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·实验研究·

ＯＰＧ及 ＲＡＮＫＬ在儿童先天性胫骨假关节
病变骨与骨膜中的表达研究

朱光辉　 梅海波　 刘　 昆　 唐　 进　 伍江雁　 刘尧喜　 雷　 霆

【摘要】 　 目的　 通过免疫组化检测儿童先天性胫骨假关节和胫骨骨折患儿骨与骨膜标本中骨保
护素（ＯＰＧ）、核因子 κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）的表达水平，明确 ＯＰＧ及 ＲＡＮＫＬ在儿童先天性胫
骨假关节骨与骨膜中的表达差异，并分析其可能的意义。 　 方法　 选取 ２０１６ 年 １ 月至 ２０１８ 年 ２ 月由
湖南省儿童医院收治的 １７ 例儿童先天性胫骨假关节（ＣＰＴ 组）和 １０ 例胫骨骨折患儿（对照组）作为研
究对象。 采用 ＳＡＢＣ法检测先天性胫骨假关节患儿和对照组骨及骨膜中 ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ 的表达，并分析
其差异性。 　 结果　 本研究发现 ＯＰＧ 在 ＣＰＴ 组（０． ０８ ± ０． ０３）骨膜中的表达量低于对照组（０． １１ ±
０． ０２），差异有统计学意义（ ｔ ＝ ２． ８０５，Ｐ ＜ ０． ０１）；ＲＡＮＫＬ 在 ＣＰＴ 组（０． ２４ ± ０． ０７）骨膜中的表达量高于
对照组（０． １５ ± ０． ０４），差异有统计学意义（ ｔ ＝ ３． ７０７，Ｐ ＜ ０． ０１）；ＣＰＴ 组（２． ３７ ± ０． ２９）病变胫骨骨膜中
ＲＡＮＫＬ ／ ＯＰＧ比值高于对照组（１． ０９ ± ０． １６），差异有统计学意义（ ｔ ＝ １２． ７９２，Ｐ ＜ ０． ０１）。 ＯＰＧ在 ＣＰＴ组
（０． １７ ±０． ０９）胫骨中的表达量低于对照组（０． ２６ ±０． ０５），差异有统计学意义（ｔ ＝２． ８９５，Ｐ ＜０． ０１）；ＲＡＮＫＬ
在 ＣＰＴ组胫骨中的表达量（０． ６８ ± ０． １３）高于对照组（０． ３３ ± ０． ０９），差异有统计学意义（ ｔ ＝ ７． ４９４，Ｐ ＜
０． ０１）；ＲＡＮＫＬ ／ ＯＰＧ比值在 ＣＰＴ组（５． １２ ±０． ６０）胫骨中的表达量高于对照组（１． １２ ± ０． １７），差异有统计
学意义（ｔ ＝２５． ７８４，Ｐ ＜０． ０５）。 　 结论　 ＲＡＮＫＬ ／ ＯＰＧ失衡可能是儿童先天性胫骨假关节出现胫骨不愈
合和骨吸收的原因之一。
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　 　 骨保护素（ ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）和核因子 κＢ
受体活化因子配体（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ＮＦκＢ ｌｉｇ
ａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）主要由成骨细胞分泌，作用分别为抑
制骨和促进骨吸收［１，２］ 。 ＲＡＮＫＬ 主要由成骨细胞
分泌，可识别破骨细胞及破骨细胞前体，并与之结

合，转导骨吸收信号，调节破骨细胞前体的增殖和

破骨细胞的成熟，促进骨吸收。 除了生成 ＲＡＮＫＬ
外，成骨细胞还生成了与之对应的 ＯＰＧ 与核因子
κＢ受体激活子（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ＮＦκＢ，ＲＡＮＫ）
竞争结合 ＲＡＮＫＬ，限制过度骨吸收。 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ ／
ＲＡＮＫ轴通过对破骨细胞的调控，在骨形成和骨吸
收的过程中起到十分重要的作用［３］ 。

先天性胫骨假关节（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｉｂｉａ，ＣＰＴ）常表现为胫骨发育不良或难以愈合的
病理性胫骨骨折［４ － ５］ 。 在 Ｘ线片上表现为胫骨骨折，
断端骨皮质变薄，髓腔变窄，骨密度减低，提示存在胫

骨骨形成障碍。 本研究通过免疫组化方法，对胫骨粉

碎性骨折（对照组）和先天性胫骨假关节（ＣＰＴ组）患
儿的胫骨病变骨及骨膜中的 ＯＰＧ 及 ＲＡＮＫＬ 进行检
测，探讨其在胫骨假关节骨代谢中的临床意义。

材料与方法

一、临床资料

本研究在获得湖南省儿童医院伦理委员会同

意和患儿家属知情同意后，收集湖南省儿童医院

２０１６ 年 １ 月至 ２０１８ 年 ２ 月经手术治疗的 １７ 例胫骨
假关节患儿病变胫骨及骨膜标本（ＣＰＴ 组），其中男
童 ９ 例，女童 ８ 例，年龄 １ 岁 ６ 个月至 ６ 岁 ９ 个月，
平均年龄（５２． ８ ± ２３． ４）个月；收集同期 １０ 例胫骨
粉碎性骨折患儿的碎骨片骨组织及骨膜 １０ 组，其中
男童 ６ 例，女童 ４ 例，年龄 １ 岁 ９ 个月至 ５ 岁 ８ 个
月，平均年龄（４７． ５ ± １９． ９）个月。

二、免疫组化

１． 试剂： ①一抗：兔抗人多克隆抗体 ＯＰＧ（产
品编号：Ａ２１００），兔抗人多克隆抗体 ＲＡＮＫＬ（产品
编号 Ａ２５５０），均购自武汉爱博泰克生物科技有限公
司。 ②免疫组织化学试剂盒：即用型过氧化物酶标

记链霉亲和素（Ｓｔｒｅｐ ＡｖｉｄｉｎＢｉｏｔｉｎ Ｃｏｍｐｌｅｘ）染色试
剂盒（ＳＡＢＣ）购自北京索莱宝科技有限公司。 ③显
色试剂：二氨基联苯胺显色试剂盒购自北京索莱宝

科技有限公司。

２． 实验步骤： ①标本经 １０％甲醛固定液固定，
常规石蜡包埋，切片厚度为 ５ μｍ。 ②骨组织石蜡切
片制作：骨组织浸入 １５％的盐酸－甲醛脱钙液（１０％
的中性甲醛 ８５０ ｍＬ，加入 １５０ ｍＬ 的浓盐酸）中，每
４ ｈ更换脱钙液，以刀片能切开标本为达到脱钙标
准。 从脱钙液中取出标本，立即放入 ７０％的酒精，
每小时换 １ 次，连续 ３ 次，然后取出投入脱水机脱
水、包埋、切片与染色。 ③骨膜石蜡切片制作：按照
常规石蜡切片制作流程进行。 免疫组化 ＳＡＢＣ 法检
测 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ含量：染色之前先进行抗原修复，
按照 ＳＡＢＣ染色试剂盒上的说明进行染色操作。 ④
抗原修复：在微波炉里加热 ０． ０１Ｍ枸橼酸钠缓冲溶
液（ｐＨ ６． ０）至沸腾后将组织玻片放入，断电，间隔
５ ～ １０ ｍｉｎ，反复 １ ～ ２ 次。

三、结果判定及图像处理分析

在光镜下观察切片。 将阳性细胞定义为胞浆

或胞膜出现浅黄色、棕黄色或棕褐色颗粒。 对免疫

组化图片采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｌｕｓ ６． ０ 图像分析软件进行光
密度（ＯＤ）检测分析，每个图像随机观察 ５ 个高倍镜
（ × ２０）视野，以平均 ＯＤ值代表蛋白颗粒密度。

四、统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１７． ０ 软件进行统计学处理，两组光密
度值采用均数 ±标准差（ｘ ± ｓ）表示，两组间比较采
用独立样本 ｔ 检验。 以 α ＝ ０． ０５ 为检验水准，Ｐ ＜
０． ０５为差异有统计学意义。

结　 果

经免疫组化染色后， 两组患儿的 ＯＰＧ 及
ＲＡＮＫＬ蛋白阳性反应物质为位于细胞质内的黄色
或棕黄色颗粒（图 １）。 本研究发现 ＯＰＧ 在 ＣＰＴ 组
骨膜中的表达量低于对照组，差异有统计学意义（ ｔ
＝ ２． ８０５，Ｐ ＜ ０． ０１）；ＲＡＮＫＬ 在 ＣＰＴ 组骨膜中的表
达量高于对照组，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ３． ７０７，Ｐ ＜
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０． ０１）；ＣＰＴ病变胫骨骨膜中 ＲＡＮＫＬ ／ ＯＰＧ比值高于
对照组，差异有统计学意义（ ｔ ＝ １２． ７９２，Ｐ ＜ ０． ０１），
具体见表 １。 ＯＰＧ在 ＣＰＴ组胫骨中的表达量低于对
照组，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ２． ８９５，Ｐ ＜ ０． ０１）；
ＲＡＮＫＬ在 ＣＰＴ组胫骨中的表达量高于对照组，差
异有统计学意义（ ｔ ＝ ７． ４９４，Ｐ ＜ ０． ０１）ＲＡＮＫＬ ／ ＯＰＧ
比值在 ＣＰＴ组胫骨中的表达量高于对照组，差异有
统计学意义（ ｔ ＝ ２５． ７８４，Ｐ ＜ ０． ０５），见表 ２。

表 １　 ＯＰＧ及 ＲＡＮＫＬ在 ＣＰＴ组和对照组骨膜中的
表达情况（ｘ ± ｓ）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ ｉｎ ｔｉｂｉａｌ ｐｅｒｉｏｓｔｅｕｍ
ｏｆ ＣＰＴ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ（ｘ ± ｓ）

分组 例数 ＯＰＧ ＲＡＮＫＬ ＲＡＮＫＬ ／ ＯＰＧ

ＣＰＴ组 １７ ０． ０８ ± ０． ０３ ０． ２４ ± ０． ０７ ２． ３７ ± ０． ２９

对照组 １０ ０． １１ ± ０． ０２ ０． １５ ± ０． ０４ １． ０９ ± ０． １６

ｔ值 － ２． ８０５ ３． ７０７ １２． ７９２

Ｐ值 － ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０１

图 １　 通过免疫组化染色测定 ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ在 ＣＰＴ组和对照组在骨膜及胫骨中的表达
Ａ：ＣＰＴ 骨膜 ＯＰＧ， × １００； Ｂ：ＣＰＴ 骨膜 ＯＰＧ， × ２００； Ｃ：对照组骨膜 ＯＰＧ， × １００； Ｄ：对照
组骨膜 ＯＰＧ， × ２００； Ｅ：ＣＰＴ骨膜 ＲＡＮＫＬ， × １００； Ｆ：ＣＰＴ 骨膜 ＲＡＮＫＬ， × ２００； Ｇ：对照组
骨膜 ＲＡＮＫＬ， × １００； Ｈ：对照组骨膜 ＲＡＮＫＬ， × ２００； Ｉ：ＣＰＴ 骨 ＯＰＧ， × １００； Ｊ：ＣＰＴ 骨
ＯＰＧ， × ２００； Ｋ：对照组骨 ＯＰＧ， × １００； Ｌ：对照组骨 ＯＰＧ， × ２００； Ｍ：ＣＰＴ 骨 ＲＡＮＫＬ， ×
１００； Ｎ：ＣＰＴ 骨 ＲＡＮＫＬ， × ２００； Ｏ：对照组骨 ＲＡＮＫＬ， × １００； Ｐ：对照组骨 ＲＡＮＫＬ， × ２００
Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ ｉｎ ｔｉｂｉａｌ ｐｅｒｉｏｓｔｅｕｍ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｉｎ ＣＰＴ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｉｂ
ｉａｌ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ （ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， × １００， × ２００），ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

表 ２　 ＯＰＧ及 ＲＡＮＫＬ在 ＣＰＴ组和对照组骨
组织中的表达（ｘ ± ｓ）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＯＰＧ ａｎｄ ＲＡＮＫＬ ｉｎ ｔｉｂｉａｌ ｂｏｎｅ
ｏｆ ＣＰＴ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ（ｘ ± ｓ）

分组 例数 ＯＰＧ ＲＡＮＫＬ ＲＡＮＫＬ ／ ＯＰＧ

ＣＰＴ组 １７ ０． １７ ± ０． ０９ ０． ６８ ± ０． １３ ５． １２ ± ０． ６０

对照组 １０ ０． ２６ ± ０． ０５ ０． ３３ ± ０． ０９ １． １２ ± ０． １７

ｔ值 － ２． ８９５ ７． ４９４ ２５． ７８４

Ｐ值 － ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０５

讨　 论

ＯＰＧ又叫破骨细胞抑制因子（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ），属于肿瘤坏死因子受体家族。

ＯＰＧ是 ＲＡＮＫＬ的诱导受体，通过与 ＲＡＮＫＬ的结合
减少破骨细胞的产生。 核因子 κＢ 受体活化因子属
于Ⅰ型跨膜蛋白，也是 ＴＮＦ 家族成员之一，通过激
活转录因子 ＮＦκＢ，促进破骨细胞的增殖、分化、成
熟以及增强骨吸收活性。 核因子 κＢ 受体活化因子
配体主要由成骨细胞分泌，可识别破骨细胞及破骨

细胞前体，并与之结合，促进破骨细胞的分化，增强

成熟破骨细胞的活力，阻止破骨细胞凋亡，是破骨

细胞分化成熟和维持功能所需的重要因子［１，２，６］ 。

ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ 信号系统是骨代谢中一个重要
的信号通路，ＲＡＮＫＬ与破骨细胞前体细胞或破骨细
胞表面上的 ＲＡＮＫ 结合，促进破骨细胞的分化和激
活，并抑制其凋亡；骨保护素（ ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）
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可以阻止 ＲＡＮＫＬ 与 ＲＡＮＫ 的结合，起负调节作
用［６，７］ 。

先天性胫骨假关节（ＣＰＴ）是一种罕见病，其特
征为胫骨节段性发育异常、骨萎缩，伴随成角畸形、

病理性骨折和骨不愈合，最终形成局部的假关

节［８］ 。 我们在手术切除胫骨假关节病变骨膜和骨

组织时观察到，胫骨假关节病变表现为胫骨假关节

周围骨膜异常增厚，而胫骨断端萎缩。 推测可能是

胫骨假关节局部骨转换异常所致［９，１０］ 。 本研究发

现，ＯＰＧ 在 ＣＰＴ 组胫骨中的表达量低于对照组，
ＲＡＮＫＬ在骨组织中的表达量高于对照组。 ＯＰＧ 在
ＣＰＴ组骨膜中的表达量低于对照组，ＲＡＮＫＬ 在 ＣＰＴ
组骨膜中的表达量高于对照组。 这说明病变胫骨

骨与骨膜中 ＯＰＧ 表达较正常减低，而 ＲＡＮＫＬ 表达
增加。 其生物学效应是 ＯＰＧ 抑制和拮抗破骨细胞
活性能力的降低，而 ＲＡＮＫＬ 和 ＲＡＮＫ 结合，促进破
骨细胞成熟和活性增加，最终导致胫骨假关节处胫

骨骨吸收增加，成骨减少，导致局部骨萎缩。 因此，

本研究认为 ＲＡＮＫＬ ／ ＯＰＧ失衡可能是先天性胫骨假
关节出现骨不愈合和断端吸收的原因之一，但其具

体致病机制仍需要进一步研究。

目前胫骨假关节外科治疗为局部病灶切除、植

骨（或骨膜移植）、髓内固定加外固定器固定的联合

手术，其一期愈合率可达到 ９０％ ［４，９，１１］ 。 我们推测

ＣＰＴ患儿愈合率高的原因可能是联合手术切除了病
变的骨膜及骨组织，髓内固定和外固定提供了良好

的力学稳定，而最关键的是通过局部植骨或骨膜移

植为成骨提供良好的微环境和有利的条件。

总之，本研究发现 ＲＡＮＫＬ ／ ＯＰＧ 失衡可能是儿
童先天性胫骨假关节出现胫骨不愈合和骨吸收的

原因之一。 在临床实践中，对于胫骨假关节 Ｃｒａｗ
ｆｏｒｄ Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型等未骨折的病例，可能通过使用抑
制骨吸收的药物，如双膦酸盐、降钙素等，来改善局

部的骨代谢情况，促进成骨，推迟或避免手术。 术

后病例使用此类药物，可能改善骨密度，预防再骨

折，但其有效性仍需要进一步的实验来证实。
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