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2234"、22345 &678在创伤性骨关节炎
软骨中的表达
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摘要：目的 研究兔前交叉韧带横断术（8;<=）创伤性骨关节炎（>8）动态模型软骨中 2234"、22345
&678的表达，探讨 2234"、22345在 >8软骨退变中的作用。方法 !#只新西兰兔随机分为对照组
（"#只）、8;<=组（,#只），8;<=组行右膝 8;<=，对照组行关节囊切开缝合术，8;<=组于术后 :、9 ?各
处死 "#只，对照组术后 : ?处死。解剖显微镜观察股骨内髁软骨形态学变化，逆转录聚合酶链反应
（6=43;6）检测股骨内髁软骨 2234"、22345 &678的表达。结果 形态学示 8;<=组软骨退变重于对
照组（! @ #A#B），且 8;<= 9 ?组重于 : ?组（! @ #A#B）；6=43;6示 8;<=组 2234"、22345 &678表达
量均高于对照组（! @ #A#"），且 8;<= 9 ?组均高于 : ?组（! @ #A#"）。结论 创伤性 >8软骨退变过
程中伴随着 2234"、22345 &678表达的上调，软骨中 2234"、22345 &678的表达一定程度上反映了
>8软骨的退变程度。
关键词：骨关节炎；软骨；金属蛋白酶4"；金属蛋白酶45

!"# $%&’ #()*#++,-. -/ 00123 4.5 00126 ,. 7"# 84*7,94:# -/ *4;;,7+ <,7" 7*4=$47,8 -+7#-4*7"*,7,+
"#$% #&’，($)* *+,-，./0 "1’2’,，34 +5 / (36+7423,4 89 $74186+3:’;，#+,-<18& #8=6’4+5 89 >7+:’4’8,+5
?1’,3=3 @3:’;’,3，#+,-<18& !"###$，;C(D’
’;+7*487：>;?#87,@# =1 1EFGHIG JCG &678 GKLHGFF(1D 1M &’JH(K &GJ’))1LH1JG(D’FG4"，45（2234"、22345）(D
0’HJ()’+G 1M JH’N&’J(0 1FJG1’HJCH(J(F（>8）(D ’DJGH(1H 0HN0(’JG )(+’&GDJ JH’DF’0J(1D（8;<=）1M H’EE(J &1*G) ’D* J1
GKL)1HG JCG GMMG0JF 1M 2234" ’D* 22345 (D ;’HJ()’+G *G+GDGH’J(1D 1M >8/ 0#7"-5+ =H’N&’J(0 >8 ?’F (D*N0G*
(D ,# H’EE(JF EO 8;<= 1M H(+CJ PDGG ’D* "# H’EE(JF P())G* : ’D* 9 ?GGPF HGFLG0J(IG)O ’MJGH JCG 1LGH’J(1D/ >JCGH "#
H’EE(JF HG0G(IG* H(+CJ PDGG ’HJCH1J1&O ’F LFGN*1 1LGH’J(IG 01DJH1)F ’D* ?GHG P())G* 9 ?GGPF ’MJGH 1LGH’J(1D/
;’HJ()’+(DGNF 0C’D+GF 1M JCG &G*() MG&1H’) 01D*O)GF ?GHG +H1FF)O 0CG0PG* ’D* >8 FGIGH(JO 1EFGHIG* ND*GH *(FFG0J(D+
&(0H1F01LG/ =CG &678 GKLHGFF(1D 1M 2234" ’D* 22345 (D 0’HJ()’+G 1M JCG &G*() MG&1H’) 01D*O)GF ?’F ’FFGFFG*
EO 6GIGHFG =H’DF0H(LJ(1D431)O&GH’FG ;C’(D 6G’0J(1D（6=43;6）/ %#+=97+ ;’HJ()’+G *G+GDGH’J(1D (D 8;<= +H1NL
?’F F(+D(M(0’DJ)O FGIGHGH JC’D JC’J (D 01DJH1) +H1NL（! @ #A#B）/ ;’HJ()’+G *G+GDGH’J(1D (D 94?GGP +H1NL ?’F ’)F1
FGIGHGH JC’D JC’J (D :4?GGP +H1NL（! @ #A#B）/ =CG GKLHGFF(1D 1M 2234" ’D* 22345 &678 (D 8;<= +H1NL ?’F
F(+D(M(0’DJ)O C(+CGH JC’D JC1FG (D 01DJH1) +H1NL（! @ #A#"）/ =CG &678 GKLHGFF(1D 1M 2234" ’D* 22345 (D 94
?GGP +H1NL ?’F ’)F1 C(+CGH JC’D JC1FG (D :4?GGP +H1NL（! @ #A#"）/ A-.89=+,-.+ =CG GKLHGFF(1D 1M 2234" ’D*
22345 &678 ?’F NL4HG+N)’J(1D (D 0’HJ()’+G 1M JH’N&’J(0 >8 &1*G) / =1 F1&G GKJGDJ JCG &678 GKLHGFF(1D 1M
2234" ’D* 22345 0’D EG ’F ’D GI’)N’J(1D (D*GK M1H JCG *G+HGG 1M ;’HJ()’+G *G+GDGH’J(1D (D JH’N&’J(0 >8/
B#C <-*5+：>FJG1’HJCH(J(F；;’HJ()’+G；QDJGHFJ(J(’) 01))’+GD’FG；RG)’J(D’FG S

骨关节炎（>8），是以关节软骨丢失伴关节周围
新骨形成及骨反应为特点的一种滑膜关节病，其病

因复杂，发病率高，但确切的发病机制至今仍不明

确。近年的研究发现 >8关节软骨细胞蛋白酶合成

增加，蛋白酶抑制物合成减少，从而造成软骨细胞外

基质合成与降解失衡是造成软骨变性的重要原因之

一。金属蛋白酶（223F）因能降解几乎所有的软骨
基质而被认为在 >8发病过程中起重要作用，是降
解细胞外基质的主要酶系。本实验旨在探讨创伤性

>8软骨中 2234"、22345 &678表达，揭示 2234"、
22345在 >8软骨退变中的作用。
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! 材料和方法

!"! 主要试剂与仪器
!"#$%&试剂（美国 ’()#*"%+,( 公司）；逆转录酶

-*./,，01!2，-13酶抑制剂，!.4酶，随机寡核苷酸引
物（日本 !.5.-. 公司）；26- 7."8,"（美国 9,":,(*./
公司）；99;<=>?@ 26-仪（英国 !,AB(, 公司），凝胶
成像分析系统（法国 C#&D," E%F":.* 公司）。
!"# 动物分组与处理

G<只健康 H 月龄纯种雌性新西兰大白兔由浙
江中医药大学实验动物中心提供，体重 =IJ K =IL
8+，随机分为对照组（M< 只）、36E! 组（=< 只）。GN
戊巴比妥钠麻醉，36E!组行右膝 36E!，并行抽屉实
验确认，对照组行关节囊切开缝合术，不破坏囊内组

织。术后 J 0肌注青霉素 J<万 OP（8+·0）预防感染，
白兔不作固定，分笼饲养。36E!组于术后 J、L Q各
处死 M<只，对照组术后 J Q处死。
!"$ 形态学观察
观察膝关节有无关节积液、滑膜肿胀，并于解剖

显微镜（M<倍）下观察股骨内髁软骨退变情况，按以
下标准评分［M］：<分，关节面光整，色泽如常；M分，关
节面粗糙，有小的裂隙且色泽灰暗；= 分，关节面糜
烂，软骨缺损达软骨表中层；G分，关节面溃疡形成，
缺损达软骨深层；J分，软骨剥脱，软骨下骨质暴露。
!"% -!R26-

!各基因的引物序列、片段长度见表 M，引物由
上海生工生物工程技术服务有限公司合成。"总
-13提取：取股骨内髁退变区软骨组织置于 M :E
!"#$%&液中匀浆，参照 !"#$%& 试剂盒说明书提取总
-13，以紫外分光光度计测定 !=H< P!=L<比值!MIL控
制总 -13 纯度。#:-13 逆转录产生 A@13 第一
链：采用 =<$E 逆转录反应体系，依次加入 S T 7R
7EC逆转录酶缓冲液 S$E，7R7EC逆转录酶 M$E，
M< ::%& 01!2 MI=S$E，-13./,抑制剂 MIH$E，U&#+0*
（S< V7）=$E，@W26去离子水补至 =<$E，充分混均
后 J=X反应 H< :#(，YSX灭活逆转录酶 S :#(。冰浴
M< :#(，完成 A@13链合成。%26-扩增：反应体系
为 S<$E，包含 A@13 M<$E，M< T 26-缓冲液 S$E，M<
::%&PE 01!2 M$E，上下游引物各 M$E，!.4@13聚合
酶 = O。扩增条件：YJX预变性 S :#(后，YJX变性
G< /，SSISX退火 S< /，Z=X延伸 M :#(，反应 G<个循
环，最后一轮 Z=X延伸 S :#(，JX保存。扩增产物取
ML$E目的基因在 MISN琼脂糖（含 W[ <IS (+P:E）上
电泳，紫外灯下观察结果并照相，吸光度扫描仪扫描

后 26-条带用软件进行定量分析，结果为基因表达
量对&R.A*#(内参的比值，以上结果重复 G次，取平均
值。

表 ! 772RM、772RY、&R.A*#(引物序列

基因 引物序列（S\RG\） 目的基因片断长度

772RM 上游 !6!!6333!;66!36633 =<S DV

下游 63!;666363!66!;!36

772RY 上游 3363;;;6!!;;6!!!;; MJH DV

下游 6;!36!;;!;3;6;3!!;;

&R.A*#( 上游 3!;663!66!;6;!6!; JMH DV

下游 36!66!;6!!;6!;3!66363!

!"& 统计学处理
计量数据以"" ] # 表示，应用 ?2?? M=I<软件包

进行统计处理，形态学评分采用秩和检验，:-13表
达比较采用单因素方差分析。

# 结果

#"! 形态学观察
对照组无明显关节积液、滑膜肿胀等滑膜炎表

现，大部分样本关节面光整，色泽如常。36E!组多
数样本可见滑膜炎表现，软骨退变主要位于股骨内

髁内侧，36E! J Q组关节面色泽灰暗，软骨膜、软骨
出现糜烂缺损，36E! L Q组软骨膜、软骨出现糜烂
缺损，有溃疡形成，甚至可见软骨下骨。各组形态学

评分见表 =，提示 36E!组软骨退变重于对照组（$
^ <I<S），且 36E! L Q组重于 J Q组（$ ^ <I<S）。

表 # 形态学评分

组别 样本数
评分

<分 M分 =分 G分 J分

对照组 M< L = < < <

36E! J Q组 M< < G S = <

36E! L Q组 M< < M = H M

注：以上 G组之间两两比较均 $ ^ <I<S

#"# 软骨 772RM、772RY :-13的表达
772RM、772RY、&R.A*#( 的 -!R26- 产物电泳结

果见图 M，各组 772RM、772RY :-13表达量（相对于

&R.A*#(内参的比值）见表 G，36E! 组 772RM、772RY
:-13表达量均高于对照组（$ ^ <I<M），且 36E! L Q
组均高于 J Q组（$ ^ <I<M）。
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图 ! !!"#$、!!"#%、!#&’()*电泳图
左!右：!&+,-+、对照组、./01 2 3组、./01 4 3组

表 " !!"#$、!!"#% 567.表达量

组别 !!"#$ 567. !!"#% 567.

对照组 898: ; 898< 8 982 ; 898=

./01 2 3组 89=$ ; 89$> 8 9>: ; 89$=

./01 4 3组 89:8 ; 89$? 8 9<2 ; 89$:

注：以上 = 组 !!"#$ 567.之间两两比较均 ! @ 8A8$，!!"#%
567.之间两两比较均 ! @ 8A8$

" 讨论

大量的创伤性疾患常常因伤及关节、术后关节

制动等原因诱发创伤性 B.，它所带来的疼痛、关节
功能障碍，严重影响了人的生活质量。生理条件下，

软骨成分的降解与合成之间保持动态平衡，B.时关
节软骨中多种 !!"C的表达明显上调，且越来越多
的研究显示 !!"#$、!!"#% 在 B.软骨退变中具有
重要作用。

"#! !!"#$、!!"#%在 B.软骨降解过程中表达上
调的理论依据

B.软骨降解过程中，D0#$!、17E#"等多种前炎
症细胞因子被激活，它们通过不同的受体、信号转导

途径，最终将生物化学信号传递给 ."#$、7E##F等转
录因子［>，=］，可以说 ."#$、7E##F 是介导 B. 软骨内
环境中各种前炎症细胞因子调控下游靶基因表达的

最重要转录因子，FG++&H- 等［2］认为 !!"#$、!!"#%
的基因启动子区域包含典型的 ."#$ 和 7E##F结合
位点，这为 !!"#$、!!"#%在 B.软骨退变中的高表
达提供了理论基础，而我们的实验显示在 B.软骨
退变中，!!"#$、!!"#% 567. 的表达明显上调，为
!!"#$、!!"#%在 B.软骨退变中的高表达提供了实
验依据。

"#$ !!"#$ 在 B.软骨中的表达及对软骨代谢影
响

!!"#$ 是 B.发病机制中极其重要的胶原酶，
其作用底物主要是$、%、&型胶原和蛋白多糖，%
型胶原含有一个由 =个相同的"链构成的长三股螺
旋结构，其上有 !!"C裂解位点，!!"#$约于离氨基
酸末端 =I2距离的特殊部位裂解%胶原。!!"#$是
B.软骨中表达水平最高的胶原酶，这样在对%型胶
原的降解中 !!"#$ 表达量上的绝对优势弥补了其
相对于其他胶原酶的低效率，使 !!"#$ 在启动 B.
软骨基质%型胶原降解，影响%型胶原降解速率的
方面起到了主导性作用［<］。有研究表明 !!"#$ 在
B.软骨的浅层表达占优势，而表层正是 B.最早发
病的部位［$］，其原因可能与 !!"#$ 是滑膜细胞、嗜
中性粒细胞的最初产物有关。本研究显示 !!"#$
567.无论在正常软骨还是在退变软骨中均有表
达，退变软骨中 !!"#$ 567. 表达明显增加，且随
着 B. 软骨退变程度的加重，软骨中 !!"#$ 567.
的表达稳定性增加。

"#" !!"#% 在 B.软骨中的表达及对软骨代谢影
响

!!"#%是明胶酶中的一个重要元素，它能够将
胶原酶变性裂解的%型胶原进一步裂解，并对’、

(、)、*、+型胶原、弹性蛋白、明胶等小分子细胞
外基质成分有降解作用。JKL-+ 等［:］的研究证实正
常关节软骨中仅有少量软骨细胞表达 !!"#%，然而
在 B.软骨中大部分的软骨细胞表达 !!"#%，!!"#%
567.主要在 B.软骨退变部位的深层表达，并且在
B.早期表达增高明显。而 !KM(&) 等在 B.关节软

（下转第 %<页）
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仅以我国内蒙古地区蒙古族绝经妇女为研究对象，

等位基因突变的发生率为 !"#$，远高于文献报
道［%，&，’#，’%］。

总之，我们在初步探讨我国内蒙古地区蒙古族

绝经妇女 ()*%+, 基因多态性的基础上，进一步明
确了该基因多态性与 -./的关系，()*%+,!’(可
作为预测骨质疏松发生的危险性因素。此外，我们

尚需进一步扩大样本数，深入研究此基因多态性在

骨质疏松发生发展中的作用，期待为骨质疏松的治

疗提供新的方向。
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（上接第 !L页）
骨纤维化严重的区域发现仅有 ..*O! AXT+ 的高
表达，提示 ..*O!可能是 R+关节软骨进行性破坏
的标志物之一。而我们的研究显示随着 R+软骨退
变的进展，软骨中 ..*O! AXT+ 的表达稳定性增
加。

我们的研究显示软骨中 ..*O’、..*O! AXT+
的表达与 R+软骨的退变密切相关，且随着 R+软骨
退变程度的加重，..*O’、..*O! AXT+表达明显增
加，R+软骨中 ..*O’、..*O! AXT+的表达一定程
度上反映了 R+软骨的退变程度，可以作为评价 R+
软骨退变进程的一个客观指标。
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