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　　摘　要：目的　探讨基质金属蛋白酶１４（ＭＭＰ１４）在骨关节炎（ＯＡ）患者滑膜、滑液中的表达及意义。方法　采用半定量

ＲＴＰＣＲ检测３２例ＯＡ患者（实验组）及２６例非ＯＡ患者（对照组）关节滑膜组织中 ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ的表达水平；采用ＥＬＩＳＡ法

检测关节滑液中 ＭＭＰ１４蛋白的表达水平。结果　经ＲＴＰＣＲ检测 ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ在实验组与对照组患者滑膜组织中的表达

差异有统计学意义（犘＜０．０５），ＥＬＩＳＡ检测两组滑液中 ＭＭＰ１４蛋白表达差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＭＭＰ１４在ＯＡ

滑膜中呈高表达，表明在ＯＡ的发生及发展过程中可能起促进作用；在滑液中低表达，表明ＯＡ发生时 ＭＭＰ１４未大量释放至滑

液，间接表明 ＭＭＰ１４的主要功能于滑膜细胞中表达并促进骨关节炎的发展。
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　　骨关节炎（ＯＡ）是一种多因素引起的慢性的退行性关节疾

病，多见于中老年人群，主要病理表现为：进行性的关节软骨破

坏消失；软骨下骨的骨化；关节边缘骨赘的形成；关节滑膜的充

血，炎性细胞的浸润。临床表现为关节的慢性疼痛，关节活动

障碍最终导致关节功能的丧失［１］，在生物化学的水平，ＯＡ的

主要特点是产生大量的基质降解酶，其中主要包括蛋白聚糖

（ＡＤＡＭＴＳｓ）和基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ），这将导致软骨基质

的降解。有研究表明ＯＡ是一个累及整个关节（包括软骨、软

骨下骨、半月板、关节滑膜和滑液）的疾病［２］，而 ＭＭＰｓ作为主

要的细胞外基质降解酶，近年来在ＯＡ各结构中的表达及相互

关系成为研究的热点。其中 ＭＭＰ１４作为膜型ＭＭＰｓ家族

成员之一，在ＯＡ软骨中的研究表明，它具有调节和促进其他

ＭＭＰｓ活化的作用
［３］，而自身在ＯＡ其他组成结构中的研究较

少，本研究采用 ＲＴＰＣＲ的方法检测 ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ在 ＯＡ

滑膜组织中的表达，ＥＬＩＳＡ检测 ＭＭＰ１４蛋白在滑液中的表

达，从而探讨其在ＯＡ中的作用，为ＯＡ的全面研究提供一定

的实验依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　所有研究对象均来自２０１２年７月至２０１３年

８月本院骨一科行膝关节镜或关节置换手术的患者。实验组：

膝关节ＯＡ患者３２例，男１０例，女２２例，年龄３４～７６岁，所

有患者诊断标准符合美国风湿学会１９９５年确定的骨关节炎诊

断标准。对照组：膝关节创伤后行关节镜诊治术或切开手术的

患者２６例，男１８例，女８例，年龄１６～６７岁，既往无 ＯＡ病

史，关节镜或影像学检查无ＯＡ表现。取样均征得患者本人同

意并获得医院伦理委员会批准。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　两组患者关节滑膜均于手术中获取，并用

锡箔纸包裹，迅速置于液氮中速冻，后置于－８０℃保存备用；

关节滑液在门诊和手术中采用传统的无菌穿刺技术于关节腔

内抽取１～３ｍＬ，置于无菌离心管中４℃离心取上清液置于－

８０℃冷冻保存待测。

１．２．２　ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ的检测　取液氮冷冻的滑膜组织，按

Ｔｒｉｚｏｌ一步法抽提得到总 ＲＮＡ，分光光度计测得 ＲＮＡ的浓
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度，１％凝胶电泳确定 ＲＮＡ片段的完整性。取１μｇ总 ＲＮＡ

采用逆转录试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ＃Ｋ１６２２）进行ｃＤＮＡ合

成。取２μＬｃＤＮＡ作为模板，与 ＭＭＰ１４的引物混合，选用

ＧＡＰＤＨ作为内参照。将其引物置于ＰＣＲ管内同时扩增，总

反应体系２５μＬ，经过９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５８℃

复性３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，扩增３５个循环，最后７２℃延伸１０

ｍｉｎ。引物序列由引物由生工生物工程（上海）有限公司合成，

见表１。ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察产物

特异条带，并采集图像用数码凝胶图像分析系统作条带密度扫

描。将 ＭＭＰ１４与ＧＡＰＤＨ的吸光度比值作为 ＭＭＰ１４ｍＲ

ＮＡ的相对值。

表１　　ＰＣＲ引物序列

名称 引物（５′→３′）
产物长度

（ｂｐ）

ＭＭＰ１４ 上游引物ＣＡＴＧＧＣＣＴＡＡＡＣＴＧＴＧＣＡＴＧ １２６

下游引物ＧＣＡＧＧＣＣＡＴＡＧＧＡＣＴＡＧＣＣ

ＧＡＰＤＨ 上游引物ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ ４９６

下游引物ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ

１．２．３　ＭＭＰ１４蛋白的检测　采用ＥＬＩＳＡ检测人关节滑液

中 ＭＭＰ１４蛋白水平。ＭＭＰ１４试剂盒购于 ＭＹＢｉｏＳｏｕｒｃｅ公

司，关节滑液标本用ＰＢＳ以１∶５０稀释后，操作严格按试剂盒

说明书进行，用酶标仪在４５０ｎｍ处读取吸光度值，并依照各自

标准绘制标准曲线，计算 ＭＭＰ１４水平。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料采用

狓±狊表示，两独立样本采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ在关节滑膜中的表达　５８例关节滑膜

组织中均检测到 ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ的表达（图１），将 ＭＭＰ１４

的灰度值与ＧＡＰＤＨ的比值作为 ＭＭＰ１４的相对表达量，结

果显示 ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ在对照组与实验组患者滑膜组织中的

相对表达量分别为０．２４４０±０．０６１４、０．９８８７±０．０７５０（狋＝０，

犘＜０．０５）。

　　Ｍ：标记物；１～３：对照组；４～６：实验组。

图１　　ＭＭＰ１４ｍＲＮＡ在两组患者滑膜组织中的表达

２．１　ＭＭＰ１４蛋白在关节滑液中的水平　对照组关节滑液中

ＭＭＰ１４蛋白表达水平（４７．５５５±７．１２１）ｎｇ／ｍＬ高于实验组

（２１．１８６±４．５０２）ｎｇ／ｍＬ，差异有统计学意义（狋＝１７．１６４，犘＜

０．０５）。

３　讨　　论

在ＯＡ的发展过程中，关节软骨的降解是其主要的病理改

变，但是随着研究的不断深入扩展，已逐渐表明ＯＡ是整个关

节的疾病，其中除了涉及软骨，还包括软骨下骨、半月板、关节

滑膜及滑液等的各种改变（生理、生化、生物力学）均造成了

ＯＡ的进一步恶化
［４］。而关节滑膜中 ＭＭＰｓ的过多分泌，也进

一步打破了整个关节微环境ＭＭＰＴＩＭＰ的平衡，除了造成关

节滑膜本身局部的病理改变外，还进一步加剧了关节软骨细胞

外基质的持续性降解，成为 ＯＡ一系列退行性改变的重要原

因。ＭＭＰｓ除了能够降解细胞外基质，它还参与调解许多细

胞外基质以外蛋白的活性［５］，诸如生长因子、细胞因子、趋化因

子、细胞受体、丝氨酸拮抗剂以及其他的 ＭＭＰｓ
［６］。其中，

ＭＭＰ１４是 ＭＭＰｓ家族中的主要成员之一，是一种膜型蛋白

酶，除了能够降解不同的细胞外基质成分，比如Ⅰ／Ⅱ／Ⅲ型胶

原以及纤连蛋白和层粘连蛋白外［７］，ＭＭＰ１４作为细胞表面的

脱落酶还能够裂解许多膜型蛋白。目前研究的热点主要集中

于 ＭＭＰ１４能够激活其他的 ＭＭＰｓ，其中主要包括ＰｒｏＭＭＰ

１３和ＰｒｏＭＭＰ３。ＭＭＰ１３在ＯＡ软骨细胞的合成和分解代

谢中起着重要的作用，主要降解Ⅱ型胶原纤维，还有蛋白聚糖

以及软骨中一些较大的蛋白多糖［８］，ＭＭＰ３则分解软骨中其

他的一些蛋白聚糖，包括链接蛋白、糖蛋白［９］，这些蛋白在维持

蛋白聚糖和透明质酸形成的非共价键稳定结构中起着重要作

用。这一过程促进了关节微环境中 ＭＭＰ１３和 ＭＭＰ３的高

表达，进一步加速了关节软骨的破坏。最新的研究表明，

ＭＭＰ１４在软骨细胞的表面表达并且能够激活ＰｒｏＭＭＰ２，

通过 ＭＭＰ１４激活的 ＭＭＰ２可以腐蚀软骨细胞周围所有的

细胞外基质成分，包括蛋白聚糖［１０］。

以往对 ＭＭＰ１４的研究多集中在风湿性关节炎，认为

ＭＭＰ１４的高表达可以促使类风湿关节滑膜成纤维细胞侵入

至关节软骨，导致关节结构的破坏［１１］，而在ＯＡ滑膜中的深入

研究较少。本课题前期研究表明，ＯＡ滑膜中 ＭＭＰ１４的蛋白

表达升高，并主要于滑膜衬里细胞细胞质中表达［１２］。本实验

采用ＲＴＰＣＲ的方法从基因水平检测到滑膜组织中 ＭＭＰ１４

ｍＲＮＡ在实验组与对照组中的表达差异有统计学意义（犘＜

０．０５），表明在 ＯＡ滑膜中 ＭＭＰ１４在基因水平也存在高表

达，进一步说明 ＭＭＰ１４与ＯＡ有重要关系，可能有促进骨关

节炎发展恶化的作用。另外，关节滑液作为关节滑膜与软骨之

间的重要媒介之一，在ＯＡ的发展过程中也起着重要的作用，

其中 ＭＭＰ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３在滑液中高

表达［１３］，表明这些 ＭＭＰｓ从滑膜或软骨中激活并迁移释放至

关节液中，促使整个关节微环境中 ＭＭＰＴＩＭＰ的平衡失调。

而本实验滑液中 ＭＭＰ１４蛋白的表达低于对照组，表明

ＭＭＰ１４蛋白的表达主要发生在滑膜细胞内，并未大量分泌至

关节滑液中，而滑液中 ＭＭＰ１４的低表达可能与其激活途径

有关，通过诱导滑膜细胞中的 ＭＭＰ１４转移至细胞膜表面而

发挥调节激活其他酶初始活化的作用，软骨细胞中 ＭＭＰ１４

的激活过程可能也与滑液中低表达有关。从而表明 ＭＭＰ１４

除了本身的细胞外基质降解作用之外，其激活活化调节作用在

ＯＡ的发展过程中也至关重要。另外，ＭＭＰ１４在ＯＡ中研究

较少，其原因是 ＭＭＰ１４基因敲除的小鼠在短期内均死亡，并
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表现出与细胞外基质处理缺失相关的严重的发育畸形，这也表

明 ＭＭＰ１４在整个细胞外基质代谢过程中的重要作用，但是

其相关酶激活活化途径仍然有待进一步研究完善。

临床上对ＯＡ引起的关节疼痛常选择关节腔内注射透明

质酸，而国外文献报道，透明质酸在ＯＡ滑膜中可以通过抑制

ＩＬ１β诱导的 ＭＭＰｓ的活性达到治疗目的
［１４］。表明在滑膜组

织中特异性的抑制或封闭 ＭＭＰｓ的活性，可以为临床治疗ＯＡ

提供一定的指导。

本研究从基因水平检测到 ＭＭＰ１４在ＯＡ滑膜组织中高

表达，表明 ＭＭＰ１４自身在骨关节炎发生、发展过程中起着重

要作用；而滑液中 ＭＭＰ１４蛋白的低表达可能与 ＭＭＰ１４的

激活途径有关，通过其在滑膜细胞的膜性转移激活其他相关酶

的活化，从而间接促进骨关节炎的恶化。因此，选择性的封闭

或抑制 ＭＭＰ１４及相关的信号通路，有助于加强维持关节软

骨乃至整个关节微环境的稳定。
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