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观察去势大鼠髁突软骨组织学变化!并检测雌激素受体"

34

#和
!

型胶原"
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#的表达!分析去势后髁突软

骨生长代谢的变化!探讨雌激素缺乏与颞下颌关节骨关节病"
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#的关系$方法
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染色观察大鼠去势后不同时期髁突软骨组

织学变化!免疫组织化学法检测去势大鼠髁突软骨
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及
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表达!并运用图像分析仪测量并计算其平均阳性染色面积百分比$

结果
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雌激素缺乏导致髁突软骨退行性改变$去势后大鼠
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的表达受到抑制!且随作用时间的延长!其作用增强$结

论
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雌激素缺乏或低下导致大鼠髁突软骨病损$低浓度雌激素降低或抑制
34

表达!髁突软骨胶原表达与雌激素相关$

"关键词#

!

软骨%受体!雌激素%胶原%髁突软骨%平均阳性染色面积百分比

"中图分类号#

!

4'1'

%

4-/%&$

"文献标识码#

!

8

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$)

#

%'.%''(.%'

!"

#

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

/#

%

!

0(11,

2

%)').3%0()-

/

1,$0,$.'1,

2

%(*(4,$'%0.(5'6%-$,.&

"

!"#$

%

&'()*$

%

#

+#,-,#$.,$

#

/,'!"*$

%

0,$

#

1#$2,

$

2(

3

#)45($4*

6

7)#08$#4*5

9

#$:;"

9

<,*0*

%9

#

!'$

9

,=(:,>#0?*00(

%

(

#

!'$

9

,

#

@',A"*'2)'%%'

#

?",$#

%

!!

&

78&.$,0.

'

!

98

:

%0.'4%

!

:"";+<=><?@<!

A

,BC#D@#+?"6"

E

#DB6D@B,

E

<+"FD",!

A

6B=DB=?#6B

E

<

#

B,!!<?<D?<G

H

=<++#","F<+?="

E

<,=<.

D<

H

?"=+B,!D"66B

E

<,?

AH

<

!

#,?@<">B=#<D?"C#I<!=B?

#

<G

H

6"=#,

E

?@<=<6B?#",+@#

H

;<?J<<,78B,!B;,"=C#?

A

"F+@"=?#,

E

<+?="

E

<,&

;%.3(-&

!

9#+?"6"

E

#DB6D@B,

E

<+"FD",!

A

6B=DB=?#6B

E

<"F?@<">B=#<D?"C#I<!=B?B?!#FF<=<,?B

E

<+J<=<";+<=><!;

A

93+?B#,#,

E

C<?@.

"!&:@<<G

H

=<++#","F<+?="

E

<,=<D<

H

?"=+B,!D"66B

E

<,?

AH

<

!

J<=<!<?<=C#,<!;

A

#CCK,"@#+?"D@<C#DB6C<?@"!

#

B,!?@<B><=B

E

<

H

<=.

D<,?B

E

<"F

H

"+#?#><+?B#,#,

E

B=<BJB+C<B+K=<!;

A

#CB

E

<B,B6

A

I<=&+%&<1.&

!

:@<6BDL"F<+?="

E

<,6<!?"?@<!<

E

<,<=B?#","FD",!

A

6B=

DB=?#6B

E

<&:@<<G

H

=<++#","F34B,!5"6

!

J<=<+K

HH

=<++<!B?6"JD",D<,?=B?#","F<+?="

E

<,

#

B,!?@<+<<FF<D?+J<=<<,@B,D<!J@<,

?@<?=<B?#,

E

?#C<JB+

H

="6",

E

<!&=()01<&'()

!

:@<6BDL"F<+?="

E

<,C#

E

@?6<B!?"?@<=B?M+D",!

A

6B=DB=?#6B

E

<6<+#",

#

B,!?@<6"JD",.

D<,?=B?#","F<+?="

E

<,D"K6!+K

HH

=<++?@<<G

H

=<++#","F34&:@<+<=<+K6?+@#

E

@6#

E

@??@<=<+K6?+?@B?<G

H

=<++#","FD",!

A

6B=DB=?#6B

E

<

D"66B

E

<,#+B++"D#B?<!J#?@<+?="

E

<,&

&

>%

/

?($-&

'

!

DB=?#6B

E

<

(

=<D<

H

?"=+

#

<+?="

E

<,

(

D"66B

E

<,

(

D",!

A

6B=DB=?#6B

E

<

(

B><=B

E

<

H

<=D<,?"F

H

"+#?#><B=<B

!!

雌激素与雌激素受体$

<+?="

E

<,=<D<

H

?"=+

#

34

%结合在生物

体内有着十分广泛的生物学效应#

34

的数量及功能与雌激素

的生物学效应发挥密切相关)研究报道多种属颞下颌关节中

均存在
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#且以髁突软骨分布最多#因此探究雌激素对髁突

软骨的生物学作用日益受到重视)雌激素水平的异常变化#通

过不同作用机制导致软骨动态代谢失衡出现一系列生理和病

理改变#提示雌激素水平对维持软骨的正常功能具有重要意

义#由此推测雌激素对颞颌关节紊乱病$
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物学效应及平衡无一不与
34

息息相关)

34

主要有两种亚型
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#其不论是生物学效应还是分布均存在较大的差异#
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和
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在不同组织发挥不同生物学效应的基础)探
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%染色和免疫组织化

学的方法检测去势大鼠不同时期髁突软骨形态学变化#以及软
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单克隆抗体#雌激素受
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性染色面积和被测量面积#最后计算出总的平均阳性染色面积

百分比)
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统计学处理
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采用
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软件进行统计学分析#计

量资料用
. <̀

表示#进行单因素方差分析#组间两两比较采用

PWa

检验#以
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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大鼠髁突软骨
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染色结果
!

对照组大鼠髁突软骨各层

细胞排列整齐#界限清晰#增殖层和过渡层细胞较小#排列紧

密#肥大层细胞胞核大而深染(去势组大鼠髁突软骨厚度变薄#

尤以肥大层明显#细胞排列无序#界限不清晰#细胞层数由对照

组的
)

$

/

层减少至
'

$

0

层#肥大层细胞体积明显变小#胞核

亦较小且淡染#细胞密度稀疏#见图
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34

#

免疫组织化学染色观察
!

对照组
34

"

主要在

过渡层和肥大层表达#过渡层细胞质内可见大量棕黄色的异染

基质#而细胞核偶见异染棕黄色#细胞外基质呈浅蓝色(肥大层

软骨细胞的细胞质与细胞核均被异染成棕黄色#且分布均匀#

钙化软骨层
34

"

少量表达#纤维层和增殖层未见表达)去势

组细胞明显小于对照组#细胞核亦较小#

34

"

仅表达于肥大层

的软骨细胞内#细胞质少有棕黄色染色#而细胞核均被异染成

棕黄色#随着去势时间的延长#肥大层细胞明显变小#密度降

低#软骨细胞内
34

"

阳性染色逐渐减弱)对照组
34

#

在大鼠

髁突软骨呈不均质性分布#纤维层和增殖层未见表达#过渡层

可见
34

#

表达#细胞质被异染成棕黄色#细胞核呈浅蓝色#

34

#

集中表达于肥大层#细胞质与细胞核均可被异染成棕黄色#且

以细胞核内强表达#钙化软骨层
34

#

少量表达#颜色较前两层

浅)去势组大鼠过渡层偶见
34
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表达#主要表达在细胞质#

34

#

集中表达于肥大层#细胞质与细胞核均可被异染成棕黄

色#且以细胞核内强表达)随时间的延长#肥大层细胞逐渐变

小#细胞核亦变小#其在细胞内的表达亦较弱#染色较浅#有些

细胞甚至不表达#见图
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!正常组大鼠髁突软骨
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染色(
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!正常组大鼠髁突软骨
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免疫组织化学染色(
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髁突软骨
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免疫组织化学染色(
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!正常组大鼠髁突软骨
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!

免疫组织化学染色(
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!去势三月组大鼠髁突软骨
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染色(

b

!去势三月组大鼠髁突

软骨
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免疫组织化学染色(

V

!去势三月组大鼠髁突软骨
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#

免疫组织化学染色(

9

!去势三月组大鼠髁突软骨
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!

免疫组织化学染色)

图
$

!!

大鼠髁突软骨中部
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及免疫组织化学染色结果%

]$%%

&

A&B

!
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!

的免疫组织化学染色观察
!

对照组
5"6

!

在大鼠髁

突软骨呈不均质表达!髁突软骨纤维层*增殖层可见小而密集

的细胞#细胞核染成蓝色#细胞质及细胞外基质染成极浅的淡

黄色#不易分辨(过渡层的细胞外基质染成较浅的棕黄色#细胞

核染色较浅#细胞质染色较深#细胞与细胞外基质界限不清(肥

大层细胞外基质染成大片棕黄色#与细胞界限清晰#细胞质染

色较深而细胞核染色较浅(钙化软骨层胞外基质较少#可见少

量条状异染棕黄色基质#细胞质呈空泡状#细胞质与细胞核界

限清晰)去势组髁突软骨
5

!

集中表达于肥大层软骨细胞胞

外基质#细胞内亦有少量棕黄色染色#主要表达在细胞质内)

随着去势时间的延长#细胞内和细胞外
5"6

!

阳性表达逐渐减

弱#见图
$
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A&C
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平均阳性面积百分比
!

去势组大鼠髁突软骨
34
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*

34

#
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平均阳性面积百分比较对照组均明显降低#具有统计学

意义$
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#

%&%2

%)且随去势时间延长#

34
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34

#

*

5"6
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的平均

阳性面积百分比均逐渐降低#见表
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表
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大鼠
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免疫组织化学染色平均
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阳性面积百分比%
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去势三月组
/ (&)̀ %&)

B

0&%̀ %&(

B

$'&2̀ $&0

B

!!

B

!

;

#

%&%2

#与对照组比较)
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国内外众多研究显示#动物或人的关节组织内
34

表达与

雌激素的水平密切相关#雌激素发挥生理作用需要
34

的介

导#与受体结合#形成激素
.

受体复合物#进入细胞核或细胞质
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重庆医学
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年
$

月第
02

卷第
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期



内#诱导不同生物化学效应&

$.1

'

)

OB#

等&

'

'和
7+@#CB

等&

0

'应用免疫组织化学技术和葡聚

糖
.

炭末法在电镜下定量大鼠关节软骨
34

表达水平#发现老

年雌性大鼠和去势大鼠
34

表达量明显下降#而于世宾等&

2

'的

实验结果提示早期应用雌激素干预可抑制去势大鼠髁突软骨

中
34

水平降低#从而防止
78

的发生)另有研究证明#

34

调

节剂具有
34:

的作用#且能促进
34

的表达水平&

)

'

)本实验

通过免疫组织化学方法检测去势后大鼠不同时期髁突软骨

34

差异表达#结果显示#随着去势时间延长#

34

的平均阳性

染色面积百分比呈倍增降低#借此#推测雌激素水平的降低#抑

制了髁突软骨细胞
34

的表形和表达#进而出现髁突软骨的病

变)有学者分析#去势或卵巢功能衰竭后
34

"

*

34

#

的表达下

调#是由于体内雌激素水平过低导致+相对闲置,的
34

降解#

进而导致
34

的下降)且
34

主要分布在肥大层#其表达水平

与肥大层及过渡层的厚度密切相关)因此#随着机体雌激素水

平的异常改变#

34

降低#依赖于
34

调节机制失衡#导致细胞

代谢紊乱#肥大层逐渐变薄#细胞数量减少&

-

'

)

有研究证明在雌激素水平波动时#可以通过影响白细胞介

素
$

#

$

RY.$

#

%和基质金属蛋白酶$

NN_+

%等相关细胞因子#进

而影响髁突软骨的代谢&

/.$%

'

)庞磊等&

$$

'和宋春平等&

$1

'研究结

果显示#雌激素影响髁突软骨细胞的增殖分化#依剂量不同其

作用具有双向性#在生理剂量范围内$

$%.$%.$%./N

%#表现为促

进作用#且与剂量呈正相关#高浓度或低浓度的雌激素水平均

会降低软骨细胞增殖#增加细胞凋亡)本实验以动物模型为研

究对象#髁突软骨
93

染色结果显示#大鼠机体低浓度雌激素

水平时#呈现出髁突软骨细胞生长代谢被抑制的表象#表现为

细胞和细胞核变小#细胞层数减少#细胞密度降低#排列层次紊

乱#软骨厚度变薄等)

张跃蓉等&

1

'实验证明
34

与
5"6

!

在髁突软骨中分布一

致#雌激素可选择性的结合不同亚型的
34

#从而调节髁突软

骨细胞分泌
5"6

!

的能力)动物实验表明#卵巢切除后#大鼠

髁突关节表面出现胶原纤维松解*肥大层变薄*软骨层次紊乱

及骨小梁疏松等一系列的退行性样改变(

7<+?<=

E

BB=!

等&

)

'在

研究去势
PO

大鼠模型发现#

5"6

!

的降解定位于软骨缺损区)

4B>,

等&

$'

'发现#

34:

治疗的绝经后妇女#尿中
5"6

!

羧基末

端肽的水平降低#推断
5"6

!

的降解水平明显降低#表明
5"6

!

降解受到抑制)本实验结果显示#去势组大鼠髁突软骨内
5"6

!

的平均阳性染色面积百分比随着去势时间延长显著下降#证

明雌激素的缺乏导致髁突软骨
5"6

!

降解#细胞外基质损失#

软骨出现病损)有研究显示#去势后由于关节软骨内
34

应激

能力降低#软骨组织中
NN_

表达增高#使其与组织抑制物金

属蛋白酶抑制物$

:RN_+

%的平衡被打破#导致
5"6

!

代谢增

加#软骨基质破坏(

Y#

等&

/

'研究证明在雌激素缺乏的情况下#

骨关节内
RY.$

#

*

RY.)

#

的含量会升高#而
RY.$

#

*

RY.)

#

受体拮抗

剂$

RY.$

"

%的活性会被抑制#转化生长因子
.

#

$

:Vb.

#

%能促进蛋

白多糖的合成和软骨细胞的增殖&

$0

'

#并刺激
:RN_+

合成#抑

制了
NN_+

对软骨的降解作用#机体内生理浓度的雌二醇有

利于软骨细胞表达
:Vb.

#

$

#雌二醇浓度的降低将减少
:Vb.

#

$

表达#且不利于髁突软骨细胞的表型的维持(邢艳等&

$2

'的动物

实验研究也表明#雌激素的异常变化能同时引起
48

滑膜细胞

RY.)

*

RY.$

及
NN_.$

"

:RN_.$C4W8

的异常表达#提示雌激

素水平相对过高或过低#可以通过影响关节滑膜等组织#间接

对关节软骨产生不利的影响)雌激素对髁突软骨的影响需要

的
34

介导#所以最终作用机制与
34

的异常表达也密切

相关)
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