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膝关节炎家兔外周血 ＢＴＬＡ、ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０及部
分血小板参数的变化



张可训，张建鹏，兰亚娟
（三原县医院，陕西 三原　７１３８００）

［摘　要］目的：探讨Ｂ、Ｔ淋巴细胞衰减因子（ＢＴＬＡ）、血清白介素１（ＩＬ１）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白介
素１０（ＩＬ１０）及部分血小板指标在膝关节炎（ＯＡ）新西兰家兔外周血中的变化。方法：３０只新西兰家兔均分为
模型组、治疗组和假手术组，切断模型组和治疗组新西兰家兔前交叉韧带、剪除内侧半月板、建立兔膝ＯＡ模型，
假手术组仅打开关节腔；手术结束３周时流式细胞技术检测 ３组大鼠外周血ＣＤ３＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞、ＣＤ４＋ＢＴＬＡ＋Ｔ
细胞、ＣＤ８＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞及调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ），ＥＬＩＳＡ法检测血清ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０水平，全自动生化分析仪
检测血小板计数（ＰＬＴ）、血小板压积（ＰＣＴ）、血小板分布宽度（ＰＤＷ）及血小板平均体积（ＭＰＧ）。结果：造模成
功后３周时模型组家兔外周血ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０水平高于另外两组（Ｐ＜００５），ＣＤ３＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞、ＣＤ４＋ＢＴ
ＬＡ＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞及Ｔｒｅｇ百分比均明显低于另外两组（Ｐ＜００５），ＰＬＴ及 ＰＣＴ均明显低于另外两
组（Ｐ＜００５）；模型组家兔外周血 ＰＬＴ与 ＣＤ３＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞、ＣＤ４＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞及 Ｔｒｅｇ水平成正相关；ＰＣＴ、
ＰＤＷ与 ＣＤ８＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞水平成正相关，ＭＰＶ与ＣＤ４＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞水平成正相关（Ｐ＜００５）。结论：ＢＴＬＡ
阳性Ｔ淋巴细胞水平、ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０以及部分血小板参数可能参与了ＯＡ的发生发展。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）又名骨关节病，在
临床上很常见，是由于年龄、肥胖、劳损、创伤、关节

先天性异常及关节畸形等诸多因素引起的关节软

骨退化损伤、关节边缘和软骨下骨反应性增生，临

床表现为缓慢发展的关节疼痛、压痛、僵硬、肿胀、

活动受限和畸形等［１］。依据有无局部和全身致病

因素可将ＯＡ分为原发性 ＯＡ和继发性 ＯＡ，早期
研究者多认为ＯＡ属于非炎症性疾病，但近些年的
研究揭示ＯＡ患者的滑膜组织中有炎症反应［２－３］。

本研究通过观察膝 ＯＡ模型兔外周血中 Ｂ、Ｔ淋巴
细胞衰减因子（ＢＴＬＡ）、调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）、白介
素１（ＩＬ１）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白介素１０
（ＩＬ１０）以及血小板参数的变化，探讨 ＯＡ的发病
机制。

１　材料与方法

１１　动物分组
选取健康４～６个月龄新西兰兔３０只，体质量

（２６５±０２８）ｋｇ，雌雄不拘，混合饲料、分笼喂养，
适应性饲养１周后开始实验。采取随机数字法将
新西兰兔分为假手术组、模型组和治疗组３组，每
组１０只。
１２　建立兔膝ＯＡ模型

３组新西兰兔用 ３０ｇ／Ｌ的戊巴比妥钠按照
３０ｍｇ／ｋｇ于兔耳缘静脉注射麻醉，同时经耳缘静脉
注射１％的肝素溶液０２ｍＬ抗凝。模型组及治疗
组兔按改良的Ｈｕｌｔｈ法［４］制备膝 ＯＡ模型：取后肢
左膝关节内侧纵切口，开放关节囊，掀开髌骨，切开

关节腔，尽可能屈曲膝关节以暴露前交叉韧带及半

月板，切断前交叉韧带，剪除内侧半月板，肌注青霉

素４０万单位３次；假手术组仅切开关节腔，不损伤
膝关节软骨面；治疗组建模术毕及术后每隔１周予

关节内注射１％透明质酸钠１ｍＬ、连续３周；假手
术组和模型组不注射药物 。

１３　观察指标
１３１　外周血ＢＴＬＡ及Ｔｒｅｇ水平　各组新西兰兔
手术结束 ３周时，经耳缘静脉取外周血 ３ｍＬ，于
２５℃避光条件下应用荧光标记的单抗进行染色，
３０ｍｉｎ后加入溶血素３ｍＬ，静置１０ｍｉｎ后１５００ｒ／
ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃去上清，加入 ＰＢＳ溶液洗涤 ２
次，加入含 １％多聚甲醛的 ＰＢＳ重新悬浮，采用
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ流式细胞仪测定外周血 ＢＴＬＡ及
Ｔｒｅｇ水平。
１３２　血清 ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０水平　各组新西
兰兔手术结束３周时，经耳缘静脉取外周血３ｍＬ，
４５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上层血清置于－７０℃冰
箱存放备用，采用 ＥＬＩＳＡ分别检测血清 ＩＬ１、ＴＮＦ
α、ＩＬ１０水平。
１３３　血小板参数　各组新西兰兔手术结束３周
时，采用日立７０２０型全自动生化分析仪检测血小
板参数，包括血小板计数（ＰＬＴ）、血小板压积
（ＰＣＴ）、血小板分布宽度（ＰＤＷ）及血小板平均体
积（ＭＰＧ）。
１４　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２００统计分析软件（美国 ＩＢＭ公
司）进行数据处理，计量资料采用均数 ±标准差（ｘ
±ｓ）表示，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，计数资
料采用百分率（％）表示，组间比较采用χ２检验，采
用Ｐｅａｒｓｏｎ分析血小板参数与ＢＴＬＡ、Ｔｒｅｇ的相关性
之间的相关性；Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　血清ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０水平
手术结束 ３周时，模型组 ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０
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水平均明显高于治疗组和假手术组（Ｐ＜００５），而
治疗组和假手术组 ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０水平比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。

表１　术后３周时３组新西兰兔血清ＩＬ１、
ＴＮＦα及ＩＬ１０水平（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＳｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１，ＴＮＦα，ａｎｄＩＬ１０ｉｎ
ｒａｂｂｉｔｓｏｆｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓｉｎ３ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｈｅｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ
组别　　 ｎ ＩＬ１（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ１０（μｇ／Ｌ） ＴＮＦα（ｐｇ／Ｌ）
模型组　 １０ ４３５±６２ １０３２±１１３ １２１４±１３５
治疗组　 １０ ２２７±３７（１）　７７４±８３（１）　７８２±９１（１）

假手术组 １０ ２８５±２３（１）　８４３±７９（１）　 ８８１±１０５（１）

（１）与模型组比较，Ｐ＜００５

２２　外周血ＢＴＬＡ及Ｔｒｅｇ
手术结束３周时，模型组兔 ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞及

Ｔｒｅｇ均明显低于治疗组和假手术组（Ｐ＜００５），而
治疗组和假手术组ＢＴＬＡ及Ｔｒｅｇ比较，差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。见表２。
２３　血小板参数

手术结束３周时，模型组兔 ＰＬＴ和 ＰＣＴ水平
均明显低于治疗组和假手术组（Ｐ＜００５），模型组
ＰＤＷ和ＭＰＶ与治疗组和假手术组比较，差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）；而治疗组和假手术组血小
板参数比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。
见表３。

表２　术后３周时３组新西兰兔ＢＴＬＡ阳性细胞及Ｔｒｅｇ（ｘ±ｓ，％）
Ｔａｂ．２　ＢＴＬＡｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎｄＴｒｅｇｉｎｒａｂｂｉｔｓｏｆｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓｉｎ３ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｈｅｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ

组别 ｎ
ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞

ＣＤ３＋ ＣＤ４＋ ＣＤ８＋
Ｔｒｅｇ

模型组 １０ ２８５±６５ ４３１±６８ ４７３±８１ ５５±１１
治疗组 １０ ４２１±８３（１） ８７６±８８（１） 　７１６±９８（１） ６６±１３（１）

假手术组 １０ ４４８±９１（１） ９４７±７４（１） 　 ７５３±１１２（１） ６８±１４（１）

（１）与模型组比较，Ｐ＜００５

表３　术后３周时３组新西兰兔血小板参数水平（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．３　Ｐｌａｔｅｌｅｔｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｒａｂｂｉｔｓｏｆｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓｉｎ３ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｈｅｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ

组别 ｎ ＰＬＴ（×１０９／Ｌ） ＰＣＴ（％） ＰＤＷ（ｆＬ） ＭＰＶ（ｆＬ）
模型组 １０ １２８５±２９５ ２４１±３３ １３３±２６ １１３±１３
治疗组 １０ ２１５１±３８２（１） ２７６±３８（１） １３６±２８ １１６±１４
假手术组 １０ ２４３６±４９４（１） ３９７±７４（１） １３２±３１ １１４±１２
（１）与模型组比较，Ｐ＜００５

２４　模型组血小板参数与ＢＴＬＡ、Ｔｒｅｇ的相关性
模型组新西兰兔 ＰＬＴ与 ＣＤ３＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞、

ＣＤ４＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞及 Ｔｒｅｇ水平成正相关，ＰＣＴ、
ＰＤＷ与 ＣＤ８＋ＢＴＬＡ＋ Ｔ细胞水平成正相关，ＭＰＶ
与ＣＤ４＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞水平成正相关，见表４。

表４　模型组新西兰兔血小板参数与
ＢＴＬＡ、Ｔｒｅｇ的相关性

Ｔａｂ．４　Ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｐｌａｔｅｌｅｔｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗｉｔｈ
ＢＴＬＡａｎｄＴｒｅｇｉｎＮｅｗＺｅａｌａｎｄｒａｂｂｉｔｓｏｆｇｒｏｕｐＭ

项目
相关系数（ｒ）

ＰＬＴ ＰＣＴ ＰＤＷ ＭＰＶ
ＣＤ３＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞 ０３５４（１） ０１５４ ０２４２ ００８６
ＣＤ４＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞 ０４１１（１） ０２３７ ０２６８ ０２８６（１）

ＣＤ８＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞 ０２３１ ０３５８（１） ０３０１（１） ０２５６
Ｔｒｅｇ ０３８９（１） ０２４１ ０１４４ ００７８
（１）Ｐ＜００５

３　讨论
膝ＯＡ是造成中老年人残疾的主要病因，其最

终致残率高达半数以上，严重降低患者的生活质

量，在美国该病的致残率仅次于心血管疾病［５－７］。

初步估算，我国膝ＯＡ患病人数在千万以上，ＯＡ对
健康的威胁问题正日渐凸显［８］。ＯＡ患者的滑膜
组织有炎症存在［９－１０］，炎性滑膜与ＯＡ软骨损伤加
重和疼痛的发生密切相关［１１－１２］。在 ＯＡ患者的滑
膜组织中检测到免疫细胞的浸润，包括 Ｔ细胞，Ｂ
细胞和巨噬细胞等［１３］。滑膜炎症可以作为骨关节

病的特征性表现，甚至在疾病的早期阶段即可发

生。炎性滑膜组织中有多种可溶性因子，其中的细

胞因子和趋化因子等导致骨关节病症状的进一步

加重。

本研究发现，ＯＡ兔 ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０水平升
６９７
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高，ＢＴＬＡ、血小板计数和血小板压积水平亦明显降
低。分析其机理发现，ＩＬ１β和 ＴＮＦα被认为是
ＯＡ形成的病理生理过程中的关键炎性细胞因子，
ＴＮＦα和ＩＬ１β可显著抑制呼吸链效率，导致软骨
细胞中的线粒体产生的 ＡＴＰ减少、线粒体膜的电
位降低，二者协同作用下打破软骨稳态平衡，使得

软骨的分解代谢加剧、软骨发生退化［１４］。本研究

在造模后模型动物外周血中 ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０呈
现明显升高趋势，与此阶段关节软骨发生炎性变化

过程相一致，在治疗组中 ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０未见
显著上升趋势，提示透明质酸钠治疗后关节内炎症

反应减轻。

研究显示 ＢＴＬＡｍＲＮＡ转录过程同时存在于
淋巴组织和非淋巴组织内，但其表达产物主要存在

于活化的 Ｔ淋巴细胞、Ｂ淋巴细胞以及单核细胞
中。类风湿性关节炎易感性相关研究提示，ＢＴＬＡ
信号参与了关节炎症的发生发展，在类风湿性关节

炎中ＢＴＬＡ的表达率显著低于健康人群。本研究
中模型组ＢＴＬＡ阳性Ｔ细胞（ＣＤ３＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞、
ＣＤ４＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞）及 Ｔｒｅｇ水平均明显低于治疗
组和假手术组。

类风湿性关节炎患者的ＰＬＴ和ＰＣＴ水平在一
定程度上可以反映出关节滑膜侵蚀性炎症的活动

程度［１５］，即Ｔ淋巴细胞免疫功能失衡可能参与了
关节腔内 ＰＬＴ和 ＰＣＴ的异常增高，由此活化生成
大量趋化因子、血小板活化因子及 Ｃ反应蛋白，诱
导单核细胞、嗜酸性粒细胞等与血小板相互聚集、

黏附［１６］，引发关节内肌腱和韧带发生纤维化和软

骨退行性变等，最终导致 ＯＡ。本研究发现，造模
成功后模型动物外周血中ＰＬＴ和 ＰＣＴ均明显低于
治疗组和假手术组，模型组 ＰＬＴ与 ＣＤ３＋ＢＴＬＡ＋Ｔ
细胞、ＣＤ４＋ＢＴＬＡ＋Ｔ细胞及Ｔｒｅｇ成正相关。

综上所述，ＢＴＬＡ、ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０及血小板
参数与ＯＡ的发生及发展关系密切。
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ｏｆＢａｎｄＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｔｔｅｎｕａｔｏｒｅｎｇａｇｅｍｅｎｔｏｎＣＤ４＋

ａｎｄＣＤ８＋ Ｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，
２００５，１７５（１０）：６４２０－６４２７．

［１６］ＳＵＮＤＭＡＮＥＡ，ＣＯＬＥＢＪ，ＫＡＲＡＳＶ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｎｔｉ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄｍａｔｒｉｘｒｅｓｔｏｒａｔｉｖｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｐｌａｔｅ
ｌｅｔｒｉｃｈｐｌａｓｍａｉｎｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＴｈｅＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒ
ｎａｌｏｆＳｐｏｒｔｓＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１４，４２（１）：３５－４１．

（２０１８－０４－２２收稿，２０１８－０６－１１修回）
中文编辑：周　凌；英文编辑：苏晓庆
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　７期 张可训等　膝关节炎家兔外周血ＢＴＬＡ、ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１０及部分血小板参数的变化


