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兔膝骨关节炎软骨组织损伤及发病机制的探讨①

罗娆珊②ꎬ余立志ꎬ唐青梅ꎬ罗秉庆ꎬ梁伟明③

(广西科技大学第一附属医院ꎬ广西 柳州　 ５４５０００)

摘要　 目的:观察兔膝骨关节炎(ＫＯＡ)的组织病理变化并探讨其发病机制ꎮ 方法:健康雄性新西兰

兔膝关节强迫伸直位制动建立 ＫＯＡ模型ꎬ 实验设对照组和模型组ꎮ ４周后造模结束ꎬ取膝关节进行

组织 ＨＥ染色和免疫组织化学检测ꎬ观察并分析膝骨关节损伤及相关蛋白因子白细胞介素￣１β( ＩＬ￣
１β)、基质金属蛋白酶￣１３(ＭＭＰ￣１３)、带有血小板凝血酶敏感蛋白样模体的解整链蛋白金属蛋白酶￣４
(ＡＤＡＭＴＳ￣４)的表达情况ꎮ 结果:ＨＥ染色显示ꎬ模型组膝骨关节滑膜组织均存在不同程度增生、纤
维化、淤血和炎性细胞浸润ꎻ软骨增生、有裂隙ꎬ软骨细胞排列紊乱、簇集ꎬ细胞形态多样ꎬ表层细胞纤

维化等ꎮ ＩＬ￣１β、ＭＭＰ￣１３、ＡＤＡＭＴＳ￣４在对照组、模型组软骨细胞均有表达ꎬ而模型组表达明显高于

对照组ꎮ 结论:关节软骨的退变、滑膜组织的炎症是 ＫＯＡ的病理学特征ꎬ其发病机制与软骨细胞 ＩＬ￣
１β、ＭＭＰ￣１３、ＡＤＡＭＴＳ￣４蛋白表达异常有关ꎮ
关键词:膝骨关节炎ꎻ软骨组织损伤ꎻ发病机制
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ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｊｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ Ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａꎬ ｆｉｓｓｕｒｅｓꎬ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓꎬ
ｄｉｖｅｒｓｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｅｌｌｓ. ＩＬ￣１β、 ＭＭＰ￣１３ ａｎｄ
ＡＤＡＭＴＳ￣４ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ꎬｂｕｔ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ: Ｔｈｅ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
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ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｂｎｏｒｍａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１βꎬ ＭＭＰ￣１３ ａｎｄ ＡＤＡＭＴＳ￣４ ｉｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ.
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　 　 膝骨关节炎(ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＫＯＡ)是一种慢

性、渐进性、退行性关节病变ꎬ以关节软骨的退化变

性和软骨增生ꎬ滑膜及其周围的结缔组织出现不同

程度退变、炎症等病理特征为主要病理变化ꎮ ＫＯＡ
是以膝关节周围肿胀疼痛、活动功能障碍为主要临

床表现的一种疾病[１－２]ꎮ ＫＯＡ 病因虽不同ꎬ但生物

学、形态学和临床表现相似ꎮ ＫＯＡ 在任何年龄均可

发病ꎬ但以中老年多见ꎬ多发于活动负重过度或承重

失衡的关节[３－４]ꎮ
ＫＯＡ的病因与创伤、骨质疏松、年龄老化以及细

胞因子、自由基、一氧化氮和基质金属蛋白酶异常有

关ꎬ但其具体发病机制尚不明确ꎮ 研究表明ꎬ炎症在

ＫＯＡ发病过程起着重要的作用ꎬ炎症因子通过信号转

导途径诱导细胞因子和酶的产生ꎬ对软骨和软骨下骨产

生破坏作用ꎬ进而加重病情[５]ꎮ 被炎症因子活化后的基

质金属蛋白酶￣１３ (ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣１３ꎬＭＭＰ￣
１３)、带有血小板凝血酶敏感蛋白样模体的解整链蛋白

金属蛋白酶￣４(ａ ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｗｉｔｈ
ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ ｍｏｔｉｆｓ￣４ꎬ ＡＤＡＭＴＳ￣４)破坏软骨ꎬ恶化

软骨细胞的生存环境ꎬ促使软骨细胞大量死亡ꎬ导致

软骨细胞合成和维持软骨基质的能力下降[６－８]ꎮ 以

上结果提示ꎬ白细胞介素￣１β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β)、
ＭＭＰ￣１３、ＡＤＡＭＴＳ￣４表达异常可直接反映骨关节的

损伤情况ꎮ 鉴于此ꎬ本研究旨在探讨兔膝骨关节炎

软骨组织损伤及发病机制ꎮ

１　 实验材料与方法

１.１　 实验动物及主要试剂、仪器

健康新西兰兔 １０只(购自湖南太平生物科技有

限公司)ꎬ实验动物生产许可证号:ＳＣＸＫ(湘)２０２０－

０００５ꎮ 雄性ꎬ体重 ２. ５ ~ ３. ０ ｋｇꎬ室温条件下分组饲

养ꎬ自由饮食ꎮ 实验动物经广西科技大学第一附属

医院医学伦理委员会审核批准(伦理审批号:２０２３－

ＤＷ０２３)ꎮ
１０ 甲醛ꎬ１０ 硝酸ꎬ苏木精 /伊红染液ꎬ免疫显

色试剂盒(购自河南赛诺特生物技术有限公司)ꎬ兔

单克隆抗体 ＩＬ￣１β、ＭＭＰ￣１３、ＡＤＡＭＴＳ￣４(购自北京博

奥森生物技术有限公司)ꎮ

兔子饲养架ꎬ兔专用固定盒ꎬＲＭ２２３５ 型轮转式

切片机(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎬＢＸ５３ 型正置荧光生物显

微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎮ

１.２　 实验动物分组及模型的构建

健康雄性新西兰兔随机分为对照组和模型组ꎬ

每组 ５ 只ꎮ ①对照组:室温正常饲养ꎬ不做任何处

理ꎮ ②模型组:室温正常饲养 １周后ꎬ新西兰兔置于

兔专用固定盒里ꎬ右后肢膝关节人为地向前伸直并

固定于兔专用固定盒上ꎬ每只兔子右后肢膝关节每

天固定 ２次(早、晚各 １次)ꎬ每次 ６０ ｍｉｎꎬ持续 ４周ꎮ

１.３　 取材

空气栓塞法分别处死两组兔ꎬ离断膝关节ꎬ留取

胫骨、股骨端ꎬ０.９ 氯化钠注射液冲洗ꎬ放入 １０ 甲

醛溶液中固定 １２ ｈꎬ放入 １０ 硝酸溶液中脱钙４８ ｈꎬ

以矢状面将胫骨、股骨端(包含软骨下骨)分别切取

４块骨组织(每块厚 ２ ｍｍ)做石蜡包埋ꎮ

１.４　 ＨＥ染色

取骨组织石蜡标本于石蜡切片机上连续切取

３ μｍ厚的矢状切面ꎬ每隔 ４ 张取 ２ 张制片行 ＨＥ 染

色ꎬ每一块骨组织石蜡标本制片 １~２张ꎬ在显微镜下

观察软骨各层结构并记录ꎮ

骨组织切片常规脱蜡、水化ꎬ苏木素染细胞核

５ ｍｉｎꎬ流水冲洗 ２~３ ｍｉｎꎬ０.５ 盐酸乙醇分化 ５ ｓꎬ流

５２
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水冲洗 ５ ｍｉｎꎮ 伊红染色液染色 １０ ｍｉｎꎬ流水冲洗

５ ｍｉｎꎬ脱水、透明ꎬ中性树脂封片ꎬ显微镜下观察拍照ꎮ

１.５　 免疫组织化学
取骨组织石蜡标本于石蜡切片机上连续切取

３ μｍ厚的矢状切面ꎬ每隔 ４ 张取 １ 张制片做 ＩＬ￣１β、
ＭＭＰ￣１３、ＡＤＡＭＴＳ￣４的免疫组化学实验ꎮ 每一块骨

组织石蜡标本制片 １ ~ ２ 张ꎬ光镜下观察模型组的阳

性细胞ꎮ 模型组出现阳性细胞且数量越多ꎬ表明

ＫＯＡ的发病机制与 ＩＬ￣１β、ＭＭＰ￣１３、ＡＤＡＭＴＳ￣４的表

达越相关ꎮ
骨组织切片常规脱蜡、水化ꎬ高压蒸汽修复ꎬ过

氧化物酶封闭剂封闭 ５ ｍｉｎꎬＴＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每次

１ ｍｉｎꎮ 滴加一抗ꎬ室温孵育 ３０ ｍｉｎꎬＴＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ
每次 １ ｍｉｎꎮ 滴加一抗试剂后ꎬ室温静止２０ ｍｉｎꎬＴＢＳ
冲洗 ３ 次ꎬ每次 １ ｍｉｎꎮ 滴加多聚物ꎬ室温静止

２０ ｍｉｎꎬＴＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ每次 １ ｍｉｎꎮ ＤＡＢ 显色 ３ ~
５ ｍｉｎꎬ自来水冲洗ꎮ 苏木素染色 ３０ ｓꎬ自来水冲洗ꎬ
晾干ꎬ中性树脂封片ꎬ显微镜下观察拍照ꎮ

２　 结果
２.１　 ＨＥ染色结果

ＨＥ染色膝关节滑膜结构如图 １ 所示ꎮ 对照组

滑膜平滑或有微小皱褶ꎬ在关节边缘处可有小绒毛

突起ꎬ其内不含血管ꎬ滑膜细胞形态大小不一(如梭

形、多角形、卵形)ꎬ总体结构完好ꎬ见图 １Ａꎮ 模型组

滑膜细胞明显增生并纤维化ꎬ见图 １Ｂꎮ 模型组滑膜

细胞血管增生且血管壁纤维化ꎬ见图 １Ｃꎮ 模型组滑

膜组织充血部分淤血ꎬ见图 １Ｄꎮ

图 １　 各组膝关节滑膜组织的病理形态(×１００)

ＨＥ染色发现在增生的滑膜组织中ꎬ可见大量着

色较深圆或卵圆的炎性细胞ꎬ表明模型组膝关节滑

膜组织有炎性细胞浸润ꎬ如图 ２Ａ、２Ｂ所示ꎮ

图 ２　 膝关节滑膜的炎性细胞浸润情况(×１００)

ＨＥ染色膝关节软骨结构如图 ３ 所示ꎮ 对照组

软骨表层平整光滑ꎬ缺乏软骨膜ꎬ软骨细胞形态、大

小、数量正常ꎬ分布均匀ꎬ排列整齐ꎬ软骨 ４ 层细胞结

构清晰可见ꎬ由浅到深各层细胞呈逐渐增大ꎬ潮线完

整ꎮ 表层细胞较小ꎬ呈梭形ꎬ长轴与软骨表面平行ꎬ

中间层细胞较大ꎬ多个细胞排列成柱状且垂直于软

骨表面ꎻ深层细胞肥大ꎬ排列紧密ꎬ见图 ３ Ａꎮ 模型组

软骨表层不平整ꎬ软骨明显增生ꎬ软骨细胞增加且簇

集ꎬ细胞形态、大小呈多样性、细胞排列不规则ꎬ全层

软骨组织结构紊乱ꎬ潮线不完整ꎬ局部有血管穿过潮

线ꎬ见图 ３ Ｂꎮ 软骨表层细胞纤维化ꎬ有裂隙ꎬ裂隙深

达放射层或钙化层ꎬ软骨细胞明显较少ꎬ出现多重潮

线ꎬ见图 ３Ｃ、３Ｄꎮ

图 ３　 各组膝关节软骨组织的病理形态(×１００)
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２.２　 免疫组织化学结果

免疫组织化学结果表明ꎬＩＬ￣１β 在模型组和对照

组的关节软骨细胞中均有表达ꎬ对照组胞质表达较

弱ꎬ胞核、细胞间质不表达ꎮ 模型组软骨细胞的胞

质、胞核和细胞间质均可见黄色及棕色着色ꎬ软骨细

胞可见少量棕色颗粒ꎮ

ＭＭＰ￣１３蛋白在模型组和对照组的关节软骨细

胞中均有表达ꎮ 对照组仅胞质少量表达ꎬ呈弱阳性ꎬ

软骨细胞仅胞质可见淡黄色着色ꎮ 模型组软骨细胞

呈强阳性表达ꎬ细胞间质淡黄色着色ꎬ胞质、胞核均

可见黄色及棕色着色ꎬ着色部位以胞质为主ꎬ可见少

量棕色颗粒分布其中ꎮ

ＡＤＡＭＴＳ￣４蛋白在模型组和对照组的关节软骨

细胞中均有表达ꎮ 其中ꎬ对照组胞质仅有少量表达ꎬ

呈浅黄色着色ꎬ胞核不表达ꎮ 模型组的阳性细胞数

较多ꎬ呈强阳性表达ꎬ胞质、胞核均可见黄色及棕色

着色ꎬ少量棕色颗粒分布其中ꎮ

３　 讨论
软骨由软骨组织及其周围的软骨滑膜构成ꎬ其

中软骨组织由软骨细胞和软骨基质组成ꎮ 软骨组织

结构改变ꎬ滑膜炎症是 ＫＯＡ 的主要病理特征ꎮ ＫＯＡ

发病过程中逐渐影响关节周围的组织ꎬ导致关节肿

胀、疼痛ꎬ丧失活动能力ꎮ 研究表明ꎬＫＯＡ 的发生发

展与细胞因子及相关蛋白有关ꎬ涉及的研究热点主

要有细胞因子、金属蛋白酶、自由基、骨内压增高等ꎬ

但具体的发病机制尚未完全清楚[９]ꎮ

软骨细胞是具有功能性的细胞ꎬ主要维持软骨

基质合成与分解代谢之间的动态平衡[１０]ꎮ ＩＬ￣１β 作

为一种炎症因子ꎬ是 ＫＯＡ发病过程中最重要的炎性

因子ꎬ调节软骨细胞的功能ꎬ影响软骨细胞外基质的

稳定ꎬ通过诱导蛋白溶解酶合成ꎬ加速软骨基质降

解ꎬ导致软骨细胞凋亡[９－１１]ꎮ 研究发现ꎬＩＬ￣１β 通过

ＮＦ￣κＢ通路ꎬ促进环氧化酶 ２(ＣＯＸ￣２)合成前列腺素

２(ＰＥＧ２)ꎬ上调 ＭＭＰｓ和 ＡＤＡＭＴＳ的表达ꎬ活化后的

ＭＭＰｓ和 ＡＤＡＭＴＳ 导致关节软骨基质降解ꎬ恶化软

骨细胞的生存环境ꎬ诱导软骨细胞死亡ꎮ 与此同时ꎬ

ＭＭＰｓ又可诱导 ＩＬ￣１β形成瀑布样反应ꎬ导致关节变

性、退化[１２－１３]ꎮ

ＭＭＰｓ是降解软骨细胞外基质的主要酶系ꎬ具有

降解蛋白聚糖、胶原ꎬ抑制细胞外基质修复等作

用[１４]ꎮ ＭＭＰ￣１３是目前最有效的Ⅱ型胶原纤维降解

酶ꎬ能降解软骨基质中的Ⅱ型胶原ꎮ Ⅱ型胶原是软

骨胶原网的主要成分ꎬ它与蛋白聚糖一起使软骨具

有弹性及形变能力[１５－１６]ꎮ 当 ＭＭＰ￣１３过量时会导致

软骨降解和退变ꎬ进而引起骨关节炎ꎮ 关节软骨细

胞外基质含有大量的聚蛋白多糖ꎬ它对于关节的抗

压力 和 张 力 等 物 理 属 性 起 着 重 要 的 作 用ꎮ

ＡＤＡＭＴＳ￣４是聚蛋白多糖酶家族成员之一ꎬ在体外试

验中是裂解聚蛋白多糖活性最强的聚蛋白多糖酶ꎬ

其被认为是软骨基质聚蛋白多糖的主要降解酶[１７]ꎮ

高戈等[１２]使用白藜芦醇治疗新西兰大白兔骨

关节炎ꎮ 实验结果表明ꎬＩＬ￣１β在模型组动物的关节

软骨细胞中有明显表达ꎬ在正常动物的关节软骨组

织中ꎬ只有极少量的表达ꎮ 夏睿[１８]通过相关研究ꎬ

证实了兔骨性关节炎软骨细胞中有 ＭＭＰ￣１３ 的异常

表达ꎮ 安帅等[１９－２０]进行兔膝骨关节炎模型实验ꎬ发

现 ＭＭＰ￣１３ 在模型组中表达异常ꎬ而药物干预后可

抑制 ＭＭＰ￣１３的表达ꎬ进而有利于软骨细胞的修复ꎮ

董富 强[２１] 探 讨 骨 关 节 炎 患 者 关 节 滑 膜

ＡＤＡＭＴＳ￣４的表达ꎮ 结果表明ꎬ实验组滑膜组织

ＡＤＡＭＴＳ￣４的含量远高于对照组ꎬ并且表达量随着

骨关节炎的进展而逐渐增强ꎮ 孙志涛等[２２]用单味

药鹿茸干预骨关节炎新西兰大白兔ꎮ 结果显示ꎬ单

味药鹿茸通过抑制 ＡＤＡＭＴＳ￣４ 的分泌ꎬ可阻止蛋白

聚糖、Ⅱ型胶原蛋白的降解ꎬ起到修复软骨的作用ꎮ

李瑞涵[２３]通过苍膝通痹胶囊干预 ＳＤ 大鼠膝关节软

骨细胞的实验结果与王浩等[２４ ]用乌头注射液干预

兔 ＫＯＡ 模型实验结果类似ꎬ均表明抑制 ＡＤＡＭＴＳ￣４

表达ꎬ可保护膝关节ꎬ起到治疗膝关节骨性关节炎的

作用ꎮ

综上所述ꎬ骨关节炎模型组软骨组织退变ꎬ病理

结构改变ꎬ伴有滑膜炎ꎬＩＬ￣１β、ＭＭＰ￣１３、ＡＤＡＭＴＳ￣４

表达异常ꎬ经药物干预后表达受抑制ꎬ进而对软骨起

到保护作用ꎮ 本研究虽尚未使用药物干预开展实

验ꎬ但模型组的病理特征与上述结果一致ꎮ 本实验

再次证明骨关节炎具有的病理特征ꎬ表明 ＫＯＡ 的发

病机制与软骨细胞中 ＩＬ￣１β、ＭＭＰ￣１３、ＡＤＡＭＴＳ￣４ 的

７２
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活化及异常表达密切相关ꎮ 本研究为后续更深入探

索引起 ＫＯＡ 关节软骨损伤的分子机制ꎬ寻找 ＫＯＡ

发生发展过程中的关键节点提供理论依据ꎬ为后续

开展 ＫＯＡ药物治疗提供实验基础ꎮ
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