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　　【摘要】　目的　研究肿瘤坏死因子样微弱凋亡诱导因子（ＴＷＥＡＫ）对体外培养骨关节炎（ＯＡ）软骨细胞的作

用，同时探讨炎性细胞因子白细胞介素１β（ＩＬ１β）和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）与ＴＷＥＡＫ之间的关系。方法　体外

培养ＯＡ患者原代软骨细胞，分别用ＴＷＥＡＫ（７５ｎｇ／ｍＬ），ＴＷＥＡＫ（７５ｎｇ／ｍＬ）和ＩＬ１β（５ｎｇ／ｍＬ），ＴＷＥＡＫ（７５

ｎｇ／ｍＬ）和ＴＮＦα（５ｎｇ／ｍＬ）作用细胞４８ｈ，ＭＴＴ检测细胞因子对软骨细胞的增殖作用影响；ＥＬＩＳＡ检测细胞培养

上清液中 ＭＭＰ１３、ＩＬ６和Ｆａｓ的分泌表达。结果　ＭＴＴ结果表明细胞因子刺激软骨细胞后对细胞增殖无明显影

响。ＴＷＥＡＫ和ＩＬ１β组诱导 ＭＭＰ１３表达增加（犘＜０．０５）；ＴＷＥＡＫ和ＩＬ１β组，ＴＷＥＡＫ和ＴＮＦα组均诱导

ＩＬ６表达增加（犘＜０．０５）。３组Ｆａｓ分泌表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＩＬ１β与ＴＷＥＡＫ，ＴＮＦα与

ＴＷＥＡＫ分别诱导ＯＡ软骨细胞 ＭＭＰ１３和ＩＬ６表达增加，可能参与关节软骨损伤和ＯＡ的病程发展。
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　　骨关节炎（ＯＡ）是最常见的慢性关节疾病，据世界卫生组

织（ＷＨＯ）估计，ＯＡ使６０岁以上人群中至少１０％的人丧失劳

动力［１］。ＯＡ表现为进行性关节软骨破坏及骨赘形成，并伴有

不同程度的滑膜炎症。关节软骨的退变可能与软骨细胞表型

不稳定而形成的各种细胞反应模式有关，这些反应模式包括细

胞去分化，释放基质降解酶、细胞肥大和细胞凋亡。肿瘤坏死

因子样微弱凋亡诱导因子（ＴＷＥＡＫ）是新近研究的细胞因子，

Ｆｎ１４为ＴＷＥＡＫ的特异性受体，它们以受体和配体方式结合

后具有多种生物学效应，如诱导促炎症细胞因子释放，调节免

疫反应，促进血管生成，刺激凋亡发生和调节组织修复与重

塑［２］。本课题通过体外细胞实验，研究ＴＷＥＡＫ刺激 ＯＡ患

者软骨细胞对细胞增殖生长及相关炎症因子表达水平的影响，

探讨ＴＷＥＡＫ在ＯＡ关节退行性改变和关节破坏中的作用

机制。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年３～１０月１１例川北医学院附属医院

骨科骨关节炎患者，女６例，男５例，年龄３７～８８岁，平均年龄

６１岁。所有患者临床特征和影像学改变均符合１９９５年美国

ＡＣＲ修订的ＯＡ诊断标准。

１．２　主要试剂　ＴＷＥＡＫ、白细胞介素１β（ＩＬ１β）和肿瘤坏死

因子α（ＴＮＦα）购自ＰＥＰＲＯＴＥＣＨ公司；ＭＴＴ购自武汉博士

德公司，胰蛋白酶ＥＤＴＡ和 ＨＤＭＥＭ 购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；胎

牛血清购自浙江四季青生物公司；基质金属酶１３（ＭＭＰ１３）、

ＩＬ６、ＦａｓＥＬＩＳＡ试剂盒购自ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ公司。

１．３　方法

１．３．１　软骨细胞的培养　留取患者关节置换术后的关节组织

标本，无菌条件下切取关节软骨层，用含青链双抗（１００Ｕ／ｍＬ）

的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗３遍，剪成１～３ｍｍ的碎块，加入等

体积由 ＨＤＭＥＭ配置的０．２％ Ⅱ型胶原酶在３７℃、５％ＣＯ２

培养箱静置消化２４ｈ，用２００目滤网收集软骨细胞，使用含

２０％ＦＢＳ的 ＨＤＭＥＭ培养细胞。待细胞达到９０％以上布满

培养瓶时使用胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化细胞，以１∶２进行传代培
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养。本实验均采用２～３代软骨细胞。

１．３．２　细胞因子刺激软骨细胞　软骨细胞以１×１０
４／ｍＬ接

种于９６孔板中，每孔１００μＬ，２４～４８ｈ后细胞贴壁，弃去培养

液。使 用 含 １０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培 养 液 配 置 终 浓 度 为

ＴＷＥＡＫ７５ｎｇ／ｍＬ，ＴＷＥＡＫ７５ｎｇ／ｍＬ和ＩＬ１β５ｎｇ／ｍＬ，

ＴＷＥＡＫ７５ｎｇ／ｍＬ和ＴＮＦα５ｎｇ／ｍＬ工作溶液，１００微升／

孔加入９６孔板中培养软骨细胞４８ｈ，含１０％ＦＢＳ的 Ｈ

ＤＭＥＭ作为空白对照孔，每个刺激组设置５个复孔，４８ｈ后收

集刺激细胞上清液于－２０℃冻存。

１．３．３　ＭＴＴ试验　向刺激后的软骨细胞培养孔中加入含有

１０μＬＭＴＴ的 ＨＤＭＥＭ培养液３７℃培养４ｈ，加入１００μＬ

Ｆｏｒｍａｚａｎ溶解液，室温振荡１０ｍｉｎ，酶标仪５７０ｎｍ波长测定

吸光度（ＯＤ）值。

１．３．４　ＥＬＩＳＡ试验　严格按照试剂盒说明书操作步骤，复孔

检测刺激上清液中的 ＭＭＰ１３、ＩＬ６和Ｆａｓ，酶标仪测定 ＯＤ

值，测定波长为４５０ｎｍ，制作标准曲线计算结果。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计分析，

多组均数比较采用 ＡＮＯＶＡ分析，组间比较采用ＬＳＤ检验，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞因子刺激软骨细胞后空白对照组 ＯＤ值为（０．４５±

０．１５），ＴＷＥＡＫ刺激组为（０．５３±０．１８），ＴＷＥＫＡ与ＩＬ１β共

同刺激组为（０．５８±０．２１），ＴＷＥＡＫ与ＴＮＦα共同刺激组为

（０．４９±０．１２），统计分析显示组间差异无统计学意义（犘＞

０．０５），可能与软骨细胞增殖缓慢对细胞因子的刺激无明显反

应有关。

２．２　细胞因子刺激软骨细胞后上清液中 ＭＭＰ１３、ＩＬ６和

Ｆａｓ检测结果见表１。

表１　软骨细胞刺激上清液中 ＭＭＰ１３、ＩＬ６和Ｆａｓ表达水平（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ）

组别 ＭＭＰ１３ ＩＬ６ Ｆａｓ

空白对照组 １８６６．８０±９１７．７０ ７７６．６８±２６１．８８ １３５．５０±１０６．４６

ＴＷＥＡＫ刺激组 ４２６０．８６±１５３６．６６ ８１９．６７±２４６．１５ ２２８．００±１５７．６２

ＴＷＥＡＫ＋ＩＬ１β共同刺激组 ６５３４．３５±１３１１．８４ａ ９７４．４５±２４０．２０ａ ２４５．００±１３７．３３

ＴＷＥＡＫ＋ＴＮＦα共同刺激组 ５４５２．４８±１４２４．５６ ９３６．７０±３５３．１７ａ ２５５．２０±１８１．１５

犉／犘 １．８８／０．１６ ２．６４／０．０６ ０．８８／０．４７

　　注：与空白对照组比较，ａ犘＜０．０５。

３　讨　　论

ＯＡ关节软骨毁损中最为基本的因素是细胞外基质合成

与分解途径的失衡。受累关节细胞因子网络被异常激活，分解

型细胞因子如ＩＬ１、ＴＮＦα表达增多，在软骨降解过程中发挥

重要作用。ＩＬ１β和ＴＮＦα等细胞因子与细胞膜相关受体结

合后，通过共同的信号途径介导基质金属酶（ＭＭＰｓ）的产生，

导致细胞外基质平衡失调，加速关节基质降解，软骨细胞凋

亡［３］。ＯＡ的滑膜细胞和软骨细胞中均有 ＴＷＥＡＫ、ＩＬ１β和

ＴＮＦα的表达并介导炎性反应。研究认为ＩＬ１β和ＴＮＦα对

ＴＷＥＡＫ具有协同作用
［４］，它们之间可能通过相同的信号通路

加速ＯＡ疾病进程。研究认为 ＴＷＥＡＫ／Ｆｎ１４通过多种机制

参与关节组织病理过程，其机制可能是ＴＷＥＡＫ诱导人软骨

细胞 ＭＭＰｓ产生，以及ＴＷＥＡＫ通过抑制祖细胞的成软骨作

用，从而抑制关节修复［５］。ＯＡ的病理基础是关节软骨基质降

解，进而引起关节软骨的进行性破坏。ＭＭＰｓ可降解软骨细

胞外基质中的Ⅱ型胶原、弹力纤维和蛋白聚糖等，使关节软骨

肿胀，抗外力作用下降，最终导致关节软骨进行性破坏。

ＭＭＰ１３主要由软骨细胞分泌，关节炎发生时受关节中细胞因

子和生长因子诱导表达增加，特异降解Ⅱ型胶原，参与软骨组

织骨胶原和基质降解［６］。ＩＬ６在软骨退变中起着双重的调节

作用，既能促进可溶性ＴＮＦ受体生成，下调炎症反应，又能提

高免疫细胞的功能和炎症反应，促使ＩＬ１释放。ＴＷＥＡＫ作

用ＯＡ和类风湿关节炎（ＲＡ）滑膜细胞和软骨细胞后，ＭＭＰ

３、ＭＭＰ９表达增加。ＩＬ１β刺激软骨细胞后，软骨细胞

ＭＭＰ３、９和１３ｍＲＮＡ的表达明显升高。ＴＮＦα刺激ＲＡ滑

膜成纤维细胞后，ＴＷＥＡＫ能够抑制细胞因子ＩＬ６、ＩＬ８产

生，表明ＴＷＥＡＫ促细胞因子表达与相关促炎症环境有关，当

ＴＮＦα刺激ＲＡ滑膜细胞后ＴＷＥＡＫ的作用可能是网络抑制

效应［７］。本实验中 ＴＷＥＡＫ 单独作用软骨细胞后刺激了

ＭＭＰ１３和ＩＬ６的生成增加。ＴＷＥＡＫ在ＩＬ１β的共同作用

下 ＭＭＰ１３表达量与空白对照组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。ＴＷＥＡＫ在ＴＮＦα的共同作用下 ＭＭＰ１３和ＩＬ６表

达增加，与空白对照组比较差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。

细胞凋亡在ＯＡ的病理过程中的起着重要作用。ＴＷＥＡＫ通

过ＴＮＦαＴＮＦＲ１信号通路，刺激ＲＩＰ１ＦＡＤＤｃａｓｐｓｅ８复合物

合成而激发凋亡［８］。Ｆａｓ是介导 ＯＡ软骨细胞凋亡的重要途

径之一。Ｆａｓ诱导Ｆａｓ相关死亡结构域蛋白（ＦＡＤＤ），ｃａｓｐａｓｅ

８和ｃａｓｐａｓｅ１０表达。同时Ｆａｓ参与了ＴＷＥＡＫ／Ｆｎ１４的炎症

信号 通 路，Ｆａｓ 激 活 ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ３／ＥＲＫ１ 和 ＭＡＰＫ８／

ＪＮＫ
［９］，ＮＦκＢ的活化抑制ＩＬ１β和 ＴＮＦα的凋亡活性

［１０］。

Ｆａｓ表达于培养的软骨细胞膜表面，并且其表达水平受细胞密

度调节，本实验结果表明 ＯＡ软骨细胞本身分泌表达Ｆａｓ，受

到细胞因子刺激后其表达增加，但结果并没有统计学意义（犘

＞０．０５），可能与体外试验中作用浓度及时间相关，需做进一步

研究。有研究表明，ＴＷＥＡＫ具有促细胞增殖活性，促进组织

修复［１１］。本试验中ＯＡ软骨细胞经细胞因子作用后细胞增殖

较空白对照组有所增加，但差异无统计学意义（犘＞０．０５），可

能与体外传代培养过程中脱离炎性环境，相关配体丢失有关。

在本试验中ＴＷＥＡＫ对 ＯＡ软骨细胞的促凋亡、促增殖

作用不明显，可能与其作用的相互抑制有关。ＴＷＥＡＫ刺激炎

症因子 ＭＭＰ１３和ＩＬ６的表达增加，ＴＷＥＡＫ 与ＩＬ１β或

ＴＮＦα共同作用后促炎作用增强，表明其可能通过共同的信

号通路参与ＯＡ的疾病进程。进一步探讨ＴＷＥＡＫ在ＯＡ发

病机制中的作用，对该病临床治疗具有重要意义。
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２．３　染色体异常与ＳＣＥ间的关系　石油作业环境使ＳＣＥ增

加，进而可能使染色体稳定性下降，染色体异常率增加。结果

见表２。

３　讨　　论

习惯性流产是妇产科常见的疾病之一，而染色体异常是导

致流产的重要原因。本研究表明，石油作业人员染色体畸变率

高于健康对照组（犘＜０．０５）。大量研究表明染色体异常可作

为辐射损伤的敏感指标之一［５］。本文研究结果说明，染色体数

目和结构异常，包括结构易位、倒位均可导致习惯性流产。因

此，对于石油作业习惯性流产夫妇，应采用细胞遗传学技术［６］，

及时、准确地检测出异常染色体携带者和患者，避免生育染色

体异常患儿。

在职业人群遗传毒理学效应的监护方法中，ＳＣＥ检测是

评价环境中的诱变物质引起的ＤＮＡ损伤与修复效应的一种

敏感方法［７８］。ＳＣＥ形成与ＤＮＡ的稳定性有关。ＳＣＥ发生率

随ＤＮＡ损伤积累及修复能力降低而增加。本文结果显示，各

实验组ＳＣＥ发生率明显高于健康对照组，表明石油作业环境

中含有的化学物质增加了ＤＮＡ的损伤水平和ＳＣＥ发生率，由

此产生明显的细胞毒理效应。各工龄组比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。受损伤的ＤＮＡ是不稳定的，虽然其可依靠自

身的修复能力复原，但并非都能修复成正常结构［９１０］，此时易

致染色体畸变。本实验结果表明实验组的ＳＣＥ发生率随染色

体畸变率的增高而增加，两者间存在着密切相关性。

对于在有害因子环境中作业的女性，在妊娠前应进行

ＳＣＥ检测，明确其染色体稳定性，再决定是否妊娠，这对提高

生育质量有一定的价值。因此，加强对石油作业人员的劳动卫

生监护和定期健康检查是非常重要的。
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