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四种不同抗原诱导的类风湿关节炎小鼠模型的病变特点比较研究
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摘要: 类风湿关节炎 (RA) 是一种由抗原驱动和T细胞介导的自身免疫性疾病。二型胶原 (CII) 和纤维蛋白原 

(Fib) 是RA发病进程中的两种主要抗原, 其瓜氨酸化修饰 (Cit) 后产生的抗原也是诱导机体产生致病性抗瓜氨酸化

蛋白抗体 (ACPA) 的诱因之一。为了给RA相关研究提供参考, 本研究拟通过CII、Cit-CII、Fib和Cit-Fib 4种抗原分

别与完全弗氏佐剂乳化, 免疫DBA/1小鼠建立RA动物模型, 从病理、影像和血清生化等方面对不同抗原所诱导模

型的病变特点进行比较, 动物福利和实验过程均遵循中国中医科学院实验动物伦理委员会的规定。结果显示, CII、

Cit-CII和Cit-Fib诱导组小鼠均出现关节红肿、足趾变形等症状, 临床积分和发病率均较正常组升高, 其中CII组病

变最严重, 发病率达 100%, Cit-CII和Cit-Fib组症状较轻, 发病率分别为 25%和 37.5%; 病理学和影像学检测结果发

现CII诱导组小鼠关节出现严重的滑膜炎症、软骨和骨破坏, Cit-CII和Cit-Fib组仅出现轻微的炎症浸润、关节腔狭

窄和骨破坏; 血清抗体检测结果显示, CII、Cit-CII和Cit-Fib组均产生较高水平的抗环瓜氨酸肽 (CCP) 抗体, 其中

Cit-Fib组 > Cit-CII组 > CII组 > Fib组, 且Cit-CII和Cit-Fib组均产生高水平的瓜氨酸化表位特异性抗体, 而总 IgG

水平则是CII组最高; 血清ELISA和关节组织RT-PCR分析显示, CII诱导组的促炎因子和骨破坏相关分子表达量升

高最明显, 其次为Cit-Fib、Cit-CII。上述结果表明, 4种不同抗原中, 由CII诱导的RA小鼠关节炎症状和病情最严

重, IgG而非抗CCP抗体是其典型的免疫学特征, CII可作为RA小鼠造模首选; Cit-Fib具有一定的免疫原性, 能部分

诱导小鼠出现RA关节炎症状和病情, 产生高水平抗CCP抗体和抗Cit-Fib抗体, 较适合用于与瓜氨酸化相关的RA

研究中; Cit-CII虽有一定的免疫原性, 但其诱导的小鼠RA关节炎发生率和病情严重度较低。
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Abstract: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease driven by antigens and mediated by T cells. 

Collagen II (CII) and fibrinogen (Fib) are the two main antigens in the pathogenesis of RA. The antigen produced 

after citrulline modification (Cit) is also one of the inducements to induce the body to produce a pathogenic anti-

citrulline protein antibody (ACPA). To provide a reference for RA-related research, this study intends to establish 

an RA animal model by using CII, Cit-CII, Fib, and Cit-Fib antigens, emulsification with complete Freund's 
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adjuvant and immunization with DBA/1 mice, respectively, to compare the pathological characteristics of RA 

models induced by different antigens from the aspects of pathology, imaging and serum biochemistry. Animal 

welfare and experimental process are in accordance with the regulations of the Experimental Animal Ethics 

Committee of the China Academy of Chinese Medical Sciences. The results showed that the CII, Cit-CII, and 

Cit-Fib induced mice all had symptoms such as joint redness and swelling, and toe deformation and the clinical 

score and incidence rate were higher than those of the normal group. The CII group had the most serious lesions, 

with a incidence rate of 100%, and the Cit-CII and Cit-Fib groups had mild symptoms, with a incidence rate of 

25% and 37.5%, respectively; pathological and imaging examination results showed that the joints of mice in 

CII-induced group showed severe synovial inflammation, cartilage and bone destruction, while those in Cit-CII and 

Cit-Fib group showed only slight inflammatory infiltration, joint cavity stenosis and bone destruction; the results of 

serum antibody detection showed that CII, Cit-CII and Cit-Fib groups all produced high levels of anti-cyclic 

citrullinated peptide (CCP) antibodies, among which, Cit-Fib group > Cit-CII group > CII group > Fib group, and 

both Cit-CII and Cit-Fib groups produced high levels of citrullinated epitope-specific antibodies, while the total 

IgG level was the highest in CII group; serum ELISA and RT-PCR analysis of joint tissue showed that the 

expression of pro-inflammatory factors and bone destruction-related molecules increased most significantly in the 

CII-induced group, followed by Cit-Fib and Cit-CII. The above results showed that among the four different 

antigens, the symptoms and conditions of arthritis in RA mice induced by CII were the most serious, and IgG 

instead of anti-CCP antibody was its typical immunological feature, and CII could be the first choice for the model 

of RA mice; Cit-Fib has certain immunogenicity, can partially induce the symptoms and conditions of RA arthritis 

in mice, and produce high-level anti-CCP antibody and anti-Cit-Fib antibody, which is more suitable for the study 

of citrulline-related RA; although Cit-CII has certain immunogenicity, the incidence, and severity of RA arthritis 

induced by Cit-CII in mice are low.
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类风湿关节炎 (rheumatoid arthritis, RA) 是一类发

病率高、致残率高的自身免疫系统疾病, 其临床特点主

要表现为慢性炎症和难以逆转的骨侵蚀[1]。自身抗原

及其瓜氨酸化修饰被认为是诱导RA发病和免疫维持

的关键因素[2]。先前的研究已经发现多种与 RA密切

相关的抗原, 其中二型胶原 (type II collagen, CII) 和纤

维蛋白原 (fibrinogen, Fib) 是目前研究较为深入的RA

抗原 , 其瓜氨酸化修饰后的瓜氨酸化二型胶原 

(Cit-CII) 和瓜氨酸化纤维蛋白原 (Cit-Fib) 也被认为是

诱导致病性抗瓜氨酸化蛋白抗体 (anti-citrullinated 

protein antibodies, ACPA) 产生的主要自身抗原 , 且在

RA 临床患者中能广泛检测到高滴度的特异性抗

体[3,4]。大量文献报道, 抗CII、Fib、Cit-CII和Cit-Fib等

抗体均与更严重的RA疾病活动度相关[5]。因此, CII、

Fib、Cit-CII和Cit-Fib等抗原可能在诱导RA疾病进程

中发挥重要作用。

动物模型是探索RA疾病机制和评估药效的重要

途径。在 RA发病过程中, 不同的自身抗原可能发挥

不同的功能和机制, 从而导致致病能力和诱导模型病

变特点也有较大差异[6]。CII、Fib、Cit-CII 和 Cit-Fib 

4种抗原中, CII能激活特异性CD4+ T细胞介导自身免

疫反应 , 其诱导建立的胶原诱导性关节炎模型 

(collagen induced arthritis, CIA) 是 RA 经典动物模

型[7], 而其他 3 类抗原在 RA 中的致病性、作用机制和

作用特点尚不完全清晰。由于一种特定抗原诱导模型

的发病机制和特点往往只侧重于某一个或某几个因

素, 如CIA模型无法阐明纤维蛋白原在软骨沉积的致

病效应, 也无法阐明针对瓜氨酸化蛋白的致病性自身

抗体在人类RA免疫炎症反应的启动和维持过程中的

机制。因此, 研究并比较多种抗原在诱导RA发生、发

展过程的病理特点, 对于复制符合临床特点的 RA动

物模型并开展相关研究具重要意义。本研究拟选用

RA 易感动物 DBA/1小鼠, 通过抗原结合完全弗氏佐

剂乳化免疫的方法来建立 RA模型, 同时从关节炎临

床症状、血清生化、组织病理和影像等方面观察比较

CII、Cit-II、Fib、Cit-Fib 4种不同抗原诱导的RA小鼠模

型的病变特点, 为RA发病机制的深入研究、指导临床

精准治疗和创新型新药研发提供研究基础。

材料与方法

实验动物 雄性DBA/1小鼠 40只, 购自北京华阜

康生物科技股份有限公司 [许可证号 : SYXK (京) 

2019-0008], 实验动物许可证号 : SYXK (京) 2021-

0017。饲养于 22 ± 2 ℃的环境中, 自由摄食和饮水, 适

应饲养 7天后用于后续实验。本研究中动物福利和实
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验过程均遵循中国中医科学院动物伦理委员会的相关

规定。

药品与试剂 牛二型胶原乙酸溶液 (2002-2) 和

完全弗氏佐剂 (7001) 均购自美国 Chondrex 公司 ; 

Peptidylarginin deiminase (P-1584) 购自美国 Sigma 公

司; 瓜氨酸化纤维蛋白原 (7001) 购自Cayman Chemical

公司; 纤维蛋白原 (111003) 购自上海生工生物工程股

份有限公司。Vivaspin超滤离心管 (VS15T22) 购自美

国 Millipore公司; 二硫苏糖醇 (D104859) 购自阿拉丁

试剂有限公司; EDTA (ZLI-9018) 购自北京中杉金桥

生物技术有限公司; 透析袋 (YA1071) 购自索莱宝生

物科技有限公司 ; 小鼠抗环瓜氨酸肽抗体 (anti-CCP 

antibody) ELISA 试 剂 盒 (CSB-EQ027743MO) 购 自

CUSBIO公司; 考马斯亮蓝染色液 (P0017F) 购自碧云

天 生 物 科 技 有 限 公 司 。 小 鼠 免 疫 球 蛋 白 IgG 

(mL057874)、肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α, 

TNF-α, mL002095)、白介素 (interleukin, IL)-6 (mL002095)、

IL-1β (mL301814) 和 IL-17 (mL301814) 检测试剂盒均

购自上海酶联生物科技有限公司 ; 逆转录试剂盒 

(AE311-02) 和 qPCR super mix (AQ101-02) 均购自全

式金生物科技有限公司。

实 验 仪 器 Multiskan MK3 酶 标 仪 (Thermo 

Fisher Scientific 公司); 烤片机 (KPJ-1A)、轮转式切片

机 (QPJ-C)、生物组织包埋机 (BMJ-1B) (天津天利航

空机电有限公司); CFX96Touch实时荧光定量 PCR仪 

[Bio-Rad (美国) 有限公司]; BX50型正置显微镜 [奥林

巴斯 (日本) 公司]。

蛋白体外瓜氨酸化与鉴定 瓜氨酸化缓冲液配

置: 100 mmol·L-1 Tris-HCl (pH 7.6)、10 mmol·L-1 CaC12、

5 mmol·L-1 DTT 溶于无菌水中 , 用 HCl 调 pH 值至 7.6

并定容至50 mL。称取0.5 mg CII, 放入小烧杯中, 加入

0.01 mol·L-1乙酸0.5 mL, 4 ℃过夜, 将CII (0.5 mg·mL-1) 

加入瓜氨酸化缓冲液 , 加肽酰精氨酸脱亚胺酶 

(peptidylarginine deiminase, PAD) 于上述溶液进行酶

促反应 , 反应条件为 PAD 5 U 催化 0.5 mg CII, 37 ℃ , 

2 h。加终浓度为 20 mmol·L-1乙二胺四乙酸 (EDTA) 

终止反应。将样本通过截流分子量为 48 kDa的超滤

离心管, 过滤后的样本置于透析袋中, 两端用透析夹夹

紧后放入烧杯中, 置于磁力搅拌器上, 调节转速, 磁力

转子转动时透析袋呈垂直状态于烧杯中 (透析条件: 

4 ℃, 8 h)。

关节炎模型的建立 40 只 DBA/1 小鼠根据体重

按照随机数字表法分成 5 组 , 分别为正常组、CII 组、

Cit-CII组、Fib组和Cit-Fib组。将 4种蛋白分别与等体

积 CFA乳化成乳浊液, 直至乳浊液滴入水中不扩散。

除正常组外, 其他各组小鼠均采用尾根部皮下散点注

射乳化好的乳浊液，每只 0.1 mL (含蛋白 100 μg)。初

次免疫记为第 0天, 第 21天重复上述步骤, 再次加强

免疫。

发病率和关节炎评分 统计小鼠 RA 发病率, 发

病率 = 每组小鼠发病只数/每组小鼠总数 × 100%。关

节炎评分参考文献[8], 每只小鼠评价其 4个踝腕关节、

4个足中段、12个指趾关节。

抗体检测 用碳酸盐包被缓冲液将 Cit-CII 和

Cit-Fib稀释成5 ng·mL-1, 包被酶标96孔板, 每孔100 μL, 

4 ℃孵育过夜。弃去板中液体, 用 PBST洗涤后甩干, 

将血清样品在 0.1% BSA-PBST中以 1∶100稀释, 并在

室温下一式两份温育 2 h。弃去液体, 再次用 PBST洗

涤, 将生物素标记的抗小鼠 IgG二抗 (Sigma-Aldrich公

司) 在含有辣根过氧化物酶稀释1∶2 500 (Sigma-Aldrich

公司) 的 0.1% BSA-PBST中以 1∶2 000稀释, 并在室温

下温育 1 h。进一步洗涤后 , 用 TMB 底物孵育孔板

10 min, 然后用 2 mol·L-1 H2SO4终止反应, 并在 450 nm

处读取吸光度值。平行测试所有样品以标准化结果, 

每个样品重复测量 2 次。抗 CCP 抗体和免疫球蛋白

IgG检测按照试剂盒说明书进行。

HE 染色 取膝关节, 多聚甲醛固定, 10% EDTA

慢速脱钙后石蜡包埋、切片, 进行HE染色和病理评分, 

具体观察内容和评分标准如表 1所示[9,10], 分值越高提

示病变程度越高。

Micro-CT影像学 取小鼠膝关节, 10%甲醛溶液

固定 72 h, micro-CT 扫描在分辨率 25 μm、单次时长

72 min的条件下扫描炎症关节, micro-CT扫描摄片对

膝关节骨密度 (bone mineral density, BMD)、骨体积分

数 (bone volume/tissue volume, BV/TV)、骨小梁厚度 

(trabecular thickness, Tb.Th)、骨小梁分离度 (trabecular 

separation, Tb.Sp)、骨小梁数量 (trabecular number, Tb.N)、

骨表面积体积比 (bone surface/bone volume, BS/BV) 

进行统计分析。

ELISA 检测 按照厂家说明书使用 ELISA 试剂

盒检测各组小鼠血清样本中 TNF-α、IL-1β、IL-6和 IL-

17等促炎细胞因子的表达水平。

Table 1　Pathological scoring criteria

Disease severity

Extremely severe
Severe
Moderate
Mild
Basically normal

Synovial

erosion
4
3
2
1
0

Inflammatory 

infiltration
4
3
2
1
0

Pannus 

formation
4
3
2
1
0

Bone 

erosion
4
3
2
1
0
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破骨相关因子mRNA水平测定 取小鼠后爪, 提

取总RNA并将其逆转录为 cDNA。随后, 采用RT-PCR

法测定 c-Fos蛋白、活化T细胞核因子 c1 (nuclear factor 

of activated T cells c1, NFATc1)、抗酒石酸酸性磷酸酶 

(tartrate resistant acid phosphatase, TRAP) 和破骨细胞

相关样受体 (osteoclast related receptor, OSCAR) 的

mRNA表达水平。相关引物序列如表2所示。

统计学方法 采用 GraphPad Prism 6软件进行统

计学分析 , 所有结果均以均值± 标准差 (x̄ ± s) 表示。

单因素多组间比较采用 one-way ANOVA方法, 双因素

多组间比较采用 two-way ANOVA方法。若方差非齐性, 

则进一步采用非参数检验。相关性分析采用 Pearson

或 Spearman 相关性分析。P < 0.05 表示有显著性

差异。

结果

1　瓜氨酸化蛋白鉴定

透析后的样本, 取样用于瓜氨酸化鉴定, CII原型

的相对分子质量在 120～130 kDa, 由于瓜氨酸化残基

的形成, Cit-CII的电泳迁移率较 CII的电泳迁移率略

减慢, 通过考马斯亮蓝染色证实体外瓜氨酸化蛋白制

备成功 (图1), 其余样本冻干备用。

2　抗原诱发小鼠RA的症状表现

由于 RA 发病初期的临床症状表现是关节晨僵、

肿胀、疼痛等, 因此关节炎症状和临床积分成为评估

RA模型动物发病的首要和重要因素。为了对比CII、

Cit-CII、Fib和 Cit-Fib 4种不同抗原对小鼠 RA发生的

影响作用, 本研究首先观察了小鼠的关节炎指数、临床

积分、发病率及发病相关情况 (图 2 和表 3)。结果表

明, CII组小鼠于首次免疫 24天开始出现关节红肿症

状, 随后肿胀逐渐加重, 足趾变形、皮肤充血, 部分关节

出现活动受限, 第 36天临床积分最高为 70分, 此后持

续在平台期, 前后足均发病, 以双后足为主, 发病率为

100% (8/8)。Cit-CII组和Cit-Fib组小鼠均为首次免疫

26 天开始出现关节红肿症状表现 , 发病多局限于后

足, 关节炎评分最高分别为 20和 32分, 发病率分别为

25% (2/8) 和 37.5% (3/8)。Cit-CII 组和 Cit-Fib 组小鼠

的关节炎评分和发病率明显低于CII组 (P < 0.01), 累

及肢体数明显少于 CII组, 首次发病时间晚于 CII组。

Fib组小鼠在整个观察周期内均未见明显足关节红肿

及关节活动受限, 其发病率为 0% (0/8)。观察期间, 各

组小鼠体重变化不明显, 无统计学差异。

3　小鼠关节组织病理学检测

RA的病理特征是慢性侵袭性关节炎, 关节的组织

病理学观察是目前实验研究中评估RA模型动物发病

特点及疾病严重度的最重要方法。膝关节HE染色结

果显示, 正常组小鼠关节表面光滑, 无血管翳形成, 细

胞排列整齐; CII组小鼠踝关节腔周围滑膜组织明显增

生并突入关节腔, 关节间隙变窄, 增生的滑膜组织侵犯

皮下, 部分形成纤维硬化灶, 伴滑膜内大量的炎性细胞

浸润和肉芽组织增生, 滑膜血管翳形成, 骨和软骨出现

明显损伤; Cit-CII组小鼠膝关节, 可见轻到中度的滑膜

增生向关节腔内生长, 局部出现血管翳, 骨和软骨骨质

Figure 1　 Identification of citrullinated type II collagen. Lane 1: 

MV markers; Lane 2: Pre-citrullination (100 μg); Lane 3: Post-

citrullination (10 μg)

Table 3　Clinical characteristics in each group

Group
Control
CII
Cit-CII
Fib
Cit-Fib

Case
0 (0%)
8 (100%)
2 (25%)
0 (0%)
3 (37.5%)

Time of first onset
-

Day 24
Day 26
-

Day 26

Number of affected limbs
0
22 (fore limb 7/ posterior limb 15)
3 (fore limb 0/ posterior limb 3)
0
7 (fore limb 1/ posterior limb 6)

Maximum arthritis score
0
70
20
0
32

Table 2　 Sequences of the primers used in RT-PCR. NFATc1: 

Nuclear factor of activated T cells c1; TRAP: Tartrate resistant 

acid phosphatase; OSCAR: Osteoclast related receptor

Gene
c-Fos

NFATc1

TRAP

OSCAR

GAPDH

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

Sequence (5′-3′)
GGATTTGACTGGAGGTCTGC
TTGCTGATGCTCTTGACTGG
CTCGAAAGACAGCACTGGAGCAT
CGGCTGCCTTCCGTCTCATAG
CTGGAGTGCACGATGCCAGCGACA
TCCGTGCTCGGCGATGGACCAGA
TGGCGGTTTGCACTCTTCA
GATCCGTTACCAGCAGTTCCAGA
CATGGCCTTCCGTGTTCCTACCC
CCTCAGTGTAGCCCAAGATGCCCT
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出现轻−中度损伤; Fib组小鼠未出现明显病理学改变; 

Cit-Fib组小鼠膝关节可见轻度的滑膜增生向关节腔内

生长和炎性细胞浸润, 除此之外还可见较为明显的软

骨侵蚀和骨破坏。在组织病理学评分方面, CII组滑膜

炎症、血管翳、软骨侵蚀和骨破坏评分均最高且显著高

于其他各组 (P < 0.01), Cit-Fib组评分次之且显著高于

对照组和 Fib 组, Cit-CII组评分第三且显著高于对照

组和 Fib 组 (P < 0.01), Fib 组与对照组无明显差

异 (图3)。

4　模型动物关节影像学检测

影像学为临床 RA 诊断的金标准 , 本研究采用

micro-CT 检测技术观察不同抗原诱导小鼠模型关节

影像学病变程度。Micro-CT 3D 重建结果显示, 对照

组膝关节光滑完整, 骨轮廓清晰。与对照组相比, CII

组小鼠膝关节表面疏松粗糙, 凹凸不平, 骨结构遭到侵

蚀。与对照组相比, Cit-CII和Cit-Fib组也出现不同程

度的骨质侵蚀、关节腔狭窄等变化, 而 Fib组影像学的

变化不明显。进一步骨计量学统计结果显示, Cit-CII

组 BMD、BV/TV、BS/BV、Tb.Th、Tb.N、Tb.Sp 均与 CII

组有统计学差异 (P < 0.05)。而 Cit-Fib 组除 BMD 和

Tb.Th外, 其他指标均与CII组无显著差异 (图4)。

5　模型动物血清抗体水平

抗 CCP 抗体是临床中反映 ACPA 的主要检测类

型, 也是RA最具诊断意义的生物标记物; 免疫球蛋白

IgG也是RA临床检测的常用指标之一, 能反映机体整

体免疫状态; 抗 Cit-CII抗体 IgG 和抗 Cit-Fib抗体 IgG

则是分别针对 Cit-CII和 Cit-Fib两类抗原的瓜氨酸化

表位特异性抗体[11]。上述 4 种抗体的检测结果显示 , 

相较于对照组 , 4 个造模组抗 CCP 抗体、总 IgG、抗

Cit-CII抗体 IgG和抗Cit-Fib抗体 IgG具有升高或升高

趋势。对于抗CCP抗体, 5组中Cit-Fib组含量最高, 且

较对照组和 Fib组有统计学差异 (P < 0.05), 其余 3种

抗原诱导组之间差异不明显; 对于免疫球蛋白 IgG, CII

组含量最高, 且较其他 4组差异显著 (P < 0.05), Cit-Fib

Figure 3　Representative micrograph of HE staining. A: HE Staining. Scale bars: 200 μm; B: Histological score. n = 5, x̄ ± s. #P < 0.05, 
##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs CII group; @P < 0.05 vs Cit-CII group; &P < 0.05, &&P < 0.01 vs Fib group

Figure 2　Clinical features of rheumatoid arthritis (RA) mice. A: Representative photo of the paws; B: Weight; C: Arthritis score; D: 

Incidence. n = 8, x̄ ± s. **P < 0.01 vs Cit-Fib group. CII: Type II collagen; Fib: Fibrinogen; Cit: Citrulline modification
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组次高, 且较对照组有统计学差异 (P < 0.01), Cit-CII、

Fib 和 Cit-Fib 之间差异不显著 ; 对于抗 Cit-CII 抗体 , 

Cit-CII含量最高, CII组次之, 且二者均显著高于对照

组、Fib 和 Cit-Fib 3 组 (P < 0.01), Fib 和 Cit-Fib 与对照

组相比有升高趋势但无统计学差异; 对于抗Cit-Fib抗

体, Cit-Fib 组含量最高, 且与对照组、Cit-CII和 Fib 组

相比有统计学差异 (P < 0.05), CII组抗Cit-Fib抗体含

量次高且仅较对照组有统计学差异, 与其他 3组相比

差异不显著。

进一步, 本研究评价了所有组别动物免疫球蛋白

IgG与抗CCP抗体的相关性, 结果显示, 3类抗体均与

抗CCP抗体水平呈正相关, 其中 IgG和抗Cit-Fib抗体

与抗CCP抗体呈显著正相关 (P < 0.05), 这一结果体现

了抗CCP抗体检测的特异性和灵敏度 (图5)。

6　模型动物血清炎症因子水平

TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17 是 RA 发病过程中的重

要促炎细胞因子, 自身抗体形成的免疫复合物能诱导

这些因子参与 Th17和 Th1细胞介导的适应性免疫应

答, 并进一步影响 RA 的多种病理过程[12]。血清炎症

因子 ELISA 检测结果 (图 6A) 显示 , CII 组 TNF-α、

IL-1β、IL-6、IL-17表达水平最高, 均显著高于对照组、

Cit-CII、Fib和Cit-Fib组 (P < 0.05); Cit-Fib组这些炎症

因子表达水平第二高, 其中TNF-α、IL-6、IL-17较对照

组升高有统计学差异 (P < 0.05), TNF-α、IL-6较 Fib组

升高也有统计学差异 (P < 0.05); Cit-CII血清炎症因子

水平处于第三高, 其中 IL-17较对照组升高有统计学差

异 (P < 0.05); Fib组所有指标与正常组相比有升高趋

势但无统计学差异。进一步, 分别将两组瓜氨酸化蛋

白诱导小鼠的抗 Cit-CII抗体和抗 Cit-Fib抗体与血清

炎症因子进行相关性分析, 结果表明两类特异性抗体

均与炎症因子呈正相关性, 其中抗Cit-Fib抗体与 IL-1β

呈显著正相关 (P < 0.05, 图6B、C)。

7　模型动物骨破坏相关因子基因水平

自身抗体形成的免疫复合物和促炎细胞因子均能

诱导破骨细胞活化, 而破骨细胞是介导 RA骨破坏的

主要效应细胞 , c-Fos、NFATc1、TRAP 和 OSCAR 等是

破骨细胞活化的重要标志物[13]。RT-PCR检测结果 (图

7A) 显示, 5组中 c-Fos、TRAP、NFATc1和OSCAR基因

表达量从高到低依次为 CII组、Cit-Fib 组、Cit-CII组、

Fib 组和对照组, 其中 CII组较其余 4 组 c-Fos、TRAP、

NFATc1 和 OSCAR 基因表达量升高均有统计学差异 

(Cit-Fib 组 c-Fos 和 NFATc1 除外); Cit-Fib 组较 Fib 组

c-Fos基因表达量升高也有统计学差异 (P < 0.05), 其

余各组差异无统计学意义。进一步, 将两组瓜氨酸化

Figure 4　 Micro-CT images and osteometry parameters. A: Representative micro-CT imaging of the knee joints; B: Osteometry 

parameters. n = 5 , x̄ ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs CII group; @@P < 0.01 vs Cit-CII group; &P < 0.05, 
&&P < 0.01 vs Fib group. BMD: Bone mineral density; BV/TV: Bone volume/tissue volume; Tb.Th: Trabecular thickness; Tb.Sp: Trabecular 

separation; Tb.N: Trabecular number; BS/BV: Bone surface/bone volume
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蛋白诱导小鼠的抗 Cit-CII抗体和抗 Cit-Fib抗体分别

与骨破坏相关因子进行了相关性分析, 结果表明两类

特异性抗体均与骨破坏因子表达量呈正相关性, 其中

抗 Cit-Fib 抗体与 c-Fos 和 OSCAR 呈显著正相关 (P < 

0.05, 图7B、C)。

讨论

本实验将 CII和 Fib 及其瓜氨酸化修饰后的蛋白

通过尾部皮下注射免疫DBA/1小鼠, 从而探究不同抗

原的致病性及其诱导模型的特点。实验结果表明, 各

组 RA 发病率有显著差异 , 其中 CII (100%) > Cit-Fib 

(37.5%) > Cit-CII (25%) > Fib (0%)。在关节炎临床症

状表现方面, CII组小鼠四肢均有发病且出现明显的红

肿畸形, 临床积分最高达 70分, Cit-Fib和Cit-CII组发

病轻微且普遍局限在后足, 临床积分最高分别为 32分

和 20分, 而 Fib组则未出现关节炎症状。进一步的组

织病理学和影像学检测结果显示, CII组膝关节滑膜炎

症浸润、血管翳形成、软骨和骨破坏均最严重, Cit-Fib

组次之, Cit-CII组第三, Fib组几乎见不到明显的病理

和影响改变, 这与发病率、临床积分结果相一致。这些

结果表明, CII诱导DBA/1小鼠关节炎发病率最高、病

变程度最严重, Cit-Fib次之, Cit-CII第三, Fib不能诱导

关节炎发生。进一步提示, 作为能触发抗原特异性 T

细胞反应的CII, 其致病性强于其他 3类抗原; 同时, 以

Cit-Fib 和 Cit-CII 作为抗原免疫也会部分诱导 DBA/1

小鼠产生免疫反应, 这与之前报道[14]结果相近, 进一步

Figure 6　Detection of inflammatory factors (A) and correlation of citrullinated epitope specific antibodies with inflammatory factors (B, 

C). n = 5, x̄ ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs CII group; &P < 0.05, &&P < 0.01 vs Fib group

Figure 5　Autoantibody test results of antigen-induced mice. A: Autoantibody and immunoglobulin levels; B: Correlation of anti-CCP with 

immunoglobulin IgG, anti-Cit-CII antibody and anti-Cit-Fib antibody. n = 5, x̄ ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 

0.01 vs CII group; @@P < 0.01 vs Cit-CII group; &P < 0.05 vs Fib group
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证实瓜氨酸化蛋白的致病性及其在RA发病过程中的

重要作用。而常被用来作为 RA诊断标志物的 Fib不

能诱导DBA/1小鼠出现RA症状。

抗原免疫引起机体固有免疫和适应性免疫功能异

常, 引起大量相关的致病性自身抗体产生, 进一步诱导

症状恶化。其中, 最为主要的抗体通常表现为 IgG类, 

因此抗CCP抗体和总 IgG都是临床RA最常用的诊断

标志物。为了观察 4种不同抗原诱导小鼠对所产生抗

体的差异, 本研究检测了血清中抗CCP抗体、总 IgG、

抗Cit-CII抗体 IgG和抗Cit-Fib抗体 IgG的含量。结果

显示 , CII、Cit-CII 和 Cit-Fib 组均产生一定水平的抗

CCP抗体, 其中Cit-Fib组 > Cit-CII组 > CII组, 提示瓜

氨酸化蛋白能增强免疫系统针对瓜氨酸抗原表位的应

答能力; 4种抗原中, CII诱导的总 IgG水平最高, 结合

抗CCP抗体、关节炎症状、组织病理学和影像学结果, 

提示CII不能诱导DBA/1小鼠产生高水平的抗CCP抗

体, 但能诱导产生高水平的总 IgG, 提示抗CCP抗体不

是CIA这一经典动物模型的显著特征, 而总 IgG可能

是CII诱导CIA高发病率和病情严重的原因之一。进

一步的两种瓜氨酸化表位特异性抗体水平检测结果显

示, Cit-CII和Cit-Fib诱导的小鼠分别表达显著高水平

的抗Cit-CII抗体和抗Cit-Fib抗体, 且均略高于CII组, 

但它们诱导的关节炎症状和严重度都弱于 CII组, 提

示抗Cit-CII抗体和抗Cit-Fib抗体与RA关节炎疾病严

重度并无明显的一致性。从相关性角度, 抗Cit-CII抗

体、总 IgG和抗Cit-Fib抗体与抗CCP抗体呈显著正相

关, 这说明它们识别的靶抗原可能有高度关联, 同时也

揭示 Cit-CII和 Cit-Fib与 CCP有一定的同源性。先前

的临床研究报道[15,16]证实抗Cit-CII和抗Cit-Fib抗体对

RA具有特异性, 因此多种ACPA联合检测对提高临床

诊断的灵敏性和准确性具有重要意义。

炎症反应和骨破坏是 RA 的重要病理特征, 促炎

细胞因子TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17等不仅促进炎症反

应, 还调控破骨细胞活化从而在骨破坏过程中发挥重

要作用[17]。为了进一步评估致病性瓜氨酸化蛋白免疫

小鼠诱导产生细胞因子和骨吸收分子的特点, 本实验

检测了血清中TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17蛋白含量以及

关节中 c-Fos、TRAP、NFATc1 和 OSCAR 等基因表达

量。结果显示, 4种抗原诱导的小鼠中, CII组血清促

炎分子和关节骨吸收分子表达水平均最高, Cit-Fib组

次之, Cit-CII组第三, Fib组几乎与对照组没有差异, 这

与关节炎症状表现、病理及影像学结果相符。研究显

示, 自身抗体与RA炎症和骨破坏等密切相关, 其与抗

原结合形成的免疫复合物能激活巨噬细胞并促进炎症

因子释放, 并且可以与 FcγRs相互作用并促进骨破坏

因子形成[18,19]。为了观察自身抗体与炎症分子、破骨

细胞活化分子的关系, 本研究分别进行了二者之间的

相关性分析。结果表明, 两类瓜氨酸化表位特异性抗

体均与炎症因子、骨破坏因子表达量呈正相关性, 其中

抗 Cit-Fib 抗体与 IL-1β、c-Fos 和 OSCAR 呈显著正相

关, 提示抗 Cit-Fib抗体或能成为 RA检测的一项有价

值的标志物之一。

本研究发现 , 在诱导 DBA/1 小鼠关节炎模型方

面 , CII 免疫原性最强 , Fib 无免疫原性 , Cit-Fib 和

Cit-CII均具有部分免疫原性。结合促炎细胞因子、骨

吸收分子和血清抗体水平的检测结果, 分析其可能的

Figure 7　Detection of bone destruction-related factors (A) and correlation of citrullinated epitope specific antibodies with bone destruction-

related factors (B, C). n = 5, x̄ ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs CII group; &P < 0.05 vs Fib group

·· 1593



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2023, 58(6): 1586−1595

原因: ① CII免疫可触发抗原特异性CD4+ T细胞反应

和T细胞依赖性B细胞反应, 在RA患者的血清和滑液

中广泛存在抗CII的抗体 IgG[20,21]。这类抗体形成的免

疫复合物在软骨上沉积, 导致软骨在发病过程中逐渐

降解。随后, 更多的 CII暴露于进一步的免疫攻击中

并呈递给免疫系统, 从而产生免疫级联反应[22], 诱导更

多的促炎细胞因子和骨吸收分子的表达, 所以 CII诱

导的动物模型出现与临床RA相似的滑膜炎症和重度

骨侵蚀; ② Fib虽然也是RA患者中能检测到高滴度抗

体的自身抗原, 但并没有相关研究报道其在 RA进程

中的具体作用, 在本研究中其不能诱导小鼠出现 RA

症状, 也不能诱导高水平的抗体。在RA进程后期, 关

节炎症诱导血管外凝血增加, 进一步导致关节内纤维

蛋白沉积, 伴随出现RA特有的继发纤溶[23,24]。这些研

究提示, Fib发挥的核心作用可能是RA疾病的维持而

不是诱导症状产生; ③ 瓜氨酸化蛋白诱导自身免疫平

衡破坏的机制目前尚不清晰, 迄今为止还没有发现针

对瓜氨酸化蛋白的特异性T细胞。最近研究表明, 瓜

氨酸化蛋白或许是通过半抗原/载体机制诱导特征性

的 ACPA 产生 , 其中 PAD 及细菌 PAD (PPAD) 可能是

辅助T细胞识别的载体, 有助于免疫系统产生针对任

何瓜氨酸化蛋白质的抗体[25]。而产生的ACPA可通过

经典和替代途径激活补体, 进一步加剧关节的自身免

疫反应[26], 据报道, ACPA可刺激巨噬细胞在关节内产

生和释放炎症介质 (如 TNF-α、IL-6 等), 但不同的

ACPA 发挥的作用功能并不一致[18]。因此 , Cit-CII 和

Cit-Fib 可部分诱导 DBA/1 小鼠产生关节炎症状和病

理改变; ④ 至于CII比Cit-CII免疫原性强、Cit-Fib有一

定的免疫原性而 Fib 无免疫原性的原因有待进一步

探索。

综上所述, 相同浓度的CII、Cit-CII、Fib、Cit-Fib等

4种抗原诱导的DBA/1小鼠模型中, CII诱导的CIA模

型在关节炎发病率、临床积分、病理和影像学改变、炎

症细胞因子和骨吸收分子水平等方面都最严重, IgG

而非抗CCP抗体是其典型的免疫学特征, 是RA研究

首选模型; Cit-CII和Cit-Fib均具有一定的免疫原性能

够诱导 RA产生, 其关节炎发病特点、免疫学、病理学

特征与人类 RA存在更多的共同点, 如针对瓜氨酸化

修饰及其免疫识别而产生的抗 CCP抗体和瓜氨酸化

表位特异性抗体, 其中Cit-Fib诱导的模型比Cit-CII严

重, 诱导的抗 CCP抗体水平也最高, 因此 Cit-Fib诱导

的 DBA/1小鼠模型可能较适合用于与瓜氨酸化相关

的RA研究中; 而Fib尚未观察到其对关节炎症状出现

及高表达量抗体产生的诱导作用。本研究目前主要只

是在造模剂剂量、动物、造模方法相同的前提下, 考察

并对比 4种不同抗原诱导的RA小鼠模型的不同病变

特点及免疫表征, 而有关造模剂种类、动物、造模方法

等不同因素对 RA模型的影响差异, 则有待后续进一

步的研究去阐明。

作者贡献: 杨超负责整体实验、数据分析和论文撰写; 胡

智星、高双荣、鄢泽然、方罗昌婷、王潇潇、李群和陶庆文参与

部分实验; 刘春芳和林娜负责方案设计、论文修改和研究经

费支持。

利益冲突: 本文所有作者均声明不存在任何利益冲突。

References

[1] Holers VM, Demoruelle MK, Kuhn KA, et al. Rheumatoid 

arthritis and the mucosal origins hypothesis: protection turns to 

destruction [J]. Nat Rev Rheumatol, 2018, 14: 542-557.

[2] Muller S, Radic M. Citrullinated autoantigens: from diagnostic 

markers to pathogenetic mechanisms [J]. Clin Rev Allergy 

Immunol, 2015, 49: 232-239.

[3] Fert-Bober J, Darrah E, Andrade F. Insights into the study and 

origin of the citrullinome in rheumatoid arthritis [J]. Immunol 

Rev, 2020, 294: 133-147.

[4] Uysal H, Nandakumar KS, Kessel C, et al. Antibodies to citrulli‐

nated proteins: molecular interactions and arthritogenicity [J]. 

Immunol Rev, 2010, 233: 9-33.

[5] Wegner N, Lundberg K, Kinloch A, et al. Autoimmunity to 

specific citrullinated proteins gives the first clues to the etiology 

of rheumatoid arthritis [J]. Immunol Rev, 2010, 233: 34-54.

[6] Li R, Li ZG. Research progress of rheumatoid arthritis antigen 

[J]. Chin J Rheumatol (中华风湿病学杂志), 2004, 8: 108-110.

[7] Brand DD, Latham KA, Rosloniec EF. Collagen-induced arthritis 

[J]. Nat Protoc, 2007, 2: 1269-1275.

[8] Li Y, Yang C, Jia K, et al. Fengshi Qutong capsule ameliorates 

bone destruction of experimental rheumatoid arthritis by inhibiting 

osteoclastogenesis [J]. J Ethnopharmacol, 2022, 282: 114602.

[9] Yue M, Tao Y, Fang Y, et al. The gut microbiota modulator 

berberine ameliorates collagen-induced arthritis in rats by 

facilitating the generation of butyrate and adjusting the intestinal 

hypoxia and nitrate supply [J]. FASEB J, 2019, 33: 12311-12323.

[10] Miao YM, Zhong YL, Wei ZF. Morin inhibits the imbalance of 

Th17/Treg to alleviate collagen-induced arthritis in mice [J]. 

Acta Pharm Sin (药学学报), 2022, 57: 1010-1016.

[11] Rombouts Y, Willemze A, van Beers JJ, et al. Extensive 

glycosylation of ACPA-IgG variable domains modulates binding 

to citrullinated antigens in rheumatoid arthritis [J]. Ann Rheum 

Dis, 2016, 75: 578-585.

[12] McInnes IB, Schett G. The pathogenesis of rheumatoid arthritis 

[J]. N Engl J Med, 2011, 365: 2205-2219.

[13] Zhang Y, Zou B, Tan Y, et al. Sinomenine inhibits osteolysis in 

breast cancer by reducing IL-8/CXCR1 and c-Fos/NFATc1 

·· 1594



杨 超等: 四种不同抗原诱导的类风湿关节炎小鼠模型的病变特点比较研究

signaling [J]. Pharmacol Res, 2019, 142: 140-150.

[14] Yang C, Zhong GJ, Liu CF, et al. Research progress of rheumatoid 

arthritis animal model with high expression of anti-citrullinated 

[J]. J Clin Rehabil Tis Eng Res (中国组织工程研究), 2022, 26: 

2930-2937.

[15] Yoshida M, Tsuji M, Kurosaka D, et al. Autoimmunity to citrullinated 

type II collagen in rheumatoid arthritis [J]. Mod Rheumatol, 

2006, 16: 276-281.

[16] Martínez Téllez G, Torres Rives B, Gómez Morejón JA, et al. 

Diagnostic value of anti-fibrinogen citrullinated peptide in rheu‐

matoid arthritis [J]. Reumatol Clin, 2020, 16: 455-461.

[17] Clézardin P, Coleman R, Puppo M, et al. Bone metastasis: 

mechanisms, therapies, and biomarkers [J]. Physiol Rev, 2021, 

101: 797-855.

[18] Sokolove J, Zhao X, Chandra PE, et al. Immune complexes 

containing citrullinated fibrinogen co-stimulate macrophages via 

Toll-like receptor 4 and Fcγ receptor [J]. Arthritis Rheum, 2011, 

63: 53-62.

[19] Steffen U, Schett G, Bozec A. How autoantibodies regulate 

osteoclast induced bone loss in rheumatoid arthritis [J]. Front 

Immunol, 2019, 10: 1483.

[20] Burkhardt H, Sehnert B, Bockermann R, et al. Humoral immune 

response to citrullinated collagen type II determinants in early 

rheumatoid arthritis [J]. Eur J Immunol, 2005, 35: 1643-1652.

[21] Nandakumar KS, Bajtner E, Hill L, et al. Arthritogenic antibodies 

specific for a major type II collagen triple-helical epitope bind 

and destabilize cartilage independent of inflammation [J]. Arthritis 

Rheum, 2008, 58: 184-196.

[22] Cook AD, Rowley MJ, Mackay IR, et al. Antibodies to type II 

collagen in early rheumatoid arthritis. Correlation with disease 

progression [J]. Arthritis Rheum, 1996, 39: 1720-1727.

[23] Salvi R, Péclat V, So A, et al. Enhanced expression of genes 

involved in coagulation and fibrinolysis in murine arthritis [J]. 

Arthritis Res, 2000, 2: 504-512.

[24] Xia T, Zhao DB, Luo PF, et al. Relationship between levels of 

FDP, D-dimer and disease activity in patients with rheumatoid 

arthritis [J]. Chin J Rheumatol (中华风湿病学杂志), 2012, 16: 

247-250.

[25] Arnoux F, Mariot C, Peen E, et al. Peptidyl arginine deiminase 

immunization induces anticitrullinated protein antibodies in mice 

with particular MHC types [J]. Proc Natl Acad Sci U S A, 2017, 

114: E10169-E10177.

[26] Trouw LA, Haisma EM, Levarht EW, et al. Anti-cyclic 

citrullinated peptide antibodies from rheumatoid arthritis patients 

activate complement via both the classical and alternative 

pathways [J]. Arthritis Rheum, 2009, 60: 1923-1931.

·· 1595


