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钛颗粒对小鼠颅骨 OPG/RANKL mRNA
及蛋白表达的影响 *

孙 闯 吴 垠 季 锋 廉永云 逯代峰
(哈尔滨医科大学附属第四医院 黑龙江哈尔滨 150001)

摘要 目的：观察钛颗粒对小鼠颅骨中 OPG/RANKL mRNA及其蛋白表达的影响，探讨关节置换术后骨溶解的发生机制。方法：取
成年 BALB/C小鼠 40只，随机分为假手术组、钛颗粒低剂量组、钛颗粒中剂量组及高剂量组，每组 10只。除假手术组外，其余各
组分别将钛颗粒 15、30、60 mg涂抹于小鼠颅骨表面后缝合切口。8周后取颅骨组织及外周血，运用 real-time PCR及 ELISA技术
测定 OPG/RANKL基因及蛋白表达情况。结果：与假手术组相比，钛颗粒低剂量组外周血中 OPG蛋白表达及颅骨组织中 OPG
mRNA的表达均显著上升(P<0.01)，外周血中 RANKL蛋白表达降低，但无统计学差异，颅骨组织中 RANKL mRNA表达无显著
差异；中剂量组及高剂量组外周血中 OPG蛋白表达显著降低(p<0.01)，RANKL蛋白表达显著升高(P<0.01)，OPG mRNA表达显著
降低(P<0.01)，RANKL mRNA表达显著升高(P<0.01)。低中高三种不同剂量钛颗粒组组间相比，外周血中 OPG、RAKNL蛋白及颅
骨组织中其 mRNA表达均存在明显差异（P<0.01），高剂量组对 OPG、RANKL蛋白及 mRNA表达的影响更显著。结论：钛颗粒可
以改变 OPG/RANKL的 mRNA及蛋白表达量，这可能是其导致关节置换术后体骨溶解进而产生松动的原因之一。
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Effect of Titanium Particles on the Mouse Skull OPG/RANKL mRNA
and Protein Expression*

To study the influence of titanium particles on the mouse skull OPG/RANKL mRNA and protein expressi-
on, and explore the osteolysis mechanisms after joint replacement surgery. 40 adult BALB/C mouse were randomly divided
into the sham operation group, low-dose titanium particles group, middle dose group and high dose group,(10 mice in each group). In
addition to the sham group, the rest groups were smeared titanium particles 15 mg, 30 mg, 60 mg on the surface of the skull, then suture
incision. 8 weeks later, the skull tissue and peripheral blood were taken. Real-time PCR and ELISA techniques were used to determine
the OPG/RANKL mRNA and protein expression. Compared with the sham group, OPG protein expression in the peripheral
blood and OPG mRNA expression in skull tissues of low dose titanium particles group were significantly increased (P<0.01), RANKL
protein expression in peripheral blood decreased, but no significant difference was found. RANKL mRNA expression in skull tissues was
also had no significant difference. OPG protein expression in the peripheral blood of middle dose group and high dose group were
significantly decreased (P<0.01), RANKL OPG protein expression in the peripheral blood were significantly increased (P<0.01), OPG
mRNA expression were significantly decreased(P<0.01), RANKL mRNA expression were significantly increased(P<0.01). OPG/RAKNL
protein expression in peripheral blood and mRNA expression in skull tissue were significantly different (P<0.01), the effect of high dose
group on the expression of OPG/RANKL protein and mRNA was more significant. Titanium particles could change the
OPG/RANKL mRNA and protein expression, which may be one of the cause of osteolysis after joint replacement surgery.
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前言

人工关节置换术后假体周围骨溶解致假体无菌性松动是

人工关节使用寿命降低的主要原因，关节磨损与磨损颗粒所产

生的生物学因素是诱发假体无菌性松动的重要因素 [1]。RAN-

KL/RANK/OPG是人工关节置换术后磨损粒子引发骨溶解的

主要信号通道[2]。本实验旨在研究钛颗粒对 RANKL/RANK/O-

PG的影响，阐明金属颗粒导致假体无菌性松动的机制。

1 材料与方法
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1.1 材料
1.1.1 实验动物 BALB/C小鼠购自哈尔滨医科大学动物实验
中心，6月龄雄性，体重 33-40 g，清洁级。
1.1.2 主要仪器与试剂 SK-1型快速混匀器(江苏金坛医疗仪器
厂)；钛颗粒(上海水田材料科技有限公司，平均直径 5 滋m)电子

精密天平(北京赛多利斯科学仪器有限公司)；myCycler PCR扩

增仪(美国 BIO-RAD公司)；荧光定量 PCR仪(广州中山公司)；
TGL-16M高速台式冷冻离心机 (长沙湘仪离心机仪器有限公

司)；水平电泳仪(美国 BIO-RAD公司)；Trizol(Invitrogen公司)；
OPG/RANKL/GAPDH的 PCR引物(上海生工生物工程技术服

务有限公司)；逆转录酶 (Fermentas公司)RNA保存液及 DNA

聚合酶(康为世纪公司)；荧光染料(Applied Biosystems公司)。
1.2 方法
1.2.1 钛颗粒的制备 首先用 75 %酒精将钛颗粒浸泡并放入 37

℃恒温摇床 48 h，而后高压蒸汽消毒 30 min，37 ℃温箱烘干以

去除内毒素。经显色基质鲎试剂盒检测，颗粒内毒索 <0.25
Eu/mL。将钛颗粒按每份 15 mg、30 mg、60 mg分装备用。
1.2.2 分组与手术方式 将 40只小鼠按随机数字法分为假手术

组和钛颗粒低、中、高剂量组，每组 10只。除假手术组外，其余

各组均以 4 %水合氯醛腹腔麻醉(1 mL/100 g)后，去除颅顶被

毛，碘伏消毒后，做颅骨正中切口，仔细分离皮下组织至颅骨表

面，刮出骨膜后，将不同重量的钛颗粒分别均匀涂抹于对应钛

颗粒组小鼠颅骨表面后，全层缝合。假手术组经相同手术方法，

但不植入钛颗粒。实验期间，自由食水，饲养房湿度 60~80 %，

温度度 24℃~28℃，通风、采光条件良好。

1.2.3 血清细胞因子的检测 以 4 %水合氯醛腹腔麻醉 (1

mL/100 g)后，颈动脉取血，置标本于 3500 rpm 离心机中离心
10 min得上清液，收集上清液，按照 OPG/RANKL ELISA试剂

盒方法测定各样本 OD值，每个样本重复三次，取平均值。应用
CurveExpert 1.40软件绘制标准曲线，换算出各样本蛋白浓度。
1.2.4 骨组织总 RNA的提取 无菌取出小鼠颅骨，仔细剔除骨

膜及周围软组织，按照文献[3]改良 TRIZOL法方法提取骨组织

中 RNA。
1.2.5 RNA纯度及完整性检测 用分光光度计测定 RNA 样品
A260/A280比值进行质量鉴定 (A260／A230比值约为 2.0，说

明 RNA纯度较高)。用 1 %甲醛变性琼脂糖凝胶电泳测定 RAN

的完整性。在紫外灯下观察结果，激光密度扫描仪扫描 28 s和
18 s条带，计算密度比值，评估 RNA完整(紫外灯下 28 s和 18

s条带清晰可见，密度比值约为 2∶ 1，提示 RNA完整)。
1.2.6 逆转录及 real-time PCR 按照 Fermentas 逆转录试剂盒

方法进行逆转录，取 2滋L cDNA，分别加入特定引物(引物序列

见表 1)，其中 GAPDH为内参照，OPG、RANKL为观察的目的

基因。反应条件：GAPDH:94 ℃变性 5 min，94 ℃ 30 s，55 ℃ 30

s，72 ℃ 30 s，扩增 33个循环;OPG:94 ℃变性 5min，94 ℃ 30 s，
55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，扩增 33 个循环；RANKL：94 ℃变性
5min，94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72℃ 30 s，扩增 33个循环。应用荧

光定量 PCR仪测得个样本 CT值，每个样本每个基因重复三

次，取平均值。计算各样本 Δ CT值(目的基因 CT值 -GAPDH

CT值)。

表 1 Real-time PCR中应用的引物序列

Table 1 Real-time PCR Primers Sequence

引物名称

Primer name

引物序列

Primer sequences

产物大小

Product size

OPG
上游 5'TGGCTGAGTGTTTTGGTGGAC 3'

下游 5'TGACAGTTTTGGGAAAGTGGGATG 3'
430 bp

RANKL
上游 5'TGATGAAAGGAGGGAGCACGA 3'

下游 5'GCTAATGTTCCACGAAATGAGTCT 3'
214 bp

GAPDH
上游 5'GGTGAAGGTCGGAGTCAACGG 3'

下游 5' CCTGGAAGATGGTGATGGGATT 3'
200 bp

表 2各组小鼠血清 OPG及 RANKL蛋白检测结果比较(x± s，n=10)

Table 2 Comparison of the serum OPG and RANKL protein contents between different groups(x± s，n=10)

组别

Group

OPG蛋白浓度(pg/ml)

OPG protein concentration(pg/ml)

RANKL蛋白浓度(pg/ml)

RANKL protein concentration(pg/ml)

假手术组 Sham-operated group

钛颗粒高剂量组 Ti particles high-dose group

钛颗粒中剂量组 Ti particles middle-dose group

钛颗粒低剂量组 Ti particles low-dose group

5.4183± 0.1008

4.9425± 0.4573*

5.0421± 0.0657*

5.6613± 0.08529*

4.9734± 0.3480

5.9354± 0.1762*

5.6926± 0.1383*

5.0896± 0.2681

注：*与假手术组比较，P<0.01。

Note: *compare with the sham group, P <0.01.

1.3 统计学分析

应用 SPSS16.0 对各组数据进行统计学分析。数据以均
数± 标准差(X± S)表示，组间采用单因素方差分析，两两比较

采用 SNK-q检验，以 P<0.05为差别有统计学意义。

2 结果
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2.1 钛颗粒对小鼠外周血中 OPG及 RANKL蛋白表达的影响

与假手术组相比，钛颗粒低剂量组外周血中 OPG蛋白表
达显著上升(P<0.01)，RANKL蛋白表达降低，但无统计学差异；

中剂量组及高剂量组 OPG表达显著降低 (P<0.01)，RANKL蛋
白表达显著升高(P<0.01)。

2.2 钛颗粒对颅骨组织 OPG及 RANKL mRNA表达的影响

与假手术组相比，钛颗粒低剂量组颅骨组织中 OPG mRNA

表达显著上升(P<0.01)，RANKL mRNA表达无显著差异；中剂

量组及高剂量组 OPG mRNA表达显著降低 (P<0.01)，RANKL

mRNA表达显著升高(P<0.01)。

表 3 各组小鼠颅骨组织 OPG及 RANKL mRNA表达的比较(x± s，n=10)

Table 3 Comparison of the OPG and RANKL mRNA expressions in skull tissue between different groups(x± s, n=10)

组别

Group

OPGΔ CT值

OPG Δ CT value

RANKLΔ CT值

RANKL Δ CT value

假手术组 Sham-operated group

钛颗粒高剂量组 Ti particles high-dose group

钛颗粒中剂量组 Ti particles middle-dose group

钛颗粒低剂量组 Ti particles low-dose group

3.4230± 4.7208

4.7266± 3.7415*

2.7240± 7.8703*

2.4568± 3.8676*

-1.8440± 6.8028

-5.5889± 3.1584*

-3.7806± 5.5352*

-1.4207± 3.8371

注：*与假手术组比较 P<0.01。

Note: *compare with the sham group, P <0.01.

3 讨论

假体置换术后的无菌性松动是目前人工关节使用年限降

低的主要因素，其发生机制广受关注。研究认为假体被人体长

时间运动磨损产生的磨损颗粒产生生物化学反应，继而形成界

膜[4]，界膜上的破骨细胞由于磨损颗粒刺激机体产生活化因子

而分化和被激活，进而使骨质产生减少，导致假体周围的骨发

生溶解，这在无菌性松动发生的过程中至关重要 [5-7]。

OPG/RANK/RANKL是近年来被发现的参与骨溶解过程的核

心信号转导系统，骨保护素(osteoprotegerin，OPG)属于肿瘤坏

死因子受体超家族，是一种分泌可溶性蛋白，OPG在细胞内以

单体合成,在 N-端解离掉 21个氨基酸后以二聚体的形式分泌
到细胞外。单体半衰期较长，二聚体较短，二聚体具有比单体更

强的生物活性[8]。NF-资B受体活化因子配体(ligand of receptor

activator of NF-资B，RANKL) 是肿瘤坏死因子超家族的成员之

一，属Ⅱ型跨膜蛋白。RANKL包含 3种亚型，分别为含有 316

个氨基酸的 RANKL1，含有 287个氨基酸的 RANKL2以及含

有 199个氨基酸的 RANKL3[8]。RANKL1和 RANKL2同为膜

结合型 RANKL(membrane-bound RANKL, mRANKL)，RANK-

L3又称游离型 RANKL (soluble RANKL, sRANKL)，sRANKL

是在金属蛋白酶的催化下从 mRANKL上裂解出来的细胞膜

外部分[9]。sRANKL较 mRANKL的生理功能强[10,11]。该系统发

挥生理作用的具体过程为，通过成骨细胞分泌产生 RANKL，

与破骨细胞表面的 RANK相结合并促使破骨细胞的成熟与分
化，以提升骨吸收的活性，且能有效抑制破骨细胞消亡，发挥信

号转导的作用[12,13]。成骨细胞所分泌的 OPG是 RANK的诱饵

受体，能达到阻止骨吸收的效果，因其能同 RANKL竞争相结

合并阻止其与 RANK结合，从而阻断信号传导。此外，OPG在

干扰基质细胞与破骨细胞相互作用的过程中，可导致破骨细胞

凋亡[14-16]。而由于磨损颗粒的影响，RANKL和 OPG表达失衡，

进一步使破骨细胞活性加强，发生骨溶解[17]。

目前大多数研究金属颗粒对 OPG/RANK/RANK 系统影

响的实验均为体外实验，均是金属颗粒对单一成骨细胞或者破

骨细胞的影响[18-24]，这些研究存在一定的缺陷，因为在正常体内

中，骨质周围存在的各种细胞因子以及成骨 -破骨体系可相互

影响，保持动态平衡。而大多数体外实验无法模拟这种生理环

境，仅研究金属颗粒对单一细胞的影响，没有模拟细胞周围的

正常生理环境，不能体现金属颗粒在体内对 OPG/RANK/RANK

系统的真实影响，失去了成骨 -破骨体系的作用，可能导致
OPG/RANK/RANK系统更易受到外界刺激因素影响而导致失

衡。

本实验为体内试验，选用小鼠颅骨作为试验对象，具有解

剖表浅、周围无重要脏器组织器官、不影响小鼠日常活动、局部

内环境稳定等优点，造模时未破坏骨质周围的细胞环境，完全

在生理环境下研究钛颗粒对小鼠颅骨 OPG/RANK/RANK系统
的影响，考虑到了成骨 -破骨体系因素及体内各个细胞因子如
IL-2\TGF对骨代谢的影响，模拟正常骨溶解的发生过程。因

OPG/RANKL蛋白均为细胞内合成，分泌到细胞外形成二聚体
/游离单体后发挥生物活性，如采用检测提取颅骨组织中的蛋

白含量作为实验结果，则最后测得蛋白浓度为细胞内外蛋白浓

度的总和，并非能产生生物活性的蛋白浓度，存在一定误差，为

研究钛颗粒对 OPG/RANKL/RANK系统的影响的真实结果产
生干扰，故本实验采用外周血中分离出的 OPG 二聚体及
sRANKL蛋白浓度作为检测结果，可以避免上述误差，使实验

结果更准确。研究结果显示低剂量组并未引起 OPG基因及蛋

白表达的下降，RANKL基因及蛋白表达的上升，考虑因为本实

验 为 体 内 试 验 ， 存 在 成 骨 - 破 骨 体 系 的 作 用 ，
OPG/RANK/RANK系统较体外实验能在一定程度上缓冲钛颗
粒 对 其 产 生 的 影 响 ， 该 剂 量 的 钛 颗 粒 并 不 能 使

OPG/RANK/RANK 系统失衡，作者认为钛颗粒首先对
OPG/RANKL产生影响，使 OPG基因及蛋白表达下降，之后该
系统通过自身负反馈调节，使 OPG基因及蛋白表达上升，重新

达到了平衡状态，从而避免骨溶解的发生。中剂量及高剂量组

可以使 OPG/RANK/RANK系统失衡，结果显示钛颗粒可以增
加 RANKL的表达，降低 OPG的表达，并且高剂量组对 OPG

基因及蛋白表达的抑制，对 RANKL基因及蛋白表达的促进作

用更显著。这可能是其导致骨溶解的发生和进展的重要机制，

为解释金属颗粒导致假体无菌性松动提供了新的理论依据。今
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后，我们可以从 OPG/RANK/RANKL系统入手，为治疗假体无

菌性松动提供了新的思路。
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