
书书书

·４６０　　 ·
第二军医大学学报　２０１０年４月第３１卷第４期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｐｒ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．４

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．００４６０ ·研究简报·

犬膝关节急性炎症期细胞因子的表达
ＣｙｔｏｋｉｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｃｕｔｅｉｎｆｌａｍｅｄｋｎｅｅｊｏｉｎｔｏｆＢｅａｇｌｅｄｏｇ

陈前波，陈　巍，李振杰，何星颖，袁红斌

第二军医大学长征医院麻醉科，上海２００００３

　　［关键词］　炎症；膝关节炎；肿瘤坏死因子α；白细胞介素

　　［中图分类号］　Ｒ６８４．３　　　［文献标志码］　Ｂ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１０）０４０４６００２

［收稿日期］　２０１００２０８　　　　［接受日期］　２０１００３２９

［基金项目］　军队“十一五”计划面上项目（０６ＭＢ２２３）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＭｉｌｉｔａｒｙ“１１ｔｈＦｉｖｅＹｅａｒ”Ｐｌａｎ（０６ＭＢ２２３）．
［作者简介］　陈前波，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｑｉａｎｂｏ１９８４ｃｈｅｎ＠１６３．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８８５８２２，Ｅｍａｉｌ：ｙｕａｎ＿ｈｏｎｇｂ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　炎性细胞因子在神经病理性疼痛的发生机制中具有重要

作用［１］。我们的前期研究证实成人膝关节滑膜组织中存在μ
阿片受体，且在慢性炎症期间表达上调，局部外源性阿片类药

物的应用能够缓解慢性炎症的疼痛［２］；后续研究发现犬急性

膝关节炎炎症期滑膜组织μ阿片受体同样表达上调
［３］。因

此，本研究在前期实验的基础上进一步观察膝关节腔内注射

金黄色葡萄球菌诱发的急性犬膝关节炎模型中血清和膝关节

滑膜组织中炎症因子（ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦα）的表达，观察

炎性因子可能的致痛作用，为后续镇痛研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料　ＥＬＩＳＡ试剂盒，包括酶标板、二抗、Ｂｉｏｔｉｎ、

ＨＲＰ、ＴＭＢ、终止液等，购自美国Ｒ＆Ｄ公司。金黄色葡萄球

菌悬液自行制备：将金黄色葡萄球菌临床分离株溶于生理盐

水，由麦氏比浊仪比浊后制成密度相当于１×１０８／ｍｌ的悬

液，密闭于试管中。

１．２　动物分组及处理　１６只健康Ｂｅａｇｌｅ犬，体质量１０～１２

ｋｇ，雌雄不限，购自上海虹筠犬类养殖场。随机分为急性感

染性炎症组（ｎ＝８）和正常对照组（ｎ＝８）。正常对照组不作

处理；急性感染性炎症组犬于麻醉后双侧后肢膝关节腔内注

射金黄色葡萄球菌悬液１ｍｌ，建立急性感染性炎症动物模

型，正常饲养。２４ｈ后取股静脉血液２ｍｌ及双侧后肢膝关

节腔内滑膜组织，离体后迅速将滑膜组织标本置液氮中保存

备用检测。急性感染性炎症组关节腔液进行培养，若培养出

金黄色葡萄球菌，说明急性感染性炎症模型制备成功，否则

该数据予以剔除。所有操作过程均为无菌操作。

１．３　血清和膝关节滑膜组织炎症因子表达的测定　采用双

抗体夹心ＥＬＩＳＡ法测定标本中各种细胞因子浓度，提前１５

ｍｉｎ配制工作液，加入１００μｌ标准品、１００μｌ标本于相应反应

孔中，混匀，３７℃ 温育９０ｍｉｎ，洗涤液反复洗涤５次。每孔加

入１００μｌ１×Ｂｉｏｔｉｎ，洗涤液反复洗涤５次。每孔加入１００μｌ

ＴＭＢ显色液，混匀，３７℃暗处温育（１５±１０）ｍｉｎ。每孔加入

１００μｌ终止液，混匀，３０ｍｉｎ内在４５０ｎｍ处读取Ｄ值。以Ｄ
值为纵坐标，以标准品浓度为横坐标，绘制标准曲线。根据

样品的Ｄ值可在标准曲线上查出其浓度。

１．４　统计学处理 　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，行非配对成

组资料方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　血清炎症因子的表达水平　结果（表１）表明：与正常对

照组相比，膝关节炎急性感染组２４ｈ血清中ＩＬ１β、ＴＮＦα
浓度明显升高（Ｐ＜０．０１），而ＩＬ６、ＩＬ１０浓度无统计学差异。

２．２　膝关节滑膜组织炎症因子的表达　结果（表１）表明：与

正常对照组相比，膝关节炎急性感染组２４ｈ滑膜组织的ＩＬ

１β、ＩＬ６、ＴＮＦα浓度明显升高（Ｐ＜０．０１），而ＩＬ１０浓度无

统计学差异。

表１　血清炎症因子表达水平的比较
［ｎ＝８，ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ１）］

组别
血清

ＩＬ１β ＩＬ６ ＩＬ１０ ＴＮＦα

滑膜组织

ＩＬ１β ＩＬ６ ＩＬ１０ ＴＮＦα

正常对照 １６６．７３±
８．１２

２４０．０２±
３７．７４

１６９．２１±
３０．７１

１５９±
２１．３８

１１８．１８±
１９．６７

１２３．７７±
１９．４８

３２３．１４±
４６．０６

１６６．９２±
１４．０５

炎症模型 ２６９．６６±
３６．６６

２２２．９６±
５０．３２

１７１．３６±
３６．７０

２７７．５４±
２７．２０

３１５．８８±
９７．４２

２３２．３４±
３１．９３

２９１．１８±
５１．９０

３３４．８３±
５０．７０

　Ｐ＜０．０１与正常对照组比较
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３　讨　论

　　急性炎症状态下，炎症局部组织产生大量炎性细胞因

子，并伴随相关止痛物质的释放，诱发疼痛超敏状态［４］。细

胞因子和多肽生长因子在关节软骨和滑膜正常结构和功能

维持方面起着重要作用，也在关节炎的病理过程中对关节软

骨和关节滑膜产生一定的破坏作用。

　　ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα是重要的促进炎症反应的细胞因子，

而ＩＬ１０具有抑制炎症反应的作用。ＩＬ１为炎症起始因子之

一，包括ＩＬ１α、ＩＬ１β，在刺激条件下，ＩＬ１βｍＲＮＡ水平要高

于ＩＬ１α。因此，本研究测定膝关节急性炎症期犬模型２４ｈ
血清和滑膜组织ＩＬ１β浓度。ＩＬ６可由淋巴样和非淋巴样细

胞产生，其合成及分泌受到ＩＬ１、ＴＮＦα的调节，是炎症起始

阶段的重要始动因子，可诱导多种细胞合成和分泌多种急性

期蛋白。ＩＬ６通过增强中性粒细胞的功能和延长中性粒细

胞功能性生命期限而发挥其炎症促进作用［５］。ＴＮＦα主要

由单核细胞和巨噬细胞产生，能够促进中性粒细胞黏附到内

皮细胞上，从而刺激机体局部炎症反应［６］。ＴＮＦα在炎症时

升高，与ＩＬ６协同，共同促进炎症反应，其作用与组织中浓度

有关：低水平ＴＮＦα在组织修复、炎症应答中起作用，对机体

有利；高浓度ＴＮＦα则会引起炎症损害。过高浓度的ＴＮＦα
和ＩＬ６可诱发全身性炎症反应综合征。本研究中测定膝关

节急性炎症期犬模型中２４ｈ血清及滑膜组织的ＩＬ１β、ＩＬ６、

ＴＮＦα浓度发现均升高，且滑膜组织中的浓度较血清高。

　　ＩＬ１０可能通过降低抗原递呈细胞 ＭＨＣ Ⅱ类抗原表

达，或诱导抗原递呈细胞产生其他细胞因子，改变细胞内信

号转导通路，从而选择性抑制某些细胞因子 ｍＲＮＡ转录，抑

制ＴＮＦ等多种细胞因子合成。ＩＬ１０通过促进单核细胞表

达ＩＬ１受体抑制炎症反应［７］。本研究发现ＩＬ１０在膝关节

急性炎症期犬模型中２４ｈ血清以及滑膜组织中的浓度降低，

可能由于在急性炎症早期其抑制作用受到其他炎症因子的

抑制作用。

　　脊髓小胶质细胞激活引起神经病理性疼痛的发生可能

是由于脊髓胶质细胞的激活及随后胶质细胞释放的前炎症

细胞因子引起的［８］。外周神经损伤后脊髓小胶质细胞变得

非常活跃并且开始表达很多受体［９］，抑制这些受体表达可以

减轻神经病理性疼痛［１０］；被激活的小胶质细胞还可释放前炎

性细胞因子，如ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα等［１１］。本研究结果显示，

在膝关节炎急性感染期模型中滑膜组织ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα
浓度较正常组明显升高，提示炎性因子可能参与了关节炎急

性期关节痛的发生，但仍需进一步实验证明。

　　综上所述，在犬膝关节急性炎症模型早期，细胞因子间

相互作用影响炎症的发生、发展，为临床治疗此类疾病寻找

新的治疗靶点提供了新线索。
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