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蛋白聚糖诱导小鼠关节炎模型的研究进展
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!摘要"

!

蛋白聚糖诱导的小鼠关节炎模型$

D[A'

%是由人类关节软骨来源的蛋白聚糖免疫
a'Na

"

(

小鼠或
O%Y

小鼠的

某些亚系而产生的系统性自身免疫性脊柱关节炎小鼠模型(该模型是目前唯一侵犯中轴骨系统的系统性自身免疫小鼠模型#

已成为脊柱关节炎动物模型的研究热点(本文旨在通过回顾国内外
D[A'

相关研究文献#对普遍关注的
D[A'

动物模型的诱

导'表型鉴定'免疫学特性及骨化相关信号通路等进行综述#为脊柱关节炎动物模型研究提供理论基础(
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脊柱关节炎$

;

J

/2*

8

3/)17P1-7-;

#

5

J

'

%#也称血

清阴性脊柱关节病或脊柱关节病#是以中轴和外周

关节受累'具有家族聚集倾向'血清类风湿因子阴性

以及与
YN'Fa!B

相关为特点的一组多系统受累的

炎症性疾病(该组疾病包括强直性脊柱炎'银屑病

关节炎'反应性关节炎'炎性肠病性关节炎'幼年特

发性关节炎等(其发病原因及机制仍未明确#并且

未有确切疗效的治疗措施(为研究
5

J

'

的发病原

因'机制以及治疗措施#科研人员探索
5

J

'

相关动

物模型的尝试从未间断过(其中#转基因
5

J

'

模型

有
:E<@=!B

转基因小鼠'

:E<@=!B

"

!

$

!)

双转基

因大鼠&自发性
5

J

'

模型有
'>LRU

小鼠'

'2W

"

'2W

小鼠&炎症驱动的模型有
U>Q

$

'XR小鼠&外源性

抗原诱导的
5

J

'

模型有蛋白聚糖诱导的小鼠关节

炎模型$

J

1/7+/

S

3

8

()2F-2*0(+*)17P1-7-;

#

D[A'

%(

不同的小鼠模型都部分表现出
5

J

'

相关特征性症

状#但尚无一种动物模型能完全模拟
5

J

'

临床病理

表型和免疫学特性(

D[A'

是目前唯一侵犯中轴骨

系统的系统性自身免疫小鼠模型#已成为脊柱关节

炎动物模型研究的热点(该动物模型是由人类关节

软骨来源的蛋白聚糖$

J

1/7+/

S

3

8

()2

#

D[

%免疫

a'Na

"

(

小鼠或
O%Y

小鼠的某些亚系而产生的系

统性自身免疫性
5

J

'

小鼠模型(该小鼠模型最先

出现外周关节的滑膜炎#随后出现关节软骨的侵蚀#

最后关节软骨异常增殖(表现为外周足踝'足趾关

节的红肿#后期出现外周及脊柱关节的畸形'强直及

功能受限)

#

*

(

A

!

PSD;

动物模型的诱导及优化

#=#

!

小鼠种群及易感基因
!

最常用于诱导
D[A'

+

"%$

+
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蛋白聚糖诱导小鼠关节炎模型的研究进展

的是
a'Na

"

(

小鼠#该品系小鼠对关节炎有基因易

感性(

a'Na

"

(

小鼠$

YF!*

单体%不同种群在发病

率和发病的严重程度上均表现出差异#来自查尔斯

河实验室和美国癌症研究所的
a'Na

"

(

小鼠种群

D[A'

诱导率可达到
IÈ

&

#""̀

(如果不发生基

因污染#一般
a'Na

"

(

小鼠种群
D[A'

诱导率至少

达到
$"̀

(研究发现雄性
a'Na

"

(

小鼠在蛋白聚

糖诱导后表现出较高的死亡率#故一般选择雌性小

鼠用于诱导模型(而周龄在
#&

&

!"

周的小鼠与

&

&

E

周的小鼠相比#关节炎症状出现较早且症状更

严重)

!

*

(现研究发现另外一种对
D[A'

易感的是

O%Y

小鼠的亚系$

YF!L

单体型%#该小鼠不同种群

在
D[A'

发病率上也表现出极大差异#

O%Y

"

OPX

和

O%Y

"

Y+.O1

这两支种群对
D[A'

易感性较高#而

O%Y

"

Y+.

和
O%Y

"

a-?'O1

则对
D[A'

表现出一定

的抵制效应$易感性低于
#"̀

%#而具体导致该差异

的基因基础有待进一步探索)

%

*

(由于引起
D[A'

发

病的基因背景十分复杂#研究人员在基因水平对差

异易感性的原因进行了较多探索(通过对
D[A'

易

感小鼠及
D[A'

抵抗小鼠杂交子代进行差异基因分

析发现众多数量及质量性状相关位点(

'*)1-(P+:

等)

C

*发现
H

染色体及
$

'

#"

'

#B

'

#E

号染色体上的数

量性状位点与
D[A'

发病相关#

[3)27

等)

$

*揭示
%

号

染色体上的
D

S

-)!&)

通过调控
U

细胞应答控制

D[A'

的发病#

#I

号染色体上的
D

S

-)!%

和
D

S

-)#!

与

D[A'

的低发病率相关(虽然研究发现众多与

D[A'

发病'严重程度相关的基因位点#但各组研究

结果差异较大且未进行进一步验证#

D[A'

复杂的

发病基因背景仍需要不断探索(

#=!

!

D[A'

诱导抗原
!

关节软骨是一种无血管组

织#不受自身免疫系统的监视(当软骨降解后能够

暴露和释放独特的抗原分子物质#这些物质能够被

自身免疫系统识别从而激发免疫反应(

D[A'

是关

节软骨来源的蛋白聚糖注入小鼠腹腔后引发自身免

疫反应而形成的关节炎模型#蛋白聚糖作为抗原在

模型建立过程中至关重要(蛋白聚糖相对分子质量

约
!""""""

&

%""""""

#由核心蛋白$相对分子质

量
!!""""

%以及连接在核心蛋白上的硫酸软骨素侧

链 $

(P/2*1/-7-2 ;034)7+

#

O5

# 相 对 分 子 质 量

!""""

&

%""""

%和硫酸角质素$

W+1)7)2;034)7+

#

L5

#

#""""

&

!""""

%侧链构成#而核心蛋白由
[#

'

[!

'

[%

以及
L5

'

O5

侧链附着部位共同组成(蛋白

聚糖是细胞外基质的重要成分之一#可与细胞外基

质中的胶原'纤粘连蛋白'层粘连蛋白及弹性蛋白结

合构成具有组织特性的细胞外基质)

&

*

(

软骨中抗原的提取经历粗提'蛋白聚糖的纯化以

及去糖基化等
%

个主要步骤(粗提是将磨碎的软骨

放入含有蛋白酶抑制剂的盐酸胍溶液中进行萃取#软

骨研磨前需将结缔组织以及血管剔除干净#研磨后软

骨颗粒的大小直接影响着萃取的质量(提取液中一

定量的蛋白酶抑制剂将有助于防止蛋白聚糖的降解(

粗提的蛋白聚糖在去糖基化后可直接用于
D[A'

的

诱导#在检测蛋白聚糖特异性
a

细胞和
U

细胞反应

时#则需要对粗提的蛋白聚糖进一步纯化(氯化铯梯

度离心法是较常用的纯化方法#相对分子质量较大的

蛋白聚糖将沉积在离心管底(由于蛋白聚糖具有众

多
U

细胞抗原表位的核心蛋白被
#""

&

#!"

条糖胺聚

糖侧链所掩盖#离心后的蛋白聚糖同样需要经过进一

步去糖基化才能用于
D[A'

的诱导(软骨素酶
'aO

和
"

F

内切半乳糖苷酶分别降解
O5

和
L5

侧链#从而

暴露相应抗原表位#使得注入小鼠腹腔的抗原能够激

发相应免疫应答反应#引发关节炎)

&

*

(

在
D[A'

动物模型的诱导实验中用作抗原的蛋

白聚糖主要是从人'犬和猪的软骨中提取出来的#

牛'羊软骨来源的蛋白聚糖也可用作抗原#但是诱导

的发病率和严重程度都较低#而猫'鼠'兔'鸡等动物

软骨来源的蛋白聚糖则无法诱导出关节炎模型)

B

*

(

而最新研究显示商品化的牛软骨来源的蛋白聚糖可

用于
D[A'

的诱导且诱导率较高)

E

*

(

[3)27

等)

I

*从

胎儿'骨关节炎患者'风湿性关节炎患者以及正常人

的关节软骨中分别提取蛋白聚糖用于
D[A'

的诱

导#结果发现从骨关节炎患者软骨中提取得到的蛋

白聚糖在作为抗原诱导
D[A'

时效率最高(其后研

究显示胎儿'成人以及关节退行性病变患者的软骨

其蛋白聚糖的分子组成是不同的(胎儿软骨蛋白聚

糖相对成人软骨蛋白聚糖含有更多的
O5

侧链以及

更少的
L5

侧链#此时的蛋白聚糖是相对完整的分

子#免疫原性较弱(随着年龄的增长'软骨的退变以

及炎症的影响#更多的金属酶更广泛地作用于蛋白

聚糖核心蛋白#而核心蛋白暴露的抗原表位和部分

降解的片段能够激发滑膜关节的免疫反应)

#"

*

(重

组的蛋白聚糖
[#

区域也被用于关节炎的诱导#产

+

#%$

+



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
$

月#第
%&

卷

生的关节炎 $

J

1/7+/

S

3

8

()2)

SS

1+()2 [#F-2*0(+*

)17P1-7-;

#

[A'

%与
D[A'

相比临床表型相似#而特异

的自身抗体是不同的)

##

*

(通过对
D[A'

抗原的进

一步研究将有助于人类脊柱关节病潜在抗原的探索

并为该类疾病的发病机制提供更多假说(

#=%

!

D[A'

免疫佐剂的选择
!

佐剂是非特异性免

疫增强剂#当与抗原一起注射或预先注入机体时#可

增强机体对抗原的免疫应答或改变免疫应答类型(

弗氏佐剂$

Q1+02*

,

;)*

M

0:)27;

%是较常用的动物实验

的佐剂#其中不完全弗氏佐剂$

AQ'

%是液体石蜡与羊

毛脂混合而成#在不完全佐剂中加入卡介苗或死的结

核分枝杆菌#即为完全弗氏佐剂$

OQ'

%(蛋白聚糖混

合弗式佐剂注入机体后#可使抗原物质缓慢地释放#

延长了抗原的作用时间#同时佐剂吸附了抗原后#增

加了抗原的表面积#使抗原易于被巨噬细胞吞噬(在

刺激机体免疫系统方面弗式佐剂可促进淋巴细胞之

间的接触#增强辅助
U

细胞的作用#提高机体初次和

再次免疫应答的抗体滴度并可以改变抗体的产生类

型以及产生迟发型变态反应(弗式佐剂的缺点是在

注射入腹膜腔后有形成肉芽肿的可能)

#!

*

#这对小鼠的

生理状态和实验结果可能有部分干扰(

为了研究新的更优良的佐剂#

Y)2

8

+(b

等)

#%

*使用

双十八烷基二甲基溴化铵$

*-,+7P

8

3*-/(7)*+(

8

3),,/F

2-0,K1/,-*+

#

??'

%用于
D[A'

模型诱导#结果显示

使用
??'

作为免疫佐剂与弗式佐剂相比不仅在更短

的时间出现小鼠关节炎表现#而且发病的严重程度更

甚(随后
57//

J

等)

#C

*的研究结果显示两种免疫佐剂

诱导的关节炎模型在发病率和疾病严重程度上并无

差异#差异主要表现在诱导产生的
U

淋巴细胞比例

上#即弗式佐剂诱导产生的
U

细胞以
UP#B

为主而

??'

诱导产生的
U

细胞以
UP#

为主(由于佐剂在诱

导模型时能够影响免疫应答的类型及强度#在研究该

模型发病机制时应注意佐剂潜在的影响(

&

!

PSD;

临床表型及病理学鉴定

诱导
D[A'

模型常用的方法是将相应剂量的抗

原和免疫佐剂混合后#分别在第
"

周'第
%

周'第
&

周分
%

次注入小鼠腹腔(在第
%

次抗原注射结束后

!

周左右可观察到外周关节红'肿等关节炎表现(

根据小鼠关节炎症状的严重程度$无任何炎性肿胀

为
"

分#一个脚趾受累表现出肿胀为
#

分#大于
#

个

脚趾受累为
!

分#足趾僵直失去关节功能为
%

分#踝

关节肿胀僵直为
C

分)

#

*

%#对模型小鼠的四肢进行评

分#总评分在
"

&

#&

之间(外周关节表型评分体系

可直观地评价该模型的炎症及骨化进展#并为评判

干预措施的效果提供较为直观的指标(中轴关节炎

症及骨化的累及无明显临床表型#需借助病理及影

像学方法来进行观察(

组织病理学分析显示
D[A'

模型病变关节主要

表现为淋巴细胞的浸润和组织水肿#并伴有关节间

隙多型核细胞的浸润以及滑膜巨噬细胞和成纤维样

细胞的增殖#而同时存在的关节软骨腐蚀以及软骨

细胞增殖最终导致关节的强直(中轴关节的累及最

早可见于第
%

次抗原注射后
E

周#首先是骶髂关节

受累#接着病变影响到腰椎'胸椎以及颈椎(模型小

鼠脊柱大体上表现为椎间盘间隙的消失和骨赘的形

成(在脊柱关节病的急性阶段大量浸润的单核细胞

导致椎间盘变形#病变及重吸收的纤维环使得髓核突

出压迫脊髓(脊柱病变主要通过组织病理切片进行

观察#表现为椎间盘的炎性细胞浸润和骨化)

#

*

(小鼠

颞下颌关节亦出现骨关节炎样软骨破坏)

#$

*

#这也使得

该模型可用于下颌关节炎的研究(

D[A'

脊柱的炎症

及骨化相关病理学特性使得该模型成为研究脊柱关

节炎炎症'骨化及两者关系的良好载体#是目前唯一

侵犯中轴骨系统的系统性自身免疫小鼠模型(

I

!

PSD;

免疫学特性

%=#

!

a

细胞应答
!

D[A'

是外源性物质注入小鼠体

内通过一系列自身免疫反应而引起的关节炎模型(

免疫反应在疾病发病进程中至关重要(核心蛋白在

各个物种之间具有高度的一致性#加之糖胺聚糖侧

链的掩盖#使其
a

细胞抗原性相对较弱#但核心蛋白

的降解产物作为新的抗原在自体和异体都具有较强

的免疫原性(注射入小鼠腹腔的人核心蛋白特异性

抗体在免疫后
!

周即可检测到#而小鼠蛋白聚糖特

异性自身抗体直到
C

周左右才能检测到#该类抗体

通过促炎性因子的释放以及基质金属蛋白酶的激活

在
D[A'

关节炎的发生以及发展阶段都有重要作

用)

#&

*

(另外#

a1+22)2

等)

#B

*发现
O5

'

L5

特异性
a

淋巴细胞是一种高效的抗原提呈细胞#与普通抗原

提呈细胞相比能够显著提高
D[

抗原提呈进程(

Y),+3

等)

#E

*使用去
a

淋巴细胞治疗方法干预#显示

+

!%$

+
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童文文#等
=

蛋白聚糖诱导小鼠关节炎模型的研究进展

出
a

淋巴细胞可通过加强效应性
U

细胞活性以及

抑制调节性
U

细胞效应来调节炎性反应(另外#

a

淋巴细胞上可诱导共刺激分子$

-2*0(-K3+(/;7-,03)F

7/1

#

AO@5

%的表达是活化效应
U

细胞所必需的#抑

制
AO@5

的表达可显著抑制各类炎性因子的产

生)

#I

*

(综上#可以认为
a

淋巴细胞在整个
D[A'

发

病进程中起着重要的辅助作用(

%=!

!

U

细胞应答及相关细胞因子
!

相对于较弱的

a

淋巴细胞激活作用#蛋白聚糖能够引发强烈的
U

淋巴细胞免疫反应(蛋白聚糖分子包含有一条

!!""

个氨基酸的骨干$核心蛋白%以及连接在骨干

上的
#""

&

#!"

条带负电荷的糖胺聚糖侧链(大约

共有
#C%

个抗原表位存在于核心蛋白上#其中
#!#

个存在于球形区域#

!!

个存在于侧链连接区域(在

a'Na

"

(

小鼠中仅有
!B

个抗原表位可引发
U

细胞

免疫应答#而
O%Y

小鼠中也仅有
!#

个)

!"F!#

*

(

a0bq;

等)

!"

*研究发现仅有
C

个基因位点和关节炎的发生

有较明确的关系#其中
%

个位于
[#

区#一个位于
[%

区(完整的蛋白聚糖分子由于抗原表位被糖胺聚糖

侧链所掩盖#是一种较弱的抗原#在活体中新陈代

谢'老化以及炎症作用下蛋白聚糖分子的完整性受

到破坏#

U

细胞抗原表位的暴露将引起强烈的
U

淋

巴细胞反应#体外实验时利用相关的酶消化糖胺聚

糖侧链能够达到相同的效果)

B

*

(进一步研究显示
U

细胞抗原表位的瓜氨酸化可改变
U

细胞免疫识别

及应答反应)

!!

*

(

D[A'

小鼠淋巴器官及病变关节均能够检测到

自身反应性
U

细胞#初始时认为迁移至关节部位的

U

细胞是关节炎起始以及进展的主要影响因素#后

研究发现在抗原特异性
U

细胞协助下产生的自身

抗体是
D[A'

发生及进展的主要因素)

!%

*

(

U

细胞

受体$

U(+331+(+

J

7/1

#

UOX

%转基因
a'Na

"

(

小鼠对

D[A'

易感性显著增高#高周龄纯合子
UOXU

S

'

小

鼠则出现自发关节炎的表现#并且
UOX

信号强度的

大小影响着自体
U

细胞的活化和凋亡#也关系到

D[A'

的发病和严重程度)

!C

*

(反应性
U

淋巴细胞

中以
O?C

i

U

细胞较活跃#而更以
UP#

细胞占主导

地位(脾脏以及关节组织匀浆中都检测出极高的

UP#

细胞因子$

AQ>F

(

%#中和
AQ>F

(

治疗能够抑制

关节炎的恶化(

AQ>F

(

f

"

f小鼠诱导
D[A'

时与野生

型相比不仅发病时间延迟#严重程度也明显较轻(

Q-22+

S

)2

等)

!$

*发现在关节炎发病前用
UP!

反应相

关细胞因子进行干预能够防止关节炎的发生#显示

出将
UP#

反应转为
UP!

反应有益于控制关节炎症(

ANFC

是
UP!

反应的重要炎性因子#该因子通过抑制

促炎性因子的表达来调控巨噬细胞活动#进而进一

步影响
ANF#!

和
U>QF

%

等炎性因子的产生(在

D[A'

诱导早期阶段#

ANFC

的干预能有效预防外周

关节炎的发生#而
ANFC

不足小鼠
D[A'

发病时间明

显缩短#严重程度也较对照组高)

!&

*

(

关于
ANF#B

在
D[A'

发病中的作用#

?//*+;

等)

!B

*在
ANF#B

缺陷鼠上诱导出与野生鼠相同的

D[A'

#故认为
ANF#B

在
D[A'

诱导过程中无相关作

用(进一步研究发现
ANF#B

缺陷时#过量分泌的

AQ>F

(

弥补了
ANF#B

分泌的不足)

!E

*

#并且中和
ANF#B

治疗对模型鼠有一定作用)

!I

*

#这些都显示出
ANF#B

在
D[A'

发病中的作用(

X/*+

S

P+1/

等)

%"

*发现不同

抗原注射部位对炎性因子的分泌亦有影响#腹腔注

射时以
AQ>F

(

分泌为主#而皮下注射时
AQ>F

(

和

ANF#B

均有分泌#故一般认为
ANF#B

和
AQ>F

(

在

D[A'

发病过程中有协同作用(

ANF!%

被认为在皮

下注射抗原时参与疾病的进展过程#而腹腔注射诱

导的该模型疾病进程无
ANF!%

的参与)

%#

*

(综上所

述#

D[A'

是细胞'体液免疫以及各类细胞因子共同

作用下产生的复杂的自身免疫性疾病(

%

!

PSD;

骨化通路相关研究

]27

信号通路和
?-(WW/

J

4

$

?LL

%

F#

是最近发

现的与骨化发生密切相关的因素(

]27

信号通路是

促骨化因素#在正常个体及关节炎进程中均具有重

要作用#是维持骨形成及骨破坏稳态的重要通

路)

%!

*

&而
?LLF#

是
]27

信号通路的抑制剂#它可以

抑制骨化进程#阻断
?LLF#

可促进骶髂关节的融

合)

%%

*

#相关研究也显示强直性脊柱炎患者体内

?LLF#

失衡)

%C

*

(对于
D[A'

小鼠的骨化相关因素

研究发现该模型中
]27

信号通路抑制剂
?LLF#

和

5@5U

的表达较正常组显著降低)

%$

*

(因此
D[A'

小

鼠
]27

信号通路的进一步探索将有助于揭示骨化

相关机制#并且为脊柱关节炎患者骨化的预防及治

疗提供新的思路(

M

!

结论及展望

脊柱关节炎是一组慢性炎症性自身免疫疾病#

+

%%$

+
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具有特定的病理生理'临床'放射学和遗传特征#目

前发病机制仍不清楚(动物模型是研究人类疾病的

重要工具#然而目前尚无任何一种动物模型能完全

模拟脊柱关节炎的发病过程和临床表现(关节及脊

柱的骨化强直是脊柱关节病中强直性脊柱炎后期的

特征性临床表现#骨化与炎症的关系以及骨化自身

的病理机制都是亟待解决的难题(

D[A'

小鼠是目

前唯一侵犯中轴骨系统的系统性自身免疫小鼠模

型#后期出现外周和中轴关节的骨化强直使得该模

型成为研究骨化机制的良好载体#对脊柱关节炎的

基础研究具有极为重要的意义(然而用于诱导

D[A'

的蛋白聚糖提取过程烦琐'市场价格昂贵并

且模型诱导周期较长#这在一定程度上限制了

D[A'

小鼠模型的普及推广(未来基因及免疫学方

面的研究将有助于进一步了解该小鼠模型的发病机

制#从而为人类脊柱关节炎疾病的诊断和治疗提供

依据(
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