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� �  摘要!� 目的: 探讨发育期髋关节股骨头骨骺关节软骨缺血再灌流后的诱导型一氧化氮合成酶 ( iNOS)及热休克

蛋白 70( H SP70)的表达。方法: 制作 4周龄 SD大鼠缺血再灌流及对照模型, 每组各 40只 ,于术后 3、6、12、24、48 h、

5 d、2、4周不同时点对股骨头骨骺关节软骨 iNOS及 HSP70进行免疫组织化学检测。结果: 缺血再灌流组 24、48 h、

5 d、2周时点的关节软骨浅层、中层 iNOS表达增强 ( P < 0� 05), 缺血再灌流组 24、48 h、5 d有关节软骨浅层、中层

HSP70的增强表达 ( P < 0�05)。结论:发育期髋关节缺血再灌流损害后存在关节软骨的 iNOS损害机制及 HSP70内源

性细胞保护机制。
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� � 诱导型一氧化氮合成酶 ( iNOS)一旦激活, 可持续表达,

使一氧化氮水平增高, 协同多种细胞因子增加软骨损害 [ 1]。

热休克蛋白 70(H SP70)是一类高度保守性的、具有分子伴侣

作用的蛋白 [ 2], 具有内源性细胞保护作用。本实验用免疫组

化方法研究缺血再灌流后股骨头骨骺关节软骨细胞 iNOS、

HSP70的表达及其规律。

1� 材料和方法
1� 1� 动物分组 � 4周龄雄性 SD大鼠, 体质量 ( 75 ∀ 10) g, 按

抽签法随机分为缺血再灌流组和对照组,每组 40只。缺血再

灌流组以 5%水合氯醛 6 m l/kg腹腔内注射麻醉,取下腹部正

中直切口入腹, 推移肠管、睾丸 ,切开后腹膜, 暴露双侧髂总动

脉分叉处腹主动脉, 以无损伤血管夹夹闭分叉处或稍上方腹

主动脉, 3 h后拆除血管夹, 关闭切口。对照组开腹暴露腹主

动脉 5 m in常规关腹。

1�2� 标本采集 � 缺血再灌流及对照组分别于术后 3、6、12、

24、48 h、5 d、2、4周随机活体取左侧股骨头骨骺 5个, 于股骨

头凹外侧缘顺股骨头骨骺纵轴切开, 以 10% 甲醛固定, 常规

石蜡包埋。

1�3� 免疫组化检测 � 实验步骤: iNOS、H SP70均用 LSAB法

检测, 步骤相同如下: # 作 4 �m 厚石蜡切片 (顺股骨头骨骺

纵轴切片以确保关节软骨全厚层切片 ), 二甲苯脱蜡, 梯度乙

醇水化。∃ 3% H2O 2室温处理 15 m in, 消除内源性过氧化物

酶活性。蒸馏水洗, PBS冲洗 5 m in % 2。& 1%胰蛋白酶消化

10 m in修复抗原。∋3%正常血清处理, 37 ( , 20 m in, 用滤纸

吸去血清, 不洗。) 滴加第 1抗体 (工作浓度 1: 100), 37 ( 孵

育 60 m in。∗ 0� 01 M PBS ( pH 7�2, 下同 )冲洗 5 m in % 2。

+滴加生物素标记第 2抗体 (工作浓度 1: 150), 37 ( 孵育

30 m in。, PBS冲洗 5 m in % 2。− 滴加 Strep toav id in(辣根过

氧化物酶标记的链霉卵白素 ), 37 ( 孵育 30 m in。 . PBS冲
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洗 5 m in% 2。��� DAB显色。�� 苏木素轻度复染, 室温 5 m in。

盐酸乙醇分色, 自来水反蓝 20 m in。��!梯度乙醇脱水。��∀二

甲苯透明, 中性树脂封片。 iNOS抗体购自武汉博士德生物技

术有限公司; HSP70抗体购自北京中山生物技术有限公司。

切片观察胞浆呈棕黄色为阳性反应。

1� 4� 光镜观察与图像分析 � 切片进行头骺关节软骨各层的
着色情况观察, 肉眼判断着色强弱情况。对缺血再灌流组及

对照组, 随机抽取各时点 3例切片,每例切片随机选择 2个高

倍视野, 在美国产 N ikon& Spo t图像处理系统仪上对着色强

度进行灰度分析。

1� 5� 统计学处理 � 采用 SPSS 10� 0软件, 图像分析的表达灰

度采用组间方差分析及配对 t检验, P < 0� 05, 差异有显著性

意义。

2� 结果
2� 1� 光镜观察 � 在缺血再灌流后 3 h未见明显的 iNOS表

达, 缺血再灌流后 6 h有 iNOS的表达,着色强度较弱, 12 h的

iNOS着色也较弱, 24、48 h、5 d、2周时点的 iNOS表达着色增

强 (见图 1) , 4周时点着色强度有所减弱。在对照组未见明

显的 iNOS的着色信号。缺血再灌流组各时点均有 H SP70的

表达着色, 而在 24、48 h、5 d时点的着色强度偏强 (见图 2)。

在对照组头骺关节软骨各层有一定程度的 H SP70表达着色,

各时点着色强度较为一致。

2� 2� 图像分析 � 缺血再灌流组股骨头骺关节软骨浅层、中层

的 iNOS表达灰度规律见表 1。表 1中的数字显示 iNOS的着

色强度, 数值越大,着色越强。在缺血再灌流组的浅层及中层

24、48 h、5 d、2周有 iNOS的表达高峰, 经组间方差分析统计

处理, 差异有显著性统计学意义 ( P < 0�05)。

缺血再灌流组及对照组各时点股骨头骨骺关节软骨浅

层、中层的 H SP70表达灰度见表 2。表 2中 H SP70强度数值

越大, 着色越强。缺血再灌流组和对照组各时点关节软骨浅

层及中层 H SP70表达灰度经配对 t检验的比较, 在 24 h至 5 d

时点 P < 0� 05,差异具有显著性意义。

3� 讨论

一氧化氮合成酶一般有两型,即正常情况下就存于细胞

内的固有型 ( constitive nitric ox ide synthase, cNOS)和往往在刺

图 1� 缺血再灌流组 5 d时点关节软骨中层 iNOS免疫组化染色,中层

软骨细胞阳性着色信号强 DAB % 400� 图 2� 缺血再灌流组 24 h时点

H SP70免疫组化染色, 中层软骨细胞阳性着色, 着色强度强 DAB %

400

Fig. 1� The iNOS exp ress ion study on articular cart ilage of femu r head

ep iphyses after isch em ia�rep erfu sion in 5 d, strong yellow in m ed ia l layer

cartilage cyto DAB % 400� F ig. 2� The HSP70 expression study on art icu�

lar cart ilage of fem ur h ead ep iphyses after ischem ia�reperfus ion in 24 h,

strong yel low in m edial layer cart ilage cyto DAB % 400

激因素诱导下形成的诱导型 ( induc ib le nitric ox ide syn thase,

iNOS),一氧化氮合成酶催化左旋精氨酸则生成一氧化氮, iN�

OS的生理活性不需要钙离子及调钙蛋白的参与, 其催化作用

持续时间长, 产生的一氧化氮量大 (每个单位时间内能释放

比 cNOS所释放的一氧化氮多上千倍 )。

表 1� 缺血再灌流组各时点股骨头骨骺关节软骨浅层、中层的 iNOS表达灰度

Tab. 1� The expression of iNOS in articular cartilage of fem ur head ep iphyses

部位 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 5 d 2周 4周

浅层 0�00 80�55 82�45 147�59 140�99 150�67 146�78 90�88

中层 0�00 86�56 92�22 148�62 147�51 152�74 146�55 101�13

表 2� 两组各时点股骨头骨骺关节软骨浅层、中层 HSP70的表达灰度

Tab. 2� The expression ofHSP70 in articu lar cartilage of femur head ep iphyses

组别
3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 5 d 2周 4周

浅层 中层 浅层 中层 浅层 中层 浅层 中层 浅层 中层 浅层 中层 浅层 中层 浅层 中层

缺血再灌流组 106�52 102�59 120�78 114�22 109�60 110�96 156�70 150�89 150�58 158�14 148�45 156�65 116�30 104�46 111�92 102�52

对照组 108�41 101�98 104�12 114�42 121�40 120�31 117�79 102�51 120�47 118�02 102�26 103�91 110�53 105�55 104�68 104�25
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� � 在缺血再灌流损伤后,生理情况下无 iNOS表达的脊髓前

角运动神经元 iNOS表达所催化产生的一氧化氮对某些组织

器官具有一定损害作用 [ 3�4] , 在缺血再灌流损伤中局部一氧

化氮产生增多也可能是损伤机制之一。在对一些组织器官的

缺血再灌流损伤的研究中,采用预处理的方式通过抑制 iNOS

的表达均可有利于改善缺血再灌流损伤 [ 5�7] , 研究认为, 由

iNOS催化产生的过量一氧化氮对组织器官具有一定的损伤

作用。

在骨组织, 一氧化氮能抑制骨吸收和调节成骨样细胞的

活动 [ 8] , 提示它可能在骨发育、形成及退化过程中发挥一定

作用。在软骨组织中, 由于各种病理刺激, iNOS激活后持续

表达, 可对关节软骨组织产生一定程度的损害作用 [ 1]。已有

研究报道 [ 9�10] ,使用 iNOS抑制剂具有保护软骨的作用。

本研究发现, 对照组股骨头骨骺关节软骨并无明显的 iN�
OS表达, 而在缺血再灌流后 6 h即有 iNOS的表达 , 24 h ~

2周时点均有明显的 iNOS表达, 4周时点仍有一定程度的 iN�
OS表达,说明在大鼠股骨头骨骺缺血再灌流关节软骨的损害

过程中, iNOS存在较长的持续表达,由 iNOS所催化产生的一

氧化氮具有一定损伤机制,因此使用 iNOS抑制剂可能具有保

护发育期软骨组织的作用。

热休克蛋白是在一些应激条件下, 如热休克、感染、缺血

等情况下有高效表达的一族蛋白。H SP70是研究最广泛的热

休克蛋白之一, 具有 /分子伴侣0 ( m o lecular chaperone,指参与

介导从初生链到多亚基复合体装配的整个蛋白质生物合成过

程的一类蛋白 )的重要生理作用, 所谓 /分子伴侣0的作用有

二: 一方面阻断非生产性的蛋白之间的相互作用, 另一方面则

可把正在生产的蛋白与其他蛋白隔开,使生产蛋白处于有利

于折叠和装配的状态 [ 2]。在应激条件下, 细胞内蛋白会发生

部分或全部变性, 此时热休克蛋白可识别变性蛋白表面的疏

水性区域, 协助变性蛋白进行重新折叠, 或者将无法修复的蛋

白转移至蛋白质降解系统, 使之降解,从而避免细胞进一步受

到损害, 因此具有内源性的细胞保护作用。

缺血再灌流损伤过程中产生的 H2 O2也可诱导 H SP70的

合成, H SP70能抑制 iNOS基因转录和 iNOS的合成,降低 iN�
OS的活性,减少一氧化氮的合成, 从而减轻过量一氧化氮及

细胞因子对细胞的损害作用。H
2
O

2
的诱导效应可以解释为

在细胞缺氧时再氧化作用过程中, 通过修饰蛋白质的巯基而

作为一种诱导剂诱导 H SP70的产生 [ 11]。

在抗缺血再灌流损伤的实验研究中,已有各方面的报道

论证 H SP70在不同组织器官的细胞保护作用。H SP70的快

速表达对变性心肌蛋白的解聚发挥重要作用, 缺血后心肌功

能的恢复程度与 H SP70的表达水平相关 [ 12]。在肾抗缺血再

灌流损伤细胞凋亡的研究中,诱导产生的 H SP70与抗凋亡机

制密切相关 [ 13]。不管是采用何种方法,诱导 HSP70产生增多

均可以提高细胞抗应激能力 [ 14�15]。在本实验中发现,幼年 SD

大鼠的关节软骨细胞有一定程度的 HSP70表达。股骨头骨

骺缺血再灌流后, 在 24、48 h、5 d有增强的 H SP70表达。由

此说明股骨头骨骺缺血再灌流后,关节软骨细胞的 H SP70产

生增多以拮抗其损害。

如何使用具有保护软骨的 iNOS抑制剂及如何通过预处

理的方法增高 H SP70表达以提高关节软骨细胞的内源性保

护机制抗损害仍是值得进一步研究的方向。
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