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关节腔注射塞来昔布微球对大鼠类风湿性关节炎的治疗作用
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摘 要 考察关节腔注射塞来昔布（CEL）聚乳酸-羟基乙酸共聚物（PLGA）微球对大鼠类风湿性关节炎的治疗作用。以

PLGA为载体，采用O/W乳化溶剂挥发法制备塞来昔布微球（CEL-MS）。采用完全弗氏佐剂诱导佐剂型关节炎（AA）大鼠模

型，以大鼠足跖肿胀度、关节炎指数、脾脏指数和关节滑膜组织病理学检查作为治疗效果的指标，考察关节腔注射CEL-MS
对大鼠类风湿性关节炎的治疗作用。结果显示，微球的形态圆整、表面光滑，平均粒径为（2. 1 ± 0. 3）μm、载药量为（20. 8 ±
0. 6）%。体内药效实验结果显示，与灌胃给予塞来昔布混悬液和关节腔注射塞来昔布混悬液相比，在关节炎大鼠关节腔中

注射CEL-MS可显著降低关节肿胀和关节炎指数，有效抑制滑膜炎症。以上结果表明，关节腔注射CEL-MS对大鼠类风湿性

关节炎具有良好的治疗作用。
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Abstract This study sought to assess the therapeutic effect of celecoxib (CEL)-loaded polylactic acid-glycolic
acid copolymer (PLGA) microspheres on rheumatoid arthritis in rats after intra-articular injection. The celecoxib-

loaded microspheres (CEL-MS) were prepared by the O/W solvent volatilization method with PLGA as carrier. In
order to investigate the therapeutic effect of CEL-MS on rheumatoid arthritis in rats after intra-articular injection,
a rat model of adjuvant arthritis (AA) was constructed by complete Freund's adjuvant, and the evaluation
indicators of the therapeutic effect were rat paw swelling, arthritis index, spleen index and joint synovial
histopathological examination. The results showed that the microspheres had a smooth spherical morphology with
a particle size of (2. 1 ± 0. 3) μm and a drug loading efficiency of (20. 8 ± 0. 6)% . The results of the in vivo
efficacy test showed that intra-articular injection of CEL-MS compared to the CEL suspension oral and the
celecoxib suspension intra-articular injection in adjuvant arthritis rat model can significantly reduce joint
swelling and arthritis index, thus effectively inhibiting synovial inflammation. The above results indicate that
intra-articular injection of CEL-MS has a good therapeutic effect on rheumatoid arthritis in rats.
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类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是

一种慢性炎症性自身免疫性疾病，病变关节主要

表现为炎性细胞浸润、滑膜增生、血管翳的形成以

及由此引发的软骨和骨损伤［1］。新型非甾体抗炎

药塞来昔布（celecoxib，CEL）常用于骨关节炎和类

风湿性关节炎［2-4］。然而，CEL只有口服剂型，口服

后到达关节部位的药物浓度通常较低，且RA是慢

性疾病，长期服用这类药物会导致胃肠道、心血管

和肾脏不良反应的风险增加［5］。此外，CEL溶解度

较低，灌胃后吸收情况有差异，存在 3 ~ 4 h的作用

延迟［6］。为解决以上问题，本研究选择CEL作为治

疗药物，以关节腔注射的方式治疗类风湿性关节炎。

关节内注射（intra-articular，IA）治疗药物常被

作为治疗关节疾病的方法，该方法可将药物直接

作用于炎性部位，提高局部药物浓度，减少药物的

全身暴露。然而，传统的关节内注射的主要缺点

是药物从关节部位的快速清除，这就需要频繁的

注射，以保持有效的药物浓度［7］。因此，延长药物

在关节部位的停留时间至关重要。

因此，本研究应用关节腔注射塞来昔布微球

（celecoxib-loaded microspheres，CEL-MS）治疗类风

湿性关节炎，以减少 CEL全身给药带来的不良反

应，延长药物在关节腔的保留时间，提高疗效。本

研究采用完全弗氏佐剂诱导佐剂型关节炎（adju⁃
vant-induced arthritis，AA）大鼠模型，考察关节腔注

射CEL-MS对类风湿性关节炎的治疗效果，以期为

CEL-MS结合关节腔注射提高类风湿性关节炎的

治疗效果提供科学依据。

1 材 料

1. 1 试 剂

CEL原料药（上海萨恩化学技术有限公司，纯

度 98%，批号 GL190103）；PLGA7525（德国赢创工

业 集 团 ，型 号 ：RESOMER RG 752H，批 号

D160800550）；聚乙烯醇（上海国药集团化学试剂

有限公司，批号 20190620）；完全弗氏佐剂（美国

Sigma公司，批号 SLCC6223）；灭火卡介苗佐剂（上

海瑞楚生物科技有限公司）；西葆乐（美国辉瑞制

药有限公司，批号 CM2806）；水合氯醛（上海凌峰

化学试剂有限公司，批号 20171204）；其他试剂均

为市售分析纯。

1. 2 仪 器

XHF-DY高速分散器（宁波新芝生物科技股份

有限公司）；BSA124S电子天平（德国赛多利斯科学

仪器有限公司）；85-1A磁力搅拌器（南京科尔仪器

设备有限公司）；TU-1810紫外可见分光光度计（北

京普析通用仪器有限责任公司）；SU8200高分辨冷

场扫描电子显微镜（日本日立高新技术公司）；

90Plus Zeta电位粒度分析仪（美国布鲁克海文仪器

公司）。

1. 3 动 物

SPF级雄性 SD大鼠，6周龄，体重（180 ± 10）
g，购自常州卡文斯实验动物有限公司，动物生产

许可证号：SCXK2018-0006，适应性饲养 1周后用

于实验。所有动物实验均符合动物伦理委员会

标准。

2 方 法

2. 1 CEL-MS的制备

采用O/W乳化溶剂挥发法制备CEL-MS［8］。精

密称取 PLGA7525 0. 18 g，CEL 60 mg溶于二氯甲

烷 3 mL中作为有机相，缓慢滴入连续搅拌的 20
mg/mL PVA水相中，使用高速分散器室温下 7 000
r/min乳化5 min后，向上述乳剂中倒入纯水50 mL，
搅拌挥发一定时间后，3 000 r/min离心分离微球，

纯水洗涤3次，冷冻干燥后得CEL-MS。
2. 2 CEL-MS的表征

2. 2. 1 粒径测定 精密称取CEL-MS 2 mg分散于

纯化水 5 mL中，用 Zeta电位粒度分析仪测量微球

的粒径。

2. 2. 2 扫描电子显微镜（SEM）观察 取干燥微球

适量，使用导电胶将其固定在铜板上，金粉涂覆导电

进行扫描并拍照，观察微球大小、形状和表面形态。

2. 2. 3 载药量和包封率的测定 精密称取 CEL-

MS 5 mg，置于 5 mL量瓶中，加入乙腈使其完全溶

解后，乙腈定容。将上述溶液用乙腈稀释 25倍，以

252 nm作为CEL的检测波长，采用紫外-分光光度

法测定药物含量。计算载药量和包封率：载药量

（%）= 微球中药物质量/微球总重 × 100，包封率

（%）=微球中药物质量/投药量×100。
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2. 3 药效实验

2. 3. 1 AA大鼠模型的建立 完全弗氏佐剂的制

备：将质量浓度为 1 mg/mL的完全弗氏佐剂 5 mL
放入无菌研钵，按一个方向边研磨边加入灭活卡

介苗 45 mg，磨毕置 4 ℃冰箱过夜，制成质量浓度为

10 mg/mL的完全弗氏佐剂。

AA大鼠模型的建立：大鼠腹腔注射 10%水合

氯醛（3 mL/kg）麻醉后，于大鼠右后足垫皮下注射

弗氏完全佐剂 100 μL［9］。注射后将大鼠放回原

笼，24 h后观察关节炎症状。给予完全弗氏佐剂当

天记为第0天。

2. 3. 2 实验动物分组及给药方案 将 SD大鼠随

机分为 5组：正常组、AA模型组、CEL关节腔注射

组、CEL灌胃组、CEL-MS关节腔注射组，每组 5只。

正常组不做任何处理，其余 4组大鼠按照“2. 3. 1”
项建立AA大鼠模型。AA模型组造模后不进行治

疗，CEL关节腔注射组和CEL-MS关节腔注射组在

造模 1 d后于大鼠右后踝关节腔分别注射 CEL混
悬液或CEL-MS混悬液 50 μL，给药剂量为 1. 2 mg/
只，每 7天给药 1次，连续给药 4次；CEL灌胃组在

造模 1 d后灌胃CEL混悬液，给药剂量为 18 mg/kg，
每日一次，连续给药 28 d。实验期间观察大鼠饮

食、排便、毛发光泽、行走步态和踝关节外观，并每

4天测量大鼠体重。于造模前和造模后每4天测量

大鼠足跖厚度，并计算足跖肿胀度：肿胀度（%）=
（测量时间点的足跖厚度 -初始厚度）/初始厚度 ×
100。造模后每 4天评估大鼠关节炎指数，评分标

准如下［10］：“0”无症状；“1”轻度小趾关节红斑或轻

度肿胀；“2”中度趾关节或趾跖关节肿胀；“3”踝关

节以下的足爪肿胀；“4”包括踝关节在内全部足爪

肿胀。

2. 3. 3 大鼠脾指数的计算 大鼠给药 28 d后，麻

醉后处死大鼠，打开腹腔，取出完整的脾，快速称

重，计算大鼠的脾指数：脾指数 = 脾质量（mg）/大
鼠体重（g）。

2. 3. 4 踝关节滑膜组织病理学检查 大鼠给药

28 d后，麻醉后处死大鼠，剥离切取右后足踝关节

滑膜组织，置于 4%中性甲醛溶液中固定备用。将

组织常规梯度乙醇脱水、石蜡包埋、切片，并进行

苏木精-伊红（HE）染色，显微镜观察滑膜组织的病

理变化。

3 结果与讨论

3. 1 CEL-MS的表征

采用O/W乳化溶剂挥发法制备CEL-MS。微球

SEM结果见图 1，微球平均粒径为（2. 1 ± 0. 3）μm，
平均载药量为（20. 8 ± 0. 6）%，CEL-MS的整体成球

性良好，粒径相对均匀，单个球的形态无明显差异。

3. 2 大鼠行为观察及体重测定

如图 2所示，各组大鼠的体重变化无显著性差

异。治疗结束后各组大鼠足爪外观见图 3，结果显

示，正常组大鼠足爪以及踝关节呈正常建康状态，

AA模型组大鼠的足爪和踝关节严重肿胀，足爪僵

硬变形，踝关节及足爪皮肤出现溃烂和结痂，符合

类风湿性关节炎的体外特征。CEL-MS关节腔注

射组大鼠的足爪及踝关节基本无肿胀，足爪关节

未发生变形，踝关节和足爪表面也未见溃烂和血

痂，其他各治疗组均表现出不同程度的肿胀。结

果表明 CEL-MS关节腔注射组产生了明显的抗炎

作用，有效缓解了症状，并且其抗炎作用优于CEL
灌胃组和CEL关节腔注射组。

Figure 1 SEM images of celecoxib-loaded microspheres (CEL-MS)
A: Scale bar:5 μm; B: Scale bar:2 μm

Figure 2 Effects of celecoxib on the body weight of adjuvant arthritis
(AA) rats（x̄ ± s, n = 5）
CEL OA: Oral administration of celecoxib suspension; CEL IA: Intra-
articular injection of celecoxib suspension; CEL-MS IA: Intra-articular
injection of CEL-MS
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3. 3 大鼠足跖肿胀度变化

大鼠足跖肿胀度结果如图 4-A所示，给药 28 d
后，CEL-MS关节腔注射组的大鼠足爪肿胀度显著

低于 CEL关节腔注射组和 CEL灌胃组（P<0. 05），

并且与正常组无显著性差异（P > 0. 05）。

在关节炎治疗过程中，各组大鼠足爪肿胀度

的变化率结果见图 4。在治疗最初期的 1 ~ 9 d
（图 4-B），CEL-MS关节腔注射组大鼠足爪肿胀消

除速度最快，其次为 CEL关节腔注射组，而 CEL
灌胃组大鼠足爪肿胀未出现消除的现象，表明在

关节炎治疗的初期，关节内注射 CEL-MS能够快

速地抑制炎症，而灌胃给予 CEL无法有效地抑制

炎症的发展。在治疗中期的 9 ~ 21 d（图 4-C）以

及后期的 21 ~ 29 d（图 4-D）各治疗组大鼠足爪肿

胀度变化率相差不大，并且各治疗组肿胀度变化

率的均值都分布在-2 ~ 0之间，说明在中后期的

治疗过程中各治疗组大鼠的关节肿胀度都呈缓慢

降低的趋势。由此可知，关节腔注射 CEL-MS在
关节炎治疗初期起效迅速，能够有效抑制关节炎

的发展。

3. 4 大鼠关节炎指数变化

大鼠关节炎指数变化结果如图 5所示，在治疗

结束后，CEL-MS关节腔注射组与CEL关节腔注射

组、CEL灌胃组和AA模型组相比大鼠关节炎指数

Figure 3 Appearance of AA rats′ feet after 28 days of treatment with
celecoxib
A: Normal; B: Model; C: CEL OA; D: CEL IA; E: CEL-MS IA

Figure 4 Effects of celecoxib on the paw swelling degree of AA rats（x̄ ± s, n = 5）
A: Paw swelling degree of AA rats treated with celecoxib; B: Change rate of paw swelling degree of AA rats treated with celecoxib for 9 days;
C: Change rate of paw swelling degree of AA rats treated with celecoxib for 21 days; D: Change rate of paw swelling degree of AA rats treated with cele⁃
coxib for 29 daysⅠ: Normal; Ⅱ: Model; Ⅲ: C: CEL OA; Ⅳ: CEL IA; Ⅴ: CEL-MS IA
**P < 0. 01, ***P < 0. 001 vs model group; ##P < 0. 01, ###P < 0. 001 vs normal group
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显著下降（P < 0. 01），并与正常组的大鼠关节炎指

数无显著性差异，表明CEL-MS经关节腔注射给药

能够显著抑制关节炎病变。

3. 5 大鼠脾指数的考察

大鼠脾指数结果见图 6，AA模型组大鼠脾指

数显著高于正常组（P<0. 05）、CEL灌胃组、CEL关
节腔注射组和CEL-MS关节腔注射组。结果表明，

佐剂型关节炎会激活机体免疫系统，导致免疫细

胞增殖，使大鼠的脾指数显著升高。各治疗组均

可不同程度地降低关节炎大鼠的脾指数，抑制炎

症的发生，其中关节腔注射CEL-MS降低大鼠脾指

数的效果最好。

3. 6 踝关节滑膜组织病理分析

结果如图 7所示，正常组大鼠踝关节滑膜组织

未见异常，关节滑膜组织薄而完整，无组织水肿及

炎性细胞浸润。AA模型组大鼠关节滑膜组织可

见大量淋巴细胞浸润、滑膜细胞增生排列紊乱、组

织水肿以及新生毛细血管的生成，出现了明显的

炎症。CEL-MS关节腔注射组大鼠关节滑膜组织

只有极少的炎性细胞浸润，和正常组无显著差异。

结果表明，关节腔注射CEL-MS具抑制关节部位炎

性细胞浸润的作用，可使关节炎症基本恢复至正

常水平。

4 讨 论

关节内注射药物的主要限制是药物从关节腔

渗漏并快速进入全身循环，因此延长药物在关节

腔停留时间的策略是将药物封装入具有足够大小

的颗粒系统。粒径是药物关节内递送的一个关键

因素，粒径越大，注射部位的保留量越大，从而提

高药物疗效［11］，但粒径过大会对滑膜组织产生刺

激性，从而引起滑膜炎症。据文献报道，尺寸小于

250 nm的颗粒可从关节腔中自由逃逸［12］。粒径小

于 10 μm（1 ~ 4 μm最佳）的微粒可被滑膜巨噬细

胞吞噬，通过巨噬细胞介导的药物控制释放现象，

使微粒在滑膜组织持续释药，提高关节腔注射途

Figure 6 Spleen index of AA rats after 28 days of treatment with cele⁃
coxib（x̄ ± s, n = 5）
I: Normal; II: Model; III: CEL OA; IV: CEL IA; V: CEL-MS IA
*P < 0. 05, **P < 0. 01 vs model group; #P < 0. 05, ###P < 0. 001 vs nor⁃
mal group

Figure 5 Change curve of arthritis index of AA rats treated with cele⁃
coxib（x̄ ± s, n = 5）
*P < 0. 05, ***P < 0. 001 vs model group; ##P < 0. 01, ###P < 0. 001 vs
normal group

Figure 7 Rrepresentative histological analysis of joint synovial tissues in AA rats after 28 days treatment of celecoxib
A: Normal; B: Model; C: CEL OA; D: CEL IA; E: CEL-MS IA
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径给药的治疗效果，同时不引起中性粒细胞反

应［13-15］。在本研究中，微球粒径被控制在1 ~ 4 μm，
以增强药物在关节腔的停留时间，同时，该粒径范

围较小，可在关节腔具有良好的生物相容性。

本研究采用弗氏完全佐剂诱导大鼠关节炎模

型，评估和比较了关节腔注射CEL-MS和其他治疗

对大鼠关节炎模型的抗炎作用。与AA模型组相

比，CEL-MS关节腔注射组显著降低了大鼠足爪和

踝关节肿胀度及关节炎指数，表明其具有优异的

缓解炎症和水肿作用［16］；关节腔注射CEL-MS的抗

炎作用优于关节腔注射 CEL混悬液，这是由于

CEL混悬液通过关节腔注射给药后在病灶部位作

用时间短，致使其抗炎作用有限［17］。此外，灌胃给

予 CEL混悬液未能有效抑制关节炎症，这主要是

因为CEL灌胃给药后大鼠膝关节组织的药物浓度

显著低于关节腔注射给药［18］。研究还显示，关节

腔注射CEL-MS可显著降低造模大鼠的脾指数，抑

制关节炎症部位的炎性细胞浸润、滑膜细胞增生、

组织水肿和新生毛细血管的生成，从而发挥关节

炎治疗作用。综上，关节腔注射CEL-MS可明显改

善对类风湿性关节炎的治疗效果。然而，CEL-MS
用于关节腔注射的安全性、作用机制以及药代动

力学特征有待进一步研究。
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