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降钙素对兔膝骨关节炎发病过程中细胞因子
及关节软骨细胞凋亡的试验研究

尤笑迎1杨红梅2
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摘要：目的探讨降钙素(cT)对兔膝骨关节炎发病过程中细胞因子及关节软骨细胞凋亡情况的影

响。方法将36只健康大耳白兔随机分为空白对照组(A组)、模型组(B组)和cT治疗组(c组)，

B、c两组采用改良Hult}l法复制膝骨关节炎模型，A组除切开皮肤和关节腔外，不做其他处理，从术

后第6周开始c组每天皮下注射cT 5u／kg，A、B组给与等量生理盐水皮下注射，连续注射20 d后处

死动物。观察膝骨关节炎(KOA)发病过程中关节软骨病理组织学的变化，关节液中细胞因子IL一1、

TNF．仪、N0的变化。关节软骨Ⅱ型骸原及基质金属蛋白酶一1(MMP一1)的变化，以及cT对上述指标的

影响。结果 与A组相比，B组JP和Mankin’s评分明显升高，关节软骨损伤明显加重，关节液中IL一

1、TNF．0【、N0含量明显升高(P<o．05)，关节软骨Ⅱ型胶原含量明显降低，MMP—l活性和软骨细胞凋

亡百分数明显升高(P<o．05)；与B组相比，c组关节液中IL一1、TNF一0【、No含量明显降低(P<

0．05)，关节软骨损伤减轻、Ⅱ型胶原含量明显升高，MMP一1活性和软骨细胞凋亡百分数明显降低(P

<O．05)。结论cT对KOA的治疗作用与细胞因子及细胞外基质合成与分解代谢失衡的恢复有关：

关键词：膝骨关节炎；细胞因子；凋亡；Ⅱ型胶原；MMP一1；降钙素
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Abstract： objective To explore the effects of calcitonin(CT) on cytokines and apoptosis of anicular

chondrocytes during the development of knee osteoarthritis in rabbits． MethOds Thirty—six rabbits were

randomly divided into 3 groups：normal group(group A)，model group(group B)，and cT treatment group

(group c)． The rabbits in group B and C were made into knee osteoarthritis by modified Hulth’s method．

The rabbits in group A were dealt with no procedure except the incision of skin and articular cavity． The

rabbits in group C were administered with hypodermic injection of CT eVeryday(5 u／kg)．The other rabbits

were administered with normal saline injection． All rabbits were sacrifised after continuous treatment for 20

days． The pathology and apoptosis of articular cartilage，Variation of cytokines IL一1，TNF—a， and N0 in

synovial nuid，collagen type II，and MMP一1，and the eff宅ct of CT，were obserVed． Results The JP and

Mankin’s scores of rabbits in group B were significantly higher than those in group A． The articular cartilage

i11jury of rabbits in group B was also severer than that in group A． Meanwhile，the content of IL一1，TNF一0【，

and NO in synovial nuid significantly increased(P<0．05)． The content of collagen type II significantly

decreased and MMP一1 activity and the percent of apoptotic articular chondIDcytes significantly increased(P

<0．05)． Comparing to group B， the content of IL一1， TNF—d， and N0 in synovial nuid of rabbits

significantly decreased(P<O．05)，the articular cartilage injury reduced and the content of collagen type II

significantly increased，and MMP一1 activity and the percent of apoptotic articular chondrocytes significantly
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decreased(P<O．05)，in group C．Conclusion The emcacy of CT on KOA may be related to the recovery

of the imbalance of both cytokines and synthesis—degradation of cartilage matrix．

Key words： Knee osteoarthriti吕； Cytokines； Apoptosis； Collagen II； MMP一1； Calcitonin

膝骨关节炎(Knee Osteoarthritis，KOA)是常见

于中老年的膝关节慢性退行性疾病，以滑膜和关节

软骨结构破坏和功能障碍为主要病理改变，研究发

现其发生发展与白细胞介素-l(IL．1)、肿瘤坏死因

子(TNF一0【)和一氧化氮(NO)的变化密切相关。降

钙素(calcitonin，cT)对骨关节炎(Osteoarthritis，

OA)症状有明显的改善作用¨’“。本试验通过建立

不稳定膝关节诱导骨关节炎模型，观察了cT对

KOA发病过程中关节液中IL一1、TNF-0【、NO含量及

关节软骨病理组织学和Ⅱ型胶原及基质金属蛋白

酶．1(MMP。1)表达的影响，从而探讨cT治疗KOA

的作用机理。

1材料和方法

1．1 材料

鲑鱼降钙素(1m1：50u／支，H20050501，北京诺

华制药有限公司)；生物显微镜(日本，Olympus)；分

光光度计(754型，上海菁华科技仪器有限公司)；

NO检测试剂盒(南京聚力生物医学工程研究所)，

Ⅱ型胶原、MMP一1免疫组化试剂盒(武汉博士德生

物制剂有限公司)，ELIsA检测试剂盒及Tunell检测

试剂盒(上海锐聪科技发展有限公司)。

1．2模型制备及试验分组

4～6月龄健康大耳白兔36只，体重2．5～

3．0kg，雌雄不限，随机分为空白对照组(A组)、模

型组(B组)、cT治疗组(c组)，每组12只。B、c两

组采用改良Hulth法复制膝骨关节炎，耳缘静脉缓

慢推注50％乙醇(5ml／kg)进行麻醉，左下肢膝关节

及周围备皮、消毒，取膝关节内侧人路，切断内侧副

韧带，摘除内侧l／3半月板，切断前交叉韧带，避免

损伤关节软骨，缝合关节囊及皮肤，A组除切开皮肤

和关节腔外，不做其他处理。术后连续7d青霉素

20万u肌肉注射，分笼饲养，1周后开始每天强迫

活动1 h，连续4周，从术后第6周开始c组每天皮

下注射降钙素5u／kg，A、B组给与等量生理盐水皮

下注射。

1．3关节液的收集

试验结束后，耳缘静脉空气栓塞处死动物，立即

切开关节囊，先肉眼观察关节软骨、滑膜及关节液情

况，然后用1mL生理盐水冲洗关节腔，收集关节液，

3000r／min离心20min，取上清液，一80℃保存备用。

1．4软骨标本的制备

试验结束后，耳缘静脉空气栓塞处死动物，立即

切开膝关节腔，用锐利刀片切取股骨内髁关节软骨，

修成0．5×0．5×0．5cm3，经冰生理盐水冲洗后置人

4％多聚甲醛液(pH 7．4)固定72h，15％乙二胺四乙

酸(EDTA)脱钙12周，石蜡包埋，常规切片备用。 ．

1．5检测指标

1．5．1 软骨组织大体形态观察

动物处死后，打开关节腔，观察膝关节关节囊、

滑膜、关节软骨及关节液是否清澈，按Pelletier JP标

准进行评分口]，0分：关节面透明光整、色泽正常；1

分：关节面粗糙，有小的裂隙且色泽灰暗；2分：关节

面糜烂，软骨缺损深达软骨表层和中层；3分：关节

面有溃疡，缺损深达软骨深层；4分：软骨剥脱，软骨

下骨质暴露。

1．5．2显微镜下观察

切片进行常规HE(苏木素一伊红)染色，显微

镜下观察软骨形态变化，并参照Mankin 7s改良的关

节软骨病理评分标准H。进行积分统计，关节软骨病

理评分标准见表1。

表1 骨关节炎组织病理学Mankin评分标准

观察项目 积分 观察项目 积分

I结构 Ⅲ基质染色(异染性)

正常 O 正常 0

表层破坏、不规则 1 轻度减少 l

血管翳、表层不规则 2 中等减少 2

浅层裂隙形成达移行层 3 重度减少 3

裂隙深达辐射层 4 失染(未着色) 4

裂隙深达放射带 5 Ⅳ潮线完整性

全层软骨缺损 6 完整 O

Ⅱ细胞 不完整 l

正常 O

弥漫性细胞过多、紊乱 1

细胞局限性增多、呈簇 2

细胞减少 3

总积分 0—14

1．5．3 关节液IL．1、TNF．0【、NO含量检测 关节液

中IL．1、TNF．0【含量检测采用双抗体夹心酶联免疫
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吸附法(ELIsA)，严格按试剂盒说明书操作．在

L450 nm紫外光波下测oD值；N0含量检测用硝酸

还原酶法。

1．5．4软骨组织Ⅱ型胶原、MMP一1蛋白表达情况

检测

采用免疫组织化学染色法进行，严格按试剂盒

说明书进行操作，用PBs代替一抗作为阴性对照，

Ⅱ型胶原阳性表达为基质中呈现棕褐色，MMP—l蛋

白阳性表达结果为软骨细胞浆呈棕褐色或棕黄色颗

粒，HPIAs-1000高清晰彩色病理图像分析系统(同

济千屏)测定阳性细胞的灰度值，取每张切片均值

为测量值。

1．5．5软骨细胞凋亡情况检测

采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的原位末端平

移法(Tunell)法检测软骨细胞的凋亡情况，严格按

试剂盒说明书进行操作。光镜下以细胞核中出现棕

黄色颗粒为阳性，每张切片随机选取5个不重叠高

倍视野，计算阳性细胞百分数。

1_6统计学处理

采用sPssll．0统计软件包进行统计分析，计量

资料以均数±标准第(*±sD)表示．用￡检验：大体

评分用秩和检验，检验标准P<0 05。

2结果

2．1一般情况

造模过程中，动物良好无死亡，术后膝关节感染

2只，均被淘汰，列人观察的共34只，A组11只，B

组11只，c组12只，其余动物试验期间健康状况良

好。术后3～5 d膝关节肿胀较明显，关节腔积液，

双后肢力量减低，活动频次减少，l周后逐渐好转．

B、c组动物膝关节不稳，有异常活动度，4周后膝关

节畸形肿大，A组关节外部结构正常，无肿胀，活动

自如。

2．2大体形态观察

A组关节软骨半透明状，外观呈蓝白色，色泽明

亮，无裂纹及软化，关节液清亮透明，滑膜无增生；B

组关节软骨失去原有光泽，表面粗糙，呈灰黄色，有

软骨缺损，尤以股骨内髁明显，滑膜不同程度增生粘

连，关节液增多、混浊，呈泡沫状；c组关节软骨色泽

变淡，光泽度降低，滑膜可见少量增生，关节液略增

多见图I；各组股骨髁软骨退变评分见表2。

图l 各组动物左下肢的大体形态观察

表2各组股骨髁软骨退变分级

注：与A组比较，a尸(0 05。与B组比较．b P<0 05。

2．3光镜观察结果

A组关节软骨4层结构清晰可辨，软骨面平滑

规整，结构正常无裂隙，软骨细胞排列整齐，未见软

骨细胞簇，基质均匀，潮线完整；B组软骨表层变薄、

粗糙，裂隙较多，有软骨细胞簇集现象，潮线多不完

整或消失；c组软骨4层结构可辨，软骨表面较规

则、裂隙少，软骨细胞排列较整齐，潮线尚完整，见图

2．Mankin评分见表3。

表3各组兔膝关节Mankin评分

注：与A组比较．a P(0 05，与B组比较，b P<0 05。
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图2各组关节软骨光镜观察结果(HE×200)

2．4关节液IL—l、TNF．d、N0含量检测结果

关节液IL-1、TNF-q、N0含量检结果见表4。

表4各组关节液中IL一1、TNF一口、NO表达情况

注：与A组比较．a P(0 05．与B组比较．b P(0 05。

2．5软骨组织Ⅱ型胶原、MMP-l蛋白表达情况检

测结果

2．5．1 Ⅱ型胶原免疫组织化学染色结果

A组关节软骨基质深染，主要分布于软骨的表

层和中层，分布均匀，深层少有着色，吸光度值高于

其他组，差异有显著性(P<O．05)；B组关节软骨基

质染色很淡。表层有脱色现象，中层及中下层有少量

着色；c组关节软骨基质染色良好，着色主要分布于

表层及中层，细胞簇周围出现深染，吸光度值高于B

组，差异具有显著性(P(0．05)，见表5。

2．5．2 MMP．1蛋白表达情况检测结果

A组仅表层软骨细胞内偶见MMP．1弱阳性表

达；B组软骨全层可见MMP-l呈棕黄色表达，c组

阳性表达介于前二者之间，见表5。

裹s各组软骨中Ⅱ型胶原、MMP-l表达情况

庄：与A组比较．a P(0 05．与B组比较，b P<O 05。

2．6软骨细胞凋亡情况检测结果

A组偶见软骨细胞凋亡，B组软骨全层可见大

量凋亡的软骨细胞，c组软骨细胞凋亡情况介于前

两者之间。B组软骨细胞凋亡细胞百分数(29．65±

2．03％)明显高于A组(4 12±O．37％)和c组

(8．32±1．62％)(P<O．05)，见图3。

圈3各组关节软骨细胞凋亡情况(Tunell法×200)

s讨论 盏嚣盖纛主霞淼嚣喜妻篓?吴掌裹喜主
关节软骨的退行性变及完整性破坏是膝关节骨关节 由维持其功能的基质和软骨细胞组成．软骨基质由
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胶原(主要为II型胶原)、蛋白多糖和水组成。正

常情况下，软骨基质的合成与降解保持着动态平衡，

为软骨细胞提供稳定的生存环境，以保证其结构和

功能的正常。现研究认为骨关节炎的发生主要与软

骨细胞及其生活的微环境即软骨基质构成成分的改

变有关，而软骨基质合成与降解的失平衡又与细胞

因子的失平衡密切相关。

IL一1是一种激素样多肽，是经典的炎症调节剂，

具有多方面的作用。正常的滑膜细胞只产生微量的

IL．1，KOA时滑膜组织和软骨细胞可通过自分泌作

用合成大量的IL．1，IL—l可通过抑制透明软骨特征

性Ⅱ、Ⅸ型胶原蛋白的合成和促进软骨和滑膜组织

金属蛋白酶、NO的表达，而引发软骨基质的合成与

分解代谢失调、促进软骨细胞凋亡，参与关节炎症反

应。5 o。TNF一0【是由单核巨噬细胞系统产生的一种肽

类激素，是一种强有力的促炎症细胞因子，可协同白

细胞介素参与炎症反应∞1，TNF-Ⅸ对软骨细胞作用

与IL一1相类似，包括促进能降解基质的蛋白水解酶

的产生，抑制软骨基质合成，两种细胞因子能产生强

烈协同效应。有研究认为TMr一0l推动急性炎症反

应，而IL．1维持炎症和导致软骨腐蚀¨。。NO是一

种广泛存在于生物体内的小分子生理介质，由一氧

化氮合酶(nitric oxide synthase，NOs)催化L·精氨酸

经过一系列反应而生成，可介导多种生理病理过程。

研究表明在骨关节炎的发病过程中，IL·1B、TNF一0l

等可增加软骨细胞和滑膜细胞诱导型一氧化氮合酶

(iNOs)mRNA表达，使NOs活性增强，N0大量生

成，NO反过来又进一步促进炎性细胞因子释放，形

成恶性循环，大量生成的N0一方面引起滑膜组织

损伤和血管扩张，使血管壁的通透性增大而引起渗

出，导致滑膜肿胀、充血及关节内炎性细胞渗出、关

节腔积液，从而引起滑膜炎症；另一方面增强基质金

属蛋白酶(Matrix Metalloproteinase，MMPS)的活性

和诱导软骨细胞凋亡，增加II型胶原降解，加重软

骨损害‘8I。

本试验采用Hulth法复制动物OA模型，通过改

变膝关节生物力学状态以诱导关节软骨退变，建立

骨关节炎模型，通过Pelletier JP软骨组织大体评分

和改良的Mankin’s关节软骨病理评分进行严格评

价，发现与空白对照组(A组)相比较，模型组(B

组)JP和Mankin’s评分明显升高，而此两种评分是

反映骨关节炎病变严重程度的定量分析方法，病变

越重，分值越大，积分越高，说明软骨损伤越严重，因

此该试验结果表明B组动物膝关节软骨破坏严重，
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同时关节液中IL．1、TNF．仪、NO含量明显升高(P<

0．05)，关节软骨Ⅱ型胶原含量明显降低，MMP一1活

性和软骨细胞凋亡百分数明显升高(P<0．05)，说

明本试验KOA动物模型复制成功，且在KOA发病

过程中细胞因子的失衡、MMP一1的释放及Ⅱ型胶原

的降解发挥着重要作用。

降钙素(calcitonin，cT)是一种抗骨重吸收药

物，长期以来一直用于治疗骨质疏松症，且证实了其

治疗骨量减少疾病的有效性和安全性一’”1，研究证

实，cT可影响0A关节损伤的进程。1“。本研究发

现，C组动物经过CT治疗后，与B组比较JP评分和

Mankin’s评分明显降低，软骨损伤明显减轻，提示

cT对KOA具有治疗作用，可减轻关节软骨的损伤。

同时发现，与B组相比，关节液中IL一1、TNF-Ⅸ、NO

含量明显降低(P<0．05)，关节软骨Ⅱ型胶原含量

明显升高，MMP—l活性和软骨细胞凋亡百分数明显

降低(P<0．05)，说明在cT治疗KOA过程中细胞

因子、软骨基质的合成与降解失衡有所恢复，软骨损

伤有所减轻，至于CT与机体的细胞因子系统间的

关系，是由于cT的抗骨重吸收作用，保护了软骨细

胞，从而使软骨细胞分泌合成的IL一1、TNF一0【、NO减

少，还是因为首先减少了IL—l、TNF一仅和NO的量，

从而对软骨细胞和滑膜细胞起到了保护作用，或者

二者兼而有之，以及具体的信号转导途径，有待进一

步的研究。
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