
中国骨伤 � � � 年 !旦
∀

月笙卫查笙里鱼趾卫些纽卫迪亚鱼工塑迎处鱼生丝匹逐生卫叠

·

论著
#

二磷酸盐对关节磨屑刺激单核细胞分泌
∃%

一

!俘的抑制作用

陈明
,

夏仁云

&华中科技大学同济医学院附属同济医院骨科
,

湖北 武汉  ∋�� ∋�(

摘要 目的
)

研究二磷酸盐对关节磨屑刺激单核细胞分泌 ∃卜 !俘的影响
。

方法
)

分离培养人外周血

单核细胞
,

加人关节磨屑及不同浓度的阿伦麟酸钠
,

∗% ∃+, 检测细胞上清中 ∃% ∃俘的含量
,

原位杂交检

测 ∃%
一

!日− . / , 的表达
。

结果
)
关节磨屑组 ∃%

一

!日及基因的表达显著高于对照组 &尸 0 �
#

�! (
,

不同浓度

的阿伦麟酸钠组 ∃% ∃日及基因的表达明显低于关节磨屑组 &尸0 �
#

�! (
。

结论
)

阿伦麟酸钠能通过下调人

外周血单核细胞 ∃%
一

!日及 − . / , 的表达
,

对人工关节松动可能起防治作用
。
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当前
,

人工关节置换术已日趋成熟
,

愈来愈多的

关节疾患患者从中受益
。

与此同时
,

随着人工关节

置换术后长期病例增多
,

使我们也面临国外学者所

面临的同样挑战
)
人工关节后期无菌性松动

。

现已

公认
)
关节磨屑诱导关节假体周围骨吸收是引起人

工关节松动的重要原因
。

本研究通过观察二磷酸盐

对关节磨屑刺激单核细胞分泌 ∃%
一

!俘的影响
,

探讨该

药物能否抑制关节磨屑诱导的骨吸收
。

! 材料与方法

!
#

! 主要材料与试剂 人外周血取 自同济医院骨

科股骨颈骨折拟行关节置换的患者 &无其他慢性疾

患 (
。

∃%
一

!日∗ %∃ +, 试剂盒 &深圳晶美生物工程有限

公司( 1超高分子量的聚乙烯颗粒&
Β一6 Α =3 4Γ 3 −7 >8 8 Β >= Α

Φ 84Γ 36 <7 >Χ8 63Χ>8 2 8 ,

Π >>ΣΖ ≅∗ ( &Ν 4− − 8 Α
公 司 (

,

通讯作者
)

陈明
‘

Α 8>) ! ∋ ∴ Ι ! Ω >>?∋ ] ∗
一

− =4>) Υ− !] Ι� � ⊥ !: ∋
#

Υ

7−

]� _颗粒大小在 � 拜− 左右 1 阿伦麟酸钠 &意大利默

沙东公司
,

注册证号
)
?� � � � �   ∴ (

。

淋巴细胞分离液

&上海试剂二厂 (
。

∃%
一

!俘原位杂交试剂盒 &武汉博士

德生物工程公司
,

产品编号
) ΣΨ >>] ∴ ( 1 胎牛血清

、

.≅ Σ ∃ !:  � 培养基&Ο4 5 8 7
公司(

。

!
#

� 人外周血单核细胞分离培养及分组 无菌采

集股骨颈骨折拟行关节置换患者的外周血
,

肝素抗

凝
,

用 �
#

! −7 >几 的 ≅Τ+ 稀释 ! 倍
,

将稀释血轻铺在

淋巴细胞分离液上
,

水平 离心 &� ��� 印− ⎯− 42
,

� � − 42 (
,

用毛细吸管小合吸出单核细胞
,

≅Τ + 洗涤

∋ 次
,

将细胞用含 !� _胎牛血清的 ! : � 培养基混悬
,

调整细胞浓度为 Ω 火 !护⎯− !
,

每孔 !
#

Ω − >细胞悬液加

人 : 孔板
,

: 孔板内预先放人多聚赖氨酸处理过的盖

玻片
。

培养过夜后
,

分为 Ω 组
,

分别加入等体积的空

白
、

关节磨屑 &终浓度 !� ]

⎯− !(
、

磨屑 和不 同浓度
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鱼塑∀鱼互犯竺旦α塑 ββ目 、6 � ��  
,

Ρ 7 > 一Ι
,

/ 。
#

!�

&!�
 

−7 >几
、

!�
一 Ω

−7 >几
、

Α7 : Α2 7 >几(阿伦嶙酸钠的培

养基&即 ,
、

Τ
、

Υ
、

χ
、

∗ 组 (
,

∋Ι ℃
、

Ω _ Υδ 细胞培养箱

内培养
。

!
#

∋ 细胞上清液中 ∃%
一

!俘的检测 细胞干预培养

�  3 后
,

取上清液
,

离心 &� � � � Α < −
,

� � − 42 (
,

按 ∃%
ς

!归∗ %∃ +, 试剂盒说明书检测 ∃%
一

!俘含量
。

!
#

 原位杂交 细胞上 清液取出后
,

将盖玻片取

出
,

用冷的 �
#

! −7 >几 的 !
〕
Τ+ 洗涤 ∋ 次

,

 _ 的多聚

甲醛 &含 �
#

! _ χ ∗ ≅Υ (固定 �Ω − 42
,

≅Τ+ 洗涤后吹干
,

滴加新鲜配制的 Ω _ 过氧化氢
一

甲醇液灭活 内源性过

氧化物酶
,

经蛋白酶处理
,

每片滴加 �Ω 风预杂交液
,

� 一 3 后
,

滴加含地高辛标记 的 ∃%
一

!尽探针杂交液
,

用原位杂交专用盖玻片覆盖
,

 � ℃ 湿盒孵育过夜
。

系列 + +Υ 洗涤
,

封闭液封闭
,

滴加生物素化地高辛抗

体
,

∋Ι ℃孵育 > 3
,

!〕, Τ 显色
。

光学显微镜下
,

胞浆

内棕黄色颗粒为核酸杂交阳性信号
,

随机选Ω� 个细

胞用全自动图像分析仪测定细胞内杂交产物平均吸

光光度值&, 值(
。

!
#

Ω 统计学处理 实验数据均以均数 士标准差 &历 士

)
(表示

,

采用方差分析 δ 检验
,

检测各组之间 ∃%
一

!俘

及其
2 !. / , 的表达有无显著性差异

。

� 结果

�
#

! 阿伦磷酸钠对关节磨屑刺激单核细胞分泌 ∃%
ς

><的影响 细胞上清液中 ∃%
一

!俘含量如下
) , 组

&! �Ω
#

�∴ 士 !  
#

: � ( < Γ ⎯ 3 飞!
,

Τ 组 & ! ∋  Ι
#

∴ Ι 士

:]
#

 Ι (< Γ ⎯− >
,

Υ 组 &!∋ ∴
#

] � 士 !Ω
#

Ω] ( < Γ ⎯ε 卫!
,

χ 组

&! Ω
#

&Κ] 士 !Ω
#

�� ( 浑爪Δ
,

∗ 组 &!Ω∋
#

] 士 !]
#

!Ι ( >笔⎯
’3=

7

方差分析表明各组上清液中的 ∃%
一

>日含量差异有显

著性
。

磨屑组 ∃%ς !俘含量明显高于空白组&≅ 0 �
#

�! (
,

∋ 种浓度药物组 ∃%ς !归含量均低于磨屑组 &< 0 �
#

�! (
。

且随着药物浓度增加
,

∃%
一

!俘含量逐渐减少
。

�
#

� 阿伦麟酸钠对关节磨屑刺激单核细胞分泌 ∃%
ς

><
2识/ , 的影响 各组单核细胞内均可见棕黄色杂

交颗粒
,

主要位于胞浆中
。

空白组 ∃%
一

!俘− .卜, 表

达呈弱阳性
,

关节磨屑组呈强阳性表达
,

不同浓度的

药物使 ∃%
一

!俘
2
识/, 表达减弱

。

杂交反应光密度测

量显示
,

磨屑组杂交信号平均光密度值 �
#

Ι∴ 士�
#

� 

较空白组 �
#

! Ω 士�
#

�� 高 &尸 0 �
#

�! (
,

而加人阿伦麟

酸钠后
,

随着药物浓度的增高
,

光密度值下降
。

∋ 组

光密度值分别为 �
#

! : 士 �
#

��
、

�
#

� ! 士 �
#

� !
、

�
#

� � 士

�
#

� ∋
,

均低于关节磨屑组 &尸 0 �
#

�! (
。

作用呈剂量效

应关系
。

∋ 讨论

关节磨屑启动并导致关节假体周围骨量丢失最

终引起假体无菌性松动
,

是人工关节置换术后期失

败的重要原因
。

目前
,

关节松动的治疗仅靠翻修术
。

但翻修手术操作复杂
、

费用高昂
,

且远期效果远不如

初次手术
「‘」

,

因而
,

如能找到非手术方法防治人工关

节松动
,

对于诸多人工关节置换术后患者
,

尤其是不

能耐受二次手术的患者
,

无疑是一个福音
。

事实上关节磨屑产生不可避 免
,

因而针对关节

磨屑诱导骨吸收的中间环节进行干预
,

是阻止人工

关节松动的一个可能途径
。

现 已知道
,

关节磨屑在

人工关节假体周围组织的积聚会引发严重的异物反

应
。

单 核 ⎯ 巨 噬 细 胞 被 激活
,

分 泌 前 列 腺 素 狡

&!
〕
Ο ∗ ϑ (

、

白细胞介素
一

!&∃%
一

! (
、

白细胞介素
一

: &∃%
一

: (
、

肿瘤坏死 因子
一。
&Μ /φ

一。
(等扛

�
一

 γ
,

这些因子通过直接

或间接途径激活破骨细胞性骨吸收
。

其中
,

∃%
一

! 在

假体松动中发挥着重要作用
)
激活破骨细胞破骨

,

刺

激破骨细胞增生
,

促进破骨细胞与多核细胞融合
,

诱

导破骨细胞分泌胶原酶和前列腺素 及 1 阻止骨钙素

合成
,

影响新骨合成 1趋化巨噬细胞
,

并刺激其合成
、

分泌 ∃%
一

! 1促进成纤维细胞分裂
,

刺激其产生更多的

胶原
。

∀4 Α
=2 8[ 等〔”〕发现

,

松动假体纤维膜中的巨噬

细胞有 ∃%
一

!俘− . /, 表达
,

而且 ∃%
一

!日− . / , 信号的

强弱与关节磨屑的多少呈正 比
。

二磷酸盐是以 ≅ ς

Υ 一 ≅基团为特征的磷酸盐复合物
,

其磷酸钙成分能

和骨矿盐特异结合
,

抑制破骨性骨吸收
。

以往主要

用于治疗骨质疏松
、

≅=Γ 86 病及肿瘤性骨吸收困
。

近

年来
,

国外学者发现川
,

二磷酸盐能抑制巨噬细胞

∃%
一

!
、

∃%
一

:
、

Μ / φ
一 。
等细胞因子的分泌

。

本研究发现
,

关节磨屑能刺激人外周血单核细胞分泌 ∃%
一

!俘增加
,

而阿伦磷酸钠能抑制这种刺激作用
,

实验 中未见药

物对细胞有毒性作用
,

说明抑制作用不是通过药物

引起细胞凋亡来实现的
。

既然阿伦嶙酸钠能显著抑

制单核细胞分泌骨吸收因子 ∃%
一

!俘
,

那么它就有可能

阻断关节磨屑诱导骨吸收的中间环节
,

从而 防治人

工关节松动
。

当然
,

关节磨屑诱导的骨吸收因子众多
,

且各因

子之间相互作用
。

本实验研究了阿伦麟酸钠对关节

磨屑刺激单核细胞分泌 ∃%
一

!俘的影响
,

至于此类药物

对其他骨吸收因子 的影响究竟如何
,

以及体内情况

下如何作用
,

都有待进一步研究
。
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