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摘要　目的　探讨关节内出血对大鼠伸直型膝关节挛缩的影响。方法　将１８只雄性成熟的ＳＤ大鼠随机均分为３组。其中
对照组（Ｃ组）不固定，饲养４周后处死。单纯固定组（Ｍ１组）左下肢膝关节伸直位固定４周后处死。出血固定组（Ｍ２组）取
自体血注射膝关节腔后伸直位固定４周后处死。运用关节活动度测量仪测量在一个标准力矩作用时各组膝关节活动度，挛缩
程度由分离膝关节肌肉前后的活动度计算所得。应用ＨＥ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色检测前方关节囊细胞数目和胶原沉积情况。通
过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测前方关节囊转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）、无翅型蛋白家族成员（Ｗｎｔ１）、β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）蛋白表达的
变化。结果　相较于Ｃ组，Ｍ１、Ｍ２组大鼠膝关节总挛缩和关节源性挛缩程度有所增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。同时
Ｍ２组总挛缩和关节源性挛缩程度重于Ｍ１组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。相较于Ｃ组，Ｍ１、Ｍ２组大鼠膝关节前方关节囊
细胞数目增多，胶原沉积增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。同时Ｍ２组大鼠膝关节前方关节囊细胞数目升高及胶原沉积增
加程度重于Ｍ１组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。相较于Ｃ组，Ｍ１、Ｍ２组大鼠前关节囊ＴＧＦβ１、Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达有
所升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。同时Ｍ２组较Ｍ１组大鼠膝关节前方关节囊 ＴＧＦβ１、Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达升高，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论　关节固定可导致关节挛缩，关节内出血加重了固定诱导的关节囊纤维化和关节挛缩。
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　　关节固定作为一种常用的骨关节疾病治疗措
施，一般用于缓解疼痛和抑制炎症，但也会导致关节

挛缩等并发症［１－３］。关节囊纤维化改变是引起关节

挛缩的主要病理改变［４］。在关节囊纤维化进程中，

许多细胞因子发挥重要作用，其中转化生长因子β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＴＧＦβ１）与纤维化关
系最为密切［５］。同时，已有研究［６－７］表明，无翅型蛋

白家族成员（ｗｉｎｇｌｅｓｓｔｙｐｅＭＭＴＶｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅｆａｍ
ｉｌｙ，ｍｅｍｂｅｒ１，Ｗｎｔ１）、β连环蛋白（ｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎ，β
ｃａｔｅｎｉｎ）等可与ＴＧＦβ１信号产生协同作用，促进组
织纤维化的发展。

关节及其周围创伤过程中伴随的关节出血也是

影响关节挛缩进程的一个重要因素［８］。膝关节出

血往往需要数周时间才能被吸收，而关节腔内血液

累积可引起滑膜炎症和纤维化，进而促进关节挛缩

发生［９］。阐明关节内出血对关节囊纤维化的影响，

有助于临床上更好地防治关节挛缩。该研究拟应用

关节腔内血液注射模拟关节腔出血，阐明大鼠膝关

节腔血液注射后关节固定对关节囊纤维化以及继而

引起的关节挛缩的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要仪器与试剂　移液器购自赛默飞有限
公司（美国），光学显微镜购自麦克奥迪集团公司

（厦门），低速离心机购自中科中佳公司（合肥），

Ｍａｓｓｏｎ染色试剂购自安徽欣乐生物技术有限公司
（合肥），ＨＥ染色试剂购自安徽欣乐生物技术有限
公司（合肥），４℃、－２０℃冰箱购自中科美菱公司
（合肥），电子分析天平购自上海精密有限公司（上

海），转膜仪和电泳仪购自伯乐有限公司（美国），戊

巴比妥钠购自美国 Ｓｉｇｍａ公司（美国），三羟甲基氨
基甲烷（Ｔｒｉｓ）购自上海生物工程有限公司（上海），
７５％乙醇、８０％乙醇、９５％乙醇及无水乙醇购自安徽
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欣乐生物技术有限公司（合肥），ＲＩＰＡ裂解缓冲液
购自上海雅酶生物医药科技有限公司（上海），ＳＤＳ
ＰＡＧＥ试剂盒购自上海雅酶生物医药科技有限公司
（中国上海），兔抗ＴＧＦβ１抗体、兔抗Ｗｎｔ１抗体、兔
抗βｃａｔｅｎｉｎ抗体、兔抗 βａｃｔｉｎ抗体、亲和性山羊抗
兔ＩｇＧＨＲＰ购自ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司（美国）。
１．１．２　实验动物造模分组　１８只３月龄雄性Ｓｐｒａ
ｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠，体质量２５０～３００ｇ，取自安徽医科
大学实验动物中心。大鼠被关在笼子里，温度控制

在２４～２５℃，光照／黑暗周期为１２ｈ，提供标准食物
和水。将大鼠按照随机分组法等分为３组：对照组
（Ｃ组）、单纯固定组（Ｍ１组）、出血固定组（Ｍ２组），
每组６只大鼠。通过腹膜内注射戊巴比妥钠（４０
ｍｇ／ｋｇ，货号Ｐ３７６１）对Ｍ１组大鼠进行麻醉，然后使
用塑形铝制夹板固定其左膝关节 ４周（专利号：
２０２１２０４７０１５８０）。对Ｍ２组大鼠进行麻醉，使用微
量注射器在动物超声引导下注射 ２０μｌ尾静脉血
液，然后使用塑形铝制夹板固定固定其左膝关节４
周（见图１）。本实验已获安徽医科大学实验动物伦
理委员会批准（伦理批号：ＬＬＳＣ２０２２１１２６）。

图１　大鼠膝关节挛缩模型制作

Ｆｉｇ．１　Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｒａｔｋｎｅｅｃｏｎｔｒａｃｔｕｒｅｍｏｄｅｌ

Ａ：Ｋｎｅｅｊｏｉｎｔｏｆｔｈｅｒａｔｗａｓｆｉｘｅｄｉｎｓｔｒａｉｇｈｔｐｏｓｉｔｉｏｎ；Ｂ：Ｒａｄｉｏ

ｇｒａｐｈｙｏｆｔｈｅｅｘｔｅｎｄｉｎｇｋｎｅｅｊｏｉｎｔｉｎｔｈｅｒａｔ．

１．２　关节挛缩程度检测及组织取材　大鼠应用过
量麻醉处死后，取下左侧下肢，使用大鼠膝关节活动

度测量装置（专利号Ｎｏ：ＺＬ２０２１２０９９６６４３１）测量膝
关节活动度（ｒａｎｇｅｏｆｍｏｔｉｏｎ，ＲＯＭ）。与课题组之

前的研究［１０］保持一致，使用００５３Ｎ·ｍ的标准扭
矩在肌切开术前后分别测量每只大鼠左膝关节的

ＲＯＭ（见图２Ａ、Ｂ）。使用以下公式计算总挛缩和关
节源性挛缩的程度［１１］：① 总挛缩程度 ＝肌切开术
前的ＲＯＭ（对照组膝关节）－肌切开术前的 ＲＯＭ
（固定组膝关节）；②关节源性挛缩程度 ＝肌切开术
后的ＲＯＭ（对照组膝关节）－肌切开术后的 ＲＯＭ
（固定组膝关节）。测量左 ＲＯＭ后，先分离髌上韧
带以隔离前关节囊，随后小心地沿着膝关节和髌骨

的边缘取出所选的前关节囊，手术过程中尽可能多

地去除周围脂肪组织。最后，将选定的膝关节内侧

关节囊的三分之一保存在４℃的４％多聚甲醛中过
夜，用于后续组织病理学检查，其余三分之二的选定

侧部组织在液氮中快速冷冻并储存在－８０℃下，用
于后续蛋白质印迹分析。

图２　大鼠膝关节活动度测量

Ｆｉｇ．２　Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｋｎｅｅｊｏｉｎｔｒａｎｇｅｏｆｍｏｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ
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ｆｏｒｅｍｙｏｔｏｍｙ；Ｂ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｋｎｅｅｊｏｉｎｔｒａｎｇｅｏｆｍｏｔｉｏｎｍｅａｓ

ｕｒｅｍｅｎｔａｆｔｅｒｍｙｏｔｏｍｙ．

１．３　ＨＥ和 Ｍａｓｓｏｎ染色　为了进行组织学分析，
使用分级酒精对组织标本进行脱水，石蜡包埋中。

使用切片机获得６μｍ的矢状切面。随后，根据制
造商的说明，对关节进行脱蜡处理，并进行苏木精

（ＨＥ）和Ｍａｓｓｏｎ染色，以检查病理变化，包括关节囊
中的总细胞计数和胶原沉积。染色后，在显微镜

（ＢＸ４３Ｆ，ＯＬＹＭＰＵＳ，Ｔｏｋｙｏ１６３０９１４，Ｊａｐａｎ）下以
４００倍的放大倍数检查切片，并在切片中随机选择３
个视野。计算每个视野中的细胞数，然后计算平均

值。最后，将单位转换为每ｍｍ２的细胞总数。为了
评估胶原沉积，使用 ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ软件测量关节囊
组织中蓝色染色区域的百分比。

１．４　蛋白质印迹　通过蛋白质印迹分析 ＴＧＦβ１、
Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白水平。使用液氮将组织样品
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研磨成细粉，并用ＲＩＰＡ裂解缓冲液（上海雅酶生物
医药科技有限公司）匀浆。离心后，收集含有蛋白

质的上清液。通过 ＳＤＳＰＡＧＥ试剂盒（上海雅酶生
物医药科技有限公司）分离等量的蛋白质，并通过

电转移将其转移到ＰＶＤＦ膜上。然后在室温下用无
蛋白快速封闭缓冲液（１×）封闭２０ｍｉｎ。

随后，将膜清洗３次，用一抗在４℃冰箱孵育过
夜 ［兔 抗 ＴＧＦβ１（１∶５０００），兔 抗 Ｗｎｔ１
（１∶２０００），兔抗 βｃａｔｅｎｉｎ（１∶５０００），兔抗 βａｃ
ｔｉｎ（１∶５０００）］；过夜后，用 ＴＢＳＴ洗 ３次，每次 １０
ｍｉｎ，然后用过氧化物酶偶联的亲和纯化的山羊抗兔
ＩｇＧＨＲＰ（１∶１００００）在室温下持续孵育９０ｍｉｎ，用
ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ。

最后，使用添加的增强型化学发光（ＥＣＬ）底物
使膜显影。并且在数字成像设备（ＵＶＰＣｈｅｍＳｔｕｄｉｏ
５１５，ＡｎａｌｙｔｉｋＪｅｎａＡＧ，Ｇｅｒｍａｎｙ）上捕获目标信号。
使用ＩｍａｇｅＪ软件量化每个条带的密度。用 βａｃｔｉｎ
对ＴＧＦβ１、Ｗｎｔ１和βｃａｔｅｎｉｎ谱带密度进行统一归
化得出各个蛋白相对含量。

１．５　统计学处理　数据以 珋ｘ±ｓ表示，并使用 ＳＰＳＳ
２３０进行分析。使用单因素方差分析比较各组之
间的差异。比较各组之间的不同因素，包括总挛缩

程度、关节源性挛缩、细胞数目、胶原沉积程度以及

ＴＧＦβ１、Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ的表达水平。当方差分析
显示差异时，采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验或 ＴａｍｈａｎｅＴ２检
验评估组间多重比较。Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

２　结果

２．１　总挛缩和关节源性挛缩　Ｍ１组和Ｍ２组总挛
缩和关节源性挛缩程度都重于 Ｃ组，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。同时 Ｍ２组总挛缩和关节源性挛
缩程度重于Ｍ１组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见图３。
２．２　ＨＥ染色和Ｍａｓｓｏｎ染色切片和组织学评价　
Ｍ１组与Ｍ２组大鼠细胞数目较Ｃ组均有所增加，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。Ｍ２组较 Ｍ１组大鼠
细胞数目增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见
图４Ａ、Ｂ。Ｍ１组与Ｍ２组大鼠胶原沉积较Ｃ组均有
所增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。Ｍ２组较
Ｍ１组大鼠胶原沉积更显著，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）。见图４Ａ、Ｃ。
２．３　关节囊组织蛋白表达分析　Ｍ１组与Ｍ２组较

图３　各组大鼠总挛缩和关节源性挛缩程度

Ｆｉｇ．３　Ｔｏｔａｌｃｏｎｔｒａｃｔｕｒｅａｎｄａｒｔｈｒｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒａｃｔｕｒｅ

ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ａ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｏｔａｌｃｏｎｔｒａｃｔｕｒｅ；Ｂ：Ｑｕａｎｔｉｔａ

ｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｒｔｈｒｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒａｃｔｕｒｅ；Ｐ＜００５ｖｓＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜

００５ｖｓＭ１ｇｒｏｕｐ．

Ｃ组大鼠膝关节前方关节囊 ＴＧＦβ１、Ｗｎｔ１、βｃａｔｅ
ｎｉｎ蛋白表达均有所升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。Ｍ２组较 Ｍ１组大鼠膝关节前方关节囊
ＴＧＦβ１、Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达升高，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）（见图５）。

３　讨论

　　关节挛缩可分为先天性多发性关节挛缩和后天
性挛缩。先天性多发性关节挛缩症是因肌肉、关节

囊及韧带纤维化，引起以全身多个关节僵直为特征

的综合征，其病因较为复杂，治疗也十分困难［１１］。

引起后天性关节挛缩的病因主要包括骨关节系统直

接损伤后关节制动（如创伤、手术、运动后关节炎

等）和神经系统疾患（如脑卒中、脑瘫、周围神经损

伤等），其中非常常见的一个原因是创伤后长时间

或者不恰当的关节固定［１２］。膝关节作为人体最重

要的负重运动关节之一，在各种运动与事故中极易

受到损伤，而为促进膝关节损伤修复需行的膝关节

制动，常导致膝关节挛缩的发生。在创伤或关节手

术后，容易引起关节内出血，促进关节内的炎症反应

和纤维组织增生，这可能导致关节结构的改变和功
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图４　大鼠前方关节囊ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色结果

Ｆｉｇ．４　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＨＥａｎｄＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅａｎｔｅｒｉｏｒａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｐｓｕｌｅｉｎｒａｔｓ

Ａ：ＴｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｅａｎｔｅｒｉｏｒｊｏｉｎｔｃａｐｓｕｌｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｉｔｈＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ×４００；Ｂ：Ａｎｔｅｒｉｏｒｊｏｉｎｔｃａｐｓｕｌｅｃｅｌｌ

ｃｏｕｎｔｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆａｎｔｅｒｉｏｒａｒｔｉｃｕｌａｒｃａｐｓｕｌｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＣ

ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭ１ｇｒｏｕｐ．

图５　各组大鼠膝关节前方关节囊中ＴＧＦβ１、Ｗｎｔ１和βｃａｔｅｎｉｎ表达变化

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＴＧＦβ１，Ｗｎｔ１ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎ

ｉｎａｎｔｅｒｉｏｒｊｏｉｎｔｃａｐｓｕｌｅｏｆｋｎｅｅｊｏｉｎｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｐ＜００５ｖｓｇｒｏｕｐＣ；＃Ｐ＜００５ｖｓＭ１ｇｒｏｕｐ．

能障碍，甚至引起关节挛缩发生［９，１３］。因此，了解关

节固定伴出血所致关节挛缩的发病机制显得尤为必

要。深入了解关节出血后纤维组织形成的过程和影

响因素，可以为关节挛缩治疗提供更有效的手段。

既往有研究［１４］表明，膝关节固定１周即可出现
关节挛缩，膝关节固定２周内以肌源性因素（肌肉、
肌腱、筋膜等）限制为主，２周后以关节源性因素（关
节囊、韧带、骨、软骨）限制为主，膝关节固定４周后
关节挛缩程度变得稳定。故而本研究对大鼠一侧膝

关节制作了为期４周的固定膝关节挛缩动物模型。
本研究显示，与 Ｃ组相比，Ｍ１组与 Ｍ２组大鼠膝关
节总挛缩程度和关节源性挛缩程度明显增加，Ｍ２组

较Ｍ１组总挛缩及关节源性挛缩更加显著，提示伴
有关节内出血的关节固定所引起的关节挛缩程度更

加严重。组织纤维化进程往往伴随着早期炎症，出

现炎症细胞和纤维化细胞为主的细胞数目增多，并

伴有胶原沉积增多［１０］。本研究中，这两种造模方式

均引起前方关节囊细胞数目、胶原沉积增高，而 Ｍ２
组更为明显，提示两种造模方式均可引起关节囊纤

维化，而关节内出血会加重关节囊纤维化。

Ｗｎｔ是一类重要的分泌型糖蛋白，在细胞信号
传导和调控中发挥着关键作用。Ｗｎｔ蛋白分泌后与
细胞表面特异性受体结合，引起 βｃａｔｅｎｉｎ的积累，
βｃａｔｅｎｉｎ在细胞内过度积累并进入细胞核，可能促
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使纤维化的发生［１５－１６］。与此同时，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路激活可以促进纤维化关键因子 ＴＧＦβ信
号活化，促进纤维化进展［１７］。本研究检测了大鼠膝

关节前方关节囊 ＴＧＦβ１、Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表
达改变。与Ｃ组相比，Ｍ１组与Ｍ２组大鼠膝关节前
方关节囊ＴＧＦβ１、Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表达显著
增加，而Ｍ２组较Ｍ１组表达增加，这说明关节固定
导致 Ｗｎｔ１／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路以及 ＴＧＦβ１活化可
能对出血固定所致大鼠膝关节囊纤维化起到促进作

用。这一发现将有助于提高临床医师对关节内出血

以及关节固定引起的关节挛缩发病机制的理解，有

利于进一步优化治疗方案。本研究仅应用蛋白质印

迹对 Ｗｎｔ１、βｃａｔｅｎｉｎ以及 ＴＧＦβ１表达进行了检
测，未进一步验证其上下游分子（如 Ｓｍａｄ、ＧＳＫ３β）
表达或信号通路交互作用。课题组将在今后研究中

采用多种实验技术验证，进一步阐明关节内出血以

及关节固定引起关节挛缩形成的具体机制。

本研究结果表明，关节固定可引起关节挛缩，关

节内出血可加重关节囊纤维化以及继而发生的关节

挛缩。对于部分特殊人群，如血友病患者，可因单纯

关节内出血诱发关节挛缩［１８］。本研究重点探讨了

膝关节内出血对关节挛缩进程的影响，为临床上关

节创伤后出血较多患者的治疗提供理论参考，同时

对血友病等单纯膝关节内出血患者关节挛缩风险评

估有指导意义。对于关节创伤后出血患者或血友病

等单纯膝关节内出血患者，都应及时采取有效措施，

避免持续出血或血液在关节腔长时间堆积。关节腔

内血液注射联合关节固定，可以作为大鼠膝关节挛

缩模型制作的有效方法之一，为今后关节挛缩相关

研究提供良好的载体。

（感谢安徽医科大学公共卫生学院王华教授、

苏州大学李斌教授对于本研究的指导）
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