝关节和踝关节
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表面光滑，仅见轻度滑膜增生。与模型组相比，给药

组小鼠膝关节和踝关节病理评分明显降低，两组比

较据有统计学差异(P<0．01)。
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图4各组小鼠膝关节和踝关节病理变化

Fig．4 The pathological changes in the knee and ankle joints in mice of dif扎rent groups

注：粗箭表示滑膜增生，细箭表示软骨和骨的破坏

膝关节 踩关节

图5各组小鼠膝关节和踝关节病理

评分变化(i土s，n=8)

Fig．5 The pathological scores changes in the knee and

ankle joints in mice of difkrent groups(孟±5，n=8)

注：⋯、“。表示与对照组比较，JP<0．00l。

3．3关节炎小鼠细胞因子的表达

ELIsA法检测结果发现：与对照组相比，模型组

中cⅡ、TNFQ的表达显著上升。与模型组相比，给

药组中cⅡ、TNFQ的表达明显下降，具有统计学差

异(P<0．01)(见表1)。

表1各组小鼠血清CⅡ和TNFQ的表达(i±s，n=8)

Table 1 The expression level of C II and TNF alpha in

mice of difkrence groups(面±s，n=8)

注：”表示与对照组比较，P<0．01；⋯表不与对照组比较，P<

0．00l。

3．4关节炎小鼠细胞因子的表达

本实验通过流式细胞仪检测结果发现：与对照

组相比，模型组小鼠滑膜中TNF0【、IL．1、IL．6、IL-10

的表达明显增加，具有统计学意义。而与模型组小

鼠相比，给药组小鼠滑膜中TNF0【、IL一1、IL一6、IL一10

的表达明显降低，具有统计学意义。

淼～
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图6各组小鼠滑膜TNF0【、IL—l、IL-6、IL—10的表达(i土s，n=8)

Fig．6 The expression of IL一1，IL—l 0，IL一6 and TNF in mouse synovial

membrane in mice of different groups(牙±5，n=8)

注：”表示与对照组比较，P<O．叭；⋯、“。表示与对照组比较，Jp<0．001。

在我国，类风湿性关节炎发病率较高，尽管其发

病机制尚不清楚，但与疾病发生发展相关的炎症因

子已引起人们的关注。研究表明，RA患者关节滑

膜中TNF-仅表达水平明显上升”4。。SchueⅢegh

等‘1 0。发现用TNF—d单抗药治疗RA患者，能够有效

抑制TNF—d的表达，从而改善RA患者的病情，且

IL一1、IL-6、IL一8、IL—10等炎症因子水平在一定程度

上降低。Abramson_1。等研究证实，阻断IL一1能够抑

制软骨和骨的破坏，可用于RA的治疗，是一种安全

有效的RA治疗药物。细胞因子IL_6主要是由IL．1

和TNF．0【诱导合成，IL．6又能够进一步增强IL．1和

TNF．仪破坏关节滑膜和关节软骨的作用，从而加速

关节炎的进程‘12’”；。研究者发现RA患者中IL．10

含量相对普通人较高，由于IL-10相关研究较少，IL．

10具体如何影响RA暂未明确。“。“。

目前，治疗类风湿性关节炎的公认的传统药物

主要有甲氨蝶呤，虽然其能缓解类风湿性关节炎的

症状，但不能够有效地治愈，而且不良反应多，长期

使用会产生药物毒素。而新型的治疗类风湿性关节

的生物制剂能够有效改善类风湿关节炎的症状，不

良反应率低，安全性好，并有助于患者回归正常生

活，同时显著改善患者生活质量的多项指标。但是，
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我国目前治疗类风湿性关节炎的生物制剂主要来源

于国外进口，价格非常昂贵，故研发出能够有效治疗

类风湿性关节炎的国产抗TNF．d单抗药物是当务

之急。

本实验通过制备小鼠CIA模型，抗TNF．仪单抗

药ATl32治疗CIA小鼠，病理结果发现，ATl32治

疗后，能够有效抑制关节滑膜炎性细胞的浸润，滑膜

增生，血管翳的形成，软骨和骨的破坏。流式细胞仪

检测结果发现ATl32能够有效抑制关节滑膜和血

清中的TNF一0【表达，同时也降低关节滑膜中IL一1、

IL_6、IL-10的表达水平。ATl32是一种国产的新型

抗TNF一仅的单抗药物，能有效抑制TNF—a的表达，

这与本实验结果一样。综上，ATl32明显降低关节

炎小鼠滑膜中TNF．0【的表达水平，同时减轻IL．1、

IL石、IL—10的表达水平，进而减轻关节炎小鼠滑膜

的慢性炎症、血管翳形成和关节结构的破坏，从而达

到治疗效果，但其他细胞因子具体如何调节有待进

一步研究。
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