
·论　著·

探讨趋化因子５白细胞介素８及一氧化氮在骨关节炎

发病中的相关性研究

陈志林，袁太珍，廖建中，龚国龄，申　军（广东省深圳市龙岗区第二人民医院骨科　５１８０００）

　　【摘要】　目的　探讨趋化因子５（ＣＣＬ５）、白细胞介素８（ＩＬ８）与一氧化氮（ＮＯ）在骨关节炎（ＯＡ）发病中的相

关性，以了解ＣＣＬ５在ＯＡ发生发展中的生物学作用。方法　应用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测ＣＣＬ５、ＩＬ８及

硝酸还原法测定ＮＯ在关节滑液中的含量，分析ＣＣＬ５与ＩＬ８、ＮＯ在膝骨关节炎关节滑液中的相关性，研究对象包

括膝关节炎（ＫＯＡ）患者５６例，健康者２５例。结果　实验组与健康对照组ＣＣＬ５、ＩＬ８和ＮＯ３个指标比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０１），ＫＯＡ患者中ＣＣＬ５、ＩＬ８和 ＮＯ３个指标的表达和健康者比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。ＣＣＬ５、ＩＬ８和ＮＯ含量进行Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，相关系数狉分别为０．９１２、０．８８５（犘＜０．０１），均呈正相关。

结论　ＣＣＬ５可能是炎性因子ＩＬ８和ＮＯ的趋化因子，其可促进ＫＯＡ的局部非感染性炎性形成。
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　　骨性关节炎（ＯＡ）常见于老年化的退行性变、体质量增加

或者长期负重导致慢性压缩磨损的非感染性炎性改变、创伤导

致的损伤性病变等原因造成，初始仅可引起关节轻微疼痛，逐

渐可发展成关节疼痛加重、晨僵及关节活动功能障碍的慢性关

节性疾病。有报道显示趋化因子５（ＣＣＬ５）在非感染性炎性中

的表达增高，其可能在非感染性炎性中趋化炎性因子的聚

集［１］。研究ＣＣＬ５在膝骨关节炎（ＫＯＡ）发病中的作用具有重

要的意义。本组通过酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＫＯＡ

患者关节滑液中ＣＣＬ５和ＩＬ８的表达量，通过相关回归曲线

分析其相关性，以及了解其与骨关节炎发生发展中可能存在的

关系。报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　所有研究对象均为２０１０年３月至２０１３年４

月深圳市龙岗区第二人民医院骨科骨关节炎患者。实验组膝

关节ＫＯＡ患者５６例，女性２４例，男性３２例，平均年龄７６（５１

～８１）岁。健康对照组为该院健康体检者２５例，无 ＫＯＡ病

史，双膝关节Ｘ线平片正常，行关节穿刺前与其签署知情同意

书，女性１３例，男性１２例，平均年龄４２（２３～５０）岁。ＫＯＡ临

床诊断参考１９８６年美国风湿协会所制定标准，Ｘ线片诊断参

考ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ（ＫＬ）分级标准。

１．２　实验标本　实验组患者行关节腔注射治疗前留取，２组

研究对象均为２ｍＬ生理盐水关节腔冲洗后抽出。２组标本均

进行１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取上清液，置于－２０℃冰箱保

存备用。

１．３　仪器与试剂　－２０℃普通冰箱，电热恒温水浴箱（深圳

爱特尔），全自动酶标仪（ＢｉｏＴｅｃ）。Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＣ ｍｏｔｉｆ）

ｌｉｇａｎｄ５（ＣＣＬ５）ＥＬＩＳＡＫｉｔ（货号：１０９００Ｈ１４Ｈ，公司：ＳｉｎｏＢｉ

ｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｃ）；Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８（ａａ１７７）ＰｒｏｔｅｉｎＤａｔａｓｈｅｅｔ（ＩＬ８）

ＥＬＩＳＡＫｉｔ（货号：１００９８Ｈ０１Ｈ１，公司：ＳｉｎｏＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｃ）；一

氧化氮 ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔ法检测试剂盒（ＮＯ）（货号：Ｓ００２１，公

司：碧云天）。

１．４　方法

１．４．１　ＥＬＩＳＡ检测ＣＣＬ５和ＩＬ８在关节液中的表达水平　

９６孔板第１排的８个孔作为标准孔，按浓度为１、５、１０、２０、３０、

４０、５０μＬ滴入各标准孔，按５０微升／孔稀释，第１排的最后１

个孔滴入超纯水作为空白对照，利用标准孔数据在Ｅｘｃｅｌ下建

立标准曲线。将制备的关节液恢复常温后各样品５０μＬ加入

其余样品孔，在３７℃的恒温箱中反应９０ｍｉｎ；预先制备的

０．０１ＭＰＢＳ洗板３次，滤纸印干；加入１抗（ＣＣＬ５、ＩＬ８）１００

μＬ，３７℃恒温箱中反应６０ｍｉｎ；０．０１ＭＰＢＳ再次洗板３次，每

次浸泡４ｍｉｎ，滤纸印干；加入酶标液１００μＬ，３７℃恒温箱中反

应３０ｍｉｎ；０．０１ＭＰＢＳ洗板４次，每次浸泡３ｍｉｎ，滤纸印干；
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加入底物ＴＭＢ９０μＬ，置恒温箱中３７℃在暗处反应１１ｍｉｎ；

每孔加入１滴终止液混匀，当蓝色转为黄色时上机检测；

ＤＧ５０３３Ａ酶标仪设定４５０ｎｍ处测定吸光值。

１．４．２　关节滑液中ＮＯ的检测　取出标准品（１ＭＮａＮＯ２）和

样品（关节液）放置至室温；将标准品按以下浓度加入标准孔：

０、１、２、５、１０、２０、３０、４０、５０、６０、８０、１００μＭ，并稀释至５０微升／

孔。在剩余的样品孔中加入５０微升／孔的关节液样品；取出

ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔⅠ、Ⅱ放置至室温，按５０微升／孔在各孔中加入

ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔⅠ，按５０微升／孔在各孔中加入ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔ

Ⅱ；通过酶标仪测出各标准品及样品孔的吸光度，通过标准品

的吸光度绘制出标准曲线，并通过标准曲线及样品孔的吸光度

计算各样品的ＮＯ浓度。

１．５　统计学处理　本实验数据均为计量数据，数据以狓±狊表

示，采用经ＳＰＳＳ１７．０统计学软件分析，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。其中３个指标的实验组与健康对照组组间比较应

用单因素方差分析；ＣＣＬ５ 与 ＩＬ８ 及 ＣＣＬ５ 与 ＮＯ 进 行

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，检验水准α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　实验组与健康对照组ＣＣＬ５、ＩＬ８及 ＮＯ含量比较　实

验组与健康对照组ＣＣＬ５、ＩＬ８和ＮＯ３个指标比较，差异有统

计学意义（犘＜０．０１），表示ＣＣＬ５、ＩＬ８和 ＮＯ３个指标在骨关

节炎关节滑液中表达与健康者比较显著增高。见表１。

表１　２组研究对象关节滑液中ＣＣＬ５、ＩＬ８及ＮＯ

　　　检测结果比较（狓±狊）

组别 狀 ＣＣＬ５（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ８（ｐｇ／ｍＬ） ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ）

实验组 ５６ １７８２．４１±４３０．１２ １０８９．７１±３９６．２１ １１．１２±４．８９

对照组 ２５ ３７２．３１±１４０．５０ ４１３．４３±１３６．１１ ３．４３±１．４５

　　注：与对照组比较，犘＜０．０１。

２．２　ＣＣＬ５与ＩＬ８、ＮＯ的相关性分析　ＣＣＬ５与ＩＬ８水平作

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，相关系数狉＝０．９１２（犘＜０．０１），两者呈正

相关。ＣＣＬ５与ＮＯ水平作Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，相关系数狉＝

０．８８５（犘＜０．０１），两者仍呈正相关。

３　讨　　论

ＫＯＡ的发病与关节滑液中炎性因子的形成与聚集密切相

关，有实验研究表明在胚胎时，其间充质干细胞定向发育为软

骨与成骨的过程中，一定浓度的趋化因子黏附于上述过程的环

境中，可表现出聚集炎性因子、趋化炎性改变［２］。但是 ＫＯＡ

关节滑液中的炎性改变是否与ＣＣＬ５的炎性趋化有关，定量检

测ＫＯＡ患者关节滑液中ＣＣＬ５的含量是否可以作为ＫＯＡ的

诊断指标，至今为止尚未有报道表明。

非感染性炎性是 ＫＯＡ局部内环境的主要特征，在 ＫＯＡ

的发展过程中早期病理改变主要表现为关节软骨浅表区的非

感染炎性改变，并逐渐发展为胶原破坏、缺失，软骨细胞凋亡，

并最终出现软骨层中断，该病理生理过程的蛋白分子机制尚未

完全阐明［３］。然而另一方面的实验证明在早期红斑狼疮细胞

（非感染性炎性）的研究中，应用ＣＣＬ５受体竞争性抑制剂干预

红斑狼疮细胞病程进展，发现红斑狼疮的非感染性炎性范围逐

步缩小，炎性因子浓度逐渐下降［４］。本实验研究显示ＣＣＬ５、

ＩＬ８及ＮＯ在实验组的表达均较健康对照组高，由此可见

ＣＣＬ５、ＩＬ８及ＮＯ均为骨关节炎的炎性因子之一，与其他报道

结果基本相符［５］。本组结果表明ＣＣＬ５在骨关节炎患者的关

节滑液中表达量是健康者的４～５倍，而ＩＬ８和ＮＯ的表达量

是２～３倍，由此更加证实了ＣＣＬ５可能是炎性因子ＩＬ８和

ＮＯ的趋化因子。

ＮＯ因浓度不同而具有不同的生物学作用，低浓度时具有

扩血管、促炎性的作用，高浓度时具有促细胞凋亡的作用。近

几年有大量的实验提示ＮＯ与ＫＯＡ有密切的关系，其中早期

ＫＯＡ时，低浓度 ＮＯ可促使 ＫＯＡ非感染性炎性改变；晚期

ＫＯＡ时，高浓度 ＮＯ可导致软骨细胞凋亡，表明 ＮＯ和 ＫＯＡ

密切相关［６７］。ＩＬ８是由Ｔｈ１细胞分泌的趋化性细胞因子，有

大量相关报道其为ＫＯＡ的炎性相关因子之一
［８９］。本研究显

示ＣＣＬ５与 ＮＯ、ＩＬ８均呈正相关关系，表明 ＣＣＬ５可促进

ＫＯＡ的局部非感染性炎性形成。

综上所述，ＣＣＬ５可能是炎性因子ＩＬ８和ＮＯ的趋化因子，

其可促进ＫＯＡ的局部非感染性炎性形成。探讨ＣＣＬ５受体抑

制剂对ＫＯＡ细胞或者ＫＯＡ动物实验的治疗作用，可为 ＫＯＡ

的治疗提供新的靶向治疗方向；然而通过研究ＣＣＬ５在ＫＯＡ各

级临床阶段的分组变化，可进一步掌握各级临床阶段中ＣＣＬ５

的实验数据，为将来临床ＣＣＬ５靶向治疗提供可靠的依据。
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