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地塞米松对胶原诱导性关节炎大鼠模型软骨退化的
改善作用
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[摘要] 目的 建立胶原诱导性关节炎（collagen-induced arthritis，CIA）大鼠模型，即一种类风湿关节炎大鼠模
型，并研究地塞米松对CIA大鼠软骨的保护作用。方法 30只Wistar大鼠随机均分为3组：正常组、模型组和地塞
米松组。通过向大鼠尾根部皮内注射0.1 mL牛Ⅱ型胶原与弗氏不完全佐剂等比例混匀而成的白色乳剂建立CIA模
型，一共注射2次，分别记为第0天和第7天；模型建立后，给药组腹腔注射地塞米松（1mg/kg），每周3次，连续
4周。给药结束后处死大鼠，每组10只大鼠的膝关节软骨分成3部分：一部分进行固定、脱钙、阿尔新蓝染色，观
察软骨层病理变化；另一部分采用实时定量 PCR 方法检测其股骨头软骨中基质金属蛋白酶 （matrix
metalloproteinase，MMP） -9、MMP-13、解聚蛋白样金属蛋白酶4 （a disintegrin-like and metallo-proteinase
with thrombospondin motifs-4，ADAMTS-4）和ADAMTS-5的mRNA表达；最后一部分采用免疫组织化学法检测
膝关节软骨层MMP-9、MMP-13和ADAMTS-5的表达水平。结果 与模型组相比，经地塞米松治疗后CIA大鼠膝关
节软骨面积、厚度和细胞数量下降程度明显被抑制（P＜0.05），软骨表面较光滑且侵袭程度明显改善，提示软骨破
坏得到抑制。地塞米松治疗后CIA大鼠软骨中MMP-9、MMP-13、ADAMTS-4和ADAMTS-5 mRNA水平降低（P＜
0.001），MMP-9、MMP-13和ADAMTS-5 蛋白表达水平也明显降低（P＜0.05）。结论 地塞米松可以抑制CIA大鼠
中多种基质金属蛋白酶的表达，对软骨破坏具有治疗作用。
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[ABSTRACT] Objective To establish a rat model of collagen-induced arthritis (CIA), a rat model of
rheumatoid arthritis, and to study the protective effect of dexamethasone (DEX) on cartilage in CIA rats.
Methods Thirty Wistar rats were randomly divided into three groups: normal, model, and DEX groups. The
CIA model was established by intradermal injection of a white emulsion mixed with 0.1 mL bovine type II
collagen and Freund's incomplete adjuvant in equal proportions into the distal part of the rat tail. The dates
of the two injections were recorded as days 0 and 7, respectively. After the establishment of the CIA model,
DEX (1 mg/kg) was intraperitoneally injected in the treatment group 3 times a week for 4 weeks. After the
administration, the rats were euthanized, and the knee cartilages of 10 rats in each group were divided into
three parts. The first part was fixed, decalcified, and stained with Alcian blue to observe the pathological
changes in the cartilage layer. The second part was used for detection of mRNA expression of matrix
metalloproteinase (MMP) -9 and MMP-13, and a disintegrin-like and metalloproteinase with thrombo-
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spondin motifs (ADAMTS) -4 and ADAMTS-5 by using real-time quantitative PCR analysis in the femoral
head cartilage. The third part was used for detection of the expression levels of MMP-9, MMP-13, and
ADAMTS-5 using immunohistochemistry in the cartilage layer of knee joint. Results Compared with the
model group, the decrease of cartilage area, cartilage thickness, and cartilage cell numbers were
significantly inhibited after DEX treatment (P<0.05). The cartilage surface was smooth and the invasion
degree significantly improved, which indicated that cartilage destruction was inhibited. After DEX
treatment, the mRNA levels of MMP-9, MMP-13, ADAMTS-4, and ADAMTS-5 in the cartilage of CIA rats
were decreased (P<0.001), and the protein expression levels of MMP-9, MMP-13, and ADAMTS-5 were also
significantly decreased (P<0.05). Conclusion DEX can inhibit the expression of various MMP in CIA rats
and has a therapeutic effect on cartilage destruction.
[Keywords] Rheumatoid arthritis; Collagen induced arthritis; Dexamethasone; Cartilage; Wistar rats

类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）的致病

因素尚不明确，可能与遗传、免疫、环境有关［1］。RA
的主要特征是滑膜炎和软骨破坏。软骨组织由基质、

纤维、软骨细胞构成，兼具硬度和弹性，在承重和防

止骨骼磨损中发挥着重要作用。由于软骨中不含血管

和神经，一旦受损，后期修复能力较差［2］。现阶段，

临床上用于软骨保护的药物有生物制剂、抗风湿药物、

软骨营养补充剂等［3-4］。这些营养补充剂含有如氨基

葡萄糖、硫酸软骨素等物质，可以对关节软骨起到营

养、润滑作用。中医的热敷、针灸等理疗方式也可以

促进血液循环，从而改善软骨修复。由于目前骨保护

药物和中医理疗对软骨的作用仍存在局限性，因此抑

制软骨损伤机制的研究及相关药物的开发对控制疾病

发展具有重要意义。

地塞米松（dexamethasone，DEX）是一类长效且

强效的糖皮质激素，具有抗炎和解热镇痛作用。临床

上常结合抗风湿药、生物制剂等用于治疗 RA。Yu
等［5］研究发现，局部注射DEX可以显著缓解关节肿

痛。Formica等［6］研究发现，将DEX与Ⅱ型胶原亲和

性复合物或壳聚糖结合，可提高DEX在软骨中的渗透

性，延长其保留时间，从而抑制炎症标志物表达，并

提高糖胺聚糖水平。临床上小剂量DEX注射关节腔用

于治疗RA是安全有效的。有研究发现，关节内注射糖

皮质激素可以减少药物引起的全身性不良反应［7］。虽

然中低剂量的激素常被作为RA的维持治疗药物，但大

剂量长期使用激素也会造成严重不良反应。因此，选

择给予适当剂量的DEX治疗可以起到保护软骨和延缓

疾病进展的作用。本课题组前期通过腹腔注射1 mg/kg
DEX制剂，研究DEX对胶原诱导性关节炎（collagen-
induced arthritis，CIA）疼痛和炎症的作用机制［8-9］。
在此基础上，本研究继续验证腹腔注射1 mg/kg DEX对

软骨的影响，并探讨其保护软骨的作用机制。

1 材料与方法

1.1 动物
SPF级雄性Wistar大鼠 30只，6周龄，体质量为

（160±20） g，购自上海西普尔-必凯实验动物有限公司

［SCXK（沪） 2018-0016］。饲养于上海交通大学医学

院附属第九人民医院实验动物中心 ［SYXK （沪）

2020-0025］，环境温度（22±2）℃，相对湿度 50%～
60%，光照为 12 h昼夜各半。实验经本院实验动物伦

理委员会审核批准（HKDL［2015］ 16）。
1.2 试剂

牛Ⅱ型胶原和弗氏不完全佐剂（美国Chondrex公
司）、DEX （加拿大 Stemcell公司）、TRIzol （美国

Ambion公司）、PCR引物（上海生工生物科技有限公

司）、SYBR Green qPCR预混液（日本 TaKaRa公司）、

基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinases，MMPs）和

解 聚 蛋 白 样 金 属 蛋 白 酶 （a disintegrin-like and
metalloproteinase with thrombospondin motifs，ADMATS）
的一抗（美国Cell Signaling Technology公司）、4%多聚

甲醛溶液、乙二胺四乙酸（EDTA）、阿尔新蓝染色液

（武汉谷歌生物科技有限公司）、戊巴比妥钠（美国

Sigma公司）。

1.3 仪器
荧光定量 PCR仪（美国 Thermo Scientific公司），

ProFlex PCR 热循环仪 （美国 Thermo Fisher 公司）；

Microfuge 20R离心机（德国 Beckman公司）、显微镜

（日本Olympus公司）。

1.4 实验分组及CIA造模方法
30只大鼠适应性喂养1周后，随机均分成正常组、

模型组和DEX组，每组 10只。4 ℃冰浴条件下，将牛
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Ⅱ型胶原与弗氏不完全佐剂1∶1充分混匀形成白色乳

剂。将实验当天即第一次免疫造模时间定义为第0天，

将 0.1 mL白色乳剂注射于模型组和给药组大鼠尾根部

皮内，正常组大鼠尾根部皮内仅注射 0.1 mL生理盐水

（即0.9% NaCl溶液）。在第一次免疫后的第7天，再次

制备相同乳剂，采用相同方法对模型组和DEX组进行

加强免疫，正常组大鼠尾根部皮内仅注射 0.1 mL生理

盐水，此时即完成造模［10-11］。
1.5 给药方式与剂量

给药组大鼠在加强造模免疫后第 1天（即第一次

免疫造模后第 8天）开始给予DEX腹腔注射，剂量为

1 mg/kg［12］。给药频次为隔日给药，连续4周。其余动

物给予等体积的生理盐水腹腔注射。

1.6 取材
给药完成后，采用戊巴比妥钠（45 mg/kg）对大鼠

进行腹腔注射麻醉，待彻底麻醉后经腹主动脉取血，

处死大鼠。然后沿股骨头分离大鼠后肢，用显微剪刀轻

轻将股骨头上半透明状的软骨剥离，保存于－80 ℃，

用于实时定量PCR检测。剥离大鼠后肢上多余的肌肉

组织并暴露出膝关节，将膝关节浸没在多聚甲醛溶液

中固定过夜，用于后期制备石蜡切片，以及分别进行

阿尔新蓝染色和免疫组织化学实验。

1.7 膝关节脱钙并制作石蜡切片
将大鼠膝关节浸没在EDTA脱钙液中，隔日更换

一次脱钙液。4 ℃摇床上脱钙 30 d以上。采用针刺法

检测脱钙程度，即注射器针头可无障碍穿透骨头才表

示脱钙成功。脱钙后的样本，经脱水、软石蜡 34 h、
硬石蜡0.5 h的浸蜡后，置于熔融态的石蜡包埋框中完

成石蜡包埋，冷却凝固后制作成4 μm厚的膝关节矢状

面石蜡切片。

1.8 阿尔新蓝染色
大鼠膝关节病理切片经过脱蜡后，进行阿尔新蓝

染色、漂洗、脱水、中性树胶封固。显微镜下观察膝

关节软骨破坏情况，运用 Image J 1.8.0软件计算各组大

鼠膝关节的软骨面积、厚度、软骨细胞数，并分析膝

关节损坏严重程度。

1.9 实时定量PCR检测软骨中蛋白酶转录水平
实验前取出保存于－80 ℃的软骨，置于研钵中，

倒入液氮并将其研碎。TRIzol法提取总RNA，在 PCR
仪上转成cDNA。实时定量PCR法检测各组软骨组织中

MMP-9、MMP-13、ADAMTS-4和ADAMTS-5的mRNA
表达水平。实时定量PCR程序如下：95 ℃变性、退火

至 60 ℃，经过 40个循环后，65 ℃延伸 5 s。引物序列

见表1。

1.10 免疫组织化学
将用于免疫组织化学检测的大鼠膝关节切片经脱

蜡水化后，首先进行抗原修复，过氧化氢阻断过氧化

物酶，血清封闭，然后进行一抗孵育、二抗孵育，

DAB显色。苏木精对比染色细胞核、冲洗、干燥、封

固后，显微镜下观察。

1.11 统计学分析
采用统计学分析软件SPSS 22.0进行结果分析，数

据采用平均数±标准误（-x ± s-x）表示。组间数据差异采

用单因素方差分析，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 DEX对大鼠膝关节软骨病理的影响
阿尔新蓝染色结果如图 1所示。与正常组相比，

CIA大鼠膝关节中软骨厚度和面积减少（P＜0.001），
软骨细胞数量（P＜0.001）和表面光滑度下降，软骨

侵蚀严重。

经过DEX治疗后，软骨面积、厚度和细胞数量下

降程度得到明显抑制，与模型组相比差异有统计学意

义（P＜0.05）；而且软骨表面较光滑，软骨侵蚀程度

表1 实时定量PCR引物序列
Table 1 Primer sequences for real-time quantitative PCR
基因Gene
MMP-9
MMP-13
ADAMTS-4
ADAMTS-5

上游引物序列Forward primer
5'-ATCCCTCTATGGACCTCCCAC-3'
5'-ACCCAGCCCTATCCCTTGAT-3'
5'-CATCCTACGCCGGAAGAGTC-3'
5'-GCCCACCTAACGGCAAATCT-3'

下游引物序列Reverse primer
5'-AACAAGACTTCTCCCCGCAG-3'
5'-TCTCGGGATGGATGCTCGTA-3'
5'-AAGCGAAGCGCTTGTTTCTG-3'
5'-AGGACACCTGCGTATTTGGG-3'

注：MMP-9 和MMP-13即基质金属蛋白酶9和基质金属蛋白酶13；ADAMTS-4和ADAMTS-5即解聚蛋白样金属蛋白酶4和解聚蛋白样金属蛋
白酶5。
Note：MMP-9 and MMP-13, matrix metalloproteinases-9 and -13; ADAMTS-4 and ADAMTS-5, a disintegrin-like and metalloproteinase with
thrombospondin motifs-4 and -5.
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也得到明显改善。结果说明DEX治疗可以一定程度上

抑制CIA大鼠膝关节软骨破坏。

2.2 DEX对软骨中基质蛋白酶mRNA表达的影响
实时定量PCR结果（图2）显示，CIA大鼠软骨中

MMP-9、MMP-13、ADAMTS-4、ADAMTS-5mRNA的表

达水平明显较正常组升高，差异有统计学意义（P＜

0.01）；而DEX治疗后，这些基质蛋白酶的表达量均较

模型组出现不同程度的下降，差异有统计学意义（P＜

0.001）。结果表明DEX治疗可以减少CIA软骨组织中

这些基质蛋白酶的mRNA表达。

注：A为三组大鼠膝关节的阿尔新蓝染色图，比例尺为100 μm，放大倍数为100倍。B图由左往右依次为各组软骨厚度、软骨面积、软骨细胞
个数的统计学分析图。DEX即地塞米松治疗组。每组3只大鼠，数据表示为平均值±标准误。与正常组相比，***P＜0.001；与模型组相比，#P＜
0.05，###P＜0.001。
Note：A, Alcian blue staining of knee joints of the three groups of rats; the scale bar is 100 μm and magnification is ×100. B, (left to right)
Charts of cartilage thickness, cartilage area, and number of cartilage cells in each group. DEX，dexamethasone treatment group. Data
are expressed as mean±SEM with 10 rats per group. Compared with the normal group, ***P<0.001; Compared with the model group, #P<0.05,
###P<0.001.
图1 地塞米松对胶原诱导性关节炎大鼠膝关节软骨退化的抑制作用
Figure 1 Inhibitory effect of dexamethasone on degeneration of knee articular cartilage in collagen-induced arthritis rats

注：MMP-9和MMP-13即基质金属蛋白酶9和基质金属蛋白酶13；ADAMTS-4和ADAMTS-5即解聚蛋白样金属蛋白酶4和解聚蛋白样金属蛋
白酶5。DEX即地塞米松治疗组。每组4只大鼠，数据表示为平均值±标准误。与正常组相比，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1；与模型
组相比，###P＜0.001，####P＜0.000 1。
Note：MMP-9 and MMP-13, matrix metalloproteinases-9 and -13; ADAMTS-4 and ADAMTS-5, a disintegrin-like and metalloproteinase
with thrombospondin motifs-4 and -5. DEX，dexamethasone treatment group. Data are expressed as mean±SEM with 10 rats per group.
Compared with the normal group, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1; Compared with the model group, ###P<0.001, ####P<0.000 1.
图2 实时定量PCR检测地塞米松对胶原诱导性关节炎大鼠膝关节软骨组织中基质蛋白酶mRNA转录的抑制作用
Figure 2 Inhibitory effect of dexamethasone onmatrix metalloproteinases transcription in the knee cartilage tissue of

collagen-induced arthritis rats detected by real-time quantitative PCR
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2.3 DEX对软骨中相关酶ADAMTS-5、MMP-9、
MMP-13蛋白表达的影响

前期研究显示，相较于正常组大鼠，CIA大鼠软

骨中 MMP-9、MMP-13和 ADAMTS-5的含量明显升

高［13］。因此，本研究侧重检测这3种蛋白在模型组和

DEX组的表达变化。免疫组织化学检测结果（图 3）
显示，模型组大鼠膝关节软骨中MMP-9、MMP-13、
ADAMTS-5表达较明显；给药后 DEX组中 MMP-9、
MMP-13和ADAMTS-5水平较CIA模型大鼠明显降低，

差异有统计学意义（P＜0.05）。

3 讨论

软骨和骨破坏的现象常见于类风湿关节炎，但软

骨破坏的进程是不可逆的，所以防止软骨损伤对于RA
患者关节功能的保护具有重要意义。关节软骨属于纤

维软骨，质地较坚韧，具有吸收运动产生的震动、减

少摩擦和维持关节稳定性的作用。它由软骨细胞、细

胞间质组成。而细胞间质则是由骨胶原纤维、蛋白多

糖和水组成。细胞间质的降解造成了软骨损伤。现有

研究证明，MMPs和ADAMTS在RA患者血液和滑膜中

大量存在，有助于软骨的分解代谢，在软骨损伤修复

中具有重要作用［14］。
MMPs是蛋白水解酶的主要成员，其活性位点需要

锌离子才能发挥作用。MMPs对于维持组织结构的稳定

性至关重要。它在pH中性环境下具有活性，可以催化

细胞外基质（extracellular matrix，ECM）大分子（如

间质和基底膜胶原蛋白）、蛋白聚糖（如聚集蛋白聚糖

和纤维调节蛋白）以及辅助ECM蛋白（如纤连蛋白）

降解。大多数MMPs都是以无活性的酶原形式存在，

但其在病理状态下会被激活，与之对应的金属蛋白酶

组 织 抑 制 剂 （tissue inhibitor of matrix metallo-
proteinases，TIMP）可调节其活性［15］。MMPs水平在

注：A图是免疫组织化学的结果（DAB染色，比例尺为50 μm，放大倍数为400倍），红色箭头所指分别为染色的基质金属蛋白酶9（MMP-9）、
基质金属蛋白酶13（MMP-13）和解聚蛋白样金属蛋白酶5（ADAMTS-5）阳性软骨细胞。B图是MMP-9、MMP-13和ADAMTS-5在模型组和
地塞米松（DEX）组中表达情况的半定量分析；每组3只大鼠，数据表示为平均值±标准误。与模型组相比，#P＜0.05，###P＜0.001。
Note：A shows immunohistochemical results (DAB staining; the scale bar is 50 μm and magnification is ×400). Red arrows indicate matrix
metalloproteinases-9 (MMP-9), matrix metalloproteinases-9 (MMP-13), and a disintegrin-like and metalloproteinase with thrombospondin
motifs--5 (ADAMTS-5) positive chondrocytes, respectively. B shows semi-quantitative results of MMP-9, MMP-13, and ADAMTS-5. Data are
expressed as mean±SEM with 10 rats per group. Compared with the model group, #P<0.05, ###P<0.001.
图3 免疫组织化学法检测地塞米松对胶原诱导性关节炎大鼠膝关节软骨中MMP-9、MMP-13和ADAMTS-5蛋白表达的抑制作用
Figure 3 Inhibitory effect of dexamethasone onMMP-9, MMP-13 and ADAMTS-5 expression in the knee cartilage of

collagen-induced arthritis rats detected by immunohistochemistry
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RA患者的软骨中显著升高，且内源性TIMP的减少可

促进软骨基质合成代谢紊乱，破坏ECM蛋白，并直接

促进软骨细胞凋亡和血管再生。多项研究发现，MMP-
9和MMP-13可以导致软骨基质损伤［16］。MMP-9在
RA中表达量增加，并能降解关节的非胶原基质成分。

而MMP-13除胶原蛋白外，还降解蛋白聚糖分子和聚

集蛋白聚糖，在基质破坏中具有双重作用［17］。Zhang
等［18］研究发现，MMPs的下调有利于小鼠半月板损伤

的改善，并提升关节软骨的修复能力。

ADAMTS也可以水解软骨基质中的蛋白多糖，破

坏软骨细胞，并阻止软骨内骨形成，而抑制其活性对

于缓解软骨退行性病变和促进软骨修复是有利的［16］。
ADAMTS-4和ADAMTS-5已被证明在骨关节炎中起重

要作用。它们可通过降解聚集蛋白聚糖和软骨寡聚基

质蛋白来减少软骨细胞和细胞外基质，从而诱发关节

炎［19］。目前，ADAMTS已被广泛作为缓解骨性关节炎

药物研发的靶标，ADAMTS抑制剂和其单克隆抗体也

正在积极开发中［20］。
关节中MMPs和ADAMTS的正常表达有助于维持

骨稳态。然而，在RA中，促炎细胞因子的刺激会导致

MMPs和ADAMTS的表达显著增加。CIA与RA类似，

同样存在滑膜侵害和软骨损伤［21］。DEX作为糖皮质激

素，抗炎、抗风湿作用强大。本课题组之前的研究已

发现，DEX对CIA大鼠滑膜炎症和疼痛有明显的抑制

作用，且治疗效果明显［8，22］。DEX可以通过减少滑膜

中TNF-α、IL-1β、IL-6和 IL-17等炎症因子和血清中

促炎因子 IL-17a，并增加抗炎因子TGF-β1，进而减轻

滑膜炎症。DEX通过抑制大鼠背根神经节（dorsal root
ganglion，DRG）中疼痛相关因子 NPY、NGF、BDNF
和TRPV1以及炎症因子TNF-α、IL-1β、IL-6和 IL-17
的表达，抑制大鼠足部关节疼痛。DEX通过抑制CIA
大鼠脾脏T淋巴细胞中促炎因子的形成，同时调节大

鼠外周血中 Th1/Th2和 Th17/Treg比值，对CIA大鼠具

有整体免疫调节作用。上述实验结果提示，DEX治疗

CIA的机制是减轻滑膜炎症、抑制疼痛相关致痛因子

和炎症因子表达，并调节了整体免疫失衡［8-9］。
本实验主要研究DEX对CIA大鼠软骨退化的抑制

作用并探讨其机制。阿尔新蓝染色实验中发现，CIA
大鼠会产生软骨损伤，模型组大鼠的软骨厚度、面积、

表面光滑度以及软骨细胞数都较正常组大鼠出现明显

降低，而经过DEX注射治疗后软骨损伤明显减轻。有

研究证明，MMPs和ADAMTS在软骨损伤修复中具有

重要作用［14］。本研究中，腹腔注射 DEX（1 mg/kg）

治疗后CIA大鼠软骨中MMP-9、MMP-13、ADAMTS-
4和ADAMTS-5的mRNA表达水平均降低，软骨厚度、

面积和细胞数均较模型组大鼠增加。免疫组织化学实

验也进一步发现，给药组大鼠软骨中MMP-9、MMP-
13和 ADAMTS-5表达量均较模型组明显减少，这与

mRNA表达检测结果相一致。因此，推测DEX可能是

通 过 抑 制 CIA 大 鼠 软 骨 中 MMP-9、 MMP-13、
ADAMTS-4和ADAMTS-5表达，阻遏软骨细胞和软骨

面积减少，进而减轻软骨的损伤。

综上所述，DEX（1 mg/kg，每周 3次，连续 4周）
腹腔注射治疗可以通过抑制CIA大鼠软骨中MMP-9、
MMP-13、ADAMTS-4和 ADAMTS-5的表达起到直接

抑制关节软骨损伤的作用。本实验尚存在不足之处，

例如DEX是经典的糖皮质激素，临床上常与药物联合

使用来治疗各类免疫紊乱的疾病，而多次的腹腔注射

在临床上容易降低患者依从性。因此，本课题组正在

研究DEX的温敏凝胶缓释制剂经膝关节局部注射的用

药效果，探索该新型缓释制剂在膝关节内释放给药的

疗效，而本实验结果可以提供对照和用药剂量的参考

依据。
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