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摘　要　目的：观察人工关节假体磨损颗粒对巨噬细胞游走抑制因子表达的影响。方法：配制钛颗粒悬液，并培养小鼠巨噬细胞。

将培养的第３代小鼠巨噬细胞分别进行以下实验：①将细胞分为４组，Ａ组不作任何处理，Ｂ组加入浓度为０．０１％的钛颗粒；Ｃ组

加入浓度为０．０５％的钛颗粒，Ｄ组加入浓度为０．１％的钛颗粒。培养２４ｈ后分别用酶联免疫吸附剂测定法和聚合酶链式反应法

检测各组的巨噬细胞游走抑制因子蛋白和巨噬细胞游走抑制因子 ｍＲＮＡ的含量。②将细胞分２组，对照组不作任何处理，观察

组加入浓度为０．１％的钛颗粒。分别在实验开始后０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ和３６ｈ对２组的不同培养孔的细胞用酶联免疫吸附剂测定

法和聚合酶链式反应法检测各组的巨噬细胞游走抑制因子蛋白和巨噬细胞游走抑制因子ｍＲＮＡ的含量。③将细胞分为４组，Ⅰ

组不作任何处理，Ⅱ组加入浓度为０．１％的钛颗粒，Ⅲ组加入浓度为１００μｍｏｌ·ｍＬ－１的吡咯烷二硫代氨基甲酸盐，Ⅳ组先加入浓

度为１００μｍｏｌ·ｍＬ－１的吡咯烷二硫代氨基甲酸盐，１ｈ后再加入浓度为０．１％的钛颗粒。培养２４ｈ后用酶联免疫吸附剂测定法

检测各组的巨噬细胞游走抑制因子蛋白含量。④将细胞分为２组，ａ组不作任何处理，ｂ组加入浓度为０．１％的钛颗粒。分别在

实验开始后０ｈ、０．５ｈ、１ｈ、３ｈ和６ｈ对２组的不同培养孔的细胞用酶联免疫吸附剂测定法测定磷酸化ｐ６５的含量。结果：①钛

颗粒浓度对巨噬细胞游走抑制因子表达的影响：各组小鼠巨噬细胞巨噬细胞游走抑制因子蛋白和巨噬细胞游走抑制因子 ｍＲＮＡ

含量的组间比较，差异均有统计学意义（Ｆ＝２０７．１５８，Ｐ＝０．０００；Ｆ＝６４．９５５，Ｐ＝０．０００）。Ａ组巨噬细胞游走抑制因子蛋白和巨噬

细胞游走抑制因子ｍＲＮＡ的含量［（３．９３±０．１１）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．０３±０．０１）］与Ｂ组［（４．２１±０．２７）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．１０±０．０１）］比

较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１６７；Ｐ＝０．２２３）；Ａ组小于Ｃ组［（６．５６±０．２７）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．２５±０．０９）］，差异有统计学意义（Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．００４）；Ａ组小于Ｄ组［（７．８２±０．２１）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．７０±０．０９）］，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；Ｂ组小于

Ｃ组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０２５）和Ｄ组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；Ｃ组小于Ｄ组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）。②钛颗粒刺激时间对巨噬细胞

游走抑制因子的影响：对照组巨噬细胞游走抑制因子蛋白和巨噬细胞游走抑制因子 ｍＲＮＡ含量各时点间比较，差异无统计学意

义（Ｆ＝０．３１０，Ｐ＝０．８６５；Ｆ＝０．０６５，Ｐ＝０．９９１）。观察组巨噬细胞游走抑制因子蛋白和巨噬细胞游走抑制因子ｍＲＮＡ含量各时点

间比较，差异有统计学意义（Ｆ＝３２．８５７，Ｐ＝０．０００；Ｆ＝１５．６２１，Ｐ＝０．０００），各时点间两两比较：６ｈ时的巨噬细胞游走抑制因子蛋

白和巨噬细胞游走抑制因子ｍＲＮＡ表达量［（４．１４±０．２４）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．０８±０．０４）］与０ｈ［（３．６０±０．４０）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．０３±

０．０１）］比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１３３；Ｐ＝０．６２１）；１２ｈ的表达量［（５．６１±０．４７）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．３６±０．２１）］大于０ｈ，差异有

统计学意义（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００４）；２４ｈ的表达量［（７．１５±０．１０）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．７１±０．１２）］大于１２ｈ，差异有统计学意义（Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．００３）；３６ｈ的表达量［（５．２２±０．８５）ｎｇ·ｍＬ－１，（０．３１±０．１８）］小于２４ｈ，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００４），

但高于０ｈ的表达量（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００３）。③钛颗粒和吡咯烷二硫代氨基甲酸盐对巨噬细胞表达巨噬细胞游走抑制因子蛋白

的影响：实验结束后４组小鼠巨噬细胞的巨噬细胞游走抑制因子蛋白量分别为，Ⅰ组（３．７７±０．４２）ｎｇ·ｍＬ－１，Ⅱ组（７．５９±０．２８）

ｎｇ·ｍＬ－１，Ⅲ组（４．２３±０．４２）ｎｇ·ｍＬ－１，Ⅳ组（６．４８±０．５）ｎｇ·ｍＬ－１。析因方差分析结果提示，单独使用０．１％钛颗粒能促进巨

噬细胞表达巨噬细胞游走抑制因子蛋白（Ｆ＝１５３．３６３，Ｐ＝０．０００）；单独使用１００μｍｏｌ·ｍＬ－１的吡咯烷二硫代氨基甲酸盐对巨噬

细胞表达巨噬细胞游走抑制因子蛋白无影响（Ｆ＝１．７６２，Ｐ＝０．２２１）；１００μｍｏｌ·ｍＬ－１的吡咯烷二硫代氨基甲酸盐对０．１％钛颗粒

促进巨噬细胞表达巨噬细胞游走抑制因子蛋白具有抑制效应（Ｆ＝１０．３２５，Ｐ＝０．０１２）。④钛颗粒浓度对巨噬细胞ＮＦ－κＢ信号通

路的影响：ａ组各时点磷酸化ｐ６５含量比较，差异无统计学意义（Ｆ＝０．２４８，Ｐ＝０．９０４）。ｂ组各时点磷酸化ｐ６５含量比较，差异有

统计学意义（Ｆ＝３０．２１７，Ｐ＝０．０００），各时点间两两比较：０．５ｈ磷酸化 ｐ６５含量［（１７．６８±０．５５）ｐｇ·ｍｇ－１］高于０ｈ［（１０．３８±

３．１８）ｐｇ·ｍｇ－１］，差异有统计学意义（Ｐ＝０．００５）；１ｈ磷酸化ｐ６５含量［（２３．３１±２．０５）ｐｇ·ｍｇ－１］高于０．５ｈ，差异有统计学意义

（Ｐ＝０．０２０）；３ｈ磷酸化ｐ６５含量［（３１．８０±１．８４）ｐｇ·ｍｇ－１］高于１ｈ，差异有统计学意义（Ｐ＝０．００２）；６ｈ磷酸化 ｐ６５含量

［（１８．４２±３．６１）ｐｇ·ｍｇ－１］低于３ｈ（Ｐ＝０．０００），但高于０ｈ（Ｐ＝０．００３）。结论：人工关节假体磨损颗粒可通过ＮＦ－κＢ信号通路

上调巨噬细胞游走抑制因子的表达，促进假体周围炎症反应，导致假体周围骨吸收、溶解，导致假体无菌性松动。

关键词　人工关节　巨噬细胞游走抑制因子　ＮＦ－κＢ　动物实验

基金项目：浙江省温州市科技计划项目（Ｙ２０１２００２７）
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ｗｅｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈＥＬＩＳＡａｔ０，０．５，１，３ａｎｄ６ｈｒｓｆｒｏｍｔｈｅｂｅｇｉｎｎｉｎｇｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：①Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｔａｎｉｕｍ

ｐａｒｔｉｃｌｅｓｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＭＭＩＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ：ＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲＮＡ

ｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｍｏｎｇｔｈｅ４ｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝２０７．１５８，Ｐ＝０．０００；Ｆ＝６４．９５５，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓ

ｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲＮＡｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐＡ（（３．９３±０．１１）ｎｇ／ｍｌ，（０．０３±０．０１））ａｎｄｇｒｏｕｐＢ（（４．２１±０．２７）ｎｇ／ｍｌ，（０．１０

±０．０１）（Ｐ＝０．１６７；Ｐ＝０．２２３）；ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲＮＡｏｆｇｒｏｕｐＡｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐＣ（（６．５６±

０．２７）ｎｇ／ｍｌ，（０．２５±０．０９））ａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００４）；ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲ

ＮＡｏｆｇｒｏｕｐＡｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐＤ（（７．８２±０．２１）ｎｇ／ｍｌ，（０．７０±０．０９）），ａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．０００）；ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲＮＡｏｆｇｒｏｕｐＢｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐＣ（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０２５）

ａｎｄｇｒｏｕｐＤ（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲＮＡｏｆｇｒｏｕｐＣｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐＤ（Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．０００）．②ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｉｔａｎｉｕｍｐａｒｔｉｃｌｅｓｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎＭＭＩＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ：Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓ

ｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲＮＡｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｆ＝０．３１０，Ｐ＝０．８６５；Ｆ＝０．０６５，Ｐ＝０．９９１）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ

ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲＮＡｏｆｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｆ＝３２．８５７，Ｐ＝

０．０００；Ｆ＝１５．６２１，Ｐ＝０．０００）．Ｆｕｒｔｈｅｒｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎａｎｙｔｗｏｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲＮＡｂｅｔｗｅｅｎ６ｈｒｓ（（４．１４±０．２４）ｎｇ／ｍｌ，（０．０８±０．０４））ａｎｄ０ｈｒ（（３．６０±０．４０）ｎｇ／ｍｌ，

（０．０３±０．０１））（Ｐ＝０．１３３，Ｐ＝０．６２１）；ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲＮＡａｔ１２ｈｒｓ（（５．６１±０．４７）ｎｇ／ｍｌ，（０．３６±

０．２１））ｗｅｒｅｌａｒｇｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅａｔ０ｈｒ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００４）；ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ

ＭＭＩＦｍＲＮＡａｔ２４ｈｒｓ（（７．１５±０．１０）ｎｇ／ｍｌ，（０．７１±０．１２））ｗｅｒｅｌａｒｇｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅａｔ１２ｈｒｓ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００３）；ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＭＭＩＦｍＲＮＡａｔ３６ｈｒｓ（（５．２２±０．８５）ｎｇ／ｍｌ，（０．３１±０．１８））ｗｅｒｅｌｏｗｅｒ

ｔｈａｎｔｈｏｓｅａｔ２４ｈｒｓ（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００４）ａｎｄｌａｒｇｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅａｔ０ｈｒ（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００３）．③ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｉｔａｎｉｕｍｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄＰＤＴＣ

ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎ：Ａｆｔｅｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎｓ，ｔｈｅＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅ（３．７７±０．４２）ｎｇ／ｍｌ（ｇｒｏｕｐⅠ），（７．５９±

０．２８）ｎｇ／ｍｌ（ｇｒｏｕｐⅡ），（４．２３±０．４２）ｎｇ／ｍｌ（ｇｒｏｕｐⅢ）ａｎｄ（６．４８±０．５）ｎｇ／ｍｌ（ｇｒｏｕｐⅣ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉ

ａｎｃｅｏｆｆａｃｔｏｒｉａｌｄｅｓｉｇｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｓｉｎｇｌｅｕｓｅｏｆ０．１％ ｔｉｔａｎｉｕｍｐａｒｔｉｃｌｅｓｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎ

（Ｆ＝１５３．３６３，Ｐ＝０．０００），ｗｈｉｌｅｓｉｎｇｌｅｕｓｅｏｆＰＤＴＣ（１００μｍｏｌ／ｍｌ）ｈａｄｎｏｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎ（Ｆ＝１．７６２，Ｐ＝

０．２２１）．ＰＤＴＣ（１００μｍｏｌ／ｍｌ）ｃｏｕｌｄｄｅｐｒｅｓｓｔｈｅｐｒｏｍｏｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆ０．１％ ｔｉｔａｎｉｕｍｐａｒｔｉｃｌｅｓｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＩＦｐｒｏｔｅｉｎ

（Ｆ＝１０．３２５，Ｐ＝０．０１２）．④ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｉｔａｎｉｕｍｐａｒｔｉｃｌｅｓｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ：Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏ

ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｐ６５ｃｏｎｔｅｎｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｇｒｏｕｐａ（Ｆ＝０．２４８，Ｐ＝０．９０４）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｐ６５ｃｏｎｔｅｎｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｇｒｏｕｐｂ（Ｆ＝３０．２１７，Ｐ＝０．０００）．Ｆｕｒｔｈｅｒｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｈｏｗｅｄ

ｔｈａｔｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｐ６５ｃｏｎｔｅｎｔｓａｔ０．５ｈｒ（（１７．６８±０．５５）ｐｇ／ｍｇ）ｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔａｔ０ｈｒ（（１０．３８±３．１８）ｐｇ／ｍｇ）（Ｐ＝０．００５）；

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｐ６５ｃｏｎｔｅｎｔｓａｔ１ｈｒ（（２３．３１±２．０５）ｐｇ／ｍｇ）ｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔａｔ０．５ｈｒ（Ｐ＝０．０２０）；ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｐ６５ｃｏｎｔｅｎｔｓａｔ

·５１·　中医正骨２０１３年１月第２５卷第１期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（总０１５）　　　
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３ｈｒｓ（（３１．８０±１．８４）ｐｇ／ｍｇ）ｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔａｔ１ｈｒ（Ｐ＝０．００２）；ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｐ６５ｃｏｎｔｅｎｔｓａｔ６ｈｒｓ（（１８．４２±３．６１）ｐｇ／ｍｇ）

ｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔａｔ３ｈｒｓ（Ｐ＝０．０００）ａｎｄｌａｒｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔａｔ０ｈｒ（Ｐ＝０．００３）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｗｅａｒｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｒｏｍｊｏｉｎｔｐｒｏｓｔｈｅｓｉｓｃａｎｕｐ

ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＩＦｔｈｒｏｕｇｈＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅａｃｔｉｏｎｓａｒｏｕｎｄｐｒｏｓｔｈｅｓｉｓ，ｗｈｉｃｈｌｅａｄｓｔｏｂｏｎｅ

ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｌｙｓｉｓ，ａｎｄｌｅａｄｓｔｏａｓｅｐｔｉｃｐｒｏｓｔｈｅｓｉｓｌｏｏｓｅｎｉｎｇａｓａｆｕｒｔｈｅｒｒｅｓｕｌｔ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｊｏｉｎｔｐｒｏｓｔｈｅｓｉｓ；Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎ－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ；ＮＦ－ｋａｐｐａＢ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　人工关节假体磨损颗粒诱导的慢性炎症反应可
促进假体周围骨吸收、溶解，是人工髋关节置换术后

假体无菌性松动的主要原因之一［１］。巨噬细胞游走

抑制因子 （ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，
ＭＭＩＦ）是炎症反应上游的调控因子，为了研究人工关

节假体磨损颗粒对其表达的影响，我们进行了动物实

验，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验材料及试剂　钛颗粒（ＡｌｆａＡｅｓａｒ公司）；小
鼠巨噬细胞（中国科学院细胞库）；吡咯烷二硫代氨基

甲酸盐（ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＰＤＴＣ）（Ｓｉｇｍａ公
司）；ＲＩＰＡ裂解液、细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试
剂盒（碧云天公司）；ＭＭＩＦ酶联免疫吸附剂测定（ｅｎ

ｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒、磷酸
化ｐ６５ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＧＢＤ公司）；ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ总
ＲＮＡ提取试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。
１．２　实验仪器　ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ超净工作台（ＡＩＲ

ＴＥＣＨ公司）；ＴＰ８００聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪（ＴａＫａＲａ公司）。

２　方　法
２．１　钛颗粒悬液配制　将钛颗粒用乙醇浸泡消毒
后，用无菌ＰＢＳ配成浓度为５％的悬液，用鲎试剂证

实其无内毒素后储存在４℃冰箱备用。
２．２　小鼠巨噬细胞培养　用含有１０％胎牛血清和

１００单位·ｍＬ－１青霉素与 １００ｍｇ·ｍＬ－１链霉素的

ＤＭＥＭ高糖培养基，在３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中

培养小鼠巨噬细胞。每２～３ｄ更换一次培养基，待
细胞铺满培养皿底部约８０％后按１∶１０比例进行传代

培养。将第３代细胞按每孔１×１０６个细胞接种于６

孔板中继续用 ＤＭＥＭ培养基培养，待细胞铺满培养
皿底部约８０％后换无胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，饥
饿２４ｈ后进行实验。
２．３　观察指标

２．３．１　钛颗粒浓度对ＭＭＩＦ表达的影响　将细胞分
成４组，Ａ组不作任何处理，Ｂ组加入浓度为０．０１％

的钛颗粒，Ｃ组加入浓度为０．０５％的钛颗粒，Ｄ组加
入浓度为 ０．１％的钛颗粒。培养 ２４ｈ后分别用
ＥＬＩＳＡ法和 ＰＣＲ法检测各组的 ＭＭＩＦ蛋白和 ＭＭＩＦ
ｍＲＮＡ的含量。
２．３．２　钛颗粒刺激时间对 ＭＭＩＦ表达的影响　将细
胞分成２组，对照组不作任何处理，观察组加入浓度
为 ０．１％的钛颗粒。分别在实验开始后 ０ｈ、６ｈ、
１２ｈ、２４ｈ和 ３６ｈ对 ２组的不同培养孔的细胞用
ＥＬＩＳＡ法和 ＰＣＲ法检测各组的 ＭＭＩＦ蛋白和 ＭＭＩＦ
ｍＲＮＡ的含量。
２．３．３　钛颗粒和 ＰＤＴＣ对巨噬细胞表达 ＭＭＩＦ蛋白
的影响　将细胞分成４组，Ⅰ组不作任何处理；Ⅱ组
加入浓度为 ０．１％的钛颗粒；Ⅲ组加入浓度为 １００

μｍｏｌ· ｍＬ－１的 ＰＤＴＣ；Ⅳ 组先加入浓度为 １００
μｍｏｌ·ｍＬ－１的ＰＤＴＣ，１ｈ后再加入浓度为０．１％的钛
颗粒。培养２４ｈ后用 ＥＬＩＳＡ法检测各组的 ＭＭＩＦ蛋
白含量。

２．３．４　钛颗粒浓度对巨噬细胞 ＮＦ－κＢ信号通路的
影响 将细胞分成２组，ａ组不作任何处理，ｂ组加入
浓度为 ０．１％的钛颗粒。分别在实验开始后 ０ｈ、
０．５ｈ、１ｈ、３ｈ和６ｈ对２组的不同培养孔的细胞用
ＥＬＩＳＡ法测定磷酸化ｐ６５的含量。
２．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件对所得数据
进行统计分析，Ａ组、Ｂ组、Ｃ组及 Ｄ组小鼠巨噬细胞
ＭＭＩＦ蛋白和ＭＭＩＦｍＲＮＡ含量的组间比较采用单因
素方差分析，组间两两比较采用 ｑ检验；对照组和观
察组小鼠巨噬细胞ＭＭＩＦ蛋白和ＭＭＩＦｍＲＮＡ含量的
各时间点间的组内比较采用单因素方差分析，各时点

间两两比较采用 ｑ检验；钛颗粒和 ＰＤＴＣ对巨噬细胞
表达 ＭＭＩＦ蛋白的影响采用析因设计方差分析；ａ组
和ｂ组小鼠巨噬细胞磷酸化 ｐ６５含量的各时间点间
的组内比较采用单因素方差分析，各时点间两两比较

采用ｑ检验。检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　钛颗粒浓度对ＭＭＩＦ表达的影响　各组小鼠巨
噬细胞ＭＭＩＦ蛋白和 ＭＭＩＦｍＲＮＡ含量的组间比较，
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差异均有统计学意义。Ａ组ＭＭＩＦ蛋白和ＭＭＩＦｍＲ
ＮＡ的含量与 Ｂ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．１６７；Ｐ＝０．２２３）；Ａ组小于 Ｃ组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝
０．００４）和Ｄ组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；Ｂ组小于Ｃ组
（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０２５）和 Ｄ组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝
０．０００）；Ｃ组小于 Ｄ组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）。
（表１）
表１　钛颗粒浓度对小鼠巨噬细胞ＭＭＩＦ表达的影响

组别
ＭＭＩＦ蛋白含量
（ｎｇ·ｍＬ－１） ＭＭＩＦｍＲＮＡ含量

Ａ组 ３．９３±０．１１ ０．０３±０．０１
Ｂ组 ４．２１±０．２７ ０．１０±０．０１
Ｃ组 ６．５６±０．２７ ０．２５±０．０９
Ｄ组 ７．８２±０．２１ ０．７０±０．０９
Ｆ值
Ｐ值

２０７．１５８ ６４．９５５
０．０００ ０．０００

３．２　钛颗粒刺激时间对 ＭＭＩＦ表达的影响　对照组
ＭＭＩＦ蛋白和 ＭＭＩＦｍＲＮＡ含量各时点间比较，差异

无统计学意义（表 ２）。观察组 ＭＭＩＦ蛋白和 ＭＭＩＦ
ｍＲＮＡ含量各时点间比较，差异有统计学意义（表
３），各时点间两两比较：６ｈ时的 ＭＭＩＦ蛋白和 ＭＭＩＦ
ｍＲＮＡ表达量与０ｈ比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．１３３；Ｐ＝０．６２１）；１２ｈ的表达量大于 ０ｈ（Ｐ＝
０．０００；Ｐ＝０．００４）；２４ｈ的表达量大于 １２ｈ（Ｐ＝
０．０００；Ｐ＝０．００３）；３６ｈ的表达量小于 ２４ｈ（Ｐ＝
０．０００；Ｐ＝０．００４），但高于０ｈ的表达量（Ｐ＝０．０００；
Ｐ＝０．００３）。
３．３　钛颗粒和 ＰＤＴＣ对巨噬细胞表达 ＭＭＩＦ蛋白的
影响　单独使用０．１％钛颗粒能促进巨噬细胞表达
ＭＭＩＦ蛋白（Ｆ＝１５３．３６３，Ｐ＝０．０００）；单独使用１００

μｍｏｌ·ｍＬ－１的 ＰＤＴＣ对巨噬细胞表达 ＭＭＩＦ蛋白无
影响（Ｆ＝１．７６２，Ｐ＝０．２２１）；１００μｍｏｌ·ｍＬ－１的
ＰＤＴＣ对０．１％钛颗粒促进巨噬细胞表达 ＭＭＩＦ蛋白
具有抑制效应（Ｆ＝１０．３２５，Ｐ＝０．０１２）。（表４）

表２　对照组小鼠巨噬细胞ＭＭＩＦ蛋白和ＭＭＩＦｍＲＮＡ表达量随时间变化的情况

观察指标 ０ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ Ｆ值 Ｐ值

ＭＭＩＦ蛋白（ｎｇ·ｍＬ－１） ３．９３±０．１１ ４．０１±０．０１ ４．２５±０．３４ ４．１６±０．１５ ３．９５±０．８７ ０．３１０ ０．８６５

ＭＭＩＦｍＲＮＡ ０．０３±０．０１ ０．０３±０．００ ０．０２±０．０１ ０．０２±０．０１ ０．０３±０．０１ ０．０６５ ０．９９１

表３　观察组小鼠巨噬细胞ＭＭＩＦ蛋白和ＭＭＩＦｍＲＮＡ表达量随时间变化的情况

观察指标 ０ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ Ｆ值 Ｐ值

ＭＭＩＦ蛋白（ｎｇ·ｍＬ－１） ３．６０±０．４０ ４．１４±０．２４ ５．６１±０．４７ ７．１５±０．１０ ５．２２±０．８５ ３２．８５７ ０．０００

ＭＭＩＦｍＲＮＡ ０．０３±０．０１ ０．０８±０．０４ ０．３６±０．２１ ０．７１±０．１２ ０．３１±０．１８ １５．６２１ ０．０００

表４　钛颗粒和ＰＤＴＣ对小鼠巨噬细胞表达

ＭＭＩＦ蛋白的影响　ｎｇ·ｍＬ－１

１００μｍｏｌ·ｍＬ－１ＰＤＴＣ

不用 用
合计

０．１％
钛颗粒

不用 ３．７７±０．４２ ４．２３±０．４２ ４．００±０．４５

用 ７．５９±０．２８ ６．４８±０．５４ ７．０３±０．７２

合计 ５．６８±２．１１ ５．３５±１．３０ ５．５２±１．６８

３．４　钛颗粒浓度对巨噬细胞 ＮＦ－κＢ信号通路的影
响　ａ组各时点磷酸化 ｐ６５含量比较，差异无统计学
意义。ｂ组各时点磷酸化 ｐ６５含量比较，差异有统计
学意义，各时点间两两比较：０．５ｈ磷酸化ｐ６５含量高
于０ｈ（Ｐ＝０．００５）；１ｈ磷酸化ｐ６５含量高于０．５ｈ（Ｐ
＝０．０２０）；３ｈ磷酸化ｐ６５含量高于１ｈ（Ｐ＝０．００２）；
６ｈ磷酸化ｐ６５含量低于３ｈ（Ｐ＝０．０００），但高于０ｈ
（Ｐ＝０．００３）。（表５）

表５　小鼠巨噬细胞磷酸化ｐ６５含量随时间变化的情况　ｐｇ·ｍｇ－１

组别 ０ｈ ０．５ｈ １ｈ ３ｈ ６ｈ Ｆ值 Ｐ值

ａ组 ９．５７±２．３８ １０．５８±２．８６１０．８３±１．５８ １０．３２±０．６１ ９．６８±１．３９ ０．２４８ ０．９０４

ｂ组 １０．３８±３．１８ １７．６８±０．５５２３．３１±２．０５ ３１．８０±１．８４ １８．４２±３．６１ ３０．２１７ ０．０００

４　讨　论
人工关节假体磨损颗粒诱导的慢性炎症反应可

促进假体周围骨吸收、溶解，是人工髋关节置换术后

假体无菌性松动的主要原因之一。钛是人工关节假

体中常见的成分之一，也是假体磨损颗粒中常见的一

种成分，因此科学研究中常将钛颗粒作为假体磨损颗

粒［２］来进行研究。

ＭＭＩＦ是重要的炎症因子，它在炎症级联反应中
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处于上游位置，能够上调其它炎症因子的合成和释放，

从而调控各种炎症反应过程。ＭＭＩＦ可以诱导巨噬细
胞、淋巴细胞表达多种炎性因子，促进炎症进展［３］。它

也可上调滑膜中成纤维细胞的基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－１，ＭＭＰ－１）和ＭＭＰ－３水平，破坏细胞
外基质，还可促进巨噬细胞吞噬异物颗粒［４］。

ＮＦ－κＢ通常指由 ｐ６５和 ｐ５０组成的二聚体转录
蛋白，是机体内多种炎症反应的共同通道之一［５］。

ＮＦ－κＢ信号通路是通过一系列的信号级联反应最终
激活ＩκＢ激酶，使ＩκＢ降解，ｐ６５和 ｐ５０磷酸化，磷酸
化的ｐ６５转移至细胞核内，激活特定基因的转录，最
终合成各种炎症因子［６］。ＰＤＴＣ是 ＮＦ－кＢ的特异性
抑制剂，有清除氧自由基的作用，能有效抑制 ＮＦ－κＢ
的活性，从而降低肿瘤坏死因子α、白细胞介素１０、白
细胞介素８等的 ｍＲＮＡ水平，阻断通过 ＮＦ－кＢ信号
通路产生的生物学效应。

总之，本研究的结果提示，人工关节假体磨损颗

粒可通过ＮＦ－κＢ信号通路上调炎症因子 ＭＭＩＦ的表
达，促进假体周围炎症反应，导致假体周围骨吸收、溶

解，导致假体无菌性松动。
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