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肢体缺血再灌注后 MMP 3在关节软骨中
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摘要 目的: 了解肢体缺血再灌注后关节软骨内基质金属蛋白酶 3 ( matr ix metalloproteinase 3,

MM P 3)的表达情况。方法: 35只成年健康新西兰大白兔,体重为( 3 0  0 5) kg , 随机分为 7 组,行左侧

后肢缺血 8 h(右侧为对照) , 于再灌注后 1、3 d 及 1、2、4、8 和 12 周取膝关节胫骨平台软骨组织,石蜡切

片,免疫组化 SP 法检测关节软骨内 MMP 3 的表达。结果: 肢体缺血再灌注早期, MMP 3 在关节软骨

出现强阳性表达,肢体缺血再灌注后 3 d 组阳性细胞较对照侧明显增多, 至 2周组达峰值( P < 0 01) , 之

后逐渐回落, 12 周组仍高于对照侧( P < 0 05)。结论: 肢体缺血再灌注后, 关节软骨内合成并分泌了

MM P 3, 在软骨基质的降解中发挥重要作用。
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Abstract Objective: To observe the expression of matrix metallopro teinase 3( MMP 3) in articular carti

lage after limbs ischemia reperfusion. Methods: In this investigation, 35 adult New Zealand white r abbits

( Weight: ( 3 0 0 5) kg) were randomly divided into 7 groups. After 8 hours of ischemia, the left hind limbs

w ere reperfused( right side as control) . After 1, 3 and 1, 2, 4, 8, 12 weeks, the group rabbits were killed respec

tiv ely. The ar ticular cartilage w ere excised from the knee joints. Using par affin sect ion, the expressions of

MM P 3 of art icular cartilag e were observed by immunohistochemistry( SP ) . Results:Dur ing the early per iod of

ischemia reperfusion, strong expr ession of MMP 3 w ere examined in articular cartilage, which incr eased at 3

day and reached max imum at 2 weeks ( P < 0. 01) , then decreased slightly and sustained at higher level com

pared wit h control side until 12 w eeks ( P< 0. 05) .Conclusion: Strong expression of MMP 3 is detected in artic

ular cartilage following ischemia reperfusion of limbs, which plays some roles in degradation of articular cartilage.
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肢体缺血再灌注( ischemia reperfushon, IR)可引

起关节软骨和滑膜发生病理性变化[ 1, 2] ,导致关节功

能障碍。研究发现基质金属蛋白酶( matrix matallo

proteinase, MMPs)在软骨基质的降解中起着重要作

用, 其中基质溶解素 1( MMP 3)的降解作用已经得

到证实[ 3]。肢体缺血再灌注后关节软骨中 MMPs是

怎样变化的? 本实验拟通过检测肢体 IR 后关节软

骨内 MMP 3的表达, 旨在揭示其在肢体 IR 后关节

软骨损伤中的作用。

1 材料与方法

1 1 实验动物及分组 健康新西兰大白兔 35只,

体重( 3 0  0 5) kg, 雌雄不限,根据缺血后再灌注时

间的不同,随机分为 7组, 每组 5只。分别为再灌注

后 1、3 d及 1、2、4、8和 12周。左侧后肢为实验侧;

右侧为自身对照侧,不施手术。

1 2 动物模型 实验动物用 3%的异戊巴比妥钠

( 30 mg/ kg)耳缘静脉麻醉, 常规手术准备。在左侧

膝关节近侧约 3 cm 处环形切开, 游离出股动静脉、

股神经及坐骨神经。保留这些重要组织, 于股骨中

段逐层结扎切断肌肉组织。环形游离 0 5 cm 长的

骨膜, 股骨前侧用牙科钻开窗, 明胶海绵填塞髓腔,
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阻断血流。用血管夹夹闭股动静脉造成远端肢体缺

血,每 2 h换血管夹位置,预防血栓形成。8 h后松开

血管夹,恢复肢体血运,逐层缝合。术后伤口定期消

毒,注射抗生素,防止感染。

1 3 标本制备及指标检测 再灌注后 1、3 d及 1、2、

4、8和 12周分批活杀动物, 取胫骨平台软骨。生理盐

水冲洗, 4%多聚甲醛( PFA)固定 24 h,浸入 20%乙二

胺四乙酸二钠( EDTA 2Na)中,微波炉内脱钙(温度保

持在 50 ! 左右,每 3 d换脱钙液 1次,共脱钙 2周)。

系列酒精脱水、二甲苯透明、石蜡包埋, 切片厚度为

5 m。

免疫组化 SP法( SP 9002北京中山公司)检测关

节软骨内 MMP 3的表达: ∀ 切片常规脱蜡至水。 #

3%过氧化氢孵育 10 min。 ∃ 蒸馏水洗涤, PBS 浸泡

5 m in。%10%羊血清( PBS稀释)室温孵育 15 min,

倾去, 勿洗。 &滴加 1∋50稀释的 MMP 3 单克隆抗

体( ONCOGENE IM 45L 美国) , 4 ! 过夜。(PBS冲

洗, 3 min ) 3次。∗滴加生物素标记的二抗(用 1%

BSA PBS, 1∋100稀释) , 37 ! 孵育 10 min。+PBS冲

洗, 3 min ) 3次。,滴加辣根酶标记链霉卵白素(用

1%BSA PBS, 1∋100 稀释) , 37 ! 孵育 10 min。 −

PBS冲洗, 3 min ) 3次。 DAB显色:显色 10 m in,

充分水洗。 酒精脱水、二甲苯透明, DPX封片。光

学显微镜下观察结果,阳性着色为棕黄色颗粒。将

结果用 Tiger 920 软件测定积分光密度值 ( IOD)。

IOD:反映被测个体截面或投影轮廓内总的吸光程

度,由各像素点光密度值直接加和, 表示组织细胞截

面或投影轮廓内被染色的深浅总量。

1 4 统计学处理 采用 SPSS 软件, 运用配对资料

的 t 检验进行数据处理。

2 结果

对照侧关节软骨基质基本不着色,阳性细胞少,

染色淡(图 1)。肢体缺血再灌注后 1 d组,关节软骨

内阳性颗粒较少,主要分布在胞浆内; 3 d 组阳性细

胞较对照侧明显增多( P< 0 01) (图 2) ; 至 1 周和

2周组渐升高达峰值,阳性着色在胞浆和胞外基质中

均有分布(图 3) ;之后表达逐渐回落,但 8、12周组仍

高于对照侧( P< 0 05) (图 4, 5)。实验侧和对照侧

MMP 3比值在 1 d组是 150%, 3 d组是 280%,之后

出现一平台期, 4周后开始回落, 到 12周组 IR 侧是

对照侧的 160%(图 6)。

3 讨论

Flannelly 等[ 4]的研究发现, 关节软骨退变与金

属蛋白酶( MMPs)对胞外基质( ex tracellular matrix ,

ECM )的降解作用有关。正常情况下, MMPs和基质

金属蛋白酶组织抑制剂( T IMPs)之间保持一种动态

平衡[ 4] , 而一旦平衡破坏, 则可引发各种病理过程。

本研究结果说明, 在肢体缺血再灌注后, 关节内

MMP 3的合成较正常增多, 并在软骨内广泛分布。

关于肢体缺血再灌注后刺激 MMP 3表达的因素目

前尚未清楚。考虑其原因可能是肢体缺血再灌注后

释放大量的自由基和炎症细胞因子, 如: NO、IL 1、
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T NF等。这些因子可刺激关节软骨细胞和滑膜细胞

产生和分泌金属蛋白酶类
[ 5]
, 促进软骨的降解,同时

IL 1还可直接干扰及抑制软骨细胞代谢。酶类增多

使得和抑制剂间的平衡被打破, 引起蛋白多糖和胶

原的降解,裂解碎片和坏死的细胞脱落到关节腔内,

可引起关节的慢性炎症; 又由于肢体缺血再灌注后

期滑膜增厚、血管闭塞、代谢废物不能有效的排出,

加重了关节炎症的发生[ 1]。关节炎症势必有大量的

细胞因子参与, 这些因子又可诱导金属蛋白酶类的

合成与分泌, 进一步导致软骨基质的降解, 以至于形

成恶性循环。基质的损伤造成软骨生物力学的变

化,在外力负荷下, 基质损伤进一步加重,软骨处于

慢性退行性改变。

由此我们推断, 在肢体缺血再灌注后关节功能

障碍的各种复杂因素之中, MMP 3的强表达及对关

节软骨基质降解是引起软骨损伤的重要原因之一。

若能有效阻止 MMP 3 和其他蛋白酶类的合成及激

活,将对延缓肢体缺血再灌注后关节软骨退变有积

极意义。
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