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摘要 胶原抗体诱导性关节炎( CAIA) 是一种新颖的关节炎
小鼠模型，与胶原诱导性关节炎( CIA) 模型相比，CAIA 不需
要 7 周以上才出现关节炎表型，对于 CIA模型不敏感的品系
也有较好的诱导效果。然而，使用的高剂量诱导剂，一方面
给小鼠带来严重的不良反应，甚至出现死亡现象，另一方面

也导致 5-克隆胶原抗体混合物的不必要浪费。降低 5-克隆
胶原抗体混合物和脂多糖( LPS) 的使用剂量，在避免模型小
鼠死亡，节约 5-克隆胶原抗体混合物的同时，成功高效诱发
C57BL /6 小鼠关节炎模型，为类风湿关节炎 ( RA) 发病机制
的研究提供了有效方法。
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类风湿关节炎( rheumatoid arthritis，RA) 是一种
自身免疫性关节炎，其发病机制仍不清楚，导致现有

治疗方法有诸多缺陷［1］。临床前研究的动物模型
对于深入阐明 RA 的发病机制，并寻求潜在的治疗
靶点显得尤为重要。CAIA模型具有发病速度快，严
重程度高，发病率高，疾病均一性较好，可高效诱导

包括 C57BL /6 为背景的基因工程小鼠等多品系的
优势。诱导 C57BL /6 小鼠需要使用高剂量的 5-克
隆胶原抗体混合物 ( 50 mg /只) 并使用高剂量脂多
糖 ( lipopolysaccharide，LPS ) 加强 ( 50 μg /只) 。然
而前期预实验显示，使用高剂量的诱导剂，一方面给

小鼠带来严重的不良反应，甚至出现死亡现象，不但

导致异常的病理生理学改变，影响了关节炎模型发

生与发展，而且影响了对候选药物治疗作用的准确

判断。该实验降低了 5-克隆胶原抗体混合物和 LPS
的剂量，在避免小鼠死亡，减轻不良反应的同时节约

了试剂，而且能高效地诱导 CAIA 模型，这为 RA 发
病机制的研究提供了合理的小鼠模型。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 所有实验均按照安徽医科大学动
物实验伦理委员会批准的方案进行的。16 只 8 周
龄( 22 ～ 24 g) 雄性 C57BL /6 小鼠购于安徽医科大
学实验动物中心，饲养在 12 h 的光 /暗循环，恒温环
境下的标准笼( 4 ～ 5 只 /笼) 中，并按照饲养要求提
供食物及水的 SPF环境。
1． 2 试剂与仪器 小鼠单克隆 2 型胶原 5-克隆胶
原抗体混合物试剂盒( 货号: 53100) 购自美国 Chon-
drex公司;多聚甲醛固定液( 中性) ( 货号: G1101) 和
新型脱钙液( 快脱) ( 货号: G1107 ) 购自武汉塞维尔
生物科技有限公司;苏木精( 货号: C0107) 和伊红染
色液( 货号: C0109 ) 购自上海碧云天生物技术有限
公司;中性树胶( 货号: G8590) 购自上海索桥生物科
技有限公司; 奥林巴斯 BX53 生物显微镜购自日本
奥林巴斯公司。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 建立 C57BL /6 小鼠 CAIA 模型 C57BL /6
小鼠分为模型组和对照组 ( 每组 8 只) ，在第 0 天
CAIA组腹腔注射 4 mg 的 5-克隆胶原抗体混合物，
第 3 天腹腔注射 40 μg LPS，对照组腹腔给予同等量
的生理盐水，注射后每天观察记录关节肿胀数和关

节炎指数等指标。
1． 3． 2 CAIA 关节炎模型评分 LPS 注射后，每天
观察小鼠足掌肿胀情况，待出现可见的肿胀后，由两

名对实验设计不知情的独立观察者每天对 CAIA 关
节严重程度评分。评分指标分为关节肿胀数和关节
炎指数。每只小鼠的每个足爪有 5 个指关节和一个
踝关节或腕关节，因此每只足爪的最大关节肿胀数

是 6，每只小鼠的最大关节肿胀数是 24［2］。关节炎
指数是对足爪肿胀程度进行评分，共分为 0 ～ 4 分不
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同的程度。0 分，未出现局部红肿现象; 1 分，出现指
关节肿胀现象; 2 分，出现轻微的踝关节或者腕关节
肿胀现象; 3 分，整个足爪出现严重肿胀现象; 4 分，
足爪出现僵硬或变形现象［3］。
1． 3． 3 HE染色 在 CAIA造模后第 16 天，用过量
麻醉剂处死小鼠，迅速剥离小鼠膝关节。膝关节经
过固定和脱钙后，常规梯度酒精脱水，石蜡包埋，切

片( 5 μm) 。HE染色:切片经梯度乙醇脱蜡水化后，
分别染苏木精和伊红染色，经梯度酒精脱水，用中性

树胶封片，光学显微镜下观察组织病理变化。
1． 4 统计学处理 本实验中所有的数据通过 珋x ± s
表示，并采用 GraphPad Prism 8. 2. 1 软件进行作图。

2 结果

2． 1 5-克隆胶原抗体混合物联合 LPS 诱导
C57BL /6 小鼠严重的足爪肿胀 本实验适当降低
了诱导 C57BL /6 小鼠 CAIA模型的 5-克隆胶原抗体
混合物和 LPS使用剂量。如图 1A 所示，建立 CAIA
模型。在第 0 天，每只 CAIA模型组小鼠腹腔给予 4
mg 5-克隆胶原抗体混合物。在第 3 天，每只 CAIA
模型组小鼠腹腔给予 40 μg LPS。降低 LPS 的使用
剂量后，小鼠的胃肠道反应明显降低，小鼠腹泻现象

有所缓解，没有出现小鼠死亡现象。另外，如图 1B、
C所示，降低 5-克隆胶原抗体混合物和 LPS 的使用
剂量后，第 3 天小鼠足爪开始关节肿胀现象，前后足
爪依次出现红肿现象并逐渐加重，同时关节肿胀数

和关节炎指数随病情发展不断增加，10 ～ 12 d 肿胀
达到高峰，第 13 天后足爪肿胀逐渐消退。在本优化

的 CAIA 模型中，与对照组相比，CAIA 小鼠前后足
爪可见明显的红肿现象 ( 图 1D) 。结果表明，降低
5-克隆胶原抗体混合物和 LPS 使用剂量，在节省了
抗体使用量和降低不良反应外的同时，可以成功诱

导 C57BL /6 小鼠严重的足爪肿胀。
2． 2 5-克隆胶原抗体混合物联合 LPS 诱导
C57BL /6 小鼠严重的关节病理改变 为验证本实
验诱导的 C57BL /6 小鼠膝关节病理变化严重程度，
在 CAIA 模型的第 16 天，使用过量麻醉剂处死小
鼠，迅速剥离膝关节。组织经常规的固定，脱钙、脱
水、切片，HE 染色后于显微镜下观察，采集图片。
如图 2 所示，与对照组相比，CAIA 模型组小鼠关节
内滑膜异常增生，血管翳形成，大量的炎性细胞的浸

润，骨和软骨的破坏，并伴随着关节间隙狭窄等病理

特征。结果表明，降低 5-克隆胶原抗体和 LPS 的使
用剂量，同样可成功诱导 C57BL /6 小鼠严重的膝关
节病理改变。

3 讨论

RA 是一种长期慢性的自身免疫性疾病，其主
要特点是长期的滑膜炎症，滑膜异常增生，自身抗体

产生，骨和软骨破坏［4］。目前关于 RA 的具体发病
机制仍然不清楚。CIA模型是由皮内注射由完全弗
氏佐剂乳化的 2 型胶原引起的，该模型被广泛用于
评估治疗 RA候选药物最常见的模型，因为该模型
具有与人类 RA 相似的免疫学和病理学特点，如滑
膜异常增生，外周免疫细胞的浸润，骨和软骨的破坏

图 1 5-克隆胶原抗体联合 LPS成功建立 C57BL /6 小鼠关节炎模型
A: CAIA模型建立的示意图; B:关节肿胀数; C:关节炎指数; D: 5-克隆胶原抗体注射 11 d CAIA小鼠足爪肿胀照片
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图 2 5-克隆胶原抗体混合物联合 LPS诱导
C57BL /6 小鼠严重的关节病理改变 HE ×100、200

白色:炎性细胞浸润;黄色:滑膜增生; 红色: 血管翳形成; 绿色:

关节间隙变窄

等［5 － 6］。然而，该模型在研究 RA 发病机制中却存
在一些局限性: ① C57BL /6 或者 C57BL /6 为背景
的基因修饰小鼠对 CIA 模型敏感性较低，这限制了
CIA模型在转基因或者基因敲除小鼠中的使用; ②
发病过程的非同步性，CIA 动物以不同的比率表现
出疾病表现，这使得治疗计划复杂化; ③ 诱导 CIA
模型耗时较长。初次致敏后 3 ～ 4 周不会出现关节
炎的表现，需要在第 21 天后二次加强致敏。一般在
初次诱导后 35 ～ 42 d 或者更久达到炎症的高峰期，
之后炎症才会慢慢消退;④ 制作完全弗氏佐剂乳化
的 2 型胶原过程较长且质量不稳定，直接影响 CIA
的发病率和严重程度。而 CAIA 模型是一种快速的
CIA的替代模型，该关节炎模型使用针对 2 型胶原
中保守的自身抗原表位的一组单克隆抗体，联合

LPS刺激，可诱导所有小鼠品系严重的关节炎模型。
与 CIA模型相比，CAIA 模型的优势在于，发病速度
快，发病率高，疾病一致性强，不受弗氏佐剂对宿主

免疫系统的影响。另外，CAIA模型最突出的优势是
几乎可以诱导所有的小鼠品系，包括 CIA 抵抗，缺
乏 T细胞，基因敲除和转基因的小鼠。因此，该模
型是研究个体基因产物、细胞因子，以及抗炎免疫药
物筛选和评价的理想模型［7］。然而，根据文献报
道，使用该模型诱导 CIA 低反应的小鼠时，往往使
用高剂量的诱导剂。课题组前期预实验结果显示，
使用高剂量的 5-克隆胶原抗体混合物和 LPS 会引
起小鼠严重的不良反应，甚至出现死亡现象。这不
仅引起小鼠病理生理学的改变，从而影响了关节炎

模型发生发展的过程，更影响了对候选药物治疗作

用的准确判断。本实验降低了 5-克隆胶原抗体混
合物和 LPS 的剂量，在避免小鼠死亡，减轻不良反
应的同时节约了试剂，而且能高效地诱导 CAIA 模
型，这为 RA发病机制的研究提供了合理的小鼠模
型。
本实验中使用的 5-克隆胶原抗体混合物包括

A2-10( IgG2a ) ，F10-21 ( IgG2a ) ，D8-6 ( IgG2a ) ，D1-
2G( IgG2b) 和 D2-112 ( IgG2b) ，这些单克隆抗体可
以识别不同种类 2 型胶原保守的抗原表位。其中的
3 个单克隆抗体( A2-10，D1-2G和 D2-112) 识别聚集
于 2 型胶原 CB11 片段内被称为 LyC1 ( 124-290 ) 的
167 个氨基酸肽段内的单个抗原表位。另外 2 个单
克隆抗体( F10-21 和 D8-6) 可以识别 2 型胶原 CB11
片段内被称为 LyC2 ( 291-374 ) 的 83 个氨基酸肽段
内的抗原表位。与之前的 4 克隆抗体混合物相比，
新的 5-克隆胶原抗体多出一个结合 LyC1 片段的
D2-112 单克隆抗体，该单克隆抗体能显著提高关节
炎在不同品系小鼠的发病率和严重程度［8］。关节
炎基因的单克隆抗体混合物可诱导与 CIA 类似的
关节炎模型，但是需要联合使用细菌内毒素，如 LPS
等。2 型胶原的自身抗体联合 LPS 可协同诱导小鼠
严重的关节炎，被广泛用于包括评价治疗作用等各

种目的研究中。改良的 5-克隆胶原抗体联合 LPS
诱导的关节炎模型，为 CAIA低应答的和对 CAIA易
感性未知的基因敲除和转基因小鼠诱发关节炎提供

了一种新的有用工具。
以往文献［9］报道，使用 5-克隆胶原抗体混合物

诱导 CIA低反应的小鼠，如 C57BL /6 或者 C57BL /6
为背景的基因修饰小鼠，使用的 5-克隆抗体混合物
为每只 5 mg，LPS的剂量为每只 50 μg。另外，由于
小鼠供应商和饲养环境的区别会引起小鼠对各种试

剂的反应性不同［10］。尽管给予 LPS 可以与单克隆
抗体协同诱导严重的关节炎［11］，但前期实验结果表

明，给予最大剂量的 LPS ( 每只 50 μg) 会导致小鼠
出现严重的不良反应，甚至出现死亡现象，具体表现

为:出现严重腹泻现象，排泄物堆积并在小鼠肛门外

结块，使小鼠不能正常排便，最终导致小鼠死亡。另
外，5-克隆胶原抗体混合物价格昂贵，一定程度上限
制了其在探究 RA发病机制中的研究。结合前期预
实验的结果和 5-克隆胶原抗体混合物成本两个问
题，本实验适当降低了 5-克隆胶原抗体混合物和
LPS 的使用剂量 ( 5-克隆胶原抗体混合物: 每只 4
mg，LPS:每只 40 μg) ，并成功诱导低反应的 C57BL /
6 小鼠 CAIA模型。
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综上所述，CAIA模型是一种快速的严重程度高
的 CIA模型的替代模型，该模型弥补了 CIA 模型诱
导时间长，无法有效诱导 CIA 抵抗的品系，如
C57BL /6 或 C57BL /6 为背景的转基因或基因敲除
小鼠品系的缺点。本实验在以往报道的基础上，降
低了抗体混合物和 LPS 的使用剂量，在避免模型小
鼠死亡，减轻不良反应的同时节约 5-克隆胶原抗体
混合物，并成功诱导 CIA 低反应的 C57BL /6 小鼠
CAIA模型，为以后利用 C57BL /6 为遗传背景的小
鼠研究单个基因或者细胞因子在 RA 发病机制中的
作用提供了方法。
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has a better induction effect for CIA model insensitive strains． However，the high dose inducers reported in previous
literatures，on the one hand，caused serious adverse reactions and even death in mice，and on the other hand，re-
sulted in unnecessary waste of 5-clone collagen antibodies cocktail． Reducing the dosage of 5-clone antibody cock-
tail and lipopolysaccharide ( LPS) effectively induced the arthritis model of C57BL /6 mice while avoiding the death
of the model mice and saving the cocktail of 5-clone antibody，thus providing an improved method for the future re-
search on the pathogenesis of RA．
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