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·基础研究·
关节内注射不同浓度臭氧对类风湿关节炎大鼠TNF-α、TNFRⅠ

和TNFRⅡ的影响

余 斌，陈辉强，卢昌怀，林庆荣，王博炜，覃承诃

南方医科大学南方医院创伤骨科，广东 广州 510515

摘要：目的 观察不同浓度臭氧(O3)对类风湿关节炎(RA)大鼠体内TNF-α、TNFRⅠ和TNFRⅡ的影响，阐述O3治疗类风湿

关节炎的机理。方法健康雄性Wistar大鼠48只，采用随机数字表法分为CON组、RA组、O2组、O3-10组、O3-20组、O3-30

组、O3-40组、O3-50组，每组6只。除空白对照组外，采用注射弗氏完全佐剂乳化的牛Ⅱ型胶原蛋白的方法建立大鼠RA模

型。造模后21 d，根据分组关节内注射纯氧和浓度分别为10、20、30、40、50 μg/ml的O3各1 ml，每周1次，共注射3周。治

疗前后测量双后肢足爪厚度。治疗结束后1周，检测大鼠血清和滑膜TNF-α、TNFRⅠ和TNFRⅡ的含量。结果治疗结束

后，O3-40组大鼠足爪厚度减小，与RA组相比差异有统计学意义（P<0.01）。RA组、O2组、及O3治疗各组血清中TNF-α、

TNFRⅠ、TNFRⅡ含量差异无统计学意义（P>0.05）。与RA组相比，O3-40组、O3-50组大鼠滑膜TNF-α、TNFⅡ含量降低，

差异有统计学意义（P<0.01）。与RA组相比，O3-40组大鼠滑膜TNFRⅠ含量升高，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 关

节内注射O3可减轻RA大鼠的关节肿胀，浓度为40 μg/ml的O3最为明显，作用机制和O3可以降低滑膜内TNF-α、TNFRⅡ
的活性，上调TNFRⅠ的表达有关。

关键词：肿瘤坏死因子-α；肿瘤坏死因子受体；类风湿关节炎；臭氧

中图分类号：R593.22 文献标志码：A 文章编号：1673-4254（2011）06-1055-04

Effect of intra-articular ozone injection on serum and synovial TNF-α, TNFR I, and TNFR
II contents in rats with rheumatoid arthritis
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Department of Orthopedics and Traumatology, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China

Abstract: Objective To observe the effects of intra-articular ozone injection at different concentrations on the contents
of tumor necrosis factor-α (TNF-α), TNF receptor I (TNFR I), and TNFR II in the serum and synovium of rats with
rheumatoid arthritis (RA) and explore the therapeutic mechanism of ozone in RA treatment. Methods Forty-eight
Wistar rats were randomized into 8 groups, including 5 ozone groups receiving intra-articular injection of 10, 20, 30,
40 or 50 μg/ml ozone, a blank control group, an oxygen group and a RA model group. All the rats, except for those in
the blank control group, were subjected to hypodermic injection of bovine collagen II and complete Freund’s
adjuvant to induce RA. Ozone treatment was administered once weekly for 3 weeks starting at 21 days after the
modeling. The swelling and thickness of the hind paws were observed, and the serum and synovial contents of
TNF-α, TNFR I, and TNFR II were detected. Results At the end of treatment, the paw thickness was reduced
significantly in rats with 40 μg/ml ozone injection compared with that in the model RA group (P<0.01). The serum
contents of TNF-α, TNFR I and TNFR II showed no significant difference between the RA model group, oxygen group
and the ozone groups, but their synovial contents showed significant reductions in rats with 40 and 50 μg/ml ozone
injection (P<0.01); the synovial TNFR I was significantly higher in 40 μg/ml ozone group than in the model group (P<
0.05). Conclusion Intra-articular injection of 40 μg/ml ozone can attenuate synovitis in rats with RA, the mechanism of
which may involve the inhibition of TNF-α and TNFR II activity and enhancement of TNFR I activity in the synovium.
Key words: tumor necrosis factor-α; tumor necrosis factor receptors; rheumatoid arthritis; ozone

类风湿关节炎(RA)是一种病因不明的自身免疫性

疾病，其侵犯的靶器官主要是关节滑膜。主要病理特征为

关节滑膜的炎性细胞浸润，滑膜组织增生，血管翳形成，

最终侵蚀软骨及软骨下骨，造成关节破坏和畸形。在

RA的病理变化中，滑膜细胞的增生起着关键的作用。

在我们的前期研究中，发现臭氧(O3)可以显著抑制

大鼠滑膜炎，减少滑膜细胞的增生[1]，而且O3可以降低

炎性部位TNF-α的含量和活性［2-5］。在此基础上，我们尝

试采用O3关节内注射的方法，来治疗Ⅱ型胶原诱导的

RA大鼠，评估其治疗效果；并采用ELLSA法测定大鼠

血清和关节滑膜液中TNF-α及其受体TNFRⅠ、TNFR

Ⅱ的活性，观察O3对其影响，以探讨O3抑制RA大鼠滑

膜炎的机制。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物及分组 健康雄性Wistar大鼠48只（南

方医科大学动物实验中心提供），鼠龄8~12周，体质量

160~180 g。将大鼠适应性喂养1周后，称质量标记，采

用随机数字表法将大鼠随机分为正常对照（CON组，n=

6）、类风湿关节炎组（RA组，n=6）、纯氧注射组（O2组，n=

6）和O3治疗组（O3组n=30）。O3组根据关节腔注射O3的

不同浓度（μg/ml）分为5个亚组：①O3-10组、②O3-20组、

③O3-30组、④O3-40组、⑤O3-50组，每亚组n=6。实验

中，各组均分笼饲养，自由摄食，自然光照，并定期清洁、

消毒。

1.1.2 试剂 牛Ⅱ型胶原、完全弗氏佐剂（Sigma，美国），

大鼠肿瘤坏死因子（TNF-α）定量检测试剂盒、大鼠肿瘤

坏死因子受体相关因子Ⅰ (TNFRⅠ)定量检测试剂盒、

大鼠肿瘤坏死因子受体相关因子Ⅱ(TNFRⅡ)定量检测

试剂盒（凯基生物科技发展有限公司，南京）。

1.1.3 仪器 医用臭氧发生器（Hermann，德国），电子游

标卡尺，（诺克，深圳），酶标仪（Bio-RAD，美国），磁力搅

拌器，（Coleparmer，美国）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠RA动物模型的制备 本研究采用注射用弗

氏完全佐剂乳化的牛Ⅱ型胶原，于适应性饲养3 d后诱

导大鼠RA模型，具体方法如下：取一定量的牛Ⅱ型胶

原蛋白溶于0.1 mol/L冰醋酸溶液中，配制质量浓度为

2 mg/ml溶液，置4 ℃冰箱中过夜。冰浴下将含有牛Ⅱ
型胶原蛋白的冰醋酸与完全弗氏佐剂等体积混合，用研

钵磨至乳白色粘稠液体状，置乳化器中反复抽推，直至

完全乳化，胶原浓度为1 mg/ml。将RA组、O2组和O3组

大鼠在戊巴比妥钠腹腔注射麻醉下，用75%酒精消毒，

用微量注射器取制备好的牛Ⅱ型胶原蛋白溶液1 ml于

大鼠背部脊柱两侧及尾部皮下分点注射，1周后注射

0.5 ml加强免疫1次，诱导CIA模型。CON组不作任何

特殊处理。

1.2.2 给药 造模成功后，O2组大鼠注射纯氧1 ml，1周

注射1次，共注射3周；O3组的5个亚组根据分组情况分

别注射浓度为10、20、30、40、50 μg/ml的O31 ml，1周注

射1次，共注射3周。CON组和RA组不予以任何治疗。

1.2.3 测量各组大鼠足爪厚度 于治疗前、后，用电子游

标卡尺测量小鼠双足后肢足掌厚度，分别测量3次，取

平均值。

1.2.4 RA大鼠血清和关节滑膜TNF-α、TNFRⅠ、TNF

Ⅱ含量的检测 治疗结束后1周，戊巴比妥钠腹腔注射

麻醉下，用75%酒精消毒，断尾取血，离心机离心，取上

清液，行血清TNF-α、TNFRⅠ、TNFⅡ的ELISA检测。

取血结束后，处死大鼠，沿大鼠膝关节正中纵行切开皮

肤，暴露膝关节，完整剥离滑膜组织，行大鼠滑膜

TNF-α、TNFRⅠ、TNFⅡ含量的检测。

1.3 统计学处理

采用SPSS13.0统计分析软件进行数据分析，所有

数据均以均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差

分析的方法，P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 治疗前后各组大鼠足爪厚度的变化

实验前各组大鼠之间足爪厚度无显著差异（P>

0.05）。治疗结束后，O3-40组大鼠足爪厚度与CON组

相比，差异无统计学意义（P>0.05）。与 RA 组相比，

O3-40 组大鼠足爪厚度减小，差异有统计学意义（P<

0.01）。与CON组相比，RA组、O2组、O3-10组、O3-20

组、O3-30组大鼠足爪厚度增大，差异有统计学意义（P<

0.05）。O3-50组大鼠足爪厚度CON组相比，明显增大，

差异有统计学意义（P<0.01，图1）。

2.2 各组大鼠血清中TNF-α、TNFRⅠ、TNFⅡ含量的变化

与CON组相比较，RA组、O2组、及O3治疗各组大

鼠血清中TNF-α、TNFⅡ含量升高，TNFRⅠ含量降低，

差异有统计学意义（P<0.01）。RA组、O2组、及O3治疗

各组血清中TNF-α、TNFRⅠ、TNFⅡ含量差异无统计学

意义（P>0.05，图2）。

2.3 各组大鼠滑膜中TNF-α、TNFRⅠ、TNFⅡ含量的变

化

与CON组相比较，RA组、O2组、及O3治疗各组大

鼠滑膜中TNF-α、TNFⅡ含量升高，TNFRⅠ含量降低，

差异有统计学意义（P<0.01）。与RA组相比，O3-40组、

O3-50组大鼠滑膜TNF-α、TNFⅡ含量降低，差异有统计

学意义（P<0.01）。与 RA 组相比，O3-40 组大鼠滑膜

TNFRⅠ含量升高，差异有统计学意义（P<0.05，图3）。

图1 治疗前后各组大鼠足爪厚度的变化
*与 CON 组比较，P<0.05；#与 CON 组比较，P<0.01；◆与 RA 组比

较，P<0.01

Fig.1 Hind paw thickness before and after treatment.
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3 讨论

与RA病变有关的细胞因子主要包括：前炎症因子

TNF-α、I L-1、IL-6、IL-8等；免疫调节因子 IL-2、IL-4、

IL-5、IL-7、IL-10、IL-23、IL-27等；生长分化因子FGF、

PGF等；集落刺激因子GM-CSF、G-CSF、M-CSF等。其

中，TNF-α作为一个重要的促炎性细胞因子，在RA的发

生、发展中扮演了一个关键的角色［6-7］。

TNF-α是一种多效性细胞因子，由活化的单核巨噬

细胞产生，它可因作用的细胞类型不同，而表现为不同

的生物学活性，如细胞的生存、增殖或凋亡。在RA的

关节病理变化中，TNF-α可促进滑膜细胞的增生，加重

滑膜炎症水平，且浓度在10 ng/ml时，增殖作用达高峰；

TNF-α可增加滑膜及内皮细胞成纤维细胞生长因子的

释放而促使血管翳的形成；TNF-α还可促使滑膜细胞、

巨噬细胞、纤维母细胞和软骨细胞产生 IL-1、IL-8及

TNF-α本身而加重组织损伤；TNF-α也能促进人软骨细

胞分泌纤维蛋白溶酶激活剂，使纤维蛋白溶酶原变成纤

维蛋白溶酶而降解纤维蛋白，加速胶原的分解代谢，造

成RA患者软骨损伤。

有研究显示，50%的RA患者血清和关节液TNF-α

水平升高，且TNF-α升高的患者血沉快，关节液的细胞

数较高。RA病人的血浆中TNF-α浓度为骨关节炎和正

常人的10~20倍，滑液中TNF-α的浓度约为骨关节炎病

人的2倍；通过对RA滑膜的免疫组化分析提示TNF-α

存在于滑膜衬里细胞层，尤其是血管翳与软骨交界处。

这些结果说明RA患者暴露在高水平TNF-α环境下，其

关节损伤和TNF-α介导的损伤相关［8］。同时，TNF-α可

以诱导大鼠的RA症状，导致多关节的滑膜炎和明显的

滑膜组织的增生；过度表达TNF-α转基因小鼠会发生侵

蚀性、炎症性关节炎，并且在用TNF-α阻滞剂治疗后病

情好转，而且在RA的不同动物模型中，用TNF-α阻滞剂

治疗后可以明显减轻炎症与关节破坏，这也从另一方面

证明了TNF-α在RA中所起的重要作用。TNF-α在RA

的发病机制中扮演了一个重要的角色，与RA的滑膜增

生、滑膜慢性炎症等多种病理改变密切相关。近年来临

床应用TNF-α抑制剂治疗RA取得的良好疗效进一步

证明了TNF-α介导的损伤在RA病变中的重要作用［9-13］。

TNF-α的生物学效应，主要是通过它的两个受体

TNFRⅠ (p55)和 TNFRⅡ (P75)介导的，TNFRⅠ和

TNFRⅡ属于肿瘤坏死因子受体家族（TNFR-F），二者

的胞外结构域有28%的同源性，但胞内结构域存在明显

不同。TNFRⅠ在几乎在所有的细胞上都有表达，胞内

具有死亡结构域，而TNFRⅡ只在免疫系统的细胞及内

皮细胞上表达，胞内无死亡结构域［14］。TNF-α与TNFR

Ⅰ胞内区的DD与FADD结合并激活FADD，继而活化

FLICE，再通过Caspase9和Caspase3次第活化，导致细

胞凋亡［15-17］。TNF-α与TNFRⅡ胞内相关区域相结合，成

复合体激活NF-κB和JNK激酶，诱导基因转录，促进细

胞存活、增殖和分化。这两种相反的信号途径在一定程

度上解释了TNFR会产生矛盾的生物学功能的原因[17-19]。

本研究中，模型组 RA 大鼠的血清和关节滑膜

TNF-α、TNFRⅡ较CON明显升高，TNFRⅠ活性明显降

低，这说明TNF-α及其受体TNFRⅠ、TNFRⅡ介导的损

伤参与了CIA大鼠的全身和关节局部的病理变化，同时

也在一定程度上解释了RA大鼠滑膜增生的原因。这

些与文献报道相一致[20]，也进一步说明本研究模型的可

靠性。

O3治疗各组中，O3-40组大鼠肿胀程度最低，提示在

治疗RA时的最佳O3浓度为40 μg/ml。O3-50组大鼠肿

胀度较O3-40组升高，可能是由于50 μg/ml O3关节内注

射浓度过高，直接导致组织损伤所致，提示浓度50 μg/

ml的O3不适宜于采用关节内注射的方式治疗RA。与

RA 组相比较，O3 治疗组 RA 大鼠关节滑膜 TNF-α、

TNFRⅡ浓度有不同程度的降低而TNFRⅠ含量升高，

图2 各组大鼠血清中TNF-α、TNFRⅠ、TNFRⅡ含量
Fig.2 Serum contents of TNF-α, TNFR I, and TNFR II in
each group.
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图3各组大鼠滑膜中TNF-α、TNFRⅠ、TNFRⅡ含量
*与RA组相比P<0.05；#与RA组相比P<0.01

Fig.3 Synovial contents of TNF-α, TNFR I, and TNFR II in
each group.
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说明O3可以减轻RA大鼠关节滑膜内TNF-α介导的损

伤，可能的机制为下调RA大鼠滑膜的TNF-α、TNFRⅡ
的活性，而增加TNFRⅠ的活性，从而达到抑制滑膜细

胞增生，增加滑膜细胞的凋亡作用。

除O3-50组外，其余O3治疗各组大鼠关节肿胀程度

与TNF-α、TNFRⅡ含量正相关，与TNFRⅠ含量负相

关，进一步验证了这种治疗机制的可靠性。O3-50组大

鼠TNF-α、TNFRⅡ、TNFRⅠ含量均降低，但关节肿胀

度高，可能与其直接导致关节滑膜细胞的死亡，导致

TNF-α及其受体分泌的减少，但由于强烈刺激关节周围

组织，引起关节肿胀程度加重。与RA组大鼠相比较，O3

治疗各组RA大鼠血清TNF-α、TNFRⅠ及TNFRⅡ浓

度无明显变化，说明小剂量O3关节内注射，无全身治疗

作用。

综上所述，关节内注射浓度为40 μg/ml的O3治疗

RA大鼠可以取得最佳疗效，O3治疗RA大鼠滑膜炎的

可能机理为：O3可以降低滑膜内TNF-α、TNFRⅡ的活

性，上调TNFRⅠ的表达，从而抑制滑膜细胞的增生，增

加滑膜细胞的凋亡。
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