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ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 调控 Ｔ 细胞亚群缓解 ＣＩＡ 小鼠的疾病进展
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（包头医学院第一附属医院１ 中心实验室、２ 风湿免疫科，包头　 ０１４０１０）

摘要　 目的　 探讨肽基精氨酸脱亚氨酶 ４（ＰＡＤ４）的小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）载体病毒和感染 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 病毒的小鼠脾细胞对

胶原诱导关节炎（ＣＩＡ）小鼠治疗效果和潜在作用机制。 方法　 实验分对照组、模型组、治疗 １ 组、治疗 ２ 组，每组 ７ 只小鼠。
对照组小鼠不做任何处理，其余 ３ 组小鼠构建 ＣＩＡ 模型，模型组小鼠注射磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），治疗 １ 组的小鼠注射 ＰＡＤ４⁃
ｓｉＲＮＡ 病毒载体；治疗 ２ 组的小鼠注射含有 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 病毒载体的小鼠脾细胞，每周 １ 次，共 ８ 周。 实验结束后处死小鼠，检
测小鼠脾脏中滤泡辅助 Ｔ（Ｔｆｈ）细胞、滤泡调节 Ｔ（Ｔｆｒ）细胞、１ 型辅助 Ｔ（Ｔｈ１）细胞和 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ 细胞的变化；观察 ＣＩＡ 小

鼠关节和软骨的病理变化。 结果　 与对照组比较，模型组小鼠的脾脏 Ｔｆｈ 和 Ｔｈ１ 细胞的比例增加（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｔｆｒ 和 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃
１０ ＋ Ｔ 细胞比例无明显变化；与模型组比较，Ｔｆｈ 和 Ｔｈ１ 细胞在治疗 １ 组和治疗 ２ 组的比例下降（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｔｆｒ 和 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋

Ｔ 细胞的比例无明显变化。 对照组小鼠关节面光滑，模型组小鼠关节有炎性细胞浸润、关节面粗糙、软骨受损的现象；ＰＡＤ４⁃
ｓｉＲＮＡ 作用后，治疗 １ 组 ＣＩＡ 小鼠后爪的关节炎细胞浸润减少、软骨破坏程度降低；治疗 ２ 组 ＣＩＡ 小鼠前爪和后爪的炎细胞浸

润现象有所减轻，软骨损伤程度也得到了缓解。 结论　 抑制 ＰＡＤ４ 基因的表达后，ＣＩＡ 小鼠脾脏 Ｔｆｈ 和 Ｔｈ１ 细胞的相对数量下

降，小鼠后爪的关节和软骨损伤得到缓解；注射感染 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 病毒的小鼠脾细胞，可缓解 ＣＩＡ 小鼠前爪的病理变化。
ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 可以通过调控小鼠脾脏 Ｔ 细胞亚群对 ＣＩＡ 小鼠发挥潜在治疗价值。
关键词　 类风湿关节炎；肽基精氨酸脱亚氨酶 ４；小干扰 ＲＮＡ；１ 型辅助 Ｔ 细胞；滤泡辅助 Ｔ 细胞；胶原诱导关节炎小鼠
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　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种

常见的自身免疫性疾病。 研究显示 ＲＡ 患者外周血

中 １ 型辅助 Ｔ（Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｔｙｐｅ １，Ｔｈ１）细胞的比例升

高［１］，滤泡辅助 Ｔ（Ｔ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ，Ｔｆｈ）细胞的比

例上升［２］，滤泡调节 Ｔ（Ｔ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ，Ｔｆｒ）细
胞比例下降［３］，调控 Ｔ 细胞亚群为治疗 ＲＡ 提供一

种新途径［４］。 肽基精氨酸脱亚氨酶 ４（ｐｅｐｔｉｄｙｌ ａｒｇｉ⁃
ｎｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ４，ＰＡＤ４）在 ＲＡ 的发病过程中扮演

重要角色［５ － ７］。 研究［８］ 发现，胶原诱导型关节炎

（ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）小鼠淋巴结和腹膜

中的巨噬细胞与 ＲＡ 患者的滑膜活检均表达 ＰＡＤ４，
进而诱导自身抗体的形成，在 ＲＡ 的病程进展中起

关键作用。
课题组前期研究［９］ 发现， ＰＡＤ４ 小干扰 ＲＮＡ

（ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）可以逆转 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ
不平衡，缓解关节淋巴细胞的浸润，但由于 ｓｉＲＮＡ

载体在体内的持续时间短，影响其效果。 因此，该研

究将感染 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 病毒的小鼠脾细胞注射入

ＣＩＡ 小鼠体内，从小鼠脾脏中 Ｔ 细胞亚群和关节病

理的改变这两个方面比较脾细胞介导的 ｓｉＲＮＡ 注

射与传统的直接病毒注射在治疗 ＣＩＡ 小鼠中的疗

效差异，为 ＲＡ 的治疗提供一种新的策略。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物与主要试剂　 ６０ 只 ６ ～ ８ 周龄、体质

量 １８ ～ ２２ ｇ 的雄性 ＳＰＦ 级 ＤＢＡ ／ １ 小鼠购自江苏集

萃药康生物科技股份有限公司。 实验操作严格遵循

《实验动物使用及保护条例》的相关要求，并已获得

包头医学院第一附属医院动物伦理委员会的批准，
批准号：临研伦理第 ２０２４００５ 号。
　 　 异硫氰酸荧光素 （ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，
ＦＩＴＣ）标记的抗小鼠 ＣＤ４ 抗体（ＣＤ４⁃ＦＩＴＣ）、藻红蛋

白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）标记的抗小鼠 ＣＸＣ 趋化因子

受体 ５（Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５，ＣＸＣＲ５）抗
体（ ＣＸＣＲ５⁃ＰＥ）、抗小鼠的干扰素 γ （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ，
ＩＦＮ⁃γ）抗体、藻蓝蛋白（ ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ，ＡＰＣ）标记

的抗小鼠 ＦＯＸＰ３ 抗体（ＦＯＸＰ３⁃ＡＰＣ）和抗小鼠的白

细胞 介 素 １０ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ⁃１０ ） 抗 体 （ 货 号：

·２７２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



３０７３２０８、２５０４４０６、４２７８６０６、３０３７２９１、２７９８４０２，美国

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司），一抗均为 １ ∶ １００；牛Ⅱ型胶原蛋

白和完全 Ｆｒｅｕｎｄ 佐剂（货号：１９０２２９、１９０２１４，美国

Ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司）。
１． ２　 ｓｉＲＮＡ 序列设计 　 针对小鼠 ＰＡＤ４ ｃＤＮＡ（序
列号：ＮＭ＿０１１ ０６１）基因设计 １ 段 ｓｉＲＮＡ 片段，序列

为 ５⁃ＡＡＧＣＧＡＧＴＴＡＴＧＧＧＴＣＣＡＡＡＴ⁃３， 位 于 ＰＡＤ４
ｃＤＮＡ 序列的 １ １６７ ～ １ １８７。 构建腺病毒载体并制

备病毒液，之后将病毒感染人胚肾 ＨＥＫ ２９３ 细胞进

行病毒滴度的滴定，ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 的病毒滴度为 １ ×
１０１０ ＰＦＵ ／ ｍｌ，由上海吉凯基因科技有限公司完成。
１． ３　 小鼠脾脏的分离与脾细胞的培养及病毒感染

　 将 ＤＢＡ１ 小鼠处死，在无菌的状态下取小鼠脾脏，
在细胞培养皿中用 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基进行洗涤；将
洗涤过的脾脏移入细胞筛，注射器研磨；将研磨好的

脾脏移入 １５ ｍｌ 离心管中，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
弃上清液；加入 １ ｍｌ 裂红素作用 １０ ｍｉｎ，１ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ７ ｍｉｎ，弃上清液；再次加入 ６ ｍｌ ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基吹起沉淀，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４ ｍｉｎ，弃上

清液；加入 ３ ｍｌ 完全培养基，移入细胞培养皿中，放
入细胞培养箱，３７℃、５％ ＣＯ２ 培养。 次日，将 ５ μｌ
ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 的病毒液感染脾细胞，４８ ｈ 收集小鼠

脾细胞，注射入 ＣＩＡ 小鼠。
１． ４　 实验分组　 ６０ 只 ＤＢＡ ／小鼠，其中 ７ 只作为对

照组不参与造模过程，剩下的 ５３ 只小鼠建立 ＣＩＡ 模

型，注射后的 ２１ ｄ，关节评分≥４ 分的小鼠有 ２１ 只，
进行后续实验。 本研究设计了 ４ 个不同的组别，分
别为对照组、模型组、治疗 １ 组和治疗 ２ 组，每组 ７
只小鼠。 对照组为未处理的 ＤＢＡ ／小鼠；模型组为

ＣＩＡ 小鼠，注射磷酸盐缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ
ｓａｌｉｎｅ ，ＰＢＳ）；治疗 １ 组为 ＣＩＡ 小鼠尾静脉直接注射

ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 病毒液 ５ μｌ ＋ １００ μｌ ＰＢＳ；治疗 ２ 组为

小鼠尾静脉注射感染病毒液的脾细胞，将 ５ × １０６ 细

胞溶于 １００ μｌ ＰＢＳ 后尾静脉注射至 ＣＩＡ 小鼠体内，
每组小鼠每周注射 １ 次，共注射 ８ 次，之后处死各组

小鼠。
１． ５　 小鼠脾脏 Ｔ 细胞亚群的流式细胞术检测　 处

死小鼠，取小鼠的脾脏研碎，离心后裂红，洗涤 ２ 次，
移入细胞培养皿中， 将 ＰＭＡ ／ Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ 和 ＢＦＡ ／
Ｍｏｎｅｎｓｉｎ 的复合物添加到细胞中，在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

的环境中培养 １４ ｈ。 收集细胞，加 ＢＤ ＰｈａｒｍｉｎｇｅｎＴＭ

Ｓｔａｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ １ ｍｌ 离心后弃上清液；加 ＢＤ Ｐｈａｒｍｉｎ⁃
ｇｅｎＴＭ Ｍｏｕｓｅ Ｆｏｘｐ３ Ｆｉｘａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ２００ μｌ，４ ℃ 下避

光 ３０ ｍｉｎ，离心后弃上清液；加 ＢＤ ＰｈａｒｍｉｎｇｅｎＴＭ

Ｍｏｕｓｅ Ｆｏｘｐ３ Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ２００ μｌ，离心后

弃上清液；加 ＢＤ ＰｈａｒｍｉｎｇｅｎＴＭ Ｍｏｕｓｅ Ｆｏｘｐ３ Ｐｅｒｍｅ⁃
ａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ２００ μｌ，３７ ℃下避光 ３０ ｍｉｎ，离心后

弃上清液；加 ＢＤ ＰｈａｒｍｉｎｇｅｎＴＭ Ｓｔａｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ ５００ μｌ，
离心后弃上清液，加 ＢＤ ＰｈａｒｍｉｎｇｅｎＴＭ Ｓｔａｉｎ Ｂｕｆｆｅｒ，
分装到流式管中，每管 １００ μｌ；Ｔｆｈ 管加 ＣＤ４、ＣＸＣＲ５
抗体各 １ μｌ，Ｔｆｒ 管加 ＣＤ４、ＣＸＣＲ５ 和 ＦＯＸＰ３ 抗体各

１ μｌ，Ｔｈ１ 管加 ＣＤ４ 和 ＩＦＮ⁃γ 抗体各 １ μｌ，将 ＣＤ４ 和

ＩＬ⁃１０ 抗体各 １ μｌ 分别加入到 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ 细胞

管，４ ℃ 避光 １ ｈ，１ ３００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，去除培养

液的上清液后，向细胞沉淀中加入 ５００ μｌ 的 ＢＤ
ＰｈａｒｍｉｎｇｅｎＴＭ染色缓冲液，轻轻混悬以重新悬浮细胞

沉淀，随后上机检测。
１． ６　 小鼠关节的病理改变　 将实验小鼠前后爪的关

节组织取出，随后使用 ４％甲醛溶液进行固定处理，
接着进行石蜡包埋以保护组织结构，将包埋后的组织

切成薄片，首先利用 ＨＥ 染色法对切片进行染色，观
察关节的病理性变化和细胞的浸润情况；然后使用甲

苯胺蓝染色法进一步观察关节软骨的形态变化。
１． ７　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 软件进行数据处

理和分析。 实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示。 流式细胞术的实

验结果通过单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）来评估不同组

之间的差异。 Ｐ ＜０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 小鼠骨组织中 ＰＡＤ４ ｍＲＮＡ 的表达水平比较

　 与对照组比较，模型组小鼠骨组织中 ＰＡＤ４ ｍＲＮＡ
的表达水平升高（Ｆ ＝ １８. ６４，Ｐ ＜ ０. ０１）。 与模型组

比较，ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 作用后 ＰＡＤ４ ｍＲＮＡ 的表达水平

降低（Ｆ ＝ １８. ６４，均 Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 １。
２． ２　 小鼠关节的 ＣＴ 结果和关节评分 　 模型组小

鼠进行 ＣＴ 检查时发现，关节表面不清晰，同时伴有

骨骼破坏的迹象。 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 作用后关节面的界

限基本清楚，骨破坏程度减轻，治疗 ２ 组小鼠关节面

的界限与治疗 １ 组相比更为清晰，骨破坏减轻程度

也更为明显。 见图 ２Ａ。
　 　 在 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 治疗后 ＣＩＡ 小鼠的关节评分显

示出逐渐降低的趋势，治疗 １ 组和治疗 ２ 组小鼠第

３、４、５、６、７ 和 ８ 周的关节评分与模型组小鼠比较差

异有统计学意义（Ｆ ＝ ５. ０５，均 Ｐ ＜ ０. ０５；Ｆ ＝ ７. １７，
均 Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ １９. ８９，均 Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ３４. ９３，均
Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ６７. ３６，均 Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ ＝ ４０. ８８，均
Ｐ ＜ ０. ００１）。两个治疗组小鼠的关节评分比较差异

无统计学意义，其中，治疗２组在关节评分上显示出
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图 １　 ＣＩＡ 小鼠骨组织中 ＰＡＤ４ ｍＲＮＡ 表达水平（ｎ ＝ ７，�ｘ ± ｓ）
Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ

ＰＡＤ４ ｍＲＮＡ ｉｎ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＣＩＡ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ７，�ｘ ± ｓ）
　 　 ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ： Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ １； ｄ： Ｔｈｅｒａｐｙ

ｇｒｏｕｐ ２； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

更低的数值。 见图 ２Ｂ。
２． ３ 　 小鼠脾脏中 Ｔｆｈ、Ｔｆｒ、Ｔｈ１ 和 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ
细胞比例的变化　 与对照组比较，模型组小鼠脾脏

Ｔｆｈ 细胞数量增加（Ｆ ＝ １０. ７２，Ｐ ＜ ０. ０１）；与模型组

比较，经 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 作用后治疗 １ 组和治疗 ２ 组

小鼠脾脏 Ｔｆｈ 细胞的比例下降（Ｆ ＝ １０. ７２，均 Ｐ ＜
０. ００１）；治疗 １ 组和治疗 ２ 组之间比较差异无统计

学意义。 Ｔｆｒ 细胞比例在各组之间比较差异无统计

学意义。 见图 ３、４。
　 　 与对照组比较，模型组小鼠脾脏 Ｔｈ１ 细胞的数

量增加 （Ｆ ＝ ６. ６４，Ｐ ＜ ０. ０１）；与模型组比较，经

ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 治疗后治疗 １ 组和治疗 ２ 组小鼠脾脏

Ｔｈ１ 细胞的比例下降减少（Ｆ ＝ ６. ６４，均 Ｐ ＜ ０. ０１）；
治疗 １ 组和治疗 ２ 组之间的 Ｔｈ１ 细胞比较差异无统

计学意义，此外，ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ 细胞的比例在所有

实验组间的比较亦差异无统计学意义。 见图 ５、６。

图 ２　 小鼠关节的 ＣＴ 影像和关节评分

Ｆｉｇ． ２　 ＣＴ ａｎｄ ｊｏｉｎｔ ｓｃｏｒｉｎｇ ｏｆ ＣＩＡ ｍｉｃｅ ｊｏｉｎｔｓ

　 　 Ａ： Ｍｉｃｅ ｐａｗ ＣＴ ｉｍａｇｅ； Ｂ： Ｍｉｃｅ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘ ｓｃｏｒｅ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ １；＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，
＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ ２．

图 ３　 小鼠脾脏中 Ｔｆｈ 细胞的相对丰度

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｔｆｈ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｓｐｌｅｅｎ
　 　 ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ： Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ １； ｄ：

Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ ２； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ４　 小鼠脾脏中 Ｔｆｒ 细胞的相对丰度

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｔｆｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｓｐｌｅｅｎ
　 　 ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ： Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ １；
ｄ： Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ ２．

图 ５　 小鼠脾脏中 Ｔｈ１ 细胞的相对丰度

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｓｐｌｅｅｎ
　 　 ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ： Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ １；

ｄ： Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ ２； ∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃ Ｐ ＜
０. ０１ ｖｓ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ６　 小鼠脾脏中 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ 细胞的相对丰度

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ｍｉｃｅ ｓｐｌｅｅｎ

　 　 ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｃ： Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ １；
ｄ： Ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ ２．
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２． ４　 小鼠关节的病理变化　 在模型组小鼠中，观察

到关节表面呈现粗糙不平、软骨组织损伤和炎细胞

浸润以及骨骼侵蚀的现象增加，特别是在小鼠的前

爪部位，炎细胞的浸润情况尤为显著，对关节软骨造

成了破坏性影响；后爪以炎细胞浸润为主，对关节软

骨有破坏作用，对骨骼有一定侵蚀作用。 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲ⁃
ＮＡ 作用后，治疗 １ 组和治疗 ２ 组小鼠后爪的关节软

骨损伤和骨侵蚀的程度减轻，炎细胞浸润减少；治疗

１ 组小鼠前爪关节的软骨损伤和骨骼侵蚀的情况并

未得到缓解，炎细胞浸润程度同样未减轻，治疗 ２ 组

小鼠前爪软骨损伤、骨破坏程度以及炎细胞浸润情

况均减轻。 见图 ７。

３　 讨论

　 　 Ｊｏｎｓｓｏｎ ｅｔ ａｌ［５］ 检测早期 ＲＡ 患者 ＰＡＤ４ 的活

性，发现 ４２％的 ＲＡ 患者血清中 ＰＡＤ４ 活性为阳性，
且抗瓜氨酸化蛋白抗体（ａｎｔｉ⁃ｃｉｔｒｕｌｌｉｎａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎ⁃
ｔｉｂｏｄｉｅｓ，ＡＣＰＡ）阳性组中 ＰＡＤ４ 的活性高于 ＡＣＰＡ
阴性组，经慢作用抗风湿药物治疗后 ＰＡＤ４ 的活性

降低，这表明 ＰＡＤ４ 可能会成为一种治疗 ＲＡ 的靶

点。 因此，本研究将 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 尾静脉注射入

ＣＩＡ 小鼠体内，发现 ＣＩＡ 小鼠的关节评分逐渐降低，

这表明沉默 ＰＡＤ４ 的表达成为治疗 ＣＩＡ 的一种方

法。
Ｃａｏ ｅｔ ａｌ［１０］研究显示，在 ＲＡ 患者外周血中 Ｔｆｈ

细胞比例升高的同时 Ｔｆｒ 细胞比例呈现下降趋势，
进而导致 Ｔｆｒ 与 Ｔｆｈ 细胞的比率下降，且 Ｔｆｒ ／ Ｔｆｈ 与

红细胞沉降率、Ｃ 反应蛋白、类风湿因子、ＩｇＧ 与 ２８
个关节疾病活动指数呈负相关，表明 Ｔｆｈ 和 Ｔｆｒ 细胞

参与 ＲＡ 的发生和发展。 研究发现，ＣＤ４ ＋ ＣＸＣＲ５ ＋

ＰＤ⁃１ ＋ Ｔｆｈ 细胞在 ＲＡ 患者外周血和 ＣＩＡ 小鼠脾细

胞中的比例升高［１１］，ＣＤ４ ＋ ＣＸＣＲ５ ＋ ＦＯＸＰ３ ＋ ＩＣＯＳ ＋

Ｔｆｒ 细胞在 ＲＡ 患者外周血中的比例呈现降低趋

势［１２］，这表明 Ｔｆｈ 和 Ｔｆｒ 细胞具有不同的表型标志。
本研究观察到 ＣＩＡ 小鼠的脾脏中 Ｔｆｈ 细胞的相对数

量上升。 而 Ｔｆｒ 细胞的相对数量未表现出显著的改

变；进一步的研究显示，当 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 作用于 ＣＩＡ
小鼠后，脾脏中 Ｔｆｈ 细胞的比例下降，提示 ＰＡＤ４⁃
ｓｉＲＮＡ 沉默其表达对 ＣＩＡ 小鼠脾细胞中 Ｔｆｈ 细胞的

比例具有调控作用，对 Ｔｆｒ 细胞比例的调控并无明

显差异。
　 　 Ｌｉ ｅｔ ａｌ ［１］检测了 ９５ 例 ＲＡ 患者和 ５０ 例健康对

照者外周血中 Ｔｈ１ 细胞的比例，ＲＡ 患者的 Ｔｈ１ 细

胞的比例升高。ＲＡ患者关节滑液内的Ｔｈ１细胞所

图 ７　 小鼠关节的病理变化 × １０
Ｆｉｇ． ７　 Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｊｏｉｎｔｓ × １０

　 　 Ａ： ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔ ｐａｗｓ ｏｆ ｍｉｃｅ； Ｂ： Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔ ｐａｗｓ ｏｆ ｍｉｃｅ； Ｃ： ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｎｄ
ｐａｗｓ ｏｆ ｍｉｃｅ； Ｄ： Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｎｄ ｐａｗｓ ｏｆ ｍｉｃｅ．
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占比例高于其在外周血中的比例［１３］。 研究［１４］ 发

现，经过灭活处理的益生菌可提高 ＣＩＡ 小鼠腹股沟

淋巴结 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ 细胞的相对数量，可能对治疗

ＣＩＡ 小鼠的疾病具有潜在的疗效，也暗示了 ＲＡ 的

发病机制可能与 Ｔｈ１ 细胞以及 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ 细胞

的相互作用密切相关。
　 　 在本研究的 ＣＩＡ 小鼠模型中，脾脏的 Ｔｈ１ 细胞

比例有所增加。 然而，对于 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ 细胞的比

例存在一定差异，在 ＣＩＡ 模型组小鼠中，有升高也

有降低。 这种不一致性导致与对照组比较，差异无

统计学意义，这表明 Ｔｈ１ 细胞可能与 ＣＩＡ 小鼠的发

病过程有关，而 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ 细胞在 ＲＡ 中的具体

作用仍需进一步探究。 当 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 作用于 ＣＩＡ
小鼠后，发现脾脏中 Ｔｈ１ 细胞比例有所下降，而

ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ 细胞的比例变化不显著。 这表明

ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 通过抑制其表达，对 ＣＩＡ 小鼠脾脏内

Ｔｈ１ 细胞的数量产生了一定的影响，对 ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋

Ｔ 细胞的影响不明显。
　 　 本研究的发现进一步揭示了 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 可使

ＣＩＡ 小鼠的关节面粗糙度降低，关节软骨破坏和骨

侵蚀的现象有所缓解，同时炎细胞的浸润也有所减

少。 从关节改变的程度来看，治疗 ２ 组显示出更为

明显的疗效，而治疗 １ 组针对小鼠的前爪的影响微

乎其微。 这些结果表明，ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 的确可以作

为一种治疗 ＲＡ 的策略，通过延长 ｓｉＲＮＡ 在体内的

持续作用时间，可能实现更好的治疗效果。 故此推

测，如果使用间充质干细胞为介质将 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ
运输到体内，可能对 ＲＡ 会起到双重治疗效果。 这

一假设需要在未来的研究中进一步探索和验证。
　 　 综上所述，通过细胞为介质将 ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 运

输到体内，可以有效地延长 ＰＡＤ４ ｍＲＮＡ 沉默期，通
过调节免疫细胞的活性和减少关节损伤，来改善

ＲＡ 患者的病情和生活质量。 因此，这种细胞介导

的 ｓｉＲＮＡ 输送方法可能为 ＲＡ 的治疗提供一种的新

的策略，当然，这些发现仍需在未来的研究中进一步

进行验证其机制和有效性。
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ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌｓ ｐｌａｙ ａ ｐｉｖｏｔａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
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ｃｙｔｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ ｖｉｒｕｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｕｔｅ． Ｔｈｅｓｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ａ ｔｏｔａｌ
ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｗｅｅｋｓ． Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ， ｔｈｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｔ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ （Ｔｆｈ）， Ｔ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ （Ｔｆｒ）， Ｔ ｈｅｌｐｅｒ １
（Ｔｈ１）， ａｎｄ ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｊｏｉｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｉｃｅ ｏｆ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔｆｈ ａｎｄ Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ （Ｐ ＜ ０. ０５），
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔｆｒ ａｎｄ ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｕｎｃｈａｎｇｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅｒａｐｙ
ｇｒｏｕｐ １ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ ２ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔｆｈ ａｎｄ Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜
０. ０５）， ｗｉｔｈ ｎｏ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔｆｒ ａｎｄ ＣＤ４ ＋ ＩＬ⁃１０ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ａｒｔｉｃｕ⁃
ｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｍｏｏｔｈ， ｗｈｅｒｅａｓ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａ⁃
ｔｉｏｎ， ｒｏｕｇｈ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ， ａｎｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ． Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ， ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｎｄ ｐａｗｓ ｏｆ ＣＩＡ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ １ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ． Ｈｏｗｅｖ⁃
ｅｒ， ｎｏ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔ ｐａｗｓ ｏｆ
ＣＩＡ ｍｉｃｅ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐ ２ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ
ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔ ａｎｄ ｈｉｎｄ ｐａｗｓ ｏｆ ＣＩＡ ｍｉｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＰＡＤ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｎ ｄｅ⁃
ｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｆｈ ａｎｄ Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ａｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｊｏｉｎｔｓ ａｎｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ
ｏｆ ｈｉｎｄ ｐａｗｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔ ｐａｗｓ ｏｆ ＣＩＡ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ＰＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ
ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｏｎ ＣＩＡ ｍｉｃｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｐｅｐｔｉｄｙｌ ａｒｇｉｎｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ４； ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ；ｔｙｐｅ １ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌｓ；
ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ Ｔ ｃｅｌｌｓ；ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｍｉｃｅ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８１５６０２７０）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｐａｎｇ Ｃｈｕｎｙａｎ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｐｃｈｙ＿ｆｉｇｈｔｉｎｇ＠ １６３． ｃｏｍ
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