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手术诱导的小鼠骨关节炎模型中关节软骨ＭＭＰ１３表达上调
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　　［摘要］　目的　观察小鼠骨关节炎模型中关节软骨组织中基质金属蛋白酶１３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３，ＭＭＰ１３）
表达水平的变化，探讨其与关节损伤之间的关系。方法 　在小鼠原代软骨细胞培养中用 ＩＬ１β诱导炎症细胞外环境，采
用ＲＴＰＣＲ检测ＭＭＰ１３的表达水平。手术诱导不稳定的内侧半月板（ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｄｉａｌｍｅｎｉｓｃｕｓ，ＤＭＭ）建立小
鼠骨关节炎模型，观察术后５周和１０周小鼠关节软骨组织变化情况，并用免疫组化检测 ＭＭＰ１３在受损的关节软骨中的
表达。结果　 用ＩＬ１β处理的原代软骨细胞中ＭＭＰ１３的ｍＲＮＡ表达明显较高（Ｐ＜００１）。ＤＭＭ术后小鼠关节软骨出
现骨关节炎表现，且术后１０周小鼠关节损伤程度较术后５周小鼠严重。免疫组化结果显示术后５周小鼠软骨组织中
ＭＭＰ１３的表达高于对照组；术后１０周软骨组织中ＭＭＰ１３进一步增高。结论　 在小鼠骨关节炎模型发病过程中，ＭＭＰ１３
作为一个具有软骨破坏性的标志分子在关节软骨中持续高表达，在骨关节炎发生过程中起重要作用。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种慢性非炎症性
退行性疾病，以关节软骨的退行性变、继发性骨质增生

等为主要特征，临床表现以关节疼痛或变形及关节的

活动受限为特点，多发于中老年人群［１］。影响 ＯＡ最
常见的危险因素有性别、年龄、原发的关节损伤、肥胖、

遗传易感性以及力学因素［２］。骨关节炎的发病率随

着年龄的增长逐渐升高，但其发病机制至今尚不清楚。

ＯＡ的发生不仅是一个机械磨损的过程，更是一个由
关节内炎症介质介导的异常的关节组织重建的过程，

并且这个过程涉及软骨的降解、滑膜炎症、骨的畸形

等［３］。近年来研究表明基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ
ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰｓ）在骨关节炎发病及进展中发挥着
极其重要的作用［３］，然而 ＭＭＰｓ在小鼠骨关节炎模型
中的研究尚少。本研究利用小鼠作为研究对象，构建

小鼠骨关节炎模型，检测小鼠关节软骨组织中的

ＭＭＰ１３的表达情况，探究其与关节损伤之间的关系。

１　材料与方法

１．１　材料
　　清洁级健康雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠３０只，体质量２０～３０ｇ，
购于第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心。

将小鼠进行随机编号并随机分成３组：对照组、实验１组、实验
２组，每组１０只小鼠，饲养１周适应实验环境后开始进行实验。
多聚甲醛、ＥＤＴＡ等购自Ｓｉｇｍａ公司，免疫组化所用 ＭＭＰ１３抗
体购自ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ公司。ＲＮＡ反转录试剂盒、定量 ＰＣＲ反应
试剂盒均购自ＴａＫａＲａ公司。定量ＰＣＲ仪器为ＭＸ３０００Ｐ。

１．２　方法
１．２．１　小鼠原代软骨组织的采集与处理　　将新生小鼠
（５ｄ）处死后，在显微镜下采集小鼠膝关节软骨组织，分离、消
化、接种后培养至合适的细胞密度，再加入ＩＬ１β（１０ｎｇ／ｍＬ）处
理２４ｈ，接着提取细胞ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ，最后通过ＲＴＰＣＲ
检测ＭＭＰ１３表达。
１．２．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＭＭＰ１３表达　　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提
取小鼠原代软骨细胞总ｍＲＮＡ，按照反转试剂盒说明书进行逆
转录反应并配置反应体系，利用 ＭＸ３０００Ｐ定量 ＰＣＲ仪检测
ＭＭＰ１３的表达和变化，各样本目的基因的表达强度利用其对
应的内参基因（环孢素Ａ结合蛋白 ＣｙｃｌｏｐｈｉｌｌｉｎＡ）的量进行校
正，每次均设３个复孔。ＰＣＲ引物序列：内参 ＣｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎＡ基
因上游引物：５′ＣＧＡＧＣＴＣＴＧＡＧＣＡＣＴＧＧＡＧＡ３′，下游引物：５′
ＴＧＧＣＧＴＧＴＡＡＡＧＴＣＡＣＣＡＣＣ３′，扩增产物长度８２ｂｐ；ＭＭＰ１３
基因上游引物：５′ＣＴＴＣＴＴＣＴＴＧＴＴＧＡＧＣＴＧＧＡＣＴＣ３′，下游引
物：５′ＣＴＧＴＧＧＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＡＧＡＣＴ３′，扩增产物长度１７３ｂｐ。
扩增条件为９５℃ ３０ｓ；［９５℃ ５ｓ（变性），５７℃ ２０ｓ（退火），
７２℃ １５ｓ（延伸）］×４０个循环；９５℃ ３０ｓ，５７℃ ３０ｓ，９５℃
３０ｓ，ＭＸ３０００Ｐ定量ＰＣＲ仪自动计算样本的 Ｃｔ值和目的基因
相对含量。

１．２．３　小鼠骨关节炎模型造模　　本研究采用显微外科技术
诱导不稳定的内侧半月板（ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｄｉａｌｍｅｎｉｓｃｕｓ，

ＤＭＭ）手术构建小鼠膝关节炎模型。因为内侧半月板胫骨韧带
切断后将导致内侧半月板的不稳定，可以成功构建小鼠骨关节

炎模型［４］。手术主要步骤如下：将小鼠固定、消毒后，用显微刀

片切开髌骨韧带内侧，暴露关节腔；钝性分离股骨髁间的脂肪

垫，暴露髁间区域，使得内侧半月板胫骨韧带能够被观察到；用

显微刀片挑断内侧半月板胫骨韧带，缝合组织与皮肤。术中应

注意避免损伤关节软骨，术后不固定手术肢体，笼内自由活动，

腹腔注射青霉素预防感染；对照组小鼠不做处理。手术５周后
处死实验１组动物，１０周后处死实验２组动物，对照组小鼠与
实验２组小鼠同期处死。取小鼠膝关节进行组织切片，采用藏
红固绿染色，显微镜下观察软骨组织学特征；组织切片用免疫

组化的方法观察ＭＭＰ１３在小鼠关节软骨的表达情况。
１．２．４　评价及检测
１．２．４．１　造模评价　　取小鼠膝关节组织后采用藏红固绿染
色法染色，显微镜下观察软骨组织学特征并进行评价。

１．２．４．２　免疫组化检测关节软骨 ＭＭＰ１３表达　　关节组织
的石蜡切片用二甲苯脱蜡，然后用序列浓度酒精复水，用３％的
Ｈ２Ｏ２消除内源性过氧化氢酶的活性，接着用胰酶孵育来修复抗
原，最后用山羊血清封闭。切片用兔来源的 ＭＭＰ１３多克隆抗
体（１∶５０稀释；ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ公司）孵育过夜。用磷酸盐缓冲液
洗净切片后，用辣根过氧化物酶标记的抗体孵育，接着用二氨

基联苯胺显色，用甲基绿复染。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件行独立样本 ｔ
检验。

２　结果

２．１　ＩＬ１β诱使小鼠关节原代软骨细胞ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ
水平上调

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示，以对照组ＭＭＰ１３表达为１，小鼠
原代关节软骨细胞中加入 ＩＬ１β处理，可明显提高 ＭＭＰ１３的
表达（３．８９±０．３９，Ｐ＜０．０１）。提示关节软骨处于 ＯＡ的情况
下，其ＭＭＰ１３的表达可能会上调。

２．２　小鼠骨关节炎模型建立后组织学观察
　　小鼠手术后０．５～１ｈ内清醒，进食与状态良好，术后伤口
愈合良好，无感染发生。术后２～３ｄ实验组手术关节腔出现肿
胀，４～５周后膝关节明显肿大突起，后逐渐消失。术后膝关节
不稳，有异常活动。对照组小鼠膝关节未见异常。

　　对照组关节软骨组织藏红固绿染色可发现：关节面平滑，
软骨基质染成红色，基质较丰厚，无缺损部位，关节软骨各层细

胞排列规律，可观察到潮线；实验组软骨发生退变，实验１组已
出现基质丢失，缺损部位位于关节面浅层，实验２组基质明显
丢失，缺损部位越过潮线，侵袭到钙化的关节软骨部位，潮线出

现破坏甚至消失（图１）。

２．３　免疫组化观察小鼠关节软骨ＭＭＰ１３表达
　　与对照组相比，实验１组小鼠软骨组织中的 ＭＭＰ１３表达
与对照组相比明显升高，但较实验２组表达水平低。实验２组
小鼠软骨组织中的 ＭＭＰ１３表达水平较对照组与实验１组均
明显升高（图２）。
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：软骨缺损
Ａ：对照组；Ｂ：实验１组；Ｃ：实验２组

图１　小鼠骨关节炎模型关节面藏红固绿染色观察　（×１００）
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Ａ：对照组；Ｂ：实验１组；Ｃ：实验２组
图２　免疫组化观察小鼠骨关节炎模型软骨组织中基质金属蛋白酶表达　（ＳＰ×１００）

３　讨论

　　骨关节炎是最常见的关节炎，也是导致老年人疼
痛和残疾的首要病因，以关节软骨的退行性病变、继发

性骨质增生为特征。骨关节炎多发生于中年以后人

群，其发病率随着患者年龄增加呈增长趋势，膝关节为

骨关节炎的好发部位［５］。骨关节炎的发病原因复杂，

发病机制至今尚未研究透彻。近年来研究表明细胞外

基质的合成与降解失衡是骨关节炎的一个重要特

征［６］。其中很多种酶，包括ＡＤＡＭＴＳ（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆｓ）、促炎症细
胞因子等参与了细胞外基质降解的过程［７］。因此，探

明关节软骨细胞在受到刺激时维持稳态的机制就显得

非常重要。骨关节炎动物模型是研究骨关节炎发病机

制、危险因素及防治方法的重要手段。以前多采用兔、

大鼠等动物模型进行研究，但是兔、大鼠等动物繁殖较

慢，耗费较大，近年来采用小鼠模型进行研究逐渐增

多。已有研究报道雌性小鼠会对手术诱导的关节软骨

降解产生抵抗［８］，故本研究采用了 Ｃ５７雄性小鼠构建
膝关节炎模型，探讨小鼠骨关节炎模型中 ＭＭＰｓ的表
达情况。

　　基质金属蛋白酶 ＭＭＰｓ是一类含有 Ｚｎ２＋的蛋白
水解酶，在组织器官的发生、炎症调控以及肿瘤的发生

发展、血管新生等多种生理病理过程中发挥着极其重

要的作用［９－１０］。ＭＭＰ１３为基质金属蛋白酶中的胶原
酶，主要降解Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型等多种类型间质胶原和蛋白
多糖的核心蛋白。越来越多的研究表明ＭＭＰｓ等蛋白
水解酶参与了软骨组织的降解过程［１１－１２］。Ｓｕ等［１３］

研究发现骨关节炎中蛋白聚糖及Ⅱ型胶原明显受到破
坏，进而影响关节软骨的正常功能。

　　本组研究在体外实验中，小鼠原代关节软骨在炎
症介质 ＩＬ１β处理后 ＭＭＰ１３表达明显增加，提示
ＭＭＰ１３在软骨降解中起重要作用，这可能是在关节
软骨受到炎症刺激后，重启了异常的软骨重建过程，降

解关节软骨的酶生成增加，打破了软骨外基质生成与

降解的平衡。在体内实验中，实验组小鼠实施了ＤＭＭ
手术诱导了骨关节炎的发生，实验组小鼠关节软骨组

织中ＭＭＰ１３较对照组相比表达增加，并且实验２组
关节损伤程度较实验１组严重，而实验２组的ＭＭＰ１３
的表达较实验１组明显增多，这表明 ＭＭＰ１３表达水
平与关节损伤程度高度相关。其具体机制尚待进一步

的研究，可能为：在骨关节炎病理进程中，软骨细胞及

滑膜细胞大量分泌 ＭＭＰｓ，导致基质金属蛋白酶与其
抑制剂ＴＩＭＰ的平衡失调，ＭＭＰｓ特异性地裂解胶原组
织，导致软骨细胞受损。在受到力负荷及炎性因子作

用下，关节软骨中的软骨细胞逐渐发生凋亡，最终导致
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软骨受损［７，１４－１５］。

　　总之，骨关节炎发病机制极其复杂，并且当前对ＯＡ
的临床治疗策略在干预疾病进展的生化过程方面是失

败的，因此，最新的研究开始关注可以减缓软骨降解的

潜在生物因子。本研究建立了一个相对稳定并易于评

价的小鼠ＯＡ模型，并对小鼠膝关节炎模型软骨组织中
ＭＭＰ１３的表达情况进行了初步研究，发现小鼠膝关节
炎模型中关节损伤程度与ＭＭＰ１３的表达密切相关，关
节损伤程度越重，ＭＭＰ１３的表达水平也越高。在以后
的研究中，我们可以在稳定的小鼠 ＯＡ模型中加入可
以干预ＯＡ发生过程的生物因子，比如 ＭＭＰ１３的抗
体或阻滞剂，还可以在转基因小鼠中引入 ＤＭＭ模型。
ＭＭＰｓ引起关节损伤所涉及的具体机制仍然有继续研
究的必要，由于本研究样本数量偏少，仍有待于扩大样

本量进行进一步的验证和研究。
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参考文献类型及标识

　　根据ＧＢ３４６９规定，以单字母方式标识以下各种参考文献类型：

参考文献类型 专著 论文集 报纸文章 期刊文章 学位论文 报告 标准 专利

文献类型标识 Ｍ Ｃ Ｎ Ｊ Ｄ Ｒ Ｓ Ｐ

　　对于专著、论文集中的析出文献，其文献类型标识建议采用单字母“Ａ”；对于其他未说明的文献类型，建议采
用单字母“Ｚ”。
　　对于数据库（ｄａｔａｂａｓｅ）、计算机程序（ｃｏｍｐｕｔｅｒｐｒｏｇｒａｍ）及电子公告（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｂｕｌｌｅｔｉｎｂｏａｒｄ）等电子文献类
型的参考文献，建议以下列双字母作为标识：

　　电子参考文献类型　　数据库　　计算机程序　　电子公告
　　电子文献类型标识　　　ＤＢ　　　　　ＣＰ　　　　　ＥＢ
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