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不同大小超高分子聚乙烯颗粒对兔膝关节周围组织
巨噬细胞及炎症因子表达的影响

∗

任天成�刘　林�许　铁�秦宏敏∗

（徐州医学院附属医院急救中心�江苏 徐州 221002）
摘要：目的　探讨不同大小超高分子聚乙烯 （ＵＨＭＷＰＥ）颗粒对兔膝关节周围组织巨噬细胞及炎症因子表达

的影响。方法　实验组：将3种大小 （平均直径 ）为1．33、5．92、58．87μｍ的ＵＨＭＷＰＥ颗粒用无菌磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）配成0．1ｇ／Ｌ混悬液注入日本大耳白兔右侧膝关节腔。对照组：不植入 ＵＨＭＷＰＥ颗粒�其余条件均与实
验组相同。分别于第8、16、24周取膝关节周围组织�进行病理组织学检查�ＥＬＩＳＡ法检测标本组织中白细胞介素
（ＩＬ）－1β、ＩＬ－6、肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ）－α的变化。结果　与对照组相比�1．33μｍ组、5．92μｍ组可见吞噬ＵＨ-
ＭＷＰＥ颗粒的巨噬细胞�58．87μｍ组可见大量巨噬细胞与多核巨细胞包绕ＵＨＭＷＰＥ颗粒。实验组ＩＬ－1β、ＩＬ－
6、ＴＮＦ－α的表达与对照组比较均升高 （Ｐ＜0．05）�而1．33μｍ、5．92μｍ2组ＩＬ－1β、ＩＬ－6、ＴＮＦ－α的表达高于
58．87μｍ组 （Ｐ＜0．05）。结论　不同大小的 ＵＨＭＷＰＥ颗粒都会激活巨噬细胞并刺激其释放炎症因子�在其他
条件相同的情况下�小颗粒的刺激作用比大颗粒更强。
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　　在造成人工关节 （ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｊｏｉｎｔ）无菌性松动的
诸多因素中�超高分子聚乙烯 （ｕｌｔｒａｈｉｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ�ＵＨＭＷＰＥ）磨损颗粒引起的生物
学反应正日益受到重视。磨损颗粒被局部的吞噬细
胞�特别是巨噬细胞吞噬后�激活吞噬细胞并释放一
系列炎症因子�如白细胞介素 （ＩＬ）－1β、ＩＬ－6、肿
瘤坏死因子 （ＴＮＦ）－α和前列腺素 Ｅ2（ＰＧＥ2）等�
这些炎症因子又作用于破骨细胞�导致骨质溶解、人
工关节假体松动。国内体外实验也证实�ＵＨＭＷＰＥ
颗粒与巨噬细胞相互作用�能够刺激巨噬细胞的吞
噬作用�引起炎症因子的释放并激活破骨细胞 ［1－3］。
影响ＵＨＭＷＰＥ颗粒生物活性的因素有很多�颗粒
大小被认为是其中最重要的因素。但不同大小的
ＵＨＭＷＰＥ颗粒作用有何不同目前尚不十分清楚。
为此�我们建立不同大小 ＵＨＭＷＰＥ颗粒引起兔膝
关节周围组织生物学反应的动物模型�并进行观察�
现报道如下。
1　材料和方法
1．1　实验动物及材料　日本大耳白兔60只�5～7
月龄�雌雄各半�体重2．5～3．0ｋｇ�由徐州医学院实
验动物中心提供。ＵＨＭＷＰＥ颗粒由中国矿业大学
材料研究院提供�经扫描电镜 （ＳＥＭ）检测其形状为
球形�直径分别为 （1．33±0．08）μｍ、（5．92±0．13）
μｍ、（58．87±0．31）μｍ。按随机原则将实验动物
分为4组：1．33μｍ组、5．92μｍ组、58．87μｍ组及
对照组�每组15只。每组分别于第8、16、24周3个
时间点�每一个时间点每组取实验动物5只进行实
验。
1．2　实验方法　参阅有关文献 ［4］�将ＵＨＭＷＰＥ颗
粒用无菌磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ）按照0．1ｇ／Ｌ的浓度
配成混悬液。2．5％戊巴比妥钠溶液25ｍｇ／ｋｇ耳缘
静脉麻醉成功后�均选择右侧膝关节�局部备皮、消
毒�推开髌骨�将ＵＨＭＷＰＥ颗粒混悬液2ｍｌ注入膝
关节腔内�注入后再次局部消毒并按压5ｍｉｎ以防
外溢。对照组注入等量的无菌 ＰＢＳ盐水。整个过

程严格遵循无菌操作。术毕将兔单笼饲养�不制动。
1．3　标本采集与观察指标　术后观察实验动物一
般情况、下肢活动及注射部位皮肤的情况。分别于
第8、16、24周用空气栓塞法处死动物�立即取膝关
节周围组织�置于 10％中性甲醛溶液 （ｐＨ7．2～
7．4）�常温下固定24ｈ�石蜡切片�苏木精－伊红常
规染色�光镜下观察兔膝关节周围组织对ＵＨＭＷＰＥ
颗粒产生的反应。所有实验动物取标本的部位均一
致。

在相同时间取部分膝关节周围组织3ｇ�组织剪
将其剪碎�加生理盐水3ｍｌ�用匀浆器充分匀浆�取
匀浆液2ｍｌ�以8000ｒ／ｍｉｎ离心10ｍｉｎ�留取上清
液1．0ｍｌ�于 －80℃下保存。ＥＬＩＳＡ法检测标本组
织中细胞因子ＩＬ－1β、ＩＬ－6、ＴＮＦ－α水平。试剂
盒购自碧云天生物工程公司 （进口分装 ）�严格按照
试剂盒说明书步骤进行操作。
1．4　统计学处理　数据采用 ﹣ｘ±ｓ表示�应用ＳＰＳＳ
11．0统计软件处理。组间比较采用单因素方差分
析 （ＡＮＯＶＡ）�组间两两比较应用ｑ检验。Ｐ＜0．05
认为差异有统计学意义。
2　结　果
2．1　病理组织学改变　小颗粒组 （1．33μｍ组与
5．92μｍ组 ）：第8周�可发现有巨噬细胞吞噬ＵＨ-
ＭＷＰＥ颗粒的现象；第16周这种吞噬作用更加明
显；第24周仍可见吞噬ＵＨＭＷＰＥ颗粒的巨噬细胞
大量存在 （图1、2）。58．87μｍ组：第8周�实验侧
关节囊及其周围组织切片可见大量乳白色 ＵＨＭ-
ＷＰＥ颗粒被巨噬细胞、多核巨细胞、成纤维细胞所
包绕�多核巨细胞数量最多�淋巴细胞极少�未见中
性粒细胞�外层有纤维组织增生；第16周这种包裹
现象更加明显；第24周包裹进一步增厚�细胞数增
多�形成囊肿样结构 （图3）。注入ＵＨＭＷＰＥ颗粒后
第8、16、24周�对照组相应时点关节囊及周围组织
均未见到ＵＨＭＷＰＥ颗粒、巨噬细胞、多核巨细胞和
包裹现象 （图4）。
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图1　1．33μｍ组不同时间的病理组织学改变 （苏木精－伊红染色�×400）
Ａ∙第8周；Ｂ∙第16周；Ｃ∙第24周

图2　5．92μｍ组不同时间的病理组织学改变 （苏木精－伊红染色�×400）
Ａ∙第8周；Ｂ∙第16周；Ｃ∙第24周

图3　58．87μｍ组不同时间的病理组织学改变 （苏木精－伊红染色�×400）
Ａ∙第8周；Ｂ∙第16周；Ｃ∙第24周

图4　对照组不同时间的病理组织学改变 （苏木精－伊红染色�×400）
Ａ∙第8周；Ｂ∙第16周；Ｃ∙第24周

2．2　细胞因子表达水平
2．2．1　ＩＬ－1β　见表1。组间比较：术后第8、16、
24周�对照组中ＩＬ－1β表达极低�3个颗粒组与之
比较�ＩＬ－1β的表达水平均明显增高 （Ｐ＜0．05）。
1．33μｍ组、5．92μｍ组与58．87μｍ组比较�ＩＬ－
1β的表达水平增高 （Ｐ＜0．05）；而1．33μｍ组与
5．92μｍ组比较�ＩＬ－1β的表达稍高�但没有显著
性差异 （Ｐ＞0．05）。组内比较：3个颗粒组随时间延
长ＩＬ－1β表达水平逐渐升高；第16、24周�ＩＬ－1β

的表达均较第8周升高 （Ｐ＜0．05）�第24周较第16
周升高 （Ｐ＜0．05）。对照组 ＩＬ－1β的表达略有增
加�但无显著性差异 （Ｐ＞0．05）。
2．2．2　ＩＬ－6　见表2。组间比较：术后第8、16和
24周�1．33μｍ组和5．92μｍ组ＩＬ－6的表达明显
高于对照组和58．87μｍ组 （Ｐ＜0．05）。而1．33
μｍ组ＩＬ－6的表达稍低于5．92μｍ组�无显著性
差异 （Ｐ＞0．05）。58．87μｍ组第8周ＩＬ－6的表达
高于对照组 （Ｐ＜0．05）�第16、24周稍高于对照组�
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但无显著性差异 （Ｐ＞0．05）。组内比较：1．33μｍ组
ＩＬ－6的表达随时间延长逐渐升高�但无显著性差
异 （Ｐ＞0．05）。5．92μｍ组ＩＬ－6的表达第16周稍
高于第 8周和第 24周�但无显著性差异 （Ｐ＞
0．05）�第8周与第 24周基本相等 （Ｐ＞0．05）。
58．87μｍ组的表达第16周稍低于第8周和第24
周�但均无显著性差异 （Ｐ＞0．05）。
2．2．3　ＴＮＦ－α　见表3。组间比较：术后第8、16

和24周�3个颗粒组ＴＮＦ－α的表达均明显高于对
照组 （Ｐ＜0．05）。第8、16周�1．33μｍ组、5．92μｍ
组与58．87μｍ组比较�ＴＮＦ－α表达明显升高 （Ｐ＜
0．05）。第24周�3个颗粒组之间比较�无显著性差
异 （Ｐ＞0．05）。组内比较：3个颗粒组ＴＮＦ－α的表
达随时间延长均下降 （Ｐ＜0．05）�对照组在不同时
间点未见明显变化 （Ｐ＞0．05）。

表1　4组不同时间ＩＬ－1β表达水平的比较 （ｎ＝5�﹣ｘ±ｓ�ｎｇ／Ｌ）
组　别 8周　　 16周　　 24周　　

1．33μｍ组 25．64±3．97∗△ 38．65±8．25∗△﹟ 50．53±7．17∗△﹢﹟
5．92μｍ组 25．30±6．15∗△ 31．33±3．19∗△﹟ 46．87±6．79∗△﹢﹟
58．87μｍ组 16．97±5．28∗ 20．96±3．69∗﹟ 31．84±5．52∗﹢﹟
对照组 9．07±1．16 11．52±2．04 17．08±3．45﹢﹟

　　　　　　　　　与对照组比较：∗Ｐ＜0．05；与58．87μｍ组比较：△Ｐ＜0．05；组内与第8周比较：
　　　　　　　　　﹟ Ｐ＜0．05；与第16周比较：﹢ Ｐ＜0．05

表2　4组不同时间ＩＬ－6表达水平的比较 （ｎ＝5�﹣ｘ±ｓ�ｎｇ／Ｌ）
组　别 8周　　 16周　　 24周　　

1．33μｍ组 46．23±5．47∗△ 41．21±9．17∗△ 43．15±7．68∗△
5．92μｍ组 47．73±9．11∗△ 52．46±12．57∗△ 47．62±7．99∗△
58．87μｍ组 28．35±5．03∗ 23．87±6．38 29．46±4．99
对照组 13．65±6．30 12．87±3．34 13．43±4．93

　　　　　　　　　与对照组比较：∗Ｐ＜0．05；与58．87μｍ组比较：△Ｐ＜0．05
表3　4组不同时间ＴＮＦ－α表达水平的比较 （ｎ＝5�﹣ｘ±ｓ�ｎｇ／Ｌ）

组　别 8周　　 16周　　 24周　　
1．33μｍ组 49．37±5．96∗△ 44．31±5．67∗△﹟ 26．00±5．24∗﹢﹟
5．92μｍ组 44．11±5．56∗△ 36．81±6．82∗△﹟ 24．75±4．19∗﹢﹟
58．87μｍ组 29．81±4．55∗ 20．91±3．26∗﹟ 20．53±2．86∗﹟
对照组 14．68±1．42 13．28±2．56 12．67±2．72

　　　　　　　　　与对照组比较：∗Ｐ＜0．05；与58．87μｍ组比较：△Ｐ＜0．05；组内与第8周比较：
　　　　　　　　　﹟ Ｐ＜0．05；与第16周比较：﹢ Ｐ＜0．05

3　讨　论
巨噬细胞受到ＵＨＭＷＰＥ颗粒刺激后可产生ＩＬ

－1β、ＩＬ－6、ＴＮＦ－α等炎症因子�这些炎症因子通
过促进破骨细胞的形成或激活破骨细胞使关节假体

周围骨溶解�从而引起人工关节松动 ［5－6］。影响磨
损颗粒诱导骨溶解的因素是多方面的�包括颗粒的
大小、数量、形状、成分及理化性质等。其中颗粒大
小被认为是最重要的因素之一 ［7］。然而�不同大小
的磨损颗粒引起炎症反应有何不同�目前还不完全
清楚。为此�我们选择了有代表意义的3种不同大
小ＵＨＭＷＰＥ颗粒�并通过不同时间点病理组织学
检查和细胞因子测定来探讨这一问题。

本实验病理组织学检查显示：小颗粒组 （1．33
μｍ组与5．92μｍ组 ）吞噬ＵＨＭＷＰＥ颗粒的巨噬细
胞随时间延长而增加；大颗粒 （58．87μｍ组 ）因体
积较大无法吞噬�而在颗粒周围形成由大量多核巨
细胞、成纤维细胞等组成的包裹�并随时间延长包裹
明显变厚�细胞数量显著增加；而相应的对照组在不
同时间点未发现巨噬细胞和多核巨细胞。由此证明
注入ＵＨＭＷＰＥ颗粒后�巨噬细胞与多核巨细胞在
磨损颗粒产生的一系列生物学反应并最终导致骨质

溶解的过程中起着极其关键的作用。这与 Ｉｎｇｈａｍ
等 ［8］学者的研究结果是一致的。

我们检测各组ＩＬ－1β、ＩＬ－6、ＴＮＦ－α的表达�
结果发现�这3组不同大小的 ＵＨＭＷＰＥ颗粒均可
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引起炎症反应。同一时间点比较�小颗粒组炎症因
子表达显著高于大颗粒组和对照组�而小颗粒组之
间比较未见明显不同。说明小磨损颗粒的生物活性
较大颗粒强�但在巨噬细胞吞噬范围内不同大小磨
损颗粒作用无显著性差异。
　　不同时间点比较�各炎症因子的表达存在差异。
小颗粒组ＩＬ－1β的表达第8周时较低�第16、24周
时表达增高。提示在ＵＨＭＷＰＥ颗粒介导的慢性炎
症过程中�ＩＬ－1β主要是在中、晚期发挥作用。ＩＬ
－1β是巨噬细胞激活后的常见产物�同时又是巨噬
细胞的一个强力趋化剂�可以再次刺激巨噬细胞合
成、分泌ＩＬ－1β�也可以刺激破骨细胞增生�通过成
纤维细胞诱导产生基质金属蛋白胶原酶 （ＭＭＰｓ）、
ＰＧＥ2等�加速骨质的吸收�同时抑制成骨细胞合成
而减少新骨形成 ［9］。
　　ＴＮＦ－α表达在第8周时最高�第16周下降�第
24周下降至最低。这可能是由于基因转录早期阶
段的正性调节与后期阶段的负反馈所致。ＵＨＭ-
ＷＰＥ颗粒激活巨噬细胞的核转录因子ＮＦ－κＢ后�
迅速产生和分泌大量 ＴＮＦ－α�并与巨噬细胞上的
ＴＮＦ受体结合�通过自分泌形式诱导大量 ＴＮＦ－α
产生 ［10］。这种作用在开始时表现尤为明显�到后期
逐渐减弱。我们的实验结果也提示�ＴＮＦ－α主要
是在炎症反应早期阶段发挥作用。ＴＮＦ－α可以结
合到破骨细胞前体细胞的ＴＮＦ受体上�诱导原癌基
因 （ｃ－ｓｒｃ）表达�而ｃ－ｓｒｃ的表达是破骨细胞刷状
缘形成和骨吸收的必要条件 ［10］。
　　ＩＬ－6在第8、16、24周均处于高表达状态�即
使在磨损颗粒没有增加的情况下仍然维持在较高水

平�这主要是由于磨损颗粒刺激巨噬细胞�导致 ＩＬ
－6的大量产生�并再次作用于巨噬细胞本身刺激
其产生更多的ＩＬ－6［11］。我们的实验结果证明�巨
噬细胞在ＵＨＭＷＰＥ颗粒刺激下持续分泌ＩＬ－6�在
介导慢性炎症反应中长时间发挥作用。
58．87μｍ的大颗粒不能被巨噬细胞吞噬�但仍

然能引起炎症因子的产生。
如前所述：本实验病理学检查可见 ＵＨＭＷＰＥ

颗粒被大量多核巨细胞、成纤维细胞、内皮细胞等包
裹�说明在 ＵＨＭＷＰＥ磨损颗粒诱导的炎症反应过
程中�除了巨噬细胞外�尚有多种细胞参与。这些细
胞可以相互激活、相互作用�使大颗粒在无法被巨噬
细胞吞噬的情况下仍然表现出一定的生物活性。

本实验表明：不同大小的 ＵＨＭＷＰＥ颗粒植入
兔膝关节腔后都可以引起炎症细胞因子的产生�小

颗粒被巨噬细胞吞噬并表现出强烈的生物活性作

用�大颗粒被多种细胞包裹并通过细胞间的相互激
活、相互作用�释放生物活性物质�而小颗粒诱导炎
症细胞因子表达的作用要比大颗粒更强。但是这种
作用是如何产生的�作为细胞外信号的 ＵＨＭＷＰＥ
颗粒如何激活细胞内信号转导系统�进而激活转录
因子�启动基因的转录�合成炎症细胞因子�本实验
未予研究。在分子信号水平探讨颗粒对巨噬细胞的
影响将是我们下一阶段要做的工作。
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