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·论著·

βｃａｔｅｎｉｎ在大鼠髋脱位股骨头浅层软骨中的表达
及意义

王　彭　宁　波　裴新红　马瑞雪

【摘要】　目的　检测βｃａｔｅｎｉｎ在大鼠髋脱位股骨头软骨浅层中的动态表达，探讨βｃａｔｅｎｉｎ与髋脱
位关节软骨早期退变以及与在不同应力区域表达的关系。 方法　选取新生 Ｗｉｓｔａｒ大鼠８０只，随机分
成髋脱位组（ｎ＝４０）和对照组（ｎ＝４０），持续固定１０ｄ建立新生大鼠髋脱位模型后去除外固定，分别于
鼠龄第２、４、６、８周处死、离断髋关节，用于测量组织形态和βｃａｔｅｎｉｎ免疫组化，应用ｑＲＴＰＣＲ检测股骨
头软骨中βｃａｔｅｎｉｎ的ｍＲＮＡ表达。 结果　①成功制作髋脱位动物模型，髋臼指数及股骨头指数在不
同时段表现出显著差异（Ｐ＜０００１）。②髋脱位组镜下可见软骨排列紊乱，后期出现软骨表面裂隙以及
溃疡；Ｍａｎｋｉｎ评分早期无显著性差异；于第４、６、８周表现出显著差异。股骨头浅层软骨 βｃａｔｅｎｉｎ的表
达于第２周时实验组明显高于对照组；第４周时实验组明显低于对照组；第６、８周实验组表达显著增
多。髋脱位组中Ｍａｎｋｉｎ评分与βｃａｔｅｎｉｎ之间有相关关系。βｃａｔｅｎｉｎ的ｍＲＮＡ表达在不同时段均有显
著差异，在对照组中呈现逐渐下降趋势，而在实验组中却逐渐上调。 结论　βｃａｔｅｎｉｎ在髋脱位股骨头
浅层软骨的发育和退变中发挥着双向调控作用，可能与异常应力的作用有着密切关系。
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ｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｈｉｐｂｙｅｘａｍｉｎｉｎｇｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌｚｏｎｅｓｏｆｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄ．Ｍｅｔｈｏｄｓ８０ｎｅｏｎａｔａｌＷｉｓｔａｒ
ｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｉｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｉｐ（ＤＤＨ）ｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＤＤＨ
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ｔｉｏｎｗｉｔｈａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｇｏｔｃｌｏｓｅｔｏｍａｔｕｒｉｔｙ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｌｙ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎｉｎｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ
ｚｏｎｅａｔ２ｗｅｅｋｓｏｌｄｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎＤＤＨｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｎｏｒｍａｌｃａｒｔｉｌａｇｅ，ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｉｔ
ｓｈｏｗｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｇａｉｎａｄｊａｃｅｎｔｔｏｍａｔｕｒｉｔｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ βｃａｔｅｎｉｎｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌｚｏｎｅｓｏｆｃａｒｔｉｌａｇｅ
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】Ｐｒｏｔｅｉｎｓ／ＣＨ；ＨｉｐＤｉｓｌｏｃａｔｉｏｎ；ＦｅｍｕｒＨｅａｄ；Ｒａｔｓ

　　发育性髋关节脱位（ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｉｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅｈｉｐ，ＤＤＨ）是儿童下肢常见关节畸形之一，随着
早期筛查工作的开展，ＤＤＨ得到及时诊治，通常越
早复位，髋臼塑形越理想［１］。有流行病学调查显

示，髋脱位治疗后残余髋关节发育不良或者再脱位，

·０５３·
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是骨性关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）的重要致病因
素［２］。ＤＤＨ向 ＯＡ演变的机制仍在进一步探讨之
中。研究表明，βｃａｔｅｎｉｎ作为 Ｗｎｔ信号通路的关键
因子之一，不仅在关节的形成及发育过程中起重要

作用，在骨关节疾病患者关节软骨中的表达也往往

升高［３］。体外实验表明机械应力能够激活成骨细

胞中的Ｗｎｔ通路，导致βｃａｔｅｎｉｎ表达上调［４］。发育

性髋脱位的髋关节由于长期处于异常生物力学环境

中，关节软骨中βｃａｔｅｎｉｎ的表达是否受到这种异常
生物力学的影响，尚未见相关报道。作者通过新生

大鼠髋脱位动物模型，观察髋脱位在向早期骨性关

节炎演变的过程中，关节软骨中 βｃａｔｅｎｉｎ在不同时
段的动态表达，为进一步探讨异常应力与 βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路之间的关系提供参考。

材料与方法

一、材料

实验动物来自复旦大学医学院动物研究所

Ｗｉｓｔａｒ新生大鼠（ＳＰＦ级）。试剂包括：４％多聚甲
醛；ａｎｔｉβｃａｔｅｎｉｎ（兔抗鼠 ＡｂｃａｍＵＳＡ）；ＥｎｖｉｓｉｏｎＴＭ

ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＤＡＫＯ）；Ｔｒｉｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
Ｐａｉｓｌｅｙ，ＵＫ）；ＲｅｖｅｒＴｒａ ＡｃｅｑＰＣＲＲＴｋｉｔ（ＴＯＹＯ
ＢＯ，Ｊａｐａｎ）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（ＴＯＹＯＢＯ，Ｊａｐａｎ）。软件：ＩａｍｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０；ＡＢＩ
ＰＲＩＳＭ ３７３０ＨＴ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ；
ＳＰＳＳ１６．０

二、方法

１．动物模型及分组：将８０只新生 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
随机分成两组：ＤＤＨ组（ｎ＝４０）和对照组（ｎ＝４０）。
根据赵小明的方法［５］（图 １Ａ），对ＤＤＨ组新生大鼠
进行双下肢医用橡皮胶带连续固定。１０ｄ后去除
胶带固定使其自由活动。并分别于鼠龄２周（ｎ＝
１０）、４周（ｎ＝１０）、６周（ｎ＝１０）、８周（ｎ＝１０）处死，
离断髋关节，一部分髋关节用多聚甲醛固定后脱钙

制成冠状面标本，测量髋关节形态［按图１Ｂ测量髋
臼宽度和深度以及股骨头宽度和深度，计算髋臼指

数（深度／宽度×１００％）以及股骨头指数（股骨头软
骨厚度／宽度 ×１００％）］［６］。将标本脱水、透明、石
蜡包埋制成切片用于组织化学染色；另一部分髋关

节分离股骨头软骨后用于ｍＲＮＡ提取。
２．βｃａｔｅｎｉｎ免疫组织化学：常规将切片脱蜡

至水，ＰＢＳ冲洗，柠檬酸盐及微波进行联合抗原修
复，０．３％过氧化氢封闭，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，羊

血清封闭非特异性抗原，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，加
入Ⅰ抗βｃａｔｅｎｉｎ（兔抗鼠稀释倍数１∶１５０），３７℃孵
育１ｈ，然后４℃过夜，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，加入
Ⅱ抗（ＤＡＫＯ），３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×
３次，镜下观察，开始显色即用 ＰＢＳ冲洗 ５ｍｉｎ×３
次，终止显色反应，最后用苏木精复染，ＰＢＳ冲洗
５ｍｉｎ×３次，晾干后用中性树胶封片，并在镜下拍
片存档。阴性对照用 ＰＢＳ代替Ⅰ抗。细胞浆中棕
褐色颗粒为 βｃａｔｅｎｉｎ阳性表达。选择５张切片，每
张切片选择５个不同的视野，参照改良Ｍａｎｋｉｎ评分
标准（０＝正常软骨；１＝局部纤维化；２＝广泛纤维
化；３＝软骨裂隙至移行层；４＝裂隙至放射层；５＝裂
隙至钙化层；６＝软骨完全丢失）［７］。并将软骨的病
理改变进行分级（轻度：０～３；中度：４～６；重度：７～
９；极重度：１０～１２）。应用 ＩＰＰ６．０软件将灰度转换
成光密度，半定量计算阳性细胞的棕色颗粒面积

（图 ２）。
三、βｃａｔｅｎｉｎ的ｑＲＴＰＣＲ
将离断髋关节的股骨头软骨锐性剥离后在液氮

中研磨并用 Ｔｒｉｚｏｌ提取总 ＲＮＡ，ＲＮＡ的浓度通过分
光光度计测量ＯＤ２６０／２８０获得 ＲＮＡ的纯度；并通过琼
脂糖电泳了解ＲＮＡ的完整性。然后将１μｇ样品加
热６５℃共 ５ｍｉｎ，并快速在冰上冷却，然后配成
２０μＬ体系（５ｘＲＴ缓冲液 （４μＬ），ＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ
（１μＬ），引物 Ｍｉｘ（１μＬ×２），灭酶用水加至
２０μＬ），按照ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴｋｉｔ试剂盒的说
明步骤（３７℃下孵育１５ｍｉｎ，然后９８℃下５ｍｉｎ）逆
转录合成ｃＤＮＡ并终止反应。ｃＤＮＡ产物通过分光
光度计测 ＯＤ２６０／２８０获得 ｃＤＮＡ的纯度；然后取５μＬ
的ｃＤＮＡ按照 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘｋｉｔ试剂盒说明书程序配成 ５０μＬ体系（５μＬ
ｃＤＮＡ（１００ｎｇ），２μＬ×２引物 （１０μＭ），２５μＬｏｆ
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，ａｎｄ１６μＬ
灭酶用水）进行扩增。以βａｃｔｉｎ作为内参。引物序
列：βｃａｔｅｎｉｎ上 游 （５′３′）：ＧＣＡＡＴＣＡＧＧＡＡＡＧ
ＣＡＡＧＣＴＣ；下游 （５′３′）ＴＣＡＧＣＡＣＴＣＴＧＣＴＴＧＴＧ
ＧＴＣ；βａｃｔｉｎ上游（５′３′）：ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧ
ＧＣＴＣＣＴＡ；下 游 （５′３′）：ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴ
ＧＣＴＴＧＣＴＧ。结果用相对定量法（２－ΔΔＣＴ）表示。

四、统计学处理

应用ＳＰＳＳ１６．０统计学软件，采用非配对独立样
本ｔ检验进行统计学分析；对于 ＤＤＨ组 Ｍａｎｋｉｎ评
分与 βｃａｔｅｎｉｎ表达之间的关系采用单因素方差分
析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
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结　果

一、大体形态观察

冠状面标本证实模型制作成功（图 １Ｃ），制模
率３６／４０（９０．０％）。股骨头变形变小，髋臼变浅，臼
内有软组织填充，ＤＤＨ组髋臼指数明显变小（表
１），股骨头宽度也发生类似变化（表 ２）。
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表１　不同时段髋臼指数的差异（ｘ±ｓ）

组别 第２周 第４周 第６周 第８周

对照组 ３１．５±１．８１ ４１．４±２．２１ ４７．４±１．９０ ５０．０±１．９１
ＤＤＨ组 ２０．７±１．９６ ２８．９±１．７２ ３８．６±１．５０ ２３．８±２．３７
ｔ值 ７．０１ ７．７４ ６．２８ １４．９
Ｐ值 ０．００２ ０．００１ ０．００３ ０．０００

　　注： Ｐ＜０．００５， Ｐ＜０．００１

表２　不同时段股骨头指数的差异 （ｘ±ｓ）

组别 第２周 第４周 第６周 第８周

对照组 ９９．１±１．５ ９７．５±２．４ ９７．１±１．８ ９５．１±２．６
ＤＤＨ组 ８５．５±２．１１ ８４．９±０．１５ ７３．９±０．３０ ５４．５±３．４１
ｔ值 ３．１５ ６．４１ ３．８９ ７．４３
Ｐ值 ０．０２５ ０．００１ ０．０１８ ０．００２

　　注： Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　　二、组织形态学观察
第２周：对照组软骨浅层 βｃａｔｅｎｉｎ低表达（图

２Ａ），而实验组浅层 βｃａｔｅｎｉｎ表达明显增多（图
２Ａ′），但细胞数目显著减少，软骨表层光滑，未见有
裂隙或者纤维化。第４周：对照组软骨 βｃａｔｅｎｉｎ表
达明显增加（图 ２Ｂ），而实验组软骨细胞局部聚集
成簇，总体细胞增多，没有出现平行结构，部分区域

软骨细胞丢失，细胞外基质淡染，表面无纤维化或裂

隙形成，且βｃａｔｅｎｉｎ明显低表达（图 ２Ｂ′）；第６周：
对照组软骨浅层βｃａｔｅｎｉｎ表达明显降低，而深层肥
大软骨细胞中的表达持续增高（图 ２Ｃ）；实验组软
骨表面出现纤维化改变，细胞成簇，浅层和移行层中

表达明显增加，细胞数目也相对增多（图 ２Ｃ′）；第８
周：对照组βｃａｔｅｎｉｎ表达很弱（图 ２Ｄ），实验组软骨
表层出现溃疡，但软骨细胞相对较多，移形层软骨陷

窝内出现细胞丢失（图 ２Ｄ′）。形态学 Ｍａｎｋｉｎ评分
（表３）在第２周无显著差异（Ｐ＞０．０５），而在第４、
６、８周时表现出显著性差异（Ｐ＝０．０００）。Ｍａｎｋｉｎ
评分与βｃａｔｅｎｉｎ表达有明确相关关系（表 ４）。

三、βｃａｔｅｎｉｎ在浅层软骨不同时段不同区域的
表达
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表３　两组不同时段Ｍａｎｋｉｎ评分的差异（ｘ±ｓ）

组别 第２周 第４周 第６周 第８周

对照组 １．０２±０．８２ １．５１±０．５８ １．５４±０．５８ ２．２５±０．５１
ＤＤＨ组 １．４２±０．５５ ５．８４±０．８４ ９．２０±１．３２ １２．６±１．１４
ｔ值 －０．８８２ －８．７ －１０．８ －１６．７
Ｐ值 ０．４０７ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：Ｐ＜０．００１

表４　Ｍａｎｋｉｎ评分与βｃａｔｅｎｉｎ表达之间的关系（ｘ±ｓ）

Ｍａｎｋｉｎｓｃｏｒｅ βｃａｔｅｎｉｎ

轻度（０～３分） ５５２±３０．７

中度（４～６分） ２６３±２８．１

重度（７～９分） ３２４±４４．９

极重度（１０～１２） ５０９±６０．９

　　对照组 βｃａｔｅｎｉｎ的 ｍＲＮＡ表达（１．０５±０．０５）
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在第２周明显低于 ＤＤＨ组（１．４２±０．０５），Ｐ＜
００１；在第４周大鼠股骨头软骨中的表达（５．５８±
０８５）明显高于ＤＤＨ组（１．８５±０．４６），随着发育成
熟，对照组βｃａｔｅｎｉｎ的表达明显低于 ＤＤＨ组（Ｐ＜
０．０１，表５）。

表５　不同时段βｃａｔｅｎｉｎ的ｍＲＮＡ表达差异（ｘ±ｓ）

组别 第２周 第４周 第６周 第８周

对照组 １．０５±０．０５ １．８５±０．４６ ０．３１±０．０６ ０．４１±０．０３
ＤＤＨ组 １．４２±０．０５ ２．９５±０．５８ ５．５８±０．８５１４．８±０．６０
ｔ值 －８．５７８ ６．７４７ －７．７２６ －４１．１
Ｐ值 ０．００１ ０．００３ ０．００２ ０．０００

　　注：Ｐ＜０．００５

讨　论

建立髋脱位动物模型主要是通过改变髋关节的

体位，从而使髋关节受到异常生物力学的作用而导

致髋关节发育异常。近期有学者通过新生大鼠模拟

襁褓体位固定，发现也能成功制作髋脱位模型［５］。

因此，本实验采用新生大鼠襁褓体位固定创建髋脱

位模型动态观察髋脱位向骨关节炎演变以及关节软

骨的相关实验研究。

评价髋脱位动物模型制作是否成功主要依靠影

像学检查，如髋臼指数、Ｓｈａｒｐ角、中心 —边缘角、髋

臼覆盖率等。由于新生大鼠股骨头软骨尚未骨化，

髋关节体积小，无法在 Ｘ线、ＭｉｃｒｏＣＴ上显影，给髋
关节的形态测量带来不便。因此，选择一个合适的

测量方法以及观察指标对于了解髋脱位的演变过程

十分重要。冠状面的髋关节标本既可以直观观察股

骨头和髋臼的相应解剖关系判断模型是否制作成

功，并且通过拍照存档借助软件测量相关髋关节形

态学参数。ＨｅｙｍａｎＣＨ的方法为本试验测量髋脱
位的关节形态改变提供了很好的依据［６］。

尽管髋脱位的病因目前仍未清楚，但有多项研

究表明，婴儿出生时髋臼深度相对变浅，髋关节处于

不稳定状态［８，９］。如果受到外力作用，很容易发生

髋关节脱位。因此，襁褓位作为髋脱位发病的高危

因素成为制作动物模型的理论基础［１０］。维持髋关

节稳定的解剖学因素是髋臼直径、深度和股骨头的

比例。从本研究结果来看，早期解除外固定后，髋关

节再次获得发育的机会，第２、４周龄段股骨头以及
髋臼指数逐渐增长；但由于股骨头未能获得复位，所

以髋关节持续受到异常生物力学的作用，进而影响

髋关节继续发育。到了第６、８周阶段，与第４周相

比，两者之间显著不匹配，而根据 ＨａｒｒｉｓＨ［１１］头臼
同心是髋关节发育的先决条件，髋臼和股骨头发育

显然遇到停滞，在此阶段关节软骨出现不可逆退行

性改变。临床已经证实如果尽早使髋关节获得复

位，而动物实验发现髋关节能否获得复位并逆转关

节软骨退行性改变，与动物模型年龄、固定持续时间

以及方式有密切关系。研究发现固定时间越短，软

骨逆转恢复的可能性越大［１２］。而动物的年龄直接

影响到关节软骨的生物力学特性。

βｃａｔｅｎｉｎ是经典 Ｗｎｔ通路中的关键蛋白，在软
骨细胞形成、分化和细胞外基质代谢过程中发挥着

重要的调控作用，但对于不同时期、不同部位软骨细

胞的调控作用大不相同。βｃａｔｅｎｉｎ在关节形成过程
中起着关键性作用。Ｇｕｏ发现在滑膜关节的早期形
成阶段，βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白表达水平以及转录活性明
显上调，如果将软骨细胞中 βｃａｔｅｎｉｎ基因敲除后，
关节分化出现阻滞［１３］。然而，βｃａｔｅｎｉｎ在成熟软骨
细胞中的表达却相反。ＺｈｕＭ有条件的激活成熟软
骨细胞的 βｃａｔｅｎｉｎ基因，发现软骨分化提前，并出
现了骨关节炎样改变［１４］。ＢｌｏｍＡＢ在检测人类关
节炎的关节软骨和滑膜中，也发现 βｃａｔｅｎｉｎ表达明
显上调［３］。ＴａｍａｍｕｒａＹ研究发现，在非成熟软骨细
胞中激活βｃａｔｅｎｉｎ能够阻止软骨发育成熟，抑制蛋
白多糖以及Ⅱ型胶原等细胞外基质的表达，而在成
熟软骨细胞中激活 βｃａｔｅｎｉｎ却更容易刺激软骨肥
大分化，从而表达 ＭＭＰ—１３、ＶＥＧＦ等促进基质矿化
的标志物［１５］。因此，βｃａｔｅｎｉｎ在骨关节炎的发展过
程中的作用越来越受到人们重视。βｃａｔｅｎｉｎ信号通
路可以通过刺激细胞外基质代谢基因的表达和软骨

细胞的活性而导致关节发生退变［１６］。

关节软骨浅层由于独特的细胞形态以及生物力

学、生物化学特性以致其在维持关节功能方面有着

重要意义［１７］。浅层软骨中含有软骨干细胞或者祖

细胞，在关节软骨的自我更新以及维持功能上发挥

重要作用［１８］。本实验观察到去除外固定的早期阶

段，ＤＤＨ组中股骨头软骨浅层的βｃａｔｅｎｉｎ表达明显
增强，且其 ｍＲＮＡ的表达也明显上调，推测与去除
关节固定后软骨细胞在短时间内对异常应力释放的

反应有关，而随着关节的继续发育，正常关节软骨中

βｃａｔｅｎｉｎ的表达逐渐增加，当关节发育接近成熟时，
βｃａｔｅｎｉｎ的表达几乎不易检测出；而在实验组，第４
周阶段的关节软骨不仅形态失常，而且软骨细胞外

基质淡染，βｃａｔｅｎｉｎ的表达较弱，当关节软骨出现早
期骨关节样改变时，βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白表达以及 ｍＲ
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ＮＡ转录水平均得到明显上调；这与既往研究结果
基本一致［１２］。ＫｏｙａｍａＥ发现在浅层软骨细胞中 β
ｃａｔｅｎｉｎ的表达特别高，短暂的刺激会诱导浅层软骨
变厚，而消除βｃａｔｅｎｉｎ基因后导致浅层软骨细胞丢
失［１９］，ＹａｓｕｈａｒａＲ进一步发现βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在
调控关节浅层软骨的表型表达以及细胞增殖等方面

起着关键作用［２０］。

本研究结果未能观察到髋脱位去除外固定后恢

复正常的解剖关系，但提示 βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在髋
脱位的关节软骨发育和退变过程中可能起着双向调

控作用。关于髋脱位的异常生物力学特性以及激活

的 βｃａｔｅｎｉｎ信号通路之间是怎样导致关节早期退
行性变，尚待进一步的探讨。
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