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来氟米特联合依那西普对佐剂性关节炎大鼠免疫功能的影响
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摘要 目的：研究来氟米特和依那西普联合使用对佐剂性关节炎（AA）大鼠的治疗作用及其可能的作用机制。方法：建立 AA大鼠
关节炎模型，分为正常对照组、模型组、来氟米特组、依那西普组、来氟米特联合依那西普配伍组；采用关节炎指数评分法评价大
鼠关节炎症程度，半定量 RT-PCR和放射免疫法检测滑膜组织及血清中 IL-1β、TNF-α表达水平，免疫组化方法检测滑膜组织中
MMP-3含量。结果：①相较于 AA模型组，来氟米特组、依那西普组和配伍组中大鼠的 AI评分均显著下降（P<0.01)，其中以配伍
组关节炎指数为最低（P<0.05)。②模型组大鼠血清及滑膜组织的 IL-1β和 TNF-α水平明显高于正常对照组(P<0.01)，用药后各
组的 IL-1β和 TNF-α水平均有所下降，并以配伍组降低最为明显(P<0.01或 P<0.05)；③模型组大鼠滑膜组织 MMP-3表达阳性
密度显著高于正常对照组（P<0.01)，用药后各组的MMP-3阳性密度降低(P<0.01)，其中配伍组下降程度明显高于来氟米特组和依
那西普组 (P<0.01)。结论：来氟米特和依那西普联合使用可明显减轻 AA大鼠的关节炎症，降低血清和滑膜组织中 IL-1β和
TNF-α水平，减少滑膜中MMP-3的表达，疗效优于单独使用来氟米特或依那西普。
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ABSTRACT Objective: To study the therapeutic effects of Leflunomide (LEF) combined with Etanercept on rat adjuvant arthritis
(AA), as well as the possible mechanism. Methods: Established the rat model of collagen-induced arthritis, and the rats were divided into
control group, AA model group, LEF group, Etanercept group and LEF+Etanercept group; Arthritis were evaluated by arthritis index,
and semi-quantitative RT-PCR, radioimmunoassay and immunohistochemistry were respectively used to detect the levels of IL-1β,
TNF-α and MMP-3 in synovium and serum. Results: ① The arthritis index of AA model group was significantly higher than those of
LEF group, Etanercept group and LEF+Etanercept group (P<0.01), and the arthritis index was significantly lowest in LEF+Etanercept
group (P<0.05).② The levels of IL-1β and TNF-α in synovium and serum were notably higher in AA model group than those in con-
trol group (P<0.01). After administration, the levels significantly decreased in the three groups (P<0.01), especially in LEF+Etanercept
group (P<0.05). ③The positive expression of MMP-3 in synovium of model group was significantly higher that that of control group.
(P<0.01). The positive expression of MMP-3 in each group was lowered after administration. Compared with LEF group and Etanercept
group, the positive expression of MMP-3 was significantly lower in LEF+Etanercept group (P<0.01). Conclusions: The combined use of
LEF and Etanercept can significantly relieve the arthritis syndrome in AA rats by decreasing the expression of IL-1β and TNF-α in syn-
ovium and serum, as well as that of MMP-3 in synovium, which is better than LEF or Etanercept used separately.
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类风湿关节炎(rheumatoid arthritis, RA)为一种常见的慢性
自身免疫性关节疾病，主要表现为全身多个关节进行性受累。
目前 RA治疗中仍然缺少效果满意的方法，且反复发作可导致
关节结构的破坏，增加患者致残率，因此如何寻找更为有效、安

全的方法成为 RA 治疗的主要目标。来氟米特（leflunomide,
LEF）为新一代的免疫调节剂，研究表明 LEF治疗炎风湿关节
炎疗效较好。但是来氟米特起效慢，接受其治疗的 RA患者多
在 2个多月后才会出现较明显的症状缓解[1]。依那西普，为重
组的可溶性 TNF-α受体蛋白，起效快，在治疗后 2周即开始见
效，且疗效优于传统 DMARD药物[2]。因此本研究以佐剂性关
节炎大鼠模型为基础，研究来氟米特、依那西普联合用药治疗
类风湿关节炎的效果及其对大鼠体内 IL-1β、TNF-α 和
MMP-3表达的影响，从细胞因子的角度探讨其可能的作用机
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制，为临床上采用来氟米特配伍依那西普治疗 RA提供理论依
据。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂
50只成年雄性Wistar大鼠由江西中医学院实验动物中心

提供，体重 180～200g；完全弗氏佐剂购自 SIGMA公司；来氟
米特购自苏州长征欣凯制药有限公司；依那西普购自美国

Wyeth公司；IL-1β、TNF-α试剂盒购自解放军总医院科技开
发中心放射免疫所；Trizol试剂和 RT-PCR试剂盒购自上海生
工生物工程技术有限公司；基质金属蛋白酶 3（MMP-3）ELISA
试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
1.2 实验方法与步骤
1.2.1 大鼠佐剂性关节炎模型的建立 40只Wistar大鼠左后足
跖皮下注射 100μl完全弗氏佐剂，注射后第 1d大鼠足跖局部
即可出现轻微肿胀等炎症反应，随时间延长大鼠关节炎症反应

呈进行性加重，局部皮肤出现充血肿胀，皮温升高，足垫增厚，

严重时关节无法负重，活动受限。另取 10只正常对照组大鼠于
相同部位，采用相同手法注射 100μl生理盐水。从用药后第 1d
起，观察双后肢踝关节肿胀程度并进行 AI评分，每 4天 1次，
记分标准为：0分无关节炎，1分发红或轻微肿胀,2 分中度肿
胀，3分严重肿胀，4分严重肿胀且不能负重。
1.2.2 实验分组 40只模型鼠随机分为 4组（10只 /组）。来氟
米特组：于造模后第 12d开始，来氟米特 10mg/kg灌胃，一天一
次；依那西普组：造模后第 12d开始，采用 100μg/kg依那西普
腹腔注射，一周两次；依那西普联合来氟米特配伍组：灌胃给予

来氟米特 10mg/kg（1次 /天），并腹腔注射依那西普 100μg/kg
（2次 /周）；模型组：不用药，正常饲料喂养。给药后 28d处死所
有大鼠。
1.2.3 滑膜组织 IL-1βmRNA、TNF-αmRNA检测 分离大鼠双
侧膝关节滑膜组织，Trizol提取组织总 RNA后，半定量逆转录
-聚合酶链反应检测组织中 IL-1βmRNA、TNF-αmRNA表达
水平，采用引物如下：①IL-1β：上游引物 5'-TTGTGGCTGTG-
GAGAAGCTG-3', 下 游 引 物 5'-GCCGTCTTTCATA-
CACAGG-3'，产物大小为 377bp。 ② TNF-α：上游引物
5'-CTGGGCAGCGTTTATTCT-3'，下游引物 5'-TTGCTTCCCT-
GTTCC-3'，产物大小为 249bp。③内参照β-actin：上游引物
5'-CACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCC-3'，下游引物 5'-CCA-
CACAGATGACTTGCGCTCAGG-3'，产物大小为 147 bp。PCR
结束后，2%琼脂糖凝胶电泳，拍照后，凝胶图像分析软件得出
各目的条带与内参照β-actin的灰度比值。
1.2.4 血清 IL-1、TNF-α测定 给药后 28d眼球取血处死大鼠，
3500rpm离心 20min，分离上层血清，-80℃保存备用。以放射免
疫法（RIA）进行测定，分别将 0.1ml的缓冲液、标准液、血清样
品、125I-IL-1β、125I-TNF和 IL-1β、TNF-α 的抗血清加入编
号为总计数管（T）、非特异性结合管（NSB）、零标准管（S0）、标
准管（S1-5）、样品管（U）的聚丙乙烯试管中，充分混匀，4℃温育
24h 后，加入 0.5ml 免疫分离剂，充分混匀，室温放置
20min，3500rpm 4℃，离心 25min，弃尽上清，通过检测各管沉淀
部分的放射性计数，得到各血清样品的浓度。

1.2.5 滑膜组织MMP-3免疫组化检测 分离大鼠双侧踝关节组
织，4%多聚甲醛固定后，石蜡包埋连续切片，厚度为 4μm，进
行免疫组化染色，实验按试剂盒说明书操作。随机检测 5个
400倍视野下阳性面积比，为每个视野中阳性细胞面积占整个
视野面积的百分率，取其平均值，以作为MMP-3阳性密度。
1.3 统计学分析
采用 SPSS13.0软件处理数据，所得计量数据采用均数±

标准差(X±S)表示，两组间均数比较用 t检验。以 p<0.05有统
计学意义。

2 结果

2.1 大鼠关节炎指数评分
从给药当天开始观察大鼠双后肢踝关节肿胀程度，发现随

着免疫时间延长各组大鼠的 AI评分均呈明显的下降趋势，至
给药后 28d，来氟米特组、依那西普组和配伍组大鼠关节肿胀
程度均显著低于模型组（P<0.01），三组间比较以配伍组 AI评
分下降最为显著（P<0.05），而来氟米特组和依那西普组间无明
显差异（P>0.05）(Fig 1)。

2.2 大鼠滑膜细胞 IL-1βmRNA、TNF-αmRNA表达水平
以佐剂性关节炎模型大鼠为研究对象，以半定量 RT-PCR

方法观察来氟米特、依那西普单独用药和两者配伍用药对大鼠
滑膜细胞中 IL-1βmRNA、TNF-αmRNA表达水平的影响。结
果佐剂处理可显著增加 AA 模型组大鼠滑膜细胞中 IL-1
（377bp）和 TNF-α (249bp)的表达，组间差异有统计学意义
（P<0.01）；而经过来氟米特、依那西普单独或两者联合用药处
理后，大鼠 IL-1βmRNA、TNF-αmRNA 表达水平显著降低
（P<0.01），其中均以配伍组下降程度最为明显，但仍明显高于
正常对照组大鼠中表达水平（P<0.05），(Fig 2, Tab 1)。
2.3 大鼠血清中细胞因子 IL-1β和 TNF-α含量
放射免疫法检测各组大鼠血清中 IL-1β和 TNF-α含量，

结果 AA模型组大鼠血清 IL-1β和 TNF-α水平显著高于正
常组（P<0.01），来氟米特组、依那西普组及配伍组的 IL-1β和
TNF-α水平均较模型组减少（P<0.01），其中以氟米特组和依
那西普联合配伍组差异最为显著，与对照组间比较差异无统计

学意义（P>0.05）(Tab 2)。
2.4 大鼠滑膜组织中MMP-3表达
免疫组化结果显示，模型组大鼠滑膜细胞层及滑膜下层的

MMP-3阳性密度显著高于正常滑膜组织，组间差异有统计学
意义（P<0.01）；来氟米特、依那西普单独用药及两者配伍用药
MMP-3阳性密度可明显减少，与模型组比较，差异均有显著性

Fig 1 Comparison of arthritis scoring data between groups
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Fig 2 Semi-quantitative RT-PCR analysis of IL-1β mRNA and TNF-α mRNA in synovial cells (A): IL-1β mRNA; (B): TNF-α mRNA; 1: Normal

group 2: AA model group 3: LEF group 4: Etanercept group 5: The combination of LEF and Etanercept

▲P＜0.05，●P＜0.01 vs control;※P＜0.01 vs model；#P＜0.05 vs LEF or Etanercept

（P<0.01），其中来氟米特组与依那西普组 MMP-3阳性密度水
平相当，配伍组阳性密度降低最为明显，但仍高于对照组（P<0.
01）(Fig 3)。

3 讨论

RA被公认为是一种慢性关节炎性疾病，在感染、疲劳等外
来因素刺激下，滑膜细胞及滑膜组织中浸润的淋巴细胞、单核 /
巨噬细胞可通过分泌产生大量细胞因子，促进类风湿关节炎的

发生与发展，因此有效抑制类风湿关节炎患者关节组织内炎症

因子的表达是 RA治疗中的一个重要靶点。细胞因子 IL-1β和
TNF-α在 RA的发病机制中处于中心位置，其可能机制如下：
通过活化血管内皮细胞，增加内皮粘附分子表达，促进血液中

白细胞聚集于关节腔内；增强破骨细胞活性，并表达胶原酶、基
质金属酶等，导致关节软骨与骨的破坏；刺激结缔组织细胞和

多形核细胞合成小分子炎性介质[3,4]。
研究表明来氟米特在体内可以抑制 IL-1β、TNF-α，且其

抑制程度与疗效密切相关[5]。依那西普为重组的可溶性 TNF-α
受体蛋白，由 TNF-α受体的细胞外配体结合部位与人类 IgG
Fc段融合而成，可与 TNF-α直接结合，阻断其活性发挥，减少

Tab 1 The changes of expression levels of IL-1β mRNA and TNF-α mRNA between groups(x±s)

Group Number IL-1β/β-actin TNF-α/β-actin

Normal 10 0.58±0.12 0.59±0.11

AAModel 10 2.44±0.36● 1.46±0.13●

LEF 10 1.79±0.05●※ 1.15±0.20●※

Etanercept 10 2.13±0.18●※ 0.84±0.07▲※

Etanercept+LEF 10 1.24±0.63▲※# 0.67±0.08▲※#

●P＜0.01,▲P＜0.05 vs control；※P＜0.01 vs model；#P＜0.05 vs LEF or Etanercept

Tab 2 The comparison of IL-1β and TNF-α between groups(x±s)

Group Number IL-1β/β-actin TNF-α/β-actin

Normal 10 0.56±0.15 0.96±0.19

AAModel 10 1.32±0.17● 1.84±0.15●

LEF 10 0.73±0.15●※ 1.32±0.21●※

Etanercept 10 0.88±0.20●※ 1.16±0.18▲※

Etanercept+LEF 10 0.51±0.18※# 0.98±0.14※#

Fig 3 Comparison of the density of MMP-3 positive cells in synovial cells

between groups

*P＜0.01 vs control；$P＜0.01 vs model；#P＜0.01 vs LEF or Etanercept
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滑膜和软骨的破坏；相较于传统 DMARD药物，依那西普优势
在于特定的靶向性减少了产生全身免疫抑制的可能，且起效

快，患者耐受性好[6]。因此本研究中，我们试图证明来氟米特和
依那西普联合用药是否可以取长补短，达到更好的治疗效果，

并初步探讨了其可能作用机制。
实验中，大鼠经完全弗氏佐剂处理后，关节出现充血肿胀、

局部皮温升高等明显的炎症反应，关节炎指数 AI相应增加，表
明我们成功建立了大鼠佐剂炎性关节炎模型，此时分别以

RT-PCR、放射免疫法检测大鼠血清及滑膜组织中 IL-1β 和
TNF-α水平，发现相较于正常对照组，模型大鼠血清及滑膜组
织中 IL-1β、TNF-α 水平均显著升高（P<0.01），再次证明
IL-1β和 TNF-α在 RA发生发展中起着重要作用；经来氟米
特、依那西普单独给药或联合治疗后，三组中 AA模型大鼠关
节肿胀程度均得到缓解，AI指数得以改善（P<0.01），检测血清
与滑膜组织中 IL-1β和 TNF-α水平，均明显低于 AA模型组
（P<0.01），其中以 LEF+ Etanercept组下降程度最为明显（P<0.
05），表明配伍用药组在下调类风湿关节炎免疫应答、减轻炎症
反应方面要优于来氟米特或依那西普单独用药。
关节组织中基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinases,

MMP）的过表达或活性增加是后期引发 RA患者关节结构破坏
的重要因素，据报道，MMP-3除可广泛降解基质中的各种成分
外，还可通过级联激活反应活化其它类型MMP，进一步加重
RA病情[7]。本研究结果表明，正常对照组很少产生MMP-3，而
AA模型组大鼠滑膜组织中 MMP-3 表达水平明显升高（P<0.
01），至用药后三组大鼠中 MMP-3表达均有所减少（P<0.01），
其中尤以配伍组下降最明显（P<0.01），推测来氟米特和依那西

普联合使用可发挥协同作用，共同下凋大鼠体内细胞因子 IL-1
和 TNF-α水平，从而减轻对破骨细胞、滑膜细胞的刺激，减少
这些细胞中MMP-3的合成和分泌，延缓关节损害发生。
总之，来氟米特和依那西普配伍用药可通过下调炎症因子

IL-1β、TNF-α和 MMP-3表达，减轻关节炎症，抑制软骨和骨
质破坏，完成对 RA的治疗，且效果优于两者单独使用，值得进
一步推广使用。
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