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大鼠骨关节炎模型的建立及软骨组织中 ＭＭＰ１３和ＡＤＡＭＴＳ５的表达
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［摘　要］　目的　评价大鼠膝关节内侧副韧带离断与内侧半月板切除制作骨关节炎（ＯＡ）模型方法的可行性，探讨 ＭＭＰ１３
和ＡＤＡＭＴＳ５蛋白在大鼠骨关节炎模型软骨中的表达情况。方法　ＳＤ大鼠４０只按随机数字法分为模型组（ｎ＝３０）和假手术组
（ｎ＝１０），模型组采用膝关节内侧副韧带离断与内侧半月板切除制作膝 ＯＡ模型，假手术组打开膝关节囊后缝合。模型组于术后
４、６、８周处死大鼠，假手术组于术后８周处死大鼠。取大鼠关节软骨组织，分别采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术及免疫组化方法测定软骨组织
中ＭＭＰ１３和ＡＤＡＭＴＳ５蛋白表达情况。结果　模型组术后４周即可见软骨退变，术后６周和８周时退变进一步加重，假手术组无
明显软骨退变，各组相比大鼠关节软骨评分差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＭＭＰ１３及ＡＤＡＭＴＳ５蛋白
表达在假手术组水平均较低。ＭＭＰ１３造模４周开始升高，持续升高到第６周，第８周较之前降低。造模４周、造模６周和造模８周
各组蛋白表达比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＡＤＡＭＴＳ５造模６周开始升高，造模８周维持之前表达水平。造模４周分别与
造模６周和造模８周相比，蛋白表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。造模６周大鼠关节软骨组织中蛋白表达和造模８周相比，差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。免疫组化检测蛋白表达趋势与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果一致。结论　采用膝关节内侧副韧带离断与内侧
半月板切除的方法可建立动物ＯＡ模型；ＭＭＰ１３和ＡＤＡＭＴＳ５在ＯＡ发病过程中的不同时期表达水平有明显变化，需要进一步的
研究来探讨其相关信号通路。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种慢性、进行性、
退行性关节病变，是临床上常见的关节疾病之一。该

病的发病率与年龄和性别密切相关，病变主要累及全

身的大关节，膝关节是其好发关节之一。ＯＡ的发病
机制目前尚未完全明了，其病理变化主要是关节软骨

的丢失及软骨下骨的硬化。ＯＡ中关节软骨细胞外基
质的降解、合成失衡，进而导致软骨细胞凋亡最终引起

软骨丢失。构成软骨基质的骨架部分是主要是Ⅱ型胶
原蛋白和聚蛋白多糖。一直以来，基质金属蛋白酶

（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰｓ）家族被认为是降解Ⅱ
型胶原和聚蛋白多糖的经典酶类，但近年来研究表明，

带有血小板凝血酶敏感蛋白结构域的解聚素与金属蛋

白酶（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍ
ｂｏｓｐｏｎｄｉｎｍｏｔｉｆ，ＡＤＡＭＴＳ）家族也在ＯＡ的发病中起着
重要的作用。在软骨细胞外基质的降解过程中，尤其

是ＭＭＰ１３和ＡＤＡＭＴＡＳ５发挥着重要作用［１］。本研

究采用大鼠膝关节内侧副韧带离断联合内侧半月板切

除术制作动物ＯＡ模型，并使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术和免
疫组化方法检测 ＭＭＰ１３和 ＡＤＡＭＴＡＳ５蛋白在造模
不同时期表达的变化，旨在用此模型对 ＯＡ发病机制
进行进一步探讨，以期能为临床早期预防、治疗 ＯＡ提
供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物、试剂与仪器
ＳＤ雌性大鼠４０只，体质量（２２５±２５）ｇ，购自安徽

医科大学动物实验中心（合格证号：皖医实动准字第

０１号）。实验于安徽医科大学第二临床学院科研实验
中心实施，大鼠自由进食水，昼夜节律１２ｈ∶１２ｈ。实
验过程严格遵循安徽省实验动物管理条例执行。抗

ＭＭＰ１３抗体、抗 ＡＤＡＭＴＳ５抗体（英国 Ａｂｃａｍ公
司）；抗βａｃｔｉｎ抗体（中国Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司）；辣根酶标记
羊抗小鼠／兔二抗（北京中杉金桥生物技术有限公
司）；手术器械（安徽医科大学第二附属医院中心手术

室提供）；显微镜（日本奥林巴斯公司）。

１．２　动物模型的制作
用电脑产生随机数字，将大鼠随机分为模型组

３０只和假手术组１０只。大鼠用１０％的水合氯醛腹腔
注射麻醉成功后，取仰卧位固定于手术台上，术区常规

备皮、消毒、铺巾。选取３０只模型组大鼠行右膝内侧
副韧带离断加内侧半月板切除术建立右膝 ＯＡ模型。
手术步骤：右膝关节内侧切口切开皮肤，直视下切断并

剪掉部分内侧副韧带，进入关节腔。将髌骨脱位推向

外侧，膝关节屈曲位，切除内侧半月板。碘伏、生理盐

水冲洗切口，使用４０缝线逐层关闭切口（图１）。另
１０只行右膝关节切开术，不破坏关节内部结构，作为
假手术组。术后２ｈ所有大鼠清醒，正常进食水。术
后每天每只大鼠肌肉注射青霉素２０万ｕ预防感染，连
续应用３ｄ。
１．３　退变关节软骨大体观察

模型组大鼠分别于术后４、６、８周处死，每次处死
１０只。假手术组于术后８周处死。解剖术侧膝关节，
观察内侧胫骨平台关节面的病理改变，按照以下评分

标准进行评分：关节面光整为 ０分；关节面粗糙为
１分；关节面糜烂为２分；关节面溃疡为３分；软骨剥
脱为４分［２］。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠关节软骨中 ＭＭＰ１３和
ＡＤＡＭＴＳ５蛋白的表达水平
取下大鼠膝关节软骨，剪碎研磨，用 ＲＩＰＡ裂解液

提取总蛋白，ＢＣＡ法进行总蛋白定量，１００℃水浴
１０ｍｉｎ，使样本蛋白变性，与蛋白上样缓冲液混匀后进
行电泳、转膜，取出 ＰＶＤＦ膜用 ＴＢＳＴ溶液洗涤。体积
分数８％的脱脂牛奶封闭２ｈ，加入一抗后置入４℃冰
箱过夜，次日用 ＴＢＳＴ溶液洗膜。加入二抗室温下孵
育１．５ｈ，再次用 ＴＢＳＴ洗膜。ＥＣＬ法显色，显影仪显
影。使用ＩｍａｇｅＪ测定灰度值，以βａｃｔｉｎ作为内参，目
的蛋白与βａｃｔｉｎ的灰度比值作为其相对表达水平。

ａ：右膝术区消毒铺巾；ｂ：切断内侧副韧带、切开关节囊；ｃ：切除内侧半月板；ｄ：缝合关节囊；ｅ：缝合皮肤
图１　手术造模步骤
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１．５　免疫组化检测大鼠关节软骨中 ＭＭＰ１３和 ＡＤ
ＡＭＴＳ５蛋白的表达水平
大鼠膝关节标本用４％多聚甲醛固定１２ｈ，１０％

ＥＤＴＡ脱钙１２周后石蜡包埋，进行常规组织石蜡切
片，４μｍ组织切片脱蜡，二甲苯、梯度酒精水化，将切
片放置在烧开的柠檬酸中，冷却至室温，取出切片。

ＰＢＳ冲洗，滴加 ＭＭＰ１３和 ＡＤＡＭＴＳ５兔抗鼠一抗试
剂，４℃孵育过夜；ＰＢＳ冲洗，滴加二抗，３７℃温箱孵育
２０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗，滴加 ＤＡＢ显色，显微镜下适时终
止，自来水冲洗５ｍｉｎ，苏木素复染１ｍｉｎ，３７℃温箱至
干，加入封片剂封片。参照 Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ等［３］的方法，显微

镜下观察，每个切片随机取３个视野，每个高倍视野计数
１００个细胞，取观察结果的平均值进行计算。阳性细胞为
软骨细胞被染成棕褐或棕黄色，计数阳性细胞的百分率，

阳性细胞率＝（阳性细胞数／所计数细胞总数）×１００％。
１．６　统计学分析

使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件对数据进行统计学分

析处理和作图，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
采用单因素方差分析进行比较分析，组间两两比较采

用Ｔｕｋｅｙ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大体观察
假手术组胫骨平台软骨面平整光滑，关节软骨无

破坏，关节边缘无骨赘形成。模型组造模术后４周胫
骨平台内侧关节软骨面失去正常光泽，透明度下降，软

骨面不规则；术后６周可见胫骨内侧平台软骨面粗糙
糜烂，色泽灰暗，周围可见少量骨赘形成；术后８周软
骨磨损进一步加重内侧平台出现软骨缺损，软骨下骨

质裸露，内侧平台周围有大量骨赘形成（图２）。各组
评分两两之间比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见表１、图３。

ａ：假手术组；ｂ：造模４周；ｃ：造模６周；ｄ：造模８周
图２　不同组别软骨大体

表１　不同组别关节软骨损伤评分（只）

组别　　 ０分 １分 ２分 ３分 ４分
假手术组 ８ ２ ０ ０ ０
造模４周 ２ ６ ２ ０ ０
造模６周 ０ １ ７ ２ ０
造模８周 ０ ０ ３ ６ １

：与造模４周相比，Ｐ＜０．０５；＃：与造模６周相比，Ｐ＜０．０５；
△：与造模８周相比，Ｐ＜０．０５

图３　各组关节软骨损伤评分
２．２　ＭＭＰ１３在各组软骨组织中的表达结果

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＭＭＰ１３在假手术组大鼠

膝关节软骨组织中呈低水平表达；在造模４周组大鼠
膝关节软骨组织中的表达增加；在造模６周组大鼠膝
关节软骨组织中的表达水平持续增加；在造模８周组
大鼠膝关节软骨组织中的表达水平较造模６周组有所
下降，但高于假手术组及造模４周组水平，见图４。各
组蛋白表达水平两两之间比较差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），见图５。免疫组化结果显示假手术组关节
软骨细胞中可见少量 ＭＭＰ１３蛋白的表达，模型组的
关节软骨细胞中可见 ＭＭＰ１３蛋白的表达，软骨细胞
的胞质可见棕黄色着色，且造模６周组较造模４周组
阳性细胞百分比增加，造模８周组阳性细胞百分比较
造模６周组减少，但高于假手术组及造模４周组水平，
见图６。各组蛋白表达水平两两之间比较差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），见图７。
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图４　各组蛋白印记图

：与造模４周相比，Ｐ＜０．０５；＃：与造模６周相比，Ｐ＜０．０５；
△：与造模８周相比，Ｐ＜０．０５

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组标本ＭＭＰ１３表达水平

ａ：假手术组；ｂ：造模４周；ｃ：造模６周；ｄ：造模８周
图６　各组ＭＭＰ１３蛋白免疫组化图（×１００）

：与造模４周相比，Ｐ＜０．０５；＃：与造模６周相比，Ｐ＜０．０５；
△：与造模８周相比，Ｐ＜０．０５

图７　各组ＭＭＰ１３阳性细胞率

２．３　ＡＤＡＭＴＳ５在各组软骨组织中的表达结果
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＡＤＡＭＴＳ５在假手术组及

造模４周组大鼠膝关节软骨组织中呈低水平表达；在
造模６周组大鼠膝关节软骨组织中的表达水平增加；
在造模８周组大鼠膝关节软骨组织中的表达水平基本
维持在造模 ６周组的水平，但高于假手术组及造模
４周组水平，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图 ８。
免疫组化结果显示，假手术组及造模４周组关节软骨
细胞中 ＡＤＡＭＴＳ５几乎不表达，造模６周组及造模８
周组关节软骨细胞中可见少量 ＡＤＡＭＴＳ５蛋白的表
达，软骨细胞的胞质可见棕黄色着色，见图９。造模６
周组与造模８周组阳性细胞百分比差异无统计学意义

：与造模６周相比，Ｐ＜０．０５；＃：与造模８周相比，Ｐ＜０．０５
图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＡＤＡＭＴＳ５表达水平

（Ｐ＞０．０５），但均高于假手术组及造模 ４周组水平
（Ｐ＜０．０５），见图１０。

３　讨论

ＯＡ现已成为２１世纪社会的主要负担之一，疾病
的进展将导致关节的疼痛、无力甚至功能丧失。ＯＡ的
病理变化包括关节软骨、软骨下骨、滑膜及相邻的支撑

结缔组织不同程度的退变及炎症性改变［４］。临床上获

取的ＯＡ标本主要是来源于ＯＡ晚期关节置换患者，即
使同为ＯＡ晚期的标本，不同患者具体标本病变程度
也存在差别。因此构建动物模型有利于对 ＯＡ不同病
变时期的研究。
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ａ：假手术组；ｂ：造模４周；ｃ：造模６周；ｄ：造模８周
图９　各组ＡＤＡＭＴＳ５蛋白免疫组化图（×１００）

：与造模６周相比，Ｐ＜０．０５；＃：与造模８周相比，Ｐ＜０．０５
图１０　各组ＡＤＡＭＴＳ５阳性细胞率

　　ＯＡ模型的建立方法较多，主要包括关节制动、关
节腔内注射药物、关节手术等方法［６］。关节制动造模

周期较长，关节腔内注射药物会影响局部代谢微环境，

相较于这两者关节手术的方法具有造模可靠、造模周

期短等优点。经典的手术方式有 Ｈｕｌｔｈ法，该造模方
法是比较常用的，通过切断膝关节的内侧副韧带 ＋切
断前后交叉韧带 ＋切除内侧半月板来构建 ＯＡ模
型［７］。但该方法由于关节结构破坏多，导致关节极度

不稳，模型窗口期短，且不同研究人员造模效果差异较

大。国内外学者纷纷在此基础上进行改良，改良法中

研究者们采用较多的是单纯切断前交叉韧带方法，但

该方法造模周期相对较长。我们通过离断膝关节内侧

副韧带，破坏了膝关节正常的正常力学轴线造成膝关

节不稳，进一步切除内侧半月板可以去除其缓冲作用，

增加了股骨内髁及内侧胫骨平台关节软骨面之间的摩

擦，使内侧关节软骨局部承受的压力变大，从而加速其

发生退变，很好地模拟了人类 ＯＡ的发生和发展的病
变过程。我们观察到假手术组胫骨平台关节软骨面光

滑，色泽红润。在造模术后４周组胫骨内侧平台软骨
面变得粗糙、失去光泽，造模术后６周组胫骨内侧平台
形成糜烂并伴有骨赘生成，而在造模术后８周组则以
关节面溃疡剥脱并伴有大量骨赘形成为主要特征。我

们认为造模术后４周、６周、８周成功地复刻了 ＯＡ病

变的早、中、晚期病理特征，本实验采用内侧副韧带离

断＋内侧半月板切除的手术方式成功构建了大鼠膝
ＯＡ模型。

ＯＡ是一种复杂的疾病，其发病机制目前尚不完全
清楚。主要包括生物力学及代谢因素的改变，这些改

变可造成关节软骨组织的代谢失衡，进而导致关节软

骨的进行性丢失，骨赘形成以及继发的软骨下骨的改

变［４５］。ＯＡ的发病机制是近几年的研究热点，与关节
炎的发生和发展有关的细胞因子及相关蛋白有很多，

涉及的主流学说主要包括细胞因子学说、金属蛋白酶

学说、自由基学说、骨内压增高学说等［８］。软骨组织由

软骨细胞和细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）组
成。ＥＣＭ既是软骨细胞赖以生存的微环境，又在力学
的传导中起到一定的缓冲作用。ＥＣＭ的生成和降解
失衡是导致软骨退变的重要原因之一。ＥＣＭ由软骨
细胞合成和分泌，主要由Ⅱ型胶原、聚蛋白多糖、透明
质酸、硫酸软骨素和水分组成。正常生理条件下 ＥＣＭ
的合成和降解处于一种动态平衡状态 ，在 ＯＡ的发生
发展过程中，这种平衡被打破，软骨细胞的生存环境遭

到破坏［９１０］。单从金属蛋白酶学说观点来看，ＭＭＰｓ家
族和ＡＤＡＭＴＳ家族在ＥＣＭ的降解过程中发挥着重要
作用。ＭＭＰｓ不同亚型对ＥＣＭ各种成分的降解能力存
在效率的差异，家族成员中 ＭＭＰ１３可以强有力的降
解软骨基质中的Ⅱ型胶原及聚蛋白多糖。ＡＤＡＭＴＳ５
是降解聚蛋白多糖最重要的酶之一，在降解软骨聚蛋

白多糖的过程中起重要作用。Ｈｏｓｈｉ等［１１］进行了一项

研究，他们先是采用外科手术方式诱导大鼠的 ＯＡ模
型，然后再往关节腔内注射 ＭＭＰ１３和 ＡＤＡＭＴＳ５的
小干扰ＲＮＡ，观察 ＯＡ模型关节软骨退变的情况。通
过组间比较，他们认为 ＭＭＰ１３和 ＡＤＡＭＴＳ５在关节
软骨退变中最起着至关重要的作用。

ＭＭＰ１３又称胶原酶３，已有研究表明，ＯＡ患者体
内ＭＭＰ１３高表达，提示增高的 ＭＭＰ１３与软骨降解
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有关［１２１３］。吴宏斌等［１４］采用兔膝关节前交叉韧带切

断构建ＯＡ模型，通过对标本软骨中ＭＭＰ１３的表达检
测，发现对照组表达量很低，造模４周组表达率明显增
高，但造模８周组表达率却明显下降。马文明等［１５］研

究了ＭＭＰ１３在大鼠前交叉韧带切断加内侧半月板切
除的ＯＡ模型中的表达情况，他们认为 ＭＭＰ１３在 ＯＡ
早期表达增高，中重度期后出现明显下降趋势。唐浚

洲等［１６］分析了手术诱导的内侧不稳定半月板小鼠 ＯＡ
模型中关节软骨组织中ＭＭＰ１３表达水平的变化，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。本研究证明了
ＭＭＰ１３在ＯＡ早期软骨组织中表达升高，中期持续升
高，晚期下降，与相关研究基本一致［１４１６］，分析其原因

可能是晚期软骨细胞凋亡过多，数量减少，ＭＭＰ１３分
泌不足所致。

ＡＤＡＭＴＳ５又称聚集蛋白聚糖酶２，与 ＡＤＡＭＴＳ４
的作用一样，在聚蛋白多糖的降解过程中起着重要作

用［１７］，ＡＤＡＭＴＳ主要在聚集蛋白多糖核心蛋白球间区
Ｇｌｕ３７３和 Ａｌａ３７４位点进行水解［１８］。ＡＤＡＭＴＳ４和
ＡＤＡＭＴＳ５哪种酶对 ＥＣＭ中聚蛋白多糖降解起主要
作用目前尚不明确［１９２０］。关于 ＡＤＡＭＴＳ４的研究较
多，而关于ＡＤＡＭＴＳ５的研究相对较少，且研究者们关
于ＡＤＡＭＴＳ５不同时期表达变化的意见不能统一。张
恩水等［２１］依据 ＭＲＩ及关节镜下分级标准对 ＯＡ不同
时期关节液中 ＡＤＡＭＴＳ５的表达进行研究，发现 ＡＤ
ＡＭＴＳ５在 ＯＡ早、晚期组关节液中表达量高于中期
ＯＡ组，呈现先下降后上升的趋势，认为 ＡＤＡＭＴＳ５在
骨关节炎早期和晚期软骨破坏中均起作用。冀全

博［２２］采用关节镜对人软骨标本进行 ＯＡ分级，对 ＯＡ
软骨中 ＡＤＡＭＴＳ５的表达进行研究，发现 ＡＤＡＭＴＳ５
的表达在早期受到抑制，在 ＯＡ进展期持续升

!

，证明

了其在关节软骨 ＥＣＭ降解中的重要作用。本研究表
明ＡＤＡＭＴＳ５在假手术组关节组骨组织中表达量甚
少，在ＯＡ早期含量与假手术组比较差异无统计学意
义，到中晚期表达时增加，且水平基本维持不变，说明

ＡＤＡＭＴＳ５的表达与ＯＡ的病变过程及程度密切相关。
相关研究［２１２２］得到不同的结果，我们分析原因可能是

ＯＡ早期ＡＤＡＭＴＳ５主要在滑膜中表达，而中晚期ＡＤ
ＡＭＴＳ５主要在关节软骨组织中表达，具体机制有待进
一步研究证实。

随着我国人口老龄化的加快，ＯＡ的患病率会逐年
增高。由于目前的治疗方案并不能够逆转疾病的病程

进展，因此ＯＡ晚期患者只能行手术治疗，耗费着大量

的人力、物力和财力。本研究成功建立了不同时期的

大鼠ＯＡ模型，发现了不同时期软骨组织中基质降解
酶表达的差异，可为基础研究和临床治疗 ＯＡ提供一
定的参考。阐明ＯＡ发病机制是国内外学者们的一项
艰巨任务，近年来随着细胞生物学和分子生物学的迅

速发展，ＯＡ的研究已取得了巨大进展。进一步探究
ＯＡ的发病机制，以期未来能够在病变早期进行可逆性
治疗，给众多ＯＡ患者带去福音。
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或加入抗ＩＬ６受体的抗体和信号通路抑制剂预孵育１ｈ，ＩＬ６再进行刺激，ＲＴＰＣＲ检测ＩＬ１０的ｍＲＮＡ表达水平，酶联免疫吸附试
验检测细胞培养上清中ＩＬ１０的分泌水平。结果　与未刺激组相比，ＩＬ６刺激的ＣＮＥ２细胞显著上调ＩＬ１０的表达和分泌，差异具
有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１），并以剂量和时间依赖的方式增加；加入抗ＩＬ６受体的抗体或ＮＦκＢ抑制剂预孵育后，ＩＬ６刺激
ＣＮＥ２细胞表达和分泌ＩＬ１０的水平显著下降，差异具有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１）。而ＰＩ３Ｋ抑制剂、ｐ３８／ＭＡＰＫ抑制剂、ＪＮＫ
抑制剂、ＳＴＡＴ３抑制剂和ＭＥＫ１／２抑制剂对ＩＬ６诱导的ＩＬ１０表达和分泌水平则无明显的影响。结论　ＩＬ６经 ＩＬ６Ｒ／ＮＦκＢ信号
诱导ＣＮＥ２细胞分泌ＩＬ１０，抑制ＩＬ６信号有助于鼻咽癌的临床免疫治疗。
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