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摘要  目的 }探讨 � × ÷ 治疗类风湿性关节炎k� �l的免疫学机制 o为临床 � × ÷ 治疗 � � 提供理论依据 ∀方法 }在建立佐剂型

关节炎k��l动物模型基础上 o通过关节炎指数评价 o血清中细胞因子测定和关节切片的病理学检查 o观察 � × ÷ 对促炎症细

胞因子如 ��2tΒ!× �ƒ2Α和抗炎症细胞因子 ��2w !��2ts的调控作用 ∀结果 }� × ÷ 预防组和对照组关节炎指数和发病率的变化

均无显著差异k Π� s qsxl ∀ � × ÷ 肌肉注射治疗或外用治疗后 o关节炎指数发生较显著的变化与对照组相比有显著性差异k Π

� s qsxl ∀对照组与 � × ÷ 预防组 !� × ÷ 肌肉注射组 !� × ÷ 外用组血清中细胞因子水平相比 o对照组与各组 × �ƒ2Α和 ��2ts

的水平有明显差异 oΠ� s qsx o� × ÷ 肌肉注射组与 � × ÷ 外用组的 × �ƒ2Α水平相差很大 oΠ� s qsx ∀而 ��2tΒ!��2w的水平各组

之间没有明显差异 oΠ� s qsx ∀病理组织学变化中炎症程度 }对照组 � � × ÷ 预防组 � � × ÷ 肌肉注射组 � � × ÷ 外用组 ∀结

论 }本研究结果表明 o� × ÷ 治疗k肌肉注射和外用l可以降低 ��大鼠血清中 × �ƒ2Α浓度 o提高 ��2ts的浓度 o从而抑制或控制

� �的发生发展 ∀但 � × ÷ 治疗对 ��2tΒ和 ��2w没有明显作用 o这方面的机制尚需进一步研究 ∀

关键词  � × ÷ ~��2t ~��2w ~��2ts ~× �ƒ ~类风湿性关节炎

Τηειµ µ υνε ρεγυλατιον µεχηανισµ οφ τρεατµεντ ρηευµατοιδ αρτηριτισ ωιτη µετηοτρεξατε

�∏¼¬o≥«¤²¦«∏¤±¶̈± o≥«̈ ±­¬¤±ª̈ ± o�¤²­¬¤±©¤±ª( Μεδιχαλ Χολλεγε οφ Ζηεϕιανγ Οχεαν υνιϖερσιτψ, Ζηουσηαν vtyssw)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ  ΟΒϑΕΧΤΙς Ε : �± ·«¬¶¶·∏§¼ o º¨ º¬̄̄ ¬̈³̄²µ̈ ·«̈ ¬°°∏±̈ ° ¦̈«¤±¬¶° ²© ·µ̈¤·° ±̈·µ«̈ ∏°¤·²¬§ ¤µ·«µ¬·¬¶ º¬·«

° ·̈«²·µ̈¬¤·̈ ¤±§³µ²√¬§̈ ·«̈ ¬̈³̈µ¬° ±̈·¤̄ ¥¤¶¬¶©²µ¦̄¬±¬¦¤̄ ·«̈µ¤³¼ q ΜΕΤΗΟ∆ : • ¨ ¶̈·¤¥̄¬¶«̈ §¤± ¬̈³̈µ¬° ±̈·¤̄ ¤§­∏√¤±·¤µ·«µ¬·¬¶o

¤µ·«µ¬·¬¶¤¶¶̈¶¶° ±̈·o¶̈µ∏° ¦¼·²®¬±̈ ° ¤̈¶∏µ̈ ° ±̈·¤±§«¬¶·²̄²ª¬¦¤±¤̄¼¶̈¶ º µ̈̈ ³̈µ©²µ° §̈ o²¥¶̈µ√¨ � × ÷ µ̈ª∏̄¤·¬√¨ ©̈©̈ ¦·²± ³µ²¬±2

©̄¤°°¤·¬²± ¦¼·²®¬±̈ ¶∏¦«¤¶��2tΒo× �ƒ2Α¤±§¤±·¬2¬±©̄¤°°¤·¬²± ¦¼·²®¬±̈ ¶∏¦«¤¶��2w ¤±§��2ts q Ρ ΕΣΥΛΤΣ :¤µ·«µ¬·¬¶¤¶¶̈¶¶° ±̈·

¤±§·«̈ ¬±¦¬§̈ ±¦̈ ²©·«̈ ¤µ·«µ¬·¬¶¬± � ¤·¶·µ̈¤·̈§ º¬·« � × ÷ º¤¶¦²°³¤µ¤¥̄¨ º¬·«·«¤·¬±¦²±·µ²̄¶q� ¤·¶·µ̈¤·̈§ º¬·« � × ÷k°∏¶¦̄¨¬±2

­̈¦·¬²± ²µ ¬̈·̈µ¤̄ ∏¶̈ � × ÷l «¤§¤¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼ ²̄º µ̈¤µ·«µ¬·¬¶¤¶¶̈¶¶° ±̈·¦²°³¤µ̈§ º¬·«∏±·µ̈¤·̈§¦²±·µ²̄ q×«̈ µ̈¶∏̄·¶«²º §̈·«¤··«̈

¯̈ √¨̄ ²© × �ƒ2Α¤±§��2ts¬±¦²±·µ²̄ ªµ²∏³ º¤¶¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼ ²̄º µ̈·«¤±·«̈ ¶̈ ªµ²∏³¶²©·«¤·� × ÷ ³µ̈√ ±̈·¬²± !� × ÷ ·µ̈¤·° ±̈·k°∏¶¦̄¨

¬±­̈¦·¬²± ¤±§ ¬̈·̈µ¤̄ ∏¶̈l k Π� s qsxl q × «̈ ¯̈ √¨̄ ²© × �ƒ2Α¬± � × ÷ °∏¶¦̄¨¬±­̈¦·¬²± ªµ²∏³ «¤¶¤¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼ ²̄º µ̈¦²°³¤µ̈§ º¬·«

·«¤·¬± � × ÷ ¬̈·̈µ¤̄ ∏¶̈ ªµ²∏³k Π� s qsxl q ×«̈ µ̈ º¤¶±²¶¬ª±¬©¬¦¤±·§¬©©̈ µ̈±¦̈ ¥̈·º¨̈ ± � × ÷ ·µ̈¤·° ±̈·ªµ²∏³¤±§¦²±·µ²̄ ªµ²∏³¬±

·«̈ ¯̈ √¨̄ ²©��2tΒ¤±§��2w k Π� s qsxl q×«̈ ¶̈√ µ̈¬·¼ ²©¬±©̄¤°°¤·¬²±¬¶¦²±·µ²̄ � � × ÷ ³µ̈√ ±̈·¬²± � � × ÷ °∏¶¦̄¨¬±­̈¦·¬²± � � × ÷

¬̈·̈µ¤̄ ∏¶̈ ¬±·«̈ ¦«¤±ª̈ ²©«¬¶·²̄²ª¬¦©¬±§¬±ªqΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ :×«¬¶¶·∏§¼ ¶«²º §̈·«¤·� × ÷ ·µ̈¤·° ±̈·k°∏¶¦̄¨¬±­̈¦·¬²± ¤±§ ¬̈·̈µ¤̄

∏¶̈ l¦¤± µ̈§∏¦̈ ·«̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²© × �ƒ2Α¤±§¬±¦µ̈¤¶̈ ·«̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©��2ts¬± ¶̈µ∏° ²© �� µ¤·¶o¤±§¬±«¬¥¬·²µ¦²±·µ²̄ ²¦¦∏µ2

µ̈±¦̈ ¤±§³µ²ªµ̈¶¶²© � � q�∏·� × ÷ ·µ̈¤·° ±̈·«¤§±²¶¬ª±¬©¬¦¤±·¬±©̄∏̈ ±¦̈ ²±·«̈ ¯̈ √¨̄ ²©��2tΒ¤±§��2w o·«̈ ° ¦̈«¤±¬¶° ¶«²∏̄§¥̈

©∏µ·«̈µ¶·∏§¬̈§q

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ  ��2t o��2w o��2ts o× �ƒ oµ«̈ ∏°¤·²¬§¤µ·«µ¬·¬¶

  类风湿性关节炎k � «̈ ∏°¤·²¬§ �µ·«µ¬·¬¶o� �l是一种慢

性 !系统性疾病 o以对称性多关节炎 o最终导致进行性关节破

坏为特征≈t  ∀ � �的基本组织学变化是关节炎症 !滑膜增生 !

滑膜纤维侵入到邻近的软骨和骨中≈u  o这是由基质降解酶持

续释放而引起 ∀虽然 � �的病原学还不清楚 o但大量资料表

明 × 淋巴细胞 !巨噬细胞和增生的滑膜细胞很可能在这种疾

病的发病机制中起主要作用 o特别是这些细胞产生的细胞因

子在 � �的发生和发展中具有极其重要的作用≈v  ∀在 � �的

滑膜液中和滑膜上 o已发现巨噬细胞和成纤维细胞释放的白

细胞介素2tΒk��2tΒl !白细胞介素2yk��2yl和肿瘤坏死因子2Α

k× �ƒ2Αl可通过调节细胞迁移 o活化 × !�淋巴细胞 o造成软

骨破坏和滑膜增生≈w  o因而在 � � 发病机制中发挥重要作

用 ∀最近研究证明 o通过调节 � � 病人体内细胞因子水平可

达到治疗这些疾病的目的≈x  ∀佐剂型关节炎 k �§­∏√¤±·

�µ·«µ¬·¬¶o��l是研究 � �及评价防治 � � 药物的常用动物模

型 o其病理表现与 � � 基本相似 o故本研究以 �� 为模型 o观

察 � × ÷ 对参与炎症细胞因子 ��2tΒ!× �ƒ2Α和抗炎症细胞因

子 ��2w !��2ts的调控作用 o探讨 � × ÷ 治疗 � � 的免疫学机

制 o为临床 � × ÷ 治疗 � � 提供理论依据 ∀现将实验结果报

告如下 }

1  材料和方法

1 q1  材料

1 q1 q1  实验动物

雄性 ≥⁄大鼠 o体重为 tss ? tsªo由浙大医学院实验动
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物中心提供 o二级动物房饲养 ∀

1 q1 q2  主要试剂

ktl 弗氏完全佐剂k≤ƒ�l≈ts  }制备方法参见文献≈ts 

kul � × ÷ }上海华联制药有限公司产品kx°ªr支l ∀

kvl � × ÷ 外用药配制 }取单硬脂酸甘油酯 !硬脂酸 !白

凡士林 !羊毛脂与液体石蜡 o置容器中加热熔化 o并保持 {sβ

≤ ~另取三乙醇胺溶于蒸馏水中 o加热至 {s ε o缓缓加入上述

油相中按同一方向搅拌至呈白色膏状 o冷凝后 o取 us °̄ 加入

x°ª� × ÷ o搅拌混匀即成 ∀

kwl 细胞因子测定试剂盒 }× �ƒ !��2tΒ!��2w 为 ∞�⁄�2

�∞�公司产品 o��2ts为 � i ⁄ ≥≠≥× ∞� ≥公司产品 ∀

1 q2  方法

1 q2 q1  实验动物分组 !给药及血清的收集 作预防性用药和

治疗性用药效果观察 ∀

预防性用药  将大鼠随机分成 u组 }� × ÷ 预防组和空

白对照组 ∀在诱导 �� 模型的同一天 o� × ÷ 预防组大鼠肌

肉注射 s qzx°ªr®ª � × ÷ t次 o以后每周重复注射 t次 o持续

四周 ∀空白对照组大鼠注射等量生理盐水 ∀在致炎后第 u{

天记录各组大鼠 ��的发病率 o按文献≈z 进行关节炎指数评

估 o采集动物血液 o分离血清 o低温保存待检 ∀

治疗性用药  大鼠用 ≤ƒ� 诱导 �� o第 t{天将诱导成

功的大鼠随机分成 v组k每组 z只l o即 }� × ÷ 肌注治疗组 !

� × ÷ 外用治疗组和空白对照组 ∀ � × ÷ 肌注治疗组 }每周肌

肉注射一次 o剂量为 s qzx°ªr®ª持续四周 ∀ � × ÷ 外用治疗

组 }每周关节局部外用药膏一次 o持续四周 ∀第 w周按上法

进行关节炎指数评估 o采集血清 o保存待检 ∀

1 q2 q2  大鼠 �� 模型的诱导及关节炎评估 }按文献≈{ 加以

改良 ∀于 ≥⁄大鼠尾根部和足垫皮内分别注射 ≤ƒ�s qsx °̄ o

致炎后 tx天大鼠后足相继出现关节炎症状 ∀

1 q2 q3  细胞因子测定 }��2tΒo��2w o��2ts及 × �ƒ2Α的测定

均采用进口 ∞��≥�试剂盒进行 ∀

1 q2 q4  病理学检查 }将对照组 !预防组 !治疗组k包括肌肉注

射组和外用组l的关节 o用甲醛固定 o石腊包埋 o切片以苏木

素和曙红染色 o光镜下观察关节损坏程度 ∀

1 q2 q5  统计学处理 }实验数据经 ≥°≥≥ z qsƒ � � • ��软件处

理 o统计数据用 h¬ ? σ表示 o并用 ��� ∂ �和 6u检验分析 ∀

2  结果

2 q1  � × ÷ 对 ��的预防作用

2 q1 q1  � × ÷ 预防组和对照组关节炎指数和发病率的比较

在 ≤ƒ�注射后 tw天 o� × ÷ 预防组 z只 ≥⁄大鼠中有 y

只发病 o发病率为 {x h ∀关节炎指数为 u q{ ? s qzw ∀对照

组 o共 ts只大鼠 o其中 |只大鼠发病 o发病率为 |s h ∀关节

炎指数为 v qw ? s q|s ∀两组的发病率和关节炎指数均无显著

差异k Π� s qsxl ∀k见表2tl

2 q1 q2  � × ÷ 预防组和对照组血清细胞因子含量比较

用酶标法测定 � × ÷ 预防组和对照组血清中 × �ƒ2Α!��2

tΒ!��2ts !和 ��2w的含量 o结果见表 u ∀经统计学处理 o预防

组血清中 × �ƒ2Α和 ��2ts含量与对照组相比 Π� s qsx o具有

显著的统计学意义 ∀

表21  � × ÷ 预防组和对照组血清细胞因子含量比较k ν � zl

组  别
× �ƒ2Α ��2ts ��2tΒ ��2w

k³ªr °̄ l k³ªr °̄ l k³ªr °̄ l k³ªr °̄ l

对照组 uwy qt ? u| qv w qy ? y qs v{ qx ? z qw uz q{ ? t qu

预防组 u| qv ? uw qw ν v| qz ? y qz ν xs qx ? ts qv uy qw ? t qv

ν 与对照组相比 Π� s qsx ∀

2 q1 q3  � × ÷ 预防组和对照组病理变化的比较

两组病例均可见滑膜及皮下组织血管扩张 !充血 !水肿 o

滑膜表层的细胞增生 !肥大 o以对照组较明显 o间质可见大量

巨噬细胞 !淋巴细胞 !浆细胞及少量中性粒细胞浸润 o还可见

脓肿形成 o炎症程度 }对照组 �预防组 ∀

2 q2  � × ÷ 对大鼠 ��的治疗作用

2 q2 q1  � × ÷ 治疗组与对照组关节炎指数的比较

关节炎大鼠经 � × ÷ 肌肉注射治疗或外用治疗后 o关节

炎指数发生较显著的变化 o肌肉注射组关节炎指数为 t qs ?

s qyv o外用组关节炎指数为 t qw ? s qw| o与对照组相比有显著

性差异k Π� s qsxl ∀而肌注组与外用组在关节炎指数没有明

显差异k Π� s qsxlk见表2vl ∀

表22  � × ÷ 治疗对大鼠 ��关节炎指数的影响k ν � zl

组  别
剂量

k � × ÷ 含量 °ªr®ªl
发病大鼠关节炎指数

对照组 s qss v qw ? s q|s

� × ÷ 肌注组 s qzx t qs ? s qyv ν
� × ÷ 外用组 r t qw ? s qw| ν

ν 与对照组相比 Π� s qsx

2 q2 q2  � × ÷ 治疗组与对照组细胞因子水平的比较

用酶标法测定 � × ÷ 肌注治疗组 !外用治疗组和对照组

血清中 × �ƒ2Α!��2ts !��2tΒ!��2w的含量 o结果显示肌注治疗

组和外用治疗组血清中的 × �ƒ2Α含量明显低于对照组k Π�

s qsxl ~肌注治疗组和外用治疗组血清中的 ��2ts 含量明显

高于对照组k Π� s qsxl ∀三组中的 ��2tΒ和 ��2w含量无明显

变化k Π� s qsxl o见表2w ∀

表24  � × ÷ 治疗组与对照组细胞因子的比较k ν � zl

组  别
× �ƒ2Α ��2ts ��2tΒ ��2w

k³ªr °̄ l k³ªr °̄ l k³ªr °̄ l k³ªr °̄ l

对照组 uwy qt ? u| qv w qy ? y qs v{ qx ? z qw uz q{ ? t qu

� × ÷ 肌注组tv qw ? ut qs 3 vv qw ? tu qs 3 u{ qy ? x q| uw qz ? t qu

� × ÷ 外用组yu qx ? t| qv 3 v| qt ? v q{ 3 vz qy ? w q| ux qu ? t qu

m与对照组相比 Π� s qsx ∀

2 q2 q3  � × ÷ 治疗组与对照组病理变化的比较

对照组可见滑膜及皮下组织血管扩张 !充血 !水肿 o滑膜

表层的细胞有明显增生 !肥大 o间质可见大量巨噬细胞 !淋巴

细胞 !浆细胞及少量中性粒细胞浸润 o还可见脓肿形成 o而

� × ÷ 治疗组有轻微的滑膜及皮下组织血管扩张 !充血 !水

肿 o滑膜表层的细胞增生 !肥大 o间质可见少量巨噬细胞 !淋

巴细胞 !浆细胞及少量中性粒细胞浸润 o未见脓肿形成 o炎症

严重程度为对照组 �治疗组 ∀

3  讨 论

� × ÷ 是一种用于 � � 病人治疗的有效药物 o可选择性

地调节 × 细胞和巨噬细胞的细胞因子产生 ∀ �¤µµ·̈± ≤≈| 等
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研究表明 o� × ÷ 可以减少 � � 病人滑膜组织中细胞浸润 o主

要是巨噬细胞和 × 细胞 o� × ÷ 治疗 w个月后 � � 病人滑膜

组织中 × �ƒ2Α和 ��2tΒ含量下降 ∀本实验采用大鼠 �� 模

型 o分别通过 � × ÷ 预防 !肌肉注射治疗和外用治疗三种方

法 o来探讨 � × ÷ 的作用机制 ∀

在诱导 ��的同时 o用 � × ÷ 进行预防性保护 o结果显示

� × ÷ 与 ≤ƒ�同时注射 o不能明显降低关节炎的发病率和关

节炎指数 o提示 � × ÷ 对关节炎的发病无有效的抑制作用 o抑

或本实验组动物数较少 o未显示统计学差异 ∀而用 � × ÷ 治

疗k肌肉注射和外用l后 o关节炎指数下降明显 o说明 � × ÷ 治

疗对于改善关节局部肿胀等症状 o减轻关节炎病变具有一定

的作用 ∀

许多研究证实 o� � 患者外周血单核细胞和关节滑膜液

的巨噬细胞能分泌 ��2t和 × �ƒ2Αo使外周血和关节滑液中

��2t和 × �ƒ2Α增高≈ts  ∀��2t和 × �ƒ2Α是 � �发病机制中重

要的促炎症细胞因子 o构成 � � 滑膜病变的病理基础 o高表

达的 ��2t和 × �ƒ2Α可刺激滑膜细胞和软骨细胞产生基质金

属酶 !胶原酶等 o导致滑膜炎症 !软骨破坏 o同时可激活破骨

细胞 o产生骨溶解≈tt  ∀而与之拮抗的抗炎症细胞因子如 ��2

ts !��2w则在 � �病变局部中明显下降 ∀实验和临床观察证

实 o纠正 � �局部的促炎症细胞因子和抗炎症细胞因子的平

衡失调状态 o可以缓解或阻止滑膜炎症的发生和发展≈tu  ∀

据文献报导 o在鼠关节炎发作前腹腔内注射 � × ÷ 可完全防

止胶原诱导的关节炎k≤��l临床和病理上的特征 o因为 � × ÷

治疗后可导致血清和关节滑膜液中 × �ƒ2Α的含量下降≈tv  ∀

本实验用 � × ÷ 对大鼠进行治疗 o采用肌肉注射和外用两种

方式 o结果显示 � × ÷ 治疗组k包括肌肉注射组和外用组l血

清中 × �ƒ2Α平均值明显低于对照组血清中 × �ƒ2Α平均值k Π

� s qsxl o说明 � × ÷ 治疗可有效抑制 × �ƒ2Α合成 o这也是

� × ÷ 治疗 � � 的机制之一 ∀有些研究结果显示 o� × ÷ 治疗

可以降低关节炎模型中滑膜液中的 × �ƒ浓度 o而对 � × ÷ 治

疗病人外周血中 × �ƒ浓度没有明显影响≈tw  ∀而 � × ÷ 治疗

并不影响血清中 ��2t的水平 o对照组与 � × ÷ 治疗组血清中

��2t的含量没有明显差异k Π� s qsxl o这与其他文献报导相

似 o即用 � × ÷ 治疗病人时 o滑膜液中 ��2t浓度下降 o而 ��2t

的血清水平不受影响≈tx  ∀ � × ÷ 治疗后血清 ��2ts的水平 o

对照组与 � × ÷ 治疗组的含量有明显差异k Π� s qsx 或 Π�

s qstl ∀在 � �中 ��2ts的浓度是下降的 o经过 � × ÷ 治疗 o血

清中 ��2ts明显升高 o说明 � × ÷ 治疗类风关的机制可能与

提高 ��2ts水平有关 ∀而 � × ÷ 治疗对 ��2w 的含量没有影

响 ∀��2w和 ��2ts是两种抗炎症的 ×«u型细胞因子 o可下调

抗原提呈细胞k�°≤l功能 o抑制 ×«t增生 o抑制 ��2t !× �ƒ2Α

和其他一些炎症性细胞因子k如 ��2y !��2{l的功能和生成 o

抑制基质金属蛋白酶k � � °l的生成≈ty  ∀��2w 对于软骨降

解有直接的保护作用 o动物实验表明 }��2wr��2ts联合治疗

能使 ≤��病情显著好转 o用重组 ��2ts和 ��2w治疗 � � 临床

试验目前也在进行中 ∀本实验中经 � × ÷ 治疗后 ��2ts升高

明显 o而 ��2w并没有明显改变 o其原因有待进一步探索 ∀

� × ÷ 直接外用治疗 o能使关节局部药物浓度提高 o具有

治疗效果好 o而全身毒副作用少的优点 o值得进一步深入研

究推广 ∀
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