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22#摘要$2目的2探讨半胱氨酰天冬氨酸蛋白酶!!FXVFX:% SO 在无菌性股骨头坏死!FZFXJ=HF;UFX:VQGJ<:J;8XGX8]]:E8;FH

M:F9&+$-"%进展过程中的表达及意义, 2方法235 例!33 髋%+$-"取股骨头病灶周围骨松质&其中早期 +$-"组!C 髋%&

中期 +$-"组!7 髋%&晚期 +$-"组!7 髋%-另取 56 例!56 髋%新鲜股骨颈骨折的股骨头对应部位骨松质为对照组, 采用原

位末端标记!\)$%,%法+空骨陷窝计数法检测细胞凋亡水平&比色法检测股骨头组织 !FXVFX:DO 活性, 2结果2骨陷窝空虚

百分率!:hA@PAO&6h4P444%+成骨细胞凋亡率 !:h534P7C&6h4P444%等凋亡指标均随 +$-"临床分期进展而显著升高&

+$-"早+中期组显著高于对照组!?h57P766&6d4P4@-?hCPO67&6d4P4@%&但并不随着 +$-"病变进展而增强&而呈现进行

性下降-+$-"晚期组 !FXVFX:SO 活性与对照组 !FXVFX:SO 活性无统计学差异!?h3P435&6j4P4@%, !FXVFX:DO 活性与细胞

凋亡率统计学相关性不显著!Kh4P53C&6h4PA3@%, 2结论2在 +$-"进展过程中&!FXVFX:DO 可能不是细胞凋亡的主要执行

分子-!FXVFX:DO 在 +$-"进展中可能发挥非凋亡作用,

#关键词$2股骨头坏死-2半胱氨酰天冬氨酸蛋白酶 SO-2细胞凋亡
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2 2 股 骨 头 坏 死 ! FZFXJ=HF;UFX:VQGJ <:J;8XGX8]

]:E8;FHM:F9& +$-"%的病理机制尚未明确&目前仍

是一种疗效差+致残率+致死率高的顽症, 近年的研

究认为&大量骨细胞+成骨细胞凋亡是 +$-"的重

要病理特征
.5 cA/

-另一方面&研究表明细胞凋亡的主

要执行分子半胱氨酰天冬氨酸蛋白酶!!FXVFX:% SO
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在多个细胞系的分化过程中都发挥不可缺少支持和

促进作用
.@ c6/

, 因此&!FXVFX:DO 活性水平并不能完

全代表细胞凋亡水平&!FXVFX:DO 是否在 +$-"的病

理机制中发挥促进凋亡的作用尚有待探讨, 目前&

关于 !FXVFX:DO 在 +$-"组织中与细胞凋亡关系的

相关文献较少&本研究通过观察 !FXFVX:SO 在

+$-"病理进展过程中的表达变化&探讨其与细胞

凋亡及疾病进展的关系,

52材料与方法

5P52标本来源与分组

收集 344B 年 @ c54 月收治的无菌性 +$-"35

例!33 髋%&其中男 54 例 55 髋!包括 5 例患者双髋

先后手术 %&女 55 例 55 髋, 年龄 O5 c73 岁&

!A6T7 g57PA%岁, 参考 -GJFQ分期&将 +$-"患者

分为 O 组"早期 +$-"组!相当于 -GJFQ

(

+

)

期&共 C

髋%+中期 +$-"组!相当于 -GJFQ

&

期&共 7 髋%和

晚期 +$-"组!相当于 -GJFQ

'

+

2

期&共 7 髋%, 新

鲜股骨颈骨折行股骨头置换的患者作为对照组&共

56 例 56 髋&其中男 55 例&女 7 例&年龄 @4 cBC 岁&

!C4P@ g55P4%岁, 对照组排除已患有 +-$"者&排

除高血压病+糖尿病+血管性疾病等可能影响 +$-"

病理进展的基础疾病,

5P32方法

5P3P52骨组织形态学研究2股骨头沿额状面剖开&

以股骨头坏死灶周围骨松质为研究对象&见图 5,

骨组织块!厚 d5 JE%经多聚甲醛固定 3A M 后&置入

54b乙二氨四乙酸 !:QM?H:<9GFEG<8Q:Q;FFJ:QGJFJG9&

%[\+%溶液中&在 @4 t恒温箱内进行 %[\+法脱

钙&每天更换脱钙液&5A 9 天左右可达脱钙终点,

脱钙后标本常规石蜡包埋&石蜡切片机 !德国

,%#!+%制作额状面切片数张&厚度 @

/

E&进一步进

行常规 "%染色&每例标本随机计数 344 cO44 个骨

细胞计算空骨陷窝所占百分比,

5P3P32末端脱氧核苷酸转移酶!\9\%介导的生物

素酰化脱氧尿苷三磷酸! 9)\̂ %生物素原位缺口末

端 标 记 法 . Q:;EG<FH9:8a?<=JH:8QG9?HQ;F<X]:;FX:

!\9\%DE:9GFQ:9 WG8QG<?HFQ:9 9:8a?=;G9G<:DQ;GVM8XVMFQ:

!9)\̂ %DWG8QG< <GJKD:<9 HFW:HHG<>&\)$%,/细胞凋亡

检测2原位末端标记试剂盒由瑞士 *8JM:公司提

供, 石蜡切片常规脱蜡至水&按试剂盒说明操作&二

氨基联苯胺! 9GFEG<8W:<LG9G<:&[+R%显色 3 EG<&苏

木素复染&光镜下观察, \)$%,染色阳性并伴有核

染色质浓聚+核染色靠边凝集或凋亡小体形成者为

凋亡细胞&\)$%,染色阴性为正常细胞, 光镜下随

机选取每张切片 @ 个视野&分别计数每 O44 个细胞

中凋亡细胞数&计算凋亡细胞百分比,

5P3PO2!FXVFX:DO 活性检测2新鲜骨组织剪碎后&

迅速进行裂解+组织蛋白提取+底物反应并检测

!FXVFX:DO 活性以及蛋白浓度测定&对 S硝基酰苯胺

!VF;FD<GQ;8F<GHG<:&V$+%比色法检测 !FXVFX:DO 活性&

试剂盒购自碧云天生物技术研究所&具体步骤参照

试剂盒说明进行, 用分光光度计检测 !FXVFX:DO 作

用于特异性底物后产生的 V$+浓度&发射波长为

A4@ <E, !FXVFX:DO 活性定义为底物饱和状态下单

位质量总蛋白中能在 5 M 内作用于底物产生 5 <E8H

V$+的 !FXVFX:DO 酶量,

5PO2统计学分析

实验数据采用统计软件 & &̂&5OP4 进行分析,

!FXVFX:DO 活性采用多个独立样本的完全随机方差

分析检验及 ?检验两两比较分析-空骨陷窝百分率+

细胞凋亡百分率在进行平方根反正弦正态处理后转

换为正态分布数据&再进行上述方差分析和 ?检验,

相对定量指标以定量指标用均数 g标准差!Bg;%表

示, 采用线性回归法进行相关性分析, 检验水平"

"

h4P4@,

32结果

3P52骨组织形态学观察

镜下观察股骨头坏死灶组织&对照组股骨头对

应区域骨细胞形态尚正常&胞膜无皱缩&骨陷窝空虚

偶见&未见新生骨小梁显示新鲜骨折修复尚未开始

!图 3+%-早期 +$-"组织骨细胞形态基本正常&成

骨细胞显著增多&新生骨小梁可见&骨小梁因成骨修

复而变粗变厚&少量骨陷窝空虚!图 3R%-中期&骨细

胞多偏侧&核固缩可见&空骨陷窝增加&成骨细胞较

早期显著减少&破骨细胞可见&骨小梁较前已明显变

薄!图 3!%-晚期&出现大量空骨陷窝&残存骨细胞胞

核变形+固缩&成骨细胞少骨小梁变薄+折断可见

!图 3[%,

3P32骨组织 \)$%,法凋亡检测

凋亡细胞胞核被染成棕黄色&核形态固缩可见,

对照组仅偶见 \)$%,阳性细胞 !图 O+%&早期

+$-"组可见 \)$%,阳性细胞显著增加 !图 OR%&

中期 +$-"组 \)$%,阳性细胞进一步增多 !图

O!%&晚期 +$-"组可见大量 \)$%,阳性细胞

!O[%, 各组别空陷窝百分比及细胞凋亡百分率的

比较见表 5,
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图 TU股骨头坏死标本及骨质取材部位示意图U

(

取材部位"范围(

)

软骨下坏死骨U图 WU股骨头骨组织陷窝空虚情况%"%染色

U bTXX&U+c骨折对照组骨陷窝仅偶见空虚(Nc早期 +$-"组见少量骨陷窝空虚(!c中期 +$-"组骨陷窝空虚明显增加(Dc晚

期 +$-"组大部分骨陷窝已经空虚%黑箭头)))成骨细胞'白箭头)))破骨细胞'八角星形)))新生骨小梁&U图 ZU股骨头组织

H)$%,检测%阳性细胞 D+N染色'阴性细胞苏木素复染U bTXX&U+c对照组'仅见个别骨细胞呈 H)$%,阳性(Nc早期 +$-"

组'H)$%,阳性细胞明显增多'尚少于正常细胞(!c中期 +$-"组'H)$%,阳性细胞进一步增加'所占比例大致与正常细胞相当(

Dc晚期 +$-"组'细胞数显著减少'残存细胞基本均呈 H)$%,阳性'骨小梁骨折可见%黑箭头)))正常细胞(白箭头)))H)$%,

阳性细胞&

表 TU各组空骨陷窝百分比和成骨细胞凋亡百分率的比较

组别
空骨陷窝2

百分比!b%

成骨细胞凋亡

百分率!b%

对照组! % h56%

"

2 3BPC@ g7P54 @P65 gAP36

早期 +$-"组! % hC%

#

O7P@4 gBPC5 OOP37 g5BPAB

中期 +$-"组! % h7%

$

A4P@@ g6P75 COP3A g57P3@

晚期 +$-"组! % h7%

%

CBPO5 gCP5A 64POB g6P54

:&6值 A@2AO&42444 53427C&42444

?&6值 ?

A S5

h5C2A6C& 6d424@ ?

A S5

h3A26CA& 6d424@

?

A S3

h62O@5& 6d424@ ?

A S3

h5O25C6& 6d424@

?

A SO

h62O73& 6d424@ ?

A SO

hC2B@6& 6d424@

?

O S5

h@2OC@& 6d424@ ?

O S5

h5C26A@&6d424@

?

O S3

h42CC@& 6j424@ ?

O S3

hC2655& 6d424@

?

3 S5

hA24C3& 6d424@ ?

3 S5

hB2375& 6d424@

22成骨细胞凋亡率与骨陷窝空虚率呈显著正相关 !Kh4P753&6h4P444% &

回归方程为">

u

h4POB76-i4P3@3@ !>

u

为骨陷窝空虚率&-为细胞凋亡率% ,

3PO2!FXVFX:DO 活性检测

!FXVFX:DO 活性在早期 +$-"组最高&在中期及

晚期组渐下降但仍高于对照组& +$-"组 !FXVFX:DO

水平高于对照组&各组 !FXVFX:DO 活性见表 3,

表 WU各组 !C34C32?Z 活性的比较

组别
!FXVFX:DO 活性

!5 )h5 l54

S7

<E8H(

/

>

S5

(M

S5

%

对照组! % h56%

"

5@P74 g7P56

早期 +$-"组! % hC%

#

C4P3B g@P3B

中期 +$-"组! % h7%

$

36PO@ g@P6C

晚期 +$-"组! % h7%

%

34P47 gCP3@

+$-"组!3 cA 组合并&% h33%

*

OAPA5 g5BPC3

:&6值 C3244&42444

?&6值 ?

5 S3

h572766& 6d424@

?

O S5

hC2O67& 6d424@

?

A S5

h32435& 6j424@

?

3 SA

h5A2754& 6d424@

?

O SA

hO2C64& 6d424@

0

5&@

&6

5&@

值
SA2335&42444
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3PA2相关性分析

对 !FXVFX:DO 活性与细胞凋亡率的相关性分析

显示&!FXVFX:DO 活性与细胞凋亡率的相关性不显著

!Kh4253C&6h4PA3@ %, 鉴于骨折组的年龄与

+$-"组存在显著差异 .骨折组 !C4P@ g55P4%岁&

+$-"组!A6P7 g57PA%岁&0h32343&6h4T4OA/&对

年龄同 !FXVFX:DO 活性+细胞凋亡率的相关性进行分

析&无明显相关性!6j4P4@%&见表 O, 2

表 ZU!C34C32?Z 活性"细胞凋亡率"年龄相关性分析 2

-

>

u 线性回归方程 K值 6值

!FXVFX:DO 活性 细胞凋亡率
>

u

h42443B - i42O4CA

4253C 42A3@

年龄 !FXVFX:DO 活性
>

u

h S424C7@ - i362@AO

424CC 42C73

年龄 细胞凋亡率
>

u

hS4244C7 - i42BAB@

42O4C 424@3

O2讨论

+$-"是以骨细胞+成骨细胞凋亡为主要病理改

变的疾病, 以往研究显示 +$-"组股骨头组织细胞

凋亡率显著高于对照组
.5 cA/

&本研究结果表明&+$-"

各组细胞凋亡率和骨陷窝空虚率随着 +$-"临床分

期的进展而显著上升&即 +$-"的进展是细胞凋亡水

平进行性升高的过程&进一步证实了凋亡与 +$-"病

变进展的相关性, +$-"中 !FXVFX:DO 与股骨头骨细

胞+成骨细胞凋亡的关系尚须进一步证明,

经典理论认为&!FXVFX:DO 是细胞凋亡过程中最

主要的终末剪切酶&在细胞凋亡过程中起到不可替

代的作用, 细胞凋亡途径主要包括外源性通路和内

源性通路&前者由位于胞膜的死亡受体介导
.54/

&后

者主要由线粒体释放的细胞色素 !介导
.55/

, 一旦

对细胞重要成分执行致命性切割的 !FXVFX:DO 被激

活& 细胞死亡将不可避免出现
.54& 55/

, 目前已证实&

由 !FXVFX:DO 介导的细胞凋亡是多种疾病的关键环

节
.3& 53& 5O/

, 而 !FXVFX:DO 在 +$-"中的作用如何&

目前尚须进一步证据证实, 体外实验及动物模型实

验均已表明&!FXVFX:DO 的激活与骨细胞+成骨细胞

的凋亡密切相关, 包倪荣等
.5A/

用不同浓度的地塞

米松处理胎鼠成骨细胞&观察到 !FXVFX:DO 活性升

高+$-D

3

R!参与抑制凋亡&维持细胞存活%活性下

降&同时细胞存活率下降+凋亡率增加-!M=F等
.5@/

的研究表明&糖皮质激素可通过内源性和外源性凋

亡途径激活 !FXVFX:DO&最终诱导小鼠成骨细胞

.!O\OD%5 凋亡, ,G= 等
.5C/

在骨细胞 .,(D/A 及成

骨细胞中转染表达钙离子结合蛋白 !FHWG<9G<D[37K

后&可抑制糖皮质激素诱导的 !FXVFX:DO 活性&从而

减少细胞凋亡, +$-"的主要病因之一糖皮质激素

可通过激活 !FXVFX:DO 活性诱导骨细胞+成骨细胞凋

亡&这可能成为 +$-"病理机制的重要环节, 那

么&!FXVFX:DO 是否与 +$-"的骨细胞+成骨细胞凋

亡相关0 相关研究国外尚未见报道&国内暴淑英

等
.5B/

通过醋酸泼尼松龙肌注并强迫直立位的方法

建立大鼠早期股骨头坏死模型&模型组股骨头病灶

内空骨陷窝率升高&提示细胞凋亡增加&同时免疫组

化染色显示 !FXVFX:DO 表达上调+凋亡抑制因子WJHD3

表达下调&因此&认为 !FXVFX:DO 与 +$-"的凋亡病

变相关, 该研究尚未建立 +$-"晚期股骨头发生

塌陷的动物模型&仅能反映 +$-"早期病变情况&

此外采用免疫组化法对 !FXVFX:DO 进行染色&无法分

辨 !FXVFX:DO 无活性前体与活性片段 3 种形式&均可

能对结果的可靠性产生影响,

本项研究采用比色法检测各期 +-$"组织的

!FXVFX:DO 活性&结果表明 !FXVFX:DO 活性在 +$-"

组整体水平显著高于骨折对照组 !表 3 %&提示

!FXVFX:DO 很可能参与了 +$-"细胞凋亡的过程,

另一方面&随着 +$-"病变的进展&!FXVFX:DO 活性

并未随着细胞凋亡率升高而上调&反而呈下降趋势-

相关性分析也显示 !FXVFX:DO 活性与细胞凋亡率的

统计学相关性不显著!Kh4253C&6h4TA3@%, 本研

究认为 !FXVFX:DO 可能仅部分参与了 +$-"凋亡的

执行&其与 +$-"凋亡的相关性尚须建立各期

+$-"的动物模型进一步证明, !FXVFX:DO 活性与

细胞凋亡水平相关性不显著的原因可能有 3 个方

面"

"

不依赖 !FXVFX:DO 的细胞凋亡通路!包括自吞

噬作用
.57/

&副凋亡
.56&34/

&有丝分裂危象
.35/

等%近年

已陆续报道&+$-"病变中的细胞凋亡至少部分通

过不依赖 !FXVFX:DO 的途径进行&!FXVFX:DO 活性在

+$-"早 期 升高 无法 证明 所 有 细 胞 凋 亡 均 由

!FXVFX:DO 介导&尚须进一步研究,

#

!FXVFX:DO 在

+$-"中除参与执行凋亡外&还可能发挥促进分化

等非凋亡作用&亦可能参与成骨修复的调控, 目前&

已有研究表明 !FXVFX:DO 在体外及动物模型均可促

进成骨修复&而高度抑制 !FXVFX:DO 活性则可使成骨

分化过程受到抑制
.7& 6/

&其促进成骨的作用对

+$-"组织骨质修复的影响尚不明确&有待进一步

研究, 随着 +$-"的进展&股骨头组织空骨陷窝数

及骨细胞凋亡率均进行性增加&亦说明 -GJFQ分期能

较好地反映 +$-"的病变程度, %下转第 BAC 页&
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胞间信号传导诱导成骨细胞 &#0+D5 E*$+过表达&

促使成骨细胞凋亡&使骨吸收超过骨形成, 在我们

的研究中&通过对 -&& 作用下成骨细胞增殖分化特

征和 &#0+D5 E*$+表达变化关系的研究&证明在

-&& 作用下&&#0+D5 对成骨细胞增殖分化有双向调

节作用, 因此&如果我们在适宜的应力作用下&利用

&#0+D5 的双向调节作用&将为骨质疏松的预防和治

疗提供更加有效的措施,

总之&本研究证实 -&& 对小鼠成骨细胞增殖分

化和 +,̂ 活性在短时间刺激时有促进作用&这种作

用可能与 &#0+D5 相关-此外&我们的结果表明&在

-&& 作用下&&#0+D5 对成骨细胞增殖分化可能有双

向调节作用,
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