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·临床研究·

ＣＯＬ１ａ１ＣＯＬ３ａ１在发育性髋脱位患儿关节囊的表达

王恩波１，赵群１，李连永１，史立伟１，高红２

（中国医科大学附属盛京医院 １．小儿外科２．卫生部小儿先天畸形重点实验室，辽宁 沈阳　１１０００４）

　　［摘　要］　目的　发育性髋脱位（ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｉｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｉｐ，ＤＤＨ）的病因目前不明，但其与髋关节松
弛密切相关。该研究通过比较ＤＤＨ患儿与正常儿童关节囊中Ⅰ，Ⅲ型胶原在 ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达差异，以
探索ＤＤＨ患儿髋关节松弛的原因。方法　选取性别相同年龄相近的９对发育性髋脱位患者及正常儿童配对比较。
采用半定量ＲＴＰＣＲ及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测ＣＯＬ１ａ１ＣＯＬ３ａ１在ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达。图像分析软件进行量化分
析，并经统计学处理。结果　ＣＯＬ１ａ１在ＤＤＨ组ｍＲＮＡ及蛋白水平表达均较正常对照组降低（Ｐ＜０．０１）；ＣＯＬ３ａ１在
ＤＤＨ组ｍＲＮＡ水平表达较正常对照组降低（Ｐ＜０．０１），其蛋白水平表达与正常对照组无显著差异（Ｐ＞０．０５）。结
论　 ＤＤＨ患儿关节囊中Ⅰ型胶原在ｍＲＮＡ及蛋白水平表达较正常同性同龄儿降低，可能是导致ＤＤＨ患儿髋关节松
弛的原因。ＤＤＨ患儿髋关节松弛可能与Ⅲ型胶原含量无关。 ［中国当代儿科杂志，２００８，１０（４）：４９３－４９６］
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ａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈｓｔａｎｄａｒｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１ａ１ｉｎｔｈｅＤＤＨｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＣＯＬ１ａ３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎｔｈｅＤＤＨｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０１），ｂｕｔＣＯＬ１ａ３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＴｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｌｌａｇｅｎＩｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｈｉｐｃａｐｓｕｌｅｍｉｇｈｔｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｈｉｐｊｏｉｎｔｌａｘｉｔｙ
ｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈＤＤＨ．ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩＩＩｍａｙｎｏｔｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｈｉｐｊｏｉｎｔｌａｘｉｔｙｉｎＤＤＨ．
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　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｉｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｉｐ；Ｊｏｉｎｔｌａｘｉｔｙ；Ｃａｐｓｕｌｅ；Ｃｏｌｌａｇｅｎ；Ｃｈｉｌｄ

　　关节囊与韧带松弛是导致发育性髋脱位（ｄｅ
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｉｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｉｐ，ＤＤＨ）的主要因素
之一［１］。胶原纤维是构成关节囊中细胞外基质的

主要成分，并使其保持一定的强度和韧性。各型胶

原结构和（或）含量的变化可能会导致其拉伸增强

作用下降，发生关节松弛［２］。目前关于 ＤＤＨ关节
囊内胶原蛋白的研究国内外报道较少。本研究应用

分子生物学检测技术比较Ⅰ，Ⅲ型胶原在转录水平
和蛋白水平的表达差异。

１　材料和方法

１．１　标本来源及制备
ＤＤＨ组髋关节囊标本９例，均无家族史，不合

·３９４·
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并其他畸形。来源方式：手术复位中经紧缩后切除

的髋关节上方多余关节囊。与 ＤＤＨ组性别相同年
龄相近（＜６月）正常儿童髋关节囊标本９例，来源
方式：１例来源外伤性髋脱位，６例来源于股骨颈骨
折及不影响胶原代谢的良性骨肿瘤手术，２例来源
非脑源性意外死亡后尸检（死亡３ｈ内尸检）。取材
部位及方法同 ＤＤＨ组。剪取全层厚关节囊组织小
块深低温保存。

以上标本获取均获得监护人书面授权，并获得

医院伦理委员会书面认可。

１．２　半定量ＲＴＰＣＲ
１．２．１　组织总 ＲＮＡ提取　　关节囊组织总 ＲＮＡ
提取按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美国）提取试剂盒说明书
进行。紫外分光光度计检测ＲＮＡ纯度及浓度，纯度
为１．６９～１．９４。

１．２．２　逆转录合成 ｃＤＮＡ　　参照 ＴＡＫＡＲＡ公司
（大连）逆转录试剂盒说明书进行。在２０μＬ反应
体系中分别加入样本 ＲＮＡ模板 ２μＬ，２×Ｂｕｆｆｅｒ
１０μＬ；２５ｍｍｏＬＭｇＳ０４４μＬ；１０ｍｍｏＬｄＮＴＰｓ１μＬ；
２２Ｕ／μＬＡＭＶ１μＬ；５０μｍＯｌｉｇｏｄＴ１μＬ；４０Ｕ／μＬ
ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ０．５μＬ；ｄｄＨ２Ｏ０．５μＬ。混匀后置
于下列温度反应：６５℃１ｍｉｎ，３０℃５ｍｉｎ，于３０ｍｉｎ
匀速升温至６５℃，６５℃ ３０ｍｉｎ，９８℃ ５ｍｉｎ，５℃
５ｍｉｎ。
１．２．３　聚合酶链反应　　在２５μＬ反应体系中，分
别加入：ＤＮＡ；ｄｄＨ２Ｏ；ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（１０×）；ｄＮＴＰｓ（各
２．５ｍＭ）；ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５ｕ／μＬ）；待测指标的
上游引物和下游引物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，上海）；引物终浓
度为５２０ｐｍｏｌ。各指标及内参 ＧＡＰＤＨ引物的序
列、扩增条件见表１。

表１　ＰＣＲ引物序列及产物长度

引物名称 核苷酸序列 产物长度（ｂｐ） Ｇｅｎｅｂａｎｋ 循环条件

ＣＯＬ１ａ１ ９４℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ
上游 ５′ＡＡＣＡＴＡＡＴＣＣＧＣＡＧＴＧＧＣＣＴ３′ ５０９ ＢＣ０３６５３１ ６５℃４０ｓ，７２℃１ｍｉｎ
下游 ５′ＣＴＣＣＴＧＴＴＧＣＧＴＴＧＣＴＣＣＴＴ３′ ３５个循环后，７２℃７ｍｉｎ
ＣＯＬ３ａ１ ９４℃３ｍｉｎ，９０℃３０ｓ
上游 ５′ＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＣＡＴＡＴＣＡＣ３′ ３６６ ＮＭ００００９０ ５８℃４０ｓ，７２℃１ｍｉｎ
下游 ５′ＣＡＡＧＡＧＧＡＡＣＡＣＡＴＡＴＧＧＡＧ３′ ３５个循环后，７２℃７ｍｉｎ
ＧＡＰＤＨ ９５℃３ｍｉｎ，９５℃３０ｓ
上游 ５′ＴＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧＧ３′ ３０７ ＸＲ０１８３１７ ６０℃ ３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ
下游 ５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′ ４０个循环后，７２℃７ｍｉｎ

１．２．４　ＰＣＲ产物电泳及检测　　取反应产物１０
μＬ在含有溴化乙锭的２％琼脂糖凝胶上电泳，紫外
灯下检查特异条带，１Ｄｋｏｄａｒ成像系统成像，应用
ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件对条带灰度进行半定量分析。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

胶原标本制备：标本称重，在酸性条件下

（０．５Ｍ乙酸，ｐＨ２．５）以１０％胃蛋白酶消化２２ｈ。
－４℃ １９０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｈ，２ＭＮａＣｌ加入上清，
－４℃ １９０００ｒ／ｍｉｎ离心 １ｈ，上清即为可溶胶原。
蛋白定量：按酚试剂法测定并调平蛋白质浓度。变

性：加入２％β巯基乙醇１００℃变性１ｍｉｎ。电泳：取
２０μＬ蛋白上样，经 ７．５％聚丙烯酞胺凝胶（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）电泳２ｈ，电压１３０ｖ。转膜：将ＰＡＧＥ凝胶中
的蛋白通过电转移槽转移至硝酸纤维素膜上，２ｈ，
电压４０ｖ。封闭：ＴＢＳ洗膜１次，加入含８％ ＢＳＡ的
ＴＴＢＳ４℃过夜。一抗孵育：ＴＢＳ洗膜 ３次，每次 ５
ｍｉｎ，分别加入山羊抗人、兔抗人多克隆抗体（１∶
１０００），室温下２ｈ。二抗孵育：加入碱性磷酸酶标
记的二抗（１∶２００），室温４ｈ。显色：以碱性磷酸酶

染色液染色。结果分析：用自动电泳凝胶成像系统

采集图像，应用ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件对免疫印迹条带进
行半定量分析。

１．４　统计学处理
采用ＳＰＳＳ软件（１０．０版本，美国）进行统计学

分析，数据资料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜
０．０５视为统计学上显著差异。配对比较采用配对 ｔ
检验。

２　结果

２．１　ＲＴＰＣＲ
ＤＤＨ组小儿关节囊ＣＯＬ１ａ１、ＣＯＬ３ａ１ｍＲＮＡ的

表达较对照组降低（Ｐ＜０．０１，表２）。
２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ＤＤＨ组小儿关节囊 ＣＯＬ１ａ１的蛋白表达较对
照组降低（Ｐ＜０．０１），ＣＯＬ３ａ１的蛋白表达与对照组
差异无显著性（表３）。
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表２　９对ＤＤＨ组与对照组小儿关节囊ＣＯＬ１ａ１，ＣＯＬ３ａ１ｍＲＮＡ的表达

编号 性别
ＤＤＨ组

年龄（岁） ＣＯＬ１ａ１／ＧＡＰＤＨａ ＣＯＬ３ａ１／ＧＡＰＤＨａ
对照组

年龄（岁） ＣＯＬ１ａ１／ＧＡＰＤＨ ＣＯＬ３ａ１／ＧＡＰＤＨ
１ 女 １．０ ０．８５ ０．７４ ０．８ １．９４ ０．８５
２ 男 ３．１ ０．４６ ０．９２ ２．６ １．１９ ０．９７
３ 男 ５．０ ０．５１ ０．７４ ５．０ ０．７３ ０．７８
４ 女 ７．０ ０．４５ ０．８３ ６．８ ０．６６ ０．９５
５ 女 ８．０ ０．６２ ０．７４ ８．０ １．３８ ０．７９
６ 女 ８．５ ０．６０ ０．７１ ８．８ １．１０ ０．８７
７ 女 １０．３ ０．５０ ０．７４ １０．８ １．３３ ０．８６
８ 女 １１．７ ０．４９ ０．７８ １１．５ ０．９０ ０．８０
９ 女 １２．５ ０．５０ ０．６８ １３．０ ０．８０ ０．７５

　　ａ：配对ｔ检验，均Ｐ＜０．０１

表３　９对ＤＤＨ组与对照组小儿关节囊ＣＯＬ１ａ１和ＣＯＬ３ａ１的蛋白表达差异

编号 性别
ＤＤＨ组

年龄（岁） ＣＯＬ１ａ１ａ ＣＯＬ３ａ１ βａｃｔｉｎ
对照组

年龄（岁） ＣＯＬ１ａ１ ＣＯＬ３ａ１ βａｃｔｉｎ
１ 女 １．０ １３８．１±９．２ １１７．４±１０．９ １４２．１±２．０ ０．８ １７９．９±１１．１ ７７．３±７．６ １４１．０±０．６
２ 男 ３．１ １４９．４±１０．０ １０４．９±８．６ １３８．６±２．６ ２．６ １９６．９±１０．２ １１８．２±１４．１ １５４．２±２．３
３ 男 ５．０ １１２．１±１０．１ １２９．０±１１．８ １４３．４±１．７ ５．０ １５０．７±８．２ １１４．３±８．２ １５９．１±１．４
４ 女 ７．０ １５８．７±６．０ １１２．３±９．４ １５３．０±１．５ ６．８ １７０．４±１１．６ １２１．０±２２．５ １４４．８±１．９
５ 女 ８．０ １４３．３±７．０ ９８．８±１３．９ １５２．３±７．６ ８．０ １７２．３±６．１ １２５．４±２１．１ １６８．０±６．０
６ 女 ８．５ １４４．７±２．５ ９７．１±１３．６ １７０．２±３０．６ ８．８ ２０８．０±３．５ １３９．６±１１．８ １６２．９±２１．９
７ 女 １０．３ １３９．４±９．７ １０８．４±１５．２ １６０．８±２３．３ １０．８ ２０１．３±５．６ １４９．９±１１．５ １７２．５±２９．５
８ 女 １１．７ １４７．２±２．９ １０３．６±１４．７ １６６．３±３０．１ １１．５ １６０．２±４．１ １２９．８±１０．８ １６３．２±２７．３
９ 女 １２．５ １５０．２±３．６ ９７．３±１３．６ １７５．７±２９．６ １３．０ １６５．９±４．２ １２５．９±１１．４ １５７．０±３２．０

　　ａ：配对ｔ检验，Ｐ＜０．０１

３　讨论

以往的研究发现髋脱位患儿多伴有关节松

弛［１，２］，这与髋脱位术中所见松弛薄弱的关节囊与

圆韧带相符。因此髋关节松弛是导致髋脱位主要因

素之一也得到了普遍认同［３，４］。但作为杵臼关节的

髋关节要保持稳定，主要依靠骨的形态，而关节囊及

圆韧带则能保持它们固定于正常的位置。人类出生

时髋臼较浅，股骨头表面为平滑弧线，出生后髋臼不

断加深，股骨头弧度加大，髋关节逐渐稳定，而这需

要头臼同心的相互作用才能达到。而关节囊和圆韧

带则具有保持这种头臼同心位置重要的作用。

构成关节囊并发挥抗生物张力生理功能的主要

成分是胶原纤维。胶原是人体中最为丰富，分布最

为广泛的一组糖蛋白分子，约占人体蛋白总量的

３０％［５］。依据胶原分子结构特点分为两大类［６］：即

经典的纤维形成胶原和非纤维形成胶原。Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ
型是最为经典纤维形成胶原，这三种胶原约占体内

总胶原的８０％ ～９０％，因此也成为研究的重点［７］。

胶原分子主要由成纤维细胞、成骨细胞等合成、分

泌。具有三螺旋结构的胶原分子被转运至细胞外通

过共价键相互交联形成胶原纤维［８］。关节囊主要

由Ⅰ，Ⅲ型胶原参与构建［９］。

Ｂｌａｎｄ［１０］观察了从１７ｄ胎兔至２岁成年兔髋关
节囊中胶原的分布及演变规律。２５ｄ胎兔可肉眼
分辨髋关节囊，其以Ⅰ型胶原为主导遍布整个关节
囊，而Ⅲ，Ⅴ型胶原则在其中形成网状结构，直到出
生、成年。Ⅰ型胶原成束状大量分布，具有强大的抗
张能力。Ⅲ型胶原成网格样分布，可保持组织器官
形态结构，到目前为止，Ⅰ，Ⅲ型胶原成为关节囊胶
原研究的重点。成纤维细胞是关节囊的主要细胞成

分，具有强大的胶原分泌功能。先前的ＤＤＨ关节囊
免疫组化研究中发现［１１］，有阳性表现的成纤维细胞

数与年龄呈负相关，即年龄越小百分比越大，合成能

力越强，随着年龄增大，合成能力降低。这与ｍＲＮＡ
表达结果相符，即成纤维细胞Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达
量降低。ＲＴＰＣＲ的结果显示 ＤＤＨ组关节囊成纤
维细胞Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ表达量亦降低，表明 ＤＤＨ
组关节囊成纤维细胞在Ⅰ，Ⅲ型胶原转录水平的降
低。目前为止关于 ＤＤＨ关节囊中胶原 ｍＲＮＡ水平
的变化未见相关报道。

关节过度活动系由关节囊及韧带松弛而来，有

许多学者［３］推测它很可能与某些细胞外基质成分

·５９４·
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有关，如胶原、弹力纤维等。关于 ＤＤＨ关节囊中胶
原纤维蛋白水平的研究，以前曾有过少量结果迥异

的报道：１９８０年 Ｉｐｐｌｉｔｏ［１２］通过对１２例２月龄至４
岁ＤＤＨ患儿关节囊及圆韧带的组织学及超微结构
研究发现：成纤维细胞形态各异，分布杂乱；胶原纤

维束增粗，厚度不均，胶原纤维整体较正常儿薄弱。

１９８４年Ｓｋｉｒｖｉｎｇ［１３］应用生物化学方法发现１～４岁
ＤＤＨ患儿关节囊中Ⅲ型胶原相对于Ⅰ型胶原所占
比例减少，而 Ｊｅｎｓｅｎ［１４］却发现患有 ＤＤＨ新生儿脐
带内Ⅲ型胶原较正常增多。本研究采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ蛋白定量的方法，对关节囊Ⅰ，Ⅲ型胶原进行研
究，发现在 ＤＤＨ组关节囊中Ⅰ型胶原较正常组减
少，而Ⅲ型胶原与正常组无明显差异。Ⅰ型胶原主
要的生理功能为抵抗生物张力［５］，它的含量减少可

能会导致抗张能力下降，关节松弛乃至脱位的发生。

综上所述，ＤＤＨ患儿关节囊中Ⅰ型胶原在
ｍＲＮＡ水平及蛋白水平表达的下降可能是导致关节
松弛、进而脱位的主要原因。分析其原因可能有：①
激素影响。体内实验中早在１９７６年 Ｈａｍａ等［１５］发

现卵巢切除大鼠髋关节囊的胶原含量及直径明显增

加，应用雌激素后再明显减小，说明了雌激素对胶原

合成的抑制作用。出生后虽然雌激素水平明显降

低，但靶器官的高敏感性亦会使其受到激素影响，膝

关节前交叉韧带中已被证实雌激素受体的存在［１６］，

同时交叉韧带内成纤维细胞的体外培养也证实培养

液雌激素浓度与成纤维细胞增值和Ⅰ型前胶原合成
量成反比，而对 Ⅲ 型前胶原合成无明显影响［１７，１８］。

髋关节囊成纤维细胞内是否存在雌激素受体，胎儿在

宫内高雌激素环境下胶原代谢是否受到上述影响目

前未见相关报道，值得进一步探索。②合成与分
解［８，９］。转化生长因子 ＴＧＦβ和（或）胰岛素样生长
因子ＩＧＦ家族成员会促进成纤维细胞Ⅰ型胶原的合
成。金属蛋白酶（ＭＭＰ）直接参与胶原的降解。另外
一些小分子蛋白多糖（ｂｉｇｌｙｃａｎ，ｄｅｃｏｒｉｎ，ｆｉｂｒｕｌｉｎ）也对
胶原合成及粘集起重要作用［１９］。目前尚不知上述物

质在ＤＤＨ中对关节囊与圆韧带胶原代谢的影响。③
异常生物力学的影响。宫内拥挤，臀先露胎位，髋关

节脱位后的负重行走等都会对圆韧带产生异常生物

力学刺激，并可能由此转化为生物化学信号而影响胶

原代谢。本研究尚不能区分胶原代谢异常与ＤＤＨ的
髋关节异常生物力孰为因果，有待于进一步深入。
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