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摘要:目的　 研究发育性髋关节发育不良( developmental
 

dysplasia
 

of
 

the
 

hip,
 

DDH)力学负荷异常对软骨下骨的骨

显微结构和骨血管的影响,以及骨显微结构和骨血管之间的相关性。 方法　 使用襁褓法构建新生大鼠 DDH 模型,
对股骨头的关节软骨和软骨下骨进行苏木素-伊红染色、番红固绿染色和免疫组化染色等组织学染色,对软骨下骨

进行显微计算机断层扫描(Micro-CT)分析骨显微结构。 结果　 DDH 大鼠出现关节软骨退变,同时伴有软骨下骨的

骨显微结构恶化、骨形成减少和血管形成增多,且软骨下骨的血管形成水平与骨显微结构恶化程度呈正相关。
结论　 DDH 力学负荷异常导致关节软骨出现退变,软骨下骨的血管形成增多,软骨下骨的骨显微结构恶化,相关性

分析揭示了软骨下骨的血管异常形成可能是造成骨显微结构恶化、DDH 进展的重要原因。 本研究为探究 DDH 疾

病的发生发展提供了新的研究方向。
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Abstract:
 

Objective　 To
 

study
 

the
 

effects
 

of
 

an
 

abnormal
 

mechanical
 

load
 

in
 

the
 

developmental
 

dysplasia
 

of
 

the
 

hip
 

(DDH)
 

on
 

the
 

bone
 

microstructure
 

and
 

blood
 

vessels
 

of
 

the
 

subchondral
 

bone,
 

and
 

the
 

correlation
 

between
 

bone
 

microstructure
 

and
 

blood
 

vessels.
 

Methods 　 A
 

newborn
 

rat
 

DDH
 

model
 

was
 

constructed
 

using
 

the
 

swaddling
 

method.
 

Histological
 

staining
 

such
 

as
 

hematoxylin-eosin
 

staining,
 

safranin-fast
 

green
 

staining,
 

and
 

immunohistochemical
 

staining
 

was
 

performed
 

on
 

the
 

articular
 

cartilage
 

and
 

subchondral
 

bone
 

of
 

the
 

femoral
 

head.
 

The
 

microstructure
 

of
 

the
 

subchondral
 

bone
 

was
 

analyzed
 

using
 

microcomputed
 

tomography
 

(micro-CT) .
 

Results
　 The

 

DDH
 

rats
 

showed
 

degeneration
 

of
 

the
 

articular
 

cartilage
 

accompanied
 

by
 

deterioration
 

of
 

the
 

microstructure
 

of
 

the
 

subchondral
 

bone,
 

decreased
 

bone
 

formation,
 

and
 

increased
 

vascular
 

formation.
 

The
 

level
 

of
 

vascular
 

formation
 

in
 

the
 

subchondral
 

bone
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

degree
 

of
 

deterioration
 

of
 

the
 

bone
 

microstructure.
 

Conclusions　 An
 

abnormal
 

mechanical
 

load
 

in
 

the
 

DDH
 

causes
 

articular
 

cartilage
 

degeneration,
 

increased
 

vascular
 

formation
 

in
 

the
 

subchondral
 

bone,
 

and
 

subchondral
 

bone
 

microstructure
 

deterioration.
 

The
 

3701



correlation
 

analysis
 

revealed
 

that
 

the
 

abnormal
 

vascular
 

formation
 

in
 

the
 

subchondral
 

bone
 

may
 

be
 

an
 

important
 

factor
 

causing
 

the
 

deterioration
 

of
 

bone
 

microstructure
 

and
 

progression
 

of
 

DDH.
 

This
 

study
 

has
 

provided
 

a
 

new
 

direction
 

for
 

the
 

development
 

of
 

DDH.
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　 　 发育性髋关节发育不良(developmental
 

dysplasia
 

of
 

the
 

hip,
 

DDH)是由于发育障碍导致髋关节结构

和功能出现异常的一种骨科疾病[1] 。 如果在 DDH
早期没有进行适当的手术治疗,随着疾病的进展,
DDH 患者最终通常会继发髋关节骨关节炎,严重影

响患者的生活质量[2-4] 。
既往研究认为,原发性骨关节炎( osteoarthritis,

 

OA)是由于异常力学负荷引起关节软骨退行性变,
发生软骨下骨重塑、硬化等一系列变化的关节退行

性疾病[5-6] 。 DDH 患者的髋关节同样存在力学负荷

改变的病理学特征。 近些年的研究认为,DDH 首先

出现的是软骨下骨的重塑,继而使得力学负荷进一

步恶化,最终造成关节软骨退行性变,引发继发性

OA[7-8] 。 与原发性 OA 相比,DDH 患者会出现更严

重的症状和影像学表现,包括早期髋关节不稳定、
股骨头吸收、髋关节脱位等[9-10] 。

软骨下骨位于关节软骨的下方,对原发性 OA
的发展起到重要作用。 在原发性 OA 的病程中,软
骨下骨的稳态失衡,发生重塑,在疾病后期出现软

骨下骨硬化和软骨下 H 型血管的生成[11-12] 。 在卵

巢切除诱导的骨质疏松小鼠中,连续 14
 

d 给予膝关

节外在侧向的机械负荷,其股骨远端的 H 型血管形

成增加和骨量增加[13] 。 在小鼠骨缺损模型中,沿胫

骨长轴的机械负荷还能以机械敏感性蛋白 S1Pr1 依

赖的方式促进 H 型血管生成与骨形成[14] 。 H 型血

管在原发性 OA 中,作为软骨和软骨下骨的 “桥

梁”,一方面加速软骨下骨的重塑硬化,另一方面侵

入无血管的软骨加速软骨降解[12,15] 。 既往许多研

究以 H 型血管为靶点,如使用贝伐单抗( VEGF 阻

断剂) 抑制 H 型血管的形成,延缓原发性 OA 的

进展[16] 。
DDH 被认为是 继 发 性 OA 的 主 要 成 因 之

一[17-20] 。 与原发性 OA 不同,DDH 的软骨下骨量并

不随着疾病进程增多,反而出现骨吸收增强、骨量

下降的趋势。 然而,目前尚不清楚 DDH 的应力异

常对软骨下血管形成的影响。 因此,本文构建新生

SD 大鼠 DDH 模型, 通过显微计算机断层扫描

(micro
 

computed
 

tomography,
 

Micro-CT) 检测 DDH
模型软骨下骨形态参数的变化,通过免疫组化检测

软骨下骨血管形成相关蛋白的变化情况,并分析骨

形态参数与软骨下骨血管形成相关蛋白的相关性,
探讨 DDH 应力异常对软骨下骨血管形成的影响。

1　 材料与方法

1. 1　 DDH 模型的构建

　 　 采用雄性新生 SD 大鼠 16 只,采用随机化表将

大鼠随机分为 DDH 模型组 ( n = 8 ) 和对照组

(n= 8),使用直腿襁褓法构建 DDH 模型[8] 。 具体

操作如下:使用医用胶带将新生大鼠的髋关节和膝

关节固定于内收和伸直位,固定期间正常母乳喂

养。 对照组的大鼠不予干预,正常母乳喂养。 在固

定后 6 周对所有大鼠以 CO2 处以安乐死,并分离完

整的髋臼和股骨头用于 Micro-CT 扫描和组织学

分析。
1. 2　 Micro-CT 扫描

　 　 使用高分辨率 Micro-CT 系统( Scanco
 

μCT80,
 

SCANCO
 

Medical
 

AG 公司,
 

瑞士)对分离的髋关节

(髋臼和股骨头)进行扫描,扫描参数设置如下:电
压 70

 

kV,电流 114
 

μA,整合时间 300
 

ms,分辨率

10
 

μm。 使用半自动轮廓法选择软骨下骨为感兴趣

区域(volume
 

of
 

interest,
 

VOI),最终获得骨显微结

构参数如下:骨体积分数(BV / TV,
 

%)、骨小梁厚度

(Tb. Th,
 

mm)、骨小梁数量( Tb. N,
 

1 / mm)和骨小

梁分离度( Tb. Sp,
 

mm) 和结构模型指数( structure
 

model
 

index,
 

SMI)。
1. 3　 组织学分析

　 　 将股骨自髋关节分离,使用 4% 多聚甲醛固定

24~ 48
 

h,然后浸入 10%
 

EDTA 脱钙液,在 4
 

℃条件

下脱钙 30
 

d 后, 进行石蜡包埋和组织学切片

(5
 

μm)。 使用苏木精-伊红(hematoxylin
 

and
 

eosin,
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HE)染色和番红固绿染色。
免疫组化染色选用一抗为基质金属蛋白酶

(matrix
 

metalloproteinase
 

13,
 

MMP13)、Runt 相关转

录 因 子 2 ( Runt-related
 

transcription
 

factor
 

2,
 

RUNX2)、血管内皮生长因子 A( vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

A,
 

VEGFA)和血小板-内皮细胞黏附分

子(platelet
 

endothelial
 

cell
 

adhesion
 

molecule-1,
 

PE-
CAM-1 / CD31)。 切片在 4

 

℃条件下孵育一抗过夜,
PBS 漂洗 3 次。 用辣根过氧化物酶标记的二抗孵育

1
 

h,最后用二氨基联苯胺(3,3′-diaminobenzidine,
 

DAB)显色。 使用日本尼康光学显微镜观察染色情

况,并使用全景扫描仪采集图像。 使用 Image
 

J 对

阳性染色区域进行定量分析。
1. 4　 统计学分析

　 　 所有的实验数据均来自至少 3 个独立实验。
实验结果以(平均值±标准差)表示,使用 GraphPad

 

Prism
 

8 对所有数据进行统计学处理,组间差异使用

t 检验进行分析。 对于评估线性关系,使用皮尔森

相关性分析方法进行检验。 P<0. 05 表示差异有统

计学意义。

2　 结果

2. 1　 DDH 大鼠股骨头的关节软骨出现退变

　 　 对照组和 DDH 组的新生大鼠均在 DDH 组大

鼠双下肢胶带固定 6 周后分离完整股骨头,进行组

织染色。 HE 染色和番红固绿染色结果显示,对照

组大鼠的关节软骨完整,形态正常;而 DDH 组大鼠

的关节软骨既有软骨深层的纵行撕裂,也出现了关

节软骨和软骨下骨之间部分的横行分离[图 1( a)、
(b)]。 同时,相比对照组,DDH 组关节软骨形态异

常,软骨厚度减小,透明软骨数量减少。 免疫组化

染色结果显示,DDH 组关节软骨细胞的 MMP13 蛋

白表达水平提高,MMP13 阳性细胞的比例显著高于

对照组[见图 1(c)]。

图 1　 各组大鼠股骨头的组织学染色及定量分析

Fig. 1　 Histological
 

staining
 

and
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

of
 

rats
 

in
 

various
 

groups
(a)

 

Hematoxylin
 

and
 

eosin
 

staining,
 

(b)
 

Safranin
 

O / Fast
 

green
 

staining,
 

(c)
 

Staining
 

of
 

MMP13
 

and
 

positive
 

proportion

注:AC、SB 分别表示软骨、软骨下骨;红色箭头所示为 MMP13 阳性细胞;∗∗∗∗P<0. 000
 

1。

2. 2　 DDH 大鼠软骨下骨的骨显微结构恶化

　 　 使用 Micro-CT 对取出的股骨进行扫描,并使用

分析软件对股骨头的软骨下骨区域进行骨显微结

构定量分析。 Micro-CT 分析结果显示,与对照组相

比,DDH 组的 BV / TV 显著降低,提示 DDH 组的软

骨下骨量出现下降;同时 DDH 组的 Tb. Th 和 Tb. N
也显著降低,而 Tb. Sp 反而增高,提示 DDH 组软骨

下骨的骨显微结构更加恶化。 此外,DDH 组 SMI 高

于对照组,反映 DDH 组软骨下骨的骨小梁由板状

转向杆状。 免疫组化染色结果显示,DDH 组软骨下

骨的 RUNX2 蛋白表达水平显著下降,提示 DDH 组

软骨下骨的骨形成减少(见图 2)。
2. 3　 DDH 大鼠软骨下骨的血管形成增加

　 　 对两组大鼠的股骨头软骨下骨进行 VEGFA 和

CD31 免疫组化染色。 染色结果显示,与对照组相

比,DDH 组软骨下骨 VEGFA 和 CD31 的蛋白表达

水平显著提升,提示 DDH 组软骨下骨的血管形成

增加(见图 3)。
2. 4　 DDH 大鼠软骨下骨的骨显微结构和骨血管

密切相关

　 　 分别将软骨下骨的骨显微结构参数( BV / TV、
Tb. Th、Tb. N、Tb. Sp、SMI)和血管形成蛋白免疫组

化阳性率( VEGFA、CD31) 进行相关性分析。 结果

显示,DDH 软骨下骨 VEGFA 和 CD31 的免疫组化

阳性率越高, BV / TV、 Tb. Th、 Tb. N 就 越 低, 而

Tb. Sp、SMI 则越高(见图 4)。 本文认为,在 DDH 大

鼠中,软骨下骨内的血管形成越多,软骨下骨的骨

显微结构越恶化。
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图 2　 各组大鼠软骨下骨的骨显微结构参数、三维重建图像及组织学染色

Fig. 2 　 Bone
 

microstructure
 

parameters,
 

three-dimensional
 

images
 

and
 

histological
 

staining
 

of
 

the
 

subchondral
 

bone
 

of
 

rats
 

in
 

each
  

group　 ( a)
 

Bone
 

volume
 

fraction,
 

( b)
 

Trabecular
 

bone
 

thickness,
 

( c)
 

Trabecular
 

bone
 

number,
 

( d )
 

Trabecular
 

bone
 

separation,
 

( e )
 

Structure
 

model
 

index,
 

( f )
 

Three-dimensional
 

images,
 

(g)
 

Staining
 

of
 

Runx2
 

and
 

positive
 

proportion

图 3　 各组大鼠软骨下骨的免疫组化染色及定量分析

Fig. 3 　 Immunohistochemical
 

staining
 

and
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

the
 

subchondral
 

bone
 

of
 

rats
 

in
 

various
 

groups　 (a)
 

Staining
 

of
 

VEGFA
 

and
 

positive
 

proportion
 

( red
 

arrows
 

indicating
 

the
 

VEGFA
 

positive
 

cells),
 

(b)
 

Staining
 

of
 

CD31
 

and
 

positive
 

proportion(red
 

arrows
 

indicating
 

the
 

CD31
 

positive
 

cells)

图 4　 各组大鼠软骨下骨血管形成蛋白阳性比例和骨显微参数的相关性分析

Fig. 4　 Correlation
 

analysis
 

of
 

the
 

positive
 

proportion
 

of
 

subchondral
 

bone
 

angiogenic
 

proteins
 

and
 

bone
 

microstructure
 

parame-
ters

 

in
 

various
 

groups
 

of
 

rats　 (a)
 

Positive
 

proportion
 

of
 

VEGFA
 

and
 

bone
 

microstructure
 

parameters,
 

(b)
 

Positive
 

proportion
 

of
 

CD31
 

and
 

bone
 

microstructure
 

parameters

3　 讨论

　 　 本文通过建立新生大鼠 DDH 模型,对大鼠股

骨头及其关节软骨进行组织学染色,对股骨头进行

Micro-CT 扫描并对软骨下骨区域进行骨显微结构

分析,揭示了 DDH 力学负荷异常对股骨头关节软
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骨和软骨下骨骨显微结构、骨血管的影响。 结果表

明,DDH 的力学负荷异常造成了股骨头关节软骨退

变,软骨下骨的骨显微结构恶化,同时伴有软骨下

骨血管形成增多。 通过相关性分析发现,DDH 软骨

下骨骨显微结构的恶化程度与软骨下骨血管形成

水平呈正相关。 本研究表明,DDH 力学负荷异常导

致继发性 OA,这种继发性 OA 出现了软骨下骨的骨

显微结构恶化和骨血管形成增多,为 DDH 的治疗

提供了新的研究靶点。
DDH 作为一种发育性疾病,其病理变化的关键

在于下肢生物力学的改变,包括髋臼、股骨头、股骨

颈的形态异常和髋臼、股骨头之间的对位不当[21] 。
DDH 早期未得到手术治疗的患者,随着时间推移,
多数患者面临髋关节继发性 OA 的结局[22-24] 。 组织

学染色结果表明,与原发性膝关节 OA 的关节软骨

病理特征相似,DDH 同样出现了严重的关节软骨退

变,表现为关节软骨形态的异常、厚度减小以及关

节软骨的撕裂。 MMP13 是靶向软骨中Ⅱ型胶原的

主要酶,对软骨重塑和降解具有关键作用[25] 。 免疫

组化染色表明,DDH 的关节软骨出现了 MMP13 蛋

白水平的提升,证实 DDH 加速了关节软骨降解。
DDH 患者的股骨头由于长期脱位,处于异常的

力学负荷状态。 既往临床研究认为,这种异常力学

负荷表现为股骨头、颈的应力集中,对关节软骨和

软骨下骨造成持续的损害[26-27] 。 不同于原发性 OA
出现的软骨下骨硬化,DDH 出现了软骨下骨的破骨

细胞活跃,成骨细胞活性减弱,骨吸收速度快于骨

形成速度, 导致软骨下骨的骨显微结构持续恶

化[8] 。 Micro-CT 结果显示,相较于对照组,DDH 组

大鼠软骨下骨 BV / TV、Tb. Th、Tb. N 下降,而 Tb. Sp、
SMI 上升,这证实了 DDH 软骨下骨的骨小梁结构和

生物力学性能的严重恶化。 此外,免疫组化染色结

果显示,DDH 组软骨下骨的 RUNX2 蛋白表达水平

低于对照组,提示骨形成的减弱。
软骨下骨血管的异常形成是原发性 OA 的重要

病理特征之一,被视作原发性 OA 的潜在治疗靶

点[28] 。 既往研究通过青蒿琥酯、Defactinib 等药物

抑制原发性 OA 软骨下骨微血管的形成,有效抑制

了疾病的进展[11,29] 。 但 DDH 异常力学负荷对于软

骨下骨血管形成的影响缺乏相应的研究。 本文通

过免疫组化染色发现,VEGFA 和 CD31 作为血管生

成的重要标志蛋白,在 DDH 组大鼠的软骨下骨表

达水平显著高于对照组。 该结果提示,DDH 的软骨

下骨血管形成增强,表现出与原发性 OA 相同的血

管病理特征。
原发性 OA 的异常力学负荷加速了软骨下骨重

塑,进而刺激软骨下骨血管的异常形成,加速了疾

病的发展[30-32] 。 而 DDH 的异常力学负荷环境造成

了软骨下骨骨显微结构和血管的改变与原发性 OA
不尽相同,表现为骨显微结构和生物力学性能的恶

化,软骨下骨血管生成增多。 相关性分析的结果表

明,DDH 软骨下骨的血管形成水平与骨显微结构恶

化程度呈正相关,血管形成水平的提升可能是后期

DDH 骨显微结构持续恶化,DDH 进展为髋关节 OA
的重要诱因。

4　 结论

　 　 DDH 力学负荷异常导致关节软骨出现退变,软
骨下骨的血管形成增多,软骨下骨的骨显微结构恶

化。 本研究首次探究了 DDH 对软骨下骨血管形成

的影响,揭示了 DDH 发展的病理特征。
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