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发育性髋脱位髋臼软骨细胞凋亡的实验研究

韦宜山　刘万林　丁良甲　王炳海　白　锐　李岱鹤　赵振群

【摘要】　目的　探讨发育性髋脱位（ＤＤＨ）髋关节结构内髋臼软骨细胞凋亡与髋臼软骨发育不良
的关系。 方法　选取出生４周的新西兰大耳白兔２０只，雌雄兼用，采用兔后肢屈髋伸膝位管型石膏固
定制作ＤＤＨ大耳白兔模型，右后肢管型石膏固定为实验侧，左后肢不作处理作为对照侧。固定前和固
定８周摄骨盆正位Ｘ线片，根据实验侧Ｓｈｅｎｔｏｎ线不连续及股骨头脱位于 Ｐｅｒｋｉｎ方格外下及外上象限
判定是否造模成功。观察造模成功的１２只大耳白兔双侧髋臼形态、软骨细胞变化、细胞凋亡以及Ｂｃｌ—２
表达情况。 结果　ＤＤＨ造模成功率６０％（１２／２０），实验侧髋关节 Ｘ线片显示，髋臼上缘变钝，股骨头
向Ｐｅｒｋｉｎ方格外下或外上象限脱位，实验侧髋臼指数较对照侧明显增大（Ｐ＜０．０５）。实验侧髋臼变窄
且有较多软组织填充，髋臼软骨色暗。软骨细胞稀疏，排列混乱。电镜下细胞染色质边集、固缩，核形不

规整，细胞质内出现空泡结构。实验侧髋臼软骨细胞凋亡率高于对照侧（Ｐ＜０．０５），实验侧髋臼软骨细
胞中Ｂｃｌ—２较对照侧呈低表达（Ｐ＜０．０５）且细胞凋亡率与Ｂｃｌ－２低表达呈正相关。 结论　ＤＤＨ髋关
节结构内髋臼软骨过度细胞凋亡和凋亡因子Ｂｃｌ—２低表达可能参与了ＤＤＨ髋臼软骨发育不良。
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　　发育性髋关节脱位（ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｄｉｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅｈｉｐ，ＤＤＨ）是在髋臼发育不良的基础上，伴有或
不伴有股骨头脱位或半脱位于髋臼之外的下肢畸
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形。在力学和生物学等因素共同作用下，髋臼及股

骨头软骨细胞和胞外基质分解、合成代谢失衡可能

是导致ＤＤＨ成年后髋关节骨性关节炎发病率高的
重要因素［１］。细胞凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）是由基因控制的
细胞主动死亡过程，在软骨细胞的发育、分化和形成

过程中起重要作用，凋亡的过度和减少都能引起相

关疾病［２］。应用免疫组化和原位末端脱氧核苷酸

转移酶标记（ＴＵＮＥＬ）方法，可在单细胞水平检测到
细胞凋亡［３］。Ｂｃｌ—２是Ｂ细胞淋巴瘤／白血病—２（Ｂ
ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ—２ｇｅｎｅ）的缩写，被认为是最
重要的凋亡因子。随着研究的进展，发现 Ｂｃｌ—２在
软骨细胞凋亡中扮演关键角色，其作用突出、调控方

式复杂，远未被完全揭示［４］。

材料与方法

一、主要材料

出生４周的新西兰大耳白兔２０只，清洁级，体
重（０．５１±０．０５）ｋｇ，雌雄兼用，内蒙古农业大学实
验中心提供。实验过程中对动物处置符合２００６年
国家科技部发布的《关于善待实验动物的指导性意

见》［５］。主要试剂及仪器：兔抗兔Ｂｃｌ－２多克隆抗
体（武汉博士德生物工程有限公司），ＴＵＮＥＬ检测试
剂盒（武汉博士德生物工程有限公司），ＳＰ免疫组化
染色试剂盒（北京中美迈新生物医药技术有限公

司），ＤＡＢ显色试剂盒（北京中美迈新生物医药技术
有限公司），生物显微图像分析系统 ＦＲ—９８８（上海
复日科技有限公司），透射电子显微镜 ＨＩＴＡＣＨＩ
Ｈ—７００Ｈ型（日本电子公司）。

二、ＤＤＨ模型的建立及取材
５％盐酸氯胺酮按５～１０ｍｇ／ｋｇ肌肉注射麻醉，

摄骨盆正位 Ｘ线片（投照条件：４０ｋＶ、６．４ｍＡｓ，投
照距离４０ｃｍ），采用兔后肢屈髋伸膝位管型石膏固
定制作ＤＤＨ模型，右后肢管型石膏固定为实验侧，
左后肢不作处理为对照侧。固定８周时摄骨盆正位
Ｘ线片，实验侧髋臼指数增大、Ｓｈｅｎｔｏｎ线不连续及
股骨头脱位于 Ｐｅｒｋｉｎ方格外下及外上象限判定为
ＤＤＨ造模成功［６］。髋臼指数是指通过双侧髋臼软

骨中心作直线，从髋臼软骨中心向骨性髋臼顶部外

上缘最突出点作连线，所形成的夹角为髋臼指数；

Ｓｈｅｎｔｏｎ线是指沿闭孔上缘划线并向外侧延伸与股
骨颈内侧的连线，髋脱位时此线失去正常弧度及连

续性；Ｐｅｒｋｉｎ方格是指通过双侧髋臼软骨中心作直
线Ｈ，从骨性髋臼顶部外上缘最突出点向 Ｈ线作垂

线，所形成的四个象限为 Ｐｅｒｋｉｎ方格，股骨头位于
内下象限为正常，若在外下象限为半脱位，在外上象

限为全脱位。８周后有１２只新西兰大耳白兔 ＤＤＨ
造模成功，空气栓塞法处死，迅速解剖双侧髋关节，

标记并拍照。

三、髋臼软骨细胞组织学和超微结构切片染色

取实验侧和对照侧髋臼后上方３ｍｍ×３ｍｍ×
２ｍｍ的软骨组织２块，一块置于４０ｇ／Ｌ甲醛固定
４８ｈ，行脱钙、脱水、石蜡包埋、切片，ＨＥ染色后光学
显微镜下观察（×４００）；另一块置于３％戊二醛固定
液固定１２ｈ，经漂洗、脱水、环氧树脂包埋、切片，醋
酸双氧釉与柠檬酸铅双重染色后透射电镜下观察

（×９０００）。
四、髋臼软骨细胞凋亡率

将５．０μｍ厚的切片常规脱蜡水化，按照试剂
说明行ＴＵＮＥＬ法检测双侧髋臼软骨细胞凋亡率，凋
亡的软骨细胞呈棕黄色。取实验侧和对照侧各６张
切片，每张切片在４００倍镜下随机观察５个视野，采
用双盲法计数每１００个细胞中的阳性细胞数，取平
均值作为该标本的细胞凋亡率。

五、髋臼软骨细胞内Ｂｃｌ—２表达
切片常规脱蜡水化，按照说明采用免疫组化法

检测双侧髋臼软骨细胞内 Ｂｃｌ—２表达。ＤＡＢ显色，
苏木精复染、常规透明、中性树胶封片，光镜下观察。

以ＰＢＳ替代一抗作为阴性对照，用已知阳性切片为
阳性对照。光镜下Ｂｃｌ—２阳性表达的细胞膜或胞浆
呈浅黄至深褐色。

六、质量控制

实验设计、实施及评估均由本文第一作者直接

参与并经过系统、正规培训。

七、数据分析

采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析和处理，数据均以
（ｘ±ｓ）表示，组内比较采用配对样本 ｔ检验，组间比
较采用两独立样本 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义，髋臼软骨细胞凋亡率与Ｂｃｌ—２表达用 Ｐｅａｒ
ｓｏｎ相关分析进行处理。

结　果

一、髋关节结构大体标本

对照侧髋关节结构内臼头结合紧密，需打开关

节囊才能将臼头分开，股骨头呈圆球形，髋臼呈半圆

形，髋臼软骨表面光滑呈乳白色（图１ａ）；实验侧关
节囊增厚，关节松动，股骨头向髋臼外上方脱位，股

·８７２·
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骨头呈椭圆形，多数髋臼外上方边缘存在压迹，髋臼

软骨表面失去光泽，颜色发黄（图１ｂ）。
二、骨盆正位Ｘ线片
对照侧髋关节影像结构正常，头臼轮廓清晰；实

验侧髋臼缘变钝，甚至向上倾斜，Ｓｈｅｎｔｏｎ线不连续，
股骨头不同程度向 Ｐｅｒｋｉｎ方格外上或外下象限脱
位（图２）。ＤＤＨ模型实验侧髋臼指数较对照侧明
显增大（Ｐ＜０．０５，见表１）。

三、髋臼软骨细胞组织学和超微结构改变

ＨＥ染色光镜观察，对照侧髋臼软骨细胞形态
规整，排列致密而均匀，细胞呈扁圆形，核浅着色，核

仁清楚（图３ａ）；实验侧髋臼软骨细胞稀疏，细胞集
聚成簇，排列混乱，空泡细胞和空白区增多（图３ｂ）。

电镜观察，对照侧髋臼软骨细胞器清晰可见，分布均

衡，染色质丰富，胞质均匀，细胞核呈圆形，核仁居中

（图４ａ）；实验侧髋臼软骨细胞体积变小，核形不规
整，核密度增高、固缩，核膜表面凹凸不平，细胞浆浓

缩，基质凝集成小颗粒状，线粒体轻度肿胀，细胞质

内出现许多称为气穴现象的空泡结构（图４ｂ）。
四、髋臼软骨细胞凋亡率

ＴＵＮＥＬ法检测，细胞中有棕黄色颗粒即为凋亡
的软骨细胞，而正常软骨细胞苏木素复染后呈蓝色。

对照侧标本极少见到凋亡细胞（图５ａ），实验侧凋亡
的软骨细胞明显较对照侧增多（图５ｂ），两组比较具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表２）。
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表１　对照侧和实验侧髋臼指数比较 （度，ｘ±ｓ）

侧别 ｎ 固定前 固定８周时

对照侧 １２ ２４．３８±１．５６ ２５．３７±２．０５

实验侧 １２ ２４．４２±１．３９ 　３７．００±１．２１ａｂ

　　注：ａ，Ｐ＜０．０５；ｂ，Ｐ＜０．０５。

表２　实验侧与对照侧髋臼软骨细胞凋亡率（‰）和
Ｂｃｌ－２灰度值比较（灰度值，ｘ±ｓ）

侧别 ｎ 软骨细胞凋亡率（‰） Ｂｃｌ—２灰度值

对照侧 １２ ０．１１±０．０９ ５２．３２±７．９９

实验侧 １２ 　０．４５±０．１６ａ 　５８．３１±１０．０６ｂ
　　注：ａ，Ｐ＜０．０５，ｂ，Ｐ＜０．０５。

　　五、髋臼软骨细胞内Ｂｃｌ—２表达
Ｂｃｌ—２阳性表达的强度应用平均灰度值表示，

应用病理图像分析系统进行半定量分析，灰度值与

阳性表达程度成反比，灰度值越大说明细胞内 Ｂｃｌ
－２阳性表达越弱，反之则越强。对照侧髋臼软骨
细胞中有Ｂｃｌ—２阳性表达，平均灰度值为（５２．３２±
７．９９），实验侧Ｂｃｌ－２阳性表达明显较对照侧减弱，
平均灰度值为（５８．３１±１０．０６），两组差异具有统计
学意义（Ｐ＜００５，表２）。相关性分析证实，实验侧
软骨细胞凋亡率与 Ｂｃｌ—２灰度值呈正相关，相关系
数为０．９３９（图６）。

讨　论

早在１９９２年，Ｄｅｌｇａｄｏ等人就利用伸膝屈髋位
固定兔后肢获得了理想的ＤＤＨ模型，并且指出人类
与兔髋臼具有相似性，为利用兔制造ＤＤＨ动物模型

·９７２·
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图６　实验侧Ｂｃｌ－２灰度值与细胞凋亡相关性，相关系数
为０．９３９

提供了有力依据。本实验通过影像学证实，ＤＤＨ模
型确实发生了髋脱位，实验侧髋臼指数明显大于对

照侧，且股骨头脱位于髋臼之外；同时，解剖髋关节

大体标本发现，脱位的实验侧髋关节囊增厚，髋臼内

软组织填充，关节软骨色暗、无光泽，以上表现均与

人类ＤＤＨ的髋关节病理变化类似，证实了 Ｄｅｌｇａｄｏ
等人的观点。实验发现，ＤＤＨ模型实验侧髋臼软骨
细胞排列混乱，稀疏，有些软骨细胞失去正常形态，

空泡细胞增多，细胞集聚成簇，空白区增多，从病理

学角度证实了ＤＤＨ髋臼软骨存在发育不良，并且某
些病理变化已出现类似软骨退变的表现。结合大体

标本、影像学及组织学观察结果推测：ＤＤＨ髋关节
出现了髋臼软骨发育不良，并且在髋关节应力异常

等综合因素作用下，髋臼软骨出现加速退变的征象，

这可能就是ＤＤＨ成年后较早出现退行性骨关节炎
的生物学基础。

ＤＤＨ早期出现髋臼软骨发育不良的深层次原
因何在？一般认为，ＤＤＨ的一系列髋关节病理变化
是由异常机械应力、遗传、内分泌水平失衡等多因素

共同作用的结果。软骨细胞是关节软骨中唯一的细

胞，它负责细胞外基质的合成和更新，维持基质的完

整［７］。目前研究发现，软骨细胞的异常凋亡可能是

软骨退变以及骨性关节炎的重要成因，凋亡在软骨

细胞发育分化过程中可能扮演了重要的角色［８］，由

于受到严格的遗传机制程序性调控，所以细胞凋亡

又被称为程序化细胞死亡［９］。细胞凋亡的发生机

制主要与氧化应激、钙稳态失衡、线粒体损伤有

关［１０，１１］；而凋亡信号转导通路主要分为死亡受体通

路、线粒体信号通路和内质网信号通路［１２］。凋亡信

号转导通路受许多诱导因素及调控基因的影响，例

如凋亡相关因子的失衡就是细胞凋亡的一个重要诱

因。本实验通过透视电镜观察，ＤＤＨ模型实验侧髋
臼软骨细胞超微结构中，胞质内出现了空泡结构，胞

浆浓缩，核密度增高以及线粒体轻度肿胀等细胞凋

亡表现。细胞凋亡的发生机制与线粒体损伤有

关［１０］。本实验亦证实，在 ＤＤＨ模型实验侧髋臼软
骨细胞超微中出现了线粒体损伤的微观表现。

Ｋｕｎｉｙａｓｕ［１３］在关于大脑神经元细胞凋亡的研究中发
现，局部缺血的大脑神经元细胞发生凋亡之前，细胞

线粒体中细胞色素—Ｃ，通过线粒体外膜大量释放到
胞液中，激活凋亡蛋白酶活化因子 —１（简称 Ａｐａｆ—
１），活化的 Ａｐａｆ—１通过依次激活 Ｃａｓｐａｓｅ—９和
Ｃａｓｐａｓｅ—３等一系列级联反应，最终导致细胞发生凋
亡，其间出现了线粒体肿胀及线粒体膜的稳定性降

低。本实验应用ＴＵＮＥＬ法检测显示，实验侧凋亡的
软骨细胞明显较对照侧增多（Ｐ＜０．０５）。在 ＤＤＨ
模型中，实验侧髋臼软骨细胞中存在过度细胞凋亡

的直接检测证据，超微结构中证实凋亡细胞内存在

典型的细胞器变化，推测ＤＤＨ髋臼软骨发育不良可
能是软骨细胞凋亡过度增多的结果，换言之，过度细

胞凋亡可能造成髋臼软骨细胞无法完成正常的发

育、分化，进而影响关节软骨的塑形并使关节软骨形

态发生变化。亦有学者发现，通过细胞间的连接及

通讯系统可以将机械应力、血供障碍、激素水平改变

和髋关节囊内环境发生改变传递到软骨细胞，使其

线粒体膜电位下降并引发内质网胁迫，启动了细胞

凋亡的级联反应［１４］。有学者认为，多种因素可引起

关节软骨细胞凋亡，并且软骨细胞凋亡与软骨的破

坏以及关节退变之间互为因果［１５］。

研究证实，关节软骨细胞凋亡的异常增多会引

起软骨退变，最终可能发展为骨性关节炎［１６］。影响

软骨细胞凋亡的因素有许多，越来越多的证据表明，

凋亡相关因子Ｂｃｌ—２是抑制细胞凋亡的重要因素，
Ｂｃｌ—２表达增强可以抑制细胞凋亡的发生［１７，１８］。本

实验通过对Ｂｃｌ—２免疫组化的分析发现，在ＤＤＨ模
型实验侧髋臼软骨细胞中，Ｂｃｌ—２呈相对较低的表
达，并且和软骨细胞凋亡率呈正相关，说明 ＤＤＨ髋
臼软骨细胞中Ｂｃｌ—２低表达与软骨细胞凋亡之间存
在关联，这可能是Ｂｃｌ—２参与ＤＤＨ髋臼软骨发育不
良调控的直接证据。Ｂｃｌ—２是目前已知的最重要的
抗凋亡因子［１８］，对于ＤＤＨ的髋关节来讲，髋关节脱
位、异常机械压力、关节内环境改变等诸多长期、慢

性病理改变可能抑制了软骨细胞内 Ｂｃｌ－２的表达，
从而直接触发并诱导软骨细胞凋亡。对软骨细胞凋

亡和凋亡相关因子进行适当的控制，可能成为预防、

·０８２·
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延缓和治疗ＤＤＨ中髋臼软骨发育不良和加速退变
的潜在途径。

本实验初步发现，ＤＤＨ髋臼软骨存在发育不良
和过度细胞凋亡，过度的细胞凋亡可能在ＤＤＨ髋臼
软骨发育不良中扮演重要角色，凋亡相关因子 Ｂｃｌ—
２可能在ＤＤＨ髋臼软骨发育不良中参与了调控。
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