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补骨脂素对类风湿性关节炎小鼠模型的免疫调节作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨补骨脂素对 ＩＩ 型胶原诱导的小鼠类风湿性关节炎的作用并初步探讨其作用的分子机

制。 方法　 选用 ＤＢＡ ／ １Ｊ 小鼠，利用牛 ＩＩ 型胶原诱导构建类风湿性关节炎小鼠模型。 将造模成功的小鼠随机分为

补骨脂素（ＰＳＯ）、甲氨蝶呤（ＭＴＸ）和模型对照（ｖｅｈｉｃｌｅ）三组，灌胃给药，观察关节改变情况并评分。 称重并计算脾

指数；流式细胞术测定脾淋巴细胞中 Ｔｈ１、Ｔｈ２ 细胞数；ＥＬＩＳＡ 检测血清相关炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的表达

量变化。 结果　 与 ｖｅｈｉｃｌｅ 组相比，ＰＳＯ 组足踝肿胀、活动受限程度明显减轻； ＰＳＯ 组脾指数显著低于模型对照组，
Ｔｈ１ 淋巴细胞所占比例亦较 Ｖｅｈｉｃｌｅ 组显著下降，Ｔｈ２ 淋巴细胞比例差异无显著性；ＥＬＩＳＡ 结果显示 ＰＳＯ 组血清

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 显著低于 Ｖｅｈｉｃｌｅ 组。 各项结果 ＰＳＯ 组与 ＭＴＸ 组无统计学差别。 结论　 补骨脂素通过调节

Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 细胞平衡及抑制 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 起到免疫调节作用，从而缓解 ＲＡ 进程。
【关键词】 　 补骨脂素；类风湿性关节炎小鼠模型；炎症因子；Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２；免疫调节
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　 　 类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一

种引发机体多个关节发生炎症、以关节疼痛、关节囊

肿胀等病变为主要表现的全身性自身免疫性疾病。
ＲＡ 的发生发展与大量致炎细胞因子和炎症介质释
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放有关，最后引起关节部位的软骨组织和骨质不可

逆破坏，是我国造成劳动力丧失和致残的主要病因

之一。 临床目前尚无有效缓解 ＲＡ 的药物，主要应

用非甾体抗炎药、糖皮质激素、甲氨蝶呤等控制病情

对症治疗。 这些药物可改善 ＲＡ 的症状，但长期使

用有较强的毒副作用，如抑制机体免疫功能等。 因

此寻找安全有效治疗 ＲＡ 的药物具有重要意义。 补

骨脂素（ｐｓｏｒａｌｅｎ，ＰＳＯ）来源于豆科植物补骨脂的果

实，属于呋喃香豆素类化合物，是补骨脂最重要的活

性成分之一［１］。 补骨脂被广泛应用于各类补肾健

骨的方剂中，而且现代药理研究结果表明补骨脂具

有治疗骨质疏松、抗肿瘤等药理作用，提示其可能在

骨质代谢中发挥作用［２ － ４］。 本研究利用胶原诱导与

人 ＲＡ 发生机制相似的小鼠类风湿性关节炎模型，
给予 ４０ｍｇ ／ ｋｇ 补骨脂素干预，与甲氨蝶呤组及模型

对照组比较，探讨补骨脂素对类风湿性关节炎小鼠

关节软骨的保护作用及相关炎症因子分泌的影响，
为 ＲＡ 的治疗提供新的药物奠定实验基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＤＢＡ ／ １Ｊ 小鼠，ＳＰＦ 级，雄性，６ ～ ８ 周龄，体重 ２０
～ ２２ ｇ，３５ 只，购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司【ＳＣＸＫ（沪）２０１２ － ０００２】，实验在山西医科大学

实验动物中心 ＳＰＦ 级动物实验室【ＳＹＸＫ（晋）２０１５
－ ０００１】进行。 适应 １ 周后开始实验。 饲养环境：温
度（２５ ± ２）℃和湿度（５５ ± ２）％ ，自由饮水，每日光

照 ／黑暗各 １２ ｈ。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

牛 ＩＩ 型胶原 （ ＣＩＩ） 醋酸溶液、完全弗氏佐剂

（ＣＦＡ）、不完全弗氏佐剂（ ＩＦＡ）：Ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司；补
骨脂素：成都曼斯特生物有限公司；注射用甲氨蝶

呤：江苏恒瑞医药股份有限公司； ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β）：北京四正柏生物科技有限

公司； Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＣＤ４ （ ＦＩＴＣ ）、 Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩＦＮ⁃γ
（ＰｅｒＣＰ）、Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩＬ⁃４（ＡＰＣ）：ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司。

微孔板分光光度计（ＢｉｏＴｅｋ 公司，Ｅｐｏｃｈ 型），
流式细胞仪（美国 ＢＤ 公司，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 型）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠胶原性关节炎（ＣＩＡ）的诱导

模型复制方法根据文献描述方法稍作修改［５］。
在超净工作台内，将 ＣＩＩ 醋酸溶液与 ＣＦＡ 等体积混

和并充分乳化（在冰上操作），将乳化好的液体滴在

水中后， 呈圆形且不扩散， 即为乳化完全。 于

ＤＢＡ１ ／ Ｊ 小鼠尾根处后 １ ～ ２ ｃｍ 处皮下注射 １００ μＬ
ＣＩＩ 与 ＣＦＡ 的混合乳液（含 ＣＩＩ０􀆰 １μｇ） 进行初次免

疫，当天记为 １ ｄ，到 ２１ ｄ 用同样的方法进行第 ２ 次

免疫。 将 ＣＩＩ 醋酸溶液与 ＩＦＡ 等体积混和充分乳

化，乳化和注射方法同初次免疫。 此后，隔日观察关

节症状，记录关节计分。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＩＡ 小鼠关节炎评分标准［５］

无红斑或肿胀，记 ０ 分；１ ＝ 踝关节有轻微的红

斑或一个趾的肿胀，记 １ 分；２ ＝ 踝关节出现红斑和

超过一个趾的肿胀，记 ２ 分；３ ＝ 红斑和踝部或腕部

肿胀，记 ３ 分；４ ＝ 全部红斑及脚趾和踝部或手指和

腕部等多关节的肿胀，踝或腕不能弯曲，记 ４ 分；每
个小鼠四肢评分之和为关节计分。
１􀆰 ２􀆰 ３　 分组及给药

将造模成功的 ３５ 只 ＣＩＡ 小鼠随机分为以下 ３
组：ＣＩＡ 模型组（１２ 只）、甲氨蝶呤阳性对照组（１１
只）、补骨脂素组（１２ 只）。 甲氨蝶呤阳性对照组和

补骨脂素组在二免当天开始给药，连续灌胃给药 ２１
ｄ。 隔日观察关节情况评分记录。
１􀆰 ２􀆰 ４　 炎症因子测定

酶联免疫吸附法测定各组小鼠血清中的 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 含量。 将小鼠眼眶采血后，静置 ３０
ｍｉｎ，于 ４℃，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，小心吸取出上

层血清，由酶联免疫吸附法测得，操作步骤严格按照

试剂盒所附说明书进行。
１􀆰 ２􀆰 ５　 流式分析

常规提取脾淋巴细胞，计数后，严格按照试剂盒

所附说明书进行细胞染色，上机测试。
１􀆰 ３　 统计方法

ＳＰＳＳ１３􀆰 ０ 统计学分析软件处理，组间比较采用

单因素方差分析，实验结果用（􀭰ｘ ± ｓ）表示。

２　 结果

２􀆰 １　 关节外观变化及评分

初次免疫后前 ３ 周，小鼠未出现足趾及足踝红

肿。 进行二免，并随机分为补骨脂素（ＰＳＯ）、甲氨蝶

呤（ＭＴＸ）、模型对照（ ｖｅｈｉｃｌｅ）三组，给予相应的灌

胃处理，观察记录关节外观并计分。 二免后第 １ 周

各组小鼠均出现足踝及足趾肿胀、活动受限等关节

炎症状，但各组间差异无显著性；在第 ８ 天后，随时

间延长，ＰＳＯ 组关节肿胀较前减弱，关节僵直及活动

８０２
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受限程度均显著优于模型对照组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），与
ＭＴＸ 组相比差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），评分结果见

表 ２。 如图 １ 所示，给药 ７ ｄ 后，补骨脂素组与甲氨

蝶呤组的关节计分无显著增加，并进而呈现略微下

降趋势，表明补骨脂素能够减慢关节炎发病进程，缓
解症状。
２􀆰 ２　 脾及 Ｔｈ１ 淋巴细胞变化

实验终止时解剖取出脾，模型对照组小鼠脾体

积明显大于 ＰＳＯ 组和 ＭＴＸ 组。 脾实体图片如图 ３。
称重计算各组小鼠脾指数，模型对照组（５４􀆰 ２３ ±
５􀆰 １２）、ＰＳＯ 组 （３４􀆰 ８６ ± ３􀆰 ３２）、ＭＴＸ 组 （３５􀆰 ０３ ±
３􀆰 ６３）。 ＰＳＯ 组脾指数显著低于模型对照组（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），与 ＭＴＸ 组差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（图 ４）。

分离脾淋巴细胞，利用流式细胞仪分析各组

ＣＤ４ ＋ 、ＩＦＮ⁃γ ＋ 标记的 Ｔｈ１ 占 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞比例，如
图 ５ 所示：ＰＳＯ 组（１４􀆰 ５８ ± ０􀆰 ４２）％ 显著低于模

型对照组（２８􀆰 １７ ± １􀆰 ５６）％ ，与 ＭＴＸ 组差异无显

著性（１５􀆰 ０２ ± ０􀆰 ５９）％ 。 而 ＣＤ４ ＋ 、ＩＬ⁃４ ＋ 标记的

Ｔｈ２ 细胞占 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞比例在各组间差异无显

著性。
２􀆰 ３ 　 炎症因子水平的变化

实验终止时取各组小鼠血清，利用 ＥＬＩＳＡ 检

测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β。 结果显示模型对照组

小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 水平均显著高

于 ＰＳＯ 组和 ＭＴＸ 组，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ，
结果见表 ２。

表 １ 　 二免后关节计分结果（ 􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． １ 　 Ｊｏｉｎｔ ｓｃｏｒｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

第 １ 周
Ｆｉｒｓｔ ｗｅｅｋ

第 ２ 周
Ｓｅｃｏｎｄ ｗｅｅｋ

第 ３ 周
Ｔｈｉｒｄ ｗｅｅｋ

模型对照组
Ｖｅｈｉｃｌｅ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ７１ ± ０􀆰 ５６ ３􀆰 ２６ ± ０􀆰 ６５ ５􀆰 ５８ ± ０􀆰 ６２

甲氨蝶呤组
ＭＴＸ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ０４ ± ０􀆰 ３９ １􀆰 ９５ ± ０􀆰 ４６ ２􀆰 ３８ ± ０􀆰 ５４

补骨脂素组
ＰＳＯ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ５６ ± ０􀆰 ４６ ２􀆰 ６３ ± ０􀆰 ６２ ２􀆰 ８３ ± ０􀆰 ６７∗∗

注：与模型对照组相比∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 表 ２ 同。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｅｈｉｃｌｅ ｇｒｏｕｐ，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ
Ｔａｂ． ２ ．

表 ２ 　 血清中细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 比较

（ 􀭰ｘ ± ｓ，ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｔａｂ． ２ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＴＮＦ⁃α，

ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｔｈｅ ３ ｇｒｏｕｐｓ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６
模型对照组
Ｖｅｈｉｃｌｅ ｇｒｏｕｐ ２８􀆰 ５６ ± ５􀆰 ８６ ４０􀆰 ６２ ± ６􀆰 ５４ ４６􀆰 ９４ ± ７􀆰 ３２

甲氨蝶呤组
ＭＴＸ ｇｒｏｕｐ １６􀆰 ５８ ± ２􀆰 ４８ ２３􀆰 ８４ ± ３􀆰 ３６ ３４􀆰 ４３ ± ３􀆰 ８４

补骨脂素组
ＰＳＯ ｇｒｏｕｐ １５􀆰 ６２ ±２􀆰 ２６∗∗ ２４􀆰 ３８ ±３􀆰 ８２∗∗ ３３􀆰 ７６ ±３􀆰 ５２∗∗

图 １　 关节外形变化图

Ｆｉｇ． １　 Ｇｒｏｓｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔ ｓｈａｐｅ

图 ２　 关节计分图

Ｆｉｇ． ２　 Ｊｏｉｎｔ ｓｃｏｒｅｓ

图 ３　 脾实体图片

Ｆｉｇ． ３　 Ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎｓ

９０２
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注：与模型对照组相比∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 脾指数图

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｅｈｉｃｌｅ ｇｒｏｕｐ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

在模型构建过程中，我们用注射器抽吸法制备

乳化液，为避免注射器反复抽吸产生热量，采取冰袋

包绕注射器的方法，在 ５０ ｍＬ 三角瓶中进行抽吸，比
文献用匀浆器乳化操作简单，且大大减少了试剂损

耗，经济实惠。 在初次免疫 ２１ ｄ 时进行二免，此时，
初免造成的尾根溃烂已脱痂，避免了因为尾根溃烂

而造成二免失败。
我们利用牛 ＩＩ 型胶原成功诱导构建了 ＤＢＡ ／ １Ｊ

小鼠的 ＣＩＡ 模型。 研究显示在 ＣＩＩ 免疫之后，

注：Ａ：流式分析代表图；Ｂ：统计分析图（与模型对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

图 ５　 脾淋巴细胞中 Ｔｈ１ 细胞比例流式分析结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｃｈａｒｔ； Ｂ： Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｅｈｉｃｌｅ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ５　 Ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

补骨脂素组的小鼠关节计分明显降低，实验证实了

补骨脂素对 ＣＩＡ 病变关节有保护作用。 ＣＩＡ 模型与

人类 ＲＡ 患者在免疫学和病理变化方面具有较高的

相似性，是广泛使用的研究 ＲＡ 模型。
　 　 ＲＡ 属于自身性免疫疾病，目前研究者普遍认

为 ＲＡ 是抗原递呈细胞和 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞作用的结果。
根据分泌细胞因子的不同可将 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞分为

Ｔｈ１、Ｔｈ２ 等细胞亚群。 其中 Ｔｈ１ 细胞介导的免疫反

应启动了 ＲＡ 的发生，而 Ｔｈ２ 细胞主要释放抑制炎

症作用的细胞因子，因此 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 细胞的平衡与

ＲＡ 的进展密切相关［６，７］。
我们的实验结果显示补骨脂素干预后病变处炎

性细胞浸润程度显著降低，并可有效减少脾淋巴细

胞中 ＣＤ４ ＋ 细胞向 Ｔｈ１ 细胞分化，调节 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 比

例平衡。 ＲＡ 促进炎性因子 ＴＮＦ⁃α 的释放，ＴＮＦ⁃α
有进一步促进 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 等炎性因子的释放。 我

们检测了在 ＲＡ 发病中具有关键作用的三种细胞因

子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β，补骨脂素处理后均呈显著

下降。 提示补骨脂素可能通过抑制 Ｔｈ１ 细胞分化，
减少 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的分泌，显示出一定的抗

炎作用和免疫调节作用，从而缓解 ＣＩＡ 病情，使发

病程度降低． 为临床上 ＲＡ 的治疗提供新的药物奠

定实验基础。 补骨脂素发挥作用的详细分子机制及

毒副作用等有待于进一步研究。
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