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ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对小鼠关节损伤的影响及机制
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摘要:目的　 探讨 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对胶原诱导性关节炎( ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓｈꎬ ＣＩＡ)小鼠关节损伤的影响及作用

机制ꎮ 方法　 分别在第 １ 天及第 ２１ 天免疫 ＤＢＡ / １Ｊ 小鼠ꎬ构建 ＣＩＡ 模型ꎬ随机分为处理组和对照组ꎬ每组 １０ 只ꎮ
处理组腹腔注射 ２０ μｇ ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ １００ μＬꎬ１ 次 / ３ ｄꎬ共 ６ 次ꎬ总剂量为 １２０ μｇꎻ对照组则腹腔注射相同质量的对照

Ｉｇ 蛋白(ｃｏｎｔｒｏｌ￣Ｉｇ)ꎬ１ 次 / ３ ｄꎬ共 ６ 次ꎮ 观察四肢关节肿胀程度ꎬ记录关节炎指数评分ꎻＤＢＡ / １Ｊ 小鼠初次免疫 ４０ ｄ
后ꎬ取小鼠脾脏制成单细胞悬液ꎬ流式细胞术检测调节性 Ｔ 细胞(Ｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓꎬ Ｔｒｅｇ)、辅助性 Ｔ 细胞(Ｔ ｈｅｌｐｅｒ
ｃｅｌｌｓꎬ Ｔｈ１７)、肿瘤坏死因子￣α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)、干扰素￣γ( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γꎬ ＩＦＮ￣γ)的表达ꎻ取小鼠下

肢ꎬ脱钙ꎬ制成切片进行苏木精￣伊红染色及番红 Ｏ 染色ꎬ观察小鼠关节病理特征并进行评分ꎮ 采用荧光定量 ＰＣＲ
法检测叉头框蛋白 Ｐ３( ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ３ꎬ Ｆｏｘｐ３)、白介素￣１７( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７ꎬ ＩＬ￣１７)和白介素￣２３( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣
２３ꎬ ＩＬ￣２３)的 ｍＲＮＡ 表达ꎮ 结果　 处理组关节肿胀程度较对照组减轻ꎬ关节炎指数与对照组相比明显降低ꎻ苏木

精￣伊红染色及番红 Ｏ 染色显示ꎬ处理组关节滑膜细胞增殖较对照组减轻、血管翳形成、骨质侵蚀情况均比对照组

有明显改善(Ｐ<０.０５)ꎻ流式细胞术检测结果显示ꎬ处理组脾脏 Ｔｈ１７ 细胞比例较对照组明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬＴｒｅｇ
细胞比例较对照组明显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ同时ꎬ处理组脾脏 ＴＮＦ￣α、ＩＦＮ￣γ 表达与对照组相比明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ荧
光定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ处理组 ＩＬ￣１７ 和 ＩＬ￣２３ ｍＲＮＡ 表达水平明显低于对照组ꎮ 结论　 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 可减轻 ＣＩＡ 小

鼠的关节损伤ꎬ其机制与其对 Ｔｈ１７ / Ｔｒｅｇ 细胞平衡的调控和抑制炎性因子的释放有关ꎮ
关键词:ＣＤ３００ｃꎻ细胞免疫ꎻ调节性 Ｔ 细胞ꎻ辅助性 Ｔ 细胞 １７ꎻ胶原诱导性关节炎
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ ｏｎ ｊｏｉｎｔ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉ￣
ｔｉｓ (ＣＩＡ) ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ＣＩＡ ｍｏｄｅｌꎬ ＤＢＡ / １Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｏｎ ｄａｙ １ ａｎｄ ｄａｙ ２１ꎬ ａｎｄ
ｔｈｅｎ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｉｔｈ １０ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅｉｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐ. Ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ μＬ ｏｆ ２０ μｇ ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ ｏｎｃｅ ｅｖｅｒｙ ３ ｄａｙｓ ｆｏｒ ６ ｔｉｍｅｓꎬ ｗｉｔｈ ａ ｔｏｔａｌ ｄｏｓｅ
ｏｆ １２０ μｇꎻ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ Ｉｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｎｃｅ ｅｖｅｒｙ ３
ｄａｙｓ ｆｏｒ ６ ｔｉｍｅｓ. Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒｅｍｉｔｉｅｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ ｓｃｏｒｅ ｗａｓ ｒｅ￣
ｃｏｒｄｅｄ. Ｆｏｒｔｙ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｔｏ ｍａｋｅ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ (Ｔｒｅｇ)ꎬ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌｓ (Ｔｈ１７)ꎬ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α (ＴＮＦ￣α)ꎬ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣
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γ ( ＩＦＮ￣γ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎꎬ ｄｅｃａｌｃｉｆｉｅｄꎬ ａｎｄ ｓｌｉｃｅｄ ｆｏｒ ｈｅ￣
ｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｏ ｖｉｓｕａｌｉｚｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔｓ ａｎｄ ｔｏ ｓｃｏｒｅ ｔｈｅｍ.
Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ３ (Ｆｏｘｐ３)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１７ ( ＩＬ￣１７) ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣２３ ( ＩＬ￣２３) ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｊｏｉｎｔ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ＡＩ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｓａｆｆｒｏｎ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｊｏｉｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｔａｒａｃｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｒｏｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ (Ｐ<０.０５) . Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ (Ｐ<０.０５) ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ
ｏｆ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＮＦ￣α ａｎｄ ＩＦＮ￣γ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ (Ｐ<０.０５) . Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ￣１７
ａｎｄ ＩＬ￣２３ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｊｏｉｎｔ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＣＩＡ ｍｉｃｅꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ１７ / Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌ ｂａｌａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｌｅａｓｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＣＤ３００ｃꎻ Ｃｅｌｌ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙꎻ Ｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｅｌｌꎻ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ １７ꎻ Ｃｏｌｌａｇｅｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

　 　 Ｔ 淋巴细胞的活化在肿瘤、感染以及自身免疫

性疾病的发生发展中具有重要的作用ꎮ 而 Ｂ７ 家族

是重要的协同刺激分子ꎬ在维持 Ｔ 淋巴细胞免疫应

答的第二信号中发挥重要作用ꎬ近年来程序性死亡

受体￣１(ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ Ｄｅａｔｈ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ１ꎬ ＰＤ￣１) /细胞

程序性死亡￣配体 １(ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ １ ｌｉｇａｎｄ
１ꎬ ＰＤ￣Ｌ１)等 Ｂ７ 家族成员在癌症和自身免疫性疾

病取得了良好的效果ꎬ使得 Ｂ７ 家族的抗体、配体或

受体成为研究热点[１]ꎮ ＣＤ３００ｃ 是新型 Ｔ 细胞抑制

分子ꎬ是近年发现的 Ｂ７ 家族新成员ꎮ 本课题组前

期使 用 融 合 蛋 白 技 术 制 备 ＣＤ３００ｃ ＩｇＧ２ａ Ｆｃ
(ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ)融合蛋白ꎬ并发现 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 可通过

与其受体结合ꎬ调节免疫细胞反应ꎬ调控 Ｔｒｅｇ 细胞

的表达ꎮ 对于 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 的相关研究ꎬ 尤其是

ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对自身免疫疾病影响的研究较少[２￣５]ꎮ
本研究通过建立 胶 原 诱 导 性 关 节 炎 ( ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬ ＣＩＡ)模型ꎬ ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 处理小鼠ꎬ
观察关节损伤的程度ꎬ 检测辅助性 Ｔ 细胞 １７
(Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ １７ꎬ Ｔｈ１７)、调节性 Ｔ 细胞(Ｔ ｒｅｇｕｌａ￣
ｔｏｒｙ ｃｅｌｌꎬ Ｔｒｅｇ)、肿瘤坏死因子￣α ( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒꎬ ＴＮＦ￣α)、干扰素￣γ( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γꎬ ＩＦＮ￣γ)及

叉头框蛋白 Ｐ３( ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ３ꎬ Ｆｏｘｐ３)、白
细胞介素 １７( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １７ꎬ ＩＬ￣１７)和白细胞介素

２３ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２３ꎬ ＩＬ￣２３ ) ｍＲＮＡ 的 表 达ꎬ 探 讨

ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对 ＣＩＡ 小鼠关节损伤的影响及机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

８ 周龄雄性 ＤＢＡ/ １Ｊ 小鼠 ２０ 只ꎬ体质量(２０±２)ｇꎬ

购自北京维通利华实验动物技术有限公司ꎬ通过动

物实验伦理审批(ＮＳＦＣ:ＮＯ.２０２２￣５３１)ꎬ并饲养于

山东第一医科大学附属省立医院模式动物研究所ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器

诱导 ＣＩＡ 动物模型的弗氏完全佐剂(Ｆ５８８１)和
不完全弗氏佐剂(Ｆ５５０６)购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ牛
Ⅱ型胶原蛋白 (２００２２) 购自美国 Ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司ꎻ
ＦＩＴＣ￣抗小 鼠 ＣＤ４ 抗 体 ( １００４０６ )、 ＡＰＣ￣抗 小 鼠

ＣＤ２５ 抗体(１６２１０６)、ＰＥ￣抗小鼠叉头蛋白翼状螺旋

转录因子 Ｐ３ ( ｆｏｒｋｈｅａｄ / ｗｉｎｇｅｄ ｈｅｌｉｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｐ３ꎬ Ｆｏｘｐ３ ) 抗 体 ( １２６４０４ ) 和 ＰＥ￣抗 小 鼠

ＩＬ￣１７Ａ抗体(５０６９０４)、ＰＥ￣抗小鼠 ＴＮＦ￣α(５０６１０４)、
ＡＰＣ￣抗小鼠 ＩＦＮ￣γ 抗体(５０５８１０)均购自美国 Ｂｉｏ￣
Ｌｅｇｅｎｄ 公司ꎻ总 ＲＮＡ 提取试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ
公司ꎻＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 购自美国 ｂｉｍａｋｅ 公司ꎮ ＬＳＲ￣
Ｆｏｒｔｅｓｓａ 流式细胞分析仪购自美国 ＢＤ 公司ꎻＮａｎｏ￣
ｄｒｏｐ２０００ 超微量分光光度计 购 自 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻＲｏｃｈｅ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ 实时荧

光定量 ＰＣＲ 仪购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎻＢＸ６３ 正置荧

光显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 重组人 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 融合蛋白的制备

将人 ＣＤ３００ｃ 的胞外结构域克隆到含有小鼠

ＩｇＧ２ａ 恒定区的 ｐＣＭＶ６￣ＡＣ￣ＦＣ￣Ｓ 表达载体中ꎮ 将

该载体转染 ＨＥＫ２９３Ｆ 细胞ꎬ重组产生 ＣＤ３００ｃ￣
ＩｇＧ２ａ(ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ)融合蛋白ꎬ用 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
４ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 方法从培养细胞上清液中提纯蛋白ꎮ 提

纯出的蛋白采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法进行验证ꎬ具
体步骤见参考文献[５]ꎮ
１.２.２　 小鼠 ＣＩＡ 模型制备及分组

构建 ＣＩＡ 模型:第 １ 天ꎬ将弗氏完全佐剂与牛



田欣鑫ꎬ等.ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对小鼠关节损伤的影响及机制 ３１　　　 　

Ⅱ型胶原蛋白等体积混合乳化后ꎬ进行初次免疫小

鼠ꎬ在小鼠尾根部皮下注射 １００ μＬ 乳化液ꎻ第 ２１
天ꎬ将弗氏不完全佐剂与牛Ⅱ型胶原蛋白等体积混

合乳化后再次免疫小鼠ꎬ小鼠尾根部皮下注射

１００ μＬ混合后的乳化液ꎮ 模型构建成功ꎬ将 ２０ 只小

鼠随机分为处理组和对照组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 在第 ２ 次

免疫后ꎬ处理组小鼠腹腔注射 ２０ μｇ 的 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ
１００ μＬꎬ对照组小鼠腹腔注射相同质量的 ｃｏｎｔｒｏｌ
Ｉｇꎬ１ 次 / ３ ｄꎬ共 ６ 次[６]ꎮ
１.２.３　 ＡＩ 评分

在第 ２ 次免疫小鼠后ꎬ每隔 １ ｄ 对小鼠四肢进

行评分ꎬＡＩ 评分为 ５ 级ꎮ ０ 分:正常ꎬ关节无发红及

肿胀ꎻ１ 分:小趾关节有轻度发红及肿胀ꎬ没有任何

关节畸形ꎻ２ 分:脚趾关节及足跖部位出现发红及肿

胀ꎻ３ 分:踝关节以下脚掌发红肿胀ꎬ并出现关节变

形ꎻ４ 分:整个脚掌(包括踝关节在内的)发红及肿胀

并且伴有运动功能障碍ꎮ ＡＩ 评分为每只小鼠四肢

关节评分之和ꎬ最高总分为 １６ 分[７]ꎮ
１.２.４　 采用流式细胞术法检测 Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７ 细胞及

ＣＤ４＋Ｔ 细胞中 ＴＮＦ￣α、ＩＦＮ￣γ 的表达

小鼠被处死后ꎬ留取脾脏ꎬ放置在孔径为 ４０ μｍ
细胞筛滤网上进行研磨ꎬ过滤匀浆ꎬ重悬细胞ꎬ制备

成单细胞悬液ꎬ并加入 ＰＢＳ 将细胞密度调整为 １×
１０９ 个 / ｍＬꎮ 取细胞悬液放置 ＥＰ 管中ꎬ每管 ５０ μＬꎬ
加 ５０ μＬ 流式染色缓冲液ꎬ分别进行染色ꎮ Ｔｒｅｇ 细

胞检测:将 １００ μＬ 染色缓冲液加入 ＥＰ 管重悬细

胞ꎬ并加入 ＣＤ４￣ＦＩＴＣ 和 ＣＤ２５￣ＡＰＣ 抗体ꎬ放置冰

上ꎬ避光处染色 ３０ ｍｉｎꎬ冲洗 ２ 次ꎬ加入破膜剂ꎬ避光

进行孵育 ３０ ｍｉｎꎬ加破膜洗液冲洗 ２ 次ꎬ加入 ２ μＬ
Ｆｏｘｐ３￣ＰＥ 抗体ꎬ避光染色 ３０ ｍｉｎꎬ破膜洗液冲洗

２ 次ꎮ Ｔｈ１７ 细胞及 ＴＮＦ￣α、 ＩＦＮ￣γ 检测:将 １００ μＬ
缓冲液加入重悬细胞ꎬ并加入 ＣＤ４￣ＦＩＴＣ 抗体ꎬ冰上

操作ꎬ避光染色 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ２ 次ꎬ加入破膜剂ꎬ
避光ꎬ孵育 ３０ ｍｉｎꎬ破膜洗液冲洗细胞 ２ 次ꎬ分别加

入 ２ μＬ 的 ＩＬ￣１７Ａ￣ＰＥ、ＴＮＦ￣α￣ＰＥ 和 ＩＦＮ￣γ￣ＡＰＣ 抗

体ꎬ避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ破膜洗液冲洗细胞 ２ 次ꎮ 加入

流式染色缓冲液 １ ｍＬ 上机检测ꎮ
１.２.５　 采用苏木精－伊红染色及番红 Ｏ 染色法表达

关节病理组织切片

将小鼠右后肢自踝关节以上约 １ ｃｍ 处截断ꎬ去
除附着的皮肤和肌肉ꎬ放置于配置好的 Ｂｏｕｉｎ̓ｓ 固定

液中 ２４ ｈꎬ３７ ℃ 、１３％ ＥＤＴＡ( ｐＨ ７.４)中脱钙 ７ ｄꎬ
石蜡包埋切片ꎮ 切片经苏木精￣伊红染色及番红 Ｏ
染色ꎬ封片ꎬ通过光学显微镜下观察各小鼠关节滑

膜、软骨、骨组织的形态结构改变ꎬ观察其血管翳形

成的情况ꎬ并依据文献[６]进行评分并记录ꎬ１ 分:滑
膜有较多单核细胞的浸润ꎻ２ 分:滑膜可见单核细胞

浸润及出现血管翳ꎻ３ 分:不仅有单核细胞浸润、血
管翳形成ꎬ还有纤维素沉着ꎻ４ 分:出现较多单核细

胞浸润、血管翳、纤维素沉着及滑膜增厚ꎮ
１.２.６ 　 采用实时荧光定量法检测 Ｆｏｘｐ３、ＩＬ￣１７ 和

ＩＬ￣２３ ｍＲＮＡ 表达

研磨小鼠脾脏组织提取总 ＲＮＡꎬ 逆转录为

ｃＤＮＡꎮ 引物序列见表 １ꎬ利用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ
Ｍｉｘ 进行荧光定量 ＰＣＲꎮ 反应条件:９５ ℃ 预变性

５ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 １０ ｓꎬ６０ ℃ 退火 １０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸

２０ ｓꎬ４０个循环ꎮ 内参基因为 ＧＡＰＤＨꎬ放置机器中

与待测样本共同扩增ꎬ每个样品均重复 ３ 次实验ꎮ
根据各组平均 ＣＴ 值ꎬ计算 Ｆｏｘｐ３、ＩＬ￣１７ 和 ＩＬ￣２３ 的

相对表达水平ꎮ
表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
引物 引物序列

Ｆｏｘｐ３ Ｆ:ＡＣＣＴＡＣＧＣＣＡＣＧＣＴＣＡＴＣ Ｒ:ＴＣＡＴＴＧＡＧＴＧＴＣＣＧＣＴＧＣＴ
ＩＬ￣１７ Ｆ:ＡＴＣＣＴＣＧＴＣＣＣＴＧＴＣＡＣＴＧＣ Ｒ:ＡＣＡＴＧＣＴＧＡＧＧＧＡＡＧＴＴＣＴＴＧＴＣ
ＩＬ￣２３ Ｆ:ＧＡＧＣＡＧＣＡＡＣＣＣＴＧＡＧＴＣＣＣＴＡ Ｒ:ＣＡＡＡＴＴＴＣＣＣＴＴＣＣＣＡＴＣＴＡＡＴＡＡ

ＧＡＰＤＨ Ｆ:ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＨ Ｒ:ＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ

１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 统计学软件ꎮ 定量资料若通过

Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ 正态性检验且方差齐性ꎬ则使用非配

对 ｔ 检验ꎬ结果以 􀭰ｘ±ｓ 示ꎬ若满足正态性但经 Ｌｅｖｅｎｅ
检验方差不齐ꎬ则使用 ｗｅｌｃｈ 校正后的非配对 ｔ 检
验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对 ＣＩＡ 小鼠四肢关节形态及 ＡＩ 评
分的影响

两组小鼠于第一次免疫 ２４ ｄ 后ꎬ其四肢陆续出
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现关节红肿ꎬ随着时间增加ꎬ膝、踝关节、趾间关节红

肿程度明显增加ꎬ后期出现关节严重肿胀、畸形ꎬ无
法站立及正常行走ꎮ ＡＩ 评分均随时间延长而升高ꎮ

与对照组相比ꎬ处理组关节肿胀程度明显减轻ꎬＡＩ
评分显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对 ＣＩＡ 小鼠关节形态(Ａ)及 ＡＩ 评分(Ｂ)的影响(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 处理组)
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＤ３００ｃ ｏｎ ｊｏｉｎｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ (Ａ) ａｎｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ (Ｂ) ｉｎ ＣＩＡ ｍｉｃｅ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ)

２.２ 　 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对脾脏 Ｔｈ１７ / Ｔｒｅｇ 细胞比例的

影响

分离脾脏中的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞ꎬＦｏｘｐ３＋ＣＤ２５＋代表

Ｔｒｅｇ 细胞ꎬＣＤ４＋ ＩＬ￣１７Ａ＋Ｔ 细胞代表 Ｔｈ１７ 细胞ꎮ 处

理组与对照组相比ꎬＴｈ１７(ＣＤ４＋ ＩＬ￣１７Ａ＋)细胞比例

明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬＴｒｅｇ(ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋)细胞

比例明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ２ꎮ
２.３　 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对ＣＩＡ小鼠ＣＤ４＋Ｔ细胞中 ＴＮＦ￣α、

ＩＦＮ￣γ表达的影响

与对照组相比ꎬ处理组 ＣＤ４＋Ｔ 细胞中 ＴＮＦ￣α、
ＩＦＮ￣γ 表达明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ３ꎮ

图 ２　 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对脾脏 Ｔｈ１７ / Ｔｒｅｇ 细胞的影响
Ａ: Ｔｒｅｇ 细胞ꎻ Ｂ: Ｔｈ１７ 细胞ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ ｏｎ Ｔｈ１７ / Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ
Ａ: Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ: Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ.

图 ３　 ＣＤ３００ｃ 对 ＣＩＡ 小鼠 Ｔ 细胞中 ＩＦＮ￣γ (Ａ)、ＴＮＦ￣α (Ｂ)水平的影响
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＤ３００ｃ ｏｎ ＩＦＮ￣γ (Ａ) ａｎｄ ＴＮＦ￣α (Ｂ) ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｔ ｃｅｌｌｓ

２.４　 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对 ＣＩＡ 小鼠关节病理改变的影响

两组第一次免疫 ４０ ｄ 后ꎬ苏木精－伊红染色及

番红 Ｏ 染色显示ꎬ正常小鼠关节软骨边缘光滑完

整ꎬ未见淋巴细胞浸润与软骨缺失ꎻ对照组病理切片



田欣鑫ꎬ等.ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对小鼠关节损伤的影响及机制 ３３　　　 　

显示ꎬ关节中的滑膜细胞排列紊乱ꎬ细胞增生ꎬ并有

大量炎性细胞浸润ꎬ肿胀ꎬ关节软骨被侵蚀ꎬ骨组织

中骨小梁被破坏ꎻ与对照组相比ꎬ处理组滑膜细胞排

列紊乱及增生、炎性细胞浸润程度减轻ꎬ骨组织破坏

侵蚀程度均减轻ꎮ 处理组病理评分也显著降低ꎮ 见

图 ４ꎮ

图 ４　 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对 ＣＩＡ 小鼠关节病理组织学改变的影响
Ａ:小鼠关节病理切片苏木素－伊红染色及番红 Ｏ 染色(×１００)ꎻＢ:病理评分结果(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ 对照组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＤ３００ｃ ｏｎ ｊｏｉｎｔ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＣＩＡ ｍｉｃｅ
Ａ: Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｊｏｉｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ＆Ｅ ｏｒ ｓａｆｆｒａｎｉｎｅ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ( × １００)ꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｃｏｒｅ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ) .

２.５　 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 对小鼠脾脏中 Ｆｏｘｐ３、ＩＬ￣１７、ＩＬ￣２３
ｍＲＮＡ 表达水平的影响

Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表达表示小鼠脾脏 Ｔｒｅｇ 细胞分

化水平ꎬＩＬ￣１７、 ＩＬ￣２３ ｍＲＮＡ 表达表示小鼠脾脏中

Ｔｈ１７ 细胞活化水平ꎮ 实时荧光定量结果示ꎬ处理组

Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表达量略高于对照组ꎬ差异无统计学

意义(Ｐ>０.０５)ꎬ处理组 ＩＬ￣１７、ＩＬ￣２３ ｍＲＮＡ 表达量

显著低于对照组(Ｐ<０.０５ )ꎮ

３　 讨　 论

类风湿关节炎( ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬ ＲＡ)是一

种病因尚未完全明确的自身免疫性疾病ꎬ其特征为

关节慢性滑膜炎ꎬ导致关节强直、关节变形、出现功

能丧失[７]ꎮ 在 ＲＡ 的研究过程中ꎬＴ 淋巴细胞的活

化及其细胞因子的产生ꎬ越来越引起人们的重

视[８]ꎮ Ｔ 细胞的活化及抗原特异性 Ｔ 细胞免疫应

答的产生及维持至少需要 ２ 个信号ꎬ即抗原提呈细

胞(ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌꎬＡＰＣ)上 ＭＨＣⅡ￣抗原复

合物与 Ｔ 细胞表面的 ＴＣＲ / ＣＤ３ 复合物相互作用产

生的第一信号ꎬ第二信号是来自 ＡＰＣ 上的 Ｂ７ 家族

分子与其在 Ｔ 细胞上的配体 ＣＤ２８ 家族分子相结合

产生的协同刺激信号ꎬ如 Ｂ７￣１ 、Ｂ７￣２ 与 ＣＤ２８、ＣＴ￣
ＬＡ￣４ 结合ꎬ该途径被称为经典的 Ｂ７ 途径ꎮ ＣＤ３００
分子是近年发现的 Ｂ７ 家族成员ꎬ 位于染色体

１７ｑ２５.１ꎻ由 ７ 个基因构成ꎬ即 ＣＤ３００ａ~ＣＤ３００ ｇꎬ在
免疫应答及炎症中发挥重要的作用ꎮ ＣＤ３００ｃ 又名

ＣＬＭ６、ＬＩＲ、ＣＭＲＦ３５、ＩＧＳＦｌ６、ＣＭＲＦ３５Ａ[９￣１３]ꎬ近年

研究发现ꎬ在 Ｂ 细胞、单核细胞、巨噬细胞和树突状

细胞等抗原提呈细胞上有 ＣＤ３００ｃ 的表达ꎬ并证实

其在 Ｔ 细胞的免疫应答第二信号中为共抑制分

子[９ꎬ１４]ꎮ 同时ꎬ在人单核细胞、巨噬细胞、粒细胞和

树突状细胞以及 Ｂ 和 Ｔ 细胞亚群中也相应地发现

存在有 ＣＤ３００ｃ 受体[１１]ꎮ 本课题组前期制备并验

证了 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 融合蛋白能够与 Ｔ 细胞表面的

ＣＤ３００ｃ 受体结合抑制效应性 Ｔ 细胞的增殖与活

化ꎬ促进 Ｔｒｅｇ 细胞的分化ꎬ从而抑制免疫反应ꎬ改善

移植物抗宿主病小鼠的症状及预后ꎬ诱导免疫耐受ꎻ
已经证实 ＣＤ３００ｃ 受体可在 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞上

表达ꎬ受体激活后表达水平上调[４￣５ꎬ１４]ꎮ 由此推测ꎬ
ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 可能会抑制类风湿关节炎的进展ꎮ

有多项研究证实ꎬ外周 Ｔｒｅｇ 的比例在 ＲＡ 患者

显著降低ꎬ而 Ｔｈ１７ 细胞比例增加ꎬ细胞增殖ꎬ导致

ＲＡ 炎症和损伤的重要因素可能与 Ｔｈ１７ / Ｔｒｅｇ 比例

失衡有关[１５￣１８]ꎮ Ｔｒｅｇ 细胞能够分泌多种细胞因子

如 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣βꎬ这些细胞因子也在抑制淋巴细

胞活化ꎬ诱导免疫耐受ꎬ预防及减轻自身免疫性疾病

的发生发展过程中起了重要作用ꎮ Ｆｏｘｐ３ 是 Ｔｒｅｇ
细胞分泌的特异性转录因子ꎬ同时 Ｆｏｘｐ３ 又能调控

Ｔｒｅｇ 细胞的生长发育与免疫活性[１６]ꎬＴｒｅｇ 细胞数

量减少或者 Ｆｏｘｐ３ 表达降低的现象ꎬ在自身免疫性

疾病的病人及动物模型中均可被观察到ꎮ Ｔｈ１７ 细

胞是在自身免疫性疾病的进展中起促进作用重要的

一类细胞ꎬ成骨细胞的核因子 κＢ 受体活化因子配

体在 Ｔｈ１７ 细胞活化诱导下表达增加ꎬ加剧关节破

坏的程度ꎬ 研究证实ꎬ抑制 Ｔｈ１７ 细胞的分化、减少

ＩＬ￣１７ 分泌均能显著改善多种自身免疫性疾病进

展[１７￣１９]ꎮ 正常人体内 Ｔｒｅｇ 细胞与 Ｔｈ１７ 细胞处于稳
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态平衡ꎬ而 Ｔｈ１７ 细胞过度活化ꎬＴｒｅｇ / Ｔｈ１７ 的比例

失衡ꎬ在类风湿关节炎等自身免疫性疾病的患者中

尤为突出[２０￣２２]ꎮ 本研究结果显示ꎬＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 能够

减轻 ＣＩＡ 小鼠关节损伤的病理改变ꎬ改善关节损伤

程度ꎬ流式细胞检测结果证实ꎬＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 能够显著

降低 ＣＩＡ 小鼠 Ｔｈ１７ 细胞的活化增殖ꎬ增加 Ｔｒｅｇ 细

胞的比例ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 结果进一步证实 ＣＤ３００ｃ￣
Ｉｇ 能够显著降低 Ｔｈ１７ 细胞的活化增殖ꎬ在维持

Ｔｈ１７ / Ｔｒｅｇ 细胞的平衡中起了重要作用ꎮ
炎性细胞因子对 ＲＡ 的发生也具有促进作用ꎮ

其中 ＴＮＦ￣α 能刺激滑膜细胞产生炎症反应ꎬ释放基

质金属蛋白酶ꎬ促进结缔组织降解和血管翳形成ꎬ最
终导致 ＲＡ[２３￣２４]ꎮ Ｔｈ１ 细胞分泌的 ＩＮＦ￣γꎬ能激活抗

原递呈细胞ꎬ发挥促炎作用ꎬ是标志性促炎细胞因

子ꎮ ＩＦＮ￣γ 能通过 Ｔｈ１ 活化巨噬细胞ꎬ促进表达

ＭＨＣＩ、ＩＩ 类抗原ꎬ增强 ＮＫ 细胞活性ꎬ抑制纤维母细

胞产生胶原ꎬ促进 ＲＡ 的进展[２５￣２７]ꎮ 本研究结果显

示ꎬＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 能显著抑制炎性细胞因子 ＴＮＦ￣α 和

ＩＦＮ￣γ 的产生ꎬ也是 ＣＤ３００ｃ￣Ｉｇ 抑制 ＣＩＡ 进展的重

要原因及机制之一ꎮ
综上所述ꎬＣＤ３００ｃ 作为一种新型 Ｔ 细胞共抑

制分子ꎬ能够与 Ｔ 细胞表面的 ＣＤ３００ｃ 受体结合抑

制通路激活的特性ꎬ抑制 Ｔ 细胞的增殖与活化ꎬ从
而抑制免疫反应ꎬ诱导免疫耐受ꎻ可通过调节 Ｔｈ１７ /
Ｔｒｅｇ 细胞的平衡及抑制 ＴＮＦ￣α 和 ＩＮＦ￣γ 等炎性因

子的释放ꎬ改善 ＣＩＡ 小鼠的关节损害ꎬ可能是治疗

ＲＡ 等自身免疫性疾病的一种新策略ꎮ 目前相关研

究较少ꎬ ＣＤ３００ｃ 对自身免疫性疾病的作用及机制

尚不明确ꎬ需更深入的研究ꎮ
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