
网络出版时间: 2021 － 8 － 19 15: 45 网络出版地址: https: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20210819． 1123． 021． html

IL － 15 对膝关节骨性关节炎患者外周血单个核细胞的影响
汪 昊，徐 斌，魏松松，徐洪港，王 瑞，吴 磊，李 博

2021 － 07 － 04 接收

基金项目: 安徽省自然科学基金( 编号: 1808085MH243)

作者单位: 安徽医科大学第一附属医院运动创伤与关节镜外科，合肥

230022

作者简介: 汪 昊，男，硕士研究生;

徐 斌，男，主任医师，博士生导师，责任作者，E-mail:

youchen100@ 126． com

摘要 目的 探讨膝骨性关节炎( KOA) 患者与健康对照者
血清中白细胞介素 15 ( IL-15 ) 的变化。方法 选取 30 例
KOA患者和 35 例健康成人外周血，将 KOA 组分为两组，一
是实验组加入 IL-15( 10 ng /ml) ，二是不加 IL-15 作为本组对
照组。将 HC组也分为两组，一是实验组加入 IL-15 ( 10 ng /
ml) ，二是不加 IL-15 作为本组对照组。采用 ELISA 法检测
KOA组和健康对照组外周血清中 IL-15 的水平，采用流式细
胞仪检测 IL-15 对 KOA患者和健康对照者外周血自然杀伤
( NK) 细胞受体表达的影响，以及采用 ELISA 法检测 IL-15

对外周血单个核细胞( PBMCs) 产生肿瘤坏死因子 α( TNF-

α) 和干扰素 γ( IFN-γ) 水平的影响。结果 KOA 组血清 IL-
15 水平比对照组升高。IL-15 可增强 KOA 组外周血 NK 细
胞受体 CD69、CD94 和 NKG2D的表达。KOA 组细胞培养后
上清液中 TNF-α与 IFN-γ的含量高于对照组。结论 IL-15

拮抗剂可能成为阻止或延缓 KOA进展的一种新治疗选择。

关键词 膝骨性关节炎; 白细胞介素 15; 自然杀伤细胞; 肿
瘤坏死因子 ɑ; 干扰素 γ
中图分类号 Ｒ 684． 3

文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2021) 10 － 1617 － 06
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2021． 10． 021

骨关节炎( osteoarthritis，OA) 是一种慢性退行性
关节疾病，OA 以滑膜炎症和软骨破坏为特征［1 － 2］，

OA在早期阶段，其关节内部发生的分解作用和抗
炎合成过程也在持续发生，其中关键作用是免疫细

胞和细胞因子网络内的相互作用［3 － 4］，所以细胞因

子在 OA 的进展中起着重要作用。有研究［5］显示
OA患者滑膜中有大量 NK 细胞浸润，且 NK 细胞比
例随着疾病严重程度的增加而上升，提示了 NK 细
胞确实参与了 OA 的进展。NK 细胞能够通过释放
细胞因子如干扰素 γ( interferon-γ，IFN-γ) 和肿瘤坏
死因子 α ( tumor necrosis factor alpha，TNF-α) 促进
炎症的发生［6］。前期的预实验显示膝骨性关节炎

( knee osteoarthritis，KOA) 患者外周血中白细胞介
素 15 ( interleukin-15，IL-15 ) 水平高于健康对照者。
该研究主要分析 IL-15 对 KOA 患者和健康对照者
外周血中 NK 细胞受体及单个核细胞( peripheral
blood mononuclear cells，PBMCs) 的影响。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 KOA 外周血标本取自 30 例安徽
医科大学第一附属医院患有 KOA的住院患者，其中
男 14 例，女 16 例，年龄 61 ～ 74 ( 66. 83 ± 4. 07 ) 岁，
所有患者均符合 KOA诊疗指南( 2018 年版) 中的诊
断标准，健康对照( healthycontrol，HC) 组外周血来
源于 35 例招募的无 KOA 病史的志愿者，男 20 例，
女 15 例，年龄 18 ～ 49 ( 33. 65 ± 7. 91 ) 岁，受试者的
筛选均经高年资医师确认。排除标准:① 膝关节感
染患者; ② 类风湿性关节炎患者; ③ 红细胞沉降
率、类风湿因子升高患者; ④ 滑膜炎症患者; ⑤ 近
期服用非甾体类抗炎药患者。本研究通过本院伦理
委员会批准，所有受试者均签署知情同意书。
1． 2 主要试剂 基因重组人 IL-15、BV510 标记的
CD3 单克隆抗体、BV421 标记的 CD56 单克隆抗体、
FITC 标记的 CD69 单克隆抗体、PE-CY7 标记的
CD69 单克隆抗体、PE 标记的 CD94 单克隆抗体、
APC标记的 NKG2D单克隆抗体均购自美国 BD 公
司; 淋巴细胞分离液 ( Ficoll ) 、磷酸缓冲盐溶液
( phosphate buffer saline，PBS) 购自美国 Sigma 公司;
ＲPMI-1640 培养液购自美国 HyClone 公司、胎牛血
清( fetal bovine serum，FBS) 购自美国 HyClone公司;
青霉素、链霉素购自杭州市四季青生物技术有限公
司; IL-15、TNF-α 及 IFN-γ 的 ELISA 定量试剂盒购
自上海江莱生物技术有限公司。
1． 3 方法
1． 3． 1 PBMCs 的制备和细胞培养 从存放外周血
的乙二胺四乙酸( EDTA) 管中取出 4 ml 新鲜外周
血，用等体积 0. 9%氯化钠溶液稀释，并缓慢加入至
4 ml Ficoll溶液表面，2 000 r /min离心 30 min，轻轻
吸出中间白色薄膜状细胞层，加入 PBS 重悬，1 800
r /min离心洗 2 遍后，即可得到高纯度的 PBMCs。

·7161·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2021 Oct; 56( 10)



用 0. 4%锥虫蓝溶液染色后用细胞计数仪检测细胞
总数和活细胞数，并用 ＲPMI-1640 完全培养基调整
细胞浓度为 2. 0 × 106 /ml加入到 24 孔板中，将 KOA
组分为两组，一是实验组加入 IL-15 ( 10 ng /ml) ，二
是不加 IL-15 作为本组对照组。将 HC 组也分为两
组，一是实验组加入 IL-15( 10 ng /ml) ，二是不加 IL-
15 作为本组对照组。将培养板放置于 37 ℃、5%
CO2 培养箱中培养 24 h。
1． 3． 2 CCK-8 检测 PBMCs增殖能力 取提纯得到
的高纯度 PBMCs，接种细胞悬液( 5 000个 /孔) 于 96
孔板中，实验组加入 IL-15 ( 10 ng /ml) ，对照组加等
量完全培养基，放置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养 24 h。在每孔内加入 10 μl 的 CCK-8 试剂，培养
板放置培养箱内继续培养 4 h，用酶标仪测定 450
nm处的吸光度值，该实验重复 3 次。
1． 3． 3 流式细胞仪检测外周血 NK 细胞表面受体
的表达情况 培养后的细胞悬液中加入 BV510-
CD3、BV421-CD56、FITC-CD69、PE-CY7-CD69、PE-
CD94、APC-NKG2D 避光共孵育 30 min，以分析 NK
细胞表面受体 CD69、CD94 和 NKG2D 的表达状况，
采用 Beckman Coulter 流式细胞仪进行检测，用 Cy-
tExpert软件进行分析。
1． 3． 4 细胞因子测定 空腹采集前臂静脉血 3 ml，
待试管中血液凝血后吸取试管中的上清液，3 000 r /
min离心 10 min，标本于 － 80 ℃保存。将 PBMCs培
养 24 h 后保留的上清液标本 3 000 r /min 离心 10
min，标本于 － 80 ℃保存。两者均应用 ELISA 法检
测，分析方法和操作步骤按说明书进行，最低检测浓

度小于 0. 1 pg /ml。
1． 4 统计学处理 采用 GraphPad Prism 8 版软件
进行分析，实验数据以 珋x ± s 表示，两组间数据差异

采用 t检验进行分析。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学
意义。

2 结果

2． 1 KOA组与 HC组外周血 IL-15 的水平 KOA
组外周血清中 IL-15 水平与 HC组比明显升高，差异
有统计学意义( t = 8. 598，P ＜ 0. 01) 。见图 1。

图 1 两组外周血中 IL-15 水平比较

与 HC组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 IL-15 对两组 PBMCs增殖能力的影响 结果
显示 IL-15 对 KOA 组与 HC 组 PBMCs 的增殖能力
并无影响，说明 IL-15 对 NK 细胞表面受体和 PB-
MCs分泌细胞因子的影响并非由细胞增殖引起的，
而是 IL-15 通过对细胞的刺激引起的。见图 2。
2． 3 IL-15 对 NK细胞 CD69、CD94、NKG2D表达
的影响

2． 3． 1 IL-15 对 NK 细胞 CD69 表达的影响 图 3
结果显示未加 IL-15 ( 10 ng /ml ) 培养的 KOA 组与
HC组NK细胞表面受体 CD69 +的表达基本没有变

图 2 CCK-8 实验检测 IL-15 对两组 PBMCs增殖能力的影响
A: IL-15 对 HC组 PBMCs增殖能力影响的半定量分析; B: IL-15 对 KOA组 PBMCs增殖能力影响的半定量分析
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化。经 IL-15( 10 ng /ml) 刺激培养后分别增强了 HC
组 NK细胞表面受体 CD69 +的表达( t = 6. 181，P ＜
0. 01) 和 KOA组 NK细胞表面受体 CD69 +的表达( t
= 7. 085，P ＜ 0. 01 ) ，差异有统计学意义。说明 IL-
15 能够升高 NK细胞表面受体 CD69 +的表达。
2． 3． 2 IL-15 对 NK 细胞 CD94 表达的影响 图 4
结果显示未加 IL-15 ( 10 ng /ml ) 培养的 KOA 组与
HC组 NK细胞表面受体 CD94 +的表达基本没有变

化，经 IL-15( 10 ng /ml) 刺激培养后分别增强了 HC
组 NK细胞表面受体 CD94 +的表达( t = 3. 033，P ＜

0. 01) 和 KOA组 NK细胞表面受体 CD94 +的表达( t
= 2. 764，P ＜ 0. 01 ) ，差异有统计学意义。说明 IL-
15 能够升高 NK细胞表面受体 CD94 +的表达。
2． 3． 3 IL-15 对 NK细胞 NKG2D表达的影响 图 5
结果显示未加 IL-15 ( 10 ng /ml ) 培养的 KOA 组比
HC组 NK细胞表面受体 NKG2D +的表达明显升高

( t = 4. 007，P ＜ 0. 01) ，经 IL-15( 10 ng /ml) 刺激培养
后分别增强了 HC组 NK 细胞表面受体 NKG2D +的

表达( t = 9. 752，P ＜ 0. 01 ) 和 KOA 组 NK 细胞表面
受体NKG2D +的表达( t = 6. 107，P ＜ 0. 01) ，差异有

图 3 流式细胞术检测 NK细胞表面受体 CD69 +的表达和 CD69 + NK细胞半定量分析图

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 4 流式细胞术检测 NK细胞表面受体 CD94 +的表达和 CD94 + NK细胞半定量分析图

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 5 流式细胞术检测 NK细胞表面受体 NKG2D +的表达和 NKG2D + NK细胞半定量分析图

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01
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图 6 加入 IL-15 培养后两组 PBMCs上清液中 TNF-α、IFN-γ的表达含量
A: HC组细胞培养后上清液中 IFN-γ的半定量分析图; B: KOA组细胞培养

后上清液中 IFN-γ的半定量分析图; C: HC 组细胞培养后上清液中 TNF-α 的半

定量分析图; D: KOA患者细胞培养后上清液中 TNF-α 的半定量分析图; 与对照

组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

统计学意义。说明 IL-15 能够升高 NK 细胞表面受
体 NKG2D +的表达。
2． 4 加入 IL-15( 10 ng /ml) 培养后两组 PBMCs上
清液中 TNF-α、IFN-γ的表达含量 图 6 显示 KOA
患者的 PBMCs 经培养后上清液中 TNF-α 和 IFN-γ
的含量均比 HC 组升高。图 6A 和图 6C 结果显示
HC组加入 IL-15( 10 ng /ml) 细胞培养后的上清液中
IFN-γ( t = 3. 554，P ＜ 0. 01) 和 TNF-α( t = 4. 144，P ＜
0. 01) 的含量比未加入的 HC组明显升高。图 6B和
图 6D结果显示 KOA 组加入 IL-15 ( 10 ng /ml) 细胞
培养后的上清液 IFN-γ( t = 10. 19，P ＜ 0. 01) 和 TNF-
α( t = 8. 177，P ＜ 0. 01 ) 的含量比未加入的 HC 组明
显升高，差异有统计学意义。说明 IL-15 能够提高
KOA患者和健康对照者 PBMCs产生 TNF-α 和 IFN-
γ的能力，且 KOA患者的 PBMCs对 IL-15 的刺激反
应性更强。

3 讨论

首先通过对 KOA组和 HC组外周血 IL-15 的测
定来分析两者是否存在差异性，实验结果显示 KOA
患者外周血 IL-15 水平明显高于 HC 组。所以 KOA
患者外周血中升高的 IL-15 可能参与疾病的发生与
发展。
根据 NK 细胞表面 CD56 分子的密度，NK 细胞

可分为 CD56dim和 CD56bright两个亚群。CD56dim NK

细胞具有细胞毒性作用，CD56bright NK细胞能够产生
丰富的细胞因子［7］，NK 细胞可能通过其细胞毒性
和释放细胞因子参与 OA 的进展。然而 NK 细胞的
效应功能受激活和抑制受体信号之间的平衡调

节［8］。其中 CD69 是 NK 细胞表面一种激活型受
体，可在细胞被激活后迅速诱导表达，由于 CD69 +

NK细胞能够诱导单核细胞释放 TNF-α，因此被认为
是促进炎症产生的一种表达受体［9］，并可能同时启

动由 NK 细胞介导的免疫攻击。在加入 IL-15 ( 10
ng /ml) 培养的情况下 KOA 组和 HC 组 NK 细胞的
CD69 +受体表达均升高。说明在 IL-15 升高的情况
下，NK细胞被激活，其细胞表面的 CD69 +受体迅速

表达，进而可能引起 NK 细胞通过分泌细胞因子来
促进或抑制其他免疫细胞的功能。

NKG2D是能识别癌细胞和病毒感染细胞表达
的应激诱导配体，对提高 NK 细胞毒性至关重
要［10］。在未加入 IL-15 ( 10 ng /ml ) 培养的情况下
KOA组 NK细胞表面受体 NKG2D +的表达与 HC 组
比明显升高，说明 KOA组的 NK细胞可能已经处于
某种激活状态。在加入 IL-15 ( 10 ng /ml) 后，KOA
组和 HC组 NK细胞表面受体 NKG2D +的表达均升

高，说明 IL-15 能够升高 NK细胞表面受体 NKG2D +

的表达，从而可能提高 NK 细胞的细胞毒性来参与
KOA的免疫应答反应。

CD94 是 NK细胞上表达的一种抑制性受体，然
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而在许多情况下抑制信号支配激活信号，因此可能

通过 CD94 抑制受体表达的增多来激活 NK 细胞增
强其对靶细胞的反应［11］。实验结果显示 IL-15 能够
增强 KOA组和 HC组 NK细胞受体 CD94 +的表达，

所以 IL-15 可能通过增加 CD94 + 的表达从而调节

NK细胞功能进而参与 KOA的发生与发展。
实验结果显示加入 IL-15 ( 10 ng /ml) 细胞培养

后上清液中的 TNF-α 和 IFN-γ 的水平均显著增高，
且 KOA组加入或者未加入 IL-15 的结果均比 HC组
明显升高，说明 KOA 患者的 PBMCs 已经发生某些
改变，促使 KOA患者的 PBMCs对 IL-15 的刺激敏感
性更高，并且分泌细胞因子的能力提高，这可能与

KOA的疾病状态有关系。已有研究［12］表明 TNF-α
在 OA的发病机制中起着重要作用，其通过刺激蛋
白酶和 PGE2 的产生，并诱导滑膜细胞和软骨细胞
产生其他细胞因子，导致关节组织加速损伤。TNF-
α和 IFN-γ也可以通过诱导 IL-6 的产生从而抑制Ⅱ
型胶原的产生，并通过增加 MMPs 组酶的产生促进
KOA的发生与发展［13］。由此可以看出 TNF-α 和
IFN-γ对 OA的发生发展起着重要作用。而 KOA患
者本身外周血升高的 IL-15 可能是疾病发生的一个
重要环节，可通过进一步促进 TNF-α 和 IFN-γ 炎性
细胞因子水平的产生来加速 KOA的发生与发展。
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Effect of interleukin － 15 on peripheral blood mononuclear
cells in patients with knee osteoarthritis

Wang Hao，Xu Bin，Wei Songsong，et al
( Dept of Sports Trauma and Arthroscopic Surgery，

The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the changes of serum interleukin-15 ( IL-15 ) in patients with knee osteoar-
thritis ( KOA) and healthy controls． Methods The peripheral blood of 30 KOA patients and the peripheral blood
of 35 healthy adults were selected． The KOA group was divided into two groups，one was the experimental group
with IL-15 ( 10 ng /ml) ，and the other was without IL-15 as the control group． The HC group was also divided into
two groups，one was the experimental group with IL-15 ( 10 ng /ml) ，and the other was without IL-15 as the control
group． ELISA method was used to detect the level of IL-15 in peripheral blood of KOA group and healthy control
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group． Flow cytometry was used to detect the effect of IL-15 on the expression of natural killer ( NK) cell receptor
in peripheral blood of patients with KOA and healthy controls，and the ELISA method was used to detect the effect
of IL-15 on the levels of tumor necrosis factor α( TNF-α) and interferon γ( IFN-γ) by peripheral blood mononucle-
ar cells ( PBMCs) ． Ｒesults The level of serum IL-15 in KOA group was higher than that in control group． IL-15
could enhance the expression of NK cell receptors CD69，CD94 and NKG2D in KOA group． The levels of TNF-α
and IFN-γ in the supernatant of KOA group were higher than those of control group． Conclusion IL-15 antagonist
may become a new treatment option to prevent or delay the progression of KOA．
Key words knee osteoarthritis; IL-15; natural killer cells; TNF-α; IFN-γ
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可注射型富血小板纤维蛋白联合封闭式负压引流技术
治疗慢性难愈性创面的应用研究

陈道才1，谢 娟1，李红红1，朱邦中1，陈增红1，娄 寅1，方 颖2，曹东升1

摘要 目的 探讨可注射型富血小板纤维蛋白( i-PＲF) 联合
封闭式负压引流( VSD) 技术治疗慢性难愈性创面的疗效。

方法 选取 80 名慢性难愈创面患者，随机均分为对照组和
i-PＲF组。对照组予创面清创后行封闭式负压引流治疗，i-
PＲF组予创面清创后即行创面及创周 i-PＲF 多点分散注射，

再行封闭式负压引流治疗，两组患者均以 7 d 为一周期重复
上述治疗，达修复标准后修复创面。比较两组患者治疗后第
7、14 天的细菌培养结果、白细胞计数、C反应蛋白、红细胞沉
降率、新鲜肉芽组织生长情况及疼痛评分，记录达修复标准
准备时间及创面愈合时间。结果 治疗后第 7、14 天 i-PＲF

组各项炎症指标及疼痛评分降低较对照组更明显，差异有统

计学意义( P ＜ 0. 05) ; 治疗后第 7、14 天观察组新鲜肉芽组
织覆盖率及细菌转阴率更高，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) ; i-PＲF组达修复标准准备时间及创面愈合时间均低
于对照组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。结论 i-PＲF 联
合 VSD治疗慢性创面相比于单纯应用 VSD 技术，能更有效
控制创面感染，减轻患者疼痛，加速创面愈合，减少住院时

间。

关键词 可注射型富血小板纤维蛋白; 封闭式负压引流; 慢

性难愈性创面; 局部注射
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慢性难愈性创面通常指因各种因素引起的经过

常规治疗无法在可预期的时间内按正常生物学步骤

完全愈合的创面［1］。其形成机制复杂，治疗周期
长，耗费大量医疗资源。封闭负压引流 ( vacuum
sealing drainage，VSD) 技术是将封闭式敷料与创面
引流技术创造性的结合，被广泛应用于多学科的各

类慢性创面，有一定疗效，但在治疗一些复杂慢性创

面及促进创面组织再生等方面仍有局限［2］。Chouk-
roun et al［3］研究表明降低自体血液浓缩制品制备过
程中的离心力与离心速度，能获得性能更为优良的

新一代自体血小板浓缩物可注射型富血小板纤维蛋

白( injectable platelet-rich fibrin，i-PＲF) ，其中的血小
板、生长因子、细胞因子和白细胞含量更高，拥有较
强的流动性及抗细菌活性［4 － 6］，具有促进组织再生

及伤口愈合的作用［7］。i-PＲF 在慢性难愈创面治疗
中罕见报道，该研究旨在探讨 i-PＲF 联合封闭式负
压引流技术对比传统单纯负压创面引流治疗在慢性

创面治疗中的疗效。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取 2018 年 10 月至 2020 年 11
月在安徽医科大学第二附属医院整形外科收治的

80 例慢性难愈性创面患者，根据随机数字表法将 80
例患者分成对照组和 i-PＲF 组，每组各 40 例，两组
患者入院相关临床资料比较差异均无统计学意义

( P ＞ 0. 05) ，见表 1。本研究经过医院伦理委员会批
准，患者均签署了知情同意书。
1． 2 纳入与排除标准
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