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　　摘　要：目的　通过动物模型，探讨聚甲基丙烯酸甲酯（ＰＭＭＡ）诱导骨溶解对破骨细胞和骨溶解的影响，研究ＰＭＭＡ颗粒

诱导假体周围骨质溶解的机制。方法　选用８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠３０只分为两组，小鼠背部注射无菌空气形成气囊后植入同系小

鼠的颅骨，实验组小鼠注入ＰＭＭＡ颗粒，对照组注入等量生理盐水，１４ｄ后处死小鼠，对气囊组织及颅骨进行破骨细胞激活相关

基因（ＲＡＮＫ／ＲＡＮＫＬ）及自噬组织形态学检查。结果　实验组抗酒石酸酸性磷酸酶染色（ＴＲＡＰ）阳性的破骨细胞（２１．３１±

６．３２）明显高于对照组（７．４５±３．２３），免疫组织化学结果显示实验组自噬相关蛋白微管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）、自噬基因（Ｂｅｃｌｉｎ

１）抗体染色评分等级明显高于对照组。实时定量聚合酶链反应显示实验组ＲＡＮＫ基因ｍＲＮＡ含量（１．３５±０．０５）较对照组显著

性增加（１．１８±０．０３）（犘＜０．０５）。结论　ＰＭＭＡ诱导的自噬参与了骨溶解的形成。
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　　人工关节置换术是骨科领域的革命性进步之一，目前，全

球每年大约有上百万例的关节假体植入，人工关节置换已经成

为治疗许多关节疾病的有效手段，通过关节置换，可明显减轻

患者的疼痛，提高患者的活动能力及生活质量［１］，但随着关节

置换时间的延长，晚期假体松动的问题逐渐增多［２］，而磨损颗

粒诱导的破骨细胞性骨性溶解是假体松动的最重要因素［３］，聚

甲基丙烯酸甲酯是人工关节置换术中固定和支撑的常用骨水

泥材料［４］，其磨损颗粒作用下的破骨细胞活化、骨溶解增加已

经得到证实［５］。但其确切机制尚不清楚。本研究探讨聚甲基

丙烯酸甲酯（ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ，ＰＭＭＡ）诱导的自噬对

破骨细胞功能和骨溶解的影响，为阐明骨溶解机制提供新的

思路。

１　材料与方法

１．１　动物模型　取８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠３０只（实验动物中心

提供）分为实验组和对照组，每组１５只，所有小鼠腹腔麻醉后，

无菌条件下在小鼠背部注射无菌空气５ｍＬ形成气囊，植入同

系小鼠的颅骨，实验组在气囊注入３０ｇ／ＬＰＭＭＡ颗粒的α

ＭＥＭ培养液１００μＬ，对照组注射等量生理盐水。建立骨吸收

动物模型，２周后脱颈处死小鼠，采集颅骨及周围组织标本，

１０％中性甲醛固定３ｄ，脱钙４８ｈ后石蜡包埋，做组织切片。

同时取周围组织做免疫组织化学染色检测自噬相关蛋白微管

相关蛋白１轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ

３，ＬＣ３）、自噬基因Ｂｅｃｌｉｎ１抗体，并进行实时定量ＰＣＲ检测两

组的ＲＡＮＫ（核因子κＢ受体活化因子）基因ｍＲＮＡ含量。

１．２　ＴＲＡＰ染色　石蜡切片常规脱蜡至水，切片，滴加ＴＲＡＰ

染色试剂３７℃孵化箱放置１ｈ，光镜下观察，临近骨组织的区

域染色呈红色阳性为破骨细胞。

１．３　免疫组织化学染色　采用链霉素抗生物素蛋白过氧化

物酶（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＳＰ）法，石蜡切片常规脱蜡至水

后以胰酶进行抗原修复，依次滴加过氧化物酶阻断液、１０％非

免疫动物血清、第一抗体、生物素标记的第二抗体、ＳＡ／ＨＲＰ

溶液、ＤＡＢ显色、苏木精复染、脱水透明、中性树胶封片。用磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替第一抗体作阴性对照。结果的观察采

用盲法由两位病理科医师分开判断，细胞质内有棕黄色颗粒为
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阳性细胞，随机观察１０个高倍视野，根据其中的阳性细胞比例

进行评分。（１）染色深度评分：无染色０分，淡黄色１分，黄色

至棕黄色为３分，２分为染色强度介于１分与３分之间。（２）

阳性细胞的比率评分：阳性细胞数占总细胞数小于１０％为０

分，１０％～２５％为１分，２６％～５０％为２分，＞５０％为３分。

（３）总积分＝阳性细胞比率评分＋染色强度评分：０分为阴性

（－），１～２分为弱阳性（＋），３～４分为中强阳性（＋＋），５～

６分为强阳性（＋＋＋）。

１．４　实时定量 ＰＣＲ　实时荧光定量 ＰＣＲ测骨中 ＲＡＮＫＬ

ｍＲＮＡ表达　取出颅骨后加１ｍＬ总 ＲＮＡ抽提试剂 Ｔｒｉｚｏｌ

后置于研磨器中研磨５ｍｉｎ，加氯仿沉淀后离心取上清液。用

等体积异丙醇沉淀，离心去除上清液，７５％ 乙醇洗涤后风干，

然后用焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）处理水溶

解。取总ＲＮＡ５００ｎｇ，随机引物１μＬ，加焦碳酸二乙酯处理

水补至１２μＬ，７０℃水浴５ｍｉｎ，加入反应缓冲液等，然后加反

转录酶１μＬ，配制成２０μＬ反应液。ｃＤＮＡ第１链合成，－７０

℃保存。采用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物，选２５μＬ反应体

系，采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪，用三步法进行 ＰＣＲ反应。通过

ＡＢＩｐｒｉｓｍ７５００ＳＤＳ软件对各组目的基因作相对定量分析。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析，计数

资料采用χ
２ 检验，计量资料采用狓±狊表示，采用狋检验。等

级资料采用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩和检验相关性分析，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组在不同浓度的ＰＭＭＡ颗粒诱导下破骨细胞数目比

较　实验组的破骨细胞数目评分为（２１．３１±６．３２）分，显著高

于对照组的（７．４５±３．２３）分，差异有统计学意义（狋＝７．５６３，

犘＜０．０５）。

２．２　两组的免疫组织化学染色结果分析　ＬＣ３和Ｂｅｃｌｉｎ１在

实验组中的表达明显高于对照组（犘＜０．０５），见表１。

表１　　两组的免疫组织化学染色结果分析 （狀）

组别
ＬＣ３

－ ＋ ＋＋＋＋＋ 总阳性数

Ｂｅｃｌｉｎ１

－ ＋ ＋＋＋＋＋ 总阳性数

实验组 ０ ３ ４ ８ １５ａｂ ０ ２ ４ ９ １５ａｂ

对照组 １１ ３ １ ０ ４ｂ ９ ４ １ １ ６ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与“－”比较。

２．３　两组的ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的表达水平差异比较　实验组

的ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的相对量为（１．３５±０．０５），显著高于对照

组的（１．１８±０．０３），差异有统计学意义（狋＝１１．２９１，犘＜０．０５）。

３　讨　　论

２０世纪６０年代，Ｙａｎｇ等
［６］将骨水泥应用到医学领域，从

此ＰＭＭＡ就应用为固定关节置换术的内植入物。广泛用于

人工关节假体的固定和脊柱椎体的支撑，通常骨水泥有两种使

用形式，即液态单体与粉末状聚合体［７９］。液态单体是装在密

闭的玻璃容器中的甲基丙烯酸盐，而粉末聚合体是由ＰＭＭＡ

（或混合共聚物）的有机预聚物颗粒组成。临床上应用时，通常

要在粉末中加入不透Ｘ线的颗粒，使骨水泥可以在Ｘ线片上

显影［１０１１］。ＰＭＭＡ磨损颗粒作用下的破骨细胞活化、骨溶解

增加已经得到证实。本实验所使用的ＰＭＭＡ颗粒是粉末状

的聚合物，通过研究ＰＭＭＡ颗粒诱导自噬对破骨细胞功能和

骨溶解的影响，为阐明骨溶解机制提供新的思路。

试验结果显示：实验组 ＴＲＡＰ阳性的破骨细胞明显高于

对照组，免疫组织化学显示ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１抗体染色评分等级实

验组明显高于对照组，并且实验组ＲＡＮＫ基因 ｍＲＮＡ含量较

对照组显著性增加（犘＜０．０５）。

研究表明，磨损颗粒刺激假体周围膜形成并影响假体周围

细胞的细胞因子表达，其刺激作用的强度与颗粒的大小和浓度

有关［１２１３］。颗粒刺激巨噬细胞、成纤维细胞和成骨细胞表达

ＲＡＮＫＬ。另一方面，巨噬细胞是力学敏感细胞，培养中，循环

压力使巨噬细胞释放溶骨性细胞因子增加，细胞因子通过正向

调节基质细胞表达ＲＡＮＫＬ和巨噬细胞集落刺激因子并增强

破骨细胞前体细胞对 ＲＡＮＫＬ的反应性促进破骨细胞分

化［１４１５］。

综上所述，本实验结果表明，在体内条件下，ＰＭＭＡ诱导

的自噬参与了骨溶解的形成。磨损颗粒诱导假体周围骨溶解，

从而导致人工假体松动，继而影响人工假体使用寿命。提示通

过减少磨损颗粒的产生以及抑制磨损颗粒刺激细胞分泌细胞

因子可以达到预防人工假体松动的目的。
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糖处理后，足细胞中Ｃｄｋ５蛋白表达水平显著增高，并且呈时

间依赖性。这表明Ｃｄｋ５蛋白的高表达不受渗透压的影响，而

是高糖刺激的结果。继而本研究应用ＲＮＡ干扰技术，将Ｃｄｋ５

ｍｉＲＮＡ干扰质粒成功转染至足细胞中抑制 Ｃｄｋ５基因的表

达，ＦＭＣ和 ＴＵＮＥＬ检测结果显示，给予高糖刺激后，Ｃｄｋ５

ｍｉＲＮＡ干扰质粒组足细胞凋亡率显著低于单纯高糖刺激组和

阴性质粒对照组，说明高糖刺激引起的Ｃｄｋ５表达增高可能与

足细胞凋亡有关。

Ｂｃｌ２蛋白家族在细胞凋亡中发挥重要作用，是线粒体凋

亡途径的中心［１３］。此家族中主要包含两类蛋白：促凋亡蛋白

（Ｂａｘ等）；抗凋亡蛋白（Ｂｃｌ２等）。本研究选择Ｂｃｌ２和Ｂａｘ作

为代表观察抑制Ｃｄｋ５蛋白表达对高糖诱导足细胞凋亡的影

响。结果显示，与 ＨＧ组和 ＨＧ＋Ｓ组相比，ＨＧ＋Ｃ组Ｂａｘ蛋

白表达降低，而 Ｂｃｌ２表达增高，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比率显著降低。

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平在 ＨＧ＋Ｃ组也明显低于 ＨＧ

组和 ＨＧ＋Ｓ组，说明Ｃｄｋ５可能是通过线粒体途径参与了高

糖诱导的足细胞凋亡。
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ｉｎｇｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｗｅａｒｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２０１１，

２８（６）：１０５５１０６３．

［１３］ＹａｍａｎａｋａＹ，ＫａｒｕｐｐａｉａｈＫ，ＡｂｕＡｍｅｒＹ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｕ

ｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｅｖｅｎｔｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ

（ＰＭＭＡ）ｐａｒｔｉｃｌｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦｋａｐｐａＢｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｊ

ＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１１，２８６（２７）：２３７３５２３７４１．

［１４］ＦａｎｇＱ，ＷａｎｇＨ，ＺｈｕＳ，ｅｔａｌ．ＮａｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅｉｎｈｉｂ

ｉｔｓｗｅａｒｐａｒｔｉｃｌｅｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｓｔｈｅｓｉｓｌｏｏｓｅｎｉｎｇ［Ｊ］．ＪＳｕｒｇ

Ｒｅｓ，２０１１，１６８（２）：１６３１７２．

［１５］ＢｕｒｔｏｎＬ，ＰａｇｅｔＤ，ＢｉｎｄｅｒＮＢ，ｅｔａｌ．Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｗｅａｒｄｅｂ

ｒｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｏｓｔｅｏｌｙｓｉｓｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｐａｒｔ

ｂｙＮＡＬＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，

２０１３，３１（１）：７３８０．

（收稿日期：２０１３０９１０　修回日期：２０１３１０３０）
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