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目的
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探讨白细胞介素
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'
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BU.$
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#和胰岛素样生长因子
.$

"

BLY.$

#在发育性髋脱位"

\\c

#髋臼软

骨细胞增殖和凋亡中的作用及意义$方法
!

选取
0

周龄实验幼兔
'1

只!采用左侧后肢伸膝屈髋位管型石膏固

定方法制作
\\c

动物模型!右侧后肢不做特殊处理作为对照侧!将幼兔平均分为
0

组"
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%
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组#!分别在

石膏固定
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周后处死!采用免疫组织化学法和
b7+37?,J="3

法检测双侧髋臼外缘软骨块及细胞中
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和
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的表达情况和蛋白水平!结果进行统计学分析$结果
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和
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在双侧髋臼软骨细胞中

均有不同程度的阳性表达(
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组实验侧髋臼软骨中
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的阳性率和蛋白水平最高!
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组实验侧和对照侧

比较!差异有统计学意义"

!

$

%&%>

#$

9

组实验侧髋臼软骨中
BLY.$

的阳性率最高!

K

组实验侧髋臼软骨中

BLY.$

的蛋白水平最高!
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组实验侧和对照侧比较!差异有统计学意义"
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与
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在
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髋臼软骨细胞中的表达异常!导致软骨细胞增殖和凋亡之间失衡!可能是
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发生髋关节退行性变的原
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$是小儿骨科常见的骨关节畸形之一%致

残率较高%治疗不及时或未经正确治疗%易较早出现

髋关节退行性变和骨关节炎#
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究发现%正常软骨组织中软骨细胞的增殖与凋亡及细

胞外基质的降解与合成之间处于一种动态平衡%当这
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种平衡被打破后即可发生关节退行性变%目前
\\c

发生髋关节退行性变的机制仍不清楚%可能与髋臼软

骨细胞增殖和凋亡异常密切相关&

$.1
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)白细胞介素
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$和胰岛素样生长因子
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BLY.$

$在关节软骨细胞的增

殖*发育*成熟和凋亡过程中起重要作用%且两者在软

骨细胞中的作用是相互拮抗的&

'.0

'

)本实验通过制作

幼兔
\\c

动物模型%检测不同时期髋臼软骨细胞中

BU.$

'

和
BLY.$

的表达情况%探讨
BU.$

'

和
BLY.$

在

\\c

髋臼软骨细胞增殖和凋亡中的作用和意义%为

儿童
\\c

退行性髋关节炎的预防和治疗提供参考%

现报道如下)
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材料与方法
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兔抗
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'

多克隆抗体#

J+.%/$1E

%北京博

奥森生物技术有限公司$(兔抗
BLY.$

多克隆抗体#
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%%$0E

%北京博奥森生物技术有限公司$(辣根过氧化物

酶标记山羊抗兔
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%北京中杉金桥生

物技术有限公司$(
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9b%$1>

%北京康

为世纪生物科技有限公司$(鼠抗
LFZ\c

单克隆抗体
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%北京中杉金桥生物技术有限公司%浓度
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乐生命医学产品#上海$有限公司')

>&?

!

方法
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实验动物分组及模型制作
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周龄实验幼兔
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只%雌雄不限%平均体质量#

%&0>_%&%)

$

5

M

(采用硫

喷妥钠肌肉注射麻醉%左侧后肢伸膝屈髋位管型石膏

固定%右侧后肢不做特殊处理作为对照侧)实验
/

周

后摄髋关节正位片了解造模情况%根据实验侧
;27,3.

",

线不连续*髋臼指数增大和股骨头位于
Z7?5#,

方

格外侧象限判定为
\\c

造模成功&

>

'

%造模不成功影

响实验进程需积极补充造模)选取造模成功的幼兔

继续进行实验%分为
F

*

K

*

9

*

\0

组%每组
/

只%分别

在石膏固定
/

*

$1

*

$)

*

1%

周后%采用空气栓塞法处死%

在无菌条件下解剖双髋%将双侧髋臼边缘软骨块分为

两部分%一部分迅速放入
D/%`

液氮保存%一部分放

入
$%a

中性甲醛液固定)

>&?&?

!

免疫组织化学染色检测
BU.$

'

和
BLY.$

的表

达情况
!

用
$%a

中性甲醛液固定标本%然后行脱钙*

脱水*石蜡包埋*

'

"

0

%

@

切片%常规脱蜡水化后%进

行抗原修复%滴加
'a c

1

[

1

消除组织内源性过氧化

物酶的活性%切片封闭后%逐步滴加
BU.$

'

一抗#

$j

1%%

$或
BLY.$

一抗#

$j0%%

$*

0`

冰箱过夜%室温下孵

育
0>@#,

%滴加山羊抗兔
B

M
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#

c^U

$二抗工作液和

\FK

显色剂工作液%苏木素复染%脱水*透明*封片%镜

下观察染色切片%软骨细胞的细胞质或细胞核被染成

黄色或棕黄色为阳性%阴性对照用磷酸盐缓冲液

#

ZK;

$代替一抗%并用目镜网格测微尺随机选择
)

个

视野#

i0%%

$进行观察%记录阳性细胞数量)阳性率

用细胞分数来表示%即
)

个视野内阳性软骨细胞数占

软骨细胞总数的比值
i$%%a

)
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法检测
BU.$

'

和
BLY.$

的蛋白

水平
!

取出用液氮保存的标本%取
%&1

M

组织放入研

钵中充分研磨%加入
>%%

%

U

的细胞裂解液研磨至匀

浆无明显颗粒%高速离心
$>@#,

%

K9F

蛋白定量法测

定蛋白浓度%取上清液移至新的
VZ

管%提取等量蛋

白%十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶#

;\;.ZFLV

$电

泳后转至聚偏氟乙烯#

Zg\Y

$膜封闭%加入
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一抗#

$j$%%%
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摇床过夜%

'-`

水浴复温

后加二抗#

$j$%%%

$%孵育后漂洗显色%用
LFZ\c

做内参重复上述步骤%用
hI<3#3

Q

[,7

软件扫描各条

带灰度值后进行定量分析#目的蛋白相对水平计算公

式!目的蛋白灰度值"
LFZ\c

灰度值$)
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统计学处理
!

采用
;Z;;$/&%

软件进行数据分

析%计量资料以
D_B

表示%比较采用
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检验%以
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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幼兔
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造模情况
!

幼兔在造模过程中肢体

活动受限%进食减少%部分幼兔死亡%无关节感染及骨

折并发症发生%但经过积极补充造模%未影响实验正

常进行)实验过程中共造模成功
'1

只%分成
0

组%每

组
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只)
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在
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实验侧髋臼软骨中的表达%细胞质被染成黄色或淡黄色(
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BU.$
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和
BLY.$

在
\\c

对照侧髋臼软骨中的表达%

细胞质未见明显着色

图
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和
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在髋臼软骨中表达$免疫组织化学'
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免疫组织化学法检测
BU.$

'

和
BLY.$

在髋臼软

骨细胞中的表达
!

BU.$

'

和
BLY.$

在每组实验侧和对

照侧的髋臼软骨细胞中均有不同程度的表达%软骨细

胞细胞质被染成黄色或棕黄色)

BU.$

'

在
0

组中实验

侧髋臼软骨中阳性率逐渐增高%
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和
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组实验侧和

对照侧比较%差异有统计学意义#
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BLY.$

在
9

组实验侧髋臼软骨细胞中的阳性率最高%

K

*

9

组

实验侧和对照侧比较%差异有统计学意义#

!
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见图
$

%表
$
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表
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各组髋臼软骨细胞中
BU.$

'

阳性率的

!!!

变化情况$

D_B

'

a

%

组别 实验侧 对照侧
: !

F

组
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$

%&%>

\

组
1(&'/_'&-0 $0&/>_'&%( /&0)'

$

%&%>

表
1

!!

各组髋臼软骨细胞中
BLY.$

阳性率的

!!!

变化情况$
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: !

F
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法检测
BU.$

'

和
BLY.$

在髋臼软

骨细胞中的表达水平
!

BU.$

'

在实验侧髋臼软骨细胞

中的表达水平逐渐增加%在
\

组中的水平最高%

K

*

9

*

\

组实验侧和对照侧比较%差异有统计学意义#

!

$

%&%>

$)

BLY.$

在
K

组实验侧髋臼软骨细胞中的表达

水平最高%

K

*

9

组实验侧和对照侧比较%差异有统计

学意义#

!

$

%&%>

$%见图
1

%表
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图
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各组髋臼软骨细胞中
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和
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蛋白水平
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表
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各组髋臼软骨细胞中
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的蛋白水平比较$

D_B

%

组别 实验侧 对照侧
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F
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BLY.$

的蛋白水平比较$
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\\c

是一种儿童早期出现的髋关节发育异常性

疾病%可能会随着生长发育好转或加重%若伴有不同

程度的髋臼发育不良%易早期发生髋关节退行性变)

软骨细胞是关节软骨中的惟一细胞类型%维持着软骨

细胞和细胞外基质的动态平衡%儿童髋臼软骨细胞还

有软骨内化骨%促进髋臼生长发育的作用)研究发现

髋臼软骨细胞的增殖与凋亡活性异常在
\\c

的发展

过程中有着重要意义&

$

'

%但具体机制仍不清楚)损伤

性细胞因子
BU.$

'

和合成性细胞因子
BLY.$

是软骨细

胞在增殖和凋亡过程中重要的细胞因子%对
\\c

髋

臼软骨细胞的增殖和凋亡也可能有着重要的调控

作用)

BU.$

'

是一种主要的关节软骨退变代谢调节因

子%与软骨破裂*基质降解密切相关%可诱导软骨细胞

变性和衰老%对软骨细胞凋亡起到重要的调控作用%

是
[F

的主要病因之一&

).-

'

)

BU.$

分为
BU.$

+

和
BU.$

'

两种类型%正常软骨细胞可产生少量的
BU.$

'

%当其损

伤后可大量合成和分泌大量的
BU.$

'

%并刺激细胞膜

上
BU.$

'

受体表达增高%

BU.$

'

与受体结合后将病变的

信息传送到细胞内%从而影响了软骨细胞的正常代谢

活动%刺激软骨细胞分泌基质金属蛋白酶%加速软骨

基质中蛋白多糖及胶原蛋白的降解%抑制蛋白多糖和

胶原蛋白的合成%促进软骨细胞凋亡的发生&

/.(

'

)将

BU.$

'

加入到培养的软骨细胞中%诱发型一氧化氮合

酶#

#X[;

$水平显著增高%一氧化氮合成*释放增加%诱

发关节软骨细胞凋亡&

$%

'

(实验表明
[F

患者的关节软

骨中
BU.$

'

有较高水平的表达&

$$

'

)在本实验幼兔

\\c

动物模型中%免疫组织化学法和
b7+37?,J="3

法检测结果均提示实验侧髋臼软骨中
BU.$

'

的水平高

于对照组%且随着脱位时间的延长%差异越显著%这可

能与
\\c

自然病程密切相关%即当髋臼和股骨头失

去正常的解剖对位关系和生物力学刺激后%可导致了

髋臼软骨的损伤和退行性变%诱发和加速髋臼软骨细

胞的凋亡)本研究提示
BU.$

'

可能是促进
\\c

髋臼

软骨细胞凋亡的原因之一)

BLY.$

是一种具有胰岛素样合成代谢作用和促生

长作用的多肽生长因子%促进软骨细胞的增殖*表型

的维持和软骨细胞外基质的合成%抑制各种原因诱导

的软骨细胞的凋亡&

$1

'

)

BLY.$

在青春期前可通过刺

激软骨细胞的增殖和塑形使骨骼呈线性生长%在成人

1)'1
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通过刺激软骨细胞合成基质蛋白%抑制软骨细胞的衰

老和凋亡(

BLY.$

同样也能抑制
BU.$

'

诱导的软骨细

胞凋亡和对抗
BU.$

'

引起的炎性介质
::Z.$'

&

$'.$0

'

%

BLY.$

还可联合透明质酸促进大鼠股骨关节软骨缺损

的修复%延缓周围软骨的退变&

$>

'

)本实验
K

*

9

组中

实验侧髋臼软骨细胞中
BLY.$

表达和蛋白水平都较

高%可使髋臼软骨细胞保持着较高的增殖活性%抑制

BU.$

'

诱导的软骨细胞凋亡%尚能维持髋臼软骨细胞

增殖和凋亡之间的动态平衡%但随着
\\c

自然病程

的延长%髋臼软骨细胞的增殖能力逐渐减弱%即发生

髋臼软骨不可逆性的损伤%这和
\\c

自然病程基本

一致%但具体机制仍需要进一步研究)

BU.$

'

和
BLY.$

在
\\c

早*中期髋臼软骨中都有较高的表达%但后期

BLY.$

的表达减弱%提示
\\c

髋臼软骨细胞在早*中

期表现出较强的增殖活性与异常增高的凋亡率%后期

增殖活性明显减弱%这与部分文献报道基本一致&

$.1

'

%

BU.$

'

与
BLY.$

在
\\c

髋臼软骨细胞中的表达异常%

导致增殖活性和凋亡率之间失衡%可能是
\\c

发生

髋关节退行性变的原因之一)

本实验制作的幼兔
\\c

动物模型可模拟人类

\\c

的自然病程和髋关节的病理生理变化过程%若

早期对
\\c

进行干预和治疗%恢复髋关节的解剖关

系及相应的生物力学环境%可能会改变这一自然病

程%延缓退行性髋关节炎的发生)若本课题组在治疗

\\c

时再采用其他方式进行干预%调控髋臼软骨中

BU.$

'

和
BLY.$

的生物学活性%维持髋臼软骨细胞增

殖和凋亡活性的动态平衡%或许在一定程度上能延缓

或减少髋关节退行性变的发生%而这需要进一步的实

验研究)
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