
的预防方法有多种，如物理方法（减少损伤、冲洗、预

防感染等、隔离肠管）、非甾体类抗炎药物、血栓素合

成酶抑制药、促进纤维蛋白溶解、基因疗法抑制成纤维

细胞生长繁殖等，但临床应用却难以达到实验显示的

效果［９］。

ＰＮＳ具有减少炎症因子分泌、增强吞噬活性、提高
纤维蛋白溶解等多方面的作用。本研究发现，应用

ＰＮＳ后局部炎症反应减轻，胶原纤维合成明显减少，术
后腹膜粘连显著改善。局部应用 ＰＮＳ可减少炎性渗
出，减少凝血因子Ⅰ和纤维蛋白析出，防止成纤维母细
胞大量增殖，减轻肠管水肿，使腹膜上皮迅速修复；同

时，ＰＮＳ通过增强纤溶活性使病理性胶原沉积和纤维
形成减少。病理组织学检查可以看出，ＰＮＳ能较好地
恢复间皮的连续性和完整性，有利于间皮细胞的覆盖，

达到生理性修复。综合评价，ＰＮＳ３．０ｍｇ的疗效与传
统纤维蛋白溶解药尿激酶８０Ｕ相当，ＰＮＳ６．０ｍｇ疗
效明显优于尿激酶。

ＰＮＳ作为三七的主要活性成分，水溶性好，用于术
后预防腹膜粘连的发生，使用方便，效果确切，具有良

好的临床应用前景，值得进一步深入研究。
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ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ９９ＴｃＭＤＰ．９９ＴｃＭＤＰｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆＣＩＡ．

ＫＥＹＷＯＲＤＳ　９９ＴｃＭＤＰ；Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ；Ｓｙｎｏｖｉｕｍｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｄｅｘ；ＴＮＦα

　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种以
关节炎为主要表现的自身免疫病，迄今仍然缺乏有效

控制ＲＡ的药物。９９锝［９９Ｔｃ］亚甲基二膦酸盐（９９Ｔｃ
ＭＤＰ，商品名：云克）是我国自主开发研制的一种新
药，研究显示，９９ＴｃＭＤＰ能多途径抑制自身免疫反应，
如降低基质金属蛋白酶的活性、抑制炎性细胞因子的

生成、抑制前列腺素的生成、抑制破骨细胞的活性及抑

制骨吸收等。笔者在成功建立胶原诱导性关节炎

（ｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）大鼠模型的基础上，观
察９９ＴｃＭＤＰ对 ＣＩＡ大鼠的疗效和对炎性细胞因子
ＴＮＦα的影响。
１　材料与方法　
１．１　试剂与药品　牛Ⅱ型胶原（每支１０ｍｇ），不完全
弗氏佐剂（每支 ５ｍＬ），均购于 Ｃｈｏｎｄｒｅｘ公司；９９Ｔｃ
ＭＤＰ注射液（每支９９Ｔｃ０．０５μｇ，ＭＤＰ５ｍｇ），由成都云
克药业有限责任公司提供；肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α
ＥＬＩＳＡ试剂盒购于深圳晶美生物有限公司。
１．２　ＣＩＡ大鼠模型的建立及评价　健康清洁级雄性
Ｗｉｓｔａｒ大鼠４０只，６～８周龄，体重（２００±２０）ｇ，购自
华中科技大学同济医学院实验动物中心。正常饮食饲

养１周后，按体重匹配随机选取１０只作为正常对照
组，其余３０只用于 ＣＩＡ造模。参照文献方法［１］，将牛

Ⅱ型胶原１０ｍｇ与等体积的不完全弗氏佐剂 ５ｍＬ充
分乳化，制成Ⅱ型胶原乳剂；无菌条件下在大鼠尾根及

［收稿日期］　２００８０２１０
［基金项目］　湖北省自然科学基金资助项目（基金编

号：２００７ＡＢＡ１１０）
［作者简介］　孔　芳（１９８２），女，河南济源人，硕士，研究

方向：自身免疫疾病。电话：０２７－８３６６３６１４，Ｅｍａｉｌ：ｋｏｎｇｆａｎｇ－
２００５＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。

［通讯作者］　胡绍先，女，副教授，硕士生导师，博士。电
话：０２７－８３６６３６１４，Ｅｍａｉｌ：ｓｘｉａｎｈｕ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。

背上多点皮内注射，初次免疫共注射乳剂０．２ｍＬ，２周
后予以加强免疫，同法再注射乳剂０．２ｍＬ。

初次免疫后第１天起，测量大鼠体重及关节肿胀
程度，后者以游标卡尺测量双后肢踝关节下缘左后径

和前后径，以左右径和前后径的乘积表示，每周１次。
于初次免疫后第２８天起同时记录全身关节病变程度，
进行关节炎指数（ａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）［２］评分，每４天１
次；评定依据为关节红肿程度、范围及畸形情况０分：
无红肿；１分：趾关节稍红肿，足爪或足垫单个区域炎
症；２分：关节轻度红肿，足爪或足垫或踝关节两个区
域以上的炎症；３分：关节中度红肿，轻度功能障碍；４
分：关节严重红肿，僵直甚至畸形，严重功能障碍。

１．３　实验动物分组及处理　初次免疫后２８ｄ，选取
ＡＩ评分＞６分的ＣＩＡ大鼠随机分为２组：①模型组（９
只），尾静脉注射与９９ＴｃＭＤＰ组同体积０．９％氯化钠溶
液，ｑｄ，持续３周；②９９ＴｃＭＤＰ组（９只），尾静脉注射
９９ＴｃＭＤＰ，相当于９９Ｔｃ０．０４μｇ·ｋｇ１·ｄ１，持续３周；
治疗２１ｄ后，处死包括正常组在内的所有大鼠。
１．４　滑膜病理组织学检查　取双侧后肢关节的滑膜
组织固定、脱水、透明、包蜡和切片，苏木精伊红（ＨＥ）
染色观察病理变化和病理组织学评分。依据滑膜衬里

层增生、衬里下层炎症程度及血管生成情况从轻到重

分为４级［３］。衬里层增生评分，０分：少于３层；１分：３
或４层；２分：５或６层；３分：＞６层。炎症程度评分，０
分：无炎症细胞浸润；１分：炎症细胞散在分布；２分：炎
症细胞弥漫分布；３分：炎症细胞形成淋巴滤泡或生发
中心。血管生成评分，０分：无新生血管生；１分：轻度
新生血管生成；２分：中度新生血管生成；３分：重度新
生血管生成。

１．５　ＥＬＩＳＡ方法测定血清 ＴＮＦα水平　取腹主动脉
血２ｍＬ，３０００ｒ·ｍｉｎ１离心３０ｍｉｎ，分离血清。严格

·０５１１· ＨｅｒａｌｄｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅＶｏｌ２７Ｎｏ１０Ｏｃｔｏｂｅｒ２００８



按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行操作检测血清 ＴＮＦα
水平，用ＰＢＳ作为阴性对照，每份标本均设有复孔，结
果取其均值。

１．６　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计
学处理。所有数据以 ｘ±ｓ表示，ＡＩ和病理组织学评
分比较用 Ｋｒｕｓｋａｌｗａｌｌｉｓ检验，其余各组之间比较用方
差分析和ＳＮＫｑ检验。
２　结果　
２．１　各组大鼠大体情况　初次免疫后约１０ｄ部分大
鼠出现后肢关节红肿，对称性并进行性加重，后肢关节

肿胀出现较早且严重。模型组 ＣＩＡ大鼠体重减轻，饮
食和活动减少，后期可见毛发干枯，无光泽，精神差。
９９ＴｃＭＤＰ干预后关节红肿症状与模型组相比明显减
轻，未出现关节功能丧失。

２．２　９９ＴｃＭＤＰ对ＣＩＡ大鼠体重的影响　与正常组比
较，ＣＩＡ大鼠食欲下降，明显消瘦，体重减轻（Ｐ＜
０．０１）。与模型组比较，９９ＴｃＭＤＰ组于给药第１４天后
明显缓解大鼠的体重减轻，随着用药时间的延长，９９Ｔｃ
ＭＤＰ组大鼠体重逐渐恢复并接近正常。见表１。

　　　　　　　　　　　　　　　　表１　３组大鼠给药前后的体重变化　 ｇ，ｘ±ｓ

组别 大鼠／只 给药前 给药第７天 给药第１４天 给药第２１天
９９ＴｃＭＤＰ组 ９ １６７．２０±４．７２１ １７６．１３±６．４０１ １８７．６７±５．１３１２ ２０３．６１±４．１３１３

模型组 ９ １６６．５０±５．１２１ １６９．８２±４．２１１ １７２．６５±４．２９１ １７６．０３±４．０２１

正常组 １０ １８８．０３±４．０１ ２００．６３±３．１５ ２１３．３５±４．０３ ２２６．８６±４．２７

　　与正常组比较，１Ｐ＜０．０１；与模型组比较，２Ｐ＜０．０５，３Ｐ＜０．０１

２．３　９９ＴｃＭＤＰ对 ＣＩＡ大鼠关节肿胀程度的影响　
ＣＩＡ大鼠各组关节肿胀程度均较正常组增加（Ｐ＜
０．０５）。与模型组比较，９９ＴｃＭＤＰ组于用药第 ７天关

节肿胀程度减轻（Ｐ＞０．０５），于用药第１４天始肿胀程
度明显减轻（Ｐ＜０．０５）。见表２。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　表２　３组大鼠踝关节肿胀程度比较　 ｃｍ２，ｘ±ｓ

组别 大鼠／只 给药前 给药第７天 给药第１４天 给药第２１天
９９ＴｃＭＤＰ组 ９ ０．８０±０．０１１ ０．７３±０．００１ ０．６９±０．０１１２ ０．６９±０．０２１２

模型组 ９ ０．８０±０．０２１ ０．８２±０．０２１ ０．８５±０．０３１ ０．９３±０．０３１

正常组 １０ ０．６３±０．０２ ０．６４±０．０２ ０．６５±０．０３ ０．６６±０．０３

　　与正常组比较，１Ｐ＜０．０５；与模型组比较，２Ｐ＜０．０５

２．４　９９ＴｃＭＤＰ对 ＣＩＡ大鼠 ＡＩ评分的影响　随着免
疫时间延长，ＣＩＡ大鼠的 ＡＩ评分逐渐增高，模型组在
初次免疫后的４０ｄ，ＡＩ评分达高峰，高于９９ＴｃＭＤＰ组
（Ｐ＜０．０１）；９９ＴｃＭＤＰ组ＡＩ评分第３２天达高峰，以后
逐渐下降，明显低于模型组（Ｐ＜０．０１）。见图１。

图１　两组ＣＩＡ大鼠关节炎指数与时间关系柱形图　

　　与模型组比较，１Ｐ＜０．０１

２．５　９９ＴｃＭＤＰ对 ＣＩＡ大鼠滑膜病理学评分的影响　
正常组滑膜细胞呈单层规则排列，未见明显的炎症细

胞浸润。模型组滑膜细胞增生明显，层次增多，排列紊

乱，可见滑膜细胞的脂肪变性，滑膜下层纤维组织增

生，炎性细胞浸润及血管翳形成，评分高于９９ＴｃＭＤＰ
组（Ｐ＜０．０５）。９９ＴｃＭＤＰ组以上滑膜炎病理变化不同

程度改善，滑膜组织增生明显减轻，炎性细胞浸润减少

但可见滑膜下层毛细血管和少量纤维组织增生。见表

３。
　　　　表３　两组大鼠滑膜组织病理学评分　 分，ｘ±ｓ

组别 大鼠／只 衬里层增生 炎性细胞渗出 血管形成
９９ＴｃＭＤＰ组 ９ １．８２±０．４１１１．０５±０．０５１１．８８±０．１５１

模型组 ９ ２．８４±０．３０ １．９７±０．１９ ２．７６±０．２６

　　与模型组比较，１Ｐ＜０．０１

２．６　血清 ＴＮＦα水平　ＣＩＡ大鼠模型组和９９ＴｃＭＤＰ
组血清ＴＮＦα水平分别为（６５．５３±４．３１）和（１９．１１±
１．７８）ｐｇ·ｍＬ１，正常组大鼠 （１．０９ ±０．７７）
ｐｇ·ｍＬ１，模型组和９９ＴｃＭＤＰ组比正常组明显增高（均
Ｐ＜０．０１）；９９ＴｃＭＤＰ组与模型组比较血清ＴＮＦα水平
显著减低（Ｐ＜０．０１）。
３　讨论　

ＣＩＡ动物模型是一种由Ⅱ型胶原混合弗氏佐剂诱
发的自身免疫性关节炎动物模型［４］，主要表现为多发

性关节炎，在发病机制、症状、病理改变及实验室指标

方面与人类ＲＡ相似，是研究ＲＡ较理想的实验性关节
炎动物模型［５］。
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９９ＴｃＭＤＰ是微量元素９９Ｔｃ与 ＭＤＰ的螯合物。其
中化学价态为＋４价的９９Ｔｃ通过电子得失，可以清除自
由基，保护人体内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力，防止自
由基对组织的破坏［６］。ＭＤＰ则通过螯合金属离子可
降低若干金属蛋白酶（包括胶原酶等）的活性，阻止胶

原酶对关节软骨组织的分解破坏作用；还可抑制前列

腺素的产生，抑制组胺释放等，具有较强的抗炎、镇痛

作用。同时，ＭＤＰ对骨生成区和具有炎症的骨关节部
位具有明显的靶向性，能够抑制破骨细胞的活性，抑制

骨吸收。９９Ｔｃ和 ＭＤＰ结合后，通过调节人体自身免疫
功能，抑制和修复骨组织的某些病理改变，在治疗ＲＡ、
强直性脊柱炎、格雷夫斯（Ｇｒａｖｅｓ）眼病等自身免疫性
疾病及骨转移瘤、骨质疏松等疾病方面都取得了不错

的临床效果［７～１０］。

ＴＮＦα是ＲＡ的重要致炎因子，在ＲＡ的疾病过程
中发挥重要而复杂的作用。研究发现，ＴＮＦα激活并
增强血管内皮细胞对黏附分子的表达，使血液中的白

细胞通过与黏附分子相互作用被集中到关节腔；还可

以刺激滑膜细胞和软骨细胞，使破骨细胞减少糖蛋白

合成，增加糖蛋白降解，并产生胶原酶和其他中性蛋

白酶，释放骨钙等，从而导致骨和软骨的破坏［１１］；ＴＮＦ
α增加滑膜及内皮细胞成纤维生长因子释放，刺激滑
膜细胞增生，促进血管翳的形成，并促进滑膜细胞、巨

噬细胞、纤维细胞和软骨细胞产生基质金属酶等而加

重病情。

本实验采用异源性牛Ⅱ型胶原混合不完全弗氏佐
剂诱导ＣＩＡ大鼠模型，致炎后约１０ｄ大鼠开始出现关
节炎的症状，表现为后肢关节红肿，对称性并进行性加

重，继而延及前肢，后肢关节肿胀出现得较早较严重。

疾病过程中，ＣＩＡ大鼠出现饮食和活动减少，平均体重
减轻，毛发干枯，失去光泽，精神差，部分大鼠出现眼炎

和耳部红斑。与正常组和９９ＴｃＭＤＰ组大鼠相比，模型
组大鼠体重明显减轻，关节肿胀程度较重，ＡＩ评分较
高，组织病理学评分亦较高，关节炎症状严重，血清中

ＴＮＦα水平显著升高。９９ＴｃＭＤＰ可改善 ＣＩＡ大鼠上述
表现，缓解体重下降，减轻关节肿胀程度，降低ＡＩ评分
和滑膜组织病理学评分，并能将 ＣＩＡ大鼠高表达的血
清ＴＮＦα水平降低。这可能也是９９ＴｃＭＤＰ治疗关节
炎的机制之一，从而减轻关节炎症，减少血管翳的形

成，阻止关节软骨、骨的吸收和破坏。在本实验的用药

过程中均未出现明显药物副作用，为其安全性提供了

一定依据。总之，９９ＴｃＭＤＰ具有良好的有效性及安全
性，为临床治疗ＲＡ提供了新的方向。
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