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大鼠创伤性股骨头坏死进程中 ＡＴＦ４与
ＧＰＲ４８的表达联控

宋会平１，王志强１，毕若杰１，李琪佳２

（河北联合大学 １．附属医院骨科；２．实验中心，河北 唐山 ０６３０００）

摘要：目的　探讨大鼠创伤性股骨头坏死进程中活性转录因子４（ＡＴＦ４）与Ｇ蛋白偶联受体４８（ＧＰＲ４８）的表达方
式及其相关性，研究两者在坏死进程中的联控效应。方法　６月龄 ＳＤ大鼠３６只，随机分为实验组（ｎ＝２４）和对
照组（ｎ＝１２）。实验组采用圆韧带离断结合骨膜翻转术，对照组采用假手术作为对照。术后１、２、４周收集双侧股
骨头，采用组织学、免疫组织化学、ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ等方法检测股骨头坏死变化、ＡＴＦ４动态表达变化及其
与ＧＰＲ４８表达的相关性。结果　①组织学观察显示，股骨头坏死为渐进性发展，实验组１、２周股骨头关节软骨表
面略显粗糙，４周时关节软骨出现不同程度的虫蚀样破损；②免疫组化显示，实验组ＡＴＦ４、ＧＰＲ４８和ＰＣＮＡ表达量
在３个不同时间点逐渐增加，但均低于对照组（Ｐ＜０．０５）；③ ＲＴＰＣＲ结果显示，ＡＴＦ４和ＧＰＲ４８在３个不同时间
点逐渐增加（Ｐ＜０．０５）。④ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析显示，实验组ＡＴＦ４和ＧＰＲ４８在３个不同时间点逐渐增加，但均
低于对照组（Ｐ＜０．０５）。⑤ Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析显示，ＡＴＦ４与 ＧＰＲ４８在不同时间点呈正相关（ｒ＝０．６５９，Ｐ＜
０．０１）。结论　创伤性股骨头坏死发展进程中，初期 ＡＴＦ４和ＧＰＲ４８表达下降，但随坏死进程而逐渐增加，两者表
达呈正相关，可能与坏死所伴随的局部修复有关。
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　　股骨头缺血坏死（Ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｔｈｅｆｅｍｏｒａｌ
ｈｅａｄ，ＯＮＦＨ）是临床多发病、常见病，致残率高、治
疗困难，但其发病机制尚不明确［１］，可能与 Ｃｂｆ１／
Ｒｕｎｘ２、ａＰ２等多种因子作用相关［２４］。活性转录因

子４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）是新发
现的调控成骨细胞分化和功能的转录激活因子，是

ＡＴＦ／ＣＲＥＢ转录因子超家族的成员之一，参与多种
生理过程的调控［５６］。近年研究表明，ＡＴＦ４是 Ｇ蛋
白偶联受体 ４８（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ４８，
ＧＰＲ４８）的下游因子之一，是调节骨骼发育的重要因
子［７８］，但两者在股骨头坏死进程中的表达变化和

相关性尚不明确。本实验通过建立创伤性股骨头坏

死模型，探讨坏死局部 ＡＴＦ４和 ＧＰＲ４８表达变化及
其相关性，有助于进一步了解创伤性股骨头坏死的

分子调控机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验动物　６月龄 ＳＤ大鼠３６只，体质量
５５０～６００ｇ，雌雄不限，由华北煤炭医学院实验动物
中心提供。动物随机分为实验组（ｎ＝２４）和对照组
（ｎ＝１２）；造模后按１、２、４周将 ＳＤ大鼠随机分成３
组，每个时间点实验组８只，对照组４只。
１．１．２　主要试剂与仪器　ＡＴＦ４、ＧＰＲ４８及 ＰＣＮＡ
兔抗鼠多克隆抗体（北京博奥森生物技术有限公

司），Ｔｒｉｚｏｌ（天津翔天科技有限公司），ＤＥＰＣ（美国
Ａｍｒｅｓｃｏ公司），ＭＭＬＶ逆转录试剂盒及ＰＣＲ引物
（上海生物工程有限公司）；辣根过氧化物酶 ＨＲＰ
标记的羊抗兔ＩｇＧ及化学发光试剂盒（北京中杉金
桥生物技术有限公司），ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇＬｕｍｉｎｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），低温平衡离心沉淀
机（北京医学离心机厂），图像分析系统（ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ６．０），石蜡切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公司），超净台
（美国Ｆｏｒｍａｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｃｏｍｐａｎｙ）。
１．２　方法
１．２．１　创伤性股骨头坏死模型的建立　按照 Ｎｏｒ
ｍａｎ等［９］方法建模。大鼠麻醉后，取俯卧位，经大转

子沿大腿方向切开皮肤皮下组织，劈开臀大肌，分离

前２／３臀中肌，沿着转子的边缘横断髋关节囊的前

外侧，切断圆韧带，将股骨头脱位，用尖刀剥离股骨

颈基底骨膜和纤维翻转切除，复位股骨头，生理盐水

冲洗切口，逐层缝合。对照组行假手术，仅暴露股骨

头，不破坏股骨头血运。术后 ３ｄ内给予青霉素
（５万Ｕ／ｄ）肌肉注射预防感染。
１．２．２　大体观察及组织学分析　术后１、２、４周截
取双侧股骨头，大体观察股骨头形状、颜色和关节软

骨表面情况。股骨头经 ４０ｇ／Ｌ多聚甲醛固定后
ＥＤＴＡ脱钙，常规脱水、透明，石蜡包埋，制作４μｍ厚
度切片，常规ＨＥ染色，光镜下观察组织形态学变化。
１．２．３　免疫组织化学检测 ＡＴＦ４、ＧＰＲ４８和 ＰＣＮＡ
的表达　上述切片脱蜡至水，用３％Ｈ２Ｏ２甲醇溶液
室温孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，３ｍｉｎ／次；胰酶消化，
３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，３ｍｉｎ／次；分别滴加
经１∶３００稀释的兔抗鼠 ＡＴＦ４、ＧＰＲ４８和 ＰＣＮＡ兔
抗鼠多克隆抗体，４℃过夜；ＰＢＳ洗片后滴加二抗工
作液，３７℃孵育５０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，３ｍｉｎ／次；ＤＡＢ
显色，显微镜下有棕黄色物质出现时终止显色；蒸馏

水冲洗，苏木素复染细胞核，乙醇梯度脱水，二甲苯

透明，中性树胶封片。

实验组３个时间点分别取５个标本，每个标本
做３个切片，每个切片在同一放大倍数下进行分析，
按等距抽样原则随机选择５个视野，阳性细胞的胞
膜、胞浆、胞核中有棕黄显色。用图像分析软件分析

染色强度，结果用ＩＯＤ值表示。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ法检测 ＡＴＦ４和 ＧＰＲ４８ｍＲＮＡ表
达　按照 ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ标准分离方法抽提股骨头组
织总ＲＮＡ，在ＭＭｕＬＶ逆转录酶作用下将ＲＮＡ逆
转录成ｃＤＮＡ，采用 ＰＣＲ扩增技术，以 Ｒａｃｔｂ为内
参，检测组织中ＡＴＦ４和ＧＰＲ４８ｍＲＮＡ表达。引物
序列见表１。反应结束后，对照组０μｍｏｌ／ＬＡＴＦ４和
ＧＰＲ４８的ｍＲＮＡ表达为１，结果用ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ６．０．１４
软件进行分析。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列及目的基因

基因

名称
引物 引物序列

产物长

度（ｂｐ）

ＧＰＲ４８ ＰｒｉｍｅｒＦ ５′ＧＧＴＣＴＣＴＧＧＣＡＧＴＣＴＴＣＴＣＣＴＣ３′ １０４

ＰｒｉｍｅｒＲ ５′ＧＣＴＣＴＴＣＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＴＣＡＡＡＴＣ３′

Ｒａｃｔｂ ＰｒｉｍｅｒＦ ５′ＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧ３′ １５０

ＰｒｉｍｅｒＲ ５′ＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ３′
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１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＡＴＦ４和 ＧＰＲ４８的蛋
白表达　将液氮冻存的股骨头研磨成粉末（实验组和
对照组各时间点各获８侧和６侧），经组织裂解液匀
浆后，提取总蛋白。取５０μｇ蛋白经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳，用电转移法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂
奶粉封闭２ｈ，加入 ＡＴＦ４、ＧＰＲ４８一抗（１∶３００）４℃
过夜，ＴＢＳＴ漂洗４５ｍｉｎ，ＨＲＰ标记的二抗（１∶１５００）
室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗４５ｍｉｎ。暗室中按照化学
发光试剂盒进行发光显影、扫描图像，用图像分析仪

对显影带进行分析处理，βａｃｔｉｎ作为内参，结果用
ＩＯＤ值表示。
１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计学软件对
数据进行处理，数据用 珋ｘ±ｓ表示。采用单因素方差
分析和Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结　果

２．１　大体观察及组织学分析　１、２周股骨头颜色黄
白、关节软骨表面无光泽；４周关节软骨出现不同程
度破损、断裂、虫蚀样痕迹，表面不光滑。１、２周部分
关节软骨表面出现破裂、剥脱，基底层软骨细胞增生，

小梁之间造血组织减少。４周软骨下坏死区骨质破坏
严重，骨小梁稀疏、变窄、断裂，坏死小梁骨细胞数量明

显减少，多见空骨陷窝；但同时可见成骨细胞活跃迹

象，部分坏死小梁周围成骨细胞增多，有新生骨形成。

２．２　免疫组化检测 ＡＴＦ４的表达结果　光镜下，
ＡＴＦ４呈现黄色或棕黄色，破骨细胞、成骨细胞、骨
细胞、血管内皮、脂肪细胞等均可见阳性表达。实验

组阳性细胞表达强度较假手术组降低，见图１。

图１　不同时间点ＡＴＦ４免疫组化染色结果 （×１００）
Ａ：对照组４周；Ｂ：实验组１周；Ｃ：实验组２周；Ｄ：实验组４周。

Ｆｉｇ．１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＴＦ４ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（×１００）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ４ｗｅｅｋ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ１ｗｅｅｋ；Ｃ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ２ｗｅｅｋ；Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ４ｗｅｅｋ．

　　经图像定量分析显示，１、２和 ４周时，对照组
ＡＴＦ４表达量（ＩＯＤ值）分别为１８．９９±２．７８、１８．４４±
３．５１、１８．９１±３．３２；实验组分别为 ８．１３±１．６８、
１１．８１±３．０３、１３．５０±３．０４。经方差分析，实验组１、２、４
周 ＡＴＦ４表达低于对照组，但实验组ＡＴＦ４随着时间延
长表达量逐渐增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．３　免疫组化检测ＧＰＲ４８的表达结果　ＧＰＲ４８呈
现黄色或棕黄色，破骨细胞、成骨细胞、骨细胞、血管

内皮、脂肪细胞等均可见阳性表达。实验组阳性细

胞表达强度较假手术组降低。经图像定量分析显

示，１、２和４周时，对照组 ＧＰＲ４８蛋白表达量分别
为２０．５０±２．７１、２０．８８±２．８４和２０．７３±３．１７；实验
组分别为 ９．０６±１．９３、１３．５８±２．８３和 １７．００±
２．２０。经方差分析显示，实验组各时间点 ＧＰＲ４８表
达低于对照组，随时间延长实验组３个时间点间表
达量逐渐增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　免疫组化检测 ＰＣＮＡ的表达结果　１、２和４
周时，对照组 ＰＣＮＡ表达量分别为 １７．１３±２．６２、
１７．４５±２．５１、１７．４４±２．９６；实验组分别为９．２１±
２．６９、１２．５６±１．７４、１４．７２±２．２７。经方差分析，实
验组ＰＣＮＡ表达低于对照组，随时间延长实验组３

个时间点间表达量逐渐增加，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。
２．５　ＡＴＦ４和 ＧＰＲ４８ｍＲＮＡ的表达　实验组
ＡＴＦ４和 ＧＰＲ４８ｍＲＮＡ的相对表达随着时间的延
长而逐渐升高，实验组３个时间点相比较，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。
表２　实验组ＡＴＦ４和ＧＰＲ４８ｍＲＮＡ的相对表达量（珋ｘ±ｓ）
时间 ＡＴＦ４ ＧＰＲ４８
１周 ７．７７０±０．１９０ ５．５５３±０．２３２
２周 ９．６６０±０．１８６ ４．６１８±０．１８６
４周 １１．５６７±０．２２７　 ３．６８８±０．１４９

２．６　ＡＴＦ４和ＧＰＲ４８的蛋白表达　见图２。由图２
可见，实验组随着时间延长，ＡＴＦ４和ＧＰＲ４８蛋白表
达量逐渐升高。实验组各时间点经 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性
分析，ＧＰＲ４８与 ＡＴＦ４蛋白表达量呈正相关（ｒ＝
０．６５９，Ｐ＜０．０１）。见表３。
表３　实验组ＡＴＦ４和ＧＰＲ４８蛋白的相对表达量（珋ｘ±ｓ）
时间 ＡＴＦ４ ＧＰＲ４８
１周 ８．４８±４．００ １７．０９±２．５５
２周 １０．１２±５．４５ ２０．２１±３．７９
４周 ２８．３４±１７．１５ ５６．６２±１９．３０
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图２　不同时间点Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果
Ｆｉｇ．２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＴＦ４ａｎｄＧＰＲ４８ａｔｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（×１００）

３　讨　论

正常股骨头表面覆盖关节软骨，软骨层主要由

软骨细胞和基质组成，基质的主要成分是胶原纤维

和糖蛋白。骨小梁支撑着关节软骨，一旦骨细胞坏

死小梁将失去矿化调节渐变的脆弱，负荷能力下降

而发生断裂［１０］，从而导致股骨头变形，关节软骨塌

陷。生理条件下骨细胞会正常凋亡，存在一定量的

空骨陷窝，但大量空骨陷窝的出现提示，骨细胞生长

环境恶劣导致大量成骨细胞死亡，是股骨头缺血坏

死的前兆，但随着股骨头坏死进程发展，往往也伴随

某些局部修复［１１］。

本实验采用创伤性方法制作股骨头缺血坏死模

型，按照 Ｎｏｒｍａｎ等［９］方法，切断股骨头圆韧带，将

股骨颈周围骨膜剥离翻转切除，切断股骨颈周围关

节囊的纤维附着点，破坏股骨头血运，最终使股骨头

缺血坏死。本实验结果显示，实验组髓腔内间充质

细胞数量逐渐增多、分化，股骨头内骨吸收改建作用

逐渐增强。但股骨头坏死的同时伴随着局部修复过

程，组织形态学表现为局部成骨细胞活跃，局部成骨

细胞ＰＣＮＡ所反映的增殖活性渐趋增强。同时，实
验组３个时间点空骨陷窝数量随时间呈上升趋势，
也符合股骨头的缺血坏死的发展进程。

迄今为止，关于股骨头缺血坏死的分子机制尚

不明确。ＡＴＦ４是新发现的调控成骨细胞分化和功
能的转录激活因子，是ＡＴＦ／ＣＲＥＢ转录因子超家族
的成员之一，参与多个重要生理过程的调控［５］，包

括内质网应急反应、骨的再吸收、骨髓造血和晶体发

育等［６，１２１４］。利用基因敲除技术研究发现，ＡＴＦ４缺
陷的小鼠终生表现严重的骨质疏松［１３］，说明 ＡＴＦ４
在成骨细胞的分化和骨质的形成中发挥着重要作

用；其对骨组织调控主要通过两种机制：易化相关基

因的表达和增加成骨细胞中氨基酸的摄取［１４］。近

年研究表明，ＡＴＦ４是上游膜信号控制分子 ＧＰＲ４８
的一个重要靶向因子，可刺激ｃＭｙｃ和ｃｙｃｌｉｎＤ１发
挥细胞增殖行为，通过信号转导共同调节骨发

育［１５１７］。

ＧＰＲ４８是一重要细胞膜分子信号，为糖蛋白激
素受体亚家族，其功能是将外界刺激通过一系列信

号转导途径传入细胞核，引发多种转录因子产生相

应生物学效应，调控细胞增殖、分化、凋亡等生物学

行为，是关键性的信号传导闸门［１６］。Ｋｉｔａｇａｗａ
等［１８］研究发现，ＧＰＲ４８经 Ｇ蛋白的 Ｇａｓ亚基与
ｃＡＭＰＰＫＡ的信号通路相偶联，调节细胞内分子信
号途径，ＡＴＦ４／ＣＲＥＢ是 ｃＡＭＰＰＫＡ主要的下游转
录因子，ＧＰＲ４８ｃＡＭＰＰＫＡＡＴＦ４／ＣＲＥＢ构成一个
完整的信号转导通路，协同调控细胞的增殖、分化，

并调节胚胎骨发育［１８］。因此，研究ＡＴＦ４和 ＧＰＲ４８
在创伤性股骨头坏死的发展过程中的信号联控，有

利于进一步理解其发病机制。

组织学研究表明，创伤致股骨头坏死初期往往

表现为局部急性坏死，随着坏死灶的发展，局部同时

出现骨重建和骨再生伴生现象。本实验结果表明，

ＡＴＦ４与ＧＰＲ４８在股骨头坏死进程中的表达量是随
着时间逐渐上升的，两者呈正相关性与 ＰＣＮＡ所反
映的细胞增殖效应相一致；结合形态学发现，表明这

种升高趋势可能与同时伴随的局部修复过程有关。

综上所述，ＡＴＦ４和 ＧＰＲ４８在股骨头坏死发展
进程中的表达降低但呈现逐渐升高的趋势，可能与

局部修复增加有关。但有关 ＡＴＦ４与 ＧＰＲ４８在股
骨头坏死发生发展进程中的具体作用机制和途径尚

需进一步研究。
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缩略语使用

凡已被公知公认的缩略语可以不加注释直接使用。例如：ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＨｂｓＡｇ、ＰＣＲ等。不常用的、尚未
被公知公认的缩略语，以及原词过长在文中多次出现者，若为中文可于文中第一次出现时写出全称，在圆括

号内写出缩略语；若为外文可于文中第一次出现时写出中文全称，在圆括号内写出外文全称及其缩略语。例

如：流行性脑脊髓膜炎（流脑），阻塞性睡眠呼吸暂停综合征（ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｓｌｅｅｐａｐｎｅａｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＯＳＡＳ）。不
超过４个汉字的名词不宜使用缩略语，以免影响可读性。西文缩略语不得拆开转行。

（本刊编辑部）


