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摘要 目的  观察肿瘤坏死因子×ƒ受体封闭肽对大鼠佐剂性关节炎的影响 ∀方法  注射弗氏完全佐剂建立

大鼠佐剂性关节炎模型 在关节局部注射 ×ƒ受体封闭肽 观察对大鼠关节肿胀度 !关节组织病理改变及腹腔巨噬

细胞表达 2Β  和 ×ƒ2Α   ×2°≤ 的影响 ∀结果  建立了与人类类风湿性关节炎极其相似的大鼠佐剂

性关节炎模型 ×ƒ受体封闭肽治疗  后 大鼠踝关节肿胀完全受到抑制 关节组织内炎症细胞浸润减少 炎性病

理损伤明显减轻 大鼠腹腔巨噬细胞表达的 ×ƒ2Α  和 2Β  明显减低 ∀结论  ×ƒ受体封闭肽通过抑制

佐剂性关节炎 ×ƒ2Α和 2的产生 而发挥抗炎作用 明显减轻关节的病理性损伤 有效抑制关节炎的临床进程 ∀
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  类风湿性关节炎∏ 是一

种常见的自身免疫性疾病 主要表现为慢性滑膜炎 !

滑膜增生和纤维化 滑液中有单核细胞 !× 淋巴细

胞 !淋巴细胞及浆细胞浸润 并伴胶原酶增多 炎

症渗入到关节腔 导致软骨和骨的破坏 ∀在   病

情进展中 细胞因子起重要作用≈ ∗ 
其中 ×ƒ2Α在

 滑膜炎症的不同时期及关节基质退化发展过程

中的作用尤为重要≈  ∀此外 ×ƒ2Α还被认为是

 病程中调节其他促炎细胞因子表达的关键细胞

因子 ∀因为用抗 ×ƒ2Α抗体可同时抑制滑膜细胞产

生 2 2 2≤≥ƒ及它们所导致的病理作用 ∀

本室借助噬菌体展示技术 用重组 ×ƒ受体在

肽库中筛选出 ×ƒ受体封闭肽 该肽可竞争性抑制

×ƒ2Α与 ×ƒ 受体的结合 从而拮抗 ×ƒ2Α对巨噬

细胞的激活效应待发表 ∀本研究进一步观察 ×ƒ

受体封闭肽在体内对大鼠佐剂性关节炎发生 !发展

的影响 为临床有效治疗和控制类风湿性关节炎提

供实验依据 ∀
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材料和方法

实验动物  •大鼠 ⎯ 体重  ∗  由

华中科技大学同济医学院实验动物中心提供 ∀

主要试剂  ×ƒ受体封闭肽粉剂 由第三军医

大学合成 弗氏完全佐剂ƒ购自美国 ≥公

司 ∀

实验分组  对照组 注射生理盐水 1 Π只 

模型组 在大鼠右足垫部皮内注射弗氏完全佐剂

1 Π只 治疗 组 注射佐剂后 立即注射 ×ƒ受

体封闭肽 1 Π只 剂量分别为 1和  #


每个剂量 只 连续治疗  治疗 组 方法与

剂量同治疗组  连续治疗  ∀

检测踝关节肿胀度  用游标卡尺测量大鼠踝关

节肿胀度 ∀

病理学检查  按常规做组织切片 ∞染色 ∀

用 ΡΤ2ΠΧΡ 检测大鼠腹腔巨噬细胞 ΙΛ21Β
µ ΡΝΑ和 ΤΝΦ2Α µ ΡΝΑ的表达  取大鼠腹腔巨噬

细胞 用磷酸盐缓冲液°≥洗 次 重悬于 ⁄∞

培养液中 调细胞至 ∗  ≅ 
#

 ε 贴壁 

去掉非粘附细胞 ∀细胞总   提取参见

× 分离试剂产品说明书 所用巨噬细胞数

为  ≅ 
#

逆转录按照 公

司逆转录试剂盒说明书进行 ∀取逆转录产物  Λ

作模板 分别用 2特异性引物°2×≤≤×≤×

××× °2≤××××≤×××≤ !×ƒ2Α

特异性引物°2≤×≤××≤×≤×≤××≤×≤

 °2≤≤≤≤××≤≤××≤≤≤× !

Β2特异性引物°2≤≤×≤≤≤××≤ 

°2≤××≤×≤≤≤×≤≤≤≤≤进行 °≤ 扩增 2

的 °≤ 循环为  ε   ε   ε  

个循环  ε  ×ƒ2Α的 °≤ 循环如下 

 ε   ε   ε  个循环  ε

 ∀取 °≤ 产物  Λ于   琼脂糖凝胶中电

泳 长波紫外灯下观察结果 ∀

  统计学处理  各组数据用 ξ ? σ来表示 组间

分析用 τ检验 ∀

结果

1  大鼠佐剂性关节炎的建立

注射佐剂后 大鼠烦躁不安 右脚不敢着地行

走  后出现右后肢踝关节明显红肿 走路缓慢 

进食减少等临床表现 右后肢踝关节肿胀减轻 

但 红肿再度加重表  在接种  ∗  后 形

成多发性关节炎 表现为未注射佐剂一侧左后肢

的踝关节轻度红肿结果未显示 与人类   的发

病过程极为相似 ∀而注射 ×ƒ受体封闭肽后数天 

大鼠情绪稳定 行走基本自如 踝关节肿胀有所减轻

等 ∀

病理切片显示 大鼠佐剂性关节炎的踝关节滑

膜组织中有大量的炎性细胞 !浆细胞的浸润 血管翳

形成并伸向关节表面 关节腔腔隙缩小 关节软骨发

生破坏图  ∀

    1  1  ≤  ∏√  √  1  ƒ∏. 

∏√≤   √  ƒ∏. ∏√  ×ƒ 

 #  

ƒ∏  ∞×ƒ2Α ∏√

 ≅ 

2  ΤΝΦ受体封闭肽对大鼠佐剂性关节炎关节肿胀

的影响

表 显示大鼠踝关节注射佐剂后  明显肿

胀 但 则有所减轻 肿胀再度明显 此后肿

胀程度随时间延长而加重 用 ×ƒ 受体封闭肽

#
后 前  无明显疗效 但  后 治疗组

踝关节肿胀基本消退 与未注射佐剂对照组相似 ∀

所用两种药物剂量组之间的疗效无显著性差异 ∀

3  ΤΝΦ受体封闭肽对佐剂性关节炎病理变化的影

响
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经每日  #
×ƒ受体封闭肽持续治疗 

后 与未用药的佐剂性关节炎大鼠相比 其踝关节

滑膜细胞层增生程度减小 滑膜组织充血 !水肿好

转 关节腔内炎性细胞浸润明显减少以及关节软骨

破坏程度减轻等 ∀但与正常大鼠的踝关节切片相

比 治疗组尚未完全恢复正常 ∀
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1     1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1∃∃∃ 

≤ 1 1  ≤  1  ƒ∏. ∏√×  

ƒ∏. ∏√ ×ƒ 1 1 #

 ×     ×ƒ 1 1 #
 

 ξ ? σ333 Π 1 ϖσ∏ ∃∃∃ Π 1 ϖσ ∏

4  ΤΝΦ受体封闭肽对佐剂性关节炎大鼠腹腔巨噬

细胞 ΙΛ21Β µ ΡΝΑ的影响

取对照组 !模型组与治疗  的大鼠腹腔巨噬

细胞  ≅ 
#

用  ×2°≤ 分析 ×ƒ受体封闭肽

对其 2Β  的影响 ∀结果如图  正常大鼠腹

腔巨噬细胞没有 2Β  的转录 因为未检测到

 ×2°≤ 产物 注射佐剂后的模型组大鼠的腹腔  5

出现一条强的 2Β⁄ 特异性条带泳道  而

用 ×ƒ受体封闭肽治疗后的大鼠腹腔  5 的 2Β
⁄条带则明显减弱泳道  通过密度扫描进行

相对定量 证实 ×ƒ 受体封闭肽的抑制效率为

  ∀

 ⁄  °≤ ∏ 

 °≤ ∏ °≤ ∏∏√

ƒ∏  ∞ ×ƒ2Α

 2Β   √    5 ∏√



5  ΤΝΦ受体封闭肽对佐剂性关节炎大鼠腹腔巨噬

细胞 ΤΝΦ2Α µ ΡΝΑ的影响

用  ×2°≤ 进一步观察 ×ƒ受体封闭肽对佐剂

性关节炎大鼠腹腔巨噬细胞 ×ƒ2Α   的影响 

结果如图  正常大鼠腹腔  5 未检测到 ×ƒ2Α的

 ×2°≤ 产物泳道  佐剂性关节炎组大鼠的腹腔

 5 有明显 ×ƒ2Α特异性  ×2°≤ 产物条带出现泳

道  而经 ×ƒ受体封闭肽治疗大鼠的腹腔  5 的

×ƒ2Α条带则明显减弱泳道  ∀通过密度扫描进

行相对定量 证实 ×ƒ 受体封闭肽的抑制率为

  ∀

 ⁄  °≤ ∏∏√ 

°≤ ∏ °≤ ∏ 

ƒ∏  ∞ ×ƒ2Α

 ×ƒ2Α   √    5 ∏√
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讨论

本实验模型与人  的病理损伤十分类似 ∀给

大鼠右足垫部注射完全弗氏佐剂 1  后出

现右足红肿 红肿轻度消退 是急性炎症反应期

高峰已过 组织渗出的液体开始逐步回吸收 ∀

关节再次肿胀 并随时间的延长而逐步加重 这可能

由于完全弗氏佐剂中分支杆菌激发了特异性细胞免

疫应答 ×细胞释放各种细胞因子 造成迟发型超

敏反应的损伤 其中 ƒ2Χ×ƒ2Α和 2≤≥ƒ等 进

一步激活巨噬细胞 增强其吞噬 !杀伤功能 此外 还

可激活 ≤×等淋巴细胞 !中性粒细胞等 这些炎症

细胞和免疫细胞可释放多种蛋白水解酶 !超氧离子 !

和细胞因子等 加重关节的炎症 造成关节滑膜

及骨质的损害 ∀本实验结果显示 周后的关节组

织学切片能见到典型的炎症病理改变 如可见大量

炎性细胞浸入关节腔 滑膜细胞层增厚 由原来的 

∗ 层增加到  ∗ 层甚至更多 关节腔腔隙变小 

关节软骨破坏等 ∀此模型与文献≈报道基本一致 ∀

上述炎症改变与  类似 且也可波及全身 表现为

炎症累及到其他关节及腹腔巨噬细胞的激活 即佐

剂性关节炎大鼠腹腔巨噬细胞表达 2Β和 ×ƒ2Α

明显增加 ∀提示炎症反应已不象反应早期局限在注

射部位的关节 而是一种波及全身的病理性免疫应

答 ∀

由于 ×ƒ2Α在   发病过程中的重要作用 作

者用重组 ×ƒ 在肽库中筛选到 ×ƒ受体封闭肽 ∀

该肽虽然与 ×ƒ2Α氨基酸序列无同源性 但是在体

外实验证实可竞争性抑制 ×ƒ2Α的细胞毒效应 ∀本

实验进一步观察该封闭肽在体内的效应 结果证实

×ƒ受体封闭肽在  #对炎症急性期无明显

治疗作用 但对迟发型超敏反应造成的炎症损伤却

有明显疗效 经过  治疗即可完全抑制关节肿

胀 并且关节的炎症病理性损伤明显减轻 表现为踝

关节滑膜组织中浸润的炎症细胞明显减少 关节腔

的破坏面和骨质破坏程度减轻 滑膜增生细胞层减

少等 ∀这可能由于迟发型超敏反应是巨噬细胞依赖

性反应 ×ƒ2Α不但是重要的巨噬细胞活化因子 而

且也是重要的参与造成组织损伤的效应细胞因子 

因此 ×ƒ 封闭肽通过阻断 ×ƒ2Α的效应 可明显

减轻此时的炎症损伤 ∀

此外 ×ƒ受体封闭肽虽然是局部给药 但是治

疗  的大鼠腹腔  5 2Β和 ×ƒ2Α   的水

平却比未治疗组降低 ∀提示药物对局部炎症的缓

解 可使全身病理性变化也得到改善 ∀另外 在治疗

过程中未发现 ×ƒ受体封闭肽有明显的副作用 ∀

综上所述 类风湿性关节炎病理过程的发生和

发展主要与 ×ƒ2Α及其诱导的其他促炎细胞因子如

2等有关≈  ∀作者筛选到的 ×ƒ 封闭肽可通

过竞争性抑制 ×ƒ2Α与 ×ƒ 受体的结合而拮抗

×ƒ2Α的生物学效应 从而缓解大鼠佐剂性关节炎

的组织损伤 ∀本研究结果不但再次证实 ×ƒ在  

中的关键作用 而且还为临床治疗   及 ×ƒ相关

性炎症疾病开发新型的肽类药物奠定了基础 ∀
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