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#摘要$

!

目的
!

考察创伤性关节炎早期软骨下骨的微结构变化和基因表达变化!探索软骨下骨的骨重建特点及其在关节软

骨退变中的作用$方法
!

选择
!#

只
>̂

大鼠!利用内侧半月板撕裂"

;;&

#模型模拟创伤性骨关节炎!右侧膝关节行
;;&

手术!

左侧行假手术!术后
#

周处死大鼠并取膝关节组织标本
6T1PF

固定$取
!8

只
>̂

大鼠的造模侧及对照侧胫骨关节!利用
L*+'5D

Q&

扫描并重建分析软骨下骨的微结构变化$标本脱钙后石蜡包埋切片!番红
S

固绿染色!普通光学显微镜观察摄片$另取
#

只

>̂

大鼠!提取软骨下骨的组织
EaF

!

E&D1QE

检测两组之间骨形成标志基因"

F_1

%

ERaG%

%

SQa

#与骨吸收相关基因"

&EF1

%

Q&̂ `

%

;;1"

#

LEaF

水平的表达变化$结果
!

;;&

术后
#

周!胫骨关节
L*+'5DQ&

扫描显示模型组软骨下骨的小梁骨结构紊

乱!软骨下骨小梁骨的骨体积分数"

?K

/

&K

#%骨小梁连接密度"

Q5--B>

#%骨小梁厚度"

&IB&<

#降低"

%

$

8B8$

#!骨小梁间隔"

&IB

^

U

#增大"

%

$

8B8$

#$组织病理结果显示!模型组关节软骨未发生明显结构变化%软骨下骨骨小梁结构稀疏$与对照组比较!模型

组骨形成标记基因
LEaF

表达水平降低"

%

$

8B8$

#!骨吸收相关基因
LEaF

表达水平升高"

%

$

8B8$

#$结论
!

大鼠膝关节内侧

;;&

诱导的创伤性骨关节模型早期!软骨下骨体积分数降低%骨小梁厚度变薄!成骨细胞的标志基因表达下降!破骨细胞的功能

基因表达增加$
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骨关节炎)
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SF

*是一种关节退行性疾病!临

床主要表现为关节疼痛和关节功能障碍等!严重影响患者的生

活质量"其主要病理表现为关节软骨的丢失!软骨下骨的硬化

和骨赘的形成等"引起
SF

的主要因素有衰老%炎症和创伤

等"目前!关节软骨与软骨下骨在
SF

中的作用尚未完全阐

明!以往研究认为关节软骨的退变导致了软骨下骨的继发改

变-

!

.

!越来越多的研究表明软骨下骨在
SF

的发生%发展中发

挥重要作用"在结构上!由于软骨下骨与关节软骨紧密相连!
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关节软骨的退变必然导致软骨下骨的改变"本研究通过考察

创伤性
SF

早期软骨下骨微结构变化和基因表达变化!明确软

骨下骨的骨重建特点"

!

!

材料与方法

!B!

!

材料
!

动物为
:

周龄雄性
>̂

大鼠!由第三军医大学大

坪医院野战外科研究所实验动物中心提供"

&'*Y5=

)美国
,-D

3*4'5

J

2-

公司*!

M5̂+'*

U

4

逆转录试剂盒)美国
1'5L2

J

(

公司*!

L*+'5DQ&

)瑞士
K*35Q&

公司*!病理切片机)德国
_(*+(

公司*!

番红
S

)美国
*̂

J

L(

公司*!固绿
PQP

)生工生物*!

EaF=(42'

)美

国
_*)2

公司*!分光光度计)美国
&<2'L5

公司*!实时定量
1QE

仪)美国
F

UU

=*2A?*5C

0

C42LC

公司*!显微镜)日本
S=

0

L

U
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公司*"
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方法

!B"B!

!

分组及造模
!

取
:

周龄健康
>̂

大鼠
!#

只!雄性!体

质量
%88

!

%%8

J

!无关节病变"分为两组!第
!

组
!8

只!第
%

组
#

只"术前
!A

用
:T

硫化钠溶液将双侧膝关节备皮!范围

为关节上下各
%+L

"

#T

戊巴比妥钠按
#8L

J

,

@

J

大鼠腹腔注

射麻醉!麻醉成功后动物仰卧!消毒铺巾!备皮"模型侧+取右

膝关节内侧长约
8B:+L

切口!沿内侧副韧带切断!打开内侧关

节腔进入关节腔!找到内侧半月板!用微创剪剪断!生理盐水冲

洗!依层缝合!术中不损伤软骨面"假手术侧+同时取对侧膝关

节!入路同前!打开关节腔!冲洗!关闭切口-

%

.

"大鼠术后不做

任何处理!分开饲养!自由活动及进食"

!B"B"

!

标本采集和处理
!

#

周后!将两组大鼠脱颈处死!取双

侧胫骨近端!第
!

组用
6T

多聚甲醛固定"第
%

组去除胫骨关

节软骨!获得软骨下骨组织!并将组织放置于
EaF=(42'

中!

备用"

!B"B#

!

显微
Q&

检查
!

将胫骨标本垂直固定在适配容器内!

沿标本长轴方向!从胫骨近端骨骺上极扫描至干骺端下极"扫

描条件+球管电压
$$@K

!球管电流
!6$

'

F

!

:X

!矩阵
%86:i

%86:

!分辨率
!"

'

L

"将扫描所得
>,QS;

图像!用
Q̂FaQS

工作站软件
K7B!

进行软骨下骨分析和三维重建!观察分析创

伤性
SF

模型中早期软骨下骨的影像表现"

!B"B%

!

组织学观察
!

完成显微
Q&

扫描后!将大鼠的双侧胫

骨标本用
6T

多聚甲醛固定
%6<

!

8B$L5=

,

_N>&F

脱钙!针刺

反应阳性后进行乙醇梯度脱水%透明%浸蜡和石蜡包埋!从冠状

面对每个样本进行
7

'

L

连续切片!并进行番红
S

固绿染色!

中性树胶封片!光学显微镜下观察并拍照"

!B"B'

!

实时荧光定量
1QE

)

E&D1QE

*检测软骨下骨骨形成与

骨吸收相关基因
LEaF

的表达
!

通过液氮保护下研磨软骨下

骨!利用
&'*Y5=

一步法抽提软骨下骨组织总
EaF

!分光光度计

测吸光度)

A

*

%78

,
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及
EaF

水平"逆转录为
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备用!应用

F?,C42

U

5-2

实时
1QE^

0

C42L

进行操作"使用
1'*L2'$B8

设

计引物
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MF1>b
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!反应
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个循

环"结果分析+目的基因的相对表达量
j%

\

##
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)

Q4jQ4!\

Q4%

!

Q4!

+待测基因的临界循环数!
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MF1>b

的临界循环

数*"

!B#

!

统计学处理
!

采用
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统计软件进行分析!计量
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考察软骨下骨微结构改变的影像学表现
!

术后
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周!胫

骨近端通过
L*+'5DQ&

扫描与分析!模型侧较假手术侧关节小

梁骨结构发生改变)图
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!与假手术侧比较"

"B"

!

番红
S

固绿染色
!

为明确术后
#

周软骨下骨的病理学

改变!行胫骨组织切片分析!两组中关节软骨未发生明显退变!

而模型侧软骨下骨骨小梁结构较假手术侧稀疏"结果显示骨

关节炎早期将影响软骨下骨结构的改建!见图
%

"

"B#

!

软骨下骨组织
E&D1QE

!

E&D1QE

结果显示!术后
#

周

软骨下骨的成骨细胞相关基因
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%
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%
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大量表达!
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侧小于假手术侧)
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*!表明骨形成降低"破骨细

胞相关基因
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%
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表达升高!且
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侧高于

假手术侧)
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*!结果表明!创伤性骨关节炎早期软骨下
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骨重建加快!骨吸收大于骨形成!见图
#
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图
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番红
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固绿染色的组织病理学切片'
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基因表达(
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基因表达(
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基因表达(
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基因表达(
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基因表达(
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基因表达(
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软骨下骨
LEaF

中骨形成与骨吸收基因的表达

#

!

讨
!!

论
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目前!通过实验动物模型模拟人
SF

来研究其发生%发展!

其具有造模周期相对较短!操作简便!能模拟
SF

随时间进展

的基本病理过程!能复制出
SF

的退变过程!以及软骨下骨骨

重建的特点"

SF

动物模型包括自发性和诱发性动物模型!从

实验周期%成本控制等方面考虑!诱发性动物模型应用更为广

泛"诱发性
SF

模型的主要方法包括机械制动%药物注射和手

术方法-

#

.

"本研究中所使用的模型骨关节炎实验动物模型由

?2-A2=2

-

%

.提出!术后
#

周就能造成关节退行性变!特点是软骨

细胞和蛋白多糖减少!骨赘形成等"此实验动物模型得到了广

大学者的认可-

6D9

.

"

以往研究认为
SF

的主要病理变化为软骨的退变引起了

软骨下骨的改变!近年来越来越多的研究表明软骨下骨的改变

是
SF

的始因!软骨下骨的结构%生物力学性能及生物学方面

的变化与
SF

密切相关-

:

.

"本研究表明!

#

周时关节软骨未出

现明显组织学变化!而软骨下骨小梁体积减小!骨小梁变薄!表

现为轻度的骨吸收!表明在
SF

早期!软骨下骨转换活跃!骨吸

收大于骨形成!软骨下骨的改变早于关节软骨的退变"

SF

早

期软骨下骨骨重建加快!软骨下骨转换的增加!以及之后软骨

下骨的硬化与
SF

的进展密切相关"因此!考察软骨下骨骨体

积有利于全面了解
SF

的病理变化过程"在
b(

0

(L*

等-

"

.的

研究中发现
SF

早期软骨下骨量减少!骨转换加快!骨吸收大

于骨形成"软骨下骨骨改建与
SF

的发生%发展密切相关!在

SF

的发生%发展中起重要作用!抑制软骨下骨的异常骨转换

可能减缓
SF

进展"

4̂/

U

*-(

等-

!8

.研究发现!改变软骨下骨的

微结构和改善其血管化能增强软骨细胞的新陈代谢!实现软骨

和软骨下骨的体内平衡和改善组织营养!恢复其功能"在

?5442'

等-

!!

.用
L*+'5DQ&

三维成像技术观察大鼠
SF

动物模型

6

周后造模处骨组织的变化!发现软骨下骨板的厚度下降!骨

小梁之间的连接减少!体积减小!骨小梁间距增加"

SF

早期

常伴有骨重塑加快引起的骨量丢失!晚期可见骨转换率降低并

引起软骨下骨板致密化及软骨全部丢失"

SF

早期软骨下骨

重塑过程加快!软骨下骨板变薄-

!%

.

"

SF

早期未出现临床症状

时!

SF

患者受累骨关节骨吸收标志物水平明显升高!提示
SF

软骨下骨重塑加快早于软骨受损的发生-

!#

.

"

E&D1QE

结果显示!

;;&

侧骨形成基因表达降低!而骨

吸收基因表达升高"

Q&̂ `

和
&EF1

基因作为破骨细胞特殊

生物学标记物!可以作为检测破骨细胞功能的指标"有研究表

明
Q&̂ `

%

&EF1

和
;;1"

基因在
SF

软骨下骨中表达明显

上调-

!6D!7

.

"

F_1

%

ERaG%

及
SQa

基因在成骨过程中发挥重

要作用!在早期
SF

中表达下调-

!9

.

"在
SF

的发生%发展中!

软骨下骨的重建可能起着至关重要的作用-

!:

.

!干预
SF

的骨

重塑过程可能减缓其进展"

b(
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(L*

等-

!"

.在
FQ_&SF

模型

中发现抑制
Q&̂ `

能够保持软骨下骨的完整性!防止软骨退

化!减少骨赘的形成"抑制软骨下骨的过快骨吸收可以延缓软

骨的退变"比如一些抑制破骨细胞功能的药物通过改善软骨

下骨的骨重建能延缓软骨退变!从而治疗
SF

-

%8

.

"

综上所述!在早期
SF

中!软骨下骨微结构发生明显改变!

软骨下骨在
SF

的发生%发展中发挥重要作用!研究早期
SF

软骨下骨的变化能预测随后疾病的症状及结构的发展"本研

究考察了软骨下骨的骨重建变化及骨改建特点!发现早期
SF

软骨下骨骨小梁减少%骨吸收增强!为调控软骨下骨的骨转换

防治早期
SF

提供了实验依据"
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&aPE!

中和抗体结合
&aPE!

!有效阻断
&aPD

(

与
&aPE!

的

结合!

&aPD

(

主要与
&aPE%

结合!与空白对照组相比
S1Q

的

活力无明显差别并能沿着少突胶质谱系细胞进行分化"本研

究至少证实了
&aPD

(

与
&aPE%

结合并不阻碍
S1Q

向少突胶

质谱系细胞进行分化-

!%

.

"进一步的研究发现!与空白对照组

比较
&aPD

(

组
S1Q

的
&aPE!

表达明显增加!预先加入
&aD

PE!

中和抗体的
&aPD

(

组
&aPE!

的表达下调"提示
&aPD

(

主要通过
&aPE!

影响
S1Q

的增殖及分化过程!但具体的信

号传导还有待于进一步的探讨"在
&aPE!

存在的情况下!

&aPE%

所起的作用及相关机制还有待于进一步的阐明"
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