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  摘 要:目的 研究中老年骨关节炎患者肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、钙网织蛋白(CRT)表达,以及二者与疾

病严重程度的相关性。方法 选取2018年3月至2020年2月该院收治的中老年骨关节炎患者95例为病例

组,进一步分为中度组30例,重度组46例,极重度组19例。另外选取因交叉韧带断裂行手术治疗的患者60例

为对照组。获取所有研究对象关节滑膜组织和滑膜液,采用酶联免疫吸附试验法检测滑膜液中TNF-α、CRT
表达水平,免疫组化法检测滑膜组织中TNF-α、CRT表达情况,比较不同病情患者TNF-α、CRT水平,并分析

二者与疾病严重程度的相关性。结果 中度组、重度组、极重度组骨关节炎患者滑膜液中TNF-α、CRT水平及

滑膜组织中TNF-α、CRT的吸光度值(A 值)均明显高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05);重度组、极重

度组骨关节炎患者滑膜液中TNF-α、CRT水平及滑膜组织中TNF-α、CRT的A 值均明显高于中度组,差异均

有统计学意义(P<0.05);极重度组骨关节炎患者滑膜液中TNF-α、CRT水平及滑膜组织中TNF-α、CRT的A
值明显高于重度组,差异有统计学意义(P<0.05);TNF-α在老年骨关节炎滑膜组织中的表达位于滑膜衬里

层,且有大量炎性细胞浸润,CRT的表达主要位于血管周围和滑膜衬里层,表达量较低;关节滑膜液中TNF-α、
CRT水平与骨关节炎严重程度呈正相关(r=0.667,P<0.001;r=0.704,P<0.001)。结论 中老年骨关节

炎患者滑膜液中TNF-α、CRT水平随着病情加重呈上升趋势,二者有望成为该病临床诊断的潜在血清学指标。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

and
 

calreticulin
 

(CRT)
 

in
 

middle
 

aged
 

and
 

elderly
 

patients
 

with
 

osteoarthritis
 

and
 

their
 

correlations
 

with
 

disease
 

severity.
Methods A

 

total
 

of
 

95
 

middle
 

aged
 

and
 

elderly
 

patients
 

with
 

osteoarthritis
 

in
 

Sichuan
 

Orthopedic
 

Hospital
 

from
 

March
 

2018
 

to
 

February
 

2020
 

were
 

enrolled
 

in
 

case
 

group
 

and
 

divided
 

into
 

moderate
 

group
 

(30
 

cases),
severe

 

group
 

(46
 

cases)
 

and
 

extremely
 

severe
 

group
 

(19
 

cases).In
 

addition,60
 

healthy
 

people
 

in
 

the
 

same
 

pe-
riod

 

were
 

selected
 

as
 

control
 

group.The
 

expression
 

of
 

TNF-α
 

and
 

CRT
 

in
 

synovial
 

fluid
 

and
 

synovial
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

and
 

immunohistochemical
 

method
 

respectively.The
 

TNF-α
 

and
 

CRT
 

expression
 

were
 

compared
 

among
 

patients
 

with
 

different
 

severity
 

degrees,and
 

their
 

correla-
tions

 

with
 

the
 

disease
 

severity
 

were
 

also
 

analyzed.Results The
 

expression,absorbance
 

(A)
 

value
 

of
 

TNF-α
 

and
 

CRT
 

in
 

moderate
 

group,severe
 

group
 

and
 

extremely
 

severe
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels,A
 

value
 

of
 

TNF-α
 

and
 

CRT
 

in
 

patients
 

with
 

different
 

severity
 

degrees
 

were
 

the
 

highest
 

in
 

extremely
 

severe
 

group,followed
 

by
 

severe
 

group,and
 

which
 

were
 

the
 

lowest
 

in
 

moderate
 

group
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

TNF-α
 

in
 

synovial
 

tissue
 

located
 

in
 

the
 

synovial
 

lining
 

layer,
with

 

a
 

large
 

number
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

infiltrating.The
 

expression
 

of
 

CRT
 

mainly
 

located
 

around
 

the
 

blood
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vessels
 

and
 

in
 

the
 

synovial
 

lining
 

layer,and
 

the
 

expression
 

level
 

was
 

relatively
 

low.The
 

expression
 

of
 

TNF-α
 

and
 

CRT
 

in
 

synovial
 

fluid
 

of
 

joint
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease
 

(r=0.667,P<0.001;
r=0.704,P<0.001).Conclusion Elevated

 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

CRT
 

in
 

the
 

synovial
 

fluid
 

of
 

middle
 

aged
 

and
 

elderly
 

patients
 

with
 

osteoarthritis
 

positively
 

correlate
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease,so
 

the
 

two
 

indicators
 

are
 

expected
 

to
 

become
 

potential
 

serological
 

indicators
 

for
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

the
 

disease.
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  骨关节炎是以关节表面软骨遭到破坏,而周围骨

性组织增生为病理特征的关节病,可导致受累关节产

生疼痛,活动时加重,久不活动时有僵硬感[1]。骨关

节炎在年龄超过50岁的人群中发病率较高,严重影

响中老年人的身体健康及生活质量。骨关节炎病变

部位分泌物的检测对反映关节代谢状态有重要作用,
检测其中特异性分子将有助于判断该病的病理变化,
对临床早期诊断具有重要意义[2]。肿瘤坏死因子α
(TNF-α)是一种促炎性细胞因子,参与免疫反应、炎
性反应等,在重症类风湿关节炎患者血液中可发现

TNF-α升高[3]。钙网织蛋白(CRT)是一种内质网主

要钙结合蛋白,参与机体多种生理、病理过程。研究

报道,CRT与类风湿关节炎患者关节滑膜炎性反应和

血管形成有关[4]。目前,对于中老年骨关节炎患者体

内TNF-α、CRT水平的相关研究较少。本研究以95
例中老年骨关节炎患者为研究对象,探讨中老年骨关

节炎患者体内TNF-α、CRT表达情况,并分析二者水

平与疾病严重程度的关系,为中老年骨关节炎的临床

诊断提供依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年3月至2020年2月本

院收治的95例中老年骨关节炎患者纳入病例组。纳

入标准:(1)符合骨关节炎诊断标准[5],X线片等影像

学检查结果显示滑膜、骨赘增生,半月板、侧副韧带磨

损及膝关节内外翻畸形;(2)年龄55~80岁;(3)对本

研究内容知情,并签署同意书。排除标准:(1)合并急

性或慢性感染性疾病、出血性疾病;(2)合并严重骨质

疏松、骨纤维异常或骨性融合;(3)合并心、肝、肾、肺
功能障碍。病例组包括男55例,女40例;年龄55~
80岁,平均(65.12±2.07)岁;病程1~5年,平均

(3.46±1.03)年;单膝患病83例,双膝患病12例;病
理类型包括软骨型12例,滑膜型18例,游离体型7
例,半月板型15例,混合型43例。根据 Michel

 

Le-
quesen膝骨关节炎严重度分级指数(ISOA)[6]将95
例中老年骨关节炎患者分为中度组30例,重度组46
例,极重度组19例。另外选取同期因交叉韧带断裂

行手术治疗的患者60例为对照组,留取其滑膜液和

手术切除的正常滑膜组织,其中:男29例,女31例;
年龄56~80岁,平均(64.52±4.67)岁。病例组和对

照组一般资料比较,差异无统计学意义(P>0.05),具

有可比性。本研究经本院医学伦理委员会审批通过。
1.2 方法

1.2.1 获取关节滑膜组织和滑膜液 在关节镜检查

或行膝关节腔穿刺、冲洗术及其他相应手术时,注入

1.0
 

mL的生理盐水,反复回抽、注入3遍,将最后一

次抽出的液体注入生化管中,以3
 

000
 

r/min离心5
 

min,于20
 

℃冰箱保存备用。取关节滑膜组织,大小

2
 

cm×2
 

cm,甲醛固定,室温保存。
1.2.2 酶联免疫吸附试验(ELISA)法检测TNF-α、
CRT水平 采用 ELISA 法检测滑膜液中 TNF-α、
CRT水平,ELISA法检测试剂盒由默沙克生物科技

有限公司提供。
1.2.3 吸光度值(A 值)检测 吸取100

 

μL关节滑

膜液、稀释标准品,36%孵箱避光孵育90
 

min,加入生

物素化抗体,孵育60
 

min,加入酶结合物,再次孵育30
 

min,加入显色底物孵育15
 

min,加入终止液,于450
 

nm波长检测A 值,绘制标准曲线。
1.2.4 免疫组化法检测滑膜组织中TNF-α、CRT表

达情况 取滑膜组织标本,浸腊包埋后,依次进行切

片、烤片、脱蜡水化、封闭内源性酶;BSA溶液孵育1
 

h,加入兔抗人TNF-α抗体及CRT抗体,孵育1
 

h,二
氨基联苯胺(DAB)显色,苏木精复染细胞,并进行脱

水、透明、封片,观察结果。阳性细胞呈棕褐色,阴性

表达呈淡黄色或浅棕色。
1.3 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理及统计分析。多组间比较采用单因素方差分

析,两两比较采用SNK-q 检验;计数资料以例数或百

分率表示,组间比较采用
 

χ2 检验;等级资料相关分析

采用Spearman相关。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 不同严重程度骨关节炎患者滑膜液中TNF-α、
CRT水平比较 中度组、重度组、极重度组骨关节炎

患者滑膜液中TNF-α、CRT水平明显高于对照组,差
异均有统计学意义(P<0.05);重度组、极重度组骨关

节炎患者滑膜液中TNF-α、CRT水平明显高于中度

组,差异均有统计学意义(P<0.05),极重度组骨关节

炎患者滑膜液中TNF-α、CRT水平明显高于重度组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。
2.2 滑膜组织中TNF-α、CRT的表达情况 正常滑
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膜组织中未见TNF-α表达(图1A),TNF-α在中老年

骨关节炎滑膜组织中呈阳性表达,表达位于滑膜衬里

层,且有大量炎性细胞浸润(图1B);CRT在正常滑膜

组织中呈阴性表达(图1C),在中老年骨关节炎滑膜

组织中呈阳性表达,表达主要位于血管周围和滑膜衬

里层,表达量较低(图1D)。
2.3 各组滑膜组织中TNF-α、CRT的A 值比较 中

度组、重度组、极重度组骨关节炎患者滑膜组织中

TNF-α、CRT的A 值明显大于对照组,差异均有统计

学意义(P<0.05);重度组、极重度组骨关节炎患者滑

膜组织中TNF-α、CRT的A 值明显大于中度组,差异

均有统计学意义(P<0.05),极重度组骨关节炎患者

滑膜组织中TNF-α、CRT的A 值明显大于重度组,差

异均有统计学意义(P<0.05),见表2。
表1  不同严重程度骨关节炎患者滑膜液中TNF-α、

   CRT水平比较(x±s)

组别 n TNF-α(ng/mL) CRT(ng/mL)

对照组 60 10.23±2.07 1.23±0.19

中度组 30 13.54±2.71a 3.84±0.82a

重度组 46 18.03±3.31ab 4.28±1.02ab

极重度组 19 21.49±3.86abc 5.73±0.94abc

F 107.58 250.86

P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与中度组比较,bP<0.05;与重度组

比较,cP<0.05。

  注:A为正常滑膜组织中TNF-α表达情况;B为中老年骨关节炎滑膜组织中TNF-α表达情况;C为正常滑膜组织中CRT表达情况;D为中老

年骨关节炎滑膜组织中CRT表达情况。

图1  TNF-α、CRT在滑膜组织中的表达(×400)

表2  各组滑膜组织中TNF-α、CRT的A 值比较(x±s)

组别 n TNF-α CRT

对照组 60 0.009
 

4±0.000
 

5 0.005
 

4±0.000
 

1

中度组 30 0.076
 

3±0.020
 

1a 0.053
 

2±0.010
 

2a

重度组 46 0.200
 

3±0.060
 

7ab 0.138
 

9±0.053
 

7ab

极重度组 19 0.391
 

7±0.080
 

4abc 0.420
 

7±0.075
 

6abc

F 425.62 560.07

P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与中度组比较,bP<0.05;与重度组

比较,cP<0.05。

2.4 滑膜液TNF-α、CRT水平与骨关节炎严重程度

的相关性分析 TNF-α、CRT水平与骨关节炎严重程

度呈正相关(r=0.667,P<0.001;r=0.704,P<
0.001)。
3 讨  论

骨关节炎是一种慢性关节病,表现为关节疼痛、
关节变形及关节活动受限等。中老年人是骨关节炎

高发群体,75岁以上人群中发病率高达80%,60岁以

上人群中发病率为50%[7]。该病的发生与肥胖、衰
老、炎性反应及创伤等多种因素有关。人体关节表面

有一层光滑组织,主要保证关节活动顺畅性,而老年

人许多组织器官开始衰老,关节软骨磨损变薄,关节

边缘形成骨刺,进而引发骨关节退行性病变[8-9]。随

着分子生物学不断发展,血清中分子标志物的检测成

为临床判断各种疾病进展的重要辅助手段。
TNF-α作为常见促炎性细胞因子,参与局部炎性

反应,具有杀伤靶细胞、促细胞凋亡及内皮细胞活化

作用,参与许多关节疾病,如类风湿关节炎、骨关节炎

等。杨荣等[10]发现,膝关节炎患者血清中TNF-α水

平明显上升,并随着关节炎严重程度的增加呈不断升

高趋势。赵娜等[11]的研究显示,创伤性膝骨关节炎患

者血清中TNF-α水平[(41.40±14.63)ng/L]明显高

于健康对照者[(24.53±10.37)ng/L]。TNF-α在骨

关节炎发病机制中最关键的作用是上调基质金属蛋

白酶的表达,诱导炎性反应发生,还可刺激软骨细胞

合成白细胞介素(IL)-6、IL-8等,进一步增加炎性反

应[12]。本研究结果显示:对照组TNF-α水平明显低

于中度组、重度组和极重度组骨关节炎患者,重度组、
极重度组骨关节炎患者滑膜液中TNF-α水平明显高

于中度组,极重度组骨关节炎患者明显高于重度组,
即TNF-α表现为随病情加重逐渐上升趋势;TNF-α
在正常滑膜组织中呈阴性表达,在骨关节炎患者滑膜

组织中呈阳性表达,A 值的变化趋势与其在滑膜液中

的变化情况一致。经相关性分析发现,TNF-α水平与

中老年骨关节炎严重程度呈正相关(r=0.667,P<
0.001),说明TNF-α能够促进中老年骨关节炎进展,
加重病情,这主要与TNF-α对关节软骨的破坏有关,
其通过刺激软骨降解酶及介导前列腺素合成分泌,破
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坏软骨组织,促进骨吸收。CRT是内质网钙结合蛋

白,普遍存在于生物细胞中,在细胞质、细胞表面及细

胞外基质中均有表达。研究报道,CRT参与类风湿关

节炎的病理过程,与患者关节滑膜炎性反应有紧密联

系[13]。滑膜血管翳的形成是关节炎的重要病理表现,
新生血管向滑膜液输送炎症细胞,同时为滑膜异常增

生提供氧气和营养物质,使滑膜长期处于炎性反应状

态,增加血管翳的侵袭性[14]。CRT可通过多种途径

参与血管翳的形成,其中关节炎的共享表位是其主要

作用途径,通过该途径参与固有免疫的信号转导,最
终促使血管翳形成[15]。丁红梅等[16]研究发现,活动

期类风湿关节炎患者体内CRT水平较稳定期高,同
时与IL-6、TNF-α等炎症因子水平呈正相关。本研究

发现:CRT在病例组各亚组患者滑膜液及滑膜组织中

的水平均高于对照组,同时随着疾病严重程度呈不断

上升趋势,提示该指标与骨关节炎疾病进程有一定关

系。相关分析显示,CRT水平与骨关节炎疾病严重程

度呈正相关(r=0.704,P<0.001),提示CRT会加

重老年骨关节炎病情。本研究还发现:TNF-α在中老

年骨关节炎滑膜组织中的表达位于滑膜衬里层,有大

量炎性细胞浸润;CRT表达主要位于血管周围和滑膜

衬里层,表达量较低。
综上所述,中老年骨关节炎患者滑膜液中TNF-

α、CRT水平升高,并随着病情加重呈上升趋势,二者

水平与该病严重程度呈正相关。TNF-α、CRT有望成

为临床诊断中老年骨关节炎的潜在血清学指标。
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