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熊翱，魏小雨，许建中，等． 碘乙酸单钠诱导 ＳＤ 大鼠膝骨关节炎后 ＨＩＦ⁃１α、ＯＰＮ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 蛋白表达及意

义 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（５）： ６４３－６５２．
Ｘｉｏｎｇ Ａ， Ｗｅｉ ＸＹ， Ｘｕ ＪＺ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ＯＰＮ， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＭＭＰ⁃１３ ａｎｄ ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｆｔｅｒ
ＭＩＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＫＯＡ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（５）： ６４３－６５２．
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［基金项目］陆军军医大学优秀人才库重点扶持对象（ＸＺ⁃２０１９⁃５０５⁃０２１）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｋｅｙ Ｓｕｐｐｏｒｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ Ｔａｌｅｎｔ Ｐｏｏｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｒｍｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （ＸＺ⁃２０１９⁃５０５⁃０２１）
［作者简介］熊翱（１９９５—），男，在读博士研究生，研究方向：骨科相关疾病的临床与基础，创伤基础与临床。 Ｅｍａｉｌ：２５２８３５９５７８＠ ｑｑ．ｃｏｍ
［通信作者］罗飞（１９７６—），男，教授，博士，博士研究生导师，骨科主任，研究方向：骨科疾病，尤其擅长脊柱外科。

Ｅｍａｉｌ： ｌｕｏｆｌｙ１００９＠ ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

碘乙酸单钠诱导 ＳＤ 大鼠膝骨关节炎后 ＨＩＦ⁃１α、ＯＰＮ、
ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 蛋白表达及意义

熊翱１，２，魏小雨１，许建中２，罗飞１∗

（１． 陆军军医大学（第三军医大学）第一附属医院骨科，重庆　 ４０００３８；
２． 郑州大学第一附属医院骨科，郑州　 ４５００４２）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨碘乙酸单钠（ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ，ＭＩＡ）诱导 ＳＤ 大鼠膝骨关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＫＯＡ）后 ＨＩＦ⁃１α、ＯＰＮ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 蛋白表达及意义。 方法　 采用 ＳＤ 大鼠（４ 周龄，８０ ～ １２０ ｇ）
为研究对象，随机分为假手术（Ｓｈａｍ）组和模型（ＫＯＡ）组。 第 ０ 天，大鼠用戊巴比妥钠麻醉，模型组经右膝关节髌

下韧带向关节腔内注射含 ２ ｍｇ ＭＩＡ 生理盐水 ５０ μＬ，Ｓｈａｍ 组大鼠给予 ５０ μＬ 灭菌生理盐水。 ＳＤ 大鼠分别于第 ０、
３、７、１０、１４ 天测量右膝关节直径和检测负重能力后，麻醉安乐死，切取软骨和分离滑膜组织。 同时，原代培养假手

术组和模型组滑膜组织，鉴定成纤维样滑膜细胞（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＦＬＳ）的纯度和活性后，采用地塞米松

处理 ＦＬＳ。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测缺氧诱导因子⁃１α（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α，ＨＩＦ⁃１α）、骨桥蛋白（ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，
ＯＰＮ）、白细胞介素⁃１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、基质金属蛋白酶⁃１３
（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１３，ＭＭＰ⁃１３）和神经生长因子（ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）蛋白的表达。 结果 　 与假手术组

比较，大鼠膝关节腔被注入 ＭＩＡ ３ ｄ 后，ＨＩＦ⁃１α、ＯＰＮ、ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达升高，呈不断增加趋势。 大鼠膝关

节腔横径，在 ＭＩＡ 造模后第 ７ 天和第 １４ 天，显著大于假手术组。 ＭＩＡ 注入大鼠膝关节腔第 ３ 天起，大鼠右后肢的

负重能力持续在 ２６％以下，显著低于假手术组。 采用 ０􀆰 ２％ Ⅰ型胶原酶消化法，成功培养了 ＦＬＳ 原代细胞。 使用

地塞米松对模型组大鼠体外 ＦＬＳ 干预后，显著降低了促炎因子分泌、ＮＧＦ 和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白的表达。 结论　 ＨＩＦ⁃１α、
ＯＰＮ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 蛋白在滑膜炎症、软骨降解及基质破坏和关节疼痛等方面起着重要作用，既是

关节疼痛管理、炎症反应调节和抑制软骨降解和基质破坏的重要靶点，也是开发新型 ＯＡ 镇痛药物的蛋白靶点。
【关键词】 　 骨关节炎；碘乙酸单钠；疼痛；骨桥蛋白；炎症因子；神经生长因子

【中图分类号】 Ｑ９５－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７ （２０２３） ０５⁃０６４３⁃１０

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ＯＰＮ， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＭＭＰ⁃１３，
ａｎｄ ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｆｔｅｒ ＭＩＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＫＯＡ ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ

ＸＩＯＮＧ Ａｏ１，２， ＷＥＩ Ｘｉａｏｙｕ１， ＸＵ Ｊｉａｎｚｈｏｎｇ２， ＬＵＯ Ｆｅｉ１∗
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ＯＰＮ， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＭＭＰ⁃１３， ａｎｄ ＮＧＦ ｐｌａｙ ｍａｊｏｒ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ａｎｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，
ｍａｔｒｉｘ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｊｏｉｎｔ ｐａｉｎ． Ｔｈｅｙ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｊｏｉｎｔ ｐａｉｎ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ， ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ， ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ＯＡ ａｎａｌｇｅｓｉｃｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ； ｐａｉｎ； ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ； ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ； ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 骨关节炎（ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是临床常见的中

老年性关节退行性疾病，主要累及膝、髋、脊柱等负

重关节［１－２］。 在全世界 ６５ 岁以上的总人口中，有
５０％的老年人具有疼痛、僵硬和关节功能丧失等 ＯＡ
症状［３－５］。 关节疼痛是 ＯＡ 患者的主诉症状，在治疗

上，采用非甾体抗炎药（ＮＳＡＩＤｓ）和皮质类固醇进行

常规镇痛和抗炎。 ＮＳＡＩＤｓ 的不良反应较多，可引起

胃食管反流、胃溃疡及出血或穿孔、心血管不良反

应［６－７］。 糖皮质激素虽对 ＯＡ 具有镇痛和抗炎作用，
且临床疗效确切，但运用不当，会加剧关节软骨破

坏，加重病情［６－７］。 由于这些镇痛药物的副作用大，
迫切需要寻找副作用小的镇痛药物。 目前，对 ＯＡ
疼痛的分子病理机制了解甚少，阻碍了 ＯＡ 相关疼

痛抑制剂的开发研究。
本 研 究 采 用 碘 乙 酸 单 钠 （ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ

ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ，ＭＩＡ）诱导 ＳＤ 大鼠膝骨关节炎 （ ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ），通过检测 ＭＩＡ 注入膝关节腔

后 ０、３、７、１０、１４ ｄ 的缺氧诱导因子⁃１α （ ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α， ＨＩＦ⁃１α ）、 骨 桥 蛋 白

（ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ， ＯＰＮ）、白细胞介素⁃１β （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃
１β，ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃
α，ＴＮＦ⁃α） 和神经生长因子 （ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，
ＮＧＦ）蛋白表达，同时，体外原代培养正常大鼠和

ＭＩＡ 诱导 ＫＯＡ 大鼠膝关节滑膜组织成纤维样滑

膜细胞（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＦＬＳ），采用地塞

米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，ＤＥＸ）处理 ＦＬＳ，检测 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α， 基 质 金 属 蛋 白 酶⁃１３ （ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１３，ＭＭＰ⁃１３）和 ＮＧＦ 蛋白表达变

化。 通过分析 ＭＩＡ 使膝骨关节软骨、滑膜和体外

ＦＬＳ 分泌和释放细胞因子和生长因子的变化情况，
探讨其与 ＯＡ 关节疼痛的分子病理机制，为研究新

型 ＯＡ 镇痛药物提供实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

５０ 只 ４ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，体重 ８０ ～
１２０ ｇ，购自陆军军医大学（中国重庆）大坪医院野战

外科研究所实验动物中心【ＳＣＸＫ（军）２０１７－００２５】。
实验前 １ 周，于采光通风良好，温度 ２０ ～ ２６℃，相对

湿度 ４２％ ～ ６２％的室内适应环境，大鼠可以随意进

食和饮水，按照 ＧＢ１４９２５⁃２０１０ 标准进行实验动物的

环境控制。 将动物饲养在陆军军医大学陆军特色

医学中心的标准实验室【 ＳＹＸＫ（军） ２０１７－００５８】。
本研究中使用的所有程序均严格按照美国国立卫

生研究院实验动物护理和使用指南进行。 所有动

物程序均经陆军军医大学实验动物指南事务管理

局批准（ＡＭＵＷＥＣ２０１８１４３０）。
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１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＭＩＡ（ Ｓｉｇｍａ 公司，美国），多克隆兔抗 ＨＩＦ⁃１α
（Ａｂｃａｍ 公司， 中国香港）， 单克隆小鼠抗 ＯＰＮ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｌｔｄ， 美 国 ）， 鼠 抗 ＩＬ⁃１β 抗 体 （ Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，美国），兔抗 ＴＮＦ⁃α 抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，美
国），单克隆兔抗 ＮＧＦ（Ａｂｃａｍ 公司，中国香港），兔
抗 ｖｉｍｅｎｔｉｎ （ Ａｂｃａｍ 公司，中国香港），兔抗 ＰＣＮＡ
（Ａｂｃａｍ 公司，中国香港），单克隆小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ
（Ｓｉｇｍａ 公司，美国），抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 抗体（Ｓｉｇｍａ 公

司，美国），抗鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 抗体（Ｓｉｇｍａ 公司，美国），
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验系统和试剂（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美国），
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 底物发光试剂盒（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＫＯＡ 模型制备和实验分组

将大鼠随机分为两组：假手术（ Ｓｈａｍ）组（ ｎ ＝
２５）、模型（ＫＯＡ）组（ｎ ＝ ２５）。 模型组大鼠采用单

次注入膝关节腔 ＭＩＡ （２ ｍｇ ／ ｋｎｅｅ） 诱导 ＫＯＡ 模

型［８－９］。 主要步骤：第 ０ 天，大鼠用戊巴比妥钠麻

醉，模型组动物经右膝关节髌下韧带向关节腔内注

射含 ２ ｍｇ ＭＩＡ 生理盐水 ５０ μＬ，假手术组大鼠给予

５０ μＬ 灭菌生理盐水。 ＳＤ 大鼠分别于第 ０（注入

ＭＩＡ 或生理盐水后 １ ｈ 内）、３、７、１０、１４ 天测量右膝

关节直径和检测负重能力后，麻醉安乐死，切取软

骨和分离滑膜组织存储于－８０℃冰箱，用于蛋白质

表达检测。 各组每个时间点 ５ 只 ＳＤ 大鼠。
１􀆰 ２􀆰 ２　 检测负重能力

负重能力的变化，是判定 ＯＡ 大鼠关节不适和

疼痛的重要指标［１０］。 在注射 ＭＩＡ 后的第 ０、３、７、１０
和 １４ 天，采用失能测试仪（英国诺福克林顿仪器公

司）测量后爪重量分布，评估 ＳＤ 大鼠右后肢的力

量。 分布在右后肢的重量百分比。 使用下式计算：
负重率（％） ＝ （右后肢重量 ／ （左后肢重量 ＋ 右后

肢重量）） × １００％。
１􀆰 ２􀆰 ３　 测量右后膝关节直径

关节直径的变化，是衡量 ＯＡ 大鼠关节肿胀和

关节不适的重要指标［１０－１２］，大鼠膝骨关节腔被注入

ＭＩＡ 后，在第 ０、３、７、１０ 和 １４ 天用游标卡尺测量右

膝的横向直径。 本研究获得的是膝盖弯曲 ９０°时右

膝之间的水平距离。 每个膝关节测量 ３ 次并计算平

均值［８］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 滑膜组织的获取分离、滑膜细胞的原代培养

及其纯度与增殖鉴定

研究表明，滑膜细胞可以作为 ＯＡ 早期干预靶

点［１３］，ＦＬＳ 是滑膜组织的主要功能细胞［９］，因此，本
研究按熊翱等［９］ 和陈芳等［１４］ 已建立的实验方法加

以完善进行滑膜细胞的原代培养，通过分离注入

ＭＩＡ 或生理盐水 １４ ｄ 后的 ＳＤ 大鼠滑膜组织进行原

代 ＦＬＳ 培养。 主要步骤如下：ＳＤ 大鼠被麻醉后，将
其浸泡在 ７５％乙醇中进行无菌处理 １０ ～ ２０ ｍｉｎ，在
无菌条件下取 ＳＤ 大鼠膝关节。 将盛有含双抗的

ＰＢＳ 平皿置于超净工作台中，分离滑膜组织。 将分

离的滑膜组织剪碎至 １ ｍｍ × １ ｍｍ × １ ｍｍ 的块状，
移至 １０ ｍＬ 无菌离心管，短暂低速离心，留取沉淀，
０􀆰 ２％ Ⅰ型胶原酶重悬滑膜组织，转移至 ２５ ｃｍ２ 培

养瓶，用 ０􀆰 ２％ Ⅰ型胶原酶定容至 ２ ～ ３ ｍＬ，轻轻晃

动培养瓶，使其底部滑膜组织均匀分布。 ３７℃，５％
ＣＯ２ 消化滑膜组织 ４ ～ ６ ｈ。 待滑膜组织变成棉絮

状，１０％ ＦＢＳ 终止消化，短暂低速离心，弃上清，加
入完全培养基重悬洗涤 １ 次后，移至 ２５ ｃｍ２ 培养瓶

中， 用完全培养基定容至 ２ ～ ３ ｍＬ，轻轻晃动培养

瓶，使滑膜组织在底部均匀分布。 ３７℃，５％ ＣＯ２ 培

养箱培养滑膜组织，每天观察细胞游出情况。 第 ２
天可见梭形细胞游出，２ ～ ３ ｄ 换液 １ 次。 滑膜细胞

的原代培养的纯度与增殖鉴定详见《脂多糖诱导 ＳＤ
大鼠膝关节成纤维样滑膜细胞炎症模型建立及特

征分析》 ［９］。
１􀆰 ２􀆰 ５　 体外滑膜 ＦＬＳ 的地塞米松处理

滑膜炎症是整个关节 ＯＡ 综合病理变化的主要

事件［１３］，故本研究对体外 ＦＬＳ 进行抑炎效果观察并

探讨其与镇痛的关系。 采用纯度超过 ９８％的原代

ＳＤ 大鼠 ＫＯＡ 滑膜 ＦＬＳ，将细胞数调整至每毫升 ４ ×
１０４。 再按每孔 ０􀆰 ２ ｍＬ 接种至腹腔小室（Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ􀳏
ＥＺＩＳＬＩＤＥ），培养 １２ ～ ２４ ｈ。 共分 ３ 组：ＭＩＡ －和

ＤＥＸ－、ＭＩＡ ＋和 ＤＥＸ－、ＭＩＡ ＋和 ＤＥＸ ＋ ，每组 ５ 孔，
使 ＤＥＸ 终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 在培养箱培养 ２４ ｈ
后，采用胰酶（０􀆰 ２５％）消化 ＦＬＳ ２ ～ ５ ｍｉｎ。 终止消

化采用 １０％胎牛血清，收集细胞，贮于－８０℃， 待用

于蛋白质表达检测。
１􀆰 ２􀆰 ６　 蛋白质印迹分析

根据文献报道的蛋白质印迹分析方法进行［９］，
主要步骤：使用考马斯亮蓝法测定总蛋白浓度。 然

后，通过十二烷基硫酸钠 （ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ，
ＳＤＳ）⁃聚丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）对总蛋白样品进行电泳分离，
并转移到硝酸纤维素（ ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，ＮＣ）膜上。 然

后，将 ＮＣ 膜与下列一抗在 ４℃下孵育过夜： ①多克
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隆兔抗 ＨＩＦ⁃１α（１ ∶ １０００）； ②单克隆小鼠抗 ＯＰＮ
（１ ∶１０００）； ③多克隆兔抗 ＩＬ⁃１β（１ ∶１０００）； ④多克

隆兔抗 ＴＮＦ⁃α（１ ∶１０００）； ⑤多克隆兔抗 ＭＭＰ⁃１３ 抗

体（１ ∶ １０００）； ⑥单克隆兔抗 ＮＧＦ 抗体（１ ∶１０００）；
⑦单克隆小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶１００００）。 最后，用 ＴＰＢＳ
清洗 ＮＣ 膜， 并 与 相 对 应 的 辣 根 过 氧 化 物 酶

（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ） 结合的二抗一起孵

育。 使用底物发光试剂对 ＮＣ 膜进行可视化，并使

用图像分析程序分析印迹图像。 通过测量每个样

品中的 β⁃ａｃｔｉｎ 表达用以验证目的蛋白质含量的变

化规律。

注：Ａ：ＳＤ 大鼠膝关节滑膜组织中 ＨＩＦ⁃α 和 ＯＰＮ 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ；Ｂ：ＳＤ 大鼠膝关节软骨组织中 ＨＩＦ⁃１α 和 ＯＰＮ 的蛋白表达

的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ；检测指标的积分光密度值经过内参指标校正后，假手术组归一；与假手术组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 ＭＩＡ 对大鼠膝关节中 ＨＩＦ⁃１α 和 ＯＰＮ 的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ ＯＰＮ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｏｆ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ ＯＰＮ ｉｎ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｉｓ

ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｓｈａｍ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＩＡ ｏｎ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ ＯＰＮ ｉｎ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

１􀆰 ３　 统计学分析

所有实验的数据采用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）
表示，所有指标数据先进行正态分布评估，符合正

态分布的数据，使用 ｔ 检验来分析假手术组和模型

组之间差异的显著性。 单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）
方法用于一个变量和多个条件数据处理。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＭＩＡ 注入大鼠膝关节，ＨＩＦ⁃１α和 ＯＰＮ 蛋白

表达变化

与假手术组比，大鼠膝关节腔被注入 ＭＩＡ ３ ｄ
后软骨细胞和滑膜组织 ＨＩＦ⁃１α 和 ＯＰＮ 蛋白含量呈

不断增加的趋势（图 １）。
２􀆰 ２　 ＭＩＡ 注入大鼠膝关节，ＩＬ⁃１β和 ＴＮＦ⁃α蛋白

质表达变化

与假手术组比较，ＭＩＡ 注入关节腔第 ３ 天起，软
骨细胞和滑膜组织 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 呈现高表达（见
图 ２Ａ，２Ｂ）。
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注：Ａ：ＳＤ 大鼠关节滑膜组织中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ；Ｂ：ＳＤ 大鼠膝关节软骨组织 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ；检测指标的积分光密度值经过内参指标校正后，假手术组归一。

图 ２　 ＭＩＡ 对大鼠膝关节中 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ． Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｉｓ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｓｈａｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＩＡ ｏｎ ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

２􀆰 ３　 ＭＩＡ 对大鼠右后膝关节横径和右后肢负重的

影响及 ＮＧＦ 在膝关节滑膜和软骨中的表达

与假手术组比较，大鼠右后膝关节，在 ＭＩＡ 造

模后的第 ３ 天开始肿胀，第 ７ 天后，肿胀明显。 因

此，导致膝关节横径，在 ＭＩＡ 造模后的第 ７ 天、第 １０
天和第 １４ 天显著高于假手术组（图 ３Ａ）。 ＭＩＡ 注入

大鼠膝骨关节第 ３ 天起，大鼠右后肢的负重量持续

在 ２６％以下，显著低于假手术组（图 ３Ｂ）。 通过负

重能力和膝关节横径的检测评估，表明 ＭＩＡ 注入大

鼠膝骨关节第 ３ 天起，大鼠膝关节不适和疼痛明显。
检测了 ＮＧＦ 的蛋白质水平，发现与假手术组比较，
ＭＩＡ 注入大鼠膝骨关节第 ３ 天起，滑膜（图 ３Ｃ）和软

骨（图 ３Ｄ）组织的 ＮＧＦ 蛋白表达增加。 滑膜和软骨

ＮＧＦ 增加，与疼痛关系密切［１３］。
２􀆰 ４　 ＳＤ 大鼠滑膜细胞的原代培养及其 ＦＬＳ 的纯

度和增殖功能

分离的 ＳＤ 大鼠滑膜组织培养至第 ６ 天，原代

细胞的融合度达 ７０％ ～ ８０％，细胞贴壁生长，但在

观察视野中，仍有极少的圆形、椭圆形细胞 （图

４Ａ）。 细胞传代至第 ３ 代（第 １２ ～ １４ 天），细胞形

态基本上为梭形，核位于中央，细胞生长良好（图
４Ｂ）。 细胞在第 ８ 代增长缓慢，而且细胞形态改变，
梭形较少，多为近似椭圆形，细胞间隙增大，细胞有

空泡坏死老化（图 ４Ｃ）。 免疫荧光化学观察到：第 ３

７４６
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注：Ａ：用游标卡尺测量右膝关节的横向直径；Ｂ：ＭＩＡ 注射后大鼠右后肢负重比的变化；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析 ＳＤ 大鼠膝关节滑膜组织中

ＮＧＦ 的蛋白表达；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析 ＮＧＦ 在 ＳＤ 大鼠膝关节软骨组织中的蛋白表达；检测指标的积分光密度值经过内参指标校正后，假

手术组归一；与假手术组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 ＭＩＡ 对大鼠膝关节横向直径、后肢负重能力和 ＮＧＦ 的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｖｅｒｎｉｅｒ ｃａｌｉｐｅｒ． Ｂ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｌｅｆｔ ａｎｄ ｒｉｇｈｔ
ｈｉｎｄｌｉｍｂｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ＭＩＡ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｃ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＧＦ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ． Ｄ．
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＧＦ ｉｎ ＳＤ ｒａｔ ｋｎｅｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ

ｉｓ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｓｈａｍ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＩＡ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ， ｗｅｉｇｈｔ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂｓ ａｎｄ ＮＧＦ
ｉｎ ｒａｔｓ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

代滑膜细胞形态规则，呈梭形，其细胞核位于细胞

中央，其形状为卵圆形； ＦＬＳ 标志蛋白波形蛋白

（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）的阳性染色率超过 ９８％（图 ４Ｄ ～ ４Ｆ），
提示培养的原代滑膜细胞为 ＦＬＳ。 ＥｄＵ 增殖实验显

示第 ７ 代 ＦＬＳ 细胞仍有增殖能力（图 ４Ｇ ～ ４Ｍ）。
第 ３ ～ ８ 代 ＦＬＳ 的增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 表明，第
４ ～ ７ 代 ＦＬＳ 的 ＰＣＮＡ 蛋白表达与第 ３ 代差异不显

著（图 ４Ｎ，４Ｏ）。 同时第 ８ 代 ＰＣＮＡ 蛋白表达降低

且与第 ３ 代 ＰＣＮＡ 蛋白的表达存在显著差异（图
４Ｎ，４Ｏ）。 以上表明：第 ３ 代到第 ７ 代原代培养的

ＦＬＳ 可以用作后续实验材料。
２􀆰 ５　 地塞米松抑制 ＯＡ 大鼠体外 ＦＬＳ 的炎性反应

与假手术组比较，ＭＩＡ 注入关节腔诱导 ＫＯＡ 模

型后，原代培养的 ＦＬＳ 促炎因子 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＮＧＦ
和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达上调。 使用地塞米松对 ＫＯＡ
大鼠体外 ＦＬＳ 干预后，降低促炎因子的分泌、ＮＧＦ
和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白的表达（图 ５）。

８４６



中国实验动物学报 ２０２３ 年 ５ 月第 ３１ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｙ ２０２３，Ｖｏｌ． ３１， Ｎｏ． ５

注：Ａ：滑膜细胞培养第 ６ 天第 １ 次传代前；Ｂ：滑膜细胞培养至第 ３ 代；Ｃ：滑膜细胞培养至第 ８ 代；Ｄ ～ Ｆ：滑膜细胞培养至第 ３ 代进行波形

蛋白荧光化学鉴定；Ｇ ～ Ｍ：第 ７ 代滑膜细胞 ＥｄＵ 增殖实验；Ｎ：滑膜组织和原代培养成纤维样滑膜细胞（第 ３ ～ ８ 代）的增殖细胞核抗原蛋

白 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果；Ｏ：滑膜组织和各代细胞中增殖细胞核抗原蛋白的相对含量；组间单因素方差分析，Ｆ（ ６，２８ ） ＝ ４５􀆰 ９３６，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，与第

３ 代细胞相比，只有第 ８ 代细胞的增殖细胞核抗原蛋白表达明显下调。

图 ４　 ＯＡ 大鼠膝关节 ＦＬＳ 的原代培养、纯度和增殖

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｐａｓｓａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ６ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒ． Ｂ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ． Ｃ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｏ
ｔｈｅ ８ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ． Ｄ ～ Ｆ． Ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｇ ～ Ｍ． Ｓｅｖｅｎｔｈ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ＥｄＵ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｎ． Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＳＴ ａｎｄ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＦＬＳ （３ｒｄ ～ ８ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ） ．
Ｏ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＳＴ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ． Ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ， Ｆ （６， ２８） ＝ ４５􀆰 ９３６， Ｐ

＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ， ｏｎｌｙ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ， ｐｕｒｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔ ＦＬＳ ｏｆ ＯＡ ｒａｔｓ

３　 讨论

在本研究中，ＳＤ 大鼠膝关节腔注入 ２ ｍｇ ＭＩＡ
后，破坏了软骨细胞的有氧糖酵解能量代谢，造成

炎症和软骨损伤［１０，１５］，导致 ＨＩＦ⁃１α 蛋白质表达上

调，进而促进 ＯＰＮ 升高。 ＯＰＮ 是骨关节炎标志

物［１５－１６］，ＯＰＮ 蛋白的表达升高激活了滑膜组织和软

骨细胞的促炎因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α［１７］，使其分泌和

释放增加。 显著增加的 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α，致使 ＮＧＦ
蛋白质表达上调。 在这些细胞因子的共同作用下，
诱导了 ＳＤ 大鼠的疼痛反应。 表现为 ＳＤ 大鼠被注

入 ＭＩＡ 后，从第 ３ 天起，膝关节肿胀，负重率降低至

９４６
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注：Ａ：ＳＤ 大鼠关节滑膜 ＦＬＳ 中 ＩＬ⁃１β 蛋白表达；Ｂ：ＳＤ 大鼠关节滑膜 ＦＬＳ 中 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达；Ｃ：ＳＤ 大鼠关节滑膜 ＦＬＳ 中 ＮＧＦ 蛋白表

达；Ｄ：ＳＤ 大鼠关节滑膜 ＦＬＳ 中 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白表达。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测体外 ＦＬＳ 细胞经过 ＤＥＸ 干预后促炎因子、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 蛋白表达（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＩＬ⁃１β ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｊｏｉｎｔ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＦＬＳ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ． Ｂ． ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＦＬＳ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ． Ｃ． ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＦＬＳ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ． Ｄ． ＭＭＰ⁃１３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ＦＬＳ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ， ＭＭＰ⁃１３ ａｎｄ ＮＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＦＬＳ ｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒ ＤＥＸ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

２６％以下。 滑膜炎症被认为是 ＯＡ 早期最重要的特

征［１３］，为此，本研究不但检测了 ＭＩＡ 诱导的 ＫＯＡ 大

鼠膝关节患处软骨和滑膜组织促炎因子的表达，也
检测了 ＭＩＡ 诱导的 ＫＯＡ 大鼠膝关节患处滑膜组织

体外原代培养的 ＦＬＳ 中的促炎因子、ＭＭＰ⁃１３ 和

ＮＧＦ 的蛋白表达。 结果显示：ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃
１３ 和 ＮＧＦ 的蛋白表达异常增高，经 ＤＥＸ 治疗后，显
著下调。

通过行为测试（也称为失能实验），观察大鼠肢

体的负重能力的变化被广泛认为是衡量 ＭＩＡ 大鼠

痛苦行为的有效方法，因为啮齿类动物感到疼痛时

后肢承受的重量较少［１０］。 对 ＭＩＡ 诱导的 ＯＡ 大鼠

进行 １４ ｄ 的失能实验，观察到 ＭＩＡ 注射大鼠膝关节

第 ３ 天后，负重能力下降，关节肿胀，关节横径增加，
关节不适和疼痛。 ＭＩＡ 诱导的实验性 ＯＡ 早期以巨

噬细胞浸润和滑膜炎症为特征；ＭＩＡ 诱导的 ＯＡ，进
一步发展则发生严重的软骨破坏和丢失直至软骨

下骨重建，使疼痛明显且持久。
ＯＡ 是一种以软骨破坏和滑膜炎为特征的全关

节退行性疾病［１３，１８］。 骨质破坏是以软骨降解为先

兆，以 ＯＰＮ 为标志［１２］。 ＯＰＮ 既是一种细胞外多功

能基质糖蛋白［１２］，又是一种潜在的炎性细胞因子，
在 ＯＡ 关节软骨、滑液及滑膜组织中的表达水平增

高，并且与 ＯＡ 的严重程度呈正相关［１２，１５］。 ＯＡ 关

节软骨和滑膜糖酵解障碍，缺氧引起 ＯＰＮ 蛋白质表

达上调和炎症因子释放［１６］。 ＯＰＮ 可以激活多种促

炎因子（如 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α） 和趋化因子的表达，
ＯＰＮ 对滑膜炎的放大和维持具有重要意义［１９］。 促

炎性 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 可以制激 ＮＧＦ 释放，而 ＮＧＦ
又可以调节 ＴＮＦ⁃α 的释放［１３］。 ＯＡ 患者关节中

ＯＰＮ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＮＧＦ 通过分子级联，相互作

用，使其蛋白表达上调，再通过一定的分子病理机

制，导致关节患处促炎因子聚集，关节肿胀、不适，
上调的 ＮＧＦ 增加关节患处的痛觉神经敏感性，患处

０５６
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关节疼痛，使关节失能（肢体负重能力下降）。
ＯＰＮ 可促进 ＯＡ 软骨细胞增殖，但这在一定程

度上是代偿性增殖。 其增殖程度与 ＯＡ 软骨退变、
软骨细胞衰老呈正相关［１６］。 国内学者利用 ＯＰＮ
ｓｈＲＮＡ 干预 ＯＡ 的软骨细胞增殖，有一定治疗作

用［１５］。 促炎因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 是引起关节炎性

疼痛的主要原因。 ＩＬ⁃１β 可制激 ＣＯＸ⁃２、ｉＮＯＳ 等产

生，进一步激活炎症途径，诱导炎症性疼痛［１０］，降低

肢体负重能力。 利用合欢提取液［１０］、木香根提取

物［２０］和穿心莲提取物［２１］对 ＭＩＡ 诱导的 ＯＡ 有一定

的镇痛抗炎作用，而且提高了大鼠负重能力，这可

能与抑制炎症反应有关。 据报道，ＮＧＦ 通过增加伤

害感受器敏感性和促进感觉神经生长，加强疼

痛［１３］，使关节失能。 目前，已有多种人源化 ＮＧＦ 单

克隆抗体在进行临床试验，用于治疗骨关节炎

（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）疼痛及神经病理性疼痛等慢性

疼痛［２２］。 但 ＮＧＦ 单克隆抗体 （例如： ｆｕｌｒａｎｕｍａｂ、
ｔａｎｅｚｕｍａｂ 等），因其存在致患者关节损伤的潜在风

险而被暂停研究。
滑膜 ＮＧＦ 增加是膝关节 ＯＡ 的一个特征［１５］，本

研究对 ＫＯＡ 大鼠滑膜原代培养的体外 ＦＬＳ 进行分

子蛋白检测，其结果提示 ＮＧＦ 表达显著升高，而且

与其关联的 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白分子也升

高明显［２２］，说明 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 在

ＯＡ 的分子病理和疼痛发生中发挥着重要作用。 这

些 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＭＭＰ⁃１３ 蛋白在滑膜产生，并通

过滑液扩散到软骨中，这是导致软骨细胞凋亡的原

因之一［２３－２５］。 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 启动软骨降解，ＭＭＰ⁃
１３ 直接降解软骨基质。 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 直接刺激

ＦＬＳ 释放 ＮＧＦ，进而 ＮＧＦ 诱导感觉神经生长和增加

痛觉敏感性［１３］，导致疼痛相关行为病理改变。 经过

ＤＥＸ 抑炎处理，使 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ 的

蛋白表达负增长，证明抑炎对降低 ＯＡ 关节感觉神

经生长速度和神经敏感性是有效的。 这也说明 ＦＬＳ
是一个研究痛觉的靶点。

综上所述，ＯＡ 的细胞因子（ＨＩＦ⁃１α、ＯＰＮ、ＩＬ⁃
１β、ＴＮＦ⁃α、ＭＭＰ⁃１３ 和 ＮＧＦ），在滑膜炎症、软骨降

解及基质破坏和关节疼痛等方面起着重要作用，将
其作为靶点，采取干预剂或 ｓｈＲＮＡ 或相应抗体用于

关节疼痛的管理、炎症反应调节和抑制软骨降解和

基质破坏等，这也许是今后的研究方向。
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