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RANK／RANKL／OPG

熊雎戴闽

系统与人工关节无菌性松动

摘要人工关节置换术是临床上治疗各种终末期关节疾病最常用的有效方法，但人工关节无茵性

松动常影响其远期疗效。目前多数学者认为人工关节周围破骨细胞介导的骨吸收。是导致人工关节松动

的主要原因。近年许多研究表明核因子一KB受体活化因子(RANK)／RANK配体(RANI(L)／骨保护素

(OPG)系统与人工关节无菌性松动有密切关系，在体内受多种促骨激素和细胞因子的直接或间接作用，

调控RANKL．()pG比值，介导破骨细胞分化、活化和凋亡，从而影响骨代谢。该文就RANK／RANKL／

()P(；系统功能、磨损颗粒对其作用及其基因治疗研究进展作一综述。
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随着人工关节材料与相关手术技术的飞速发展，人

工关节置换术已成为临床上治疗各种终末期关节疾病最

常用的有效治疗方法。然而，人工关节周围骨质溶解导

致的无菌性松动仍未得到很好解决，已成为影响人工关

节置换术远期疗效的重要难题。近年研究表明，人工关

节无菌性松动的发生与力学因素和生物学因素相关，以

生物学因素为主要因素。人工关节置入人体后，随着关

节活动，会产生大量磨损颗粒，这些颗粒诱导机体发生生

物学反应，促使人工关节与骨之间形成界膜组织，并随着

磨损颗粒和骨细胞吸收刺激因子的增加，引起界膜组织

中各种骨吸收因子的释放和破骨细胞的分化和活化，最

终导致人工关节周围骨溶解[1]。在这一过程中，对破骨

细胞分化、活化和凋亡起重要作用的是核因子-IcB受体活

化因子(RANK)／RANK配体(RA卜『l<L)／骨保护素

(OPG)信号调节系统。因此，深入研究RANK／

RANKL／OPG系统调控破骨细胞分化、成熟和凋亡，以

及人工关节周围骨溶解的机制，对于开发人工关节无菌

性松动防治新途径有着重要意义。

1 RANK、地INKL、oPG结构与功能

RANK是在人骨髓源性树突状细胞基因序列测评中

发现的一种I型跨膜蛋白，人RANK基因定位于18q22．1，

属于肿瘤坏死因子(TNF)受体家族[2]。人RANK分子由

616个氨基酸残基组成，其N末端胞外域有2个糖基化

位点和4个富含半胱氨酸区域。RANK编码的蛋白在体

内有跨膜蛋白型和可溶型两种存在方式，前者表达于单

核巨噬细胞系、破骨细胞前体细胞、B淋巴细胞、T淋巴细

胞、树突状细胞等细胞表面，其中表达于破骨细胞前体细

胞表面的RANK会与R A r、II<L结合而发挥促进破骨细

胞分化的功能；后者存在于血液循环中，可与RANKL结

合，但对破骨细胞分化起抑制作用。RANK与RANKL

结合后，通过TNF受体相关因子(T融姬)触发细胞内信
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号级联反应。RANK含有3个与TRAF结合的区域，分

别与TRAF2、TRAP3、T眦相结合，作为信使传递
RANK刺激信号，并激活核因子一JcB(NF-虻B)、e-Jun氨基

末端激酶(JNK)、Src途径。TRAF6对维持破骨细胞分

化[2]、破骨细胞骨架形成和骨吸收作用，均必不可少[3]。

RANKL是T限a超家族成员。破骨细胞基因表达
时必须有其存在H]。作为一种Ⅱ型跨膜蛋白，目前发现

RANK在体内有3种存在方式，即跨膜结合蛋白、跨膜结

合蛋白在140或145位置经酶切后由外部区域重组形成

的游离型多肽，以及膜结合蛋白胞外C端脱落形成的具

有生物活性的可溶性分子。人和大鼠RANKL分子分别

包含317、316个氨基酸残基，具有87％同源性。人

RANKI，基因位于13q14，其启动子区含有成骨细胞分化

的关键转录因子核心结合因子-a1(Cbf-a1)的结合位点，

RANKI。表达依赖于Cbf-al的活性，这可能是融埘KL
偶联成骨细胞和破骨细胞的关键所在，但具体机制尚不

清楚。RANKL mRNA可在多种组织表达，以在骨骼和

淋巴组织中表达最高。骨骼中RANKL主要表达于骨小

梁和骨髓，骨髓基质细胞和成骨细胞中也可检测到
RANKL mRNA。RANKL在体内分布广泛，但动物试验

显示注射融蝌KL后仅在骨组织中发现破骨细胞，其他
组织内则未发现，这提示骨组织微环境中含有破骨细胞

分化所必需的其他因子。RANKI，是目前发现的唯一具

有诱导破骨细胞分化、发育、发挥功能的因子。小鼠

RANKL基因敲除后体内出现广泛骨硬化、生长停滞、牙

齿萌出障碍[5]及缺乏成熟的破骨细胞，给予RANKL后

症状改善，而应用重组RANl<L后则出现严重的骨质疏

松和高钙血症。在体外巨噬细胞集落刺激因子(M-CSF)

存在条件下，单纯给予RANKL即可使破骨细胞前体细

胞分化为破骨细胞。RANKL不仅促进破骨细胞分化，而

且呈剂量依赖性地激活成熟的破骨细胞，延长其存活时

间，提高其运动和形成骨吸收陷窝的能力。可见，

RANKL是调节骨吸收的关键因子。

OPG是在对胎鼠小肠cDNA测序分析时发现的一
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个新的序列蛋白，编码含401个氨基酸残基，也是TNF-a

受体超家族成员，可调节RANKI。的生物活性[6]。作为

一种分泌型糖蛋白，OPG以单体形式在胞内合成，以双体

形式分泌到胞外，两种形式在加工过程中均切除21个氨

基酸信号肽，形成含380个氨基酸残基的成肽。人OPG

是单拷贝基因，位于8q23-24上，含有5个外显子，1个主

要转录位点和2个次要转录位点。OPG分子包含7个主

要结构域，其N’端包含4个富含半胱氨酸区域(D1～

134)，为其主要功能域；C’端含2个死亡对应域(135、136)，

可转导破骨细胞凋亡信号。人体骨组织()PG主要由成

骨细胞产生，淋巴细胞和乳腺也可产生，其表达量与细胞

分化程度呈正相关。0PG具有抑制骨吸收的功能，通过

与RANK竞争性结合RANKL抑制破骨细胞分化及成

熟破骨细胞活性，并诱导成熟破骨细胞调亡[7]。体内实

验显示。oPG转基因小鼠表现出骨硬化症，瞅；基因敲
除小鼠表现为严重的骨质疏松症。体外研究显示，
10 ng／ml重组OPG可完全抑制动物破骨细胞生成，成骨

细胞与破骨细胞共同培养中加入＆州KL可形成功能完
整的破骨细胞，加入()PG则完全抑制破骨细胞功能。此

外，OPG表达水平还受雌激素的影响。雌激素减少将引起

OPG表达下降，从而导致其与RANKL的竞争性抑制作

用减弱。预防小鼠卵巢切除后骨质疏松的实验聃]结果表

明，给予小鼠注射OPG能有效预防骨质疏松的发生。以

上研究进一步提示，OpG在破骨细胞调控过程中起重要

作用。

2磨损颗粒对RANK／R ANⅪ／OPG系统的作用

导致人工关节无菌性松动的主要原因，如力学因素，

包括人工关节界面微动、液压、应力遮挡、磨损等；生物学

因素，包括人工关节生物相容性、内毒素、磨损颗粒诱导

的骨溶解等。目前大部分学者认为。磨损颗粒诱导的骨

溶解为关键因素。大量临床和基础研究表明，人工关节

磨损可产生大量异物颗粒，而这些颗粒引发的生物学反

应是人工关节周围出现骨溶解的主要原因。界膜的出现

是骨溶解病理过程的显著特征之一，界膜中含有大量单

核一巨噬细胞、成纤维细胞、异物巨细胞及淋巴细胞等。界

膜细胞在磨损颗粒作用下产生各种骨吸收刺激因子，最

终导致破骨细胞分化和活化。这种骨吸收活动增强、骨

形成活动降低的情况，可破坏骨吸收与骨形成之间的动

态平衡，最终导致骨溶解和人工关节松动。

Ramage等一。对人工关节周围组织进行免疫组化分

析，发现人工关节周围界膜中存在能够调节骨吸收的

RANK／RANKL／OPG系统。Veigl等【1叫进一步研究发

现，RANKL只在含有大量磨损颗粒的人工关节周围组织

中高表达。相关研究还表明，不仅从人工关节周围组织

分离的巨噬细胞和成纤维细胞能够表达RANKL，而且界

膜分泌的滑液中也有RANKI，存在；在没有成骨细胞参

与的情况下，在分离的巨噬细胞中单纯加入外源性

RANKL，即被诱导成多核破骨细胞样细胞，加入外源性
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OPG后这一诱导过程被抑制；将分离的成纤维细胞、滑液

分别与人单核细胞共培养，发现有能引起骨基质吸收的

多核细胞产生。有研究⋯3将聚乙烯颗粒分别植入

RANK敲除小鼠和野生型C57BL／6小鼠颅骨中，结果发

现前者出现强烈的炎症反应，但颅骨周围未见破骨细胞，

且无骨吸收发生，而后者则产生大量破骨细胞并出现骨

吸收。Masui等【12j研究发现，人工关节置换术后人工关

节周围磨损颗粒可引起RANKL-0PG的比值增加，从而

导致人工关节无菌性松动。这说明RANKL-()PG比例

的失衡与人工关节置换术后骨溶解存在密切相关性[1引。

以上研究结果说明，人工关节周围界膜组织中的细

胞在多种因素联合作用下，通过影响周围组织内RANK、

RANl<L、OPG的表达，破坏凡悄KL和OPG平衡状态，
引起RANKDoPG比例失衡，介导破骨细胞进一步分化、

活化，最终导致人工关节周围局部骨代谢不平衡及骨

溶解。

3针对鼬州I(／RAMd，oPG系统的基因治疗进展

在人工关节无菌性松动机制中，RANK／RANKL／

0PG系统是各种骨吸收刺激因子作用的直接或间接靶

点。磨损颗粒诱导产生的各种骨吸收因子，最终均通过

影响RANK／＆州KL／0PG系统来激活破骨细胞并促进
人工关节周围骨溶解。因此，通过基因治疗途径来阻断

该系统过度活跃，成为防治人工关节无菌性松动研究的

新方向。

3．1 以RANK为靶点

RANI(／RANKL／0PG系统在其触发的级联反应中

起到连接细胞内外的桥梁作用。无菌性松动的人工关节

周围组织中＆州KL和RANK的表达明显增多，增多的
RANK与RANKL相互结合后，激活的RANK将信号转

入细胞内，从而促进破骨细胞的分化、活化，最终导致骨

溶解。Ren等n¨利用RANK基因敲除小鼠建立植骨气

囊模型，研究RANK在人工关节无菌性松动中的作用，
14 d后发现RA r、『I<基因敲除小鼠气囊产生明显炎症，白

细胞介素(II。)一口、册a及RANKL表达明显升高，但气
囊壁耐酒石酸盐酸性磷酸酶染色未见破骨细胞，植入骨

也未见骨吸收；这表明RANK基因敲除虽不能抑制磨损

颗粒诱导的炎症反应，但可有效阻断破骨细胞成熟的关

键信号通路。即RANKL与RANK的结合，从而抑制磨损

颗粒诱导的骨溶解。

3．2 以R州KL为靶点
RANKL与破骨细胞前体细胞膜上的RANK结合

后，可启动细胞内信号转导，引起级联瀑布反应，最终促

进破骨细胞分化、活化，阻止破骨细胞凋亡L1“。RANKL

是破骨细胞前体细胞分化为成熟破骨细胞的必需因子。

人工关节无菌性松动中的磨损颗粒可诱导周围组织高表

达RANKLcl2j，使RANKL／RANK信号通路增强。。高延

征等[151研究发现，体外RNA干扰技术抑制大鼠成骨细．

胞RANKL表达，并不会影响0PG、I型胶原表达及细胞
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增殖。高坤等口6]将成功接受过RNA干扰技术且

RANKL基因沉默的成骨细胞与骨髓细胞共培养后发现，

对成骨细胞进行R ANKL基因沉默可显著抑制破骨细胞

生成；这表明破骨细胞的生成很大程度上依赖于成骨细

胞表达的RANKI，，降低RMKL表达可有效阻断骨髓间
充质细胞向破骨细胞分化。因此，可尝试通过基因治疗

途径抑制人工关节周围组织RANKL基因的表达，阻断

RANKL／RANK信号通路的激活，从而防治人工关节无

菌性松动。

3．3以0PG为靶点

OPG是RANKL的饵受体，通过与RANKL竞争性

结合，阻断RANK／RANKL信号通路，最终阻断破骨细

胞的分化、活化，抑制成熟破骨细胞的骨吸收活性并诱导

其凋亡。因此，增强OPG基因的表达，是抑制人工关节

周围骨溶解的重要途径。

Ulrich-Vinther等[17]研究发现，表达OPG的重组腺

病毒相关病毒载体能成功转染胚肾细胞293，并表达一定

量的()壬)|G；将表达OPG的重组腺病毒相关病毒载体转染

的成纤维细胞与RANK和M一(Ⅻ诱导的脾细胞共培养，
结果显示表达0PG的成纤维细胞显著抑制脾细胞的破

骨细胞生成率；用表达()PG的重组腺病毒相关病毒转染

小鼠颅盖骨肌细胞，结果示血浆()PG浓度于第2天开始

升高，第6天达峰值，并明显抑制钛颗粒诱导的骨重吸收

和破骨细胞生成。Goater等n胡将稳定表达OPG基因的

滑膜细胞和钛颗粒一起植入小鼠颅盖，发现表达少量

OPG的滑膜细胞却能有效抑制磨损颗粒诱导的破骨细胞

生成和骨溶解，表明OPG在抑制磨损颗粒诱导的骨溶解

中具有高效性。Yang等[4]用编码人OPG基因的腺病毒

相关病毒载体转染动物气囊模型，7 d后发现OPG表达

明显上升，而调控破骨细胞分化、成熟及激活的关键因子

RANK表达下降，骨钙释放减少30％，骨胶原丢失减少；

表明(鹏不仅可与RANI<L竞争性结合，还可下调组织
中RANl<L基因的表达，即opG可通过两种不同途径抑

制磨损颗粒诱导的骨溶解。Zhang等[】9]在一项腺病毒相

关病毒介导的()PG基因局部疗法防治膝人工关节松动

有效性研究中发现，OPG基因在人工关节周围表达良好，

在其他器官中表达未受影响；局部表达的0PG不仅能明

显减少破骨细胞数量，抑制骨胶原丢失，还能降低周围组

织TNF、IL、肌酸磷酸激酶(CPK)和&气NKI。表达。以上

研究表明，增强人工关节周围OPG基因表达，不仅能高

效阻断RANK／＆州KL信号通路，减少破骨细胞活化，
还可降低周围组织TNF、IL、CPK和RANKL表达，抑制

骨溶解。以OPG为靶点的基因治疗，是防治人工关节周

围骨溶解的有效途径。

4结语

作为调控破骨细胞分化、活化和凋亡的重要分子机

制，RANK／RANKL／OPG系统失衡将打破人工关节周围

骨吸收与骨形成的动态平衡，导致骨溶解并抑制成骨，最

终造成人工关节松动。近年研究表明，RANK／№州KL／
OPG系统可能是治疗人工关节无菌性松动的关键靶点，

采用RNA干扰对靶基因进行基因沉默，以阻断其信号通

路的治疗策略，有望开辟新的防治途径。尽管基因治疗

人工关节无菌性松动研究已取得一定进展，但目前大多

数实验所示基因载体靶向性不强，且仅针对单一基因靶

点，其效果往往不尽人意。因此，如何提高载体的靶向性

和转染效率，如何实现合理、有效的联合基因治疗，还有

待深入研究。
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