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j摘要C 目的o探讨膝骨关节炎Cjｎ(( ｏcｔ(ｏａｒｔｈｒｉｔｉcinＯFu患者巨噬细胞趋化力增强情况n及与疾病严重程度的相
关性d方法o筛选 TryE 年 s 月至 TrTT 年 l 月收治的 ir 例 nＯF 患者为观察组n并分为中度组 TE 例 重度组 ar 例和极
重组 Ty 例d 同期选入健康体检者 ar 例作为对照组d 检测各组巨噬细胞中核转录因子Co.Cｎｕtｌ(ａｒ ｔｒａｎctｒｉｐｔｉｏｎ ,ａtｔｏｒC
o.nＮLCo.u Ｃ2Ｃ 趋化因子受体 s CＣC2CＣ tｈ(ｍｏjｉｎ( ｒ(t(ｐｔｏｒ ｔdｐ( snＣ2ＣAsu和 Ｃ2Ｃ 趋化因子配体 yT CＣC2CＣ
tｈ(ｍｏjｉｎ( ｌｉ ａｎ) yTnＣ2ＣvyTu的基因表达e用视觉模拟量表评分;ｖｉcｕａｌ ａｎａｌｏ ｕ( ctａｌ(nＶFＳu评价关节的疼痛程度e用
膝骨关节学会评分系统Cnｎ(( Ｓｏtｉ(ｔd ctｏｒ(nnＳＳu评价关节功能e并进行分析d 结果o中度组 重度组 极重组的 ＮLCo. 
Ｃ2ＣAs 和 Ｃ2ＣvyT 表达均高于对照组e重度组 极重组的 ＶFＳ ＮLCo. Ｃ2ＣAs 和 Ｃ2ＣvyT 表达均高于中度组nnＳＳ 低
于中度组e极重组 ＶFＳ ＮLCo. Ｃ2ＣAs 和 Ｃ2ＣvyT 表达高于重度组nnＳＳ 低于重度组C均 Ｐ＜r．ryud 患者巨噬细胞中
ＮLCo. Ｃ2ＣAs 和 Ｃ2ＣvyT 表达均与 ＶFＳ 呈正相关n而与 nＳＳ 呈负相关CＰ 均＜r．ryud患者巨噬细胞中 ＮLCo. Ｃ2ＣAs
和 Ｃ2ＣvyT 表达均与疾病严重程度呈正相关e排除传统因素C性别 年龄 病程u的影响n多元线性回归分析进一步显示
ＮLCo. Ｃ2ＣAs 和 Ｃ2ＣvyT 表达均与疾病严重程度仍呈正相关CＰ 均＜r．ryud结论onＯF 患者巨噬细胞趋化力随着病情
加重而呈增强趋势n且与疼痛程度 功能受损程度均相关d
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表 C 各组膝骨关节炎患者一般资料比较

opyrC ightp(c)g g2 0- -(pB epjp phg 0 0(gnt) g2
tpjc- j) Fcju d -- g)j-gp(ju(cjc)

组别 例数
性别 C例 年龄opyrig C

岁

病程opyrig
C年

身体质量指数

opyrig C o(c)o-Ng男 女

对照组 ma BN Bj  apaBnBapaF NFpdrn p j

中度组 Nd BN Br  Bpa nBmpB Np  napdr N pamnjpr 

重度组 ma Bm Br  apr nB prN NprBnapdr NFpjjnjpd 

极重组 NB BB Ba  BpFNndpdj Np jnapdr NFpdBn par

检验值  ElapjrF elapaB elapajr elapasr

 值 apjsm apddr apjFN apd r

膝骨关节炎o(0,, eLi,e6xi3x\i\LtAuvg是一种由
多因素导致的关节软骨退行性继发性骨质增生的慢

性骨关节疾病t以膝关节为主要发病部位eBd;Auv常
发于中老年人t且女性发病率明显高于男性t尤其肥
胖女性eNd; 疼痛是 Auv 最基本的症状t其机制可能
与滑膜炎、半月板和软骨下骨髓病变等因素有关 emd;
有研究报道esd降低核转录因子-κＢo0bｃ.,6x ix60Lｃx\z鄄
i\e0 ｆ6ｃiex-κＢtＮＦ-κＢg信号通路的活化态t会下调巨
噬细胞 2Ｘ2 趋化因子受体 ro2-Ｘ-2 ｃ3,oe(\0, x,鄄
ｃ,ziex iｙz, rt2Ｘ2Ｒrg的表达t继而抑制 2Ｘ2 趋化因
子配体 BN o2-Ｘ-2 ｃ3,oe(\0, .\c60ｄ BNt2Ｘ2ＬBNg所
介导的巨噬细胞趋化的能力t 从而减少该细胞在关
节滑膜聚集t 缓解了滑膜炎; 基于此t 本研究探讨
Auv 患者 2Ｘ2ＬBN 所介导的巨噬细胞趋化力增强
情况t及与疾病严重程度的相关性;
C 资料与方法

Cr C 病例选择

纳入标准 ：符合 Auv 诊断标准 eFd；年龄 sa～
ja岁；同意参与本项研究t签署知情同意书; 排除标
准：并发严重骨疏松、骨性融合或骨肿瘤疾病者；并
发肝、肾、心和肺功能障碍者；认知行为能力障碍者;
Cr ２ 一般资料

回顾性分析深圳市宝安区福永人民医院

NaBd 年 r 月至 NaNN 年  月收治的 ja 例 Auv 患者
为观察组; Ｍ\ｃ3,. Ｌ,ｑb,L,0的 Auv严重分级指数e d

评价膝关节疼痛或不适的内容项目含：夜间卧床时、
起床后晨僵或进展性疼痛t站立 ma o\0 后t行走时t
坐起时需手帮忙t最大步行距离t需手杖或拐杖t上
或下楼梯t下蹲或下跪t走不平的路; 总分值范围 a～
NN 分t分值越大表示 Auv 越严重t按总分的分级将
ja 例观察组进行分组：中度组为 B～r 分t共 Nd 例；
重组为 j～BN 分t共 ma 例；极重组为 Bs～NN 分t共 NB
例; 选入同期健康体检者 ma例作为对照组; 各组的
年龄、性别、身体质量指数等一般资料比较t差异均
无统计学意义o ＞apaFgt具有可比性t见表 B;纳入的
所有研究对象均符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》
的要求;
Cr ３ 外周血单核细胞的分离与刺激

分别在早上 j 点前t 采集各组空腹受试者 j o.
血液; 用肝素抗凝混匀后t 3内分离外周血中单个
核细胞; 具体操作步骤为： 用 2ＤBs 磁珠oＭ\.i,0ｙ\
Ｂ\ei,ｃ Bma-aFa-NaBg分选单核细胞；用含 Ba％胎牛
血清o天杭生物 BsBaaBg的 B sa 完全培养基oＳＩＧ鄄
Ｍv ＲFBFjg培养细胞; 细胞培养条件设置为 mr ℃、
F％ 2uN; 每 m ｄ换液 B次; 第 r天时t可获得各组的
巨噬细胞erd;

Cr ４ 观察项目与方法

Cr ４r C 疼痛程度评价 用视觉模拟评分 oｖ\Lb6.
606.ecb, Lｃ6.,tgvＳgejd评价 Auv 患者膝关节的疼痛
程度; 分值范围 a～Ba分t分值越大疼痛越剧烈;
Cr ４r ２ 功能受损程度评价 用膝关节学会评分

oA0,, Ｓeｃ\,iｙ Lｃex,tAＳＳgedd评价 Auv 患者膝关节功
能; 包括 m个问题t即疼痛、活动度、稳定性t分值范
围 a～Baa分t分值越小表示功能越差;
Cr ４r ３ 巨噬细胞中 ＮＦ-κＢ、2Ｘ2Ｒr 和 2Ｘ2ＬBN 基
因表达测定 用 hＲＩｚe.oＩ0ｖ\ixec,0tBFFd aN g提取
各组巨噬细胞总 ＲＮvt 用微量分光光度计oh3,x鄄
oeｆ\L3,xtＮ60eｄxezNaaag 检测总 ＲＮv 样本浓度 t
vN a C vNja≥Bpja为样本合格t可用于下一步; 将总
ＲＮv逆转录成 ｃＤＮv;根据说明书配成体系后t在实
时荧光定量 Ｐ2Ｒ 仪中扩增; 反应条件：dF ℃下预
变性 Baa Lt循环 B 次 ；dF ℃变性 BF L； a ℃退火
FF L；rN ℃延伸 Na L; 共 sN个循环; 选用 β-6ｃi\0为
内参基因t 用 N-△△2i 法算出 ＮＦ-κＢ、2Ｘ2Ｒr 和 2Ｘ鄄
2ＬBN基因相对表达量; 引物序列由上海生工合成t
见表 N;
Cr ５ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ Bdpa软件进行统计学分析;定量资料
以均数n标准差opy±ig表示; 多组间比较采用单因素
方差分析o两两比较用 ＬＳＤ-ｔ 检验g; 定性资料比较
采用卡方检验; 用 Ｐ,6xLe0 分析双变量之间的相关
性； 进一步用多元线性回归分析巨噬细胞中 ＮＦ-
κＢ、2Ｘ2Ｒr 和 2Ｘ2ＬBN 基因表达与 Auv 严重程度
的关系; 以  ＜apaF 为差异有统计学意义;
２ 结果

２r C 各组 gvＳ、AＳＳ 和巨噬细胞趋化力相关基因表
达比较

巨噬细胞在镜下的细胞形态不规则且较大、贴
壁紧密;各组 gvＳ、AＳＳ及巨噬细胞趋化力相关基因
表达见表 m; 观察各组指标发现t中度组、重度组、极
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表 C 基因引物序列

opyrC ighg t(c)g(  g20gh-g

基因名称 上游序列 下游序列

ＮCopy igoＴhＣhtＴＣＣhＣＴtttＴhＣhtoag igothhＣtＴＴＣtＴhＴhhtＴthhＣＴtoag

Ｃ(Ｃc) igoＴhＣtＴＣＴＣＴＴＣhtＣＴtＣＴＣthtoag igohhＣtＴhＴＴhhht ＣtＣtＴＣtＣoag

Ｃ(Ｃ 2T igoＣＣthＣＣＣＴＣtＴＣＣＣhthoag igotＣtＴＴＴＴＣtＴＴＴＣＣＴh ＣＴＴhhＴhoag

0oａ0ｔｉｎ igoＣＣhＴttthtＣＣＴＣＴtＴhＣＣttＣt oag igoＴthhthＣＣ thhhＣthＴttＴＣoag

表 B 各组膝骨关节炎患者的 ejngFnn 和巨噬细胞趋化力相关基因表达比较ounder
opyrB El)tp(c lh ls ejn Fnn ph. )p-(lt,pLg -,g)ldp-dc- Lghg gAt(g  clh p)lhL L(l0t ls tpdcghd vcd, ;hgg

l dglp(d,(cdc ounder

注：与对照组比较，ａＰ＜r．ri；与中度组比较，ｂＰ＜r．ri；与重度组比较，0Ｐ＜r．ri

表 ４ 巨噬细胞中相关基因表达与 ejngFnn 的相关性
opyr４ El((gｌpdclh ygdvggh gAt(g  clh ｌgｖgｌ ls (gｌpdg.

Lghg ch )p-(lt,pLg ph. ejn Fnn

表 ５ 多元线性回归分析结果

opyr５ Ｍ0ｌdctｌg ｌchgp( (gL(g  clh phpｌｙ c 

组别 例数 ＶtA B分 EAA B分 ＮCopy Ｃ(Ｃc) Ｃ(Ｃ 2T

对照组 ar r．lrLr．rl r．GGLr．rl r．a2Lr．rG

中度组 TI T．22Lr．lI lT．2TL2T．GT 2．2GLr．r)ａ r．NrLr．rGａ r．N rLr．riａ

重度组 ar i．a2Lr．)2ｂ a)．a2LI．iTｂ 2．irLr．2rａｂ 2．arLr．rNａｂ 2．T2Lr．rNａｂ

极重组 T2 )．TlLr．NIｂ0 Tl．TGLI．2lｂ0 T．TGLr．2Iａｂ0 2．)2Lr．22ａｂ0 2．liLr．Tlａｂ0

Ｆ 值 )aG．lTl INi．)Gi 2 TrG．G2I 2 NNr．NTT T 2T2．raT

Ｐ 值 ＜r．rr2 ＜r．rr2 ＜r．rr2 ＜r．rr2 ＜r．rr2

指标
ＶtA EAA

ｒ 值 ｒ 值 Ｐ 值

ＮCopy r．lil ＜r．rr2 or．)GT ＜r．rr2

Ｃ(Ｃc) r．NaN ＜r．rr2 or．))T ＜r．rr2

Ｃ(Ｃ 2T r．NTl ＜r．rr2 or．NTI ＜r．rr2

Ｐ 值

指标
标准化

系数 β 值
ＲT值

校正的

ＲT值
Ｆ 值 Ｐ 值

ＮCopy r．l)T r．iTr r．i22 2al．rlI ＜r．rr2

Ｃ(Ｃc) r．)GT r．l2N r．iI2 2rI．TGG ＜r．rr2

Ｃ(Ｃ 2T r．)NN r．liI r．l2a II．l)T ＜r．rr2

重组的 ＮCopy、Ｃ(Ｃc) 和 Ｃ(Ｃ 2T 基因表达均高于
对照组；重度组、极重组的 ＶtA、ＮCopy、Ｃ(Ｃc) 和
Ｃ(Ｃ 2T 基因表达均高于中度组，EAA 低于中度组；
极重组的 ＶtA、ＮCopy、Ｃ(Ｃc) 和 Ｃ(Ｃ 2T 基因表
达高于重度组，EAA低于重度组oＰ＜r．r2r。 见表 a。
Cr C 巨噬细胞中相关基因表达与 ＶtA、EAA相关性

EＯt 患者巨噬细胞中 ＮCopy、Ｃ(Ｃc) 和 Ｃ(鄄
Ｃ 2T基因表达均与 ＶtA 呈正相关， 而与 EAA 呈负
相关oＰ＜r．r2r。 见表 G。

Cr B 巨噬细胞中相关基因表达与 EＯt 严重程度相
关性

EＯt 患者巨噬细胞中 ＮCopy、Ｃ(Ｃc) 和 Ｃ(鄄
Ｃ 2T基因表达均与 EＯt 严重程度呈正相关， 排除
传统因素o性别、年龄、病程r的影响，多元线性回归
分析进一步显示 EＯt 患者巨噬细胞中 ＮCopy、Ｃ(鄄

Ｃc) 和 Ｃ(Ｃ 2T 基因表达均与 EＯt 严重程度仍呈
正相关oＰ＜r．r2r。 见表 i。

B 讨论

EＯt 是以膝关节软骨的变性、破坏及骨质增生
为特征的慢性关节病，中老年病人发病率高，主要表
现为膝关节疼痛、活动受限，晚期有膝关节畸形 ［2r］。
目前，EＯt 的发病机制尚不明确。 随着研究的不断
深入，大量证据表明滑膜炎和促炎介质在 EＯt 的病
理机制中发挥重要作用［22］。
Br １ EＯt 患者巨噬细胞趋化力增强

大量的研究数据显示， 以巨噬细胞为主导的固
有免疫与 EＯt 的发生、发展密切相关［2T］。 在关节损
伤或衰老应激下， 软骨细胞或细胞外基质的崩解产
物可充当损伤相关分子模式激活巨噬细胞， 而激活
的巨噬细胞趋化力增强后能在关节处聚集 ［2a］，该发
现与本研究结果基本一致。 本研究结果发现， 中度
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组C重度组C极重组的 ＮopyiCＣgＣht 和 ＣgＣ(cT 基
因表达均高于对照组)重度组C极重组的 Ｖ 2CＮop
yiCＣgＣht和 ＣgＣ(cT基因表达均高于中度组0022
低于中度组)极重组的 Ｖ 2CＮopyiCＣgＣht 和 Ｃg-
Ｃ(cT基因表达高于重度组2022 低于重度组 据研
究显示2 巨噬细胞的激活会释放促炎因子和趋化因
子2既能诱发巨噬细胞聚集2又能进一步诱发促炎因
子和基质金属蛋白酶的合成与释放B 这些因子会对
软骨细胞造成严重影响2 进而促进大量蛋白聚糖和
软骨碎片的生成2 从而又进一步加剧巨噬细胞的聚
集2从而形成闭环的恶性循环系统2导致骨关节炎的
发生发展ecji 在动物骨关节炎模型实验研究中发现2
使用锦葵花色素能抑制 Ｎopyi 信号2进而降低白细
胞介素 c 和基质金属蛋白酶等2从而有效缓解 0Ｏ 
诱导的疼痛和炎症的发生 同时也有研究发现2抑制
Ｎopyi 信号轴2能有效减缓脂多糖诱发的软骨细胞
炎症反应和凋亡2从而起到保护骨关节的作用ecni 目
前研究显示2 趋化因子 cagＣgＣht 和 ＣgＣ(cT 均参
与了骨关节炎的病情发展B 其中 ＣgＣ(cT 可能直接
通过提升免疫应答2 促进炎症因子的生成及增强巨
噬细胞趋化聚集2促进骨关节炎的病情进展ecliB以上
研究结论与本研究基本一致B
 F o 0Ｏ 患者巨噬细胞趋化力与疾病严重程度的
相关性

在 0Ｏ 进展中2免疫细胞具有释放和上调外周
痛觉敏化的有关配体2 其中最主要的两类是巨噬细
胞和肥大细胞ectiB 本研究结果显示u0Ｏ 患者巨噬
细胞中 ＮopyigＣgＣht 和 ＣgＣ(cT 基因表达均与
Ｖ 2 呈正相关2而与 022 呈负相关)提示巨噬细胞
趋化力增强会提高 0Ｏ 患者的关节疼痛和功能受
损 据显微成像技术观察发现20Ｏ 患者中约占
tld的膝关节中巨噬细胞呈活化态2 且巨噬细胞聚
集数量与疼痛程度呈明显正相关 此外2利用静脉注
射氯膦酸钠脂质体消耗掉巨噬细胞2 能有效下调膝
关节炎症反应2从而起到减轻 0Ｏ 晚期患者疼痛的
目标ecei 很多研究已证实2在骨关节炎患者关节滑膜
中存在一定程度的炎症2 且滑膜炎的炎症程度与关
节炎疾病严重程度呈显著正相关ecEi 病变滑膜组织
中最主要的促炎细胞是巨噬细胞 该细胞释放大量
促炎因子和软骨基质降解酶能促进骨关节炎及加快

关节的退化 本研究结果显示u0Ｏ 患者巨噬细胞
中 ＮopyigＣgＣht 和 ＣgＣ(cT 基因表达均与 0Ｏ 
严重程度呈正相关)排除传统因素l性别g年龄g病
程c的影响2多元线性回归分析进一步显示 0Ｏ 患
者巨噬细胞中 ＮopyigＣgＣht 和 ＣgＣ(cT 基因表达
均与 0Ｏ 严重程度仍呈正相关2 该结果提示 Ｃg-

Ｃ(cT 所介导的巨噬细胞趋化力增强参与了 0Ｏ 的
进展 据研究发现20Ｏ 患者滑膜组织比健康滑膜
组织中的 sc样和 sT样巨噬细胞表达均有所增加)
进一步的动物实验发现2在 0Ｏ 形成之前去除滑膜
巨噬细胞2T 周后对膝关节行组织学检查可发现关
节骨赘形成明显减少2 表明滑膜巨噬细胞与骨赘形
成及 0Ｏ 相关病理有关eTri 同样的研究也发现2大
多数 0Ｏ 患者关节处的巨噬细胞呈活化态2关节处
的巨噬细胞数量与膝痛严重程度g0 Ｏ 疾病严重程
度l包括了关节间隙变窄和骨赘c呈显著相关 该研
究提示 0Ｏ 发生时可能会有众多骨髓来源的单核
细胞趋化聚集至滑膜处2推进滑膜炎症的加剧eTci 应
用单光子发射计算机断层成像技术研究发现2 关节
液 ＣCcjgＣCcla 表达2和血清 ＣCcla 表达2这些因
子表达均被发现与膝关节囊g 滑膜中巨噬细胞的激
活呈显著相关)其中2关节液 ＣCcj 表达还与关节间
隙变窄g骨赘的严重程度呈显著正相关)节液和血浆
ＣCcj 表达均与关节疼痛程度呈显著正相关eTTi 可见
本研究结果表明 ＣgＣ(cT 所介导的巨噬细胞趋化力
增强可能是推进 0Ｏ 进展的重要生物学机制2提示
抑制该条机制可能有助于减缓 0Ｏ 的发生发展 

综上所述2通过本研究发现 0Ｏ 患者 ＣgＣ(cT
所介导的巨噬细胞趋化力增强2 且随着病情加重呈
递增的趋势2与疼痛程度g功能受损程度均呈显著相
关 抑制 ＣgＣ(cT所介导的巨噬细胞趋化力增强2有
望成为防治 0Ｏ 的关键节点 然而2本研究仍存在
一些不足之处2 巨噬细胞在关节滑膜处的聚集促进
0Ｏ 2除了来源于单核巨噬细胞之外2还有定居巨噬
细胞2尚需扩大样本量和增加体内外试验2这些都可
作为后期的研究方向 
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