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　　摘要　目的　观察间断性寒冷刺激引起小鼠关节炎病变的情况。方法　将20只8周龄昆明小鼠

随机分为正常对照组和寒冷刺激组,每组10只。对照组小鼠自由饮食,无特殊处理。寒冷刺激组小鼠

每天固定时间被放置于底层铺满冰袋的小鼠笼中2h,寒冷刺激共处理12周。每周测量小鼠体重和后

踝关节以下体积,寒冷刺激处理结束后脱颈处死小鼠,取其左后腿趾间关节、跖趾关节、踝关节进行组织

固定、包埋、切片,HE染色观察各关节病理变化。剥去小鼠右后腿皮肤,提取踝关节组织匀浆,检测匀

浆液类风湿因子(reumatoidfactor,RF)、C-反应蛋白(C-reactionprotein,CRP)的水平。结果　寒冷刺

激对小鼠体重无明显影响(P>0.05),寒冷刺激使小鼠后爪组织体积显著增加(P<0.05)。趾间关节、
跖趾关节、踝关节 HE染色显示寒冷刺激后,小鼠关节组织水肿,轻度炎症浸润、滑膜增生,但未见明显

血管翳、软骨和骨侵蚀等病理变化。寒冷刺激后,雌、雄性小鼠踝关节组织匀浆液 CRP水平明显升高

(P<0.05,P<0.001),RF水平无明显变化(P>0.05)。结论　间断性寒冷刺激可以引起小鼠趾间关

节、跖趾关节、踝关节等关节炎性肿胀,但炎性细胞浸润少、浸润程度轻。此动物模型可作为一种以寒性

为特征的不同于类风湿性关节炎等热性关节炎表现的新关节炎模型。
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　　Abstract　Objective　Toobservetheconditionofarthritisin micecausedbyintermittentcoldstimula-
tion.Methods　TwentyKunmingmiceaged8weekswererandomlydividedintonormalcontrolgroupandcold
stimulationgroup,withtenineachgroup.Thecontrolgroupwerefreetoeatwithnospecialtreatment,whilethe
cold-stimulatedmicewereplacedinice-packedcagesfor2h,perdayatafixedtime.Thecoldstimulationwastrea-
tedfor12weeks.Theweightofthemiceandthevolumebelowtheposteriorankleweremeasuredweekly.After
thecoldstimulation,themicewereremovedfromtheneckandkilled.Thelefthindleginterphalangealjoint,meta-
tarsophalangealjointandanklejointwerefixed,embeddedandsliced.HEstainingwasusedtoobservethepatho-
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logicalchangesofeachjoint.Theskinoftherighthindlegofthemicewasstrippedandtheankletissuehomoge-
natewasextractedtodetectthelevelofrheumatoidfactor(RF)andC-reactiveprotein(CRP).Results　Coldstimu-
lationhadnoobviouseffectonthebodyweightofmice(P>0.05).Andcoldstimulationhadsignificantincreasein
thevolumeofposteriorpawtissueinmice(P<0.05).HEstainingofinterphalangealjoint,metatarsophalangeal
jointandanklejointshowedtissueedema,mildinflammatoryinfiltration,synovialhyperplasia.Butnoobvious
pathologicalchangessuchaspannus,cartilageandboneinvasionwerefound.ThelevelofCRPinankletissueho-
mogenateincreasedsignificantlybycoldstimulationinbothfemaleandmalemice(P<0.05,P<0.001),withno
obviousinfluenceonthelevelofRF(P>0.05).Conclusion　Intermittentcoldstimulationcancauseinflammatory
swellingofinterphalangealjoint,metatarsophalangealjointandanklejointinmice.Buttheinfiltrationofinflamma-
torycellsisless,andthedegreeofinfiltrationislight.Itcanbeusedasanewarthritismodelcharacterizedbycold,

whichisdifferentfromthatofrheumatoidarthritis.
Keywords　coldstimulation;arthritis;rheumatoidfactor;C-reactiveprotein

　　关节炎属于中医“痹症”范畴,可分为寒热两端。
关节炎反复发作,关节红肿、僵痛,钻心蚀骨,关节屈

伸障碍,日久畸形、功能受限。其中,寒性关节炎是人

体感受风、寒、湿邪后引起的以肌肉、关节疼痛为主要

表现的疾病,其特点是寒冷或天气变化时病情加重,
临床表现大多以疼痛为主,受累关节局部无红、肿、热
的炎症表现,实验室检查显示大多数患者血沉正常、
抗链“O”阴性、类风湿因子阴性。中国中西医结合学

会风湿类疾病专业委员会主任、著名风湿病专家王兆

铭研究员于1974年将本病命名为“风湿寒性关节

痛”。经过多年的临床观察与实践,多数学者认为这

个命名比较确切,在临床上便于与风湿热性关节炎如

类风湿性关节炎、强直性脊柱炎等进行鉴别,有实用

价值[1]。风湿热性关节炎患者受累关节局部有红、
肿、热、痛的炎症表现,实验室检查血沉升高、抗链“O”
阳性、类风湿因子阳性。目前实验研究中常用的各种

关节炎模型包括鸡蛋清模型、角叉菜胶模型、佐剂性

关节炎(adjuventathritis,AA)模型、胶原诱导关节炎

(collageninducedarthritis,CIA)模型等病理过程中

均有大量的炎性浸润,应归属于风湿热性关节炎[2];
基于此,本研究探索一种不同于风湿热性关节炎的寒

性关节炎病理模型,现报道如下。

1　材料与方法

1.1　实验动物

昆明小鼠20只,8周龄,雌雄各半,体重18~22
g,清洁级,由华中科技大学同济医学院动物中心提

供,动物合格证号:No.1140150005182。

1.2　动物分组及处理方法

适应性饲养一周后,随机分成正常对照组和寒冷

刺激组,每组10只,雌、雄各半。对照组小鼠自由饮

食,无特殊处理。寒冷刺激组:每天下午5~7点,将
小鼠置于底层铺满冰袋的笼中2h。每周测量小鼠体

重和后腿踝关节以下体积,12周后,脱颈处死小鼠。
取左后腿趾间关节、跖趾关节、踝关节组织进行固定、
包埋、切片,HE染色观察各关节病理变化。提取右后

腿踝关节组织匀浆,检测匀浆液类风湿因子(reuma-
toidfactor,RF)、C 型反应蛋白(C-reactionprotein,

CRP)水平。

1.3　主要试剂及仪器

水 合 氯 醛 (上 海 化 学 试 剂 公 司 生 产,批 号:

20110315),电子天平(METTIER TOLEDO AG285
型),游标卡尺(江苏数显卡尺公司),足趾容积测量仪

(YLS-7B型)。

1.4　统计学方法

运用SPSS20.0统计学软件处理实验数据,计量

资料以均数±标准差(■x±s)表示,采用单因素方差分

析,组间比较采用LSD检验,以P<0.05表示差异有

统计学意义。

2　结果

2.1　小鼠的一般情况

正常对照组小鼠行动自如,毛色光滑,饮食与排

泄正常,精神状态好。寒冷刺激组小鼠刚被放入铺满

冰袋的笼子时,在笼内四处窜走,四肢爪子试图抓住

笼盖上的铁丝,然后安静下来,最后以后足站立,用嘴

舔爪子,笼内可见较多大小便排泄物;每日冰冻结束

后小鼠运动功能恢复,其余未见明显异常。经寒冷刺

激处理4周后,小鼠精神差,畏寒明显,蜷缩于笼具角

落,成堆挤在一起,行动迟缓,后爪苍白、肿胀,部分小

鼠前足亦出现肿胀。与正常对照组比较,寒冷刺激组

小鼠体重差异无统计学意义(P>0.05)。见图1。
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2.2　小鼠足跖肿胀情况和体积变化

正常对照组小鼠后足跖体积无肿胀,且雌、雄间

无明显差异。寒冷刺激组小鼠后足跖逐渐肿胀,12周

后肿胀青紫明显;雄性小鼠在2周末即开始出现后爪

体积明显增加(P<0.05),5周末达高峰(P<0.001),
后又下降,体积波动较大;雌性小鼠在5周末开始出

现后爪体积明显增加(P<0.05),体积增加平稳。见

图2。

图1　寒冷刺激对小鼠体重的影响

A:正常对照组小鼠后爪;B:12周寒冷刺激后小鼠后爪;C:各组小鼠后爪体积随时间变化情况。与正常雄性对照组

比较∗P<0.05,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001;与正常雌性对照组比较#P<0.05。

图2　寒冷刺激对小鼠足跖关节体积的影响

2.3　小鼠趾间关节病理变化

HE染色结果显示:正常对照组小鼠趾间关节滑

膜光滑,滑膜下脂肪组织排列整齐,无炎性细胞浸润,
关节软骨完整,软骨表面光滑,关节腔内未见游离物;
寒冷刺激组雌、雄性小鼠趾间关节滑膜增生,滑膜内

可见少量炎症细胞浸润,滑膜不光滑,呈现乳头状,关
节腔增大、水肿,关节软骨完整,软骨表面光滑,未见

明显骨侵蚀。见图3。

2.4　小鼠跖趾关节病理变化

HE染色结果显示:正常对照组小鼠跖趾关节滑

膜光滑,细胞稀疏,组织均匀,无炎性细胞浸润,关节

软骨完整,软骨表面光滑;寒冷刺激组小鼠跖趾关节

滑膜细胞增生,滑膜增厚,滑膜内可见少量炎症细胞

浸润,关节腔肿胀增大。见图4。

2.5　小鼠踝关节病理变化

正常对照组小鼠踝关节滑膜光滑,滑膜下脂肪组
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织排列整齐,无炎性细胞浸润,关节软骨完整,软骨表

面光滑;寒冷刺激组小鼠踝关节滑膜细胞增生,滑膜

增厚,见不规则突起。见图5。

A、D为正常对照组小鼠后爪趾间关节;B、E为12周寒冷刺激后雌性小鼠后爪趾间关节;C、F为12周寒冷刺激后雄

性小鼠后爪趾间关节。A、B、C(HE×40);D、E、F(HE×400)。

图3　寒冷刺激引起指间关节病理变化

A、D为正常对照组小鼠后爪跖趾关节;B、E为12周寒冷刺激后雌性小鼠后爪跖趾关节;C、F为12周寒冷刺激后雄

性小鼠后爪跖趾关节。A、B、C(HE×40);D、E、F(HE×400)。

图4　12周寒冷刺激引起跖趾关节病理变化

A、D为正常对照组小鼠后爪踝关节;B、E为12周寒冷刺激后雌性小鼠后爪踝关节;C、F为12周寒冷刺激后雄性小

鼠后爪踝关节。A、B、C(HE×40);D、E、F(HE×400)。

图5　12周寒冷刺激引起踝关节病理变化
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2.6　小鼠踝关节组织匀浆液RF、CRP检测结果

12周寒冷刺激后,雌性小鼠踝关节组织匀浆液

CRP水平明显升高(P<0.05),雄性小鼠踝关节组织

匀浆液CRP水平极明显升高(P<0.001)。12周寒冷

刺激对雌、雄性小鼠踝关节组织匀浆液 RF水平无明

显影响(P>0.05)。见表1。

表1　寒冷刺激对小鼠踝关节组织匀浆液RF、CRP水平的影响(■x±s)

组别
RF(IU/mL)

雄性(n=5) 雌性(n=5)

CRP(mg/mL)

雄性(n=5) 雌性(n=5)

正常对照组 17.00±1.00 15.67±1.15 0.15±0.08 0.08±0.03

寒冷刺激组 17.02±1.18 18.33±2.04 1.05±0.63∗∗∗ 0.18±0.04#

　　与正常雄性对照组比较∗∗∗P<0.001;与正常雌性对照组比较#P<0.05。

3　讨论

目前类风湿性关节炎(rheumatoidarthritis,RA)
的致病原因尚未完全明确,但 RA 典型病理表现是随

着血管增生,滑膜细胞增生,炎性细胞包括中性粒细

胞,T、B淋巴细胞,单核细胞等在关节组织内浸润,并
释放多种炎性细胞因子,炎性细胞因子释放增加形成

级联式放大效应,最终引起软骨或骨组织的侵蚀、破
坏[3]。RA被认为是一种自身免疫功能障碍性疾病,
以全身多关节病变为主并伴有多系统受累,主要表现

为滑膜增生,关节破坏,功能丧失等。RA的早期病理

改变即为滑膜增生,滑膜为细胞及血管翳的增殖提供

养分、氧气[4]。目前对于 RA 的诊断主要是通过关节

不适症状如晨僵、关节疼痛等和血清RF、CRP及X线

片、CT、MRI等辅助检查并结合遗传等情况进行综合

判断。关节炎属于中医“痹症”范畴,其病因病机为

“虚、邪、瘀”三个方面。“虚”即先天禀赋不足,或劳逸

过度、病后、产后等因素导致正虚,正气不能抗邪;
“邪”即外邪入侵,指外感风、寒、暑、湿、燥、火六淫之

邪;虚邪互生,致瘀血痹阻,经脉凝滞,由“瘀”生“痹”。
本实验研究通过长期间断性冰块刺激模拟寒邪

刺激以引起关节炎病变,结果显示,连续12周寒冷刺

激可以引起雌、雄性小鼠后爪组织肿胀,趾间关节、跖
趾关节、踝关节组织水肿,滑膜轻度炎症细胞浸润和

增生,但未见软骨和骨侵蚀等严重关节损伤的病理变

化,且RF未见明显升高,表明单独寒邪可以引起关节

病变,其病理表现不同于 AA、CIA 关节炎,即炎细胞

浸润少、浸润程度轻,提示寒冷刺激通过一种不同于

AA、CIA 关节炎机制引起轻度关节病变,并非引起

RA等热性关节炎病变。另外本研究还发现,雄性小

鼠对寒冷刺激反应较快,2周即出现关节体积明显增

加,但弹性较大,后期甚至可以恢复;雌性小鼠反应较

平稳,5周末关节体积明显增加,后期持续存在。表明

雌、雄性小鼠关节损伤反应模式存在差异。
总之,本实验研究通过探索寒性关节炎病理模

型,建立了一种不同于传统鸡蛋清、角叉菜胶、AA 及

CIA等风湿热性关节炎模型,充实了关节炎的实验动

物模型研究,且单独运用寒邪诱导的关节炎模型病理

改变较轻,后期筛选药物尚可以联合其他损伤方法建

立联合模型。
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