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摘要 目的 探讨带有血小板凝血酶敏感蛋白样模体的解

整链蛋白金属蛋白酶-4 ( ADAMTS-4 ) 与转化生长因子 β 激

活激酶 1( TAK1) 在骨关节炎( OA) 软骨组织中的相关性表

达。方法 采用病例对照研究，分别利用免疫组织化学法和

Western blot 法检测 ADAMTS-4、TAK1 在 OA 组及正常对照

组软骨组织中的表达情况，同时研究二者在 OA 中表达的相

关性。结果 ADAMTS-4 和 TAK1 在 OA 组表达均明显高于

正常对照组( P ＜ 0. 01) ; 二者在 OA 软骨组织中的表达呈正

相关( r = 0. 469，P ＜ 0. 05) 。结论 ADAMTS-4 与 OA 软骨病

变的发生发展密切相关，活化的 TAK1 可能致 OA 软骨组织

中 ADAMTS-4 的高表达。TAK1 可以作为 OA 治疗的新靶

点。
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骨关节炎( osteoarthritis，OA) 是一种进行性关

节软骨退变性疾病，其病理特征为关节软骨破坏和

关节周围骨赘的形成。聚蛋白多糖的丢失引起软骨

细胞外基质( extracellular matrix，ECM) 合成与分解

代谢的失衡是 OA 软骨破坏的重要机制之一［1］。近

年来研究［2］显示 ADAMTS-4，即带有血小板凝血酶

敏感蛋白样模体的解整链蛋白金属蛋白酶-4，在人

OA 的聚蛋白多糖的降解中起着主要作用。许多信

号通路参与 OA 的发病过程，这些信号通路通过级

联放大作用，导致 ECM 中相关蛋白酶及炎性成分变

化引起软骨破坏; 其中丝裂原活性蛋白激酶 ( mito-
gen activated protein kinases，MAPKs) 途径和核因子-
κB( nuclear factor-κB，NF-κB) 途径在 OA 发病中发

挥重要作用［3］。转化生长因子 β 激活激酶 1 ( mito-
gen-activated protein kinase，TAK1 ) 是 MAP3K 家族

的成员之一，其处于这两条信号通路的上游分支点

上，可被多种促炎性细胞因子激活［4］。该研究旨在

探讨 ADAMTS-4、TAK1 在 OA 和正常软骨中的表达

情况，了解二者在 OA 软骨中的发病作用及相互关

系，探讨 OA 发病机制。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 收集 2012 年 8 月 ～ 2013 年 4 月在

安徽医科大学第一附属医院骨科二病区的住院患

者。① OA 组: 因膝骨关节炎而行全膝关节置换术

中取材的关节软骨标本，共 20 例 ( 男 5 例，女 15
例) ，年龄 49 ～ 82 ( 65. 9 ± 9. 22 ) 岁。纳入标准: OA
患者诊断符合美国风湿病学会( ACＲ) 2001 年推荐

的膝关节 OA 诊断标准［5］。② 正常对照组: 因股骨

颈骨折而行全髋关节置换术或者因急性外伤致下肢

截肢术中取材的软骨标本，共 10 例 ( 男 3 例，女 7
例) ，年龄 52 ～ 76( 64. 2 ± 9. 44) 岁。纳入标准: 术前

X 线检查关节软骨面光滑，并术后病理学诊断关节

无病变。所有新鲜标本一部分以 10% 中性福尔马

林液固定，另外一部分标本离体后置于生理盐水的

标本盒中，迅速转移到 － 80 ℃冰箱保存备用。
1． 2 试剂与仪器 兔抗 ADAMTS-4 多克隆抗体

( 英国 Abcam 公司) ; 兔抗 TAK1 多克隆抗体( 美国

Santa Cruz 公司) ; Elivision 免疫组化两步法检测试

剂盒( 福建迈新公司 ) ; ＲIPA 组 织 裂 解 液 和 SDS-
PAGE 加样缓冲液( 中国碧云天生物技术研究所) ;

山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二抗 ( 北京中杉金桥生物

技术有限公司) ; ECL 显影液 ( 美国 Thermo 公司) ;

Bioshine ChemiQ4600 荧光及化学发光成像系统( 中

国 Bioshine 公司) ; Motic BA600 Mot-7. 5 型自动显微

镜( 中国 Motic 公司) 。
1． 3 免疫组织化学检测 ADAMTS-4、TAK1 表达

及分布特点

1． 3． 1 免疫组化步骤 福尔马林固定后的关节软

骨经 10% EDTA 脱钙后，常规脱水，石蜡包埋，以 3
～ 4 μm 厚度连续切片，制备 HE 及免疫组化切片。

其中免疫组化操作步骤如下: 65 ℃ 烤箱烤 24 h，二

甲苯、梯度乙醇脱蜡水化; 胰酶 37 ℃下行抗原修复
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30 min，滴 加 内 源 性 过 氧 化 物 阻 滞 剂 过 氧 化 氢

( H2O2 ) 、分 别 滴 加 一 抗 ( ADAMTS-4 稀 释 浓 度 为

1 ∶ 200，TAK1 稀释浓度为 1 ∶ 300) ，4 ℃冰箱过夜;

滴加生物素标记的二抗，DAB 显色，苏木精复染，乙

醇脱水，二甲苯透明，封片，镜下观察。
1． 3． 2 免 疫 组 化 结 果 判 断 使 用 Motic BA600
Mot-7. 5 型自动显微镜对各组免疫组化结果进行扫

描拍照，再采用 Image-Pro Plus 6． 0 图像分析软件对

各免疫组化结果图片进行积分光密度( integral opti-
cal density，IOD) 检测和分析。每张切片随机选取 5
个高倍镜视野( × 200 ) ，选取细胞质呈棕黄色颗粒

的软骨细胞为阳性结果进行标记，以此自动检测所

有视野的阳性结果。以参数平均积分光密度( inte-
grated optical density average，IA) 代表蛋白的颗粒密

度。
1． 4 Western blot 法 检 测 软 骨 中 ADAMTS-4、
TAK1 表达 在冰浴条件下，0. 05 g 软骨组织在 499
μl ＲIPA 组织裂解液、1 μl 苯甲磺酰氟中研磨、裂解

30 min。将裂解液移至 1. 5 ml EP 管中，14 000 r /
min 离心 15 min，取上清液 100 μl，加入 25 μl 5 ×
SDS 上样缓冲液，煮沸 10 min，用 10% 的 SDS-PAGE
凝胶电泳 2 h，蛋白质转移至 PVDF 膜上，5%脱脂牛

奶 37 ℃ 封 闭 1. 5 h，加 入 兔 抗 ADAMTS-4 一 抗

( 1 ∶ 200) 、兔抗 TAK1 一抗( 1 ∶ 300) 及鼠抗 β-actin
一抗 ( 1 ∶ 500) 孵育，4 ℃过夜，加入山羊抗兔标记

二抗( 1 ∶ 40 000 ) 、山羊抗鼠标记二抗( 1 ∶ 50 000 )

孵育 2 h，TPBS 清洗 3 次及 PBS 清洗 1 次后加 ECL
液显影，扫描仪中成像。运用 Image J 软件分析各

组 Western blot 条带计算灰度值。以 β-actin 蛋白的

灰度值为内参，计算二者比值即为灰度值比值。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 统计软件进行

分析，数据分析结果以 珋x ± s 表示，组间均数比较采

用 t 检验，两种指标之间的关系采用 Spearman 秩相

关性分析。

2 结果

2． 1 ADAMTS-4 和 TAK1 在软骨组织中的表达

HE 染色结果显示: 正常对照组软骨表面光滑，软骨

细胞位于软骨陷窝内，逐层呈规则排列。而 OA 组

软骨表面不平整，有裂隙，软骨细胞排列紊乱，外形

不规则，可见簇集的软骨细胞和退变肥大的软骨细

胞。免疫组化结果显示: 在 OA 软骨组织中，AD-
AMTS-4 主要表达于软骨细胞胞质内，可见大量棕黄

色颗粒，细胞膜黄染，特别是固缩退变的软骨细胞更

明显。而正常对照组阳性细胞数量明显减少，其表

达量较低，二者比较差异有统计学意义( t = 7. 81，P
＜ 0. 01) 。TAK1 在 OA 软骨细胞、一些炎性细胞内

均有表达，细胞内可见棕黄色颗粒。在正常对照组

软骨的分布部位与 OA 组相似，但数量明显减少，染

色强度明显降低，二者比较差异有统计学意义 ( t =
4. 58，P ＜ 0. 01) 。见图 1、2 和表 1。

图 1 正常对照组和 OA 组软骨 HE 染色结果 HE ×200

A: 正常对照组; B: OA 组

图 2 正常对照组和 OA 组软骨中 ADAMTS-4

和 TAK1 的表达 Elivision × 200

A: 正常对照组; B: OA 组; 1: ADAMTS-4; 2: TAK1

表 1 ADAMTS-4 和 TAK1 在正常对照组及

OA 组软骨中的表达( IA，珋x ± s)

组别 n ADAMTS-4 TAK1
正常对照 10 0． 09 ± 0． 06 0． 12 ± 0． 09
OA 20 0． 42 ± 0． 12＊＊ 0． 30 ± 0． 11＊＊

与正常对照组比较: ＊＊P ＜ 0． 01

Western blot 法结果提示: OA 患者软骨组织中

ADAMTS-4 表达高于正常对照组，经统计学分析，

OA 组与正常对照组灰度值比值比较，差异有统计

学意义( t = 5. 27，P ＜ 0. 01) ; TAK1 在 OA 软骨组织
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中表达也高于正常对照组，经统计学分析，两组灰度

值比 值 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( t = 6. 25，P ＜
0. 01) 。部分 OA 组和正常对照组电泳结果见图 3。

图 3 Western blot 法检测 ADAMTS-4 和 TAK1 在

正常对照组及 OA 组软骨中的表达

1 ～ 3: 正常对照组; 4 ～ 6: OA 组

2． 2 ADAMTS-4 和 TAK1 在 OA 软骨组织中表达

的相关性分析 OA 软骨中 ADAMTS-4 及 TAK1 的

IA 值明显高于正常对照组 ( P ＜ 0. 01 ) 。20 例 OA
患者软骨组织中，TAK1 阳性表达的 IA 值为 0. 30 ±
0. 11，ADAMTS-4 阳性表达的 IA 值为 0. 42 ± 0. 12，

经相关分析结果表明，在 OA 软骨组织中 TAK1 和

ADAMTS-4 的表达呈正相关( r = 0. 469，P ＜ 0. 05 ) 。
见表 1。

3 讨论

多因素造成 ECM 构成成分的改变引起关节软

骨的退变及破坏是 OA 发病机制之一。而 ECM 主

要由胶原纤维和聚蛋白多糖构成。有文献［1］报道，

聚蛋白多糖使关节软骨具有很好的弹性和抗压性，

聚蛋白多糖的丢失被认为在 OA 的发病中起着重要

的启动作用。基质金属蛋白酶( matrix metalloprotei-
nases，MMPs) 能够特异性的降解关节软骨 ECM 中

的Ⅱ型胶原、弹力纤维等，长期以来被认为在 OA 进

展中起着重要作用［6］; 随着对 OA 发病机制的深入

研究，发现早期引起软骨降解的酶是聚蛋白多糖酶，

而 MMPs 在晚期才起作用。其中 ADAMTS-4 是被广

泛认可，具有强大的聚蛋白多糖降解能力［7］。AD-
AMTS-4 主要通过作用于软骨蛋白聚糖核心蛋白球

间区( IGD) 的蛋白水解分裂位点 Glu373-Ala374 发

挥作用。有研究［8］显示，正常者和 OA 患者的软骨

组织中均有 ADAMTS-4 表达，且在 OA 软骨组织中

表达明显增多，此外 ADAMTS-4 与关节软骨破坏的

程度有直接的关系，因此认为 ADAMTS-4 是引起人

OA 软骨降解的主要聚蛋白多糖酶。本研究结果表

明 ADAMTS-4 在 OA 组较正常对照组高表达，阳性

细胞主要分布于关节软骨浅层及中层退变软骨细胞

中; 提示 ADAMTS-4 在 OA 的发生发展中起着重要

作用。通过特异性抑制 ADAMTS-4 能够有效控制

OA 的病情进展。
在 OA 病程中，白细胞介素 1 ( interleukin-1，IL-

1) 、IL-6、IL-17、IL-18、肿瘤坏死因子-α ( TNF-α ) 等

是参与关节病变的主要促炎性细胞因子［9］。这些

促炎性细胞因子主要是通过多条细胞内信号通路的

级联放大作用导致蛋白酶、前炎症因子变化，使软骨

ECM 分解代谢超过合成代谢，引起关节软骨破坏。
而在众多的信号转导途径中，MAPKs 信号通路和

NF-κB 信号通路在 OA 发生发展中起了很重要的作

用。Lea et al［10］研究发现 TAK1 是 MAPKs 信号通

路和骨形态蛋白 ( BMP) 信号转导的关键调节分子

并且在骨和关节发育中起着一定作用。TAK1 可被

上述多种促炎性细胞因子应激信号刺激所激活。在

MAPKs 信号通路中，激活的 TAK1 通过 MEKK3 /6、
MEKK4 /7 调节 JNK 和 p38 蛋白激酶的活性，最终活

化核转录因子激活蛋白-1 ( AP-1 ) ，从而引起靶基因

的表达; 而在 NF-κB 信号通路中，活化的 TAK1 激活

NF-κB 诱导激酶 ( NIK) 和 IKB 激酶 ( IKK) ，进而磷

酸化 IκB 介导 NF-κB 进入细胞核内，影响目的基因

的表达。
研究［11 － 14］ 显 示 在 人 软 骨 细 胞 内，NF-κB 和

MAPKs 可以上调由 TNF-α 或 IL-1β 介导的 MMP-1、
MMP-13、ADAMTS-4 基 因 和 蛋 白 的 表 达，抑 制

MAPK-EＲK1 /2 活性可以降低 ADAMTs 和 MMPs 的

高表达。Klatt et al［15］研究发现在 OA 软骨细胞中

TAK1 有一定的表达，抑制 TAK1 基因可以减少下游

炎性细胞因子及相关蛋白酶的表达，TAK1 对 AP-1
及 NF-κB 的活性起着更关键作用。本研究结果显

示，20 例 OA 患者 TAK1 表达明显高于正常对照组，

且发现浅层软骨细胞呈阳性反应较多，而深层软骨

细胞只有少数呈阳性反应或者未见阳性细胞。由此

可以推断，TAK1 作为炎症反应中 MAPKs 细胞信号

通路和 NF-κB 信号通路上游重要的激酶，在 OA 发

病中可能起着重要作用。
本研 究 对 OA 软 骨 组 织 中 的 ADAMTS-4 和

TAK1 的表达进行了相关性分析，初步证实两者呈

正相关，提示 ADAMTS-4 与 TAK1 在 OA 软骨病变

的发 生 发 展 中 具 有 协 同 作 用，这 可 能 与 活 化 的

TAK1 具有调节 ADAMTS-4 表达作用有关。通过干

预上游信号分子 TAK1 的活性，将有助于减少相关

炎性细胞因子和蛋白酶类等对 OA 病理生理的影
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响，因此 TAK1 可以作为 OA 治疗的新靶点，为 OA
的治疗提供新的思路。

综上所述，软骨组织中 ADAMTS-4 和 TAK1 的

高表达与 OA 的发生发展有关，活化的 TAK1 可能

致 OA 软骨中 ADAMTS-4 的高表达。但 ADAMTS-4
和 TAK1 之间具体的相互作用机制尚不清楚，且 OA
是多因素作用的结果，有待进一步研究。
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The correlative study on the expression of ADAMTS-4 and
TAK1 in osteoarthritic cartilage tissue

Zhang Qiqi，Hu Yong，Zhou Ding，et al
( Dept of Orthopedics，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the correlative expression of a disintegrin and metalloproteinase with throm-
bospondin motif-4 ( ADAMTS-4) and TGF-activated kinase 1 ( TAK1) in the cartilage tissue of patients with osteo-
arthritis ( OA) ． Methods The case-control study，immunohistochemistry and Western blot were used to detect the
expression of ADAMTS-4 and TAK1 in cartilage tissue of patients with OA and normal control group，and the ex-
pressive correlation between ADAMTS-4 and TAK1 in OA was also analyzed． Ｒesults Both the expression of AD-
AMTS-4 and TAK1 in OA group were significantly increased than that in normal control group ( P ＜ 0. 01) ; there
was a positive correlation between the expression of ADAMTS-4 and TAK1 in OA cartilage tissue ( r = 0． 469，P ＜
0. 05) ． Conclusion ADAMTS-4 is closely related to the occurrence and progress of OA cartilage． The activated
TAK1 may cause the overexpression of ADAMTS-4 in OA cartilage tissue，which can be a new target for OA treat-
ment．
Key words osteoarthritis; cartilage tissue; ADAMTS-4; TAK1
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