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骨关节炎ＳＤ大鼠关节软骨中蛋白多糖与ＹＫＬ４０的相关性
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　　摘　要：目的　通过检测骨关节炎（ＯＡ）关节软骨中蛋白多糖与 ＹＫＬ４０的表达，探讨ＯＡ关节软骨中蛋白多糖与 ＹＫＬ４０

的相关性。方法　将５６只健康ＳＤ大鼠分为７组，每组８只。选取一侧膝关节行前交叉韧带离断，建立ＯＡ模型。分别于手术当

天，术后２、４、８、１２、１６、２０周随机处死１组大鼠，收集不同时间段手术侧关节软骨样本，行番红Ｏ／固绿染色和 ＨＥ染色，根据改良

Ｍａｎｋｉｎ评分对ＯＡ样本进行病理分期。免疫组织化学染色检测蛋白多糖、ＹＫＬ４０在各期ＯＡ关节软骨中的表达，并分析蛋白多

糖与ＹＫＬ４０在ＯＡ发病过程中的相关性。结果　随着ＯＡ病情加重，蛋白多糖表达逐渐减少，ＹＫＬ４０表达均逐渐增多。在

ＯＡ早、中、晚期，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。蛋白多糖与ＹＫＬ４０表达呈负相关（犘＜０．０５）。结论　随着ＯＡ病情加重，软骨

蛋白多糖水平进行性减少。蛋白多糖与ＹＫＬ４０水平呈负相关，可在一定程度上反映关节软骨细胞的去分化程度。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是严重危害人类身体健康的

慢性退变性关节疾病，是老年人群中最常见的关节疾病之一。

ＯＡ发病机制目前尚不完全明确，在 ＯＡ的病理过程中，细胞

外环境异常和遗传等因素导致软骨细胞代谢失衡，甚至影响软

骨细胞基因表达及表型改变，软骨细胞可出现去分化［１］。蛋白

多糖是软骨细胞外的一种基质，其在细胞间信息传递、维持细

胞表型及保持组织整体功能等发挥重要生物学功能［２］。ＹＫＬ

４０是一种哺乳动物糖蛋白，其在健康儿童和成人机体中水平

很低，但在ＯＡ患者关节软骨、血清、关节滑膜中的表达则明显

增高［３］。有研究表明，ＹＫＬ４０可促进软骨细胞分化，维持细

胞表型［４］，促进蛋白多糖合成。本研究于２０１１年５月至２０１２

年９月通过建立ＳＤ大鼠ＯＡ模型，检测蛋白多糖及 ＹＫＬ４０

在关节软骨中表达，探讨随着ＯＡ病程和病情的变化，蛋白多

糖与ＹＫＬ４０的相关性。现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）动物：清洁级健康ＳＤ大鼠５６只，体质量

１６０～２２０ｇ，雌雄各半，由广东医学院实验动物中心提供（动物

合格证号为Ａ２００９０２９），将５６只大鼠分成７组，每组８只，选

取１组为对照组，另６组为实验组。随机选取一侧膝关节作手

术侧，行前交叉韧带离断术。（２）药物及试剂：固绿、乙二胺四

乙酸（ＥＤＴＡ）购自美国ＡＭＲＥＳＣＯ公司；多聚甲醛、番红Ｏ购

自美国ＳＩＧＭＡ公司；抗蛋白多糖抗体购自上海安研商贸有限

公司；抗ＹＫＬ４０抗体购自上海翔升生物科技有限公司；ＤＡＢ

显色试剂盒购自上海长岛生物技术公司。

１．２　方法

１．２．１　样本收集及处理　分别于术后２、４、８、１２、１６、２０周随

４１２１ 重庆医学２０１４年４月第４３卷第１０期

 基金项目：广东医学院附属医院青年科研基金资助项目（２０５０１９０１００２１）。　作者简介：陈喜德（１９８１－），主治医师，硕士研究生，主要从

事骨关节炎诊治研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３７２６９０２０１２；Ｅｍａｉｌ：ｗｅｂｊｘｍｃ＠１６３．ｃｏｍ。



机处死１组实验大鼠，对照组大鼠于手术时处死。切取各组

ＳＤ大鼠手术侧股骨髁软骨，行４％多聚甲醛固定２４ｈ，１０％

ＥＤＴＡ液脱钙４周，常规梯度乙醇脱水，二甲苯透明、石蜡浸

渍、石蜡包埋，４μｍ厚连续切片。

１．２．２　番红Ｏ／固绿染色　（１）石蜡切片脱蜡至水；（２）染苏木

精３ｍｉｎ后水洗；（３）１％盐酸乙醇分化１５ｓ；（４）蒸馏水洗３

ｍｉｎ；（５）０．０２％固绿水溶液３ｍｉｎ；（６）１％冰醋酸漂洗切片；（７）

０．１％番红Ｏ染色３ｍｉｎ；（８）９５％乙醇浸洗；（９）脱水、透明、封

片，显微镜下观察。

１．２．３　ＨＥ染色　（１）染色前切片脱蜡水洗：① 二甲苯Ⅰ１０

ｍｉｎ；② 二甲苯Ⅱ５ｍｉｎ；③９５％乙醇Ⅰ１～２ｍｉｎ；④９５％乙醇

Ⅱ１～２ｍｉｎ；⑤ 自来水洗１～２ｍｉｎ。（２）染色：① 苏木精染液

１０ｍｉｎ；② 自来水洗１～２ｍｉｎ；③１％盐酸乙醇分化１５ｓ；④

自来水洗１５ｍｉｎ以上至泛蓝；⑤ 伊红水溶液染色１ｍｉｎ。（３）

脱水、透明、封固：①７５％乙醇１～２ｍｉｎ；②８５％乙醇１～２

ｍｉｎ；③９５％乙醇１～２ｍｉｎ；④ 无水乙醇Ⅰ１～２ｍｉｎ；⑤ 无水

乙醇Ⅱ１～２ｍｉｎ；⑥ 二甲苯Ⅰ２ｍｉｎ；⑦ 二甲苯Ⅱ２ｍｉｎ；⑧ 中

性树胶封固。

１．２．４　免疫组织化学染色　（１）脱蜡、水化：脱蜡前，将玻片放

在６０℃恒温箱中烘烤３０ｍｉｎ。置于二甲苯Ⅰ中浸泡１０ｍｉｎ，

在二甲苯Ⅱ中再浸泡１０ｍｉｎ；无水乙醇Ⅰ中浸泡５ｍｉｎ，在无

水乙醇Ⅱ中再浸泡５ｍｉｎ；９５％乙醇中浸泡５ｍｉｎ；８５％乙醇中

浸泡５ｍｉｎ；７０％乙醇中浸泡５ｍｉｎ；蒸馏水中浸泡５ｍｉｎ。（２）

蒸馏水中浸泡５ｍｉｎ。（３）用蒸馏水或ＰＢＳ配置新鲜的３％

Ｈ２Ｏ２，室温封闭１０ｍｉｎ，蒸馏水洗１次。（４）微波抗原修复：取

一定量的０．０１ｍｏｌ柠檬酸盐缓冲液（ｐＨ６．０）于微波盒中，微

波加热至沸腾；将脱蜡水化后的玻片置于耐高温塑料切片架

上，放入已沸腾的缓冲液中，中高档继续处理１０～１５ｍｉｎ；取出

微波盒冷却至室温，取出玻片，先用蒸馏水洗２次后用ＰＢＳ洗

５ｍｉｎ。（５）ＰＢＳ洗５ｍｉｎ。（６）滴加正常山羊血清封闭液，室温

１０ｍｉｎ。（７）每张切片加５０Ｌ一抗（蛋白多糖、ＹＫＬ４０均为

１∶１００稀释），４℃孵育，过夜。（８）ＰＢＳ洗２次，各５ｍｉｎ。（９）

滴加生物素化Ⅱ抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ。（１０）ＰＢＳ洗２次，各５

ｍｉｎ。（１１）滴加酶标抗体，３７℃孵育３０ｍｉｎ。（１２）ＰＢＳ洗２

次，各５ｍｉｎ。（１３）ＤＡＢ显色５～１０ｍｉｎ，在显微镜下掌握染色

程度。（１４）蒸馏水洗终止染色，苏木素复染、盐酸乙醇分化。

（１５）脱水、透明、封片、镜检。

１．２．５　病理学分期　根据番红Ｏ／固绿染色和 ＨＥ染色结果，

对软骨样本进行改良 Ｍａｎｋｉｎ评分，对软骨样本进行ＯＡ病理

分期。

１．２．６　免疫组织化学染色结果处理　免疫组织化学结果以

ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析系统进行分析。每张切片随机采

集４个高倍视野进行测定，对阳性染色的平均光密度值

（ＡＯＤ）进行半定量分析。所有玻片均在同一放大倍数、同一

光强度下分析测量相同面积的ＡＯＤ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计学分

析。符合正态分布的数值以狓±狊表示。正态分布，方差齐性

的多独立样本定性资料，采用方差分析。相关分析采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　关节软骨番红 Ｏ／固绿染色及 ＨＥ染色结果　（１）番红

Ｏ／固绿染色：对照组关节软骨见软骨着色正常或轻染，呈淡红

色（图１Ａ）；早期ＯＡ组见软骨表浅层红色着色变浅（图１Ｂ）；

中期ＯＡ组见软骨表浅层着色呈浅绿色，深层红色变浅（图

１Ｃ）；晚期ＯＡ组见软骨面表浅层呈深绿色，深层大部分呈浅

绿色（图１Ｄ）。（２）ＨＥ染色：对照组见关节软骨面光滑，颜色

红润；或可见软骨表面颜色稍暗淡，无裂隙形成；细胞正常或少

量增生，细胞排列规整（图２Ａ）。早期ＯＡ组可见关节软骨面

裂隙形成，呈糜烂或浅溃疡；软骨面破坏达到移行层或辐射层；

关节表浅层细胞部分缺失，深层细胞增生稍紊乱；潮线完整（图

２Ｂ）。中期ＯＡ组主要见关节软骨面裂隙较深，呈溃疡，少量可

见软骨面剥脱；软骨面破坏达到辐射层或钙化层；关节表浅层

细胞大部分缺失，深层细胞增生紊乱，潮线完整（图２Ｃ）。晚期

ＯＡ组见关节软骨面深溃疡或大部分软骨面剥脱；软骨面破坏

达到辐射层或钙化层；关节表浅层细胞大部分缺失，深层细胞

增生紊乱；潮线可部分破坏，见图２Ｄ。

　　Ａ：对照组；Ｂ：早期ＯＡ组；Ｃ：中期ＯＡ组；Ｄ：晚期ＯＡ组。

图１　　各组大鼠关节软骨番红Ｏ／固绿染色（×４００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：早期ＯＡ组；Ｃ：中期ＯＡ组；Ｄ：晚期ＯＡ组。

图２　　各组大鼠关节软骨 ＨＥ染色（×４００）
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　　Ａ：对照组；Ｂ：早期ＯＡ组；Ｃ：中期ＯＡ组；Ｄ：晚期ＯＡ组。

图３　　免疫组织化学染色各组关节软骨蛋白多糖表达（×４００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：早期ＯＡ组；Ｃ：中期ＯＡ组；Ｄ：晚期ＯＡ组。

图４　　免疫组织化学染色各组关节软骨ＹＫＬ４０表达（×４００）

２．２　改良 Ｍａｎｋｉｎ评分结果　每张切片选取５个不同视野，

分别在×１００和×４００倍光镜下观察，进行改良 Ｍａｎｋｉｎ评分

（正常：０～１分；早期ＯＡ：＞１～５分；中期ＯＡ：＞５～１０分；晚

期ＯＡ：＞１０～１４分）。５６只大鼠中对照组（正常）１１例，Ｍａｎ

ｋｉｎ评分为（０．５５±０．５２）分；早期ＯＡ组２５例，Ｍａｎｋｉｎ评分为

（３．５６±１．１２）分；中期 ＯＡ组１４例，Ｍａｎｋｉｎ评分为（７．７１±

０．９９）分；晚期ＯＡ组６例，Ｍａｎｋｉｎ评分为（１１．１７±０．７５）分。

各组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　蛋白多糖、ＹＫＬ４０的表达　（１）蛋白多糖的表达：对照

组与ＯＡ病变组关节软骨基质中蛋白多糖均有表达。随着

ＯＡ关节软骨退变程度加重，蛋白多糖表达逐渐减少（图３Ａ～

Ｄ）。对照组和早、中、晚期ＯＡ组软骨蛋白多糖的 ＡＯＤ均呈

正态 分 布，其 ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖＺ 值 分 别 为 ０．６８３ 和

０．３５４、０．６８６、０．４４０；双侧检验犘 值分别为０．７４０和１．０００、

０．７３５、０．９９０。经Ｌｅｖｅｎｅ方差齐性检验，犘 ＝０．６９１，方差齐。

做完全随机方差分析，犉＝１４１．４５５，犘＜０．０５，说明各组 ＡＯＤ

不完全相同。进一步两两比较，选择狇检验，早期ＯＡ组比对

照组蛋白多糖表达减少（犘＜０．０５），中期ＯＡ组比早期ＯＡ组

蛋白多糖表达减少（犘＜０．０５），晚期ＯＡ组比中期ＯＡ组蛋白

多糖表达减少（犘＜０．０５）。（２）ＹＫＬ４０的表达：对照组及ＯＡ

病变组关节软骨中均有 ＹＫＬ４０表达，表达部位均位于细胞

内。对照组软骨细胞内ＹＫＬ４０表达较低，随着ＯＡ关节软骨

退变程度加重，软骨细胞内 ＹＫＬ４０表达逐渐增多（图４Ａ～

Ｄ）。对照组和早、中、晚期ＯＡ组软骨细胞内ＹＫＬ４０的ＡＯＤ

均呈正态分布，其 ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖＺ值分别为０．７６０和

０．７７９、０．５７０、０．４４７；双侧检验犘值分别为０．６１０和０．５７８、０．

９０２、０．９８８。经Ｌｅｖｅｎｅ方差齐性检验，犘＝０．９９４，方差齐性。

做完全随机方差分析，犉＝５２．０６９，犘＜０．０５，提示各组的 ＡＯＤ

不完全相同。进一步两两比较，选择狇检验，对照组与早期

ＯＡ组比较差异无统计学意义（犘＝０．１４６），中期ＯＡ组与晚期

ＯＡ组比较差异无统计学意义（犘＝０．３５１），中期ＯＡ组比早期

ＯＡ组ＹＫＬ４０表达增多（犘＜０．０５），见表１。

表１　　各组软骨中蛋白多糖及ＹＫＬ４０的ＡＯＤ比较（狓±狊）

组别 狀 蛋白多糖 ＹＫＬ４０

对照组 １１ ０．２４８５±０．０１１０ ０．２８６５±０．０１３３

早期ＯＡ组 ２５ ０．２３６２±０．００９４ａ ０．２９５３±０．０１４１

中期ＯＡ组 １４ ０．１８３７±０．０１３１ｂ ０．３３８９±０．０１３７ｂ

晚期ＯＡ组 ６ ０．１７１８±０．００７６ｃ ０．３４４４±０．０１４４

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，早期 ＯＡ组比较；ｃ：犘＜

０．０５，与中期ＯＡ组比较。

２．４　蛋白多糖与ＹＫＬ４０相关性分析　蛋白多糖为偏态分布

资料，ＹＫＬ４０为正态分布资料。采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数分

析蛋白多糖与 ＹＫＬ４０相关性。蛋白多糖与 ＹＫＬ４０表达呈

负相关（狉＝－０．７４６，犘＜０．０１），见图５。

图５　　蛋白多糖与ＹＫＬ４０关系散点图
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３　讨　　论

蛋白多糖由核心蛋白及糖胺聚糖组成，其与透明质酸非共

价结合，是软骨的主要结构成分之一。蛋白多糖在其他组织中

仅有少量表达，但在软骨组织中有大量表达，其主要功能为在

关节负重时缓冲负荷和压力，保持软骨弹性和一定硬度。在本

实验中，随着ＯＡ病变加重，蛋白多糖表达进行性减少，早期

ＯＡ组比对照组蛋白多糖表达减少，中期ＯＡ组比早期ＯＡ组

蛋白多糖表达减少，晚期ＯＡ组比中期ＯＡ组蛋白多糖表达减

少，３组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。蛋白多糖减

少，可能与以下因素有关：（１）ＯＡ病变进展时软骨细胞去分

化，功能软骨细胞减少，蛋白多糖合成减少；（２）ＯＡ时金属蛋

白酶和软骨蛋白多糖酶增多［５］，导致蛋白多糖降解增多；（３）

ＯＡ时基质中胶原和蛋白多糖结构破坏，引起免疫反应，导致

蛋白多糖进一步降解［６］；（４）ＯＡ时一些细胞活性因子激活，直

接或间接促进蛋白多糖降解［７］；（５）ＯＡ退变时软骨胶原网络

崩解，蛋白多糖直接丢失。本实验免疫组织化学染色提示，蛋

白多糖减少部位主要位于软骨退变部位的浅层和中层，结果与

Ｂｌａｗ等
［８］对人关节软骨的研究结果相一致。

软骨细胞在对软骨生物化学环境或生物力学环境变化反

应后能够迅速产生大量的 ＹＫＬ４０。Ｖｏｌｃｋ等
［９］报道 ＹＫＬ４０

阳性细胞主要分布于ＯＡ软骨退变部位的表层及中层，这与本

实验中所观察的结果基本一致。在本实验中，ＹＫＬ４０表达随

着ＯＡ关节软骨退变程度加重而逐渐增多（犘＜０．０５），ＯＡ中

期以后，ＹＫＬ４０的表达呈平缓趋势（犘＞０．０５），可能和软骨退

变时表层软骨细胞丢失，合成ＹＫＬ４０的细胞数减少有关。随

着ＯＡ病变加重，关节软骨退变部位软骨细胞去分化逐渐加

重，软骨蛋白多糖减少，软骨细胞外环境紊乱。紊乱的软骨细

胞外环境又可进一步诱发软骨细胞去分化，产生异常的细胞外

基质，导致软骨退变呈恶性循环。由于ＹＫＬ４０对细胞外基质

具有保护性作用［１０］，且可促进软骨细胞分化或维持软骨细胞

表型稳定，提示随软骨细胞外蛋白多糖减少，软骨细胞去分化

加重，ＹＫＬ４０反应性表达增多，可能在一定程度上有助于维

持软骨细胞表型稳定，减缓关节软骨的退变速度。

蛋白多糖作为一种重要的细胞外基质，由正常软骨细胞分

泌。ＯＡ时软骨细胞去分化，多种因素导致蛋白多糖减少。而

ＹＫＬ４０有维持软骨细胞表型，促进蛋白多糖合成作用。近年

来，有学者认为，蛋白多糖可作为ＯＡ诊断和预后判断的候选

生化指标［１１］，陈喜德等［１２］研究认为，ＯＡ时ＹＫＬ４０表达可能

在一定程度上反映关节软骨细胞的去分化程度。本实验结果

提示，蛋白多糖与 ＹＫＬ４０水平呈负相关（狉＝－０．７４６，犘＜

０．０１），可作为一种反映软骨细胞去分化程度的指标。本文对

蛋白多糖、ＹＫＬ４０在大鼠模型中所表现的特点以及二者相关

性作了初步探讨，但对于二者是否有直接的相互作用，有待于

今后的继续研究中深入探讨。
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ｃｈｏｎｏｄｒｏｃｙｔｅｓｄｉｄｂｙａｐｏｐｔｏｓｉｓ：Ａｐｏｓｓｉｂｌｅｐａｔｈｗａｙｆｏｒ

ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓｐａｔｈｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，１９９８，４１

（２）：２８４２８９．

［９］ ＶｏｌｃｋＢ，ＪｏｈａｎｓｅｎＪＳ，Ｓｔｏｌｔｅｎｂｅｒｇ Ｍ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎ

ＹＫＬ４０ｉｎｋｎｅｅｊｏｉｎｔｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉ

ｔｉｓａｎｄｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ：ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆＹＫＬ４０ｉｎｔｈｅｊｏｉｎｔ

ｐａｔｈｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓＣａｒｔｉｌａｇｅ，２００１，９（３）：２０３

２１４．

［１０］ＤｅＣｅｕｎｉｎｃｋＦ，ＧａｕｆｉｌｌｉｅｒＳ，ＢｏｎｎａｕｄＡ，ｅｔａｌ．ＹＫＬ４０

（ｃａｒｔｉｌａｇｅｇｐ３９）ｉｎｄｕｃｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｅｖｅｎｔｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｓｇｌｙｃｏｓａｍｉｎ

ｏｇｌｙｃａｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ

ＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００１，２８５（４）：９２６９３１．

［１１］ＲａｔｃｌｉｆｆｅＡ，ＳｈｕｒｅｔｙＷ，ＣａｔｅｒｓｏｎＢ．Ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆａ

ｎａｔｉｖｅｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅｅｐｉｔｏｐｅｉｎｓｙｎｏｖｉａｌｆｌｕｉｄｌａｖａｇｅｓ

ａｎｄａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｆｒｏｍｃａｎｉｎｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｏｓｔｅｏａｒ

ｔｈｒｉｔｉｓａｎｄｄｉｓｕｓｅａｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，１９９３，３６

（４）：５４３５５１．

［１２］陈喜德，魏波，刘军，等．骨关节炎大鼠关节软骨中 ＹＫＬ

４０与Ⅲ型胶原的相关性［Ｊ］．广东医学，２０１２，３３（２２）：

３３６４－３３６７．

（收稿日期：２０１３０９２０　修回日期：２０１３１２２０）
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　　启事：本刊对院士及８６３、９７３项目文章开通绿色通道，欢
迎投稿。
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