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鼠源 Ｔ细胞受体单克隆抗体对Ⅱ型胶原诱导 ＤＢＡ／１小鼠
关节炎的治疗作用

韩春光１，黄火高２，王　琼１，高志清１，彭明丽１，承京霞１，刘永学１

（１．军事医学科学院放射与辐射医学研究所药理学与毒理学研究室，北京 １００８５０；２．中国人民解放军
海军总医院干部保健科，北京 １０００３７）

　　摘要：目的　观察鼠源Ｔ细胞受体（ｍＴＣＲ）单抗对类风湿性关节炎的治疗作用。方法　将 ＤＢＡ／１小
鼠随机分为正常对照、模型对照、地塞米松０．５ｍｇ·ｋｇ－１和ｍＴＣＲ单抗２５ｍｇ·ｋｇ－１治疗组，每组６只。除
正常对照组外，其余各组小鼠分别在第１天和第２２天皮内注射牛Ⅱ型胶原与完全弗氏佐剂的乳化剂，制备
Ⅱ型胶原诱导的关节炎（ＣＩＡ）小鼠模型。地塞米松治疗组于第２９～４１天皮下注射地塞米松磷酸钠注射液，
隔日一次；ｍＴＣＲ单抗组分别在第０天和第２１天皮下注射ｍＴＣＲ单抗各１次；正常和模型对照组皮下注射
等体积生理盐水。动态观察小鼠体质量、足掌厚度和关节炎指数的变化，并计算 ＣＩＡ的发生率。给药后第
６０天实验结束，处死小鼠，ＨＥ染色观察踝关节组织病理变化，多功能流式液相芯片分析仪测定小鼠血清 γ
干扰素（ＩＦＮγ），肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白细胞介素４（ＩＬ４）的含量。结果　在第４２天，模型组小鼠
ＣＩＡ发生率为６／６，地塞米松和ｍＴＣＲ单抗治疗组分别为２／６和１／６；第４９天，模型组和地塞米松治疗组
ＣＩＡ的发生率仍分别为６／６和２／６，ｍＴＣＲ单抗治疗组升高为５／６。在整个发病过程中，地塞米松和ｍＴＣＲ
单抗治疗组小鼠的足掌厚度和关节炎指数较模型组降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），其中第３８天时，正常对照组、
模型组、地塞米松和ｍＴＣＲ单抗治疗组小鼠足掌厚度分别为２．３４±０．０６，２．９６±０．４９，２．６１±０．４４和（２．２９±
０．１３）ｍｍ；关节炎指数分别为０．０±０．０，４．０±２．６，０．７±１．０和０．３±０．８。实验结束时，地塞米松和ｍＴＣＲ单
抗治疗组血清ＩＬ４含量分别为９４±１２和（１０５±３８）ｎｇ·Ｌ－１，与模型组（６７±８）ｎｇ·Ｌ－１比较明显升高（Ｐ＜
０．０５）；ＴＮＦα含量分别为４．８±０．７和（３．８±０．８）ｎｇ·Ｌ－１，与模型组（６．７±１．５）ｎｇ·Ｌ－１比较明显降低（Ｐ＜
０．０５）；各组ＩＦＮγ含量无明显变化。组织病理观察结果显示，与模型组相比，地塞米松和ｍＴＣＲ单抗治疗组小
鼠踝关节炎症细胞浸润明显减轻，骨破坏减弱。结论　ｍＴＣＲ单抗对类风湿性关节炎可能具有治疗作用。
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　　类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是
一种慢性进行性的自身免疫性疾病，以关节滑膜炎

和对称性、破坏性的关节病变为主要特征。近年来，

免疫分子在 ＲＡ发病中的作用越来越受到人们重
视。抗原提呈细胞通过 Ｔ细胞受体（Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｓ，ＴＣＲ）与Ｔ细胞识别，后者在 Ｂ７共刺激因子
的作用下被活化，活化的 Ｔ细胞再激活巨噬细胞，
由巨噬细胞产生多种炎性细胞因子，这些炎性细胞

因子进一步作用于巨噬细胞、成纤维细胞、Ｔ细胞
和成骨细胞，通过细胞基质金属蛋白酶和ＮＦκＢ
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受体激活物的配基等导致软骨和骨破坏［１］。由此提

示，ＴＣＲ抗体对ＲＡ可能具有一定的治疗作用。本研
究制备ＤＢＡ／１小鼠Ⅱ型胶原诱导性关节炎（ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）小鼠模型，观察鼠源 ＴＣＲ
（ｍｏｕｓｅＴＣＲ，ｍＴＣＲ）单抗对ＲＡ的治疗作用。

１　材料与方法

１．１　动物、药物、试剂和仪器
ＤＢＡ／１小鼠，体质量２０～２４ｇ，１８周龄，雄性，

购自上海药物研究所，ＳＰＦ级饲养，动物合格证号：
中科动管会第００１号。地塞米松磷酸钠注射液，天
津金耀氨基酸有限公司；ｍＴＣＲ单抗，美国 Ｇｅｎｅ
Ｔｅｘ公司。牛Ⅱ型胶原和完全弗氏佐剂，美国
Ｃｈｏｎｄｒｅｘ公司。Ｌｕｍｉｎｅｘ２００型多功能流式液相
芯片分析仪，美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
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１．２　动物分组、模型制备和给药
将ＤＢＡ／１小鼠随机分为正常对照、模型、地塞

米松０．５ｍｇ·ｋｇ－１和ｍＴＣＲ单抗２５ｍｇ·ｋｇ－１治疗
组，每组６只。ＣＩＡ小鼠模型的制备按照文献［２］
进行。除正常对照组外，将牛Ⅱ型胶原和完全弗氏
佐剂充分混合，制成胶原乳剂，含Ⅱ型胶原２ｇ·Ｌ－１，
每只小鼠尾根部皮内１次注射１００μｌ，将注射当日
记为第１天，于第２１天加强诱导１次。地塞米松治
疗组于第２９～４１天皮下注射地塞米松磷酸钠注射
液，隔日一次；ｍＴＣＲ单抗治疗组分别于第０和第
２１天皮下注射给药１次；正常对照和模型对照组皮
下注射等体积生理盐水。

１．３　体质量和足掌厚度测量、关节炎评分及 ＣＩＡ
发生率计算

以电子天平动态称量小鼠体质量，每周２次。
以游标卡尺测量小鼠足掌厚度。关节炎炎症指数评

分标准：０分，关节正常；１分，关节轻微红肿；２分，
关节红肿严重，累及整个关节；３分，足爪或关节功
能障碍，关节僵硬。每只小鼠的关节炎症的总评分

为四肢评分的总和，每只小鼠的最高分值为１２分，
关节总评分大于１的小鼠为建模成功小鼠［３］。

１．４　踝关节组织病理变化观察
连续观察到给药后第６０天实验结束，处死小

鼠，取踝关节进行组织切片，ＨＥ染色，镜下观察组
织病理改变，包括关节组织炎症细胞浸润和骨骼

破坏。

１．５　血清细胞因子测定
连续观察到给药后第６０天实验结束，取血清，

通过Ｌｕｍｉｎｅｘ２００液晶芯片分析平台，测定小鼠血
清γ干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）和白细胞介素４
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，ＩＬ４）的含量。
１．６　统计学分析

计量资料结果用ｘ±ｓ表示，组间差异用 ＳＰＳＳ
软件进行单因素方差分析。Ｐ＜０．０５认为差异具有
统计学意义。

２　结果

２．１　ｍＴＣＲ单抗对ＣＩＡ模型小鼠体质量和足肿胀
度的影响

实验过程中，各组小鼠体质量无明显变化。

ＣＩＡ发生发展过程中，小鼠的受累关节首先表现为
肿胀，足掌厚度明显增加（Ｐ＜０．０１）。与模型组比
较，第３１～５９天，地塞米松和ｍＴＣＲ单抗治疗组足
掌厚度明显降低（Ｐ＜０．０１）（图１）。

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｏｕｓｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｏｆＴｃｅｌｌｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｓ（ｍＴＣＲｍＡｂ）ｏｎｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｆｏｏｔｐａｌｍｏｆｃｏｌｌａ
ｇｅｎｔｙｐｅⅡｉｎｄｕｃｅｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ（ＣＩＡ）ｍｏｄｅｌｍｉｃｅ．Ｏｎｔｈｅ１ｓｔ
ａｎｄ２２ｎｄｄａｙ，ｂｏｖｉｎｅｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎａｎｄｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄａｄｊｕｖａｎｔ
ｅｍｕｌｓｉｏｎｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌｌｙｉｎｏｒｄｅｒｔｏｐｒｅｐａｒｅｔｈｅＣＩＡ
ｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ．Ｆｒｏｍｔｈｅ２９ｔｈｔｏ４１ｓｔｄａｙ，ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｓｏｄｉｕｍ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ０．５ｍｇ·ｋｇ－１ｗａｓｓｃｇｉｖｅｎｔｏｔｈｅｍｉｃｅｏｆｄｅｘａｍ
ｅｔｈａｓｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｅｖｅｒｙｏｔｈｅｒｄａｙ．ＴｈｅｍｉｃｅｏｆｍＴＣＲｍＡｂ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｃｉｎｊｅｃｔｅｄｍＴＣＲｍＡｂ２５ｍｇ·ｋｇ－１ｏｎｔｈｅ０（ｂｅｆｏｒｅ
ｍｏｄｅｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）ａｎｄ２１ｓｔｄａｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
ｆｏｒ６０ｄ，ｔｈｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｆｏｏｔｐａｌｍｗａｓｍｅａｒｓｕｒｅｄ．ｘ±ｓ，ｎ＝６．
Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

２．２　ｍＴＣＲ单抗对ＣＩＡ模型小鼠关节炎指数的影响
如图２所示，自第２８天发病开始，ＣＩＡ模型组

小鼠关节炎指数逐渐增加（Ｐ＜０．０１）。与模型组比
较，地塞米松和ｍＴＣＲ单抗治疗组小鼠的炎症指数
明显减小（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍＴＣＲｍＡｂｏｎｊｏｉｎｔｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｉｎ
ｄｅｘｉｎＣＩＡｍｏｄｅｌｍｉｃｅ．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｍｏｕｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

２．３　ｍＴＣＲ单抗对ＣＩＡ模型小鼠ＣＩＡ发生率的影响
从第２９天开始，模型组小鼠逐渐出现关节红

肿和关节活动受限等典型的 ＣＩＡ病变。第４２天，
模型组ＣＩＡ发生率已达６／６，地塞米松和 ｍＴＣＲ单
抗治疗组分别为２／６和１／６；第４９天，模型组和地
塞米松治疗组ＣＩＡ发生率维持不变，ｍＴＣＲ单抗治
疗组升高为５／６（表１）。
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Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍＴＣＲｍＡｂｏｎｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆＣＩＡｉｎＤＢＡ／１ｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ
ＲａｔｅｏｆＣＩＡ

１　 ２９　 ３１　 ３５　 ３８　 ４２　 ４５　 ４９　 ５２　 ５６　 ５９（ｄ）
Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ０／６ ０／６ ０／６ ０／６ ０／６ ０／６ ０／６ ０／６ ０／６ ０／６ ０／６
Ｍｏｄｅｌ ０／６ ４／６ ５／６ ５／６ ５／６ ６／６ ６／６ ６／６ ６／６ ６／６ ６／６
Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ０／６ ０／６ ０／６ ０／６ ２／６ ２／６ ２／６ ２／６ ２／６ ２／６ ２／６
ｍＴＣＲｍＡｂ ０／６ １／６ １／６ １／６ １／６ １／６ ２／６ ５／６ ５／６ ５／６ ５／６
ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｍｏｕｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

２．４　ｍＴＣＲ单抗对ＣＩＡ模型小鼠踝关节组织病理
变化的影响

与正常组（图３Ａ）相比，模型组小鼠踝关节表
现为大量炎症细胞浸润，骨侵蚀明显（图３Ｂ）；与模
型组比较，地塞米松和ｍＴＣＲ单抗治疗组小鼠仅有
少量炎症细胞浸润，而且骨侵蚀不明显（图３Ｃ，Ｄ）。

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍＴＣＲｍＡｂｏｎｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆ
ａｎｋｌｅｊｏｉｎｔｓｉｎＣＩＡｍｏｄｅｌｍｉｃｅ（２００×）．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅ
ｍｏｕｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ｍｏｄｅｌ；Ｃ：ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；
Ｄ：ｍＴＣＲｍＡｂ．：ｂｏｎｙｅｒｏｓｉｏｎ；：ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｅ．

２．５　ｍＴＣＲ单抗对 ＣＩＡ模型小鼠血清 ＩＦＮγ，
ＩＬ４和ＴＮＦα含量的影响

表２结果显示，与正常组相比，模型组小鼠血清
ＩＬ４含量明显降低（Ｐ＜０．０５），ＴＮＦα含量明显
增加（Ｐ＜０．０１）；与模型组相比，地塞米松和ｍＴＣＲ

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍＴＣＲｍＡｂｏｎｓｅｒｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ（ＩＦＮγ），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４（ＩＬ４）ａｎｄｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα）ｉｎＣＩＡｍｏｄｅｌｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ
ＩＦＮγ／
ｎｇ·Ｌ－１

ＩＬ４／　
ｎｇ·Ｌ－１　

ＴＮＦα／
ｎｇ·Ｌ－１

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ２．０±０．０ １０６±７ ０．８±０．３
Ｍｏｄｅｌ ２．３±０．６ ６７±８ ６．７±１．５

Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ２．３±０．６ ９４±１２＃ ４．８±０．８＃

ｍＴＣＲｍＡｂ ２．８±１．９ １０５±３８＃ ３．８±０．８＃

ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｍｏｕｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

单抗治疗组小鼠 ＩＬ４含量显著增加（Ｐ＜０．０５），
ＴＮＦα明显降低（Ｐ＜０．０５）；各组小鼠血清 ＩＦＮγ
含量无明显变化。

３　讨论

ＲＡ是一种常见的自身免疫性疾病。Ｔ细胞介导
的免疫调节紊乱是其发病机制之一。据报道，ＲＡ受累
关节局部Ｔ细胞数量明显增加，而且病变程度与Ｔ细
胞聚集程度密切相关［４］，提示Ｔ细胞及其有关的免疫
炎症反应参与了ＲＡ的发生发展过程。因此，免疫反
应与炎症细胞、炎症介质和细胞因子等各自作用和相

互关系已成为目前治疗ＲＡ研究的重要内容之一［５］。

ＲＡ涉及的细胞免疫反应主要与某些特定的 Ｔ
细胞亚群有关。ＴＣＲ是成熟Ｔ细胞的特征性标志，
与人类白细胞抗原（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＬＡ）
形成ＨＬＡ抗原ＴＣＲ复合物，并激活Ｔ细胞，是Ｔ细
胞表面特异性识别抗原和介导免疫应答的分子，也是

ＴＣＲ单抗有望成为ＲＡ防治药物的理论基础［６］。

本研究结果发现，ｍＴＣＲ单抗可以降低 ＣＩＡ的
发生率，明显减轻足掌肿胀度，降低关节炎症指数，

明显降低炎症细胞浸润和骨破坏。由此提示，

ｍＴＣＲ单抗对 ＣＩＡ具有一定的治疗作用，也进一步
证实Ｔ细胞参与 ＲＡ的发病过程。但自给药后第
４５天开始，ｍＴＣＲ单抗治疗组足掌厚度和炎症指数
有所升高；第４９天以后ＣＩＡ发生率升高，接近模型
组；上述结果提示本研究ｍＴＣＲ单抗的给药方案需
进一步改进，如增加给药次数等。

ＲＡ发病过程中 Ｔ辅助细胞 １（Ｔｈｅｌｐｅｒ１，
Ｔｈ１）和Ｔｈ２平衡失调［７］，它们主要通过分泌不同

的细胞因子影响 ＲＡ的发展过程。Ｔｈ１细胞产生
ＩＦＮγ，ＩＬ２和ＴＮＦα等，参与细胞免疫反应；Ｔｈ２
细胞产生ＩＬ４和 ＩＬ１０等，参与体液免疫反应。本
研究结果表明，模型组小鼠血清ＴＮＦα水平显著高
于正常对照组，ＩＬ４水平低于正常对照组；与模型组
相比，地塞米松和 ｍＴＣＲ单抗治疗组血清 ＴＮＦα
含量明显降低，ＩＬ４含量明显升高，提示 ＣＩＡ模型
小鼠Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡失调，地塞米松和 ｍＴＣＲ单抗
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均可恢复其平衡，ｍＴＣＲ单抗对 ＣＩＡ的治疗作用可
能与调节细胞因子水平、恢复Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡有关。
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ｍＡｂｇｒｏｕｐｓｗａｓ１０６±７，６７±８，９４±１２ａｎｄ（１０５±３８）ｎｇ·Ｌ－１，ＴＮＦαｗａｓ０．８±０．３，６．７±１．５，４．８±
０．８ａｎｄ（３．８±０．８）ｎｇ·Ｌ－１ａｎｄＩＦＮγｗａｓ２．０±０．０，２．３±０．６，２．３±０．６ａｎｄ（２．８±１．９）ｎｇ·Ｌ－１．
ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　ｍＴＣＲｍＡｂｅｘｅｒｔｓｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ａｎｔｉｇｅｎ，Ｔｃｅｌｌ；ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ；ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
　
　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０００７８４）
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＵＹｏｎｇｘｕｅ，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｙｘ＠ｂｍｉ．ａｃ．ｃｎ，Ｔｅｌ：（０１０）６６９３２２５２

（收稿日期：２０１２０４０６　接受日期：２０１２１００２）
（本文编辑：齐春会）

·４９· 中国药理学与毒理学杂志２０１３年２月第２７卷第１期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２７，Ｎｏ１，Ｆｅｂ２０１３


