
书书书

·基础研究·

胶原诱导性关节炎大鼠血清 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＦＮγ及
ＩＬ１０水平变化
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［摘　要］目的：探讨胶原诱导性关节炎（ＣＩＡ）大鼠血清肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素６（ＩＬ６）、干扰
素γ（ＩＦＮγ）和ＩＬ１０水平。方法：取ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雌性大鼠１６只，随机均分为 ＣＩＡ组和对照组，ＣＩＡ组
大鼠以牛Ⅱ型胶原（ＢⅡＣ）行左足跖部注射，对照组同法注射生理盐水；造模后第７、１４、２１、２８、３５及４２天观察大
鼠足趾关节炎症 症状并评定关节炎指数，第４２天处死大鼠后取左后足踝关节进行苏木精 －伊红（ＨＥ）染色组
织学观察，同时取血采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测血清 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＦＮγ及 ＩＬ１０表达水平。结果：与
对照组相比，ＣＩＡ组大鼠踝关节以下肿胀非常明显并伴有畸形，关节炎指数升高但随时间延长呈先高后低趋势
（Ｐ＜００５），ＨＥ染色见关节处炎症病理病变明显；造模第４２天时，ＣＩＡ组大鼠血清 ＩＬ１０水平较对照组降低，
ＴＮＦα、ＩＬ６及ＩＦＮγ水平较对照组升高（Ｐ＜００５）。结论：ＣＩＡ大鼠血清ＴＮＦα、ＩＬ６及ＩＦＮγ水平的升高，ＩＬ
１０水平的降低可能与ＲＡ的发生发展密切相关。

［关键词］肿瘤坏死因子α；白细胞介素６；干扰素γ；白细胞介素１０；胶原诱导性关节炎；牛Ⅱ型胶原
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ＴｈｅｒａｔｓｉｎｔｈｅＣＩＡｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｂｏｖｉｎｅｔｙｐｅＩＩｃｏｌｌａｇｅｎ（ＢＩＩＣ）ｏｎｔｈｅｓｏｌｅｏｆｔｈｅｉｒｌｅｆｔ
ｐａｗ，ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｓａｌｉｎｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｏｂｓｅｒｖｉｎｇｒａｔｓ＇ｔｏｅｊｏｉｎｔａｒｔｈｒｉｔｉｓｏｎ７，１４，２１，２８，３５
ａｎｄ４２ｄａｙａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｔｈｅｎｅｖａｌｕａｔｉｎｇｔｈｅｉｎｄｅｘｏｆａｒｔｈｒｉｔｉｓ．Ｏｎｔｈｅ４２ｎｄｄａｙ，ｔｈｅｒａｔｓｗｅｒｅ
ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎｔｈｅｐｏｓｔｅｒｉｏｒａｎｋｌｅｊｏｉｎｔｏｆｔｈｅｉｒｌｅｆｔｆｏｏｔ．Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ６，ＩＬ１０ａｎｄ
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ｏｂｖｉｏｕｓａｎｄａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ｔｈｅａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ
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ＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＦＮγ，ｔｏｇｅｔｈｅｒｗｉｔｈｄｅｃｒｅａｓｅｄＩＬ１０ｌｅｖｅｌａｒｅｃｌｏｓｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ
ａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＲＡ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６；Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０；ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ｂｏｖｉｎｅｔｙｐｅＩＩｃｏｌｌａｇｅｎ

　　类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是
一种常见的自身免疫性疾病，主要累及患者多个关

节，引起关节炎症及关节畸形，从而影响患者生活

质量［１］。ＲＡ患者约占世界人口的０５％［２］，目前

国内外对ＲＡ进行了大量研究，但其发病机制仍不
完全清楚［３］。胶原诱导性关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）大鼠是一种理想的、常用的 ＲＡ动物
模型，具有与临床ＲＡ患者相似的关节炎症状和病
理改变［４］。肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ
α，ＴＮＦα）、白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、干
扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ，ＩＦＮγ）和 ＩＬ１０是常见
的炎症细胞因子［５６］，本研究通过检测 ＣＩＡ大鼠血
清ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＦＮγ和 ＩＬ１０探讨 ＲＡ的发病机
制，报道如下。

１　材料与方法

１１　动物和试剂
购自贵州医科大学动物实验中心清洁级雌性

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠１６只，体质量２５０～３２０
ｇ，恒温恒湿环境中适应性饲养 １周后进行实验。
牛Ⅱ型胶原（ＢｏｖｉｎｅＴｙｐｅⅡ Ｃｏｌｌａｇｅｎ，ＢⅡＣ，批号
Ｃ７８０６）和福氏完全佐剂（Ｆ５８８１）购自美国 ｓｉｇｍａ
公司，乙二胺四乙酸二钠（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄｄｉｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，ＥＤＴＡＮａ２，批号 Ｅ８０３０）购自北
京索莱宝公司，ＴＮＦα酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒９６Ｔ
（批号ＥＲＣ１０２ａ）购自欣博盛生物科技有限公司，
ＩＬ６ＥＬＩＳＡ检测试剂盒９６Ｔ（批号 ＪＥＲ－０４）购自
安徽巧伊生物科技有限公司，ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ检测试
剂盒９６Ｔ（批号 ＢＭＳ６２９）购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公
司，ＩＦＮγＥＬＩＳＡ检测试剂盒９６Ｔ（批号 ＥＫ３８０ＨＳ）
购自杭州联科生物公司。

１２　方法
１２１　分组及处理　１６只 ＳＤ大鼠随机分为 ＣＩＡ
组和对照组，每组８只。ＣＩＡ组大鼠予左足跖部皮
内注射乳化（冰上将ＢⅡＣ与ＣＦＡ按１∶１混匀达浓

度为 １ｇ／Ｌ，以乳剂滴于清水中不散开为完全乳
化）的 ＢⅡＣ乳剂２００μＬ（初次免疫），第１４天尾
根部皮内多点注射相同剂量乳化的胶原（加强免

疫）；对照组大鼠予以同剂量生理盐水同法注射。

１２２　关节炎指数评分　分别在初次免疫后第
７、１４、２１、２８、３５及４２天观察２组大鼠的关节炎症
状，并进行关节炎指数评分。关节炎指数评分是将

无关节红肿、趾关节出现轻微的红肿、足趾关节以

下部位出现肿胀、踝关节以下部位均出现肿胀和整

个足爪均出现肿胀，依次评为０、１、２、３及４分，四
肢得分累计为总分，总分０～１６分［５］。

１２３　苏木精 －伊红染色法（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）染色　初次免疫后第４２天处死２组
大鼠，取后左足踝关节去除皮肤和肌肉，１０％中性
甲醛溶液固定 ２４ｈ，１２５％ ＥＤＴＡＮａ２室温中脱
钙，每２天换１次脱钙液，３０ｄ关节基本软化后切
片、ＨＥ染色，干燥并封片，显微镜下观察脱钙后关
节滑膜组织病理变化。

１２４　血清ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＦＮγ及ＩＬ１０检测　初
次免疫后第４２天时麻醉状态下大鼠股动脉取血，
２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ分离血清，按ＥＬＩＳＡ试剂
盒说明书，双抗体夹心法检测各组大鼠血清 ＴＮＦ
α、ＩＬ６、ＩＦＮγ及 ＩＬ１０的含量。检测步骤为２倍
倍比稀释标准品、加标准品、加样本和二抗、加酶温

育３０ｍｉｎ，配洗液并洗板，避光显色１０ｍｉｎ，加终止
液。所有检测因子在加入终止液的５～３０ｍｉｎ内
均在４５０ｎｍ处检测 ＯＤ值，最后根据标准曲线计
算血清中细胞因子的含量。

１３　统计学分析
数据用ＳＰＳＳ１３０统计软件分析，计量资料用

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示；多组比较采用单因素方
差分析，组间比较采用 ｔ检验。Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果
２１　造模情况

对照组大鼠的关节在２次生理盐水处理后均
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无明显肿胀；ＣＩＡ组大鼠在初次免疫后注射足第１
天出现红肿，第７天注射足肿胀明显，第１４天加强
免疫后随着时间的延长关节炎症状加重、关节指数

升高，第２１天大鼠关节炎指数达到高峰、双足红肿
现象越加明显、随着时间的延长关节肿胀减退不明

显。见图１。

图１　两组大鼠足趾关节肉眼观
Ｆｉｇ．１　ｓｗｅｌｌｉｎｇｊｏｉｎｔｓｏｆｒａｔｓｆｒｏｍｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ

２２　关节炎指数评分
与对照组相比，ＣＩＡ组大鼠关节炎指数升高；

ＣＩＡ组大鼠随着时间的延长，关节炎指数升高，第
２１天达到高峰，第２８、３５及４２天关节炎指数下降
不明显，与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见表１。
２３　ＨＥ染色

实验第４２天足趾组织切片结果显示，对照组
大鼠踝关节滑膜组织可观察到由排列整齐的滑膜

细胞和滑膜下组织构成，未看到破坏的关节面、炎

症细胞浸润的关节腔和新生的毛细血管（箭头所

示）；ＣＩＡ组大鼠踝关节滑膜组织出现典型的关节
炎症状，即滑膜细胞明显增生，层数明显增多且排

列紊乱，关节炎性细胞广泛浸润，新生血管和血管

翳的明显形成，软骨表面有滑膜侵入，并破坏骨和

软骨组织（箭头所示）。见图２。

表１　大鼠关节炎指数评分（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　Ａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘｓｃｏｒｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ）

时间
关节炎指数评分／分

对照组 ＣＩＡ组
第７天　 ０ ３５０±０９３（１）

第１４天 ０ ６２５±１０４（１）

第２１天 ０ １１８８±１２５（１）

第２８天 ０ １０８８±０６４（１）

第３５天 ０ １０００±０７６（１）

第４２天 ０ ９２５±０７１（１）

注：（１）与对照组相比，Ｐ＜００５。

图２　两组大鼠踝关节滑膜组织学观察（４２ｄ，ＨＥ）
Ｆｉｇ．２　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆａｎｋｌｅｊｏｉｎｔｓｏｆｒａｔｓ

０２
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２４　血清ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＦＮγ及ＩＬ１０水平
与对照组相比，ＣＩＡ组大鼠血清 ＴＮＦα、ＩＬ６

及ＩＦＮγ水平增高，ＩＬ１０水平降低，差异均有统计
学意义（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　造模第４２天时２组大鼠血清ＴＮＦα、
ＩＬ６、ＩＦＮγ及ＩＬ１０水平（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＬｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＦＮγ
ａｎｄＩＬ１０ｉｎｒａｔｓｅｒｕｍ（ｘ±ｓ）

　指标
血清因子水平／（ｎｇ／Ｌ）

对照组（ｎ＝８） ＣＩＡ组（ｎ＝８）
ＴＮＦα ５６２４±１０２７ ８６４８±２４８０（１）

ＩＬ６ ５３６９±１００５ １３８７２±６２５７（１）

ＩＬ１０ １２３２８±４２５０ ７６４９±２９８１（１）

ＩＦＮγ ２９６３±９９８　 ５１８１±４６６（１）　

注：（１）与对照组相比，Ｐ＜００５。

３　讨论

因ＲＡ的发病机制仍不完全清楚，因此对其机
制的探讨成为了国内外研究热点［７－８］。临床资料

表明，ＲＡ患者绝大多数为女性［９］，故本研究选择

ＳＤ雌性大鼠做为实验动物。ＣＩＡ大鼠无论症状、
病理学变化、免疫学改变及发病机制等方面和人类

ＲＡ患者的表现有许多相似的特征［１０－１２］，因而在

实验中常用来作为研究 ＲＡ的动物模型［１３］。ＲＡ
是一种慢性全身性自身免疫性疾病，病变累及全身

各个脏器，但以关节受累最为严重［１４］。本研究在

ＣＩＡ组大鼠足跟注射胶原，并于第１４天尾根部注
射同样剂量的胶原后，第２１天可见关节明显肿胀
畸形，直到第４２天关节症状仍然明显；对照组大鼠
在２次生理盐水处理后均未见关节肿胀。因此可
以提示ＣＩＡ组大鼠关节的肿胀畸形是由胶原所诱
导的，且踝关节 ＨＥ出现明显的炎症症状，可见该
胶原已经诱导了关节炎的产生，因此本研究成功复

制了ＣＩＡ模型。
ＴＮＦα是由激活的单核巨噬细胞、淋巴细胞和

中性粒细胞产生的一种炎症因子，它可引起组织损

伤并调节免疫反应［１５］。在免疫反应中，ＴＮＦα可
激活参与细胞生长、增殖和炎症反应的核转录因子

ｋＢ，研究表明 ＴＮＦα在炎症患者机体的血清中含
量明显升高［１６］。ＩＬ６是由巨噬细胞、Ｔ细胞、Ｂ细
胞等细胞分泌的一种炎症因子，参与炎症反应、调

节免疫应答和自身免疫病［１７］。在本研究中，ＣＩＡ
组大鼠血清 ＴＮＦα和 ＩＬ６水平明显升高，可推测

ＣＩＡ大鼠关节的炎症变化可能与炎症细胞因子
ＴＮＦα和ＩＬ６改变有关。在辅助性Ｔ细胞（Ｈｅｌｐｅｒ
Ｔｃｅｌｌ，Ｔｈ）中，Ｔｈ１细胞分泌 ＩＦＮγ等细胞因子，主
要介导机体细胞免疫应答［１８－１９］；Ｔｈ２细胞分泌 ＩＬ
１０等细胞因子，主要介导机体炎症并引起体液免
疫应答，参与抗体生成［２０－２１］。Ｔｈ１细胞分泌的细
胞因子ＩＦＮγ可以促进自身分化成熟，同时还抑制
Ｔｈ０向 Ｔｈ２分化，Ｔｈ２细胞分泌的细胞因子 ＩＬ１０
可促进自身的分化成熟并增强 Ｔｈ２细胞而抑制
Ｔｈ１细胞的生成，同时与其他各种因素相互调
节［２２］。在正常机体中，Ｔｈ１和 Ｔｈ２的细胞因子处
于一种平衡状态，当机体存在炎症反应时，这种平

衡将会被打破［２３］。ＲＡ是一种常见的慢性自身免
疫性疾病，分泌 ＩＦＮγ的促炎性 Ｔｈｌ细胞和分泌
ＩＬ１０的抗炎性 Ｔｈ２细胞在体内失衡，在 ＲＡ的发
病机制中具有重要作用［２４］。研究发现，ＲＡ模型小
鼠中出现 Ｔｈｌ／Ｔｈ２的比值明显升高的现象［２５］，提

示该模型小鼠中Ｔｈ１细胞及其分泌的细胞因子明
显升高，从而引起炎症反应。同时有报道认为，Ｔｈｌ
细胞可促进ＲＡ病情的发展，而Ｔｈ２细胞起到抑制
炎症的作用［２６］。本研究结果显示，与 Ｔｈ１有关的
细胞因子ＩＦＮγ表达水平增高，但与Ｔｈ２有关的细
胞因子ＩＬ１０表达水平降低，大鼠体内 Ｔｈ１／Ｔｈ２细
胞因子比例失衡，Ｔｈ１分泌的细胞因子占优势，也
论证了ＣＩＡ的发生与Ｔｈ１／Ｔｈ２比例失衡有关。

综上所述，ＣＩＡ大鼠血清ＴＮＦα、ＩＬ６及ＩＦＮγ
水平的升高，ＩＬ１０水平的降低与 ＲＡ的发生发展
密切相关。
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