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周期性静水压对人软骨细胞 IL-1茁和MMP-3代谢的影响 *
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摘要 目的：以正常成人软骨细胞及 OA软骨细胞为研究对象，探讨在静水压作用下正常软骨细胞 IL-1茁和 MMP-3代谢的变化，

以及与 OA软骨细胞之间的差异。同时观察在力学信号刺激下软骨细胞的 IL-1茁和 MMP-3代谢有无相关性。方法：将体外培养的

正常成人膝关节软骨第 3代软骨细胞随机分为加压组和对照组。甲苯胺蓝及Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色进行细胞鉴定。将加压

组细胞放入高压恒温静水压加压系统，冲入含有 95％的空气和 5％的 CO2混合气体，以 10MPa进行加压 2h，共加压 5d。分别于

加压前、加压第 3天、加压第 5天后取加压组、对照组和 OA组细胞培养液检测 IL-1茁、MMP-3含量。同时采用 MTT法分析 3组

细胞的增殖情况。对三组细胞中 IL-1茁与MMP-3的水平做双变量相关分析，采用方差分析对三组标本间的 IL-1茁、MMP-3含量进
行比较。结果：各组细胞 IL-1茁与MMP-3两者间存在正相关关系。OA组细胞中 IL-1茁与 MMP-3含量高于加压组和对照组，加压

组高于对照组。加压组、OA组软骨细胞的生长曲线与对照组相比增殖高峰降低，平台时间缩短。结论：10MPa间歇性静水压加压

可抑制软骨细胞增殖，增加 IL-1茁与 MMP-3分泌。
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Effects of Periodic Hydrostatic Pressure on IL-1茁 and MMP-3
Metabolism of Human Chondrocytes*

To investigate the changes of IL-1 茁 and MMP-3 metabolism in normal chondrocytes under hydrostatic p-

ressure, and the difference between OA and loaded chondrocytes, with the normal adult and OA chondrocytes as the object. At the same

time, to investigate the correlation between IL-1 and MMP-3 of chondrocytes in the mechanical stimuli. The third generation of

the chondrocytes, which come from the knee articular cartilage of adult normal cultured in vitro, were randomly divided into loaded
groups and control groups. Toluidine blue staining and type II collagen immunocytochemical staining were applied to identify the

chondrocytes. The loaded group was put into the high hydrostatic pressure loading system filled with the mixed gas with 95% air and 5%

CO2, periodically pressurized to 10 MPa pressure, 2h per day for 5days. The cell culture fluid of the loaded group, control group and OA

group was used to detect the content of IL-1 and MMP-3 respectively in before compression, 3days and 5 days after compression. MTT

assay analyzed the information of chondrocytes cell multiplication in three groups. The bivariate correlation was used to analysis the IL-1

and MMP-3 level. ANOVA was used to compare the IL-1 and MMP-3 content in three groups. There was a positive correlation
between IL-1 茁 and MMP-3. The content of IL-1 茁 and MMP-3 in OA group was higher than that in the loaded and control group, while

which in loaded group was higher than that in the control group. Compared with that in the control group, the proliferate peak decreased

and the platform time shortened on the growth carve of the loaded and OA group. 10MPa intermittent hydrostatic pressure
could inhibit the proliferation of chondrocytes, and increase the secretion of MMP-3 and IL-1茁.
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前言

骨关节炎(osteoarthritis, OA)是一种由多因素引发的多发

于老年人的慢性退行性骨关节疾病，多以缓慢进行性的关节软

骨破坏为主要病理特征，并且随年龄增长发病率明显增加。OA

的发病机制尚不明确，国内外大量研究表明，关节内多种应压
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力与软骨细胞增殖、凋亡和细胞外基质（ECM）分泌的调节密切

相关[1-4]。Trickey等发现正常软骨细胞与骨性关节炎软骨细胞

在生物力学特性上存在差异，软骨细胞受应力作用产生的形变

可看成是一种信号来调节其新陈代谢[5]。在正常软骨中，ECM

的代谢受多因素严格调节，维持合成和降解的动态平衡，而在

OA中平衡被打破，多种炎性因子如 IL-1、IL-6、TNF-琢等及 NO

参与增加基质金属蛋白酶(MMP)的合成，降低基质金属蛋白酶

抑制因子(TIMP)和 ECM的合成。MMP-3 在 MMP中具代表
性，可起胶原酶作用降解蛋白多糖、基底膜成分、Ⅳ型胶原、层

粘连蛋白等，诱发 OA形成。本研究以正常成人软骨细胞及 OA

软骨细胞为研究对象，探讨在静水压作用下正常软骨细胞

IL-1茁、MMP-3代谢的变化，以及与 OA软骨细胞之间的差异。

1 材料与方法

1.1 实验材料
实验标本来源于第四军医大学唐都医院骨科 6例截肢患

者的手术废弃标本及 3例 OA行人工膝关节置换术患者，正常

组患者平均年龄 55.67± 13.31 岁（32-70 岁），经病理学诊断关

节无病变，OA组患者平均年龄 68± 5.57岁（62-73岁），均经患

者及家属知情同意。各组间年龄差异无统计学意义。

1.2 试剂与仪器
胎牛血清(FBS, PAA, Austria)，DMEM/F12混合培养基(1：

1)(Gibco, USA)，胰蛋白酶 (Gibco, USA)，Ⅱ型胶原酶(Sigma,
USA)，甲苯胺蓝（Sigma, USA），鼠抗 -人Ⅱ型胶原单克隆抗体
(Abcam, UK)，DAB试剂盒(武汉博士德生物制剂公司)，四甲基

偶氮唑盐（MTT, Sigma, USA），二甲基亚砜（DMSO, Sigma, US-

A），IL-1茁 ELISA 试剂盒（上海西唐生物科技公司），MMP-3

ELISA试剂盒（上海西唐生物科技公司），酶标仪（Bio-Rad 680,

USA），倒置相差显微镜及照相系统(Olympus, Japan)，细胞培养

箱(Thermo,USA)，高压恒温静水压加压系统。

1.3 软骨细胞培养与鉴定

将软骨组织在无菌条件下剪成 1 mm3左右大小，移入 50

mL离心管，PBS冲洗。加入 0.25%胰蛋白酶 10 mL，37℃消化
30 min，加入含血清培养液终止消化，1000 r/min离心 5 min，弃

上清。加入 0.2％Ⅱ型胶原酶 10 mL，37℃摇荡消化 8 h，以 150

目、200 目滤网依次过滤、收集消化液，离心，弃上清，加入含
10％血清 DMEM/F-12培养液制成细胞悬液，接种于 25mL培
养瓶内，置于 37℃、5％CO2浓度培养箱内培养。隔天换液 1次，

待细胞 90％融合后，用 0.25％胰蛋白酶消化传代。

将第 3代软骨细胞接种于预制有盖玻片的 6孔板上培养，
3天后取出，4％多聚甲醛常温固定 30 min，PBS冲洗后，1%甲

苯胺蓝染色 30 min，双蒸水冲去多余染液，迅速置于倒置相差

显微镜下观察并照相记录。将 4％多聚甲醛固定后的 3代软骨

细胞加 0.1% Triton× -100通透化 15 min，3%H2O2避光处理 15

min，双蒸水冲洗。BSA封闭 30 min，加鼠抗 -人Ⅱ型胶原抗体，
4℃过夜。PBS冲洗后加入兔抗 -鼠二抗 1 h。滴加 DAB显色 3
min，双蒸水冲洗，苏木素复染，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中

性树胶封片。倒置相差显微镜下观察并照相记录。

1.4 软骨细胞加压

本实验采用自行设计的高压恒温静水压加压系统，压力装

置压力最小值 0.05 Mpa，最高值 12.0 Mpa。6例正常组患者软

骨细胞随机分为加压组和对照组，每组各 3例，取第 3代软骨

细胞，将加压组、OA 组、对照组三组细胞调整细胞浓度为 5×

105/mL接种至培养皿内，每 1例患者软骨细胞均接种 3个培养

皿。接种后第 3天待细胞进入对数生长期换液，换液时各培养

皿内均加入 5mL培养基，将加压组细胞放入高压恒温静水压
加压系统，冲入含有 95％的空气和 5％的 CO2混合气体，以

10MPa进行加压 2h，共加压 5d。OA组和对照组不做处理，加

压期间 3组细胞均不换液。
1.5 IL-1茁、MMP-3的检测

3组 9例患者细胞接种的 27个培养皿于分别于加压前、

加压第 3天、加压第 5天后各取细胞培养液 100 滋L，封盖、编

号，IL-1茁、MMP-3的检测均采用酶联免疫吸附法（ELISA），方

法步骤严格按照试剂盒说明书操作，所得到的浓度以 pg/mL来
表示。每例患者细胞所接种的 3个培养皿测量结果取平均值。

1.6 用 MTT法分析三组软骨细胞的增殖情况
将三组细胞按照 104/孔的密度分别接种于 96孔板中，加

压组单独接种 10个板，OA组和对照组细胞各 10孔，每孔加
200 滋L培养液，接种 10个板，设 1排空白调零孔，定期换液，
加压组加压方法同上，同培养皿一起进行，接种后第 2天开始
测量，每天测量 1个板。每孔中加入 5 mg/mL的MTT20 滋L，37
培养 4 h，加入 DMSO150 滋，室温下将 96孔板置于微孔板振荡
器上震荡 10 min。酶标仪检测 490 nm波长的各孔 OD值并记
录，共测 10d。绘制生长曲线。
1.7 统计学处理

实验数据以均数± 标准差（X± S）表示，采用 SPSS 18.0软
件对文中数据进行处理与分析。三组细胞中 IL-1茁与 MMP-3
的水平做双变量相关分析，采用方差分析对三组标本间的

IL-1β、MMP-3含量进行比较。取 琢=0.05，P<0.05认为差异有
统计学意义。

2 结果

2.1 细胞培养与鉴定
对软骨细胞进行Ⅱ型胶原免疫组织化学染色可见正常及

骨关节炎患者软骨细胞第 2代软骨细胞呈现圆形或椭圆形，胞
浆内出现棕黄色颗粒(图 1)，显示Ⅱ型胶原染色为阳性结果。甲
苯胺蓝染色可见细胞内蓝紫色异染颗粒，并有少量出现在细胞

周围（图 2），表明甲苯胺蓝染色为阳性结果。软骨细胞经传代
后染色均变浅，骨关节炎软骨细胞第 5代后可出现Ⅱ型胶原染
色为阴性，细胞甲苯胺蓝染色呈核负染。

三组细胞中 IL-1茁与 MMP-3水平作线性相关分析，相关
系数为 r=0.68(P<0.01)，两者间存在正相关关系。OA组细胞中
IL-1茁含量高于加压组和对照组，差异有统计学意义。MMP-3
含量也高于加压组和对照组，差异有统计学意义。加压组 IL-1茁
与 MMP-3水平均高于对照组，差异有统计学意义（图 3、4）。
2.2 软骨细胞生长曲线

三组细胞生长曲线均呈“S”型，1-3 d为平台期，3 d后开始
为指数增长期，8-10 d增殖趋于平缓并逐渐下降（图 5）。加压
组、OA组软骨细胞的生长曲线与对照组相比增殖高峰降低，平
台时间缩短，同时加压组又优于 OA组结果与 IL-1茁与MMP-3

含量检测结果基本一致。
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图 5 软骨细胞生长曲线图

Fig.5 Growth curve of chondrocytes

3 讨论

随着对 OA的不断深入研究，近年来对于其发病机制和病

理变化的过程以取得了较大的进步。目前普遍认为细胞因子和

软骨降解蛋白酶是参与骨关节炎发病进程的重要介质，MMPs

是一类结构相似的酶活性依赖锌离子的蛋白水解酶超家族，构

成了细胞外基质降解最重要的蛋白水解系统，能够降解关节组

织细胞外基质所有成分，在软骨降解的晚期发挥着重要作用[6]。

MMP-3是与 OA关系密切的 MMPs成员之一，在 OA病变的

软骨、滑膜、软骨下骨上均表达增加，是 OA关节滑膜炎症和软
骨基质降解中最重要的酶之一[7]。MMP-3可降解细胞外蛋白多

糖、Ⅳ型胶原等多种基质蛋白底物。另外，MMP-3还参与间质

胶原酶的激活，而间质胶原酶可降解Ⅱ型胶原。也有研究发现

MMP-3在成纤维细胞增生中起中介作用[8]。目前国内针对 OA

患者关节液和血清中 MMP-3 水平已做了大量研究，提示

MMP-3是 OA发病中有重要意义的生物学标志物。本实验结

果显示，在细胞培养中细胞外液的 MMP-3水平也有显著差异，

支持这一观点。同时加压组的 MMP-3表达水平也出现上升趋

势，表明了加压模型的建立对MMP-3表达的影响。

大量研究已证实 IL-1茁 在 OA的发病过程中起到关键性

作用，其通过 IL-1茁转换酶分泌到细胞膜外发挥生物学效应。
有研究报道[9]，OA软骨细胞表面的 IL-1茁受体数量是正常软骨
细胞表面的 2倍，使 OA的软骨细胞对 IL-1茁具有高度的敏感
性。即使在未退化的软骨中，如软骨细胞在形态学上表现异常，

则 IL-1茁水平显著升高，且胶原明显减少，最终导致软骨的破
坏[10]。Houghlin等病例对照研究结果显示，IL-1茁配体簇可能为
膝 OA患者的易感基因，IL-1茁簇的多态性可能参与了髋关节
OA的发病机制，全基因组扫描结果示 IL-1茁 基因簇可能与
OA相关联[11]。目前对于 IL-1茁的致病机制研究越来越深入，主
要认为与其通过多种途径诱导软骨细胞凋亡、抑制增殖，促使

软骨细胞功能异化，进而对软骨及滑膜产生影响。研究表明，软

骨细胞 Sox9基因能增强细胞表型的再表达，使 OA软骨细胞
的 II 型胶原基因 (COL2A1) 高表达，而 IL-1茁 能显著减少
Sox9mRNA和蛋白含量[12-14]。同时 IL-1茁还可通过对炎性因子
及 MMPs等异常调控，进而影响细胞外基质正常生理调节产生

影响。有学者研究发现，使用 IL-1茁刺激的人关节软骨细胞，
MMP-1，MMP-3和 MMP-13蛋白的产生和释放水平均升高[15]。

本实验对 OA细胞的 IL-1茁与 MMP-3 水平作线性相关分析，

可证实二者呈正相关关系，表明在细胞体外培养中，其水平的

表达与关节液及血清中的表达相关性一致。

Ko等证实正常软骨细胞和 OA软骨细胞对于力学刺激的

影响体积的变化有所不同[16]。Jones等通过微管吸允技术实验

图 1 Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色（× 100）

Fig.1 Type II collagen immunocytochemical staining

图 2 软骨细胞甲苯胺蓝染色图（× 100）

Fig.2 Toluidine blue staining of chondrocytes

图 3三组细胞 IL-1茁浓度
Fig. 3 Concentrations of IL-1茁 in three groups

图 4 三组细胞MMP-3浓度

Fig.4 Concentrations of MMP-3 in three groups
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表明正常软骨细胞与 OA软骨细胞在体积调控能力上存在差

异[17]。Erickson等[18]认为机械压力作用于软骨，使细胞间隙渗透

压增加，引起细胞有效体积发生变化，从而导致细胞内钙离子

浓度短暂升高，激活第二信号系统发挥作用。软骨细胞通过力

学信号结合其基因表达来调控胶原、蛋白多糖、软骨新陈代谢

所需酶的分泌。在异常力学刺激下软骨细胞可出现病理反应。

本实验的重点是对正常软骨细胞构建压力模型，从而对比正常

组及 OA组，观察组间差异。结果显示，加压组 IL-1茁与 MMP-3

水平均高于正常，差异有统计学意义，且对照国内外研究[19-21]加

压组 IL-1茁水平已接近早期 OA的标准，结合 MTT生长曲线，

可证明高压力 10MPa、2h间歇性静水压加压可抑制软骨细胞

增殖，增加 IL-1茁与 MMP-3分泌。继续进行延长加压周期是否

会使 IL-1茁 与 MMP-3 调控基因及相关 MiRNA 产生变化，还

可进一步探索。

本研究证实了压力可增加 ECM 中 IL-1茁与 MMP-3的分

泌，及为 IL-1茁、MMP-3在骨关节炎致病机制中的重要作用提

供依据，有利于 OA的预防、早期诊断和治疗。压力对 IL-1茁与
MMP-3基因及蛋白表达的影响是如何调控的，目前尚不清楚

有待于进一步研究。相信随着对 IL-1茁、MMPs及其抑制物基因

调控机制的深入研究，通过不同途径阻断 OA关节组织的破坏

将成为现实。
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