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AZD5069通过抑制中性粒细胞迁移治疗类风湿关节炎的机制研究 *
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摘要 目的：探讨 CXCR2拮抗剂 AZD5069能否通过抑制中性粒细胞迁移治疗类风湿关节炎（RA）。方法：将 45只雄性 DBA/1J小

鼠随机分为对照组（n=15）、模型组（n=15）、AZD5069组（n=15）；除对照组外，其余两组均给予牛Ⅱ型胶原蛋白 +弗氏佐剂建立胶

原诱导型关节炎（CIA)模型。观察记录小鼠关节炎评分。二次免疫后第二天给与药物治疗，治疗 3周后处死小鼠检测关节病理、中

性粒细胞浸润、外周血炎症因子等指标。结果：与对照组相比，模型组小鼠关节炎发病率明显升高（P＜0.05）；与模型组相比，

AZD5069组小鼠关节炎发病率明显降低（P＜0.05）。与对照组相比，模型组小鼠关节炎评分明显升高（P＜0.05）；与模型相比，

AZD5069组小鼠关节炎评分明显降低（P＜0.05）。对照组小鼠踝关节间隙正常，滑膜无增生，无炎症细胞浸润，软骨面光滑无破坏；模

型组小鼠踝关节间隙狭窄，滑膜增生明显，可见大量炎症细胞浸润，软骨侵蚀破坏；与模型组相比，AZD5069组小鼠踝关节间隙未

见明显狭窄，滑膜未见明显增生，炎症细胞浸润明显减轻，软骨未见明显破坏。与对照组相比，模型组小鼠血清中炎症因子 TNF-琢、
IL-1茁的水平明显升高（P＜0.05）；与模型组相比，AZD5069组小鼠血清中炎症因子 TNF-琢、IL-1茁的水平明显降低（P＜0.05）。与

对照组相比，模型组小鼠踝关节中性粒细胞明显增多，可见大量中性粒细胞浸润；与模型组相比，AZD5069组小鼠踝关节中性粒

细胞明显减少，中性粒细胞浸润情况明显减轻。结论：CXCR2拮抗剂 AZD5069可通过抑制中性粒细胞迁移治疗类风湿关节炎，

为开发新型治疗 RA药物提供理论基础。
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Mechanism of AZD5069 in the Treatment of Rheumatoid Arthritis by
Inhibiting Neutrophil Migration*

To investigate whether CXCR2 antagonist AZD5069 can treat rheumatoid arthritis (RA) by inhibiting neu-

trophil migration. 45 Male DBA/1J mice were randomly divided into a control group (n=15), model (CIA) group (n=15),

AZD5069 group (n=15). Except for the control group, the other two groups were given bovine type II collagen and Freund's adjuvant to

establish collagen-induced arthritis (CIA) model. The arthritis scores of mice were observed and recorded. Drug treatment was given the

day after the secondary immunization, the mice were sacrificed after 3 weeks of treatment to measure joint pathology, neutrophil infiltra-

tion and peripheral blood inflammatory factors. Compared with the control group, the incidence rate of arthritis in the CIA group

increased significantly(P<0.05), and the incidence rate of arthritis in AZD5069 group was significantly lower than that in the model group
(P<0.05). Compared with the control group, the arthritis score in the CIA group was significantly higher(P<0.05); compared with the CIA
group, the arthritis score in the azd5069 group was significantly lower (P<0.05). In the control group, the ankle joint space was normal,
there was no proliferation of synovium, no infiltration of inflammatory cells, and the cartilage surface was smooth and undamaged; in the

CIA group, the ankle joint space was narrow, with obvious proliferation of synovium, with a large number of inflammatory cells infiltra-

tion and cartilage erosion; compared with the CIA group, azd5069 group showed no obvious stenosis of ankle joint space, no obvious hy-

perplasia of synovium, inflammatory cell infiltration was significantly reduced, cartilage was not damaged. Compared with the control

group, the serum levels of TNF-琢 and IL-1茁 in the CIA group were significantly higher (P<0.05); compared with the CIA group, the

serum levels of TNF-琢 and IL-1茁 in the azd5069 group were significantly lower (P<0.05). Compared with the control group, the number
of neutrophils in the CIA group was significantly increased, and a large number of neutrophils infiltration could be seen; compared with

the CIA group, the number of neutrophils in the azd5069 group was significantly reduced, and the infiltration of neutrophils was signifi-

cantly reduced. CXCR2 antagonist AZD5069 can treat rheumatoid arthritis by inhibiting neutrophil migration and provide a
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theoretical basis for developing new drugs for treating RA.

AZD5069; Mice; Rheumatoid arthritis; Neutrophil migration

前言

类风湿关节炎（Rheumatoid arthritis, RA）是一种病因未明

的以滑膜炎为主要病理特征的自身免疫性疾病，可引起多关

节、对称性的关节炎症,如不能及时救治，可引起关节畸形，致

残率较高，严重危害人民的健康[1]。最近研究发现，中性粒细胞

迁移至炎症关节在 RA炎症持续和关节损伤的进展过程中起

着重要的作用, 在 RA患者的关节滑膜和关节炎中均可检测出

大量中性粒细胞浸润[2]。因此阻止中性粒细胞迁移至炎症关节

可能是治疗 RA 的一条重要途径。目前研究发现，CXCR2

（CXC chemokine receptor 2）在中性粒细胞迁移过程中起着重

要作用[3]。CXCR2拮抗剂 AZD5069可抑制中性粒细胞迁移至

炎症部位，其抑制炎症的作用已在多种疾病中得到证实如急性

肺损伤、哮喘、慢性阻塞性肺疾病、溃疡性结肠炎等[4-6]。但有关

CXCR2拮抗剂是否可用于治疗慢性炎症性疾病 RA的研究尚

未见报道。因此本课题采用 胶原诱导型关节炎（Collagen in-

duced arthritis，CIA）小鼠模拟类风湿关节炎，并观察 CXCR2拮

抗剂 AZD5069是否可通过抑制中性粒细胞迁移治疗类风湿关

节炎，为开发新型治疗 RA药物提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 药物及试剂

AZD5069（南京百鑫德诺生物科技有限公司），牛 II型胶原

（美国 Chondrex公司），完全弗氏佐剂（美国 Chondrex公司），

不完全弗氏佐剂（美国 Chondrex公司），髓过氧化物酶（MPO，

myeloperoxidase）抗体、Ly6G抗体均购自美国 Abcam公司，白

细胞介素 1茁（interleukin 1茁，IL-1茁）ELISA试剂盒、肿瘤坏死因
子 琢（tumor necrosis factor 琢，TNF-琢）ELISA试剂盒均购自 Ab-

cam公司，1%戊巴比妥钠（美国 Sigma-Aldrich公司），EDTA脱

钙剂（北京鼎国生物技术有限公司），4%多聚甲醛（武汉博士德

公司）。

1.2 实验动物

实验所使用小鼠共 45只均为 SPF级 DBA/1J小鼠（6-8周

龄，雄性，体重 20± 2g），实验动物自上海斯莱克实验动物有限

公司采购，许可证号：SCXK（沪）2017-0005。全部实验用鼠饲养

于南方医科大学 SPF级实验动物中心，所有的操作和实验流程

均严格遵守实验动物管理条例。

1.3 仪器

SpectraMax M5多功能酶标仪（美国 Molecular Devices公

司），台式高速冷冻离心机（美国 Bcekman公司），光学倒置显

微镜（日本 Olympus公司），24、96孔板（美国 Bcekman公司），

全自动组织脱水机（德国 Leica公司），BMG-III型石蜡包埋机

（上海司乐仪器有限公司），超薄切片机（德国 Leica公司）。

1.4 CIA小鼠模型的建立

将 45 只 6-8 周龄雄性 DBA/1J 小鼠随机分为对照组

（n=15）、模型组（n=15）、AZD5069组（n=15）；首次免疫：将牛Ⅱ

型胶原蛋白以 2 mg/mL的浓度溶于 0.1 mol/L醋酸溶液中，随

后与完全弗氏佐剂按体积比 1:1混合，超声乳化混匀后制备为

乳化剂；模型组以及 AZD5069组在第 0天时在距离小鼠尾巴

根部 1.5 cm处皮下注射 0.1 mL已制备的乳化剂进行初次致

敏，对照组尾部皮下注射等体积溶剂。二次免疫：于第 21天进

行，将上述牛Ⅱ型胶原蛋白不完全弗氏佐剂等体积混合，超声

乳化混匀制备为乳化剂；各组注射方法及剂量同首次免疫[7]。

1.5 给药方案

AZD5069干预给药：AZD5069组根据小鼠体重按 5 mg/kg

每日灌胃，对照组及模型组则予灌胃同等体积溶剂。

1.6 关节炎评分

关节炎评分[8]：从首次致敏的当天开始观察小鼠四肢关节

情况，评分标准：0分为正常，1分为轻度红肿，2分为中度红

肿，3分为严重肿胀，4分为关节变形、强直，每只最高 16分，每

周观测 3-4次。发病率评估：小鼠关节炎评分保持稳定或连续

两天增加至少 1分，则认定该小鼠患有关节炎。

1.7 小鼠踝关节组织病理学检测（HE染色）

动物处死后留取踝关节。经 10%(体积分数) 中性甲醛固

定、10%EDTA脱钙、乙醇梯度脱水、石蜡包埋，切片，苏木素 -

伊红(HE)染色，中性树胶封固后显微镜下观察滑膜、软骨、踝关

节间隙的病理改变，光镜观察下踝关节病理变化。

1.8 血清 TNF-琢、IL-1茁 炎症因子表达水平和踝关节 MPO、

Ly6G表达水平

给药 3周后麻醉处死小鼠，心脏取血，离心取上清，使用小

鼠 ELISA检测各组小鼠血清中 TNF琢、IL-1茁炎症因子表达水
平，具体方法按照试剂盒说明书。采用免疫组化的方法检测小

鼠踝关节MPO、Ly6G表达水平，取小鼠踝关节石蜡标本脱蜡、

水化，将组织切片置入枸橼酸溶液，65℃过夜，进行抗原修复，

加 3% H2O2避光孵育消除内源性过氧化物酶的活性；PBS冲洗

3次，滴加 5%山羊血清封闭孵育 1小时，降低非特异性染色；

滴加稀释的一抗（MPO或 Ly6G）工作液孵育，4℃过夜；PBS冲

洗后加入二抗，37℃孵育 30 分钟；PBS冲洗后加入 DAB 显

色，显微镜下观察。

1.9 统计方法

所有计量资料都以均数± 标准差（x± s）表示，应用 SPSS

21.0软件进行分析，GraphPad Prism 5.0作图。多样本均数的比

较采用单因素方差分析，两组间样本均数比较采用 t检验。当

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠关节炎发病率比较

与对照组相比，模型组小鼠关节炎发病率明显升高（P＜0.05）；
与模型组相比，AZD5069 组小鼠关节炎发病率明显降低

（P＜0.05）；如图 1所示。结果表明：AZD5069可明显降低 CIA

模型小鼠关节炎的发病率。
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图 3 各组小鼠关节炎评分

Fig.3 Arthritis score of mice in each group

Note: compared with CIA group, *P＜0.05.

图 4 各组小鼠踝关节病理学形态（× 100）

Fig.4 Pathological morphology of ankle joint in each group of mice（× 100）

2.2 各组小鼠关节炎评分比较

与对照组相比，模型组小鼠关节炎评分明显升高（P＜0.05）；

与模型相比，AZD5069组小鼠关节炎评分明显降低（P＜0.05）；

如图 2、图 3所示。结果表明：AZD5069可明显降低 CIA小鼠

关节评分，减轻 CIA小鼠关节肿胀严重程度。

2.3 各组小鼠踝关节病理学形态比较

对照组小鼠踝关节间隙正常，滑膜无增生，无炎症细胞浸

润，软骨面光滑无破坏；模型组小鼠踝关节间隙狭窄，滑膜增生

明显，可见大量炎症细胞浸润，软骨侵蚀破坏；与模型组相比，

AZD5069组小鼠踝关节间隙未见明显狭窄，滑膜未见明显增

生，炎症细胞浸润明显减轻，软骨未见明显破坏，见图 4。

图 1 各组小鼠关节炎发病率

Fig.1 Incidence rate of arthritis in mice

Note: compared with CIA group, *P＜0.05.

图 2 各组小鼠踝关节大体图

Fig.2 General picture of ankle joint of mice in each group

2.4 各组小鼠血清中 TNF-琢、IL-1茁的水平比较

与对照组相比，模型组小鼠血清中炎症因子 TNF-琢、IL-1茁
的水平明显升高（P＜0.05）；与模型组相比，AZD5069组小鼠血

清中炎症因子 TNF-琢、IL-1茁的水平明显降低（P＜0.05），见图

5。结果表明：AZD5069可明显降低 CIA小鼠血清中 TNF-琢、
IL-1茁的水平。
2.5 各组小鼠中性粒细胞浸润情况比较

采用MPO、Ly6G标记小鼠踝关节中性粒细胞，与对照组

相比，模型组小鼠踝关节中性粒细胞明显增多，可见大量中性

粒细胞浸润；与模型组相比，AZD5069组小鼠踝关节中性粒细

胞明显减少，中性粒细胞浸润情况明显减轻，见图 6。结果表

明：AZD5069可明显降低 CIA小鼠踝关节中性粒细胞浸润，抑

制中性粒细胞迁移至炎症关节。
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3 讨论

类风湿关节炎（RA）是一种以关节滑膜为主要靶组织的自

身免疫性疾病，其特点为关节滑膜细胞增生、炎性细胞浸润以

及软骨和骨的破坏[9,10]。如不进行及时有效的治疗，致残率高，

社会危害大[11]。目前认为免疫系统的异常活化，产生针对自身

抗原的免疫细胞、细胞因子以及抗体等是 RA起病和复发的主

要原因[12-14]。对于 RA的研究也多集中于 T、B淋巴细胞、树突细

胞上[15,16]。传统的观点认为中性粒细胞在 RA的起病中作用有

限，然而最近越来越多的证据表明，中性粒细胞在 RA的起病

和进展过程中也有着至关重要的作用[17,18]。

中性粒细胞是体内最主要的固有免疫细胞之一，在感染及

炎症发生时，第一时间募集到炎症发生地，参与炎症反应[19,20]。

中性粒细胞可以杀死病原体，保护机体，但过度的炎症反应也

会引起自身组织的损伤[21,22]。中性粒细胞可通过分泌多种炎症

介质促进 RA 的发生发展，中性粒细胞可分泌 IL-1、IL-6、

IL-17、TNF-琢等炎症因子参与 RA炎症反应，并可以通过分泌

多种趋化因子，趋化更多的中性粒细胞巨噬细胞等到达关节部

位，炎症细胞的浸润加重了局部的炎症反应[23,24]。除了分泌多种

炎症因子以外，中性粒细胞还可以通过释放大量活性氧（ROS）

促进 RA炎症的发生，ROS的大量释放会促进中性粒细胞、巨

噬细胞等炎症细胞分泌多种炎症因子与黏附因子，引起关节炎

症的加重[25]。除此以外最近研究[26,27]发现，中性粒细胞大量募集

至炎症关节后，中性粒细胞容易发生中性粒细胞胞外陷阱

（Neutrophil extracellular traps, NETs），释放出大量胞内容物，如

DNA、组蛋白、弹性蛋白酶（Neutrophil Elastase，NE）、髓过氧化

物酶（Myeloperoxidase，MPO），诱导免疫应答，促进炎症反应，

最终导致 RA发生发展，迁延不愈。综上所述，抑制中性粒细胞

募集至炎症关节是减轻 RA炎症的一个关键。

目前研究认为，CXCR1/CXCR2属于 G蛋白偶联受体，在

中性粒细胞上表达，是中性粒细胞迁移到炎症部位的主要介

质，被认为在多种炎症性疾病中升高，包括慢性阻塞性肺病

(COPD)，严重哮喘，类风湿关节炎，牛皮癣，炎症性肠病等。然

而，CXCR1还特异性的参与磷脂酶 D的激活，以及杀菌能力，

表明在炎症条件下，CXCR1和 CXCR2可能具有不同的生理作

用，提示 CXCR2特异性的参与中性粒细胞的趋化。类风湿性

关节炎的滑膜液中含有较高水平的 CXCR2配体，包括 IL-8

(CXCL8)、ENA-78 (CXCL5)和 Groa (CXCL1)，它们促进中性粒

图 5 各组小鼠血清中 TNF-琢、IL-1茁的水平
Fig.5 Levels of TNF-琢 and IL-1茁 in serum of mice in each group

Note: compared with CIA group, **P＜0.05.

图 6 各组小鼠中性粒细胞浸润情况（× 100）

Fig.6 Neutrophil infiltration in mice of each group（× 100）

2409· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.13 JUL.2020

细胞不断的迁移至关节，浸润滑膜[28,29]。 CXCR2在炎症阶段持

续募集中性粒细胞到关节，是引起关节慢性炎症的重要原因之

一 [30]。因此本研究通过观察 CXCR2拮抗剂 AZD5069对 CIA

小鼠的治疗作用，明确是否可通过抑制中性粒细胞迁移治疗

RA。结果显示：CXCR2拮抗剂 AZD5069可明显降低 CIA小鼠

的发病率，减轻 CIA 小鼠的关节炎评分；病理结果也提示

AZD5069可以减轻 CIA小鼠的关节炎症，减轻 CIA小鼠的骨

破坏；经过 AZD5069 治疗后，CIA 小鼠血清中炎症因子

TNF-琢、IL-1茁的水平也明显降低。由此可见，CXCR2 拮抗剂
AZD5069确实可以减轻 CIA小鼠的关节炎症，对 CIA小鼠具

有一定的治疗作用。那么 CXCR2拮抗剂 AZD5069的治疗作

用是否是通过抑制中性粒细胞迁移而发挥的，为此我们采用

MPO、Ly6G标记小鼠踝关节的中性粒细胞，发现经 AZD5069

治疗后，CIA小鼠踝关节的中性粒细胞浸润明显减少，提示

AZD5069可通过抑制中性粒细胞迁移至炎症关节而减轻关节

炎症。

综上所述，CXCR2拮抗剂 AZD5069可通过抑制中性粒细

胞迁移治疗类风湿关节炎。抑制中性粒细胞迁移至炎症关节是

治疗 RA的重要靶点，本研究为开发新型治疗 RA药物提供了

理论基础。
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