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表现与蛋白多糖含量的
相关分析

石磊!于静红!张晰尧

#摘要$
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目的!分析羊膝关节骨性关节炎%
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&模型软骨退变各阶段
:;<

表现的特点和规律及

其与软骨内蛋白多糖含量的相关性!探讨不同阶段软骨退变
:;<

表现的分子病理学机制!为软骨退变

的
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定量诊断及病情检测提供理论依据!提高
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的诊治水平#方法!将
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组作为对照组不做处理!其余
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组作为实验组!通过在膝关节内注射木瓜蛋白酶溶液来制

作膝关节软骨退变模型#使用
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对照组中被试羊的膝关节进行常规序列及
O

>

A*+

GG

,9

8

:;

扫描#随即取出其关节软骨进行阿利新蓝
A

过碘酸
A

雪夫染色%

@]AU@F

染色&!采用累积光密度值%
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&来评估软骨内蛋白多糖含量!对股骨内髁

软骨
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值与蛋白多糖含量进行相关性分析#结果!
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组中软骨
O

>

值分别为
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和
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!各实验组均高于对照组%
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&!并且随

着时间的推移软骨的
O

>

值呈上升趋势!
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组与
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组比较差异无统计学意义!其余各组之间两两比较差

异均有统计学意义%
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组中软骨内蛋白多糖含量测量值分别为
=%5?&h"5?=
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和
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!各实验组均低于对照组%
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&!并且造

模后随着时间的推移!股骨内髁软骨内蛋白多糖的含量呈下降趋势!
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组比较!以及
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组比较!差异均有统计学意义%
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相关性分析结果显示!
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值与蛋白多糖

含量值呈线性负相关%
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&#结论!羊
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模型中膝关节软骨的
O

>

值与蛋白多糖含

量呈负相关!

O
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值有望成为反映关节软骨退变中蛋白多糖含量的无创性影像学检查指标!对诊断和监

测早期膝关节软骨损伤及其生化改变!进而指导临床治疗具有重要意义#
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#是目前世界上致残

率较高的疾病之一!其主要病理改变是关节软骨退变!

而关节软骨一旦退变损伤!无法修复!只能由纤维组织

替代!继而造成邻近的关节骨质&关节韧带等整体发生

退变!临床上患者的主要表现为局部疼痛&僵硬&活动

受限!疾病晚期可致残'
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$因此!
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的无创性早期

诊断和监测至关重要$
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作为
C@

软骨退变的首

选影像检查方法!可以观察软骨形态结构的完整性!从

形态学上对
C@

关节软骨退变进行准确诊断'
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!新发

展的功能成像技术还可以观察关节软骨中生化成分的

变化!并可进行定量评估!其中
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通过测量组织的
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值来发现膝关节软骨和骨质形态

未发生明显变化之前的软骨内组织成分的变化'
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成像表现具体与软骨内哪种生化成分

相关!尚无明确定论!还需要大量的实验研究来证实$

本研究中通过制作羊膝关节骨性关节炎模型并对

其进行常规序列及
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扫描!观察
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不同阶

段羊膝关节软骨的
:;<

表现!对软骨进行
:;<

定量

分析和蛋白多糖含量测定!分析两者的相关性!旨在实

现在活体状态下无创性评估早期膝关节
C@

!为推进

临床对
XC@

的早诊&早治提供帮助$

材料与方法
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动物分组及造模

选择健康蒙古羊
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只!月龄为
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月!雌雄不
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!标准饮食!圈养$将
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只羊随机

均分为
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组#$
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组为对照组!不进行干预)

其余
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组为实验造模组!均在
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引导下使用一次性

穿刺针从羊的髌骨外侧进入左膝关节腔内!分别于第
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和
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天注药注射
"5$*R

木瓜蛋白酶溶液!即完

成造模$右膝关节不作处理!仅用作对比观察$
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检查及
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值测量

使用
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序列进行
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扫描$扫描

前
>=1

实验羊需禁食&禁水$待羊麻醉后!将羊取俯

卧位固定于扫描床上!并将膝关节置于
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通道膝关节

线圈中心!使左膝关节呈
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屈曲后将其固定$

扫描序列和参数%
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图
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伪彩

图!可见关节软骨连续完整!厚度及颜色%绿色色阶&均匀!关节间隙正常$
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伪彩

图!显示软骨内信号稍不均匀!大部分呈绿色!其内可见点状黄色色阶$
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伪彩

图!显示软骨内局部信号混杂!呈绿色的软骨内可见小片状(不规则形黄色区域$
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伪彩图显示软骨内可见条片状红黄色色阶!软骨边缘信号混杂(不均匀$

/

&

)

组%造模
'

周&!

O

>

A*+

GG

,9

8

伪彩图!显示软骨明显变薄(其内信号混杂(不均匀!可见大面积红黄色色阶#

?5!**

#!视野
"&#**e"&#**

!矩阵
>=#e?>#

!激

励次数
"

)

)

矢状面
O

>

A*+

GG

,9

8

采用多回波
_F)

序

列!

O;"###*2

!

O)"?5&

,

="5=

,

!!5>

,

$%5#*2

!层厚

?**

!层间距
#5$**

!视野
"$#**e"$#**

!矩阵

?&=e?&=

!激励次数
"

$

扫描完成后!所有原始图像数据传至
F

3

9

8

65L,+

工作站进行后处理!经专用软件重建获得
O

>

A*+

GG

,9

8

伪彩图$在股骨内髁关节正中持重处软骨最厚部位勾

画感兴趣区"

;C<

#测量其
O

>

值!面积为
"**

>

!各

;C<

测量
?

次!取其平均值$

?K

羊
XC@

关节软骨标本制备及病理染色

:;<

检查后经手术取出羊膝关节标本!肉眼观察

股骨内侧髁软骨的颜色和形态&软骨表面有无裂隙及

溃疡&有无云翳样结构&有无暴露软骨下骨及有无骨赘

形成等$随后将标本置于
"#Y

甲醛溶液中固定
'>1

$

所有羊关节软骨进行
@]AU@F

染色及蛋白多糖含量

的测定$蛋白多糖含量的测量方法%每张软骨切片随

机选取
?

个高倍镜视野!观察每张切片的染色情况!软

骨内蛋白多糖被染成蓝色即为阳性反应!利用
<*+

8

/A

G

76

G

-42$5#

专业图像分析软件进行半定量分析!以每

个视野内呈阳性反应的面积与视野总面积的比值作为

反映蛋白多糖含量的指标$

!K

统计学方法

使用
FUFF>#5#

软件对实验中检测的数据进行统

计分析!数据满足正态分布和方差齐性时采用单因素

方差分析!组间比较采用
B499/HHH

检验!并采用

F

G

/+7*+9

相关分析对股骨内髁
O

>

值与病理表现的相

关性进行分析$以
!

"

#5#!

为差异有统计学意义$

结
!

果

"K

羊
XC@

模型股骨内髁软骨
O

>

A*+

GG

,9

8

表现

各组羊股骨内髁软骨的
:;<

图像显示!

@

组中软

骨内颜色均一!

]

"

)

四组中部分关节软骨的色阶与
@

组比较呈现出不同程度的变化!随着造模时间的延长!

软骨内色阶的变化程度呈增大的趋势 "图
"

#$

@

"

)

组中
O

>

A*+

GG

,9

8

伪彩图上所测得的股骨

内髁软骨的
O

>

值分别为
='5'"h?5?#

&

!>5'>h>5=#

&

!$5>#h>5=>

&

$!5!'h"5$%

和
'#5#%h"5$#

$单因素

方差分析结果显示!各组间差异均具有高度统计学意

义"

"i"?$5!&#

!

!i#5###

#$各实验组中股骨内髁软

骨的
O

>

值均较对照组高!并且随着造模时间延长!软

骨的
O

>

值呈上升趋势$进一步行组间两两比较"表

"

#!除
]

组与
J

组间的差异无统计学意义之外!其余

各组 之 间 两 两 比 较 的 差 异 均 有 统 计 学 意 义

"

!

"

#5#!

#$

表
"

!

各组间软骨
O

>

值两两比较结果

组别
!

值 组别
!

值

@

与
] #5#>" ]

与
B #5###

@

与
J #5### ]

与
) #5###

@

与
B #5### J

与
B #5###

@

与
) #5### J

与
) #5###

]

与
J #5#$$ B

与
) #5###

>K

各组中软骨内蛋白多糖含量

各组中股骨内髁软骨
@]AU@F

染色后光镜下观

察!蛋白多糖被染成蓝色!实验组中软骨内蛋白多糖含

量较对照组高!且随着造模时间的延长!软骨内蛋白多

糖的含量成呈下降趋势"图
>

#$

经
<*+

8

/A

G

76

G

-42$5#

专业图像分析软件分析!

@

"

)

组中股骨内髁软骨的蛋白多糖含量分别为

=%5?&Yh"5?=Y

&

='5"=Yh=5#$Y

&

=?5'!Yh!5

!!Y

&

?$5%!Yh!5%$Y

和
>&5>=Yh!5'"Y

)单因素

方差分析结果显示!各组间差异具有统计学意义"

"i

>&5>!%

!

!i#5###

#$随着造模时间的延长"

]

"

)

组#!股骨内髁软骨内蛋白多糖含量呈下降趋势)组间

两 两比较采用
B499/HH$

检验!结果见表
>

$

)

组与

&&H$

放射学实践
>#"%

年
">

月第
?=

卷第
">

期
!

;+M,6-U7+0H,0/

!

B/0>#"%

!

V6-?=

!

N65">



图
>

!

关节软骨
@]AU@F

染色病理图高倍镜视野下表现#

+

&

@

组!关节软骨表面平整!全层染色均匀!软骨基

质中蛋白多糖被染成蓝色$

T

&

]

组%造模一周&!软骨浅层基质内可见少许淡染$

0

&

J

组%造模
?

周&!可见软骨

基质失染加重!约有
"

'

?

的区域淡染$

M

&

B

组%造模
!

周&!软骨基质大面积淡染!程度可达
"

'

>

$

/

&

)

组%造模

'

周&!可见软骨表面欠光整!关节面下可见横向裂隙!软骨基质淡染程度达
>

'

?

以上#

图
?

!

股骨内髁软骨
O

>

值与蛋白多糖含量的散点

图!显示两者呈线性负相关#

@

&

]

&

J

组之间的差异均有统计学意义"

!

"

#5#!

#!

B

组与
@

&

]

组间的差异有统计学意义"

!

"

#5#!

#$

表
>

!

各组间软骨内蛋白多糖表达情况的比较

组别
!

值 组别
!

值

@

与
] #5'#' ]

与
B #5##&

@

与
J #5">" ]

与
) #5###

@

与
B #5##> J

与
B #5"&%

@

与
) #5### J

与
) #5###

]

与
J #5'$? B

与
) #5#!=

?K

软骨
O

>

值与蛋白多糖含量的相关性

将每只羊的股骨内髁软骨的
O

>

值与蛋白多糖含

量绘制散点图"图
?

#!经
F

G

/+7*+9

相关性分析!结果

显示
O

>

值与蛋白多糖含量呈线性负相关关系"

%i

(#5'&%

!

!

"

#5#"

#!随着软骨内
O

>

值的增加!蛋白多

糖含量呈降低趋势$

讨
!

论

"K

膝关节软骨正常结构功能

膝关节是人体最大的承重结构!膝关节表面的关

节软骨主要由少量软骨细胞和大量细胞外基质构成!

其中!关节软骨基质中
&#Y

左右的成分是水!还有相

对较少的蛋白多糖和胶原纤维$蛋白多糖主要成分是

糖胺聚糖!糖胺聚糖能够吸引带正电的阳离子和水进

入软骨基质!使软骨富含水分并保持弹性!调节软骨的

抗压能力'

&

(

$胶原纤维在关节软骨基质中形成网状结

构!这种网状结构是关节软骨的主要承重结构!可以有

效抵消身体在运动过程中的剪切力和轴向负荷力!也

为软骨细胞和蛋白多糖提供框架!并且使关节软骨牢

牢附着在骨的表面$因此!水&蛋白多糖和胶原纤维三

者的相互作用使关节软骨具有了抗压&缓冲&抵抗摩擦

力等特性!保证了软骨的正常形态和功能!也正因为软

骨独特的生理特性!成为功能
:;<

研究的基础$

>K

骨关节炎的病理生理表现

C@

主要由关节软骨的退变所引起$在关节软骨

退变的早期阶段!软骨蛋白多糖含量减少!胶原纤维网

状结构发生改变!自由水含量增加!使关节软骨肿胀变

性!继而软骨受侵蚀&软骨下骨增生硬化)到晚期阶段!

退化过程扩展到软骨全层!关节软骨失去自身的完整

性!软骨中的大部分结构消失!出现关节间隙变窄&骨

性关节面增生硬化&关节面下囊变等一系列组织结构

的改变!致使关节功能活动受限&甚至丧失$

?KXC@

关节软骨
O

>

A*+

GG

,9

8

表现

膝关节关节软骨
O

>

A*+

GG

,9

8

成像技术是运用一

个固定时长的
O;

和多个不同的回波时间"

O)

#对关

节软骨进行扫描!获得不同回波时间的
:;<

信号强度

"

2,

8

9+-,9H/92,H

3

!

F<

#!通过计算
F<

最终得到伪彩色

O

>

弛豫时间图!在伪彩图上通过对不同
;C<

的测量

获得其
O

>

值!从而达到量化评价组织结构的目的'

%

(

$

目前!动物
XC@

模型和人体临床试验等均证实

关节软骨的平均
O

>

值比正常对照组显著升高'

"#A">

(

!

并且
O

>

值随着软骨损伤程度的增加而增加!

O

>

值与

国际软骨修复协会组织学"

<9H/79+H,69+-J+7H,-+

8

/;/A

G

+,7F60,/H

3

!

<J;F

#评分之间呈正相关$

O

>

A*+

GG

,9

8

是早期诊断关节软骨损伤的有效检查方法'

">A"?

(

$本研

究中!

]

组
"

)

组中股骨内髁软骨
O

>

值均高于
@

组!

"&H$

放射学实践
>#"%

年
">

月第
?=

卷第
">

期
!

;+M,6-U7+0H,0/

!

B/0>#"%

!

V6-?=

!

N65">



且组间差异均具有统计学意义"

!

"

#5#!

#)造模时间

越长!

C@

模型中关节软骨的
O

>

值越高!差异均具有

统计学意义"

!

"

#5#!

#!提示
O

>

值可以作为诊断
C@

患者关节软骨早期病变的敏感指标之一!

O

>

A*+

GG

,9

8

技术可以反映早期
C@

患者关节软骨的变化$

=K

关节软骨
O

>

值与蛋白含量的相关关系

近年来一些研究证实
O

>

A*+

GG

,9

8

可以定量分析

及评价膝关节软骨的损伤!软骨细胞中蛋白含量的变

化会引起
O

>

值的改变$通过工作站后处理形成的

O

>

A*+

GG

,9

8

伪彩图!能直观形象地反映软骨
O

>

值的

空间分布!正常膝关节软骨
O

>

值的高低在软骨中存

在区域差别!而且这种区域差别是由于软骨内蛋白多

糖分布的区域差别所致'

"=

(

$当膝关节软骨发生退变

时!

O

>

值会升高!并且升高的程度与膝关节软骨退变

程度和蛋白多糖含量相关'

"!

!

"$

(

!但也有部分研究认

为!

O

>

值主要反映的是软骨中胶原排列和水含量的变

化!并非蛋白多糖影响了
O

>

值'

"'A"&

(

!但这些研究多采

用的方法是仅是用酶单一地消化掉离体软骨中的蛋白

多糖!并不能很好地模拟活体状态下软骨退变时复杂

的组织学和生物化学变化$本实验研究采用关节腔内

注射木瓜蛋白酶的方法建立羊
XC@

模型!与对照组

比较!四个
XC@

模型组注射药物进行造模后!其膝关

节软骨的
O

>

A*+

GG

,9

8

及
O

>

值发生了不同程度的变

化!并且
XC@

模型组随着时间的延长!

O

>

值呈上升

趋势$此外!本研究采用
@]AU@F

染色评估软骨内蛋

白多糖含量!

XC@

模型组膝关节软骨内蛋白多糖含量

较对照组均下降!

C@

早期软骨内成分在关节软骨和

骨质形态没有发生明显变化之前已经发生了改变!并

且造模时间长的
XC@

模型组关节软骨蛋白多糖含量

低于造模时间短的
C@

模型组$

F

G

/+7*+9

相关分析

结果显示!

O

>

值与蛋白多糖含量呈线性负相关$因

此!笔者认为
O

>

值有望成为无创性反映退变的关节

软骨中蛋白含量的影像检查指标$

!K

研究的不足及展望

本研究不足之处!一&

XC@

动物模型例数相对较

少)二&对于羊膝关节软骨内蛋白多糖含量的评估采用

<CB

值进行估算!未能进行直接&精确的测量$在将

来的实验研究!会对这两项不足之处进行优化$在退

行性关节软骨中!磁共振
O

>

A*+

GG

,9

8

技术可以在关

节软骨发生形态学改变之前早期诊断和监测膝关节软

骨的损伤!并且磁共振测量的软骨
O

>

值与蛋白多糖

含量呈线性负相关!

O

>

值有望成为反映关节软骨退变

中蛋白多糖含量的非侵入性影像学指标之一$
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