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ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ通路抑制剂对ＩＬ１β诱导滑膜细胞ＭＭＰ２活性的影响
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　　［摘要］　目的　研究白介素１β（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）对人膝关节滑膜细胞基质金属蛋白酶２（Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ２，ＭＭＰ２）活性的影响及ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ信号通路抑制剂对该过程的影响。方法　 用不同浓度的ＩＬ１β处理体外培
养的滑膜细胞７２ｈ，明胶酶谱法检测细胞培养液中ＭＭＰ２的活性；选取１０ｎｇ／ｍｌ的ＩＬ１β单独或分别与４种信号通路抑
制剂（ＮＦκＢ抑制剂Ｂａｙ１１７０８２，ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２０３５８０、ＰＤ９８０５９和ＳＰ６００１２５）处理滑膜细胞，处理后１２、２４、４８、７２ｈ检
测ＭＭＰ２的活性。结果 　 ＩＬ１β随浓度和处理时间的增加明显上调滑膜细胞 ＭＭＰ２的活性（Ｐ＜０．０５）；与 ＩＬ１β处理
组比较，Ｂａｙ１１７０８２明显抑制了ＩＬ１β诱导ＭＭＰ２活性的上调，并使７２ｈ时ＭＭＰ２的活性降至１３％（Ｐ＜０．０１）；其他抑
制剂对ＩＬ１β诱导ＭＭＰ２活性上调的影响无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。结论 　 ＩＬ１β以时间和剂量依赖方式，通过ＮＦκＢ
信号通路诱导滑膜细胞ＭＭＰ２活性。
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ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｏｔｈｅｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅＩＬ１βｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＭＭＰ２ａｃｔｉｖｉｔｙ
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　　前交叉韧带（ａｎｔｅｒｉｏｒｃｒｕｃｉａｔｅｌｉｇａｍｅｎｔ，ＡＣＬ）损伤
已成为临床主要的运动相关疾病之一，受损的ＡＣＬ自
我修复能力较差，常不能满意地恢复膝关节的稳定

性［１］，其生物学机制尚不完全清楚。既往研究［２－３］表

明，ＡＣＬ损伤后关节滑液中大量炎性细胞因子如白介
素１β（ｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）及基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）的积累可能是导致其难以自
身修复主要的原因之一。ＭＭＰｓ是一类锌依赖性的蛋
白水解酶，通过降解多种细胞外基质而参与组织的损
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伤与重塑。其中，ＭＭＰ２表达或活性的增加被认为与
ＡＣＬ较差的修复能力密切相关［４］。既往研究发现，

ＩＬ１β可调控多种细胞中 ＭＭＰ２的表达或活性，如血
管内皮细胞［５］、肺成纤维细胞等［６］。但是，滑膜组织

作为ＡＣＬ损伤后关节腔内 ＭＭＰｓ的主要贡献者［７］，

ＩＬ１β对滑膜细胞ＭＭＰ２活性影响的研究却甚少。本
研究通过揭示ＩＬ１β对滑膜细胞 ＭＭＰ２活性的影响，
以及不同信号通路抑制剂对该过程的调控，试图寻求

ＡＣＬ损伤后难以自身修复可能的机制及缓解措施。

１　资料与方法

１．１　实验材料
　　选取我院２０１１年５－１１月收治并行截肢术的车祸伤患
者，获取截肢肢体正常膝关节滑膜标本６例，其中女性３例，男
性３例，年龄２５～４２岁。无菌条件下用剪刀和镊子剪取滑膜
组织，置于盛有ＤＭＥＭ液的培养瓶中备用。经医院伦理委员会
批准，患者签署知情同意书。

１．２　滑膜细胞的分离培养
　　滑膜细胞的培养采用组织培养法分离培养，参照文献［８］。
无菌条件下，用含双抗的１×ＰＢＳ液反复冲洗滑膜组织。将组
织剪成约２ｍｍ×２ｍｍ×２ｍｍ的小块，均匀铺置于培养瓶中。
向培养瓶中加入含１０％ ＦＢＳ的高糖 ＤＭＥＭ液，在５％ ＣＯ２和
３７℃的孵育箱内恒温培养。每３天换液１次，待细胞爬移出组
织并生长至９０％左右融合状态时，胰酶消化１∶３传代。反复传
代贴壁培养以去除其中混杂的细胞，选用第４代的滑膜细胞进
行实验。

１．３　ＩＬ１β及信号通路抑制的处理
　　实验分为３步：①浓度梯度的 ＩＬ１β处理：分别用０、１、５、
１０、２５、５０ｎｇ／ｍｌ的ＩＬ１β处理滑膜细胞，处理后７２ｈ提取细胞
培养液行明胶酶谱检测 ＭＭＰ２的活性。②ＩＬ１β处理的时间
梯度：选取合适浓度的ＩＬ１β处理滑膜细胞，分别于处理后１２、
２４、３６、４８、７２ｈ检测ＭＭＰ２的活性。③ＩＬ１β及信号通路抑制
剂的处理，分为空白对照组、ＩＬ１β组、ＩＬ１β＋３μｍｏｌ／Ｌ
ＳＢ２０３５８０（ｐ３８抑制剂）组、ＩＬ１β＋１０μｍｏｌ／ＬＳＰ６００１２５（ＪＮＫ
抑制剂）组、ＩＬ１β＋５０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９（ＥＲＫ抑制剂）组、
ＩＬ１β＋３０μｍｏｌ／ＬＢａｙ１１７０８２（ＮＦκＢ抑制剂）组，分别于处理
后１２、２４、４８、７２ｈ检测ＭＭＰ２的活性。
１．４　明胶酶谱检测ＭＭＰ２的活性
　　收集细胞培养上清液，ＢＣＡ法蛋白定量。将１０μｇ上清液
蛋白样品与上样缓冲液以１∶１体积混合，在１１０Ｖ恒压、含１０％
明胶的 ＳＤＳＰＡＧＥ中电泳 １５０ｍｉｎ。电泳结束后取出凝胶，
２５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００震荡洗脱２０ｍｉｎ×３次；再用孵育液３７℃恒
温孵育１６ｈ。将凝胶用考马斯亮蓝Ｒ２５０染色１ｈ，脱色液脱色
凝胶至条带清晰可见。凝胶成像分析系统ＧＳ８００扫描凝胶，并
用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件测量各条带的光密度值，进行相对定量。
１．５　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行方差分
析，Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验进行各实验组与对照组的比较，多个均数间
的两两比较采用ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　ＩＬ１β呈浓度依赖性增加滑膜细胞ＭＭＰ２的活性
　　１ｎｇ／ｍｌＩＬ１β处理滑膜细胞７２ｈ后轻度增高ＭＭＰ２活性，
但差异不具有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。而５、１０、２５、５０ｎｇ／ｍｌ
ＩＬ１β分别使滑膜细胞 ＭＭＰ２的活性较对照组增加 １１５％、
１９６％、２２５％和２４３％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。提示
ＩＬ１β对人滑膜细胞ＭＭＰ２的活性具有促进作用，且呈浓度依
赖性。根据此结果，选取１０ｎｇ／ｍｌ为后续实验的干预浓度（图１）。
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Ａ：明胶酶谱　１～６：０、１、５、１０、２５、５０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β；Ｂ：半定量分析
　ａ：Ｐ＜０．０１，与０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β组比较
图１　不同浓度ＩＬ１β对滑膜细胞７２ｈ时ＭＭＰ２活性的影响

２．２　１０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β呈时间依赖性地增加滑膜细胞
ＭＭＰ２的活性

　　１０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β处理滑膜细胞１２、２４、３６、４８、７２ｈ，ＭＭＰ２
的活性分别较相应时间点的对照组增高了３２％、４１％、１０２％、
１２８％和１９３％，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２）。
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Ａ：明胶酶谱　１：１２ｈ，２：２４ｈ，３：３６ｈ，４：４８ｈ，５：７２ｈ；Ｂ：半定量分
析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与相应时间点的对照组比较
图２　１０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β在不同时间点对滑膜细胞ＭＭＰ２活性的影响
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２．３　信号通路抑制剂对 ＩＬ１β诱导滑膜细胞 ＭＭＰ２
活性的影响

　　如图 ３，在 １０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β处理条件下，ｐ３８抑制剂
ＳＢ２０３５８０、ＪＮＫ抑制剂ＳＰ６００１２５和 ＥＲＫ抑制剂 ＰＤ９８０５９轻微
降低了ＩＬ１β诱导 ＭＭＰ２活性的增加，但差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。而 ＮＦκＢ抑制剂 Ｂａｙ１１７０８２明显抑制了 ＩＬ１β
诱导的 ＭＭＰ２活性的增加，与 １０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β处理组比较，
Ｂａｙ１１７０８２使７２ｈ时ＭＭＰ２的活性降至１３％，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ：明胶酶谱　１：１２ｈ，２：２４ｈ，３：４８ｈ，４：７２ｈ；Ｂ：７２ｈ半定量分析　
１：空白对照组，２：１０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β组，３：１０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β＋３μｍｏｌ／Ｌ
ＳＢ２０３５８０组，４：１０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β＋１０μｍｏｌ／ＬＳＰ６００１２５组，５：１０ｎｇ／ｍｌ
ＩＬ１β＋５０μｍｏｌ／ＬＰＤ９８０５９组，６：１０ｎｇ／ｍｌＩＬ１β＋３０μｍｏｌ／ＬＢａｙ１１
７０８２组　ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与１０ｎｇ／ｍｌＩＬ
１β组比较
图３　ＩＬ１β和信号通路抑制剂对滑膜细胞ＭＭＰ２活性的影响

３　讨论

　　组织的损伤和修复始终伴有旧细胞外基质（ｅｘｔｒａ
ｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的降解和新ＥＣＭ的合成，两者在
正常组织中受到多种因素如 ＭＭＰｓ及其抑制剂 ＴＩＭＰｓ
的精确调控而保持动态平衡。其中，ＭＭＰ２又称明胶
酶Ａ，通过降解包括Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ型胶原等多种 ＥＣＭ
而在许多生物学反应中起重要作用，如组织重塑与修

复、血管基底膜的降解等［９－１０］。

　　滑膜组织是 ＡＣＬ损伤后关节内微环境变化的主
要调控者之一。本研究发现，未处理的正常滑膜细胞

即可分泌少量的 ＭＭＰ２，这可能与其维持正常 ＥＣＭ
合成和降解间的平衡有关。ＩＬ１β作为ＡＣＬ损伤后炎
症反应中重要的炎性细胞因子之一，能显著刺激滑膜

细胞ＭＭＰ２的活性，并呈浓度和时间依赖性增加。该
结果与 Ｚｈａｎｇ等［１１］的报道类似：ＩＬ１β明显增加类风
湿性关节炎成纤维样滑膜细胞中 ＭＭＰ２的表达。既
往研究表明，其他细胞因子如 ＴＮＦα也能促使滑膜细
胞ＭＭＰ２活性的增加［８］，且ＩＬ１β和ＴＮＦα还能协同
刺激ＡＣＬ成纤维细胞中ＭＭＰ２活性的增强［２］。据报

道，高活性的ＭＭＰ２可进一步激活 ＭＭＰｓ家族的其他
成员，使关节滑液中总ＭＭＰｓ的基质降解活性增强，从
而促进其对 ＥＣＭ的降解［６］。这些结果提示，ＡＣＬ损
伤后产生的炎性细胞因子可作用于关节内多种组织细

胞，使其分泌的 ＭＭＰ２活性增加，从而可能成为 ＡＣＬ
损伤后难以自身修复的机制之一。但是，ＩＬ１β诱导
滑膜细胞ＭＭＰ２活性增加的机制目前尚不清楚。既
往研究表明，有多条信号通路参与ＭＭＰｓ的表达，其中
主要包括 ＭＡＰＫ（ｐ３８、ＥＲＫ、ＪＮＫ）和 ＮＦκＢ通路［１２］。

特异性地抑制这些通路能否缓解ＭＭＰ２活性的增加，
从而为ＡＣＬ损伤后的修复提供新的思路已成为目前
关注的焦点。

　　本研究发现，ｐ３８抑制剂 ＳＢ２０３５８０、ＪＮＫ抑制剂
ＳＰ６００１２５和 ＥＲＫ抑制剂 ＰＤ９８０５９对 ＩＬ１β诱导的
ＭＭＰ２活性的增加无明显影响，表明 ＩＬ１β可能并不
是通过 ｐ３８、ＪＮＫ或 ＥＲＫ信号通路诱导滑膜细胞
ＭＭＰ２活性的增加。Ｋｉｍ等［１３］也发现，抑制ＭＡＰＫ信
号通路并不能调控类风湿性关节炎滑膜细胞中 ＭＭＰｓ
的表达。而 ＮＦκＢ抑制剂 Ｂａｙ１１７０８２对 ＩＬ１β诱导
ＭＭＰ２活性的增加呈完全抑制状态，且滑膜细胞本身
的分泌功能也受到抑制。该结果提示，ＮＦκＢ虽然能
显著降低ＩＬ１β诱导的ＭＭＰ２活性，并可能成为 ＡＣＬ
损伤后潜在的治疗靶点之一，但它的作用可能并不是

完全特异性地作用于 ＩＬ１β引起的通路变化，还可能
存在对滑膜细胞内部本身的通路直接影响的结果，其

具体分子机制尚需进一步研究。

　　综上所述，本研究表明 ＩＬ１β呈浓度和时间依赖
性地增加滑膜细胞 ＭＭＰ２的活性，而 ＮＦκＢ的抑制
剂Ｂａｙ１１７０８２显著抑制了 ＩＬ１β诱导的 ＭＭＰ２活性
的增加。进一步研究及体内实验将有助于阐明炎症因

子对ＭＭＰ２的调控机制，并可能为 ＡＣＬ损伤后的修
复提供新的思路。
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１３１Ｉ复治甲亢的实验室标准探讨

吴　平，易吉秀，李　华，容若惠子　　（４０９０００重庆 黔江，黔江中心医院内分泌科）

　　［关键词］　 甲状腺功能亢进症；１３１Ｉ复治；甲状腺功能减
退症；标准

　　［中图法分类号］　Ｒ５８１．１０５　　［文献标志码］　Ｂ

［通信作者］　吴　平，Ｅｍａｉｌ：８２６７８４６０３＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　１３１Ｉ治疗甲亢后的主要并发症是甲状腺功能减退症（甲
减），且发生率较高［１］。临床发现，在第１次用１３１Ｉ治疗甲亢后，
复治时（６个月），甲状腺激素水平较正常值高１倍以内的患
者，６～１２个月后甲状腺激素水平可自行降至正常；若进行第２
次治疗患者甲减的发生率明显增高。我们猜测是由于首次１３１Ｉ
治疗后残留的甲状腺组织受到１３１Ｉ辐射作用，使其功能继续下
降，不能完全恢复。我们的方法是测定１３１Ｉ复治时及１年后的
甲亢患者甲状腺激素水平值，试图通过统计分析的方法找出复

治的分界点，为制订较精确的１３１Ｉ复治甲亢实验室标准做一个
初步的探索。

１　资料与方法

１．１　一般资料
　　２００９年２月至２０１１年６月我科门诊收治的符合纳入标准
的甲状腺功能亢进症患者３０例，其中男性１９例，女性１１例，年
龄１６～６５岁，均无严重的其他系统并发症。纳入标准：①《临
床诊疗指南内分泌学分册》（人民卫生出版社，２００９年版）诊断
标准；②无治疗禁忌证，如妊娠、哺乳期、心肌梗死、严重的肝肾
疾病等；③首次１３１Ｉ治疗后６个月复查时，甲状腺激素未恢复正

常，但在正常值１倍以下。排除标准：①甲状腺摄碘率≤５０％
者；②１３１Ｉ一次性治愈患者（含甲减患者）。

１．２　方法
　　采用电化学发光法（罗氏２０１０电化学发光检测仪）测定治
疗前、复治时、１年后ＦＴ３、ＦＴ４。

１．３　统计学方法
　　采用ＳＡＳ８．１统计软件对第１次１３１Ｉ治疗后复治时及未治
疗１年后的甲亢患者甲状腺激素水平值进行回归分析。从样
本返回的数据散点图看，自变量和因变量之间符合一定的线性

关系，采取了线性回归模型。

２　结果

　　复治时ＦＴ３（设定为变量 ｘ１）平均值为１１．７００６７ｐｍｏｌ／Ｌ，

ＦＴ４（设定为变量ｔ１）平均值为３１．７９２ｐｍｏｌ／Ｌ；未治１年后 ＦＴ３
（设定为变量ｘ２）平均值为４．９８１ｐｍｏｌ／Ｌ，ＦＴ４（设定为变量 ｔ２）
平均值为１６．９６２６７ｐｍｏｌ／Ｌ。以上数据均符合线性方程：
　　ＦＴ３（ｐｍｏｌ／Ｌ）：ｘ２＝０．２２４３ｘ１＋２．３５６，ＦＴ４（ｐｍｏｌ／Ｌ）：ｔ２＝
０．１６１７４ｔ１＋１３．７８０６１
　　根据我院正常甲功范围：ＦＴ３：３．１０～６．８ｐｍｏｌ／Ｌ，ＦＴ４：
１２～２２ｐｍｏｌ／Ｌ，考虑该约束与线性方程的交点得：０．２２４３ｘ１＋
２．３５６≤６．８，０．１６１７４ｔ１＋１３．７８０６１≤２２
　　解出的结果为ｘ１≤１９．８１２７５ｐｍｏｌ／Ｌ，ｔ１≤５０．８１８５４ｐｍｏｌ／Ｌ。
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