
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.5 FEB.2017

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2017.05.009

P60PLAD蛋白对超高分子量聚乙烯（UHMWPE）颗粒诱导的小鼠颅盖骨
骨溶解模型以及小鼠卵巢切除骨质疏松模型的影响 *
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摘要 目的：构建 UHMWPE颗粒诱导的小鼠颅盖骨骨溶解模型以及小鼠卵巢切除骨质疏松模型，通过动物模型证实 P60PLAD

蛋白在体内具有破骨细胞抑制特性和骨保护作用。方法：用 8周 C57BL/6雄性小鼠实验。在小鼠颅盖骨沿正中线做一矢状切口，

暴露 0.5 cm× 0.5 cm范围，保证骨膜完整性，将直径在 0.1-10 滋m的超高分子量聚乙烯（Ultra High Molecular Weight Polyethy-

lene）颗粒 20 滋g均匀撒在骨膜，构建小鼠颅盖骨骨溶解模型，在局部注射 PBS或者 P60PLAD蛋白溶液。2周后处死，将颅骨分离

进行 Micro-CT 检查比较骨溶解区域变化。手术切除 10周雌性小鼠卵巢构建小鼠去卵巢骨质疏松模型，腹腔注射 PBS 或

P60PLAD蛋白溶液。12周后处死后分离股骨，经 4%多聚甲醛固定后行Micro-CT检查比较骨密度等参数。结果：超高分子量聚乙

烯（Ultra High Molecular Weight Polyethylene）颗粒诱导的骨溶解模型中，加入 P60PLAD蛋白后，颅骨局部骨溶解区域较对照组减

少，骨量相关参数与对照组相比有统计学意义。在小鼠卵巢切除骨质疏松模型中，注射了 P60PLAD蛋白的实验组，其骨密度

（BMD）等与骨量相关参数较对照组有明显增加。结论：P60PLAD蛋白可有效抑制 UHMWPE颗粒诱导的小鼠颅盖骨骨吸收模型

局部的骨吸收，抑制局部破骨细胞的骨吸收作用，并可以部分逆转小鼠卵巢切除骨质疏松模型的骨质疏松，提高骨密度，在破骨

细胞抑制活性和骨保护方面具有良好临床应用前景。
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Effects of P60PLAD on Ultra High Molecular Weight Polyethylene

（UHMWPE）-induced Osteolysis and OVX-induced Osteoporosis in Mice*

To establish UHMWPE particle-induced calvarial osteolysis murine model and ovariectomized mouse model,

and observe the effects of P60PLAD on osteoclastogenesis, differentiation of osteoclast and bone resorption, as well as the bone protec-

tion property. 8-week C57BL/6 male mice were utilized to establish the model. A 0.5 cm× 0.5 cm area of calvarial bone was

exposed by making a midline sagittal incision over the calvaria, leaving the periosteum intact. Distribute 20 滋g UHMWPE particles the

diameter of which ranged from 0.1 to 10 滋m over the the intact periosteum to establish the UHMWPE particle-induced calvarial osteolysis

murine model. Mice were provided PBS or p60PLAD solution after surgery locally. After 2 weeks, all mice were sacrificed and skulls

were separated to undergo Micro-CT to observe the changes in osteolysis area. Ovariectomy was performed on 10-week-old female

C57BL/6 mice to establish the ovariectomized mouse model. All mice were intraperitoneally injected with PBS or P60PLAD solution for

12 weeks. After 12 weeks, all mice were sacrificed and femora were separated and fixed in 4% paraformaldehyde for Micro-CT.

There was significant difference in the bone resorption pits between P60PLAD protein group and the control group. When P60PLAD so-

lution was used, area of bone resorption greatly decreased in comparison with the control group. Bone mass quantified analysis confirmed

the bone protection effect in P60PLAD group. For the OVX mouse model, BMD and other parameters indicating bone quantity and qual-

ity increased greatly in P60PLAD group compared with the control group. P60PLAD protein could efficiently suppress the

UHMWPE-induced osteolysis as well as the osteoclastic bone resorption in murine model. P60PLAD treatment significantly alleviated

osteoporosis in OVX mouse model. On the basis of our previous research work, P60PLAD had a good prospect of clinical application in

the respects of suppressing osteoclastic bone resorption and bone protection in the near future.
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前言

全关节置换术可以帮助类风湿关节炎、骨关节炎等晚期骨

关节病变患者改善生活质量，提高运动能力，减轻局部症状，是

主要的治疗手段之一。但是，与之相伴的人工关节假体周围骨

溶解是全关节置换术失败的最重要的原因之一[1,2]。近年来使用

较多的 UHMWPE假体颗粒是造成骨溶解的重要原因之一，其

机制与磨损颗粒引起局部无菌性炎症密切相关。人体对于直径

范围在 0.21-7.1 滋m的颗粒反应最为敏感，在生物活性磨损颗
粒刺激下，巨噬细胞被激活，TNF-琢、IL-6等炎性因子分泌增多
[3]。有证据表明[4]，在M-CSF的影响下，TNF-琢可以直接诱导单
核巨噬细胞分化为破骨细胞，介导骨吸收作用。TNF-琢等炎性
因子的产生可以刺激 NF-资B受体激活蛋白配体（RANKL）的
产生，通过 RANK通路促进破骨细胞的合成、分化。此外，

TNF-琢还可以抑制成骨细胞，通过减少骨生成，增加骨吸收最
终造成骨溶解[5]。可以说 TNF-琢在 UHMWPE颗粒诱导的骨溶

解的发生过程中，起到了重要的作用。骨质疏松是以骨代谢异

常，骨强度下降伴随骨折风险增加为特点的一类骨代谢相关疾

病，多见于绝经后妇女。由于雌激素缺乏，骨吸收与骨形成失

衡，造成骨量下降，骨脆性增加，骨折风险加大[6]。有研究表明，

停经 15-20年的女性骨量丢失达到全身的 30%，导致患者生活

质量下降。骨质疏松骨代谢失衡的主要原因是多种促炎因子所

介导的破骨细胞形成增加，而 TNF-琢细是其中主要的因子[7]。

因此，治疗假体周围骨溶解和骨质疏松的关键就在于抑制以

TNF-琢为代表的炎性因子在体内发挥作用。
研究证实，拮抗 TNF-琢相关的信号通路可以抑制破骨细

胞的形成，从而减弱骨吸收作用，达到治疗相关疾病的目的[2]。

但是，针对 TNF-琢的治疗同时会引起免疫系统的并发症，同时
其高昂的价格也限制了在临床上的普及[8]。P60PLAD蛋白是近

年来发现的一种新型 TNFR1装配阻断剂，是一种小分子量结

构域蛋白，可以选择性地结合 TNFR1，特异性地抑制破骨细胞

而不影响免疫系统，因此疗效与 TNF-琢抗体相当且副作用少。
并且由于其分子量小，易于生产，具有广阔的应用前景。已有将

其应用于类风湿关节炎小鼠模型的报道[9]。我们前期工作中依

据 GENEBANK 中人 P60PLAD 氨基酸序列制备可溶性

GST-P60PLAD（GST标签的存在不但增加了蛋白的水溶性，

而且可以利用此标签与 GST 亲和层析柱结合进行纯化）融

合蛋白，经纯化后使其达到药用纯度[10]。前期研究中已经证实

P60PLAD可以在 TNF-琢及 M-CSF诱导的破骨细胞培养体系

中抑制破骨细胞的形成、分化及骨吸收，并且其抑制作用是通

过竞争性抑制 TNF-琢 受体发挥作用 [11]。为进一步了解

P60PLAD蛋白在体内模型中对骨代谢的影响，我们通过建立

小鼠超高分子量聚乙烯（Ultra High Molecular Weight Polyethy-

lene, UHMWPE）颗粒诱导的小鼠颅骨骨溶解模型以及去卵巢

（OVX）小鼠骨质疏松模型这两种较为成熟的动物模型，模拟体

内的病理变化过程，并通过施加新型 TNF 受体拮抗剂

P60PLAD蛋白，探索此蛋白在体内模型对骨代谢疾病的治疗

作用。

1 材料和方法

1.1 实验材料

雄性 8周 C57BL/6小鼠以及雌性 10周 C57BL/6小鼠（购

买自第四军医大学实验动物中心）；琢-MEM培养液(美国 Sigma

公司)；胎牛血清(美国 GIBCO公司)；内毒素检测试剂盒、TRAP

染色试剂盒（美国 Sigma公司）。

1.2 P60PLAD蛋白的准备

在使用前将根据我们前期的实验制备的 GST-P60PLAD

蛋白干粉溶于 1× PBS缓冲液 [10]，浓度为 100 滋M，经规格为
0.22 滋m的滤器过滤消毒之后，置于 -80℃备用。

1.3 UHMWPE颗粒准备

UHMWPE颗粒由中国矿业大学摩擦学与可靠性工程研究

所刘洪涛教授提供，平均颗粒直径小于 1 滋m，具有生物活性。
将此颗粒用 75%酒精冲洗 3次，在室温晾干之后使用内毒素检

测试剂盒进行检测，证实无内毒素。紫外线隔夜照射消毒，4℃

保存备用。

1.4 UHMWPE颗粒诱导的小鼠颅骨骨溶解模型构建

UHMWPE颗粒诱导的小鼠颅骨骨溶解模型用来检验蛋白

在体内对 UHMWPE颗粒诱导的骨溶解的作用。所有动物实验

和相关操作流程受到第四军医大学西京医院实验动物伦理委

员会的监督和审查，并且通过批准（审批号 20161003）。9只雄

性 C57BL/6小鼠被随机分为三组：正常组、对照组和实验组，

每组 3只。小鼠用 1%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉（50 mg/kg）后

俯卧位固定于台上，在颅骨矢正中线切开 5 mm切口，显露颅

骨 0.5 cm× 0.5 cm骨膜范围，正常组不做任何处理，缝合关闭

切口；对照组在颅骨冠状缝和矢状缝交点的周围均匀涂抹 20

滋g UHMWPE颗粒，缝合关闭切口后注射 PBS；实验组处理与

对照组相同，在缝合后局部注射 P60PLAD蛋白溶液。手术后，

实验组每天向手术部位注射 100 滋gP60PLAD蛋白，对照组每
天在同一部位注射等量 PBS。20天后，将小鼠过量麻醉处死，

取枕骨大孔，耳廓，眼眶沿线将颅盖骨分离，进行 Micro-CT及

相关检测。

1.5 去卵巢骨质疏松小鼠模型构建

取 9只 10周龄 C57BL/6雌性小鼠随机分为 3组，分别为

正常组，对照组，实验组，每组 3只，用 1%戊巴比妥钠腹腔注射

麻醉（50 mg/kg）后俯卧位固定于台上，在小鼠肋骨下缘下 1 cm

与距脊柱 1 cm交界处切 1 cm双侧纵形切口。正常组不作处

理，关上切口；对照组与实验组寻找到卵巢后结扎进行卵巢切

除术，缝合关闭切口。术后，实验组每周三次腹腔注射蛋白，每

次 100 滋g，对照组注射等体积 PBS溶液。12周后，将小鼠过量

麻醉处死，分离股骨，用 4%多聚甲醛固定后进行 Micro-CT相

关检测。

1.6 Micro-CT分析

将标本用 4%多聚甲醛固定之后送第四军医大学西京医院

全军骨科研究所进行 micro-CT 扫描 (eXplore Locus SP; GE

Healthcare, Madison, WI)。扫描协议为：球管电压为 80 kV，电流

为 80 mA，旋转角度为 360° ，旋转角度增量为 0.4° ，分辨率

为 14 mm，曝光时间为 3000 ms，扫描结束后使用图像分析软

件软件MicroView ABA进行分析，首先进行三维重建，之后选

取冠状缝与矢状缝交点为中心的 5× 5× 5 mm3立方体形区域

作为目标区域（Region of Interest, ROI），对骨矿物质密度（Bone
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Mineral Density, BMD），骨矿含量 （Bone mineral Content，

BMC），骨体积分数（BV/TV），骨小梁厚度（Tb.Th），骨小梁数量

（Tb.N）等参数进行分析。

1.7 统计学处理

所有计量数据使用均数± 标准差 (x± s) 的形式表示 ,

SPSS11. 0软件对对照组与实验组进行 t检验。P≤ 0. 05认为为

差异具有显著性，推断结果具有统计学意义。

2 结果

2.1 P60PLAD对 UHMWPE颗粒诱导的小鼠颅骨骨溶解模型

的影响

小鼠颅骨用来进行Micro-CT检测以对局部骨质情况进行

定性定量分析，如图 1所示，颅骨正中矢状线周围低信号区域

为骨吸收区域。可以明显看到，对照组经过 UHMWPE颗粒处

理后局部骨吸收区域面积显著增加，而实验组经 P60PLAD蛋

白处理之后，骨吸收区域面积明显下降。

在对颅骨区域进行 3D重建之后（如图 1所示），我们得到

BMD、BMC、BV/TV等表示骨质量和数量的参数，通过对目标

区域的比较，可以发现，在对照组，三个参数的值都达到最低，

提示 UHMWPE颗粒显著增加了骨吸收，减少了局部骨量；在

实验组，BMD、BMC、BV/TV与对照组相比都有明显增加。提

示 UHMWPE颗粒可以诱导骨溶解，而 P60PLAD蛋白可以显

著减少骨吸收，增加局部骨量，从而起到骨保护作用。

图 1 P60PLAD对 UHMWPE颗粒诱导的小鼠颅骨骨溶解模型的影响

(A：3D重建颅骨扫描结果比较；B: Micro-CT参数比较（BMD，BMC，BV/TV）***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05; NS, P>0.05

Fig.1 Tthe effects of P60PLAD on UHMWPE-induced osteolysis

(A: Comparison of 3D reconstruction of the skulls; B: Comparison of Micro-CT parameters(BMD，BMC, BV/TV)

***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05; NS, P>0.05

2.2 P60PLAD对去卵巢骨质疏松小鼠模型的影响

在进行卵巢切除术后 12周将小鼠处死，取股骨远端进行

Micro-CT检测观察小鼠骨量变化情况，3D重建股骨远端干骺

部可以看到，正常组远端骨小梁完整，而在对照组，OVX小鼠

骨小梁结构不完整甚至缺损，实验组使用 P60PLAD蛋白 100

滋g腹腔注射处理 12周之后，骨量与对照组比较增多，骨小梁

结构更加完整，证明 P60PLAD减少了 OVX小鼠的骨量丢失，

与正常组相近。图 2显示了股骨远端松质骨与皮质骨骨量的量

化比较，与正常组相比，对照组在 BV/TV，Tb.Th（骨小梁厚

度），Tb.N（骨小梁数量）等参数上有明显下降，Tb.Sp（小梁间

隙）方面明显高于正常组。而在实验组，BV/TV，Tb.Th，Tb.N等

参数分别较对照组增加了 69%、35%、93%，相应的，Tb.Sp减少

了 49%。提示 P60PLAD可以恢复骨量，增加骨强度，减轻去卵

巢小鼠模型的骨质疏松。

3 讨论

假体周围骨溶解引起的松动是影响人工关节置换手术效

果的主要因素[12]。当前，尽管在假体材料以及假体 -骨界面的材

料研究上有了很大进步，选择更加多样化，但是，随着使用的增

加和囊内压的增加，假体表面磨损颗粒不断产生，刺激局部产

生炎症和骨破坏，导致的假体松动，是关节置换术失败的重要

原因[13]。随着人口老龄化加快，骨质疏松，特别是老年骨质疏松
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和绝经期后骨质疏松对医学和社会的影响越来越深远，给社会

带来沉重的经济负担。除了骨质疏松带来的骨量减少与骨强度

减弱，骨折风险的增加以及骨折后的运动能力和自理能力的下

降极大地降低了患者的生活质量[14]。有证据表明，在生物活性

磨损颗粒刺激下，巨噬细胞被激活，TNF-琢、IL-6等炎性因子分
泌增多引发的炎性反应是造成假体周围骨溶解的重要原因之

一，在M-CSF的影响下，TNF-琢可以直接诱导单核巨噬细胞分
化为破骨细胞，介导骨吸收作用。此外，TNF-琢等炎性因子的产

图 2 P60PLAD对去卵巢骨质疏松小鼠模型的影响

A：小鼠股骨远端冠状面扫描比较；B：小鼠股骨远端骨小梁 3D重建效果比较；C：Micro-CT参数比较（BMD，BV/TV，Tb.Th，TB.N，Tb.Sp）

***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05; NS, P>0.05

Fig. 2 The effects of P60PLAD on OVX-induced osteoporosis

A: The distal femoral metaphysis was scanned in a coronal image with micro-CT system; B: The 3D reconstruction of distal femoral trabecular bone

structure; C: Comparison of Micro-CT parameters(BMD, BV/TV, Tb.Th, TB.N, Tb.Sp) ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05; NS, P>0.05
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生可以刺激 NF-资B受体激活蛋白配体（RANKL）的产生，通过
RANK通路来促进破骨细胞的合成、分化。最终造成骨溶解。骨

质疏松骨代谢失衡的主要原因是多种促炎因子所介导的破骨

细胞形成增加，而 TNF-琢细是其中主要的因子。有研究表明，
有研究表明，T得分小于 2.5患有骨质疏松的妇女临床表现与

其体内 TNF-琢水平相关。动物实验表明，缺少 TNF-琢受体的小
鼠在进行卵巢切除术之后骨量没有明显变化[7,15]。由 TNF-琢激
活的 T细胞分泌的炎性因子一方面促进骨细胞分泌 NF-资B受
体激活蛋白配体（RANKL）的产生，另一方面增强破骨细胞对

RANKL的敏感性，促进其分化。说明 TNF-琢在去卵巢骨质疏
松的病理变化中起着重要作用 [16]。因此，通过拮抗剂拮抗

TNF-琢可能是治疗假体周围骨溶解和绝经期后骨质疏松的有
效策略。

近年来，许多 TNF-琢 抗体如英夫利昔单抗以及可溶性
TNFR如依那西普被用于许多炎症反应性疾病中并取得了不

错的临床效果，但是，带来的一些严重的副作用如感染，淋巴

瘤，狼疮性炎症以及结核等也不容忽视，而产生副作用的主要

原因就是 TNF-琢 单抗或可溶性受体在阻断 TNFR1（tumor

necrosis factor receptor 1，TNFR1）的同时影响了 TNFR2介导的

免疫反应[17,18]。因此，临床治疗中迫切需要更加具有选择性的通

过 TNFR1阻断 TNF-琢通路的药物。研究发现，TNFR家族成员
通过一个富含半胱氨酸的配体结合区域（PLAD）结合配体。

PLAD，也就是配体组装前结构域（preligand binding assembly

domain，PLAD），是 TNFR家族胞外一部分保守的区域，是装配

TNFR使其能与 TNF结合启动下游通路所必需的。（图 3）由于

TNFR的装配是受体特异性的，因此 TNFR1 PLAD不会与 TN-

FR2 PLAD交叉作用。这些发现为特异性阻断 TNFR作用从而

发现新的作用靶点提供了理论依据 [19,20]。P60PLAD是 TNFR1

特异性的，因此可以避免阻断 TNFR2 所带来的副作用。

GST-PLAD混合蛋白是用于一些动物模型的治疗性分子（GST

标签的存在不但增加了蛋白的水溶性，而且可以利用此标签与

GST亲和层析柱结合进行纯化）。通过给予动物 GST-P60PLAD

混合蛋白和 GST 相对比发现，GST-P60PLAD 作用的发挥与

P60PLAD有关而与 GST无关 [11]。Guo-Min Deng等人发现[9]，

P60PLAD在类风湿性关节炎小鼠模型中表现出了明显的缓解

效果，而其治疗效果很可能是由于抑制了 TNF-琢 所诱导的
NF-资B激活，及其诱导的 RANK与 RANKL表达，从而抑制了

破骨细胞的分化。此外，P60PLAD还能显著降低骨组织局部

TNF-琢所诱导的炎症反应，为抑制 TNF-琢通路在相关骨代谢
疾病中的异常激活并且避免副反应提供了安全高效的治疗策

略。

本实验通过构建动物模型，用 C57BL/6小鼠模拟了体内

UHMWPE颗粒诱导的骨溶解和绝经期后骨质疏松的体内病理

过程，并将 P60PLAD蛋白应用于此动物模型中，探索其对于骨

溶解和骨质疏松的治疗作用。通过研究发现：P60PLAD可以显

著抑制 UHMWPE颗粒诱导的骨溶解，与对照组相比，BMD、

BMC、BV/TV有明显增加，提示 UHMWPE颗粒可以诱导骨溶

解，而 P60PLAD蛋白可以显著减少骨溶解面积。在 OVX去卵

巢骨质疏松小鼠模型中，而在实验组，BV/TV，Tb.Th，Tb.N等

参数分别较对照组均有明显增加，相应的，Tb.Sp有显著减少，

提示 P60PLAD可以恢复骨量，增加骨强度，减轻去卵巢小鼠模

型的骨质疏松严重程度。结合前期研究，可以认为 P60PLAD是

通过抑制局部炎症反应，抑制破骨细胞的骨吸收作用来实现对

骨量的保护。总的来看，P60PLAD是一种新型的特异性 TNFR1

受体拮抗剂，可以抑制破骨细胞的形成、分化来减少骨吸收，达

到骨保护作用，有望在临床上应用于全关节置换术后假体周围

骨溶解以及骨质疏松的治疗。
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