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!摘要" 目的!探讨
!>F+/G*)*

与
;D>"@

信号通路在不同程度膝骨关节炎"

R*GG 0M/G0+./(.)/)M

#

S-5

$模型大鼠滑

膜组织中的表达情况% 方法!选取
BTD

级雄性大鼠
U%

只&体重'

!QQV!Q

$

6

&采用随机数字表法将大鼠分为造模组

"

&!

只$(假手术组"

%

只$和对照组"

%

只$)造模组采用
W3:/(

法建立
S-5

模型大鼠#并分别于造模后第
!

(

U

(

%

(

8!

周取

材处死
%

只#模拟轻度(早期(中度(重度
S-5

模型大鼠*假手术组仅切开膝关节囊后缝合排除手术因素干扰*对照组

不做任何处理)观察各组大鼠动物行为+滑膜增生与软骨退变情况#采用实时荧光
T'X

检测各组大鼠滑膜组织中
;D>

"@

信号通路及
!>F+/G*)*

的表达,结果!成功建立
S-5

大鼠模型#取材过程中可见滑膜增生在轻度(早期
S-5

模型中

表现明显#之后逐渐减少*而软骨退变在中度(重度
S-5

模型中表达明显#并随时间延长逐渐加重,

T'X

结果显示造模

后
U

周组
%7C<VQ7U=

(

%

周组
U7!&VQ7Q$ !>F+/G*)*

水平高于对照组
878%VQ7!!

'

!YQ7QC

-*

!

周组
8!7QUVU7Q!

(

U

周组
%7CUV

!78& 2ZX>!

水平高于对照组
Q7%%VQ78C

'

!YQ7QC

-*

2ZX>U

则在
!

周组
C7QUVQ7$&

(

U

周组
&7!$VQ7C%

及
%

周组
87=&VQ78!

中表达显著高于对照组
878!VQ788

'

!YQ7QC

-&

;D>"@

在
!

周组
8Q78CV!7QU

(

U

周组
8C7$<VU78<

(

%

周组
<7=$V87U%

及
8!

周

组
=7<QV87C%

中表达显著高于对照组
87!=VQ7!<

'

!YQ7QC

-*

[Z>8!

在
U

周组
!7<$VQ7!C

(

%

周组
!7U=VQ7&!

中表达显著高于

对照组
87QQVQ7QQ

'

!YQ7QC

-, 结论!在
X;5

表达层面&

!>F+/G*)*

与
;D>"@

信号通路均参与了大鼠
S-5

模型的滑膜炎

症反应&两者在其下游炎性因子
[Z>8!

的表达及
S-5

退变中可能共同发挥调控作用,
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膝骨关节炎!

<*== 0>/=0+./(.)/)>

"

?-5

#是一种以

滑膜炎症$软骨磨损及软骨下骨损伤为主要特点"多

发生于中老年人的退行性骨关节疾病% 研究显示&

8

'

"

?-5

的发病及其程度与患者高龄$肥胖$病程$反复

发作$下肢畸形$股四头肌萎缩有关% 本病的发病率

高" 我国
@A

岁以上人群
?-5

的患病率为
8B7CD

&

!

'

%

总体看来"

?-5

发病率高"致残致畸率高"

?-5

患者

将成为未来骨科及社区门诊就诊的中老年患者的主

体"给国民经济带来极大的负担% 尽管
?-5

的发病

率很高"但其具体发病机制尚不清楚%本研究采用实

时荧光
E'F

检测不同时间点
?-5

模型大鼠膝关节

滑膜组织中
;GH!I

信号通路及
"JK+/=*)*

的转录水

平"探讨
"JK+/=*)*

与
;GJ!I

信号通路在
?-5

进程

中的相互关系"推测两者在
?-5

滑膜炎症中的协同

调控机制" 从分子生物学层面探讨
?-5

的发病机

制"为其防治提供理论依据%

!

材料与方法

!" !

实验试剂与仪器

主要试剂(微量样品总
F;5

提取盒)天根生化

科技有限公司"

LE@!M

*"

G+>/?)*6 KL;5

第
8

链合成

试剂盒)天根生化科技有限公司"

?F88CJ"8

*"

2+:=*/

荧光定量检测试剂盒 )天根生化科技有限公司"

GE!"$J"8

*"

E'F

引物 )安徽通用*" 无酶纯水)

NOP

':0*=

"

QN&MB&%R"!

*%

主要仪器(电子天平)

G58""@

*(上海天平仪器

厂+

@ S

低温高速离心机)

2TU#C

*(

V)*6/+)

+多样品研

磨珠均质仪)

I=+W F31/0. 8!

*(

-4*)

+荧光定量
E'F

仪)

U'@%"

*(

F-'NX

+分光光度计 )

Y98%""

*(岛津 +

离心管$

2ZE

头(

5[O6=* I)0>K)=*K=>

%

!" #

实验动物及分组方法

雄性
\)>/+.

大鼠
@%

只"体重)

!MM]!A

*

6

"

QEG

级饲养%将全部大鼠标记编号"采用随机数字表法将

大鼠分为造模组$假手术组$对照组% 其中造模组

&!

只$假手术组
%

只$对照组
%

只%

!" $

造模方法

模型组采用
N3:/(

法 &

&

'建立大鼠
?-5

模型(术

前称重"按
AR&B 4: ^ 8AA 6

体重给予
8AD

水合氯醛腹

腔注射麻醉%全部造模取大鼠右侧后腿膝关节"麻醉

充分后"碘伏消毒"于关节胫侧切一长约
8 K4

切口"

切断髌骨内侧支持带" 向外侧剥离髌骨暴露股胫关

节前侧% 依次切断前交叉韧带$内侧副韧带"离断并

切除内侧半月板"检查抽屉试验阳性"关节复位后依

次缝合关节囊$皮肤切口% 术后不固定伤肢"自由活

动%分别于造模后第
!

$

@

$

%

$

8!

周处死
%

只大鼠建立

早期$轻度$中度$重度
?-5

模型"通过滑膜及软骨

形态最终确定其病变程度%

假手术组取
%

只大鼠"手术入路同前"仅切开关

节囊后"不切断前交叉韧带$内侧副韧带和内侧半月

板"随即缝合关节囊$皮肤切口% 设立本组用于排除

单纯膝关节手术入路对于膝关节的影响% 对照组取

%

只大鼠"称重后不做任何处理"常规饲养%

术后给予
AR8B 6 ^ <6

肌肉注射用头孢呋辛钠预

防感染"术后观察各组大鼠整体状态$膝关节造模处

愈合情况及活动情况% 模型组大鼠分别于术后第
!

$

@

$

%

$

8!

周取材造模侧膝关节滑膜后处死"假手术组

与对照组饲养
8!

周后处死"取材同模型组% 取材时

拍照记录各组大鼠造模侧膝关节滑膜增生及软骨退

变情况"标本取出后保存于
J%AS

冰箱以备
E'F

检测%

!" %

检测项目与方法

!" %" !

组织总
F;5

提取及反转录 将各组大鼠膝

关节滑膜从冰箱中取出后室温解冻" 应用组织研磨

器研碎后按微量样品总
F;5

提取盒)天根生化科技

有限公司"

LE@!A

* 说明书逐步提取组织总
F;5

"将

提取出的
F;5

溶液适度稀释后应用紫外分光光度

计检测其浓度和纯度 "使各组样品浓度在
8BA_

!MM *6 ^#:

$

-L !CM ^ -L !%M

范围在
#R%_!RM

范围内

可用% 按
G+>/?)*6 KL;5

第
#

链合成试剂盒)天根生

化科技有限公司"

?F##CHM#

* 说明书配制反转录体

系并置于
E'F

仪中设置条件完成反转录"所得
KLP

;5

溶液低温保存用于后续
E'F

扩增试验%

!" %" # F=+:H/)4= E'F

反应 取出试剂$ 引物及

KL;5

模板室温下解冻" 将
2+:=*/

荧光定量检测试

剂盒)天根生化科技有限公司"

GE!M$HM#

*中试剂按

说明书配制反应体系" 涡旋震荡混匀后分装至
E'F

专用
$C

孔板各反应孔"最后加入
KL;5

模板及上下

游引物" 引物设计序列见表
#

" 每个样品设
&

个复

孔% 将上样好的
$C

孔板放置于荧光定量
E'F

仪中"

设定反应条件(变性)

$B S

"

B >

*

H

退火)

CM S

"

#M >

*

H

延伸)

`! S

"

#B >

*

a@M

个循环"在最后一次循环中采

集各组扩增曲线$溶解曲线及
'2

值"以相对定量法

处理
'2

值数据%

!" &

统计学处理

采用
QEQQ 8$RM

软件进行统计学分析"定量资料

以均数
]

标准差)!

!

!"

*表示"组间比较先检验各组数

8" b+> >)6*)c)K+*/:O ()6(=. )* @ b==< 6.031

)

!R`$]MR!B

*

+*W % b==< 6.031

)

!R@C]MR&!

*

/(+* /(+/ 0c K0*/.0: 6.031

)

#dMRMB

*

R

'()*+,-.()

(

-* /(= F;5 =[1.=>>)0* :=e=:

"

f0/( 0c " K+/=*)* +*W ;G ! I >)6*+:)*6 1+/(b+O> +.= )*e0:e=W )* >O*0e)+: )*c:+4P

4+/)0* )* ?-5 40W=: .+/>

"

+*W /(=O 1:+O + .=63:+/0.O .0:= )* =[1.=>>)0* 0c ZU #"

"

W=6=*=.+/)0* 0c ?-5R

/0123456 ->/=0+./(.)/)>

"

<*==

+

QO*0e)/)>

+

F+/>

+

20:: :)<= .=K=1/0.>
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引物序列

"#$%! &'()*' +*,-*./*+

表
0

各组大鼠滑膜组织不同时间点目的基因表达量

"#$%0 123'*++(4. 45 6#'7*6 7*.*+ (. +8.49(#: 6(++-*+ 45 '#6+ (. *#/; 7'4-3+

注!与对照组比较"

!
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"
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#

!!
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"

"A"7"8
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!!!
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"

"A"7"8

#

!!!!

!<"7?&

"

"<"C$

#

!!!!!

!<B!7!C

"
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#

"

!<B8788

"
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""
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"
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"
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#
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"
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"
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#

E
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"
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#
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"
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#

EEE
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"

"A"7"8

#

EEEE
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"

"A

"7"8

#

EEEEE

!<B>7%%

"

"A"7"8

#

I
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"
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#

II
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"
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#

III
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"
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#

IIII
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"
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#

IIIII
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"
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J
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"
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#

JJ
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"
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#
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"
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#

JJJJ
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"
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#

JJJJJ

!<G#D?#

"
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"
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"
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#
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基因名称 碱基序列 长度$

P1

%

2QRG!

正向
'2S22S'S225'52'22S 8%

反向
2''S2522S225''S222 8%

2QRG?

正向
S''522S'2S''55'52' 8%

反向
2S''5S5S'SS'25'2'5 8%

;TG!U

正向
S'5''55S5''S55S'55 8%

反向
2'''S255''S'S25S2' 8%

"GN+/K*)*

正向
55S22'22SS'25225'S5'5 !8

反向
5'5S'5''22'5S'5'2'2 8$

VQG8"

正向
22'5552'2'5'5S'5S'52 !H

反向
5SS2'S2'52'52'''5' 8%

S5WXY

正向
SSS222'''S22S52S5'' !H

反向
SSS222'''S22S52S5'' 8$

组别 例数
2QRG! 2QRG? ;TG!U "GN+/K*)* VQG8"

对照组
% HD%%ZH78> 878!ZH788 87!CZH7!= 878%ZH7!! 87HHZH7HH

假手术组
% H7=>ZH78?

!

87&CZH7&>

"

87?!ZH7&8

O

87&&ZH7>$

[

8D8$Z"D!8

\

!

周组
% #!7H?Z?7H!

!!

>7H?ZH7$&

""

#H7#>Z!7H?

OO

#7&$ZH7!=

II

#7>?ZH7?!

JJ

?

周组
% %7>?Z!7#&

!!!

&7!$ZH7>%

"""

#>7$=Z?7#=

OOO

%7>=ZH7?C

III

!7=$ZH7!>

JJJ

%

周组
% H7=!ZH7C#

!!!!

#7C&ZH7#!

""""

=7C$Z#7?%

OOOO

?7!&ZH7H$

IIII

!7?CZH7&!

JJJJ

#!

周组
% #7&>ZH7&&

!!!!!

#7#%ZH7!!

"""""

C7=HZ#7>%

OOOOO

H7%>ZH7#>

IIIII

#7%HZH7%&

JJJJJ

#

值
!H7$! &!7H! !#7## !&!7!% =7>$

"

值
H7HH H7HH H7HH H7HH H7HH

据是否符合正态分布" 符合正态分布数据采用单因

素方差分析$

-*KBM+] 5;-95

%和独立样本
!

检验分

析$

V*LK1K*LK*/ ^+41:K ! /K^/

%"若不符合正分布则采

用非参数检验分析& 以
"A"D">

为差异有统计学意义&

0

结果

0% !

动物行为及形态学观察

各组大鼠在术后未出现手术切口感染' 延迟愈

合等情况"

8

周后各组大鼠基本恢复了正常活动& 对

照组大鼠膝关节活动未见明显异常" 造模组大鼠均

出现了造模侧膝关节活动受限'患肢收缩'痉挛'跛

行等症状"并随造模时间增加程度逐渐加重&在取材

中可见对照组及造模
!

周组大鼠膝关节滑膜未见明

显增生紊乱"血运良好"关节软骨透明"未见磨损#造

模
?

周组滑膜增生明显 " 血供良好 " 关节软

骨透亮度减低#造模
%

周组大鼠关节滑膜增生较

?

周组减少"血运差"股骨髁软骨透亮度降低"可见

轻度磨损# 造模
8!

周组大鼠节关节滑膜增生不明

显"血运较
%

周组差"关节软骨可见明显磨损"关节

腔内可见少量钙化游离体& 见图
8

&

0% 0

实时荧光
W'R

结果

0% 0% !

各组大鼠滑膜组织
20::

样受体$

2QR^

%表达

差异 造模后
!

周组'

?

周组大鼠滑膜组织中
2QRG

!

'

2QRG?

表达高于对照组"其中
2QRG?

在造模后第

%

周仍高于对照组"差异有统计学意义$

"A"D">

%"并

且上述基因在造模后第
!

周时表达量最高" 并随时

间延长逐渐减少" 造模后
%

'

8!

周
2QRG!

基因表达

量与对照组比较差异无统计学意义 "

2QRG?

在第

8!

周与对照组比较差异无统计学意义$

"_"D">

%& 假

手术组各基因表达量与对照组比较差异无统计学意

义$

"_"D">

%"排除手术因素的影响& 见表
!

&

0% 0% 0

各组大鼠滑膜组织
;TG!U

表达 造模后各

组大鼠滑膜组织中
;TG!U

表达均显著高于对照组

$

"A"D">

%"

;TG!U

的基因表达量在造模后
!

周组中

开始升高"

?

周时达到顶峰" 之后随着造模时间递

减& 假手术组基因表达量与对照组比较差异无统计

学意义$

"_"D">

%& 见表
!

&

0% 0% <

各组大鼠滑膜组织
"GN+/K*)*

表达 造模后

?

周组'

%

周组大鼠滑膜组织中
"GN+/K*)*

表达量较

=!&

" "
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图
!

各组大鼠取材术中膝关节表现
!"#

对照组
!$#

假手术组
!%# !

周组
!&# <

周组
!'# %

周组
!(# 8!

周组

)*+#! =>.?0.4+*@> 0? A*>> B0)*/ )* >+@( 6.031 C3.)*6 01>.+/)0* !"# '0*/.0: 6.031 !$# D(+4 01>.+/>C 6.031 !%# 2E0 E>>A 6.031 !&# F03. E>>A

6.031 !'# G)6(/ E>>A 6.031 !(# 2E>:H> E>>A 6.031

对照组显著增高!

!IJ7KL

"#其中
<

周组
!M@+/>*)*

基

因表达量最高#随着时间延长逐渐减少$其余各时间

组与对照组无统计学意义$ 见表
!

$

,# ,# -

各组大鼠滑膜组织
NOM8!

表达差异 造模

后
<

周组%

%

周组大鼠
NOM8!

表达量较对照组显著

增高!

!I"7"L

"#其余各时间组与对照组比较差异无

统计学意义# 假手术组基因表达量与对照组比较差

异无统计学意义!

!P"7"L

"$ 见表
!

$

.

讨论

.# !

滑膜炎症是早期
Q-5

的重要病理表现

本研究结果表明
2ORS T ;FM"U

信号通路与
!M

@+/>*)*

共同参与的滑膜炎症是
Q-5

的重要病理表

现#特别是在早期
Q-5

中表现最为明显#研究结果

从基础实验层面进一步验证了笔者前期临床观察结

果&

V

'

$ 传统观点认为软骨破坏是
Q-5

的核心病理改

变# 但滑膜炎症作为
Q-5

进程中的一个重要表现#

已越来越被学术界重视$ 近年来大量研究显示滑膜

炎症在
Q-5

发病% 发展进程中的作用不容忽视 &

<

'

#

并且与
Q-5

影像学分级呈相关性 &

LMW

'

#可以作为

Q-5

病变严重程度的评价指标$ 在早期
Q-5

模型

大鼠中#由于关节力学失稳引起的关节内环境变化#

导致滑膜细胞炎症反应#并随着级联放大效应#出现

关节滑膜增生%充血%关节积液增多等无菌性炎症表

现#然而随着
Q-5

的进展#滑膜炎症反应逐渐稳定#

而软骨破坏成为
Q-5

的主要病理表现$本研究通过

动物实验从分子生物学层面观察滑膜炎症在
Q-5

进程中的表达及变化规律# 进一步验证了其在早期

Q-5

中的表现特点及其在
Q-5

进程中的表现规律$

.# , !M@+/>*)*

与
;FM"U

信号通路在
Q-5

滑膜炎

症中的表现特点

20::

样受体!

2ORS

"介导的
;FM"U

信号通路作

为机体固有免疫反应通路#在骨关节炎疾病的发病%

进程中也发挥了重要调控作用&

%M8"

'

#本课题组前期观

察到
2ORS T ;FM"U

信号通路在
Q-5

滑膜炎症中具

有一定调控作用&

88

'

$

!M!+/>*)*

是
X*/ T!M!+/>*)*

信

号通路的核心元件# 大量研究已证实该通路在软骨

基质合成与降解% 软骨细胞凋亡等过程中发挥调控

作用 &

8!

'

#但其在滑膜炎症中的调控作用尚处于研究

空白$

2ORS T ;FM"U

信号通路与
X*/ T!M!+/>*)*

信号

通路在
Q-5

进程中均会启动
YY=M8&

%

NOM8!

等下

游炎性因子表达#从而进一步诱导
Q-5

的退变进

程&

8&

'

$两者在
Q-5

进展过程中是否发挥交互作用值

!"

!# !$

%&

%' %(

V!<

" "
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得探讨!

本研究结果显示"

2<=>

作为固有免疫反应中重

要的模式识别受体在
?-5

的进程中被激活显著表

达"并通过一系列下游级联反应激活
;@A!B

使其表

达升高"促进下游
C<A8"

等炎性因子表达升高"与此

同时关节滑膜增生程度也在造模
D

周后达到顶峰!

然而在造模
D

周后"

2<=>

与
;@A!B

的表达强度随

时间逐渐减弱" 此时
E*/ F"A!+/G*)*

信号通路关节

元件
"A!+/G*)*

在造模第
D

周后的表达上调"与之相

应的滑膜炎症程度逐渐减弱而软骨退变开始产生并

进展!根据实验结果推测#首先"

E*/ F"A!+/G*)*

信号

通路同
2<=> F ;@A!B

信号通路一样参与了
?-5

滑

膜炎症反应过程$ 其次"

"A!+/G*)*

及
2<=> F ;@A!B

信号通路的表达可能在
?-5

滑膜炎症过程中存在

交互调控作用! 目前
"A!+/G*)*

与
;@A!B

通路交互

机制主要有以下假说#%

8

&

"A!+/G*)*

通过抑制
;@A

!B

活性" 影响
;@A!B

靶基因
@+>

表达以及干扰

;@A!B

核易位等方式影响
;@A!B

通路表达" 降低

C<

'

2;@A#

等下游细胞因子表达(

8DA8%

)

! %

!

&

"A!+/G*)*

通路激活后"

HI?A&"

表达降低" 导致
"A!+/G*)*

泛

素化降解减少而在细胞质内蓄积" 降低
C!B

降解和

=G:5

核易位"抑制
;@A!B

进入细胞核"从而抑制该

通路表达(

8$A!"

)

! %

&

&

;@A!B

通路可通过提高
E*/ F"A

!+/G*)*

转录因子
<GJ8

表达" 增加
"A!+/G*)*

转录水

平"间接调控提高
E*/ F"AK+/G*)*

通路活性(

!8A!&

)

! 本

实验结果提示"

"AK+/G*)*

与
;@A!B

主导的炎症信

号通路在
?-5

滑膜炎症进展过程中均被激活"发挥

着重要作用"并且两者在激活'表达过程中可能存在

相互影响! 除此之外"发现
"A!+/G*)*

及其信号通路

在
?-5

疾病进程中不仅广泛参与了关节软骨退变

反应"同样在滑膜炎症反应中显著表达"在
?-5

整

体结构退变过程中均发挥重要调控作用!

!" !

滑膜炎症是
?-5

退行性改变的重要始动因素

膝关节退变是一种全膝关节整体的退变" 软骨

退变与滑膜炎症等软组织炎症在疾病进程中具有协

同作用"滑膜炎症作为筋伤的一种表现形式"可能是

关节软骨退变等骨病表现的重要始发和诱导因素!

本研究结果观察膝关节周围滑膜炎症在早期

?-5

中是主要病理表现"而软骨退变等骨性结构改

变在后期
?-5

中开始逐渐占据主导"并且与软骨退

变密切相关的
"A!+/G*)*

在滑膜炎症中亦有着显著

表达!据此笔者推测滑膜炎症是
?-5

疾病进展的重

要始动因素" 其与软骨破坏等骨性结构变化具有密

切联系"与笔者前期临床研究结果不谋而合(

L

)

! 滑膜

炎症与软骨退变相互作用的潜在机制可能有以下效

果#%

8

& 早期滑膜炎症反应所导致的关节积液增生'

滑膜厚度增加打破了膝关节内部力学平衡模式"导

致关节软骨不正常的应力磨损" 加快了软骨破坏!

%

!

&由
2<=> F ;@A!B

信号通路诱导的滑膜炎症进程

中" 滑膜组织中
E*/ F"A!+/G*)*

信号通路同样被激

活" 其通路元件及下游炎性因子通过滑膜的分泌功

能传递至关节液'关节软骨中"进而促进关节软骨破

坏! 结合本研究结果"滑膜炎症在
?-5

中的病理作

用和治疗方面作用应引起高度重视!

综上所述" 本研究以大鼠膝关节滑膜组织为研

究对象"实时荧光
M'=

为检测方法"检测不同程度

?-5

模型大鼠滑膜组织中
2<=A!

'

2<=AD

'

;@A!B

'

C<A8"

及
"A!+/G*)*

表达的差异" 研究
2<=> F ;@A!B

信号通路与
E*/ F"A!+/G*)*

信号通路在
?-5

滑膜

炎症进程中的表现规律! 结果证实"

2<=> F ;@A!B

信

号通路与
E*/ F"A!+/G*)*

信号通路在不同
?-5

进

程中表现具有显著差异"具有显著的时间依赖性"可

见
!

条通路共同参与了
?-5

滑膜炎症的进程!研究

通过现代分子生物学技术揭示了滑膜炎症
?-5

发

病及进展中的病理机制"为进一步探寻
?-5

各环节

靶向治疗提供了依据"并为未来进一步探究
?-5

滑

膜炎症与软骨破坏的整体关系提供了思路!
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