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  摘 要:目的 探究骨关节炎(OA)滑膜中磷脂酶Cδ3(PLCD3)
 

mRNA的表达情况及其与免疫细胞浸润

的关系。方法 基于前期发现的OA差异表达基因,通过收集临床OA组和对照组的滑膜组织,检测相关差异

表达基因PLCD3
 

mRNA的表达差异,并采用CIBERSORT算法分析免疫细胞在OA组及对照组中的浸润模

式,并进一步对PLCD3与浸润性免疫细胞的相关性进行分析。结果 相较于对照组,PLCD3
 

mRNA相对表达

水平在OA组滑膜组织中明显升高(P<0.05),OA滑膜组织中幼稚B细胞、活化NK细胞、M2巨噬细胞和活

化肥大细胞的比例相对较高(P<0.05),PLCD3与这4种免疫细胞比例呈正相关(P<0.05)。结论 PLCD3
可能是诊断OA的关键生物标志物,其可能通过与浸润性免疫细胞的相互作用参与了OA的发病过程。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

PLCD3
 

mRNA
 

in
 

the
 

synovium
 

of
 

osteoarthritis
 

(OA)
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

immune
 

cell
 

infiltration.Methods Based
 

on
 

the
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

of
 

OA
 

found
 

in
 

the
 

previous
 

study,the
 

expression
 

of
 

phospholipase
 

Cδ3
 

(PLCD3)
 

mRNA
 

was
 

detected
 

by
 

col-
lecting

 

synovial
 

samples
 

from
 

OA
 

group
 

and
 

control
 

group.CIBERSORT
 

algorithm
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

infiltration
 

pattern
 

of
 

immune
 

cells
 

in
 

OA
 

group
 

and
 

control
 

group,and
 

the
 

correlation
 

between
 

PLCD3
 

and
 

infiltrating
 

immune
 

cells
 

was
 

further
 

analyzed.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

relative
 

expres-
sion

 

level
 

of
 

PLCD3
 

mRNA
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

synovial
 

samples
 

of
 

OA
 

group
 

(P<0.05).The
 

pro-
portions

 

of
 

B
 

cells
 

naive,NK
 

cells
 

activated,M2
 

macrophages
 

and
 

mast
 

cells
 

activated
 

in
 

synovial
 

tissues
 

of
 

OA
 

group
 

were
 

relatively
 

high
 

(P<0.05).PLCD3
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

proportion
 

of
 

these
 

four
 

immune
 

cells
 

(P<0.05).Conclusion PLCD3
 

may
 

be
 

a
 

key
 

biomarker
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

OA,which
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

OA
 

by
 

interacting
 

with
 

infiltrating
 

immune
 

cells.
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  骨关节炎(OA)是临床常见的骨骼系统退行性疾

病之一,通常可累及1个或多个关节,其在世界范围

内发病率很高,且发病机制复杂。目前,研究者认为

其发病可能与遗传、肥胖、衰老、创伤、过度关节劳损、
代谢紊乱、炎症等有关[1-3]。近年来,随着生物信息学

的发展,免疫相关基因被证明在OA的发生发展中起

重要作用,免疫细胞浸润与 OA的发生发展密切相

关[4-8]。本研究基于笔者前期发现的OA差异表达基

因[9],通过收集临床 OA组和对照组的滑膜组织,检
测相关差异表达基因磷脂酶Cδ3(PLCD3)

 

mRNA的

表达差异,并采用CIBERSORT算法分析免疫细胞在

OA组及对照组的浸润模式,并进一步对PLCD3与
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浸润性免疫细胞的相关性进行分析,从而为研究 OA
的发生发展提供潜在的新的生物标志物。

1 资料与方法

1.1 一般资料 从 GEO 数据库下载 GSE55457、

GSE82107和GSE55235
 

3个数据集。其中GSE55457
数据集包括10例 OA患者和10例健康对照者滑膜

组织,GSE82107数据集包括10例OA患者和7例健

康对照者滑膜组织,GSE55235数据集包括26例OA
患者和20例健康对照者滑膜组织。此外,纳入2021
年5月至2023年4月在本院行全膝关节置换术的15
例膝关节OA患者作为OA组,同时收集同期因创伤

致髌骨骨折在本院行内固定术的15例年轻患者作为

对照组。本研究已获得本院伦理委员会的批准,并按

照赫尔辛基宣言进行了试验。所有受试者均通过书

面知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 滑膜组织中基因 mRNA表达检测 取出冻

存组织,使用小样本RNA提取试剂盒(德国 Qiagen
公司)提取总RNA,测量提取 RNA浓度(Nanodrop

 

2000)。通过逆转录试剂盒(Golden
 

StarTM
 

RT6,北京

擎科生物科技股份有限公司)将等量RNA逆转录成

cDNA。随后 使 用 荧 光 定 量 PCR 试 剂 盒(Master
 

qPCR
 

Mix
 

SYBR
 

GREENⅠ,北京擎科生物科技股份

有限公司)配制PCR反应体系:cDNA
 

1.0
 

μL;2×
TSINGKE

 

Master
 

qPCR
 

Mix(SYBR
 

GreenⅠ)10.0
 

μL;正向引物0.8
 

μL;反向引物0.8
 

μL;50×ROX
 

Reference
 

Dye0.4
 

μL;ddH2O
 

7.0
 

μL。CXCL2引

物:正向5'-AAGTGTGAAGGTGAAGTCC-3',反向

5'-CGAGACTTACATGACTTCGG-3';JUN 引 物:
正 向 5'-AAGTCATGAACCACGTTAACAG-3',反

向 5'-AAATGTTTGCAACTGCTGC-3';CXCL3 引

物:正向5'-GAATTCACCTCAAGAACATCCA-3',
反 向 5'-AGTGTGGCTATGACTTCGG-3';MMP1
引物:正 向5'-ACAGTAAGCTAACCTTTGATGC-
3',反向5'-TTGTGCGCATGTAGAATCTG-3';PL-
CD3引物:正向5'-CTAGACCACTGGATCCACTC-
3';反 向 5'-TCAGCAGGCTCTTGATCTC-3';内 参

GAPDH 引 物:正 向 5'-GATCATCAGCAATGC-
CTCC-3',反向5'-TCCACGATACCAAAGTTGTC-
3'。采用Biosystems

 

7500
 

Fast实时系统进行 RT-
PCR检测,反应条件:95

 

℃
 

1
 

min,1个循环,95
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40个循环。使用2-ΔΔCt 法计算CX-
CL2、JUN、CXCL3、MMP1、PLCD3的mRNA相对表

达水平。

1.2.2 PLCD3和 MMP1对OA的诊断价值分析 
使用GraphPad

 

Prism软件分析OA滑膜组织中两种

差异表达基因的mRNA(MMP1和PLCD3)的临床诊

断价值,并绘制了受试者工作特征(ROC)曲线,用曲

线下面积(AUC)确定对诊断OA的有效性。

1.2.3 免疫细胞浸润分析 采用CIBERSORT算法

分析OA组织和正常组织的免疫浸润水平。使用R
语言中的“vioplot”包分析 OA组织和正常组织中19
种不同比例的免疫细胞亚型。使用R语言中的“cor-
rplot”包进一步可视化分析OA中4种不同比例的免

疫细胞与PLCD3表达之间的相关性,并采用Graph-
Pad绘制相关性曲线。

1.3 统计学处理 采用GraphPad
 

Prism进行数据

处理及统计分析。符合正态分布的计量资料以x±s
表示,组间比较采用独立样本t检验;计数资料采用

频数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验。采用

ROC曲线分析相关指标对 OA 的诊断价值。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 OA 组与对照组滑膜组织 CXCL2、JUN、CX-
CL3、MMP1和PLCD3

 

mRNA相对表达水平比较 
OA组 PLCD3

 

mRNA 相 对 表 达 水 平 高 于 对 照 组

(P<0.05),而 MMP1、CXCL2、JUN、CXCL3
 

mRNA
相对表达水平均低于对照组(P<0.05),见图1,仅

PLCD3和 MMP1
 

mRNA相对表达水平与GEO数据

集的结果一致,JUN、CXCL3和CXCL2
 

mRNA相对

表达水平与生物信息学分析结果存在不一致,见表1。

  注:*为P<0.001。

图1  OA组与对照组滑膜组织CXCL2、JUN、CXCL3、

MMP1和PLCD3
 

mRNA相对表达水平比较

表1  GSE55457、GSE82107和GSE55235数据集中OA
   患者与健康对照者CXCL2、JUN、CXCL3、MMP1

   和PLCD3
 

mRNA相对表达水平比较

基因
log2 (差异倍数)

GSE55457 GSE82107 GSE55235

CXCL2 2.002
 

1 1.560
 

2 1.119
 

6

JUN 1.763
 

3 1.980
 

7 1.618
 

2

CXCL3 2.256
 

9 4.595
 

2 1.057
 

05

MMP1 -1.482
 

1 -5.480
 

0 -1.410
 

5

PLCD3 3.055
 

0 2.933
 

8 1.897
 

8
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2.2 MMP1和PLCD3对OA的诊断价值分析 采

用GraphPad
 

Prism分析两种差异表达基因(MMP1
和PLCD3)mRNA相对表达水平在 OA滑膜组织中

的临床 诊 断 价 值,并 绘 制 了 ROC 曲 线,见 图 2。

MMP1和PLCD3诊断 OA的曲线下面积(AUC)分
别为0.799

 

4(P<0.001)和0.760
 

7(P<0.001),二
者的灵敏度和特异度分别为:90.13%和62.95%
(MMP1),68.09%和74.01%(PLCD3),诊断价值均

较高。

2.3 免疫细胞浸润分析 使用CIBERSORT分析

OA滑膜组织和正常组织之间的免疫细胞浸润水平。
分析结果显示,相较于正常组织OA滑膜组织中幼稚

B细胞、活化NK细胞、M2巨噬细胞和活化肥大细胞

的比例相对较高(P<0.05)。

2.4 PLCD3与浸润性免疫细胞的相关性分析 结

果显示,幼稚B细胞、活化NK细胞、M2巨噬细胞和

活化肥大细胞比例与PLCD3
 

mRNA相对表达水平

均呈正相关(r=0.511、0.519、0.791、0.704,P<
0.05)。见图3。

图2  MMP1和PLCD3诊断OA的ROC曲线

  注:A为幼稚B细胞,B为活化肥大细胞,C为活化NK细胞,D为 M2巨噬细胞。

图3  OA滑膜组织中4种免疫细胞比例与PLCD3
 

mRNA相对表达水平之间相关性分析

3 讨  论

OA是一种慢性退行性骨关节疾病,可能是由先

天性和适应性免疫反应引起的持续炎症引起,可导致

不可逆的滑膜和软骨组织损伤[10]。慢性炎症被发现

在OA的病理中起着重要作用[11-13],尤其是滑膜组织

的炎症促进了 OA的疼痛进展和功能障碍。炎症细

胞浸润与炎症细胞因子的释放导致关节滑膜组织增

生并加速释放相关促炎因子,从而进一步参与OA的

炎症微环境改变和加速滑膜、软骨组织的损伤[14]。多

项研究表明,浸润性免疫细胞的激活和相互作用对

OA滑膜组织炎症的形成和持续软骨组织损伤起着重

要作用[4-8,15]。但目前对于免疫细胞参与 OA炎症的

发生发展的机制仍不清楚。基于此,本研究通过生物

信息学分析发现免疫细胞浸润与OA的相关性,并通

过临床滑膜组织验证了PLCD3的表达及其与免疫细

胞浸润的相关性。
本研究免疫细胞浸润分析结果显示,OA滑膜组

织中幼稚B细胞、活化NK细胞、M2巨噬细胞和活化

肥大细胞的比例相对较高。DENG等[16]通过生物信

息学分析同样发现静息肥大细胞、活化NK细胞可能

参与OA发生发展过程,这一结果与本研究结果存在

部分一致。TRAJEROVA等[17]通过检测膝OA患者

的滑液发现,“骨髓进行性”和“侵袭性”表型均存在

NK细胞和巨噬细胞的高活化。由于滑膜是OA炎症

的主要部位,通常以炎症细胞(主要是巨噬细胞)浸润

为特征。而巨噬细胞通过产生炎症细胞因子、趋化因

子、生长因子和蛋白酶等,在早期炎症反应中起着至

关重要的作用。作为滑膜组织中最丰富的免疫细胞

之一,巨噬细胞介导的免疫调节在OA发病和软骨损

伤中起着至关重要的作用[18]。因而,巨噬细胞调节目

前被认为是一种治疗OA的有前途的策略,尤其是通

过抑制滑膜组织巨噬细胞 M1极化,促进 M2极化,可
缓解滑膜组织炎症,缓解关节疼痛,抑制关节软骨组

织退化[19-21]。肥大细胞是另一类常见于关节滑膜组

织的免疫细胞。肥大细胞在肥胖的 OA患者滑膜组

织中存在高表达[22],与类风湿关节炎患者相比,肥大

细胞是唯一在 OA患者滑膜组织中水平更高的免疫

细胞类型[23]。OA中肥大细胞的激活导致促炎介质

的释放,最终导致滑膜组织炎症、骨重塑和软骨组织

损伤[24]。因而,释放组胺的肥大细胞同样被认为是

OA的潜在治疗靶点[25]。COPP等[26]认为,未来免疫

调节细胞治疗可能会成为OA治疗的有效途径。
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磷脂酶C(PLC)是磷脂酰肌醇途径中的关键酶,
参与真核生物的信号转导。PLCD3是磷脂酶C家族

的一个成员,它催化水解磷脂酰肌醇4,5-二磷酸

(PIP2),生成二酰甘油(DAG)和肌醇1,4,5-三磷酸

(IP3)两个第二信号分子[27]。PLCD3在许多生物学

过程中起着至关重要的作用,如心肌细胞存活等,并
可促进甲状腺癌的进展[28-29]。HU等[30]发现,在大多

数癌症中,同样发现PLCD3表达与巨噬细胞呈正相

关。本研究检测了 OA组和对照组滑膜组织中PL-
CD3

 

mRNA相对表达水平的差异,结果发现PLCD3
 

mRNA在OA组中表达明显升高,而PLCD3表达与

4种免疫细胞比例均呈正相关,上述结果表明PLCD3
可能通过调节免疫细胞(如巨噬细胞)的活化参与OA
的发生与发展。但目前关于PLCD3与OA的相关性

的研究较少,需要更多功能及机制试验以明确PLCD3
在OA发生、发展中的作用。

综上所述,本研究通过CIBERSORT软件,利用

基因表达数据和临床滑膜组织综合分析发现,OA滑

膜组织中PLCD3
 

mRNA高表达,同时幼稚B细胞、
活化NK细胞、M2巨噬细胞和活化肥大细胞的比例

也相对较高;PLCD3与这4种免疫细胞比例呈正相

关;PLCD3可能是诊断OA的关键生物标志物,其可

能通过与浸润性免疫细胞的相互作用参与 OA的发

病机制,但本研究结果还需多中心大样本研究进一步

证实。
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