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转化生长因子 β２在发育性髋关节发育不良
患儿关节囊的分布和表达
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　　［摘　要］　目的　探讨发育性髋关节发育不良（ＤＤＨ）患儿和非ＤＤＨ儿童ＴＧＦβ２在关节囊的免疫组化分布
规律与水平差异，并比较ＴＧＦβ２在ｍＲＮＡ水平的表达差异，以探索髋关节松弛的原因。方法　选取性别相同、年
龄相近的８对ＤＤＨ（发育性髋关节脱位）患儿与非 ＤＤＨ儿童进行配对研究，采用 ＳＰ法免疫组化技术和半定量
ＲＴＰＣＲ技术检测关节囊中ＴＧＦβ２的分布规律与水平差异，以及ｍＲＮＡ水平的差异。结果　分泌ＴＧＦβ２的成纤
维细胞于贴近关节侧的滑膜层呈强阳性表达，内部纤维层阳性表达细胞稀疏，强度减弱。ＤＤＨ组与对照组配对比
较，纤维层中有阳性成纤维细胞百分比及局部染色的灰度值较对照组明显减少，差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１。
ＤＤＨ组关节囊ＴＧＦβ２ｍＲＮＡ的表达较对照组减少，差异有统计学意义，Ｐ＜０．０５。结论　 ＤＤＨ患儿的髋关节松弛
很可能与关节囊中ＴＧＦβ２的分布减少和表达异常有关。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（８）：６４１－６４４］
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ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＴＧＦβ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＤＤＨｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＴｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｄＴＧＦβ２ｉｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｈｉｐｃａｐｓｕｌｅ
ｍｉｇｈｔｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｈｉｐｊｏｉｎｔｌａｘｉｔｙｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈＤＤＨ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１０，１２（８）：６４１－６４４］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｙｓｐｌａｓｉａｏｆｔｈｅｈｉｐ；Ｊｏｉｎｔｌａｘｉｔｙ；Ｃａｐｓｕｌｅ；Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；Ｃｈｉｌｄ

　　发育性髋关节发育不良（ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｙｓｐｌａｓｉａ
ｏｆｔｈｅｈｉｐ，ＤＤＨ）的病因目前不明，全身或局部关节
松弛理论是机械因素导致 ＤＤＨ发生的假说之一。
有许多学者认为ＤＤＨ可能是一种发生在结缔组织
的遗传性疾病，很可能与细胞外基质成分有关，如胶

原蛋白、蛋白质多糖、弹力纤维等［１］。关节过度活

动也系由关节囊及韧带松弛而来，有许多学者推测

它很可能与某些细胞外基质成分有关［１］。研究发

现胶原蛋白在ＤＤＨ患者关节囊中表达异常［２］。本

研究拟针对与胶原蛋白合成和降解过程密切相关，
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并且是关节囊和圆韧带重要组成成分的转化生长因

子β２（ＴＧＦβ２）进行研究。ＴＧＦβ２是调控Ⅰ型胶原
基因表达的关键性细胞因子，能促进成纤维细胞的

生长、分裂，并能调节胶原蛋白的分泌，是骨科学中

纤维异常相关研究的方向之一。目前尚未见 ＴＧＦ
β２在ＤＤＨ中的相关报道。本研究以 ＤＤＨ患儿髋
关节囊为研究对象，观察 ＴＧＦβ２在关节囊的分布
与定位，并比较ＴＧＦβ２在转录水平的表达差异，试
从病理形态和分子水平揭示 ＤＤＨ患儿髋关节松弛
的机理。

１　材料与方法

１．１　标本来源
本研究共收集 ＤＤＨ（发育性髋脱位）髋关节囊

标本６４例，年龄１～１２．５岁，平均４．９±３．７岁。男
性１３例，女性５１例，均无家族史，不合并其他畸形。
样本来源方式：手术复位中经紧缩后切除的髋关节

上方多余关节囊。收集对照组儿童髋关节囊标本

１４例，年龄０．８～１３岁，平均６．５±３．０岁，男性６
例，女性８例。样本来源方式：４例为外伤性髋脱
位，１０例为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。所有病例组
和对照组的儿童，按照年龄相近、性别相同的条件进

行组间配对，成功配对８组患者，此８组患者作为本
研究的实验对象。

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　免疫组化
１．２．１　试剂　　ＴＧＦβ２ 兔抗人多克隆抗体
（ａｂ５３７７８），购于Ａｂｃａｍ生物制剂公司；即用型免疫
组化ＳＰ超敏试剂盒（兔）购于福州迈新生物技术
开发有限公司。

１．２．２　方法　　剪取关节囊全层厚小组织块置于
体积分数４％多聚甲醛溶液中室温固定４８ｈ，７５％、
８５％、９５％、１００％乙醇溶液各２４ｈ梯度脱水，二甲
苯透明，石蜡包埋，制成４μｍ厚切片。采用ＳＰ法：
石蜡切片脱蜡至水，用 ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ×３次；加入
柠檬酸和柠檬酸钠修复液，微波修复组织抗原；每张

切片加１滴或５０μＬ过氧化酶阻断溶液，室温下孵
育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ×３次；除去 ＰＢＳ，每张切
片加５０μＬ非免疫山羊血清，室温下孵育１０ｍｉｎ；除
去血清，每张切片加１滴或５０μＬ的多克隆兔抗人

ＴＧＦβ２一抗（１∶２００），４℃过夜；ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ×３
次；除去ＰＢＳ，每张切片加５０μＬ生物素标记的二抗
（羊抗兔ＩｇＧ），室温下孵育１０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ
×３次；除去ＰＢＳ，每张切片加５０μＬ链霉素抗生物
素过氧化物酶溶液，室温下孵育１０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗
３ｍｉｎ×３次；除去 ＰＢＳ，每张切片加１００μＬ新鲜配
制的ＤＡＢ溶液，显微镜下观察３～１０ｍｉｎ，阳性染色
为棕色；自来水冲洗，苏木素复染，脱水，透明，封片，

镜下观察。

成纤维细胞周围出现环绕棕色深染及细胞外基

质出现波浪样或网状棕色深染均为阳性表现。每张

切片在纤维层内随机选取３个４０×１０倍视野，计数
其中有阳性表现的成纤维细胞数，并计算出该细胞

占总计数成纤维细胞的百分比。每张切片在纤维层

内选取细胞数 ＜５０的３个２０×１０倍视野，测量平
均灰度值来反映着色深浅，进而判定反应强度。平

均灰度值测量应用中国医科大学卫生部小儿外科重

点实验室处享有版权的 ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓＢＲ２．１０软
件包。

１．３　ＲＴＰＣＲ
１．３．１　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
操作。紫外分光光度计检测提取物 ＲＮＡ浓度和纯
度，其纯度为１．６５～１．９２。
１．３．２　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 ４μＬ，２Ｘ缓冲液
２０μＬ；２５ｍｍｏｌＭｇＳ０４８μＬ；１０ｍｍｏｌｄＮＴＰｓ２μＬ；
２２Ｕ／μＬＡＭＶ２μｌ；５０μｍｏｌ／ＬＯｌｉｇｏｄＴ２μＬ；
４０Ｕ／μＬＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ１μＬ。混匀
后置于下列温度反应：６５℃ １ｍｉｎ，３０℃ ５ｍｉｎ，于
３０ｍｉｎ内匀速升温至 ６５℃，６５℃ ３０ｍｉｎ，９８℃
５ｍｉｎ，５℃ ５ｍｉｎ。产物即为ｃＤＮＡ。
１．３．３　ＰＣＲ　 在２５μＬ反应体系中，分别加入ｃＤＮＡ、
ｄｄＨ２０、ＰＣＲ缓冲液（１０×）、ｄＮＴＰｓ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）及待测指标的上游引物和下
游引物；引物终浓度为５～２０ｐｍｏｌ。各指标及内参
βａｃｔｉｎ引物的序列、扩增条件见表１。
１．３．４　ＰＣＲ产物电泳及检测　　反应结束后，取
反应产物１０μＬ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，电泳凝胶成像系统

成像，应用ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件（Ｓｃｉｏｎ，美国）对条带灰
度进行半定量分析。

·２４６·
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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） Ｇｅｎｂａｎｋ 循环条件

ＴＧＦβ２ ９４℃ ３ｍｉｎ，９４℃４０ｓ
　上游５′ＧＡＧＧＡＧＣＧＡＣＧＡＡＧＡＧＴＡ３′ １０５ ＮＭ００３２３８ ５０．５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ
　下游５′ＡＡＧＴＡＧＧＧＴＣＴＧＴＡＧＡＡＡＧＴＧ３′ ３５个循环后，７２℃７ｍｉｎ
βａｃｔｉｎ ９４℃３ｍｉｎ，９４℃４０ｓ
　上游５′ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ３′ ４９８ Ｄ５０１Ａ ５５．５℃ １ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ
　下游５′ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′ ３５个循环后，７２℃７ｍｉｎ

１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学分析，计量资

料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，应用配对 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＧＦβ２髋关节囊分布规律免疫组化结果

可见ＴＧＦβ２主要在成纤维细胞周边表达，为波
浪样或网状棕色深染，不论是ＤＤＨ组，还是对照组，
分泌ＴＧＦβ２的成纤维细胞在贴近关节侧的滑膜层都
明显多于关节囊深层，于滑膜层都呈强阳性表达，并

与滑膜缘平行排列，阳性表达成份密集。内部纤维层

阳性表达成份稀疏，强度明显减弱。见图１。
对免疫组化染色切片的显微镜观测及图像数据

处理，发现ＤＤＨ组关节囊有阳性表现的成纤维细胞
数的比率明显少于对照组，Ｐ＜０．０１，差异有统计学
意义；并且其染色局部的灰度值也低于对照组，

Ｐ＜０．０５，差异有统计学意义。见表２。
２．２　ＲＴＰＣＲ检测关节囊中的ＴＧＦβ２ｍＲＮＡ结果

ＲＴＰＣＲ检测关节囊组织中的ＴＧＦβ２ｍＲＮＡ，进
行琼脂糖凝胶电泳，再通过对电泳条带灰度进行半

定量分析，结果显示 ＤＤＨ组髋关节囊中 ＴＧＦβ２
ｍＲＮＡ的表达较对照组明显减少，差异有统计学意
义，Ｐ＜０．０５。见表３。

　　图１　关节囊中 ＴＧＦβ２的表达（×４００）　Ａ为对照组，
Ｂ为ＤＤＨ组。红色箭头示滑膜层，黑色箭头示关节囊深层。图中可
见，不论对照组，还是ＤＤＨ组，分泌ＴＧＦβ２的成纤维细胞在贴近关
节侧的滑膜层明显多于关节囊深层；同时可见ＤＤＨ组关节囊有阳性
表现的成纤维细胞数明显少于对照组。ＴＧＦβ２阳性表达呈棕褐色。

　　表２　两组８对关节囊 ＴＧＦβ２免疫组化结果的比较
（ｘ±ｓ）

编号

对照组

　阳性成纤维细胞
％

灰度值

ＤＤＨ组
　阳性成纤维细胞

％
灰度值

１ ６０．２±４．９ １４５．０±２２．０ ４７．０±１．２ ８７．４±１５．１
２ ６７．５±１．９ １３２．７±２４．３ ４８．１±１１．９ ８８．３±１４．２
３ ４３．０±１．６ １２４．５±１１．１ ２３．８±６．０ ９３．９±１８．３
４ ３１．７±５．１ １１８．４±１３．１ ２３．２±１．８ １１３．５±１２．５
５ ２４．２±６．２ １２８．２±１０．２ １０．７±２．９ ９７．３±１７．３
６ ４４．３±０．５ １３８．３±８．５ ２５．８±４．７ １２９．６±２０．５
７ ７５．９±５．４ １２３．３±１４．７ ５８．８±４．６ １３２．８±２３．７
８ ５８．４±２．６ １４１．８±１７．０ ４３．５±３．０ １３８．２±１１．１

　　注：两组阳性成纤维细胞比率比较，ｔ＝１１．６８，Ｐ＜０．０１；阳性染

色区灰度值比较，ｔ＝２．６２，Ｐ＜０．０５

　　表３　两组８对关节囊 ＴＧＦβ２ｍＲＮＡ相对表达量　
（ｘ±ｓ）

编号

对照组

ＴＧＦβ２ βａｃｔｉｎ
ＴＧＦβ２／β
ａｃｔｉｎ

ＤＤＨ组

ＴＧＦβ２ βａｃｔｉｎ
ＴＧＦβ２／β
ａｃｔｉｎ

１ ５９５８６ ４６５６９ １．２８ １９８０４ １１３１７７ ０．１７５
２ １６１０１ ５２２３６ ０．３０８ ６３２５ ２６５８８ ０．２３８
３ １０７５３ ２５２３０ ０．４２６ ３２３３ ７８９７４ ０．０４１
４ ３１２３６ ７４８９３ ０．４１７ ２５８４ １５６９７ ０．１６５
５ １４７３５ １８６６６ ０．７８９ １４６０７ ７０６９０ ０．２０７
６ １５１７６ ７５２７６ ０．２０２ ３６９６ １１１１９９ ０．０３３
７ ２５２５９ １５６９４７ ０．１６１ ３７９３８ ２４１２４６ ０．１５７
８ １４７８６ １７３７３ ０．８５１ ４１０３３ ７４７０２ ０．５４９

　　注：两组的 ＴＧＦβ２ｍＲＮＡ表达差异比较（ＴＧＦβ２／βａｃｔｉｎ），ｔ＝２．８８，

Ｐ＜０．０５

３　讨论

转化生长因子β（ＴＧＦβ）家族是一组调节细胞
生长和分化的蛋白质家族，其家族成员至少包括２５
个，除ＴＧＦβ外，还包括活化素、抑制素、缓勒氏管
抑制物（ＭＩＳ），骨形成蛋白（ＢＭＰ）等。ＴＧＦβ主要
由巨核细胞合成，较高浓度储存在血小板 α颗粒
中。ＴＧＦβ是一种多效细胞因子，具有广泛的生物
学功能，它能促进成纤维细胞的分裂、增殖，并通过

调控细胞外基质影响生成细胞的转录或转录后水

平，作用于胶原的转录和翻译过程，诱导前胶原

ｍＲＮＡ的产生，从而提高编码纤维结合素（ＦＮ）［３］、
胶原蛋白Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ基因的表达，因此能调节细胞外
·３４６·
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基质蛋白的合成。它也能减少类似胶原酶的各种酶

（如金属蛋白酶）的合成，减低了细胞外基质蛋白的

降解，同时还能刺激蛋白酶抑制剂的合成。而这些

作用的最终结果是增加细胞外基质蛋白的生成和积

聚，有利于损伤修复，但是当 ＴＧＦβ持续过度表达
时就会导致各种纤维化疾病（如骨髓纤维化、肝纤

维化或肾纤维化等）［４５］，这些与其促进成纤维细胞

合成、分裂、增殖关系密切。

１９８５年ＴＧＦβ的目的基因克隆成功，目前认为
ＴＧＦβ包括 ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、ＴＧＦβ３ 及 ＴＧＦβ４
４个亚型。ＴＧＦβ是由两个结构相同或相似分子量
为１２．５ＫＤ的亚单位借助分子间的二硫键连接而
成的双体。不同亚型 ＴＧＦβ的分泌及功能特点均
为细胞类型专一。ＴＧＦβ介导许多细胞外基质，如
胶原蛋白、纤维结合素、层粘连蛋白、细胞粘合素等

的合成，并具有抑制基质降解酶活性的作用，因此其

在创伤愈合、纤维症、胚胎发育、肿瘤发生中起重要

作用［６］。ＴＧＦβ通过 Ｓｍａｄ／ｐ３００、Ａｐ１和 Ｓｐ１等多
种途径调节 ＣＯＬ１Ａ２基因［７］，从而影响Ⅰ型胶原蛋
白的表达，增强成纤维细胞Ⅰ型胶原的合成能力。
关节囊及圆韧带中主要的细胞成分为Ⅰ型成纤维细
胞，其具有强大的胶原合成功能，胶原分子在成纤维

细胞外通过共价腱相互交联形成胶原纤维，具有一

定的抗张能力以保持关节囊及韧带的生理功能。目

前所知ＴＧＦβ家族具有增强成纤维细胞Ⅰ型胶原
合成能力，它通过与Ｂｉｇｌｙｃａｎ核心蛋白粘结，再与成
纤维细胞作用而增强胶原合成［２，８９］。本研究发现

不论是在 ＤＤＨ组，还是对照组，分泌 ＴＧＦβ２的成
纤维细胞在贴近关节侧的滑膜层都明显多于关节囊

深层，富集于关节囊关节面，与关节囊纤维走向平行

分布。内部纤维层阳性表达成份稀疏，强度明显减

弱。两组比较，ＤＤＨ组关节囊有阳性表现的成纤维
细胞数的比率明显少于对照组，并且其关节囊染色

局部的灰度值也低于对照组，提示ＤＤＨ组髋关节囊
中ＴＧＦβ２的局部分布明显较少，ＴＧＦβ２的局部作
用减弱；进一步ＲＴＰＣＲ分析可见ＤＤＨ组关节囊组
织中ＴＧＦβ２ｍＲＮＡ表达水平明显低于对照组，提示
ＤＤＨ组关节囊中ＴＧＦβ２的减少可能与转录水平降
低有关。其含量下降可致 ＴＧＦβ２的促粘结作用减
弱，亦就妨碍了 ＴＧＦβ促Ⅰ型胶原合成的能力，同

时不能有效防止胶原蛋白降解，从而致胶原纤维薄

弱，出现关节囊及韧带松弛而引起髋关节脱位。

目前髋关节松弛是导致髋脱位主要因素之一已

得到了普遍认同，以往的研究发现髋脱位患儿多伴

有关节松弛［１０１１］，这与髋脱位术中所见松弛薄弱的

关节囊相符。本研究发现髋脱位患儿髋关节囊中

ＴＧＦβ２的局部分布和 ｍＲＮＡ水平表达均有明显下
降，很有可能与胶原蛋白合成减少、胶原蛋白降解增

多有关，从而导致髋关节囊与圆韧带松弛薄弱、关节

松弛和髋关节脱位。总而言之，关节囊中 ＴＧＦβ２
的分布减少、含量降低和表达异常，很可能是 ＤＤＨ
患儿关节松弛，进而导致髋关节脱位的原因之一。
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