
发育性髋关节脱位患儿关节囊Ⅰ、Ⅲ型胶原表达量与
术后关节功能康复的相关性研究

方继红1，2，孙 军2，宁 波2，李惠萍1

2015 － 01 － 17 接收

基金项目: 安徽省卫生厅医学科研课题( 编号: 13FＲ016 ) ，安徽省自

然科学基金( 编号: 1408085QH153)

作者单位: 1安徽医科大学护理学院，合肥 230601
2安徽省儿童医院骨科，合肥 230022

作者简介: 方继红，女，副主任护师，硕士研究生;

李惠萍，女，教授，硕士生导师，责任作者，E-mail: hulihuizi

@ 163． com

摘要 目的 探讨发育性髋关节脱位( DDH) 患儿关节囊中
I、Ⅲ型胶原表达与术后关节功能康复的相关性，为术后关节
功能锻炼提供理论依据。方法 对 160 例 2． 5 ～ 3 岁 DDH
患儿采用相似的术式，术后留取关节囊，对其中 I、Ⅲ型胶原
采用免疫组织化学和 ＲT-PCＲ法进行检测，术后采用相同的
功能锻炼方法，术后 6 个月采用 McKay 进行评分分组。结
果 Ⅲ型胶原免疫组化和 ＲT-PCＲ结果差异无统计学意义，
而Ⅰ型胶原在功能较差的患儿关节囊中表达明显增高。结
论 DDH患儿关节囊中 I 型胶原表达与术后关节功能恢复
有相关性，I型胶原表达量高的患儿术后应该加强功能锻炼。
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发育性髋关节发育不良( developmental dysplasi-
a of the hip，DDH) 是小儿骨科的常见病。很多患儿
进行早期治疗后，大部分得到相对稳定正常的髋关

节［1］。但对于 18 月以后诊断的及前期保守治疗失
败的患儿，目前国内外多数医师推荐手术治疗［2］。
对于 ＞ 18 个月采取手术治疗的患儿，术后关节功能
是主要考虑的问题，Ⅰ、Ⅲ型胶原是关节囊的主要胶
原成分，与关节功能密切相关［3］。同时术后功能锻
炼也是关节功能恢复的重要因素之一。该研究旨在
通过检测手术治疗的 DDH患儿关节囊内Ⅰ、Ⅲ型胶
原表达量，分析 DDH 患儿关节囊内Ⅰ、Ⅲ型胶原表
达量与术后关节功能康复的相关性，为患者实施有

效的个体化康复训练提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 纳入标准: 从 2010 ～ 2014 年间，选
取安徽省儿童医院骨科行切开复位 +关节囊成形 +
骨盆截骨 +股骨短缩旋转截骨 +石膏术的女性患儿

160 例，年龄 2. 5 ～ 3 ( 2. 7 ± 0. 3 ) 岁，术前髋关节脱
位程度在 3° ～ 4°，所有手术由 2 位副主任医师及以
上职称医师主刀。排除标准: 病理性髋关节脱位、合
并其他基础疾病患儿及术后 Severin 放射线评分出
现股骨头坏死及再脱位的患儿。
1． 2 研究方法
1． 2． 1 免疫组化 取所有患儿术中行关节囊紧缩
切除的关节囊组织，将标本在多聚甲醛液中室温固

定 24 h，脱水、透明、石蜡包埋。每个标本取有代表
性的关节囊全层切面( 厚度 4 μm) 切片。常规将切
片脱蜡，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 3 次，每次 5 min，
羊血清封闭非特异性抗原，PBS 冲洗 3 次，每次 5
min，加入Ⅰ抗( 兔抗人Ⅰ或Ⅲ型胶原蛋白抗体
1 ∶ 200，北京博奥森公司) ，37 ℃孵育 1 h，然后 4 ℃
过夜，PBS冲洗 3 次，每次 5 min，加入Ⅱ抗( 北京中
杉金桥生物技术有限公司通用型二抗) ，37 ℃孵育
30 min，PBS冲洗 3 次，每次 5 min，最后用苏木精复
染，晾干后用中性树胶封片，并在镜下拍片存档，每

张切片在纤维层选择 5 个不同的 400 倍视野，计数
其中阳性表现的成纤维细胞，并应用软件计算不同

视野阳性表达光密度，取 5 个不同视野的平均值。
1． 2． 2 ＲNA提取与 qＲT-PCＲ 深低温保存的关节
组织经过研磨处理后，总组织和细胞的 ＲNA通过使
用 TＲIzol试剂盒( 美国 Invitrogen 公司) 提示步骤进
行提取。提取的 ＲNA 纯度和浓度用分光光度计测
量光密度值，计算 OD260 /280来确定纯度。琼脂糖凝
胶电泳，评价 ＲNA的完整性。取 1 μg总 ＲNA，利用
ＲeverTra Ace qPCＲ ＲT 试剂盒( 日本 TOYOBO 公
司) 逆转录生成 cDNA，用分光光度计测量 OD260 /280

来确定 cDNA纯度。利用 SYBＲ Green Ｒealtime PCＲ
Masrer MiX试剂盒( 日本 TOYOBO 公司) 对 cDNA
进行扩增。Ⅰ型胶原上游引物 5'-GGGAACATC-
CTCCTTCAACAG-3'，下 游 引 物 5'-GGAGCTGGC-
TACTTCTCGC-3'; Ⅲ型胶原上游引物 5'-CAGAT-
CACGTCATCGCACAAC-3'，下游引物 5'-GAGGGC-
CAAGACGAAGACATC-3'。结 果 用 相 对 定 量 法
( 2 － ΔΔCT ) 表示。
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1． 2． 3 关节功能评分 围手术期予以制定统一的
功能康复方案，后期每两周复诊，并于术后半年根据

Mckay( 表 1) 临床关节评价标准［4］及 Severin( 表 2 )
放射线评价标准［5］分为不同的等级。

表 1 Mckay 临床评价标准

等级 标准

优 稳定无痛的髋关节、无跛行、Trendelenburg 征阴性，髋
关节功能正常

良 稳定无痛的髋关节、轻微跛行，髋关节功能轻微受限
一般 稳定无痛的髋关节、跛行、Trendelenburg 征阳性，髋关
节功能受限或这些症状均存在

差 不稳定和( 或) 疼痛的髋关节、Trendelenburg 征阳性

表 2 Severin 放射线评价标准

等级 标准

优 ⅠA CE角 ＞ 19°、6 ～ 13 岁和 14 岁以上 ＞ 25°
良 ⅠB CE角 15 ～ 19°、6 ～ 13 岁和 14 岁以上 20 ～ 25°

Ⅱ 同ⅠA或ⅠB、股骨头、股骨干、髋臼中度畸形
一般 Ⅲ 髋关节发育不良、无半脱位、CE 角 ＜ 15°、6 ～ 13

岁和 14 岁以上 ＜ 20°
差 Ⅳ 半脱位

Ⅴ 股骨头位于假臼

Ⅵ 再脱位

1． 2． 4 功能锻炼 在围手术期为患儿制定详细的
功能锻炼计划: 手术当天麻醉清醒后即开始让患儿

进行足趾及踝关节活动，术后 2 ～ 3 d 起当患儿能耐
受切口疼痛时鼓励患儿主动活动足趾关节，主要为

足趾背伸、跖屈活动及股四头肌收缩锻炼; 2 ～ 3 次 /
d，每次 30 ～ 60 min，锻炼强度及时间逐渐增加。6
周后拆除石膏，第 7 周，保持骨盆在水平位置，双腿
外展呈 60°，指导患儿自仰卧坐起，上身挺直，屈髋
90°，逐渐弯腰，用双手触碰足尖，达到锻炼髋关节屈
曲的目的，同时指导患儿屈膝、外展、内收，4 次 /d，
20 ～ 30 min /次。第 8 周，双腿外展呈 30°角方法同
上。与此同时，可鼓励患儿双手交叉，手指越过足尖
触摸脚心。第 9 周，双腿内收至正常中立位，方法同
上。由于患儿石膏固定已达 6 周，拆除石膏后很不
适应，康复锻炼时非常疼痛，所以在康复锻炼前给予

热毛巾湿敷关节 30 min后再进行锻炼，也可与主管
医师一起给予髋关节手动松解，即被动活动髋关节，

将髋关节活动范围增大，大大减轻了因康复锻炼给

患儿带来的痛苦。具体方法可在床尾正中系上长条
绷带，绷带上挽数个大结以利患儿抓握，也可做为目

标，逐渐握到更远的大结，达到锻炼效果。同时为鼓
励患儿，在每个大结上放上孩子们感兴趣的东西，比

如糖果、小玩具等以作奖励，这样可以提高患儿锻炼

的兴趣，增强其信心。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 软件分析，结果
资料采用方差分析检验。

2 结果

2． 1 不同关节功能的Ⅰ型胶原 mＲNA、免疫组化
光密度比较 根据 McKay 评分结果进行分析( 表
3) ，总 160 髋中 102 髋术后关节功能评分为优或良
( 优良率为: 63． 7% ) 。在关节功能评分差的 24 髋
中，Ⅰ型胶原 mＲNA 表达高的 17 髋，表达较低的和
中间的分别为 3 髋和 4 髋。同时Ⅰ型胶原免疫组化
光密度测定也得到相似的结果，在关节功能评分差

的 24 髋中，平均光密度高的 13 髋，平均光密度值低
和中间组分别为 3 髋和 8 髋。
2． 2 不同关节功能Ⅰ型胶原免疫组化结果 光学
显微镜下观察关节囊纤维层成纤维细胞胞核或基质

Ⅰ型胶原阳性信号表达呈棕褐色或棕蓝色，胞核深
染，胞质内见波浪状深染;Ⅲ型胶原阳性信号表达较
Ⅰ型胶原胞核染色浅主要分布在胞核周围，在胞质
中呈细线状。本研究中关节囊纤维层内Ⅰ型胶原免
疫组化表达( 图 1) : 纤维细胞排列分布不均、大小形
态差异，基质染色也存在明显差异。本次研究 DDH
患儿髋关节囊免疫组化未见有Ⅲ型胶原阳性染色。

图 1 免疫组化法检测不同关节功能Ⅰ型胶原表达
A: 术后 6 个月McKay评分为差; B: 术后 6 个月McKay评分为一

般; C: 术后 6 个月 McKay评分为良; D: 术后 6 个月 McKay评分为优

表 3 不同关节功能的Ⅰ型胶原 mＲNA、免疫组化光密度的表达

关节功能
Ⅰ型胶原 / actin

0． 6 ～ 0． 8 0． 8 ～ 1． 0 1． 0 ～ 1． 2
光密度

0． 16 ～ 0． 34 0． 34 ～ 0． 52 0． 52 ～ 0． 70
优 20 25 4 30 16 3
良 12 37 4 34 17 2
一般 7 13 14 19 7 8
差 3 4 17 3 8 13
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2． 3 各组间胶原表达量的结果比较 Ⅰ型胶原免
疫组化光密度检测结果: 术后关节功能 McKay 评分
差的分组中Ⅰ型胶原的表达较其他组明显增高，差
异有统计学意义( F = 42. 273，P ＜ 0. 01 ) ; Ⅰ型胶原
mＲNA表达量结果: 功能功能评分差的患儿Ⅰ型胶
原 mＲNA表达量较其他组高，差异有统计学意义( F
= 52. 282，P ＜ 0. 01 ) 。通过 ＲT-PCＲ 检测Ⅲ型胶原
mＲNA表达差异无统计学意义 ( F = 3. 313，P ＞
0. 05) 。见图 2。

图 2 不同关节功能关节囊免疫组化及 mＲNA结果
A: 不同关节功能Ⅰ型胶原免疫组化光密度结果; B: 不同关节功

能Ⅰ型胶原 mＲNA表达量; C: 不同关节功能Ⅲ型胶原 mＲNA 表达

量; 与关节功能差组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

DDH在婴幼儿呈现一种动态的发育过程，可随
着年龄的增加而逐渐好转或逐渐加重。随着早期 B
超筛查的普及［6］，早期治疗获得很好疗效，但大龄

DDH的治疗仍然是一个挑战，术后会出现多种并发
症［7 － 8］，主要包括: 再脱位，术后再脱位发生率不高;

股骨头缺血性坏死; 关节僵硬，发生率较高。Tuken-
mez et al［9］认为产生髋关节僵直的原因是术中损
伤、出血多、破坏髋臼及股骨头软骨，导致术后关节
广泛粘连，长期固定髋关节及术后缺乏锻炼等。患
髋固定不动导致的关节囊及结缔组织收缩变厚变

硬，失去弹性在早期是可逆的，可通过关节活动恢复

功能［10］。但患儿因年幼不易掌握功能锻炼方法，加
上手术创伤引起的疼痛往往不愿锻炼。为此制定详
细的术前术后康复训练计划对术后髋关节功能康复

有很大的帮助［11］。人类出生时髋臼较浅，股骨头表
面呈平滑的弧线，在随后的生长发育的过程中不断

的加深，股骨头弧度加大，髋关节逐渐稳定，而这需

要头臼同心的相互作用才能达到。而关节囊及周围
软组织则具有保持这种头臼同心的重要作用［3］。
DDH关节囊的病理改变是 DDH术后关节功能恢复
的重要因素，既往研究［12 － 13］也表明髋关节关节囊主

要由Ⅰ型和Ⅲ型胶原构成，Ⅰ型胶原是  2 ～ 10 μm
粗纤维，主要功能是抵抗外界的拉力; 而Ⅲ型胶原是
 0. 5 ～ 1. 5 μm 的细纤维，主要功能是保持延展性
器官结构，并提出了胶原分子含量及比例对结缔组

织生物学特征有很大的影响。1984 年，Skirving et
al［14］采用生化方法发现 1 ～ 4 岁 DDH患儿关节囊中
Ⅰ、Ⅲ型胶原比例异常，近年来国内有研究从基
因［3］( DNA及 ＲNA) 及分子水平［15］( 胶原蛋白免疫
组化分析) 指出 DDH 患者关节囊内的Ⅰ、Ⅲ型胶原
表达量与正常儿童存在明显差异。本研究采用相同
年龄段进行 DDH手术患儿以去除年龄因素，手术主
要由同级别两位高年资医师主刀，关节囊采用相同

的标准的方法进行处理，术后采用前述相同的标准

的功能锻炼方法，观察关节功能恢复情况，本研究首

次将关节囊Ⅰ型和Ⅲ型胶原表达情况与术后关节功
能相联系起来。
本研究显示在 DDH 关节囊中Ⅰ型胶原表达有

所不同，对术后 6 个月关节功能锻炼后发现部分患
儿功能欠佳( McKay标准) ，分析了其中Ⅰ型胶原的
表达量，关节囊中Ⅰ型胶原表达高的患儿术后关节
功能较差。Ⅲ型胶原差异无统计学意义，同时进一
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步对关节囊中Ⅰ型和Ⅲ型胶原基因表达进行定量检
测，发现相似的结果，由此根据前人研究表明，DDH
患儿关节囊Ⅰ型和Ⅲ型胶原比例失常，可能主要是
Ⅰ型胶原的异常表达有关。结合胶原的功能，推测
Ⅰ型胶原的异常表达，有可能是术后关节功能锻炼
后仍然欠佳的原因之一。
本研究仅仅通过 DDH 关节囊手术标本来证实

胶原表达情况。缺乏正常患儿关节囊Ⅰ、Ⅲ型胶原
表达情况，这需要进一步收集标本研究。另外需要
进一步的体外研究证实髋关节应力下的关节囊胶原

表达量的表达改变。尽管如此，本研究也具有很大
的临床意义，认为术中留取标本进行Ⅰ型和Ⅲ型胶
原的检测，有助于判定术后关节功能的恢复情况，同

时为术后提供合理的康复训练计划提供理论依据。
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Ｒelevant study of expression of collagenⅠandⅢ in capsule of developmental
dislocation of the hip and post-operative joint functional impairment

Fang Jihong1，2，Sun Jun2，Ning Bo2，et al
( 1School of Nursing，Anhui Medical University，Hefei 230601; 2Dept of Orthopaedics，

Anhui Provincial Childen's Hospital，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore correlation of the expression of collagen I and Ⅲ in capsule of developmental dis-
location of the hip ( DDH) and joint functional impairment after operation． The purpose of the study is to offer a
theoretical basis for post-operative rehabilitation exercise． Methods The patients with DDH at the age of 2． 5 ～ 3
years old who received similar operation were included in our hospital from 2010 to 2013． The redundant capsules
were preserved for detecting expression of collagen I and Ⅲ by immunohistochemistry and ＲT-PCＲ． The same way
of rehabilitation exercise was used． The patients were divided into different groups by McKay score． Ｒesults
There was no statistical significance in expression of collagen Ⅲ both immunohistochemistry and ＲT-PCＲ． Howev-
er，higher expression of collagen I was observed in patients with worse joint function． Conclusion The expression
of collagen I in capsule of DDH patients is of correlation with post-operative joint functional rehabilitation． The pa-
tients with higher expression of collagen I should strengthen the function exercise after operation．
Key words developmental dislocation of the hip; collagen; function exercise
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