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摘要 目的 观察佐剂性关节炎( AA) 大鼠血浆激肽释放酶

－ 激肽系统( KKS) 的活化情况，并探讨 PKSI-527 对大鼠关

节炎及全身炎症的影响。方法 采用弗氏完全佐剂建立 AA

大鼠模型，并通过测量足爪肿胀以及炎症反应评分的方法进

行半定量评价。ELISA 法检测血浆中 KKS 相关指标血浆前

激肽释放酶( PK) 、高分子量激肽原( HK) 及缓激肽( BK) 的

水平，实时荧光定量 PCＲ 检测外周血 BK 受体 B1Ｒ、B2Ｒ
mＲNA 的表达情况。使用 PKSI-527 腹腔内注射，观察抑制

剂对 AA 大鼠 KKS 活化以及关节肿胀和全身炎症的改变情

况。结果 AA 大鼠表现继发性足爪肿胀、关节和全身的炎

症反应，与正常大鼠比较，其血浆内 BK、HK 显著升高( P ＜
0. 05) ，PK 未见明显升高; 同时外周血 B1Ｒ、B2Ｒ mＲNA 表达

水平 亦 较 正 常 大 鼠 出 现 上 调，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) 。注射 PKSI-527 可显著降低 AA 大鼠血浆 BK、HK、
PK 以及 B1Ｒ、B2Ｒ mＲNA 的水平，与溶剂组比较，差异有统

计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。PKSI-527 注射后关节肿胀较溶剂组

大鼠明显减轻，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，关节炎指数

以及全身评分也有下降趋势。结论 KKS 在 AA 大鼠体内

处于活化状态，使用 KKS 抑制剂 PKSI-527 能够明显改善 AA

大鼠的关节炎和全身的炎症程度。
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类风湿关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA) 是一种

以慢性对称性多关节滑膜炎为主的系统性自身免疫

性疾病，是造成人群丧失劳动力和致残的主要疾病

之一。ＲA 发病机制尚不明确，与细胞免疫调节紊

乱、细胞因子分泌异常等炎性过程密切相关［1 － 2］。
激肽 释 放 酶 － 激 肽 系 统 ( kallikrein-kinin system，

KKS) 是体内一个重要的内源性多酶系统，与多种生

理和病理过程均有联系［3］。血浆 KKS 由 3 个血浆

蛋白 组 成，即 血 浆 前 激 肽 释 放 酶 ( prekallikrein，

PK) 、高分子量激肽原( high molecular weight kinino-
gen，HK) 和凝血因子Ⅻ，PK 被激活后转变为激肽

释放酶( kallikrein，KK) ，活化的血浆 KK 又可把 HK
裂解，释放出 KKS 的重要相应分子—缓激肽( brady-
kinin，BK) ［4］。BK 通过特异性的 BK 受体发挥作

用，已知 BK 受体包括 1 型( bradykinin receptor 1，

B1Ｒ) 和 2 型( bradykinin receptor 2，B2Ｒ) 。近年来

研究［5］表明，这一组受体在组织损伤后的炎症反应

等方面发挥重要作用，被认为是抗炎免疫药理学重

要的药物新靶点。该研究拟采用佐剂性关节炎( ad-
juvant arthritis，AA) 大鼠模型［6］，通过检测 KKS 在

AA 大鼠体内的活化情况，并使用 KKS 系统抑制剂

PKSI-527 后观察 KKS 相关指标以及关节和全身炎

症的变化情况，初步探讨 AA 大鼠体内 KKS 系统活

化与关节炎炎症关系，为 ＲA 发病机制研究提供科

学依据。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 46 只清洁级 SD 大鼠，雄性，140 ～
160 g，由安徽省实验动物中心提供，饲养于安徽医

科大学实验动物中心，环境温度为 20 ℃，相对湿度

为 62%，每笼 5 只，给予标准消毒大鼠饲料，笼架上

放置消毒自来水供动物自由饮用。有关实验动物操

作均经过安徽医科大学实验动物伦理委员会通过。
1． 2 主要试剂和仪器 卡介苗 ( 北京生物制品

所) ; 血浆激肽释放酶抑制剂 PKSI-527 ( 美国 Santa
Cruz 公司) ( 货号: sc-222181) ; TＲIzol 试剂( 美国 In-
vitrogen 公司) ; PCＲ 引物及探针由上海 TianGen 公

司合成; ELISA 试剂盒( BK、PK、HK) ( 英国 Abcam
公司) ; 逆转录试剂盒 ＲevertAidTM First strand cDNA
Synthesis Kit( 德国 Fermentas 公司) ; Universal 320 /
320Ｒ 型 低 温 离 心 机 ( 德 国 Hettich 公 司 ) ; FTC-
2000A 荧光定量 PCＲ 仪及分析软件( 加拿大 Fung-
lyn Biotech 公司) ; Elx-800 型酶标仪( 美国 Bio-Tek
仪器公司) ; KS-TB 型足趾容积测量仪( 济南益延科

技发展有限公司) 。
1． 3 大鼠 AA 模型的制备及药物处理 SD 大鼠经

适应性饲养 1 周后用于实验。模型制备方法为本所

常规开展的方法［6］。具体步骤如下: 将卡介苗80 ℃
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水浴灭活 1 h，与高压灭菌的石蜡充分研磨、混匀，制

成 10 mg /ml 弗氏完全佐剂，大鼠经随机分组后，各

组动物分别于第 0 天于右后足爪皮内注射 0． 1 ml
弗氏完全佐剂使其致炎，正常组于同样部位注射等

量的生理盐水。当 AA 大鼠需要 PKSI-527 干预时，

PKSI-527 采用 Hank' s 平衡溶液溶解，分别于第 12
天、第 15 天和第 18 天腹腔注射，注射剂量为 300
mg / ( kg·d) ，正常组则腹腔注射同等体积的 Hank's
平衡溶液。
1． 4 大鼠 AA 模型的评价 在注射后 24 h 内密切

关注( 每 4 ～ 6 h 观察 1 次) 大鼠足部改变及活动、摄
食水等一般表现并进行记录; 然后每 3 d 监测 1 次

体重，同时观察关节炎症程度，进行全身表现评分，

测量左后足容积，具体方法见下述。
1． 4． 1 足爪肿胀度测定 使用足容积测量仪在致

炎前分别测量每只大鼠左后足( 继发侧) 容积。自

炎症出现后，每 3 d 测量 1 次左后足容积，计算继发

侧足爪肿胀度: 足爪肿胀度( ml) = 注射后足爪体积

( ml) —注射前足爪体积( ml) 。
1． 4． 2 关节炎指数 从大鼠关节炎症出现后，每 3
d 观察每组大鼠的继发病变，对左后足爪、左前足爪

和右前足爪进行关节炎指数评分。并用尼康 D3100
相机采集大鼠肿胀关节的图像。每只足爪的关节炎

指数评分标准如下，0 分: 正常; 1 分: 踝关节出现红

斑和轻微肿胀; 2 分: 踝关节到跖关节或掌关节红斑

和轻微肿胀; 3 分: 踝关节到跖趾关节或掌关节出现

红斑和中度肿胀; 4 分: 踝关节到趾关节出现红斑和

重度肿胀。每只大鼠最多 12 分。
1． 4． 3 全身表现及评分 从大鼠关节炎症出现后，

每 3 d 进行 1 次全身表现评分。评分标准如下，耳:

0 = 无结节和发红症状，1 = 一只耳朵结节和发红症

状，2 = 两只耳朵结节和发红症状; 鼻: 0 = 无结缔组

织肿胀，1 = 明显结缔组织肿胀; 尾: 0 = 无结节，1 =
有结节; 前足爪: 0 = 无肿胀，1 = 一个前足爪肿胀，2
= 两个前足爪肿胀; 后足爪: 0 = 无肿胀，1 = 一个后

足爪肿胀，2 = 两个后足爪肿胀。每只大鼠最多评 8
分。
1． 5 血浆 BK、PK、HK 检测 各组大鼠经腹主动

脉取血，使用 10% EDTA 抗凝管，血样采集后，同时

以 10 μl /ml 加入抑肽酶，防止激肽系统蛋白降解，

静置充分凝固后，4 000 r /min 离心 10 min，分离血

浆，血浆 BK、PK、HK 检测采用 ELISA 法，根据底物

显示颜色的深浅与样品浓度之间存在的相关关系，

使用酶标仪在 450 nm 波长下检测样品吸光度( opti-

cal density，OD) 值，根据标准曲线计算各组样品浓

度。
1． 6 实时荧光定量 PCＲ 检测全血 B1Ｒ、B2Ｒ mＲ-
NA 表达 于造模后第 24 天，麻醉处死各组大鼠取

全血，提取总 ＲNA，逆转成 cDNA 后进行实时荧光

定量 PCＲ 检测 B1Ｒ、B2Ｒ mＲNA 表达水平。B1Ｒ 上

游引物: 5'-CCACATTCCTTCTACGCTCTG-3'，下游引

物: 5'-TCAACTCCACCATCCTTGC-3'; B2Ｒ 上 游 引

物: 5'-CTGTCGTGGAAGTGGCTATG-3'，下 游 引 物:

5'-AGGTCCCGTTATGAGCAGAC-3'。经反复条件摸

索，融解曲线 分 析 显 示 B1Ｒ、B2Ｒ 及 β-actin 基 因

PCＲ 扩增产物的融解曲线峰值分别为 84. 0、84. 0、
84. 5 ℃。以 β-actin 为内参。根据公式，从而获得

目的基因的相对拷贝数，将目的基因与内参基因 β-
actin 的比值用于统计分析。
1． 7 统计学处理 数据录入及分析均采用 SPSS
16． 0 软件进行分析，计量资料均以 珋x ± s 表示，两组

间的比较采用两独立样本 t 检验的方法，多组间比

较采用方差分析。炎症评分数据采用非参数秩和检

验，以箱式图表示，采用 SPSS 16． 0 软件的作图功能

进行作图。

2 结果

2． 1 AA 大鼠的表现 SD 大鼠在接受弗氏完全佐

剂一次性注射后，首先表现为注射部位和被注射足

爪的肿胀、发红等炎症表现。观察发现，注射弗氏完

全佐剂后大鼠右后足爪开始肿胀，20 h 后肿胀达到

高峰，持续 3 d 左右肿胀程度逐渐减轻。但在随后

的观察中，一般在第 9 天以后又再度出现严重肿胀，

同时伴发其他足爪和关节的肿胀、发红。此外，接受

弗氏完全佐剂注射的大鼠毛发光泽度降低、精神萎

靡、多发性关节肿胀导致其活动障碍，部分大鼠搔抓

肿胀足爪以致破溃。正常组大鼠一般状态、活动均

无较大改变，关节亦未出现肿胀。见图 1。AA 大鼠

不仅表现为关节的病变，全身其他部位也同样出现

继发性炎症反应。在对侧足爪、前爪、鼻部、耳部以

及尾根部也出现了不同程度的继发性炎症表现。见

图 2。
2． 2 足爪肿胀度和炎症评分

2． 2． 1 足爪肿胀度 大鼠在注射弗氏完全佐剂后，

每 3 d 测量 1 次对侧( 左后) 足爪容积并计算足爪肿

胀度。在注射后第 9 天，对侧足爪开始出现肿胀，程

度持续加重，直至第 24 天处死动物时，肿胀度仍然

较高，而正常组的足爪容积在整个实验期间无异常
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图 1 AA 大鼠足爪肿胀情况

A: 正常大鼠; B: 第 0 天，右后足爪注射佐剂后肿胀; C: 第 9 天，

右后足爪肿胀，左后足爪也出现肿胀; D: 第 24 天，右后足爪肿胀明

显伴破溃，左后足爪肿胀

图 2 AA 大鼠全身继发性炎症病变表现

A: 注射足爪和对侧足爪出现的红肿改变; B、C: 前爪出现继发性

红肿改变; D: 鼻结节; E: 耳部发红改变; F: 尾结节

变化。第 12 天开始，与同一天正常大鼠比较，AA 大

鼠足爪肿胀度差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，见图

3。
2． 2． 2 关节炎指数 注射足爪以外的足爪出现炎

性改变是 AA 大鼠的特点，为了评估继发性关节炎

的严重程度，本实验采用了半定量评分的方法分别

对另外 3 个足爪的炎症进行评判，并计算关节炎指

数。从足爪肿胀度的结果我们得出第18天以后对

图 3 AA 大鼠的对侧足爪肿胀度变化曲线

与正常组比较: * P ＜ 0． 05

侧足爪的肿胀度明显增加。故从第 18 天起，每 3 d
对其余 3 个足爪的继发性关节炎情况及全身炎症情

况进行评分。关节炎指数的结果如图 4 所示。注

射后第 18、21、24 天的关节炎指数高于注射当天( 第

0 天) ，经非参数秩和检验，差异有统计学意义( P ＜
0. 05) 。提示大鼠发生了继发性关节炎性改变，且

从箱式图可以看出，AA 大鼠关节炎指数随着时间

的延长呈逐渐增加趋势。

图 4 AA 大鼠非注射足爪的继发性关节炎指数箱式图( n = 8)

与第 0 天比较( 非参数秩和检验) : * P ＜ 0． 05

2． 2． 3 全身表现及评分 根据“全身表现评分标

准”对继发部位的炎症进行评分，结果如图 5 所示。
提示注射后第 18、21、24 天的全身表现评分高于注

射当天( 第 0 天) ，经非参数秩和检验，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05 ) 。而且箱式图显示，随着时间的

延长，AA 大鼠全身表现评分呈逐渐增加趋势。
2 ． 3 AA大鼠体内KKS的活化情况 为了解KKS
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图 5 AA 大鼠全身表现评分箱式图( n = 8)

与第 0 天比较( 非参数秩和检验) : * P ＜ 0． 05

的活化情况，在注射后第 24 天，麻醉处死大鼠取血

浆，检测血浆中 BK、PK、HK 含量。与正常组比较，

AA 大鼠 BK 和 HK 浓度明显升高，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 05) 。但 PK 在 AA 大鼠未见明显升高，差

异无统计学意义。提示 AA 大鼠血浆中存在 KKS
的活化。为进一步证实 KKS 活化，本实验将 AA 大

鼠随机分为两组，分别于造模成功后的第 12、15、18
天腹腔内注射 PKSI-527 或溶剂，同样在第 24 天处

死动物，取血浆检测 BK、PK 及 HK 的含量。注射

PKSI-527 可显著降低 AA 大鼠血浆 BK 及 HK 的水

平，与溶剂组比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。
同时 PK 的水平在腹腔注射 PKSI-527 组也出现了明

显下降，与 溶 剂 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) 。说明激肽释放酶抑制剂可有效抑制血浆中

KKS 的活化。见表 1。

表 1 各组大鼠血浆 BK、HK、PK 水平( 珋x ± s)

组别 n BK( pg /ml) HK( ng /ml) PK( pg /ml)
正常 8 724． 33 ± 153． 71 5． 48 ± 0． 32 8． 41 ± 1． 07
AA 11 994． 20 ± 111． 09* 6． 20 ± 0． 11* 13． 18 ± 4． 97
AA + 溶剂 8 924． 75 ± 59． 98* 6． 03 ± 0． 40 12． 73 ± 2． 80
AA + PKSI-527 8 746． 31 ± 77． 69△ 5． 34 ± 0． 33△ 7． 63 ± 1． 72△

与正常组比较: * P ＜ 0． 05; 与 AA + 溶剂组比较: △P ＜ 0． 05

2． 4 AA 大鼠外周血中 B1Ｒ、B2Ｒ mＲNA 表达情

况 取大鼠全血，提取总 ＲNA，逆转成 cDNA 后采

用实时荧光定量 PCＲ 检测 B1Ｒ、B2Ｒ mＲNA 表达水

平; 将测出的 CT 值用公式计算出相对含量再进行

统计，AA 大鼠外周血中 B1Ｒ mＲNA、B2Ｒ mＲNA 表

达水平与正常组相比明显升高，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05 ) ; AA 大鼠经腹腔注射 PKSI-527 或溶剂

( 第 12、15、18 天) 后，第 24 天外周血中 B1Ｒ、B2Ｒ
mＲNA 表达水平出现明显下调，与注射溶剂组比较，

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 6。

图 6 实时荧光定量 PCＲ 检测外周血中 B1Ｒ

和 B2Ｒ mＲNA 表达情况( 珋x ± s)

与正常组比较: * P ＜ 0． 05; 与 AA + 溶剂组比较: △P ＜ 0． 05

2． 5 KKS 抑制剂对 AA 大鼠足爪肿胀的影响 抑

制剂组的关节肿胀轻于溶剂组，足爪肿胀度比较分

析表明，抑制剂组第 21 天和第 24 天的左后足爪肿

胀度较溶剂组有所减少，第 21 天的足爪肿胀度两组

比较，差异无统计学意义( P = 0. 283) ，而第 24 天的

关节肿 胀 度 比 较，两 组 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P =
0. 032) 。见图 7。
2． 6 KKS 抑制剂对 AA 大鼠关节和全身炎症评分

的影响 采用半定量评分的方法分别对注射足爪以

外的 3 个足爪的炎症进行评判，并计算关节炎指数。
经 PKSI-527 处理后的 AA 大鼠关节炎指数在第 21
天和第 24 天均较溶剂组有所下降，但经非参数秩和

检验，差异无统计学意义。注射 PKSI-527 后，第 21
天和第 24 天大鼠的全身表现评分均较溶剂组有明

显下降，经非参数秩和检验，两组差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) 。结果表明 PKSI-527 对大鼠 AA 有一定

抑制作用。见图 8。

3 讨论

目前 ＲA 的发病机制尚不明确，临床上无特异

性的治疗方法，为此，国内研究者进行了大量的动物

实验，并建立了几种比较成熟可靠的 ＲA 整体动物

病理模型来研究 ＲA 的发病机制。上世纪 50 年代

细菌学家 Fruend 创立的 AA 模型是免疫性关节炎

动 物模型的基本方法。随着对ＲA和AA的深入研
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图 7 PKSI-527 对 AA 大鼠足爪肿胀的影响( 珋x ± s)

A: AA + 溶剂组; B: AA + PKSI-527 组; 与同一天 AA + 溶剂组比

较: * P ＜ 0. 05

图 8 PKSI-527 对 AA 大鼠关节及全身炎症评分的影响

与同一时间点的 AA + 溶剂组比较( 非参数秩和检验) : * P ＜ 0． 05

究，发现两者有相似之处，且 AA 的造模方法简单，

成功率较高，是目前比较常用的 ＲA 实验动物模

型［7］。本研究采用弗氏完全佐剂诱导 SD 大鼠，成

功的建立了 AA 大鼠模型。
KKS 是体内一个重要的内源性酶系统。BK 是

KKS 的终末效应物质，是生理状态下的主要存在形

式，BK 的生物学效应广泛，可介导大多数的生理学

作用并发挥对内毒素、促炎细胞因子、组织损伤、炎
症、缺氧等的效应［8］。本研究提示 AA 大鼠血浆中

BK、HK 的水平都有所升高，激肽释放酶抑制剂可以

显著减少血浆中 BK、PK 及 HK 的水平，这些结果表

明 AA 大鼠体内存在一定程度的 KKS 活化现象。
ＲA 患者存在明显的 KKS 活化，如有研究［9］显示 ＲA
患者的血浆和滑膜液中缓激肽水平上升，滑膜液中

激肽释放酶活性增高，血液中 B1Ｒ 和 B2Ｒ 表达上

调。本研究从动物实验的角度验证了 KKS 活化在

关节炎中的活化。
BK 主要是与其受体 B1Ｒ 和( 或) B2Ｒ 结合发挥

其生理学效应，前者为诱导型表达，后者为构成型表

达［10］。B1Ｒ 介导的生物学效应不像 B2Ｒ 那么快，

它可被诱导的特点使得其更多地在病理状态下发挥

作用，包括慢性炎症、疼痛、高血压、创伤和肿瘤增

殖［10 － 13］。因此有学者认为通过研发特异性的 B1Ｒ
拮抗剂可能对于控制慢性炎症和肿瘤有所帮助［14］。
而 KKS 这一体内很早就被发现的系统也因为其潜

在的药物靶点而引起了人们的广泛关注。本研究中

AA 大鼠外周血 B1Ｒ 和 B2Ｒ 表达增高，PKSI-527 不

仅有效抑制了 KKS 的活化，下调了 BK 受体的表达

水平，而且减轻了 AA 大鼠的关节炎性改变及全身

改变，提示 BK 及其受体 B1Ｒ、B2Ｒ 可能在 AA 大鼠

的病理改变效应中发挥重要的作用，导致关节及其

他组织的损伤。
综上所述，本实验采用弗氏完全佐剂成功建立

了 AA 大鼠模型，证实了 KKS 在 AA 大鼠体内处于

活化状态，而使用 KKS 抑制剂 PKSI-527 能够明显

改善 AA 大鼠的关节炎症程度。研究结果为进一步

靶向 KKS 治疗 ＲA 提供了理论依据。
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Plasmic kallikrein-kinin system activation in adjuvant arthritis rats
Zhu Jie1，2，Wang Di2，Chen Jingyu2，et al

( 1Dept of Ophthalmology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2 Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University，Key Laboratory of Anti-inflammatory and

Immune Medicine of China Education Ministry，Hefei 230032)

Abstract Objective To detect activation of plasmic kallikrein-kinin system ( KKS) in adjuvant arthritis ( AA)

rats and observe the effects on paw edema as well as systemic inflammation of kallikrein inhibitor PKSI-527． Meth-
ods SD rats were injected with Freund＇s complete adjuvant to establish AA rats model，semiquantitative scores
were used to estimate the paws and systemic inflammation． Levels of plasimic prekallikrein ( PK) ，high molecular
weight kininogen ( HK) and bradykinin ( BK) were detected by ELISA，expressions of BK receptor BIＲ B2Ｒ mＲ-
NA in blood were detected by real-time quantitative PCＲ． The activation of KKS and inflammatory scores were also
evaluated in AA rat treated with PKSI-527． Ｒesults After injection with Freund's complete adjuvant，SD rats de-
veloped secondary inflammation in multi-sites，including non-injected paws． Levels of BK and HK in AA rats were
elevated compared with normal rats ( P ＜ 0. 05 ) ，but not PK ( P ＞ 0. 05 ) ． After injection with PKSI-527 in AA
rats，there was obvious decrease of BK，HK as well as PK in AA rats ( compared to vehicle group，P ＜ 0. 05 ) ．
B1Ｒ and B2Ｒ mＲNA expression which assayed by real-time PCＲ showed that over-expression of B1Ｒ and B2Ｒ in
AA rats，intraperitoneal injection with PKSI-527 could down-regulate B1Ｒ and B2Ｒ mＲNA expression． After injec-
tion with PKSI-527，the edema of paw was relieved，when compared the mean volume of contralateral paw edema
on day 24 with vehicle rats ( P ＜ 0. 05) ． PKSI-527 could decrease inflammatory score in AA rats，but without sta-
tistic significance ( P ＞ 0. 05) ． Systemic inflammatory scores were decreased in AA rats after treated with PKSI-527
( compared to vehlcie group，P ＜ 0. 05) ． Conclusion Plasmic kallikrein kinin system ( KKS) is activated in AA
rats，and kallikrein inhibitor PKSI-527 can obviously relieve the inflammation of AA rats．
Key words adjuvant arthritis; plasmic kallikrein-kinin system; rats
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