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� �  摘要!� 目的: 研究细胞核因子��B受体活化因子配基 ( recepto r ac tivator o f nuclear factor��B ligand, RANKL )在佐

剂性关节炎大鼠发病中的作用,探讨亚砷酸对 RANKL的影响及其对佐剂性关节炎大鼠的治疗作用。方法: 40只大鼠

随机分成 4组: 正常对照组、模型组、低剂量亚砷酸组 ( LSA, 1�5 mg. kg- 1. d- 1 )、高剂量亚砷酸组 ( H SA, 3� 0 m g. kg- 1.

d- 1 ),正常对照组与模型组给予生理盐水 2 m l/d。免疫组化、原位杂交方法检测各组 RANKL蛋白及其 mRNA的表

达; HE染色观察各组滑膜组织形态变化。结果: 与正常对照组比较, 模型组 RANKL蛋白及其 mRNA大量表达 (P <

0� 01); 与模型组比较, LSA组及 H SA 组 RANKL蛋白及其 mRNA表达降低 (P < 0�01), 且 H SA组更明显。结论:

RANKL在大鼠佐剂性关节炎发生发展中具有重要作用 ;亚砷酸能下调 RANKL蛋白及其 mRNA的表达, 提示亚砷酸

对 RA有一定的治疗作用。

 关键词!� 核因子 �B受体活化因子配基; � 亚砷酸盐类; � 关节炎, 类风湿; � 大鼠
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ABSTRACT� Objective: To study the expression o f receptor activator o f nuc lear factor��B lig and( RANKL ) in synov ium o f

ad juvan t arthritis ra ts and effects o f sod ium arsenite( SA ) on RANKL. M ethods: Forty W istar fem a le rats w ere random ly d i�
v ided into 4 groups: no rm a l contro l group, m ode l group, low concentra tion sod ium arsen ite group( LSA ) and h igh concentra�

tion sod ium a rsen ite g roup( H SA ). LSA group and HAS g roup we re treated w ith SA ( 1� 5 m g. kg- 1. d- 1 and 3 mg kg- 1.

d- 1 ) through abdom ina l injection, the no rm a l contro l group and them ode l g roup w ere treated w ith saline( 1 m l/d) . The ex�

press ions o f RANKL prote in and mRNA o f synov ium by imm unoh istochem istry and by in s itu hybr id ization. L ightm icro scope

w as used to observ e the synov ium byH E. R esu lts: C om pared w ith norm al contro l group, the express ions of RANKL pro te in

and mRNA in the synov ium we re up�regu lated in the mode l group(P < 0�01) and we re inh ib ited by sod ium a rsen ite(P <

0� 01), espec ia lly in the HAS g roup. Conc lu sion: RANKL m ay p lay an im po rtant ro le in the deve lopm ent adjuvant a rth ritis.

Sodium arsen ite can down�regulate the express ions o f RANKL p ro tein and mRNA and m ay have som e therapeu tic effec ts in

rheum ato id a rthr itis.
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� � 类风湿性关节炎 ( rheum a to id arthritis, RA )是一种具有较

大危害性和致残性的系统性自身免疫性疾病, 病因及发病机

制仍不十分清楚。细胞核因子 ��B受体活化因子配基 ( recep�

tor activa to r o f nuc lear factor��B ligand, RANKL )是肿瘤坏死因

子 ( TNF )受体超家族成员,是介导破骨细胞分化、成熟的重要

细胞因子, 而破骨细胞在 RA骨质破坏或丢失中起关键作用,

因此, RANKL在 RA 关节滑膜中的表达与关节破坏密切相

关。砷剂作为治疗急性早幼粒细胞白血病的药物, 其机制主

要是诱导细胞凋亡 [ 1] , 但有研究 [ 2]表明, 它能抑制人及鼠的

免疫功能, 具体机制不明。本实验探讨 RANKL在佐剂性关

节炎大鼠滑膜中的表达, 并了解亚砷酸对 RANKL表达的影

响及对 RA的治疗作用。

1� 材料与方法
1�1� 动物 � 健康纯种雌性W istar大鼠共 40只, 体质量 ( 200 ∀

10� 5) g,贵州省动物中心提供。

1�2� 试剂 � 福氏完全佐剂 ( CFA, 加拿大 B io Basic Inc公

司 ); 亚砷酸注射液 (哈尔滨伊达药业有限公司 ); RANKL鼠

型抗体、SABC即用型试剂盒、DAB显色剂及 RANKL原位杂

交试剂盒 (武汉博士德公司 )。

1�3� RA大鼠模型建立 � 动物适应性喂养 1周, 采用随机表
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法取 30只大鼠,分别于每只鼠左后足垫内注入 CFA 0�1 m l。

注射次日每只大鼠均于注射侧足爪出现红肿、热、功能障碍等

急性炎症表现, 约持续 3 d后逐渐缓解。 10 d后大鼠出现多

发性关节炎, 累及范围扩大至未注射侧的足爪, 表现为关节局

部不同的红肿、热、功能障碍, 此时确定模型成功。

1� 4� 动物分组及给药:造模时余下 10只大鼠作为正常对照

组, 30只造模成功大鼠按随机表法分为 3组: 模型组、低剂量

亚砷酸组 ( LSA )、高剂量亚砷酸组 ( H SA ), 每组 10只。 LSA

组腹腔注射亚砷酸 1�5 m g. kg- 1. d- 1 # 14 d, H SA组腹腔注射

亚砷酸 3� 0 mg. kg- 1. d- 1 # 14 d, 14 d后改为隔日注射 # 14 d;

正常对照组和模型组处理相同,都同时予腹腔注射生理盐水

1 m l/d # 14 d,后改为隔日注射 # 14 d。

1� 5� 标本的收集及处理 � 用药 28 d后以 10% 水合氯醛

3� 5 m l/kg的剂量腹腔注射麻醉大鼠。剖开双膝关节 ,取出滑

膜置 10% 甲醛缓冲液中固定, 然后腹股沟动脉放血 5 m ,l离

心吸出血清置 - 20 ∃ 冰箱。
1� 6� SABC测定滑膜组织 RANKL蛋白的表达 � 10%甲醛固

定滑膜 24 h后, 常规脱水、浸蜡、包埋制成蜡块, 切片 (厚度

3 �m )。切片常规脱蜡至水, 置新鲜配制 3% H2O 2, 室温

10 m in, 蒸馏水洗 3次, 微波修复抗原 (切片置 0� 01 mm o l/L

枸橼酸缓冲液, pH 6� 0, 煮沸断电, 10 m in后重复 1次 ), PBS

( pH 7� 4)洗 2次,滴加正常山羊封闭血清, 室温 20 m in, 甩去

多余山羊血清, 加 1%100稀释 RANKL抗体, 37 ∃ 1 h, PBS洗

2 m in # 3次 ,滴加生物素化羊抗兔 IgG抗体, 室温 20 m in, PBS

洗 5 m in# 4次,加 DAB显色剂室温显色, 镜下控制显色时间

( 5 m in左右 ), 棕褐色为阳性 , 蒸馏水冲洗, 苏木素复染, 脱

水, 透明,树脂封片。

1� 7� 原位杂交检测 RANKLmRNA的表达 � 切片脱蜡至
水 , 置 3% H2 O2室温 10 m in灭活内源性酶, 蒸馏水冲洗

4 m in # 3次, 切片上滴加 3% 柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶

20 � ,l 37 ∃ 消化 30 m in, 用 PBS洗 5 m in # 3次。 1% 多聚

甲醛 0� 1 m o l/L PBS( pH 7� 4 )室温固定 10 m in, 双蒸水冲

洗 3次 , 切片滴加 20 � l杂交液, 置 20% 甘油保湿的预杂

交湿盒 , 38 ∃ 杂交过夜。次日用 37 ∃ 水温的 2 # SSC洗

涤 5 m in # 2次, 37 ∃ 水温 0� 5 # SSC洗涤 15 m in # 1次 ,

37 ∃ 水温 0� 2 # SSC洗涤 15 m in # 1次。切片滴加封闭液

25 � ,l 37 ∃ 水温 30 m in后甩去多余液体, 然后滴加生物

素化鼠抗地高辛 25 � ,l 37 ∃ 水温 60 m in。PBS洗 5 m in #

4次 , 再滴加 SABC, 37 ∃ 水温 20 m in, PBS洗 5 m in # 3次 ,

继之滴加生物素过氧化酶 , 37 ∃ 水温 20 m in, PBS洗

5 m in # 4次, 最后加 DAB显色剂室温显色, 镜下控制显色

时间 (约 5 m in ), 棕褐色为阳性, 蒸馏水冲洗 , 苏木素复染 ,

脱水, 透明, 树脂封片。

图像分析: 用 B iom ax ia 99彩色图像分析系统 (四川大学

图像图形研究所 )分析每张切片 5 个视场的光密度值

( # 400), 取每张及每组的平均光密度值。

1� 8� 滑膜病理学观察 � 苏木素 -伊红染色 ( HE ): 切片常规

脱蜡, 自来水洗 2 m in,苏木素染 2 m in,自来水洗 1 m in, 1%盐

酸乙醇分化 20 s,自来水洗 1 m in, 1% 氨水返蓝 30 s, 自来水

洗 1 m in, 伊红染 1 m in, 自来水洗 30 s, 脱水, 透明, 封片。细

胞核呈蓝色, 细胞浆呈红色。苏木素 -伊红染色片病理分级

标准 [ 3] : & 炎性细胞浸润: 无炎性细胞 ( - ), 记 0分; 稀疏散

在 ( + ),记 1分; 较密集 ( + + ), 记 2分; 大量 ( + + + ), 记

3分。∋ 巨噬样 A型细胞增生:无巨噬样 A型细胞增生 ( - ),

记 0分;稀疏散在 ( + ), 记 1分; 较密集 ( + + ), 记 2分; 大量

( ++ + ), 记 3分。( 滑膜细胞增生: 无滑膜细胞增生 ( - ),

记 0分;单层细胞肿胀密集 ( + ), 记 1分;二层细胞肿胀密集

( ++ ), 记 2分;三层细胞肿胀密集 ( + ++ ) ,记 3分。)纤维
组织增生: 无纤维组织增生 ( - ), 记 0分; 少量增生 ( + ) , 记

1分;中等 ( ++ ) ,记 2分;大量 ( + + + ),记 3分。

1�9� 统计学分析 � 用 SPSS11. 5软件处理, 实验数据为计量

资料, 结果以  x ∀ s表示, 组间比较采用 t检验或 q检验, 以

P < 0� 05为有统计学差异性。

2� 结果
2�1� 各组大鼠滑膜 RANKL蛋白及其 mRNA的表达 � 正常

对照组与模型组比较: 模型组 RANKL蛋白及其 mRNA大量

表达 ( t值分别为 35� 1、48�0, P < 0� 01) ; LSA、H SA与模型组

比较: LSA组及 H SA组 RANKL蛋白及其 mRNA表达降低 ( q

值分别为 63�1、26� 2, P < 0�01), 且 H SA组更明显 ( t值分别

为 25� 2, 17� 4, P < 0�05) (见表 1, 图 1~ 8)。

表 1� 各组大鼠滑膜 RANKL蛋白及 RANKLmRNA的表达

( x ∀ s, n= 10)

Tab. 1� RANKL protein and mRNA expressions

in each group(  x ∀ s, n = 10)

组别 Gronps RANKL protein RANKL mRNA

正常对照组 88. 9 ∀ 4. 5 70. 1 ∀ 6. 8

模型组 192. 6 ∀ 8. 2# 198. 31 ∀ 5. 0#

低剂量亚砷酸组 ( LSA ) 161. 7 ∀ 6. 7## 138. 6 ∀ 8. 6##

高剂量亚砷酸组 (HSA) 89. 0 ∀ 6. 2 ## 74. 5 ∀ 7. 9 ##

注:与正常对照组相比, #P < 0�01;与模型组相比, ## P < 0�01; 与 LSA

组相比,  P < 0�05

Note: as comparedw ith norm al con trol group, #P < 0�01; as com pared w ith

model group, ##P < 0�01; as compared w ith LSA group,  P < 0�05

2�2� 各组大鼠滑膜病理学观察 � 与正常对照组比较, 模型组

病理学积分有显著升高 ( t值为 6�8, P < 0�01); 与模型组比

较, LSA及 H SA组病理学积分明显下降 ( q值分别为 4�7、
3�3, P < 0�01或 P < 0� 05), 滑膜病理改变减轻。

表 2� 各组大鼠滑膜病理学总积分比较 (  x ∀ s, n = 10)

Tab. 2� The patho logical cumu la tive score

of synovium of each group� (  x ∀ s, n= 10)

组别 Group s 得分 S cores

正常对照组 0�5 ∀ 0�1
模型组 4�6 ∀ 2�0#

低剂量亚砷酸组 ( LSA ) 2�6 ∀ 1�3##

高剂量亚砷酸组 (HSA) 1�2 ∀ 0�7 *

注:与正常对照组相比, # P < 0�01;与模型组相比, ##P < 0�01, * P <

0�05;与 LSA组相比,  P < 0�05

Note: as comparedw ith norm al con trol group, #P < 0�01; as com pared w ith

model group, ##P < 0�01, * P < 0�05; as com pared w ith LSA group,  P <

0�05
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图 1� 正常对照组滑膜 RANKL蛋白表达 � HE # 400(箭头所示 ) � 图 2� 模型组滑膜 RANKL蛋白表达 � HE # 400(箭头所示 ) � 图 3� LSA组滑

膜 RANKL蛋白表达 � HE # 400(箭头所示 ) � 图 4� H SA组滑膜 RANKL蛋白表达 � HE # 400(箭头所示 ) � 图 5� 正常对照组滑膜 RANKL mR�
NA表达 � HE # 400 (箭头所示 ) � 图 6� 模型组滑膜 RANKL mRNA表达 � HE # 400(箭头所示 ) � 图 7� LSA组滑膜 RANKL mRNA表达 � HE #
400(箭头所示 ) � 图 8� HSA组滑膜 RANKL mRNA表达� HE # 400(箭头所示 )

F ig�1� RANKL p rotein exp ress ion in synovium of the norm al contro l group� HE # 400� F ig�2� RANKL protein expression in synovium of the model

group� HE # 400� F ig�3� RANKL protein expression in syn ovium of the LSA group� HE # 400� F ig�4� RANKL protein expression in syn ovium of the

HSA groupHE� # 400� F ig�5� RANKL mRNA exp ress ion in synovium of the norm al con trol group� HE # 400� F ig�6� RANKL mRNA express ion in

synovium of them odel group� HE # 400� Fig�7� RANKL mRNA exp ress ion in synov ium of the LSA group� HE # 400� F ig�8� RANKL mRNA expres�
s ion in synovium of theH SA group� HE # 400

3� 讨论

RANKL为肿瘤坏死因子家族分子, 有与细胞结合的 ∗型
跨膜蛋白和可溶性变异体两种活性形式 [ 4] , 是骨质重塑过程

中的关键性调节因子, 在破骨细胞分化、激活过程中必不可

少。RANKL与前体破骨细胞上的受体 RANK结合, 经 TNF

受体连接因子家族蛋白激活 NF��B, 细胞外信号调节激酶及
c�Jun氨基末端激酶, 从而诱导转录因子活化蛋白�1( AP�1)、

NF��B等的活性,介导骨细胞的分化、活化与分泌活动 [5]。

本实验结果显示正常组大鼠滑膜 RANKL蛋白及其 mR�

NA少量表达, 模型组大鼠滑膜 RANKL蛋白及其 mRNA高表

达。多数学者认为 RA滑膜组织中成纤维样滑膜细胞可表达

RANKL。研究结果显示 RA滑膜成纤维样细胞是骨破坏的主

要因素 [ 6�9]。本实验提示 RANKL在 RA滑膜中高表达可能在

骨、软骨破坏中发挥重要作用, RANKL可作为 RA一个新的

治疗靶点。

亚砷酸在临床上主要用于治疗急性早幼粒细胞白血病,其

主要机制是诱导细胞凋亡 [ 1]。有研究表明 [2] ,亚砷酸能抑制

人及鼠的免疫功能,包括细胞及体液免疫, 具体机制不明。朱

小春等 [ 10]报道亚砷酸能抑制 BXSB自发性狼疮鼠的自身免

疫,并对其狼疮肾炎有治疗作用,推测与自身反应性淋巴细胞

凋亡及免疫抑制有关。本研究显示亚砷酸治疗佐剂性关节炎

后可见滑膜 RANKL蛋白及 mRNA表达下降, 滑膜病理改变减

轻,病理学积分减少, 且呈剂量依赖性。亚砷酸治疗 RA的机

制可能是亚砷酸首先降低了 RANKL的表达, 减少了 RANKL

与前体破骨细胞上的受体 RANK结合,从而不能使 TNF受体

连接因子家族蛋白、细胞外信号调节激酶及 c�Jun氨基末端激
酶激活,继而降低了 NF��B、AP�1的表达。因此,亚砷酸可通

过对 RANKL的下调作用,抑制炎症细胞浸润、滑膜细胞增生、

关节软骨及骨的破坏。
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