艾拉莫德对类风湿关节炎患者微小RNA和血清学指标的影响
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摘要 目的：探讨艾拉莫德应用于类风湿关节炎（Rheumatoid arthritis，RA）的效果及对患者微小RNA和血清学指标的影响。方法：随机单双数法将2022年4月至2024年4月于我院治疗的87例RA患者分为两组，常规组（n=43）口服甲氨蝶呤10 mg·次-1，1次·w-1，研究组（n=44）联合口服艾拉莫德25 mg·次-1，2次·d-1治疗。治疗3 m后观察临床症状，采用生化分析仪测定风湿因子（Rheumatoid factor，RF）、骨特异性碱性磷酸酶（Bone-specific alkaline phosphatase，B-ALP）、白细胞介素-8（Interleukin-8，IL-8）、红细胞沉降率（Erythrocyte sedimentation rate，ESR），聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction，PCR）法测定微小RNA-335-5P（MicroRNA-335-5P，miR-335-5P）、微小RNA-141（MicroRNA-141，miR-14l）水平，采用酶联免疫吸附法测定免疫球蛋白A（Immunoglobulin A，IgA）、免疫球蛋白G（Immunoglobulin G，IgG）、免疫球蛋白M（Immunoglobulin M，IgM）），同时记录不良反应发生情况。结果：治疗后，研究组关节肿胀指数、关节压痛指数和晨僵时间以及RF、IL-8、ESR、miR-141、IgA、IgG、IgM均明显低于常规组，而B-ALP、miR-335-5p高于常规组（P＜0.05），但不良反应总发生率无显著差异（P＞0.05）。结论：艾拉莫德应用于RA可有效调节患者外周血免疫指标、微小RNA和血清学指标表达，效果良好且不增加不良反应。
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Effects of Iguratimod on microRNAs and serological markers in patients with rheumatoid arthritis
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Abstract Objective: To investigate the effect of Iguratimod on patients with Rheumatoid arthritis (RA) and its influence on microrna and serological indicators. Methods: A total of 87 patients with RA treated in our hospital from April 2022 to April 2024 were randomly divided into two groups by odd-even number method. The conventional group (n=43) received oral methotrexate 10 mg per dose, once weekly, while the study group (n=44) received combined oral treatment with ibaramox 25 mg per dose, twice daily. After 3 months of treatment, clinical symptoms were observed, and rheumatoid factor (RF), bone-specific alkaline phosphatase (B-ALP), interleukin-8 (IL-8), and erythrocyte sedimentation rate (ESR) were measured using a biochemical analyzer. The levels of microRNA-335-5P (miR-335-5P) and microRNA-141 (miR-141) were determined by polymerase chain reaction (PCR), and immunoglobulin A (IgA), immunoglobulin G (IgG), and immunoglobulin M (IgM) were measured using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Adverse reactions were also recorded. Results: After 3 months the joint swelling index, joint tenderness index, morning stiffness time, RF, IL-8, ESR, miR-141, IgA, IgG, and IgM were lower than those in conventional group, while B-ALP and miR-335-5p were higher than those in conventional group (P << 0.05). There was no significant difference in the total incidence between the two groups (P>0.05). Conclusion: The application of Iguratimode can effectively regulate the expression of peripheral blood immune indicators, microRNAs, and serological markers in patients, with good efficacy and no increase in adverse reactions.
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类风湿关节炎（Rheumatoid arthritis，RA）为一种具有对称性、慢性、炎症性特点的自身免疫性疾病，以中老年女性为主要发病人群，发病部位多为足、腕、手等小关节，可逐渐牵连到全身的关节、肌腱、韧带、软骨等组织，晚期患者可出现关节畸形、僵硬，丧失劳动能力，严重降低其生活质量[1]。目前RA的首选治疗方案为药物治疗，甲氨蝶呤为二氢叶酸还原酶的抑制剂，能够抑制脱氧核糖的复制以及四氢叶酸的活化进程，阻断B和T淋巴细胞增殖，并诱导凋亡从而抑制RA的发展，但部分患者单用甲氨蝶呤效果不佳，故寻求更为有效的联合用药方案十分必要[2]。
抗炎抗风湿新药艾拉莫德不仅能够抗炎、抑制细胞因子和免疫球蛋白生成，还能够抑制骨吸收、促进骨形成，减轻RA对骨关节的破坏作用，将其与甲氨蝶呤联合应用于RA可产生协同互补作用[3]。研究显示，微小RNA-141（MicroRNA-141，miR-14l）在RA患者中呈高水平表达，而微小RNA-335-5P（MicroRNA-335-5P，miR-335-5P）表达下降则会促进RA发展，增加miR-335-5p表达，降低miR-141表达对增强成骨细胞活性有积极效果[4]。但临床对于艾拉莫德对RA患者miR-141、miR-335-5的影响研究鲜少，故本研究试对RA患者在甲氨蝶呤常规用药的基础上加用艾拉莫德，并观察其对患者微小RNA和血清学指标的影响。
1 临床资料与方法
1.1 一般资料
选取我院2022年4月至2024年4月87例RA患者，随机单双数法分两组，常规组43例，男19例，女24例；病程1-8 y，平均 4.66±1.71 y；年龄42-67岁，平均 54.52±7.17 岁。研究组44例，男17例，女27例；病程2-8 y，平均 4.75±1.63 y；年龄44-68岁，平均 54.80±7.04 岁，两组对比无统计学差异（P＞0.05）。
纳入标准：均满足RA指南中的相关诊断[5]，表现为关节压痛、肿胀等症状；疾病活动指数3.4分以上；近期无生物制剂或免疫抑制剂用药史；伦理委员会批准；知情同意。排除标准：近期有关节手术或骨折史者；有阿片类或非甾体类药物长期用药史；伴免疫和血液系统疾病者；沟通、认知或精神存在异常者；持续服用激素或抗凝药物者；伴传染疾病者；药物禁忌症者；中途退出和资料不全者等。
1.2方法
常规组患者口服甲氨蝶呤片（国药准字H19983205，规格：2.5 mg，湖南正清制药集团股份有限公司）10 mg·次-1，1次·w-1以及补钙、止痛等对症性常规治疗。
研究组联合口服艾拉莫德片（国药准字H20110084，规格：2.5 mg，海南先声药业有限公司），25 mg·次-1，2次·d-1。
均持续行3 m疗。
1.3观察指标
1.3.1临床症状  
记录治疗前、3 m后疾病活动情况和晨僵时间，其中，疾病活动情况结合28关节疾病活动度（DSA28）对患者关节肿胀指数（以0级=无肿胀，1级为轻度，2级为中度，3级为重度对受累关节肿胀情况进行评估，总指数为其加和）和关节压痛指数（以0级=无压痛，1级为轻度，2级为中度，3级为重度对受累关节压痛级别进行评估，总指数为其总和）进行评估。
1.3.2血清学指标
[bookmark: _GoBack]  治疗前、3 m后分别取患者静脉血3 mL，取血清（离心： 时间10 min， 每分钟3000 rpm）以生化分析仪（型号：DT-480，盛世东唐江苏生物科技有限公司）及配套试剂盒对类风湿因子（Rheumatoid factor，RF）、骨特异性碱性磷酸酶（Bone-specific alkaline phosphatase，B-ALP）、白细胞介素-8（Interleukin-8，IL-8）、红细胞沉降率（Erythrocyte sedimentation rate，ESR）水平。
1.3.3微小RNA测定
同法取治疗前、3 m后血清，采取武汉默沙克生物科技有限公司生产的试剂盒进行总RNA提取，对其进行反转录，反应条件：37 ℃，15 min，85 ℃ 5 s，后进行聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction，PCR）法进行miR-335-5p、miR-141合成，反应体系：cDNA模板1.5 μL，引物1 μL，混合物10 μL，DEPC水7.5 μL；引物序列：内参U6，反向引物序列：5，-ACACCCTTGGGTACTACATCTCC-3，，正向引物序列：5，-TCCAAACTAACCTTGTGCCATAC-3，;miR-335-5p反向引物序列：5，-CUCUCAUUUGCUAUAUUCA-3，，正向引物序列：5，-UGUUUUGAGCGGGGGUCAAGAGC-3，，miR-141反向引物序列：5，-CACGGCGGTTCGTCGAGT-3，，正向引物序列：5，-GCCTGTAGCTTTTCCTACT-3，；反应条件：预变性95 ℃ 10 s，变性95 ℃ 15 s，退火60 ℃，延伸1 min，40个循环。反应完成后采取标准曲线法对其表达量进行检测。  
1.3.4外周血免疫指标
    同法取治疗前、3 m后血清，以酶联免疫吸附法测定免疫球蛋白A（Immunoglobulin A，IgA）、免疫球蛋白G（Immunoglobulin G，IgG）、免疫球蛋白M（Immunoglobulin M，IgM）水平。
1.3.5不良反应
    记录治疗期间不良反应发生情况。
1.4统计学分析
[bookmark: _Hlk133414176][bookmark: _Hlk117680773]所有数据以SPSS25.0进行统计学处理，计量资料以均数±标准差（[image: 2]±SD）表示，采用t检验；计数资料以例或率（n（%））表示，采用χ2检验，P＜0.05，差异有统计学意义。
2 结果
2.1 临床症状比较
    与治疗前相比，各治疗组的关节肿胀指数、关节压痛指数和晨僵时间均明显降低（P<＜0.05），其中，研究组更为显著（P<＜0.05），见表1。
表1两组治疗前、后临床症状对比（[image: 2]±SD）
	组别
	n
	关节肿胀指数（个）
	关节压痛指数（个）
	晨僵时间（min）

	
	
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后

	研究组
	44
	6.78±1.43
	2.07±0.59△*
	9.41±1.16
	2.04±0.46△*
	127.60±11.52
	36.51±4.83△*

	常规组
	43
	6.59±1.27
	3.38±0.73△
	9.19±1.35
	3.37±0.52△
	127.74±12.05
	69.62±5.24△


注：与治疗前相比，△P＜0.05；与常规组相比，*P＜0.05。
2.2两组血清学指标比较
与治疗前相比，各治疗组的RF、IL-8、ESR均明显降低，B-ALP均明显增加（P<＜0.05），其中，研究组更为显著（P<＜0.05），见表2。
表2两组治疗前、后血清学指标对比（[image: 2]±SD）
	组别
	n
	RF（U·mL-1）
	B-ALP（U·L-1）
	IL-8（ng·L-1）
	ESR（mm·h-1）

	
	
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后

	研究组
	44
	62.57±7.81
	54.19±5.35△*
	15.18±2.26
	24.06±2.13△*
	15.35±2.07
	9.54±1.27△*
	92.88±9.47
	60.07±5.85△*

	常规组
	43
	63.24±8.33
	59.38±6.07△
	15.40±2.53
	19.39±1.71△
	15.22±2.11
	12.81±1.39△
	93.35±9.70
	69.61±6.06△


注：与治疗前相比，△P＜0.05；与常规组相比，*P＜0.05。
2.3两组微小RNA比较
与治疗前相比，各治疗组的miR-141均明显降低，miR-335-5p均明显增加（P<＜0.05），其中，研究组更为显著（P<＜0.05），见表3。
表3两组治疗前、后微小RNA对比（[image: 2]±SD）
	组别
	n
	miR-335-5p
	miR-141

	
	
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后

	研究组
	44
	1.75±0.30
	5.01±0.44△*
	3.06±0.36
	0.99±0.11△*

	常规组
	43
	1.78±0.32
	2.99±0.39△
	3.12±0.41
	2.21±0.30△


注：与治疗前相比，△P＜0.05；与常规组相比，*P＜0.05。
2.4两组外周血免疫指标比较
与治疗前相比，各治疗组的IgA、IgG、IgM均明显降低（P<＜0.05），其中，研究组更为显著（P<＜0.05），见表4。
表4 两组治疗前、后外周血免疫指标对比（[image: 2]±SD）
	组别
	n
	IgA（g·L-1）
	IgG（g·L-1）
	IgA（g·L-1）

	
	
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后
	治疗前
	治疗后

	研究组
	44
	3.11±0.42
	0.98±0.15△*
	2.44±0.37
	0.95±0.11△*
	12.72±1.71
	7.11±0.83△*

	常规组
	43
	3.07±0.46
	1.80±0.27△
	2.49±0.40
	1.68±0.23△
	12.90±1.85
	9.19±1.24△


注：与治疗前相比，△P＜0.05；与常规组相比，*P＜0.05。
2.5两组不良反应比较
    研究组有2例出现皮疹，1例白细胞减少和1例恶心呕吐，总发生率9.09%（4/44）；常规组出现皮疹、肝功能异常、白细胞减少和恶心呕吐各1例，总发生率9.30%（4/43），两组总发生率无显著差异（P＞0.05）
3 讨论
目前认为RA由机体滑膜血管内大量B淋巴细胞和T淋巴细胞浸润、增殖刺激滑膜，促进炎症介质大量合成和分泌，诱导滑膜内的破骨细胞和纤维样细胞活化，从而导致骨关节局部损伤。此外自身激素紊乱等也会参与到疾病的发生过程，引起关节疼痛、畸形、肿胀等症状，部分患者病程可迁延半年以上，对其关节功能产生不良影响，严重可引起骨关节功能丧失而致残[6]。目前临床主要通过药物对RA进行治疗，甲氨蝶呤能够抑制T淋巴细胞增殖发挥免疫调节效果，还具有一定的抗炎作用，是RA常规用药之一，但部分患者单用效果有限，故寻求更为安全且有效的联合给药方式十分必要[7]。
RA的发病主要与患者机体免疫功能异常亢进关系密切，特别是负责体液免疫的免疫球蛋白物质，是诱导RA发生的重要因子[8]。本研究显示，治疗后，研究组关节肿胀指数、关节压痛指数和晨僵时间均低于常规组，IgA、IgG、IgM低于常规组，说明RA治疗过程中应用艾拉莫德能够有效改善患者免疫功能，治疗效果良好。艾拉莫德能够抑制T淋巴辅助细胞17转录过程中的关键因子核受体，促进其表达下调，同时提高T淋巴调节细胞的活性与增殖；还可作用于B淋巴细胞，抑制其合成免疫球蛋白，但对B淋巴细胞不产生阻滞作用，从而有效调节RA的异常免疫状态，缓解和治疗疾病[9]。因此将艾拉莫德应用于难治性RA后发现患者IgA、IgG、IgM明显低于仅应用甲氨蝶呤的患者[10]。
RA的发展过程中炎症和骨代谢异常均扮演了重要角色，促炎因子IL-8能够促进炎症反应，增加炎症对骨头的损伤与破坏；B-ALP与RA的预后和病情之间关系密切，还可直接反映机体骨形成情况，常作为RA的病情判定指标；RF与疾病程度之间存在着一定的相关性，是RA常用检测指标[11]。本研究还显示，研究组治疗后miR-335-5p、B-ALP高于常规组，miR-141、RF、IL-8、ESR低于常规组，表明艾拉莫德能够有效调节RA患者血清炎性反应和骨代谢情况。艾拉莫德能够特异性抑制机体环氧合酶-2（Cyclooxygenase-2,COX-2）合成过程。减少缓激肽等炎症介质的表达，从而缓解患者炎症反应；而miR-141和骨活性间关系密切，miR-141过高表达会促进关节损伤和RA的发展，而miR-335-5p表达增高则会抑制RA的发展，艾拉莫德可在促进骨形成的同时拮抗骨吸收进程，从形成和吸收两方面调节骨代谢，此外，其拮抗炎性因子的作用可一定程度上抑制炎性相关性骨流失，还可促进成骨细胞特异性转录因子(Osterix,OSX)产生，提高其对成骨细胞的激活作用，从而调节B-ALP、miR-335-5p和miR-141的表达，整体上改善RA患者的疾病进程。两组总发生率无显著差异，表明加用艾拉莫德不会增加RA治疗的不安全性。
综上所述，RA患者应用艾拉莫德效果良好，可明显改善患者外周血免疫指标、微小RNA和血清学指标表达，且较安全。本研究证实了艾拉莫德对RA的短期治疗效果显著，但RA病程绵长且反复，其是否能有效防止RA的远期复发有待研究，后期将增加纳入患者数目和观察时间，进行大样本、全方位的深入研究，以期为临床推广提供依据。
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