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Th22细胞和血清白细胞介素 -22在胶原诱导的
关节炎大鼠模型外周血的表达水平及其机制

张保龙，尤笑迎，尹万乐，田明波，李达，马利阁
（郑州人民医院 骨三科，河南 郑州 450000）

摘要：目的 探讨胶原诱导的大鼠类风湿性关节炎（RA）模型中，Th22和白细胞介素 -22（IL-22）的水平及

其可能的机制。方法 构建胶原诱导的大鼠 RA模型后，流式细胞术检测 Th22细胞，Real-time PCR检测

IL-22 mRNA表达水平，ELISA检测 IL-22蛋白表达水平；用 IL-22封闭抗体中和 RA大鼠体内 IL-22后，

CCK-8实验检测 RAFLS细胞增殖，Real-time PCR检测 IL-22和 STAT3 mRNA表达水平，Western blot检

测 STAT3蛋白表达水平。结果 与对照组比较，RA大鼠全血中的 Th22细胞和血清 IL-22的表达显著增加（ <

0.01）；用 IL-22封闭抗体中和RA大鼠体内 IL-22后，与对照组比较，RA大鼠血清 IL-22显著下降（ <0.01），

RAFLS细胞增殖能力下降（ <0.01），RAFLS细胞中 STAT3基因和蛋白水平的表达显著较少（ <0.01）。结论

RA大鼠模型中，Th22细胞通过分泌过多的 IL-22刺激 STAT3信号途径，从而提升 RAFLS细胞的增殖能力，

参与大鼠 RA的发病。
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Percentage of Th22 cell and serum IL22 level in peripheral
blood: mechanism of collagen-induced arthritis in rat model

Bao-long Zhang, Xiao-ying You, Wan-le Yin, Ming-bo Tian, Da Li, Li-ge Ma
(The Third Department of Orthopedics, Zhengzhou People's Hospital,

Zhengzhou, Henan 450000, China)

Abstract: Objective To investigate the percentage of Th22 cells and the serum IL22 level in the rat
model of collagen-induced rheumatoid arthritis (RA), and to study the mechanism of IL22 on RA. Methods
After the model of collagen-induced RA was built, Th22 cells were detected by flow cytometry, the mRNA
level of was detected by real-time PCR, and IL22 protein level was detected by ELISA. After the RA
rats were injected with IL22 blocking antibody, the proliferation of rheumatoid arthritis fibroblast-like synovio原
cytes (RAFLS) was observed by CCK-8, the mRNA levels of and were detected by real-time
PCR, the level of STAT3 protein was observed by Western blot. Results The percentage of Th22 cells and
the serum IL22 in the peripheral blood of RA rats were significantly higher than those in the control rats ( <
0.01). After the RA rats were injected with IL22 blocking antibody, the expression of serum IL22 decreased
( < 0.01) and the proliferation of RAFLS decreased ( < 0.01), the levels of mRNA and STAT3 protein
also significantly reduced ( < 0.01). Conclusions Th22 cells are involved in the pathogenesis of RA in the
rat model by stimulating STAT3 signaling pathway through IL22 secretion, which in turn promotes RAFLS pro原
liferation.
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类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一

种慢性进行性自身免疫性疾病，以关节滑膜炎及对

称性关节软骨破坏为主要特征，临床表现为关节间

隙变窄，晚期可出现关节畸形，致残率很高，是造成

我国人群丧失劳动能力和残疾的主要疾病之一，给

社会和家庭造成了很大的经济负担。类风湿性关节

炎的病因尚不清楚，多项研究[1]表明与机体免疫异常

有关，CD4+T细胞免疫功能紊乱是其发病的关键环

节。Th22细胞是新近发现的 CD4+T细胞功能亚群，

以分泌细胞因子白细胞介素 -22（IL-22）为特征。研

究表明，Th22细胞及其效应因子 IL-22在自身免疫

介导的组织损伤，包括器官特异性自身免疫反应中

起着关键作用[2]。在自身免疫性疾病如类风湿性关

节炎、银屑病及溃疡性结肠炎等[3-4]中，IL-22的表达

是上调的。但目前为止，Th22和 IL-22在类风湿性

关节炎发病机制中的作用报道尚少，本文旨在运用

胶原诱导的大鼠类风湿性关节炎模型，分析大鼠体内

Th22和血清中 IL-22的水平，探讨 Th22 和 IL-22

在类风湿性关节炎发病机制中的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物与主要试剂

1.1.1 实验动物与分组 健康清洁级Wistar雄性大

鼠 60只，体重（120±15）g，由南京医科大学动物实

验中心提供。实验过程中对动物的处置遵循中华人

民共和国科技部 2006年颁布的《关于善待实验动物

的指导性意见》。动物在实验前适应性喂养 1周，每

笼 3只，动物房温度在 23～25℃，湿度在 40%～

60%，12 h明暗交替。采用完全随机法，随机取 16

只分为正常组，anti-IL-22- 对照组，其余大鼠采用

Ⅱ型胶原和弗氏不完全佐剂制备 RA模型，将造模

成功的 16 只大鼠随机分为RA 组，anti-IL-22-RA

组。

1.1.2 主要试剂 DMEM培养基及胎牛血清（Fetal

Bovine Serum，FBS）购自 Gibco公司，ELISA试剂盒

（R&D 公司），流式抗体 CD4PECy5、IFN-γFITC、

IL-17PE 及 IL-22APC （BD 公 司 ），IL-22、U6、

GAPDH及 STAT3引物购自上海吉玛生物技术有限

公司，Trizol（Invotrogen公司），Real-time PCR试剂

盒（ROCHE公司），anti IL-22封闭抗体、抗 IL-22

抗体及抗 STAT3抗体（Abcam公司），抗β-actin抗

体（Santa Cruz公司），羊抗兔二抗（Santa Cruz公

司），CCK-8购自上海博谷生物科技有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 动物模型制备 取适量Ⅱ型胶原溶于 0.1 mol/L

的乙酸溶液中，使其最终浓度为 2 mg/ml，放置于 4℃

冰箱中摇晃过夜，次日与等量的弗氏不完全佐剂于

冰上充分乳化，达到油包水状态则为乳化完全。于大

鼠左后跖底部注射 0.2 ml/只的乳剂，7 d 之后在尾

根追 0.2 ml/只，进而诱发类风湿性关节炎模型[5]。模

型成功的标准为大鼠食量减少，毛色略黄无光泽，行

动迟缓，体重减轻，足爪红肿，足垫增厚，不能负重，

甚至出现跛行。

1.2.2 大鼠滑膜 RAFLS 细胞培养 引颈处死大

鼠，无菌条件下取滑膜组织，采用HBSS液反复漂洗

组织块 3次后剪成约 1～2 mm3小块。组织块贴壁培

养，待滑膜 FLS 长出后，胰蛋白酶消化细胞传代培

养。采用生长状态良好的第 3～5代细胞进行实验。

1.2.3 流式细胞术检测大鼠全血中 Th22细胞 取

新鲜采集的大鼠肝素抗凝的外周血 5 ml，制备成单个

核细胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC），将

PBMC 分别用 PBS 缓冲液洗 1 遍并重悬于 100μl

PBS 缓冲液中，加入 CD4-PECY5（0.2 mg/ ml）、

IL-17-PE（0.2 mg/ml）和 IL-22-APC（0.25 mg/ml）抗

体，4度避光孵育 30 min，PBS洗 2遍以及，上机检测

（BD FACS Calubur），Th22细胞表现为 CD4+IL-17-

IL-22+细胞群。

1.2.4 Real-time PCR检测 IL-22 mRNA 表达水

平 新鲜采集的大鼠外周血 2 ml，静置 6 h后，离心

取上清，依照产品说明书，以 U6作为内参，检测 IL-

22 mRNA的表达水平。IL-22引物：正向 5'-CGAT

TGGGGAACTGGACCTG-3'，反向 5'-GGACGTTAGC

TTCTCACTTT-3'。

1.2.5 ELISA检测 IL-22蛋白表达水平 取新鲜采

集的大鼠外周血 2 ml，静置 6 h后，离心提取上清液，

依照产品说明书，ELISA 试剂检测 IL-22 蛋白表达

水平。

1.2.6 CCK-8实验检测 RAFLS细胞增殖 将对数

生长期的 RAFLS细胞以 50%的融合率接种至 96孔

板，每组设置 3个复孔，同时设置不含细胞的空白培

养基作为对照组，37℃，5%二氧化碳 CO2，95%湿度

下培养 24 h后，分别在培养孔加入 10μL CCK-8溶

液；孵育 2 h，酶标仪检测 450 nm的吸光值，每孔实

测光密度（optical density，OD）值需减去空白对照组

OD值，取 3复孔平均值，记录 OD值。
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覮与正常组比较， <0.01

图 1 Th22细胞在正常和 RA大鼠全血中的表达
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图 2 血清 IL-22在正常和 RA大鼠中的表达
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1.2.7 Real-time PCR检测 STAT3 mRNA 表达水

平 将培养至对数生长期的大鼠 RAFLS 细胞，用

Trizol提取各组总 RNA，反转录为 cDNA，依照产品

说明书，以 U6作为内参，检测 STAT3 mRNA的表达

水平。Stat3引物：正向 5'-GGAGGAGGCATTCGGAA

AGTA-3'，反向 5'-CTGCAGGTCGTTGGTGTCAC-3'。

1.2.8 Western blot 检测 STAT3 蛋白表达水平

大鼠 RAFLS细胞培养至对数生长期，按照蛋白抽提

步骤，提取总蛋白；采用 BCA 法测定总蛋白浓度，

经 SDS-PAGE 电泳后转移到 NC 膜上，5%脱脂奶

粉室温封闭 1.5 h，TBST洗涤后，分别加入 1∶1 000

抗 STAT3抗体、1∶500抗β-actin抗体，4℃孵育过

夜，TBST洗涤后加入 1∶5 000 辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔二抗，37 ℃孵育 1 h，再用 TBST洗涤，化

学发光并曝光成像。Weastern blot检测以β-actin

条带作为内参，STAT3条带与其比较，观察 STAT3蛋

白表达变化。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计软件进行数据分析，计量

资料用均数±标准差（x±s）表示，两组间差异比较

用 Student’s 检验， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 流式细胞术检测大鼠全血中 Th22细胞

Th22 细胞在 RA 大鼠全血中表达显著高于正

常大鼠，差异有统计学意义（ <0.01），见图 1。

2.2 检测血清中 IL-22 mRNA和蛋白表达水平

IL-22 mRNA细胞在 RA大鼠血清中表达显著

高于正常大鼠，具有统计学意义（ <0.01）；蛋白水

平表达同样显著高于正常大鼠，具有统计学意义（ <

0.01）。此外，与 RA组比较，IL-22的中和抗体后能

够显著抑制 RA小鼠体内 IL-22的蛋白水平。同时

注射 IL-22 的中和抗体亦减低 RA 小鼠的 IL-22

mRNA水平，可能是体内注射 IL-22中和抗体后可

以通过影响其他一系列的复杂机制来调节的 IL-22

的 mRNA表达情况。见图 2。

2.3 RAFLS细胞增殖实验

RA大鼠注射 IL-22封闭抗体后，与未注射封闭

抗体的 RA大鼠比较，RAFLS细胞的增殖能力明显

下降，差异有统计学意义（ <0.01），见图 3。

2.4 Real-time PCR检测 STAT3 mRNA表达水平

RA大鼠注射 IL-22封闭抗体后，与未注射封闭

抗体的 RA大鼠比较，STAT3 mRNA的表达明显下
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图 3 血清 IL-22对 RA大鼠中 RAFLS细胞增殖的影响
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图 4 RA大鼠中 STAT3 mRNA表达水平
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图 5 RA大鼠中 STAT3 蛋白表达水平及光密度统计值
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降，差异有统计学意义（ <0.01），见图 4。

2.5 Western blot检测 STAT3蛋白表达水平

RA大鼠注射 IL-22封闭抗体后，与未注射封闭

抗体的 RA大鼠比较，STAT3蛋白表达显著下降（见

图 5），差异有统计学意义（ <0.01）。

3 讨论

类风湿性关节炎（RA）是以对称性多关节滑膜

炎症为主的慢性自身免疫性疾病，能引起软骨破坏，

关节间隙变窄，晚期可出现关节畸形，致残率很高。

除了关节炎症的表现外，RA 还可能出现广泛的全

身性病变，如发热、乏力、体重下降、心包炎、胸膜炎

及周围神经病变等[6]。RA在全球都有发病，发病率

平均为 1%，我国的发病率为 1.3%～1.4%，如果不及

时诊治，70%的患者 2年后可能发生不同程度的残

疾，平均寿命缩短 10~15年。目前，RA的治疗以主

要是以甲氨蝶呤为基础的早期联合用药，但这只能

缓解 RA的症状，不能从根本上治愈疾病，且长期使

用副作用较大。近年来，临床上应用以 TNF-α为靶

向的生物治疗，但效果一般，且价格昂贵[7]。RA发病

机制尚未明确，故深入研究 RA 的发病机制对 RA

治疗至关重要。

Th22 细胞是新近发现的一类独立于 Th1、Th2

和 Th17细胞的 CD4+T淋巴细胞亚群，以高水平分

泌 IL-22为特点，是一个终末分化且独立稳定的谱

系[8-9]，其功能主要通过 IL-22来实现。Th22细胞参

与了炎症反应、自身免疫性疾病、肿瘤等的发生发

展，在机体免疫调节、宿主防御及组织修复中发挥重

要作用。有研究表明，在 RA患者的外周血中，IL-22

高表达[10]。本研究运用胶原诱导的大鼠关节炎模型

发现，RA大鼠模型全血中 Th22细胞的表达明显高

与正常大鼠，血清 IL-22基因和蛋白水平的表达同

样明显高于正常大鼠，说明在 Th22和 IL-22参与了

RA大鼠的发病。RA发病机制中 FLS起关键作用。

增生的 FLS 释放细胞因子和趋化因子，如 IL-6、

IL-8、IL-15及基质细胞起源因子 SDF-1等，这些小

分子进一步促进了滑膜中白细胞由血管内向滑膜

的迁入、活化。FLS增强了针对关节软骨降解生成

特异抗原的免疫应答，促进了 SDF-1和其他内皮

细胞生长因子，包括成纤维细胞生长因子介导的血

管再生[11]。当 RA大鼠体内 IL-22被封闭抗体中和

后，RAFLS 细胞的增殖显著降低，说明 Th22 和

IL-22通过影响 RAFLS细胞增殖，参与 RA的发病。

JAK2-Stat3信号分子是调控细胞增殖分化重要的细

胞内信号通路，JAK2作为上游激酶，其活化后可以

募集胞质中无活性的 Stat3分子，使其酪氨酸磷酸化

而形成有活性的二聚体，进而转移入细胞核，结合

DNA，导致特定靶基因的开启[12-13]。当 RA大鼠体内

IL-22被封闭抗体中和后，RAFLS细胞中 STAT3不

管基因水平还是蛋白水平，表达都是降低的，提示

Th22和 IL-22通过 STAT3信号途径，影响 RAFLS
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细胞增殖。这与 Lerman等人的研究是一致的[14]。

综上所述，Th22细胞作为一种以分泌细胞因子

IL-22为特征的新型辅助性 T细胞，在 RA大鼠模

型中，通过 IL-22 影响 STAT3信号途径，从而影响

RAFLS细胞的增殖，参与大鼠 RA的发病。这为 RA

的生物靶点治疗提供了理论参考依据。
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