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实验骨关节炎大鼠退变软骨基因表达谱的
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摘要：目的探讨大鼠骨关节炎模型与正常对照组软骨退变基因表达差异，从基因网络角度探讨骨

关节炎的发病机制。方法通过切断大鼠右膝交叉韧带、内侧副韧带，建立骨关节炎动物模型，采用

代表28000个不同基因的Genomic Instrumentation Services公司芯片检测骨关节炎和正常大鼠右膝关

节软骨的基因表达，对差异基因表达进行生物信息学分析。结果 大鼠骨关节炎软骨退变有显著差

异表达的基因406个。其中305个基因上调，101个基因下调。差异表达基因涉及生长因子、发育、肥

胖、能量代谢、信号传导、免疫等方面的基因群。结论 骨关节炎软骨退变基因表达谱存在软骨细胞

凋亡相关的基因表达异常，信号传导过程异常、免疫相关基因的表达下调、多个转录因子的普遍上调

等特征，为研究骨关节炎在基因水平上的病理变化提供了基础。

关键词：基因芯片；骨关节炎
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Abstract：0bjective To investigate the difference of degenerative cartilage gene expression profile between

arthritic rats and normal controls．and to explore the pathogenesis of osteoarthritis from gone network view．

Methods Arthritic animal model was established by cutting off eruciate ligament and medial collateral

ligament of the right knee joint．The gone expression in arthritic or normal articular cartilage of rat right knee

was measured using a gone chip by Genomie Instrumentation Services．The differential gone expression WaS

analyzed based on information biology．Results A total of 406 differentially expressed genes were identified in

degenerative rat arthritic cartilage，and among them there were 305 up·regulated genes and 101 down-regulated

genes．Differentially expressed genes involved gone group of
growth factor，growth，obesity，energy

metabolism，signal transduction，and immunity．Conclusion Gone expression profile of degenerative

osteoarthritie cartilage is characterized by differentially expressed genes related to chondrocyte apoptosis，signal

transduction abnormality．down—regulated immunity—related genes，and many up—regulated transcription factors．

This provides a basis for researching osteoarthritis pathological change at gone level．

Key words：Gone chip；Osteoarthritis

骨关节炎(Osteoarthritis OA)是在力学因素和生

物学因褰的共同作用下导致软骨细胞、细胞外基质、

软骨下骨三者降解和合成失衡的一种慢性、进展性

关节疾病⋯。目前关于0A发病和病理机制仍不清

楚。为探究OA关节软骨破坏病理改变的分子生物

·论著·

学机制，笔者于2008年lO月一2010年4月通过切

断大鼠膝交叉韧带、内侧副韧带，建立大鼠骨关节炎

模型，采用基因芯片技术检测骨关节炎和正常大鼠

右膝关节软骨的基因表达，对差异基因表达进行生

物信息学分析，以期从基因网络角度探讨骨关节炎

的分子机制。

基金项目：广州中医药大学科学研究基金项目(09CX088、 1 材料和方法
2007C082．)

作者单位：510240广州，广州中医药大学附属骨伤科医院

通讯作者：粱祖建．Email：Liangzajian@sohu．earn

1．1实验对象

清洁级健康雌性4月龄未孕sD大鼠12只。体重
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260±209(由广州中医药大学实验动物中心提供)。

1．2实验分组与造模

采用randrom软件随机分为正常组与模型组，

每组6只，用‘10％水合氯醛溶液按0．33ml／lOOg腹

腔注射，5min后麻醉完全，模型组切断右膝交叉韧

带、内侧副韧带，行抽屉试验阳性后彻底止血，逐层

缝合。伤口在缝合前滴入少量的青霉素溶液。

1．3饲养环境

术后分笼饲养，术后连续3日给予青霉素溶液

4万单位／日肌注。所有大鼠均喂养在恒温、恒湿的

清洁环境中，环境温度为(25士1)℃，湿度为70％，

每天12h光照／黑暗，任意进食饲养者提供的大鼠标

准饲料和自来水。

1．4标本处理与实验方法

术后3月切取大鼠右膝关节软骨保存于

RNAIN保护液中，冰冻运输。参照Trizol法分别提

取总RNA，测定RNA样品浓度和总量，探针标记，

采用QIAquiek PCR Pufification Kit纯化eDNA，采用

QIAGEN RNeasy minikit进行才cRNA纯化，采用

QIAGEN RNeasy minikit进行探针纯化。纯化后的

探针采用分光光度计进行荧光量测定。按照实验要

求将变性的探针进行芯片杂交，洗涤。

1．5扫描和数据处理

利用扫描仪(GenerationⅢarray scanner，

Ame玲ham Pharmacia)进行扫描；用ImageQuant软件

显示扫描图像，用ArrayVision软件分析扫描图像，

将图像转化为基于荧光强度的数字信号

(Imagequant 5．0；Array Vision 6．0)，用DMVS、

MIDAS软件分析芯片实验数据。

2结果

2．1造模后软骨病理改变情况

术后16周，大鼠右膝关节可见软骨表层溃疡样

改变，软骨表层细胞缺失，细胞排列紊乱，软骨有裂

隙存在，延伸至放射层、钙化层，个别标本可见部分

软骨整体缺失，说明造模成功。

2．2 RNA抽提结果

电泳结果显示两个样品总RNA均有清晰的

18S和28S条带，没有明显的降解发生，A260／A280

比值基本符合要求，见图1。扩增片段长度为

373bp。样品处理结果见表1。

2．3探针标记和芯片杂交扫描结果

杂交后芯片荧光信号强度较高，背景均一，没有

明显缺陷，符合芯片结果分析的标准。见图2。

裹1样品RNA基本信息

⋯⋯一 A260／A280 RNA浓度RNA总量“
样品编号 A260 A280

～’—一

Ratio (斗∥卜1) (斗g)

正常组 i．72 0．85 2．02 6．86 102．90

模型组 1．13 0．57 1．98 4，50 135．00

图1样品总RNA电泳图圉2正常组与模型组双色

(I为正常组2为模型组) 荧光标记叠加图

2．4 OA大鼠关节软骨差异表达基因

差异表达基因筛选标准Ratio值≥2或≤O．5，经

筛选分析，发现OA表达差异的基因共有406条，其

中305条基因上调，101条基因下调。结果见表2、3。

3讨论

骨关节炎是以关节软骨降解为特征的退行性关

节疾病。关节软骨破坏是OA特征性的病理学改

变，OA的发病机制与关节软骨变化密切相关。关

节软骨是由软骨基质和软骨细胞组成的特殊的结缔

组织，其破坏常开始于软骨表面的局灶性损伤，继而

出现软骨基质的代谢变化，再发展为更大范围的软

骨破坏。遗传学研究表明OA属于多基因、多因子

遗传病旧1。目前我们已经积累了大量有关OA的单

个基因的结构和功能信息，着眼OA的病理改变，诠

释OA多基因的互作关系，对于探讨OA的发病机

制具有重大的意义。基因组计划(human genome

project HGP)的完成及多个物种基因组的完全测序，

为系统地研究基因功能及相关遗传病提供了极大的

帮助。基因芯片具有高度并行性、高通量、微型化和

自动化的特点，能同时进行疾病多基因的高密度检

测。基因芯片技术为阐明OA的多基因功能和作用

提供了新的契机。本次芯片研究发现。差异表达基

因涉及生长因子、细胞因子、发育、肥胖、能量代谢、

信号传导、免疫等方面的基因群。骨关节炎软骨退

变基因表达谱存在软骨细胞凋亡相关的基因表达异

常，信号传导过程异常、免疫相关基因的表达下调、

多个转录因子的普遍上调待等特征。
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裹2 OA大鼠关节软骨差异最为显著的上调基因表

基因代码 基因描述 基因代码 基因描述

proteoglyean 4，(megakaryoeyte stimulating factor，articular

Thmp thyroid hormone responsive protein Pr94一predicted superficial zone protein，camptodactyly，ardmq)athy，c∞
vat8．pericardifis syndrome)(predicted)

cdc6删cced；：耋盎蹿出6 b酬刚8’一“越剐 Extl—predicted exostoses(multiple)1(predicted)

Cdc42 GTPaae-aetlvating protein(predicted)Cdgap—predicted Hsphl heat shock 27kDa protein 1

Bn30015M4 testis nuclear RNA-binding protein Timpl tissue inhibitor of metalloproteinase l

州Pl_，础tea裟{：。芎叫⋯凹№唧k州啦删哩畔h
1

Oir742一predicted olfactory receptor gene Olr742

Sedl stcaroyl-Coenzyme A desaturase 1 Fndcl—predicted fibronectin type Ill domain containing 1(predicted)
Rn30003462 alpha-1 type I collagen Rn30000325 N93 protein

Rn30020187 RTI class I，M6．$ene 2 Bmprla bone morphagenefic protein receptor。type 1A

Rn30007862 similar to WD repeat domain 1 1 protein Lox lysyl oxidase
Rn30020940 similar to uahefin Lambl·I_predicted laminln Bt subunil 1(predicted)

Atpl a2 ATPase．Na+／K+transporting，alpha 2 polypeptide Gadd45a growth 01"rest and DNA·damage—inducible 45 alpha
Cacnhl calcium ehannel．voltage·dependent．beta 1 subunit Mt3 metallothionein 3

RGDl306242 similar to Probable serine proteaae HTRA4

一predicted pracumor(predicted)
MGCl5854 hypothetical protein MGCl5854

Rn30025748 similar to ORl 5' 11t3 interleukin enhancer binding factor 3

Cal3al collagen．type Ill，alpha 1 DDll2 discoidin domain receptor family，member 2

C015a2 collagen，type V，alpha 2 Snrpn small nuclear fibonucleoprotein N

R一。：，s鬻to，，60。S，嚣篙震尸“轧喊¨一 1111 ral intcrleukin 11 receplar，alpha chain I

Calla2 pmcollagen，type I，alpha 2 MMP·13 matrix metailopeptidase 13(eallagen№3)

Rn30004175 s⋯imilar_C．hro．竺8伽8‘鹏80c‘8‘。d。蛔。5in
K1F4A

Gp38 glyeoprotein 38
I LIlromogmemn J

Serpinfl ““?(0r。ysteine)proteinⅢinhibitor,clade F)，
U8rb interleukin 8 receptor，beta

memberl

ctgf eonneetive tissue growth faetor Cyp2】曩1 cytochrome P450，subfamily 21A，po}ypeptide 1

Rnaae6 ribonucleaae。RlVase A family，k6 Serpini2 serine(or cysteine)pmteinase inhibitor，chde I,memh2
Co]2al procollagen，type II．alpha 1 Egr4 early growth response 4

眦·A 嬲嚣皂淼：篡鬯等Ⅲ“kk 6“呼82． ca∞in kin∞e II,alpha 2,polypeptide(predicted)
一precttetecl

一一 。

Zfp67_predicted zinc finger protein 67(predicted) Cst3 eystatln C

Cstb eystatin B Cpz carboxypeptidase Z

Rbp4 retinal binding protein 4．plasma Acdc adipocyte complement related protein of 30 kDa

Rn30021101 lyscsomal·associated membrane protein 3(predicted) Rn30009968 phtaiet—derived growth factor reeepter-like(predicted)
PRKCO protein kinase C．them

表3 OA大鼠关节软骨差异最为显著的下调基因表

基因代码 基因描述 基因代码 基因描述

G6pc glucose-6-phosphataae，catalytic
s-cM，．”0a唑lcium。e呼ae。”angcr鬻bmem?ber i“沁∥9她““∥

Ctsh cathepsin H C6pc3 gIuco∞6 phosphatase，catalytic，3

Aasdhppt aminoadipate—semialdehyde dehydrogenase—phosphopanteth-

一predicted einyltransferase(predicted)
删h∞tin．删acto∞binding，soluble 9

Selenbpl selenium binding protein 2 Rn30006244 Rho GTPase activating protein 9(predicted)
HisL3h3．_／nedioted histone 3，H3(predicted) Son_predioted Son cell proliferation protein(predicted)

Proxl—predicted prospero—related homeobox 1(predicted) AsILla_predictea箨焉蒙篙高1 h崦A

Nritp ion transporter protein shmll一predicted：警i劣‘肿时b1‘”幽““‘d曲k’
Mtld Metallothionein Srpk2_pred；cIed怒：勰；洒”血¨”曲8哗访“洫”2
Fan 1 fibroblut growth factor 1 I Pr日832．pmdjctcd 凶tem，eerine’32(predicted)

Ucp2 uncoupling protein 2 G础il‘rediJ协d眇mte啪raeattro—g p”ro掣tem嚣毗pr”ec些ltete!flP
2∽砘’

Hprt hypoxanthine guanine phosphofibosyl trandcrase Prssl pancreatic trypsin 1

Rn3000z。j，荨：：：t：：=：：器r：蛊等8：=警j。从 Tst thiosulfate sulfnrtransferase

Pcdhal3 protoeadherin alpha 13 h∞一，ma．c词 ?：：：：：；i兰1：『i。‘⋯叩h叫““嶂“帕58
Lmxla_predicted LIM homeobox transcription factor I alpha(predicted) Lth ly‘repho涮ⅡB

Opr88 G·protein coupled receptor 88 Igfl insulin·like刚faeter 1

Ddbl damage-specific DNA binding protein 1 Ccngl cyclin GI

Sepxl_predicted selenoprotein X 1(predicted) Lspl—predicted lymphocyte specific 1(predicted)
Capnsl calpaln，small subunit 1 Atpl3a_predioted ATPase type 13A(predicted)

ob”n盎：嚣’c7岫kele试。a1“od曲“”4硼”in‘e““ng Atplla_predicted ATPase，class VI，type 1IA(predicted)

PcdhbS_predieted protocadherin beta 5(predicted) 8n30004329 simiha to mKIAA0716 protein
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有证据表明，骨关节炎软骨退变与免疫反应密

切相关p J。本次研究发现骨关节炎软骨退变与免

疫相关的4条基因显著差异表达，如：调节人体免疫

功能，增强人体的抵抗病毒能力的硒结合蛋白(NM

080892)、金属硫蛋白NM．_053968、淋巴细胞毒素B

(NM一212507)；具有抗沉默而发挥防御功能的
Asfl a_predicted(XM-215389)。

软骨细胞是关节软骨中唯一的细胞成分，广泛

介导关节软骨代谢的调节，其凋亡在关节软骨的维

持、再建、塑形、更新中起重要作用，是关节软骨退变

导致OA的重要机制。生长因子对软骨细胞的生长

和分化具有明显的调节作用H J。本研究结果提示

与生长因子相关的11条基因表达差异显著，如调控

细胞增殖和骨修复的血小板衍生生长因子(NM一

001011921)；在软骨细胞和成骨细胞的增殖、分化

方面发挥重要作用的结缔组织生长因子(NM一

022266)；调节成软骨细胞增殖活性的成纤维细胞

生长因子11(NM一130816)、5(NM_022211)；能直接

磷酸化Smad蛋白将BMP信号从受体向细胞核内的

靶基因传递过程中起主要作用，并在成软骨细胞和

成骨细胞的分化过程中起重要作用的骨形态发生蛋

白受体IA(NM一030849)；调节细胞生长和分化的

早期关键的生长反应因子4基因(NM 019137)；对

细胞生长呈负性调节的应激反应的生长抑制和

DNA损害诱导基因45(NM_024127)。参与体内几

乎每个器官的生长和功能及促细胞分化和增殖活性

作用的胰岛素样生长因子(NM一178866)。

deoxy曲onuclea8e与骨关节炎发病较为密切的

interleukin 11 receptor(NM一139116)、白介素增强子

结合因子(NM一053412)、白介素一8(NM一017183)。

软骨细胞膜上存在着很多离子通道(如Na+、K+、

Ca2+通道和水通道)并且对细胞的生长、发育、代谢

等生物活动有很大影响。同时对于维持细胞内环境

稳定．调节细胞内外物质交换起很大作用。本次研

究结果发现与离子通道有密切关系的3条基因差异

表达，如离子移变的谷氨酸受体(XM一239604)、调

节体内钠钾钙平衡的溶质携带物(NM一031743)、具

有电压依从性的Caenbl钙通道(NM-017346)。

细胞外基质、蛋白质降解酶在骨关节炎软骨破

坏过程中发挥重要作用。本研究发现与细胞外胶原

成分相关的基因有5条，如Rn30003462(XM一

213440)，C013al(NM一032085)、C015a2(xM一

343564)、Coila2(NM一053356)、C012al(NM．

012929)。与蛋白质降解酶类有关的基因有6条，如

半胱氨酸蛋白酶抑制剂(XM一342263)、Timpl(NM一

053819)、MMP．13(NM一002427)、Ctsh(NM一

012939)、Cstb(NM一012838)、Cst3(NM一012837)。

与结构蛋白有关的基因8条，如纤维结合蛋白(XM一

217792)、主要作用细胞骨架蛋白，蛋白激酶和磷酸

酶以及激素受体的钙蛋白酶(XM一341824)，细胞骨

架钙调节蛋白和肌联蛋白(XM一340807)、纤维调节

素(XM一345665)、驱动蛋白(XM一234487)、溶酶体

膜联合蛋白(NM一001012015)、粘蛋白(XM一

213903)、生物体适应环境产生的应激的热休克蛋

白(NM-031970)。

骨组织不论其数量和质量、组织成份和细胞活

力都会受衰老规律的支配。骨衰老最终表现以骨质

增生、骨质疏松等为特征的临床所见。骨衰老是骨

生长发育的一种表现”1。骨生长发育基因主要包

括细胞分化、核酸代谢一类的基因。本实验结果发现

与生长发育相关差异表达的基因共9条。如加强

rRNA功能的核内小分子核蛋白N基因(NM一

031117)；参与细胞周期调控的细胞周期调节蛋白

(NM 012923)；参与细胞增殖、分化的XM 221656、

XM_340896；作为家族性转录因子调控体内一些基

因的表达，决定发育中组织和细胞的特异性分化同

源(异位)框转录因子(XM_222902)；与细胞正常分

化、发育相关的转录因子同源异形盒基因(XM一

223067)。在正常软骨的发育中起重要作用的外生

骨疣基因(XM一235272)；与衰老相关的固醇辅酶A

去饱和酶1(NM一139192)、金属硫蛋白(NM一

053968)。

肥胖已经公认为是骨关节炎的一个重要因素。

本研究发现与肥胖相关的基因有3条，如与肥胖有

关的基因Acdc(NM-144744)，受多种调节因素控

制，在多种生理活动如细胞膜的流动性、脂质代谢和

多种疾病如心血管疾病、肥胖具有非常重要的作用

的固醇辅酶A去饱和酶1(NM一139192)，直接影响

人体肥胖和糖尿病的抵抗素(NM一144741)。

细胞信号转导途径的异常变化与OA密切相

关¨1。本研究提示与细胞信号传递分子及通路有

关的基因有10条，如调节Hedgehog信号的转录因

子密切相关的锌指结构(XM一215633)，G蛋白共同

完成信号传导的蛋白偶联受体(NM一031696)．与细

胞粘附信号通路有关的NM．_001008853。

总之，本实验应用基因芯片技术研究大鼠骨关

节炎的基因表达谱，为深入研究OA关节软骨破坏

的病理改变的分子生物学机制奠定了一定的基础。
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