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IL一6R抗体调节PMMA骨水泥介导的滑膜成

纤维细胞MMPs和血管化因子mRNA表达
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摘要：目的探讨IL-6R抗体对PMMA骨水泥介导的滑膜成纤维细胞MMP—l和MMP一3、VEGF和

PDGF mRNA表达的调节。方法 从全髋关节置换术中获取滑膜组织消化并传代培养。倒置相差显

微镜对滑膜细胞进行形态学观察，免疫细胞化学(SABC法)染色对滑膜成纤维细胞进行鉴定。根据

加入不同培养物，实验分为3组：PMMA组：75pg／mL PMMA骨水泥颗粒；IL-6R抗体组：10 ng／mL IL一

6R抗体+75肛g／mL PMMA骨水泥颗粒；空白对照组。采用细胞计数试剂盒一8(Cell Counting Kit一8，

CCK．8)检测IL．6R抗体、PMMA对滑膜成纤维细胞增殖活力影响；实时荧光定量PCR(real time

fluorescence quantitative polymerase chain reaction．VQ—PCR)检测MMP．1、MMP．3、VEGF和PDGF mRNA

表达。结果原代滑膜细胞贴壁后，初期为短梭形。连续3次传代后，95％以上细胞为长梭形成纤维

细胞样细胞。SABC法染色检测结果显示：上述成纤维样细胞抗CD68抗体阴性，抗vimentin抗体呈

棕黄色，为阳性反应。CCK一8检测显示：与PMMA组和空白对照组相比，IL-6R抗体组吸光度(A)值

明显降低(P<0．01)；而空白对照组与PMMA组间吸光度(A)值无统计学差异(P>0．05)。rQ—PCR

检测发现：与PMMA组和空白对照组相比，IL-6R抗体组中MMP—l和MMP一3、VEGF和PDGF mRNA

的表达明显受到抑制(P<0．01)；PMMA组中MMP—l和MMP一3、VEGF和PDGF表达较空白对照组升

高(P<0．05)。结论 IL-6R抗体能显著抑制滑膜成纤维细胞MMP一1和MMP一3、VEGF和PDGF

mRNA的表达，为生物制剂预防和治疗假体无菌性松动提供分子生物学的理论依据。
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属蛋白酶一3；血管内皮生长因子；血小板衍生生长因子
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Abstract：Objective To investigate the PMMA bone cement—mediated expression of MMP一1，MMP-3，

VEGF，and PDGF mRNA in synovial fibrublasts regulated by IL-6R antibody．Methods The synovial

tissue obtained from total hip arthroplasty was digested and subcuhured．Phase—contract microscope was

employed to observe the synovial cells and immunocytochemistry(SABC method)staining was used to

identify synovial fibroblasts．The experiment was divided inlo 3 groups according to the different supplement

in cultures：PMMA group(75斗g／ml PMMA bone cement particles)；IL-6R antibody group(10 ng／ml IL一

6R antibody and 75斗g／ml PMMA bone cement particles)；and the control group．Cell proliferation activity

regulated by IL-6R antibody or PMMA was measured by using a cell counting kit-8(CCK一8)．FQ—PCR was

used to detect the mRNA expressions of MMP一1，MMP·3，VEGF，and PDGF．Results The primary

synovial ceils showed a short spindle shape after adhesion．After 3 consecutive passages，more than 95％of

the cells became fibroblast—like cells with a long spindle shape．SABC staining showed that the anti—CD68
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antibody was negative and anti—vimentin antibody was positive in fibroblast·like cells．CCK一8 test

demonstrated that the absorbance value(A)was significantly lower in IL-6R antibody group than that in

PMMA group and control group(P<0．01)．The A value was not statistically different between the control

group and PMMA group(P>0．05)．FQ—PCR measurement showed that mRNA expressions of MMP一1，

MMP一3，VEGF，and PDGF in IL-6R antibody group were significantly inhibited than those in PMMA group

and control group(P<0．01)．The mRNA expressions of MMP-1，MMP·3，VEGF，and PDGF in PMMA

group were higher than those in control group(P<0．05)．Conclusion IL-6R antibody could significantly

inhibit the mRNA expressions of MMP·1，MMP-3，VEGF，and PDGF in synovial fibroblasts．This may

provide theoretical basis of molecular biology for the prevention and treatment of aseptic loosening of the

prosthesis．

Key words：IL．．6R antibody；PMMA；Bone cement；Synovial fibroblasts；MMP-1；MMP·3；VEGF；

PDGF

大量的体内外研究证实，人工关节磨损产生的

颗粒是引起无菌性松动的主要原因。在全髋关节置

换术后无菌性松动病例中，可发现在磨损颗粒与骨

组织界面之间或假体与骨组织之间，始终存在纤维

组织样界膜，而占界膜组织15％一30％的成纤维细

胞及其表达的众多致炎性因子在假体无菌性松动过

程中的作用近年来备受关注¨’2|。目前，对人工关

节无菌性松动的具体发病过程尚不完全清楚"1，如

何避免假体无菌性松动及其带来的二次翻修术成为

摆在广大骨科临床工作者面前的重要课题。

白细胞介素-6受体抗体(anti—interleukin-6

receptor antibody)是白细胞介素石受体(interleukin一

6 receptor，IL-6R)的特异性抗体，通过识别结合膜

结合型IL-6R(membrane．bound IL-6R，mlL-6R)和

可溶性IL-6R(soluble IL-6R，slL-6R)阻断IL一6

(interleukin一6)的信号转导级联放大作用；抑制核因

子一KB受体激活因子配体(receptor activator of NF—

zB ligand，RANKL)等的表达；同时，部分拮抗IL一1、

肿瘤坏死因子．0【(tumor necrosis factor．alpha，TNF一Ⅱ)

等促发的生物学效应H⋯。因而，IL-6R抗体具有重

要的抑制炎症反应的作用。

本研究将IL．6R抗体、聚甲基丙烯酸甲酯

(polymethylmethacrylate，PMMA)骨水泥加入滑膜成

纤维细胞培养体系，通过比较观察基质金属蛋白酶一

l(matrix metalloproteinase．1，MMP一1)和MMP一3、血

管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor，

VEGF)和血小板衍生生长因子(platelet derived

growth factor，PDGF)mRNA的表达，探讨使用生物

制剂预防与治疗人工关节假体骨溶解和无菌性松动

理论基础。

1材料和方法

1．1 材料

1．1．1 主要仪器：倒置相差显微镜(日本Olympus

公司)、高速离心机(德国Eppendorf公司)、PCR热

循环仪(德国Eppendorf公司)、凝胶成像系统

Dolphin—DOC(美国Weahec公司)、ABI Prism 7000

型荧光定量PCR仪(美国ABI公司)、Microplat

reader 680型酶联免疫检测仪(美国Bio．Rad公司)、

Tecnai G2 F20型透射电镜(荷兰Philips公司)。

1．1．2 主要试剂：DMEM培养基(美国Gibco公

司)、胎牛血清(美国Gibco公司)、0．25％胰蛋白酶

+0．02％EDTA(美国Gibco公司)、磷酸缓冲液

(PBS)(美国Gibco公司)、Ⅱ型胶原酶(美国Sigma

公司)、小鼠抗人CD68(美国Thermo公司)、小鼠抗

人vimentin蛋白(武汉博士德公司)、即用型免疫组

化超敏试剂盒(福州迈新公司)、PMMA骨水泥(美

国Howmedica Osteonics公司)、鼠抗人IL-6R抗体

(美国Invitrogen公司)、台盼蓝染色细胞存活率检

测试剂盒(上海碧云天公司)、CCK一8(Cell Counting

Kit一8)试剂盒(上海碧云天公司)、Trizol(美国

Invitrogen公司)、反转录试剂盒(北京百泰克公司)、

荧光定量PCR(fluorescence quantitative PCR。FQ．

PCR)试剂盒(美国Invitrogen公司)、6×DNA

loading buffer(北京百泰克公司)、DNA Marker(北京

天根公司)。

1．2方法

1．2．1滑膜成纤维细胞分离、培养与鉴定：滑膜组

织取自于北京大学深圳医院骨关节科5位全髋关节

置换术患者(其中男性2名，女性3名，平均年龄

55．8岁)。患者均知情同意。

将获取的滑膜组织去除表面的脂肪、血液和纤
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维结缔组织，放人50 mL离心管中，用无菌PBS反

复冲洗3次，移至60 mm培养皿中，眼科剪剪成1

mm’大小。用酶消化培养法，加入1 mg／mL 1I型胶

原酶于37 oC，5％CO：培养箱内消化4 h，然后

0．25％胰酶消化30 rain。200目滤网过滤后离心，

加入10％胎牛血清DMEM 8 mL(含IOOU／mL青霉

素、链霉素)，充分轻柔吹打成单细胞悬液，台盼蓝

染色及细胞计数法测定细胞活力，以1×106／mL分

装于两个25 em3培养瓶内，放入37。C，5％CO：培养

箱内，24 h后更换1／2培养基，以后每3d更换1次，

待细胞汇合85％以上按1：3比例以0．25％胰酶常

规消化传代，取第3～7代对数增殖期细胞作为实验

用细胞。采用倒置相差显微镜对滑膜成纤维细胞进

行形态学观察。

将滑膜成纤维细胞以2×105／mL、每孑L 2 mL接

种于预置有盖玻片(多聚赖氨酸处理)的6孔板中，

37℃，5％CO，培养箱内培养48 h。取出细胞爬片并

用PBS漂洗，后用4％多聚甲醛室温固定15 rain，采

用免疫细胞化学法(SABC)检测CD68、vimentin蛋

白，DAB显色，中性树胶封片。

1．2．2 PMMA骨水泥颗粒的制备：PMMA骨水泥颗

粒经75％酒精浸泡72 h后，PBS洗涤3次，1500r／m

离心10 rain后用含1％FBS培养基配成实验所需

浓度。透射电镜测量骨水泥颗粒直径，直径范围在

0．3一1．1斗m，与从界膜组织提取的磨损颗粒直径

(平均大小约为0．53±0．3Ixm)接近⋯。

1．2．3 实验分组：分3组：PMMA组：75斗g／mL

PMMA；IL-6R抗体组：10 ng／mL IL-6R抗体+75斗g／

mL PMMA：空白对照组。

1．2．4不同分组条件对滑膜成纤维细胞增殖活力

影响：采用CCK-8试剂盒检测。方法如下：0．25％

胰酶消化贴壁的滑膜成纤维细胞，制成单细胞悬液

并调整至1×105／mL，以每孔100wL接种于96孔

板，每孔设置3个复孔；适应性培养24 h后，再用

10％FBS培养基同步化培养24 h，弃去培养基；设

96孔板中的第1列为调零孔(无细胞，仅加培养

基)，第2列为空白对照孔(所培养的细胞中不加

PMMA及抗IL-6R抗体)，第3列为实验孔(按照上

述分组要求分别加入PMMA、抗IL-6R抗体)，于

370C，5％CO：培养箱内培养72 h；72 h后，向每孔

内加入10wL的CCK一8溶液，3 h后，置于酶标仪

450nm波长测定每孔吸光度(A)值(以A值表示细

胞增殖活力)，并记录结果；对照孔A值为对照孔所

测A值一调零孔所测A值；实验孔A值为实验孔所
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测A值一调零孑L所测A值。以上步骤重复4次，结

果取平均值。

1．2．5总RNA提取及检测：按1×106／孔、每孔2

mL接种于6孔板，24 h后弃去培养基，按照上述分

组条件要求分别加入PMMA和IL-6R抗体，培养72

h后，Trizol法提取总RNA(按照操作说明书)，加入

300LLDEPC水溶解提取的总RNA，置于一80℃保存

备用。每组实验均重复9次。

1．2．6 rQ．PCR检测MMP一1、MMP．3、VEGF和

PDGF mRNA表达：引物合成使用Primer Premier 5．0

软件，序列见表1。引物交由上海生工公司合成。

表1 各目的基因序列及扩增产物、退火温度、循环数

eDNA合成采用逆转录试剂盒，总反应体系为

201上L：RNA模板l斗L，l斗L OligodT(501山M)，l¨L 10

mM dNTP，加RNase Free dH，O至141山L，65℃加热5

rain后，置于冰上急冷，短暂离心后，加人以下组分：

4斗L 5×第一链合成缓冲液，1斗L M—MuL Reverse

Transeriptase，1斗L RNase Inhibitoro 30℃孵育10

min，42℃加热45 rain，95℃5 rain。置于一20。E保存

备用。

rQ-PCR总反应体系25斗L：eDNA模板1斗L，2

×Platinum SYBR Green qPCR superMix—UDG

12．5斗L，上游引物0．5¨L，下游引物0．5斗L，ROX校

正染液0．5斗L，加灭菌水至25“L。按照各目的基因

退火温度选择三步法完成扩增，循环数40。根据溶

解曲线判断rQ．PCR扩增产物的特异性，以B-aetin

为内参。

1．2．7统计学处理：实验结果采用SPSS 13．0软件

进行统计学分析，计量资料以孑±s表示，组间数据

用单因素方差分析(one way ANOVA)，两组间比较

采用g检验法，尸值<0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 滑膜成纤维细胞形态学及特殊染色结果

倒置相差显微镜对培养细胞进行形态学观察发
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现：原代滑膜细胞陆壁后．扔期为短梭形．片问夹杂

少盘多角突起样细胞，部分细胞形成榘落样(}l{I)。

用多次差别酶消化法和反复蛄壁传代法纯化细胞．

经3攻连续传代后．95％以上细胞为长梭形戚纤维

样细胞。传代至第3代¨寸，细胞均为长棱形，有突出

的两极．胞浆丰1{f．胞拉明硅；局肄细胞形成似幅巢

样的排列(圉2)。采用免疫细胞化学法(SABC)检

测抗CD68抗体、vimentin抗体．结果显示：抗CD68

抗体胡性，抗vimentin抗体期性。证实分离的细胞

为村膜成纤维细胞《I呈i 3)。

目2

■3抗vlmenlln监白m色＆女缃腿袋呈棕黄色

脆棱拒染或倪姨染．为月性Ⅱ应(x 200)

2．2 ccK4试验梭谢不I司分纽对RA滑腹成纤维

细胞增殖话力影响

与PMMA纽和空h对照纽相比．[LdoR抗体组

吸光度《A)值明丝降低(P c0 OI)；m】空一对照纽

与PMMA组同吸兜度(A)值无统计学差异(P>

0 05)(袅2)。

裹2 IL．6R抗体、PMMA埘晰骥戚纤维细胞

％光Ⅸ(A)值(OD)∞*自I⋯．n=12}

#}5 PMMAmⅫ＆P‘0 OS P c 0 01

2．3总RNA提取及榆测

紫外分光光度仪测定备组提取的总RNA浓度

和纯度．并JII】O％琼脂糖凝腔电泳检测。结果显

不各组OD值均在I 8～2 0之间．电涞罔条带清

晰．表明总RNA完档性好一

2-4利用2⋯o法丹析U的基凼丧迭世的崔化

川-PCRl互应完成后．电腩门动生成U的基因
和管家基堋{羊术扩堆曲线幽及溶解曲线。经溶解曲

线测定．褂到单峰扩增产物．无明旺非特异性扩增产

物．特异性好出获取的ct值．根据2。“’法(目的

基因mBNA我逃城=2““．Ao=AE—Ac．AE=

ct¨^一ct¨。．，Ac=cl⋯l—Ct¨。．)分别计算目的
基因MMP·I、MMP-3，VEGF与PI)GF在水同分组条

件下的mRNA表达量，并绘制直方圈(田4)。与

PMMA组和空白对照组相比．IL-6R抗体纽MMP-I

和MMP·3，VEGF和PDGF mRNA的表达明显受到

抑制(P<0 0”；PMMA组MMP I和MMP-3、VEGF

和I PDGF袁逃较空闩对照组升高(P<0 05)。

3讨论

人工关节假体置换术在治疗某些严重关甘疾病

如老年股骨颈骨折，股骨头缺血惟坏死及类风湿关

节炎等取得丁巨大的成功。”。但伴随而米的问题

是．但体置换术后lO—15年约有10％的患者会出

现假体周嗣骨溶解及随后发生的假体橙动，大部分

患者需接受假体翻修术”；研究””‘发现，无菌

性松动足人工_)乏节翻修术煅常见的原两．约占0}起

人丁咒节假件松动总数的75％，翻修于术不仅培

病人带来二次创伤，而且加蕈病人的经挤负担。因

此．如何避免无菌t}性f；I=松动厦其带来的二次翻修

圈滋豳
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术一直是困扰广大骨科临床1=作者的难题，

大量的体内外研究””3证实，假体磨损产生的

颗粒是引起无菌性松动的主要原囡。全髋关节置换

术后无菌性橙动病例中，可发现在磨损颗粒与骨组

织界面之间或假体与骨组织之闻．始终存在纤维组

织样界膜．研究o‘”发现界膜组织主要由臣噬细胞

和成纤维细胞构成．而这两种细胞在磨损颗粒介导

的骨溶解过程中起重要作用。近年来，在假体无菌

性骨溶解过程中，占界膜组织15％一30％的成纤维

细胞的作用引起学者们的广泛戈注1“。成纤维细

胞吞噬瘩损颗粒和在细胞园子、化学因子刺激下能

增强多种炎性因子的表达．如ILq5、TNF-d、MMPs、

VEGF、PDGF、RANKL、IL-IB等，成纤维细胞及其分

泌的炎性因子在假体周围骨与软骨基质破坏、破骨

细胞分化成熟、巨噬细胞与淋巴细胞激活、界膜组织

血管化及纤维化等方面发挥重要作用，井最终引发

假体无菌性松动。“”1。

IL击是一种作用广泛的多效性细胞因子．参与

渊节免疫反应、骨代谢、急性时相反应以及造血功能

等过程。大量研究“7”1证实，滑膜成纤维细胞表达

的IL缶与其受体IL正R结台后澈活JAK／STAT

(Janus kin攒／signa[transducer and activator or

transcription)与Ras一促分裂原括他蛋白澈酶(瞄
mitogen．activated protein kirtle．R岫．MAPK)信号通

路，增加TNF-a、IL-1等的表达．而增多的TNF-n、IL—

I等分别再与各自膜受体结合后可以激活NF-zB信

号，形成级联放大作用．进而促进TNF一叶IL I自身

以厦IL-(5、MMPs、VEGF、IL{、环氧合酶一2(COX-2)、

血管细胞粘跗分子．1(VCAM-I)等一系列促炎性因

子的衷达‘tg,州。因此，我们选用IL_．SR特异性抗体

IL-6R抗体进行实验。

MMPs是一类含锌的肚链内切酶。正常情况

下．MMPs主要功能是参与组织蕈靼，近年的研究发

现其还具有嗣节免疫反应(如影响细胞因子或化学

因子信号的传导)”。正常滑膜成纤维细胞合成少

量的MMPs．而在假体磨损颗粒的刺激下，滑膜成纤

维细胞、巨噬细胞增强MMPs的表达。过量表达的

MMPs对骨和软骨基质有强大的降解作用，导致骨

与软骨基质的丢失，引发骨咛软骨正常结掏的严重

破坏，因而与假体周围骨溶解．无菌性假体松动有嚣

密的关系。MMP-I和MMP0是MMPs家族的典型

代表，时骨和软骨等细胞外基质破坏作用最强且最

为主要2”。。Ishigur0等‘圳提取人工关节翻修患者

界膜组织的RNA，分别检测MMP—l、2、3、9 mRNA表

达情况．结果发现MMP·1、3在骨水泥固定的假体橙

动组织中表达局限性增强。Koreny等”“实验发现，

在假体磨损颗粒的刺激下．成纤维细胞能分泌大量

的MMP-I与MMP-3。

假体周围相对缺氧的徽环境、磨损颗粒盈其诱

导产生的致受因子联合可刺激滑膜成纤维细胞增碹

和VEGF、PDGF持续高表达。Tunyogi—Csapo等p’

研究证实．无菌性骨溶解和松动的假体界膜组织及

周围存在明显的血管肉芽组织的侵袭性生长，而成

纤维细胞及其分泌的成纤维细胞源生长因子VEGF

和PDGF在界膜组织血管化发生发展过程中起着重

要作用。一方面．VEGF和PDGF分别与其受体结

合，通过信号转导促进滑膜成纤维细胞增生、血管新

生与成熟，井增加血管通透性。另外，VEGF和

PDGF趋化井激活单棱细胞、淋巴细胞，还能增强炎

症介质释放，加重毙症反应。已有的研究““认为。

VEGF在新生m管生成早期起作用，而PDGF主要

发挥促血管功能成熟。此外，VEGF还能增加破骨
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细胞前体细胞上RANK的表达，有助于破骨细胞的

分化和成熟。“。。

我们的研究发现，与空白对照组相比，PMMA组

MMP．1、MMP．3、VEGF与PDGF表达上调。这可能

是在PMMA骨水泥颗粒刺激下，滑膜成纤维细胞产

生的IL-6、TNF—Ot、IL一1B等致炎性因子，分别通过与

各自胞膜上的受体结合后增加MMP一1、MMP一3、

VEGF和PDGF等转录的结果。

MMPs分解细胞外基质所产生的多肽等小分子

有机物为血管化提供必要的物质基础；而血管新生

后，带来更多的MMPs，形成恶性循环””o。因此，如

何阻断MMPs、VEGF和PDGF对假体周围骨与软骨

基质的破坏作用以及假体周围血管化的形成，成为

近年来的研究热点。

IL．6R抗体是IL-6R的特异性抗体，通过识别结

合IL-6R而直接阻断IL-6级联放大作用和部分拮抗

IL．1、TNF一仅等促发的生物学作用，起到抵抗炎症反

应、抑制细胞增殖、分化、迁移作用4’”。。Shinriki

等[30i研究发现，人源性的IL-6R抗体能显著抑制横

纹肌肉瘤VEGF mRNA的表达。Nakahara等“1发

现，IL-6R抗体能使RA患者血清中升高的VEGF降

低至正常水平；在体外，IL-6与IL．1 p均能诱导滑膜

成纤维细胞分泌VEGF，而向滑膜成纤维细胞培养

体系加入IL-6R抗体后，VEGF的表达受到抑制，同

时IL-6、IL．1B和TNF．0【的合成也明显降低。推断

这可能是IL-6R抗体有效抑制成纤维细胞产生

VEGF的机制。最新的研究。3纠结果表明，选择性沉

默VEGF基因能抑制钛颗粒诱发BALB／c小鼠的

TNF．a、IL一1 B和RANKL表达。

我们的实验结果表明，与空白对照组和PMMA

组相比，IL-6R抗体组MMP一1和MMP一3、VEGF和

PDGF mRNA的表达显著降低(P<0．01)。通过各

组间的比较可见，IL．6R抗体可以有效抑制MMP．1

和MMP．3、VEGF和PDGF表达。因而，使用IL-6R

抗体可以阻断MMPs造成的假体周围骨与软骨基质

的破坏以及VEGF和PDGF诱发的假体周围新生血

管的形成，对假体无菌性松动可能起到较好的预防

和治疗作用。

目前，对IL-6R抗体的研究主要集中在类风湿

关节炎(rheumatoid arthritis，RA)的治疗方面。

Genovese等"副进行的Ⅲ期TOWARD临床试验发

现，IL-6R抗体联合任一种改变病情抗风湿药都可

以使病人在无明显副反应情况下获得安全有效的关

节与全身系统症状的缓解。Smolen等∞41对中、重度

活动性RA患者使用不同剂量的IL．6R抗体治疗期

间，病人耐受性良好、仅有较少和较轻微的不良反

应，认为IL-6R抗体是缓解中、重度活动性RA的有

效药物。

人工关节无菌性松动的具体发病机制至今尚未

完全阐明。“。对于那些已经发生无菌性松动但没

有必要进行翻修手术者或有关节磨损和骨溶解而尚

未发生无菌性松动的患者，使用靶向性强、作用确

切、副作用小的生物制剂治疗是未来发展的方向。

IL-6R抗体作为一种新型生物制剂在RA治疗方面

已经取得肯定的疗效。因此，我们相信深入研究IL．

6R抗体在人工关节无菌性松动发生过程中的防治

作用机制，探索使用IL-6R抗体进行假体无菌性松

动的合理预防与治疗，保存假体周围骨量，具有重要

的指导意义。
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