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中文摘要 

目的： 

骨关节炎(Osteoarthritis, OA)是一种多因素引起的慢性退行性关节疾病，常见于中老年人群，迄今为

止发病机制仍不清楚。而随着社会老龄化高峰的来临，诸多不良影响也日渐突显。作为病变累积整

个关节结构的一种骨骼肌肉疾病，关节各结构的生物化学改变备受人们的关注；同时，随着生物医

学技术的发展，基质金属蛋白酶家族(MMPs)成为国内外学者研究 OA 发病机制的热点。本研究拟从

基因水平检测探讨基质金属蛋白酶-14 和-9（MMP-14/-9）在 OA 与非 OA 患者滑膜组织中的表达量

差异及相关性，探讨二者在 OA 发生发展过程中的作用。  

方法： 

选择 2011 年 11 月~2013 年 8 月在石河子大学第一附属医院骨一科行关节置换术、膝关节镜手术、

单纯膝关节半月板损伤或截肢手术的患者 68 例（OA 组 39 例和非 OA 组 29 例），所有病例均经本院

骨科医生和影像学检查确诊(根据 1995 年美国风湿病学会关于 OA 的诊断标准)。两组患者关节滑膜

均于手术中收集，滑膜组织在术后 1 小时内用生理盐水反复冲洗 3 次后锡箔纸包裹迅速置入液氮罐

中速冻，后置于-80℃冰箱保存备用。采用 Trizol 一步法提取总 RNA，半定量 RT-PCR 方法检测 68

例患者滑膜组织中 MMP-14/-9 的表达情况。将所得的数据应用 SPSS17.0 统计软件处理，所有计量

资料采用均数±标准差（ ±s）表示，组间比较采用 t 检验，相关性采用 Pearson 相关性分析，以 P<0.05

确定为差异有统计学意义。 

结果： 

RT-PCR 结果显示 MMP-14 mRNA 和 MMP-9 mRNA 在 OA 与非 OA 患者滑膜组织中均表达，并且发

现 MMP-14/-9 mRNA 在 OA 患者滑膜组织中（0.9887±0.075/0.742±0.069）中表达显著高于非 OA 组

（0.244±0.0614/0.176±0.05，P＜0.05）；二者进行 Pearson 相关性分析（r=0.863，P<0.05），说明 MMP-14

和 MMP-9 两基因在 OA 患者滑膜组织中的表达呈正相关关系。 

结论： 

MMP-14 mRNA 和 MMP-9 mRNA 在 OA 组滑膜组织中表达量均明显高于非 OA 组，且二者的表达

量正相关，表明 MMP-14 和 MMP-9 均参与骨关节炎的发生发展，并且在一定条件下协同作用促进

OA 的病程进展。  

关键词：骨性关节炎，MMP-14，MMP-9，RT-PCR 
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 Abstract  

Objective： 

Osteoarthritis (OA) is the most common of the musculoskeletal disease. It is characterized structurally by 

articular cartilage degradation. The pathophysiology of the process by which whole joint degeneration of 

osteoarthritis remains poorly understood. The disease affects millions of individuals aged 45 years and 

above, and is increasing in frequency and severity within the context of the ageing population. In recent 

years, with the development of biomedical technology, more and more domestic and foreign scholars are 

beginning to focus on the relationship between the family of matrix metalloproteinases (MMPs) and OA in 

order to clarify the pathogenesis of OA. In this experiment, we studied the expression and correlation of 

MMP14/-9 at the level of gene in the patients’ synovial tissues with OA and non-OA, to explore the role of 

MMP-14/-9 in the development of OA. 

Methods: 

68 surgically removed synoviums were obtained from the patients with consent in the department of 

orthopedics of the first affiliated hospital of Shi He-Zi University from the Nov, 2011 to the August, 2013, 

which operation include the knee joint of arthroscopy, arthroplasty, amputation et al. All of the patients 

were diagnosed by the doctor of orthopedics combine with clinical symptoms and imaging (According to 

the American Rheumatic Association (ARA) 1995 revised criteria for OA).The synovium were washed 

three times with saline in one hours after surgery, quick-freezed in liquid nitrogen and stored in -80℃ 

refrigerator for experiment. Finally, Trizol reagent to extracted RNA and semi-quantitative RT-PCR to 

detected the expression of MMP-14 mRNA and MMP-9 mRNA in 68 cases of synovium. The results of 

measurement data adopt mean ± standard deviation（ ±s）, the statistical significance was determined by 

Student’s t-test and Pearson correlation analysis using the SPSS 17.0 program, P value less than 0.05 were 

considered to be statistically significant. 

Results: 

We observed the expression of MMP-14 mRNA and MMP-9 mRNA in all of patients’ synovium (OA and 

Non-OA patients); and the expression of MMP-14/MMP-9 mRNA were significantly higher in OA group 

(0.9887±0.075/0.742±0.069) compared with Non-OA group (0.244±0.0614/0.176±0.05,P<0.05); Pearson 

correlation analysis indicates that the expression of MMP-14 and MMP-9 genes were positively correlated 

with OA synovium (r=0.863，P<0.05). 

Conclusion: 

The expression of MMP-14 mRNA and MMP-9 mRNA was significantly higher in OA group synovial 

tissue compared with Non-OA group, and positively correlated with each other in OA synovium. The 

results indicated that MMP-14 and MMP-9 involve in the pathogenesis of OA; and to a certain extent  

synergy to promote the progression of osteoarthritis.  

Key Words: Osteoarthritis, MMP-14, MMP-9, Semi-quantitative RT-PCR 
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缩 略 语 表 

英文缩写 英文全名 中文译名 

OA Osteoarthritis 骨性关节炎 

KOA Knee Osteoarthritis 膝骨性关节炎 

RA Rheumatoid Arthritis 类风湿关节炎 

ECM Extracellular Matrix Components 细胞外基质 

SM Synovial Membrane 滑膜 

SF Synovial Fluid 关节滑液 

NSAID Non-Steroidal Anti-inflammatory Drugs 非甾体类抗炎药 

MMPs Matrix Metalloproteinases 基质金属蛋白酶家族 

ADAMTS 
A Disintegrin And Metalloproteinase with 

Thrombospondin motifs 

解整链蛋白金属蛋白酶 

 

TIMPs Tissue Inhibitors of Metalloproteinases 金属蛋白酶组织抑制因子 

MMP-14 Matrix Metalloproteinases-14 基质金属蛋白酶-14 

MMP-9 Matrix Metalloproteinases-9 基质金属蛋白酶-9 

DEPC Diethylpyrocarbonate 焦碳酸二乙酯 

IPA Isopropanol 异丙醇 

RT-PCR 
Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction 
逆转录聚合酶链反应 

TBE Tetra Bromo Ethane Tris 硼酸 

IPP Image-ProPlus 分析测量图像软件 

WHO World Health Organization 世界卫生组织 

ARA American Rheumatic Association 美国风湿病学会 
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MMP-14 及 MMP-9 mRNA 在 OA 患者滑膜组织中的表达及意义 

第一章 前 言 

（Introduction） 

1.1 骨关节炎的现状 

骨性关节炎(Osteoarthritis，OA)是一种多因素引起的慢性退行性关节疾病，是骨科

最常见的疾病之一。主要临床表现为关节的疼痛、肿胀、僵硬，随着疾病的进展进一步

发展为关节痉挛、肌肉萎缩、关节的功能障碍直至关节畸形丧失关节功能。而膝关节则

是最常受累的关节之一，主要影响着中老年人群[1]。根据流行病学统计调查显示：在美

国 60 岁以上人群中大约有 10%男性和 13%女性表现出膝关节骨性关节炎的症状[2]，并

且随着全球老龄化及肥胖问题的加剧,预计在 2025 年 OA 的患病率将达到 40%；而在我

国约有 3%的人患有 OA，而大部分比例为膝关节骨关节炎（KOA）,其中 65 岁以上的人

群中出现骨性关节炎 X 线表现的患者更是高达 85%[3-4]。这严重影响人们的生活水平和

质量，同时也增加了个人与社会的经济负担和压力，并且在未来几十年将成为主要的医

疗问题和社会问题。 
目前针对骨关节炎的治疗方式多种多样，大多数是以减缓临床体征和症状为主，各

有其利弊。其中主要治疗分为三种：包括非药物治疗，药物治疗；手术治疗[5]。非药物

治疗主要是指 OA 的预防，如减轻体重、护具支撑等物理疗法；药物治疗，主要针对

OA 的早期治疗，通过服用镇痛药、非甾体类抗炎药物（NSAID）及关节腔类注射透明

质酸或糖皮质激素类固醇类等药物采取的对症治疗，但这并不能阻止 OA 疾病的进展，

并且长期使用会产生机体耐药、细菌性关节炎等一系列副作用，可见其疗效的显著性及

药物的安全性仍不确定[6]；手术治疗主要针对晚期的 OA 患者在保守治疗无效的情况下

行人工关节置换术,虽然关节置换术是目前认为最有效的治疗 OA 的方法[7]，但是由于人

工关节这类生物材料寿命有限并且老年患者（>70 岁）围手术期并发症风险较高，对年

轻患者的远期疗效及年长者的术后康复仍是一个严峻的挑战[8]；同时手术本身所带来生

理和心理上的创伤也使得许多患者望而却步。所有这些方法中唯有预防治疗一直被认为

是最好的治疗骨关节炎的手段[9]，而寻找 OA 的干预靶点就变得更加重要，因此世界卫

生组织（WHO）将 2000-2010 定为国际“骨与关节的十年”，旨在呼吁世界各国继续关注

和深化骨关节炎的病因及发病机制的早期研究。而中华医学会骨科学分会也代表中国于

2002 年加入这一国际性活动，并将 2002-2012 定为“中国骨骼与关节健康十年”[10]。 

1.2 骨关节炎的研究进展 

在过去的数十年间对骨性关节炎病因及防治的研究有了重大的科学进展，但 OA 的
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MMP-14 及 MMP-9 mRNA 在 OA 患者滑膜组织中的表达及意义 

发病机制仍然不完全清楚，通常认为是机械性与生物性因素的共同作用结果，常与生物

力学改变、软骨代谢异常、组织相关酶失衡等多种因素有关，其中与 OA 密切相关的基

质降解酶主要包括解整链蛋白金属蛋白酶（ADAMTS）和基质金属蛋白酶（MMPs），
它们促进软骨细胞外基质（ECM）及基底膜成分降解，从而造成软骨细胞的丢失，关节

软骨的破坏消失。近些年的研究已逐渐认识到 OA 是一个累积整个关节结构（包括关节

软骨、软骨下骨、半月板、关节滑膜及滑液）的疾病[11]，因此关节各组成结构中相关的

生理、生化改变受到研究者的关注。而基质金属蛋白酶（MMPs）作为主要的细胞外基

质降解酶,在 OA 各组织结构中的表达及相互关系也日益受到研究者的关注。基质金属蛋

白酶（MMPs）是酶催化活性依赖锌离子的蛋白酶超家族，在炎症性和退行性关节疾病

组织结构破坏中起着重要的调节作用[12-13]，研究表明在各类关节病变中，无论是软骨的

退行性变还是滑膜的无菌性炎症都不能脱离蛋白降解酶的病理作用而独立存在；同时它

们在正常组织发育和重塑过程中也必不可少；另外在一定的条件下还可以通过调节特异

靶器官的蛋白水解作用而参与启动或终止某些生物信号传导的过程。 

1.3 关于 MMP-14/MMP-9 与骨关节炎 

MMP-14 作为膜型-基质金属蛋白酶的主要成员之一，在 OA 中的功能研究备受关

注。以往的对 MMP-14 的研究多集中在肿瘤细胞的浸润和转移上，认为它的上调能促进

肿瘤的发展恶化。近些年来在 OA 软骨中的研究表明它具有调节和促进其他基质金属蛋

白酶活化而间接参与降解软骨细胞外基质的作用。据报道 MMP-14 能够激活 MMP-13
酶原（Pro-MMP-13）和 MMP-3 酶原（Pro-MMP-3），促使 MMP-13 和 MMP-3 酶原的活

化；而 MMP-13 和 MMP-3 在 OA 软骨细胞细胞外基质的合成和分解代谢中起着重要作

用，当 OA 发生时，关节微环境中 MMP-13 和 MMP-3 高表达[14]，表明二者参与骨关节

炎的发生发展。同时，MMP-14 激活的 Pro-MMP-13 能够裂解 Pro-MMP-9，直接产生活

化的 MMP-9 或在 MMP-3 的协同作用下产生活化的 MMP-9；最终促使活化的 MMP-9
与软骨中大量表达。MMP-9 属于明胶酶 B,又称 IV 型胶原，它是炎症性和退行性关节疾

病中的关键酶，它对变性的胶原蛋白及细胞外基质大分子结构表现出了广泛的底物特异

性，这将有助于降解胶原纤维、基底膜以及细胞外基质的其他结构[15]；另外，研究显示
[16] OA 患者血浆和血清中 MMP-9 的表达水平也升高并且与关节软骨及软骨下骨的破坏

严重程度呈正相关性。这一系列证据表明 MMP-14、MMP-9 在关节软骨中的表达存在

一定的关联且产生正反馈效应加重了关节软骨的破坏，最终导致关节软骨完整性的丧

失。长期以来研究者对 OA 的研究多集中在关节软骨的病理改变，较少注意滑膜性状的

改变。通常认为滑膜出现炎症表现是骨关节炎（OA）的一种继发性改变，系软骨细胞

外基质降解产物刺激所致而不被其所重视，直至逐渐认识 OA 是一个累积整个关节结构

的骨骼肌肉紊乱性疾病。近年来研究[17-18]认为 OA 患者滑膜的炎症性改变在某种程度上

类似于类风湿性关节炎（RA），虽然炎症程度相对 RA 较轻，但其症状轻重与临床表现
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密切相关；并且研究发现滑膜发生炎症反应时，大量炎症细胞浸润至滑膜囊并刺激周围

的滑膜细胞分泌多种组织蛋白酶，从而使滑膜增厚并形成侵蚀性血管翳；反之，增厚的

滑膜又产生大量的细胞因子、炎性因子、组织蛋白酶释放进入关节腔，使整个关节微环

境内稳态失衡，最终参与关节软骨的分解代谢使关节软骨表现异常，由此可见，滑膜性

状的相应改变亦是引起 OA 病程进展的一个重要的因素。 
目前国内外对 OA 的病因研究已从组织分子水平逐渐深化到基因水平，欲求从基因

水平更早的了解和控制 OA 的发生并干预病程进展[4]。前期研究已经证实在组织水平和

蛋白水平 MMP-14 、MMP-9 在 OA 患者滑膜组织中高表达且存在正相关关系，但基因

水平 MMP-14 和 MMP-9 的表达情况仍然不清，因此为了深化探讨滑膜组织的性状改变

在 OA 发生及发展过程中的作用机理，本研究采用半定量 RT-PCR 技术从基因水平检测

和观察 MMP-14/-9 在 OA 与非 OA 患者滑膜组织中的表达情况，并探讨其在 OA 发生发

展中的相互作用，进一步为骨关节炎患者的早期诊断与预防干预提供一定的实验依据和

理论基础，以期待为骨关节炎（OA）的临床治疗寻找有效的干预靶点。 
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第二章 研究对象、材料和方法 

（Subjects &Materials &Methods） 

2.1 研究对象（临床资料） 

本研究中滑膜标本取自于2011年11月-2013年8月在石河子大学第一附属医院骨一科

行膝关节镜手术、膝关节置换术、单纯膝关节半月板损伤或截肢手术的患者，共计68例，

（其中病例组选择膝关节OA患者39例，男：女=1:1.3，年龄为43-79岁，平均病程为12.6
个月；对照组选择29例非OA患者，男：女=1.2:1，年龄为19-67岁），所有病例均经本院

骨科医生和影像科医生检查确诊(根据美国风湿病学会1995年制定的关于诊断骨性关节

炎的标准)。 
纳入及排除对象标准：⑴所有患者年龄≥18周岁；⑵肝肾功能正常并排除恶性肿瘤

和全身感染性疾病；⑶所有患者查抗“O”、类风湿因子阴性，血沉及C反应蛋白正常，无

皮下结节，除外风湿、类风湿性关节炎、感染性关节炎及其他反应性关节炎等关节疾病；

⑷在手术前两周内未使用糖皮质类固醇激素等药物。 
美国风湿病学会1995年提出的膝关节骨关节炎诊断标准： 
临床表现：1. 前一个月大多数日子出现膝关节疼痛； 

2. 关节活动时有骨擦感（骨弹响）； 
3. 晨僵小于30分钟/日； 
4. 年龄≥38岁； 
5. 检查膝关节有骨性肥大。 
满足1+2+3+4或1+2+5或1+4+5说明骨关节炎存在。 

临床及放射学检查： 
1. 前一个月内反复出现膝关节疼痛； 
2. X线片（站立位或负重位）示关节间隙变窄，软骨下骨骨硬化和（或）

囊性变，关节边缘骨赘形成； 
3. 实验室检查符合骨关节炎指标； 
4. 年龄≥40岁； 
5. 晨僵<30分钟； 
6. 关节活动时有骨擦音（感）。 
具备1+2或1+3+5+6或1+4+5+6说明骨关节炎存在。 

结合临床表现、实验室检查及影像学检查可确诊膝关节骨关节炎。 
本研究取样均征得患者本人同意并获得医院伦理委员会批准。 

 4 



MMP-14 及 MMP-9 mRNA 在 OA 患者滑膜组织中的表达及意义 

2.2 主要实验仪器和试剂 

2.2.1 试剂与仪器 
1) RNA Trizol Regent RNA 裂解液（美国 Invitrogen 公司） 
2) 氯仿 chloroform(北京天根生物公司) 
3) 异丙醇 Isopropanol（北京天根生物公司） 
4) DEPC （上海生物工程有限责任公司） 
5) 无水乙醇、70%乙醇 
6) 逆转录试剂盒（Lot:K1622,美国 Thermo Scientific） 
7) PCR-Mix（北京天根生物公司） 
8) 琼脂糖(上海生工生物工程股份有限公司) 
9) 电泳缓冲液 TAE 
10) 溴化乙锭（EB） 
11) 加样缓冲液（6X Loading Buffer） 
12) PCR Marker 
13) GAPDH （内参基因）（上海生物工程有限责任公司） 
14) MMP-14/MMP-9 引物合成（上海生物工程有限责任公司） 
15) 液氮 
16) 超净工作台（美国 Thermo Electron Corporation） 
17) 研钵、组织剪 
18) 移液器（1ml/200ul/20ul/10ul/2.5ul）(美国 eppendorf 公司) 
19) 电子天平（上海精密电器有限公司） 
20) 涡旋振荡器（上海精科实验有限公司） 
21) 三洋-80℃低温冰箱（日本三洋公司） 
22) 组织破碎仪（上海鸿威试验设备有限公司） 
23) 高速离心机（美国 Thermo Electron Corporation） 
24) 分光光度计(美国 Thermo scientific) 
25) PCR 仪 (美国 Bio-Rad 生物工程公司) 
26) 电泳仪，电泳槽及灌胶模具等 
27) 凝胶图像系统（美国 Bio-Rad 公司） 

 

2.2.2 实验器具的处理与准备及主要溶液配制 

1）塑料制品的准备及处理（包括枪头、EP管等） 
将塑料制品逐个浸泡在已备好的DEPC水中，完全浸泡37℃过夜，然后送至高压3次，后

置于60℃烘烤箱中烘干，实验前将枪头、EP管放入无菌台。 
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2）玻璃制品的准备及处理 
玻璃制品清洗干净烘干后泡酸过夜，冲洗干净后烘干，然后DEPC水浸泡过夜，锡箔纸

包裹高压后备用。 
3）器械及研钵 
包括剪刀、镊子洗干净后高压，不需泡DEPC水，研钵洗净后锡箔纸包裹高压后使用或

是在每次使用前倒入无水乙醇火烧，垫数层锡箔纸置于4℃冰箱冷却待用，避免灼伤或

烫伤。 
4）DEPC 水（无酶水） 
泡实验器具的 DEPC 水的配置：1000ml 的双蒸水加 1mlDEPC 试剂，静置于 1000ml 的
容量瓶中 4 小时后备用；逆转录所用 DEPC 水的配置：100ml 的盐水瓶内装 50ml 双蒸

水，1000:1 加入 50ulDEPC，室温静置过夜后高压，后分装至 DEPC 水处理的 EP 管中，

-20℃保存备用。 
5）70%乙醇 
用无水乙醇+DEPC 水配置,70ml 无水乙醇+30ml DEPC 水(其中 DEPC 水需先高压)，后

置于-20℃备用。 
6）异丙醇、氯仿 
均于北京天根生物公司购买生物成品，置于棕色瓶中避光保存备用。 
7）电泳缓冲液（TBE） 
将5XTBE原液稀释10倍成0.5XTBE即可于电泳时使用（此为电泳时的工作液浓度） 
8）琼脂糖凝胶的配制 
根据目的基因引物大小决定配制琼脂糖凝胶的浓度，通常引物越大，琼脂糖凝胶浓度越

小；反之则琼脂糖凝胶浓度越大。本实验主要采用 2%的琼脂糖凝胶：电子天平准确称

量 2g 琼脂糖加入 100ml0.5XTBE 工作液，置于 250ml 锥形瓶中，锡箔纸封口，开小口，

微波炉中中火 3min 至沸腾透明，然后冷却至 40-50℃时加入 EB（核酸染料）5ul,避免温

度过高加入 EB 染料，因为会破坏 EB 的结构，使核酸基因无法探测，然后充分混匀，

避免产生气泡，将温热的凝胶倒入已经置好梳子的制胶膜型中，可用枪头赶走胶膜中少

许的气泡，室温放置至凝固后即可进行凝胶电泳，也可制备好后存放于 0.5XTBE 缓冲

液中，最好现配现用。 
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2.3 技术路线图 

 

2.4 研究方法 

滑膜组织取自于行膝关节镜手术、关节置换术、单纯半月板损伤手术或截肢手术的

患者，共计 68 例，所有样本均于手术中获取，切除部位为髌上囊处滑膜组织，切除的

滑膜组织于术后 1 小时内用生理盐水反复冲洗三遍后用提前准备好的锡箔纸包裹，注明

样本的病例信息（包括年龄、病程、诊断及相关临床检查等），然后迅速置于液氮罐中

速冻过夜，保持其结构的完整性，后转入-80℃超低温冰箱中保存，待样本集齐后严格

按照 Trizol 法提取总 RNA,逆转录试剂盒说明逆转单链 RNA 为双链 cDNA,最后 PCR 仪

扩增，凝胶电泳观察和检测目的基因的表达情况。 
 

2.4.1 Trizol 法抽提总 RNA 

收集 OA 与非 OA 患者的关节滑膜组织 

病例组：OA 患者的临床

标本 39 例 
对照组：非 OA 患者的

临床标本29例 

滑膜组织 

Trizol 法提总 RNA、逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR） 

观察 MMP-14、MMP-9mRNA 的表达 

综合分析 OA 与非 OA 患者滑膜组织中 MMP-14、MMP-9 表达的差

异及相关性 
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Trizol 法是最常用的提取 RNA 的方法。基本原理是基于 Trizol 试剂中苯酚和异硫氰

酸胍混合试剂的作用液相提取总 RNA。因为此方法能使不同种属不同分子量大小的多

种 RNA 析出，并且得到的总 RNA 中蛋白质及 DNA 的污染较少，所以常用来做 RT-PCR,
分离 mRNA，做体外翻译等。而在抽提及操作 RNA 的过程中，最关键的因素是尽量减

少 RNA 酶的污染，因此操作 RNA 的试剂及器皿都要进行无酶处理，并且全程佩戴一次

性手套和口罩，手套勤换，低温操作。 
1）匀浆化处理：取滑膜标本约 50-100mg 置于研钵中，可提前用高压灭菌的剪刀剪碎组

织，然后倒入液氮低温下充分研磨成粉末状，转移至 1.5ml 离心管，加入 1mlTrizol
振荡混匀，室温静置 5-10min；  

2）分离阶段：每 1mlTrizol 中加 200ul 氯仿，剧烈振荡 15s,冰上孵育 10min,然后置于 4℃，

12000rmp 离心机离心 15min,离心后样品分三层：上层：无色水相（RNA）；中间层：

白色；下层：粉红色有机相（蛋白质和 DNA）； 
3）RNA 的沉淀：小心吸取上层无色水相并转移至新的 1.5ml EP 管中(约 400ul),加入等

体积冷冻的异丙醇（IPA），室温孵育 10min 或-20℃冰箱静置过夜，然后 12000rmp，
4℃离心 15min,在管底可见颜色较浅，很少量的半透明胶状沉淀，即为 RNA 沉淀； 

4）RNA 的洗脱：小心的倒掉上清，留取沉淀，加入 1ml 70%预冷的乙醇（无酶水配置），

剧烈振荡 RNA 沉淀一次，然后 4℃，7500rmp 离心 5-10min； 
5)RNA 的溶解：小心弃上清，留取沉淀置于超净工作台开风机吹干(约 10min,此时 RNA

沉淀变透明)，为尽快晾干沉淀，也可在弃上清后短暂离心，用枪头吸除残留的液体，

尽可能避免接触沉淀，注意不要让 RNA 沉淀完全干燥，这样会极大地降低 RNA 的

可溶性。然后在 EP 管中加入 20ul DEPC 水溶解 RNA 沉淀，在 55-60℃下孵育 3-5min
或手握 5min 助其溶解； 

6）RNA 的浓度测定：采用分光光度仪测定 RNA 的浓度，并观察其分光光度值

OD260/OD280 是否在 1.8-2.0 之间，此区间之间说明 RNA 纯度较高，可进行后续试

验，同时记录总 RNA 的浓度(单位为 ng/ul)及对应的标本编号，为下一步逆转录合成

cDNA 提供相应的数据。 
7）RNA 的保存：抽提的 RNA 置于-80℃超低温冰箱中长期保存，或立即用于下一步逆

转录合成双链 cDNA。 
 
2.4.2 逆转录合成 cDNA 双链 

在逆转录前根据先前测定的总 RNA 浓度，对其进行一定调整，加入一定量的

DEPC 水使所要进行逆转录的 RNA 稀释到统一浓度，尽量保证所取的总 RNA 的量

一致，这样才能够在各不同样本总 RNA 中检测目的基因信使 RNA 的表达差异。 
 

1） 严格按照 Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 的操作说明逆

转录合成第一链 cDNA，依次于 100ul 的无酶 EP 管中加入等量（1ug）的总 RNA，

随机引物，无酶水，5X Reaction Buffer，RNA 酶的抑制剂，10mM dNTP mix，逆转
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录酶，总体系 20ul。具体反应体系如下： 
总 RNA (Template RNA)1ug                            2ul 
随机引物 Oligo(dT)18 primer                           1ul 
无酶水(water,nuclease-free）                           9ul 
5X Reaction Buffer                                   4ul 
RNA 酶抑制剂（RiboLock RNAse Inhibitor）             1ul 
逆转录酶（ReverAid M-Mul V RT）                    1ul 
总体积（Total volume）                              20ul 

2） 依次加好各反应试剂后，轻轻混匀，短暂离心后置于设定好的 PCR 仪中进行逆转录，

设定反应条件依次如下： 
孵育             37℃       5min 1 循环 
逆转录           45℃       60min 1 循环 
灭活逆转录酶     70℃       5min  1 循环 

    保存             4℃ 
3） 逆转录合成的 cDNA 可直接进行 PCR 聚合酶连反应，或是-20℃冰箱保存以备短期

（一周）内使用，长期保存应置于-80℃超低温冰箱保存。 
 

2.4.3 PCR 聚合酶链式反应 
PCR 的基本原理类似于 DNA 的天然复制的过程，其特异性依赖于与靶序列两端互

补的寡核苷酸引物，其基本反应步骤包括：模板 DNA 的变性——模板 DNA 与引物的

退火——引物的延伸。 
1） 引物的处理和稀释：干粉引物由生工生物工程（上海）有限公司设计合成。引物序

列如下表（表 1）。收到引物后，在打开引物管前离心机 4000rmp 转速下离心 1min，
避免开启时干粉引物的散失。稀释终浓度为 100pmol/ul，根据引物报告单上 OD 值，

按比例加入无核酸酶的双蒸水即可溶解干粉引物并达到恒定的终浓度。 
稀释时引物的加水量计算公式如下： 
终浓度 100pmol/ul  1OD 加水量（ul）=1OD 相当于 umol 数 x10000 
稀释的引物分装-20℃保存，尽量避免反复冻融。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 9 



MMP-14 及 MMP-9 mRNA 在 OA 患者滑膜组织中的表达及意义 

 
表 1 PCR 引物序列 

Table 1 The PCR primers sequences 

目的基因             引物序列                        产物长度（bp）        PCR 条件     

Target genes         Primer sequence              PCR products(bp)       PCR conditions   

MMP-14   (F) 5’-CATGGCCTAAACTGTGCATG-3’               126      58℃, 35cycle 

(R) 5’- GCAGGCCATAGGACTAGCC-3’ 

GAPDH①  (F) 5’-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3’           496 

(R) 5’-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’ 

MMP-9    (F)5’- GCCTGCACCACGGACGGTCGCTCC-3’          564     55℃,35cycle 
(R)5’- GAGGTGCCGGATGCCATTCACGTC-3’ 

GAPDH②  (F) 5’-TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT-3’       325 
(R) 5′-AAATGAGCCCCAGCCTTCTCCATG-3′ 

 
 

2） 按 25ul PCR 反应体系，依次于 100ul PCR 管中加入如下反应试剂（冰上操作）： 
模板 cDNA                                      2ul 
MMP-14/ GAPDH①;MMP-9/GAPDH②上游引物        0.5ul 
MMP-14/ GAPDH①;MMP-9/GAPDH②下游引物        0.5ul 
2X Mix                                         12.5ul 
ddH2O                                          9.5ul 
总体积                                     26ul 

如上加完相应试剂后轻轻混匀，短暂离心后置于 PCR 仪上进行扩增。 
3） PCR 反应条件：在进行最终 PCR 前主要是摸索合理的退火温度及循环梯度，根据引

物报单上的相关信息计算 MMP-14 和 MMP-9 的退火温度，并以 1℃为增减量，逐一

增减退火温度进行 PCR 并凝胶电泳检测目的基因的表达与否，最终确定 MMP-14 的

合理退火温度为 58℃，MMP-9 的最佳退火温度为 55℃，循环次数均为 35 个循环。

最终反应体系如下： 
①95℃          5min 

变性 ②95℃          30s 
退火 ③58℃/55℃      30s 
延伸 ④72℃           30s （从②-④步进行 35 个循环） 

⑤72℃           10min 
⑥4℃           ∞ 

4） PCR 产物：PCR 结束后可直接电泳，亦或是-20℃短暂保存。 
 

2.4.4 琼脂糖凝胶电泳鉴定 

琼脂糖凝胶电泳是一种非常快速、简便、最常用的分离纯化和鉴定核酸的方法 
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1）琼脂糖凝胶及电泳液的配置如前所述，将凝胶置于电泳槽中，加入适量电泳液，刚

好没过凝胶为宜，过多过少均不宜电泳的顺利进行（过多会使琼脂凝胶于电泳液中

飘动不定导致电流不均，核酸在凝胶中的迁移速率不一致而出现条带歪斜或大小不

一致的结果；过少会影响电流于凝胶中的传导率）。 
2）加样：Marker 孔：取 5ulMarker 

样本孔：上样缓冲液 6X Loading Buffer 1ul+PCR 产物 5ul 混合均匀后依次加

入样本孔中。 
3）电泳：待点样全部完成，接通电源进行电泳，对不同大小的目的基因采用不同的电

压：引物较小，采用低电压，本实验对 MMP-14 恒定电压 80V，引物较大时可适当

增加电压，本实验中 MMP-9 的检测恒定电压 100V，最后根据跑胶情况决定电泳时

间，两目的基因电泳时间均约 1 小时左右。 
4）电泳鉴定：电泳结束后，于 Bio-Rad 凝胶图像系统下观察目的基因（MMP-14/MMP-9

的表达情况. 
5）图像的采集和分析：琼脂糖凝胶置于凝胶成像仪中观察并采集图像，然后通过 Quantity 

One 4.62 软件对电泳条带进行灰度值分析。 

2.5 统计学处理 

将所得的数据采用 SPSS17.0 统计软件进行统计学分析，所有的计量资料均采用均

数±标准差（ x ±s）表示，组间两两比较采用 t 检验，计数资料采用χ2 检验，相关性采用

Pearson 积矩相关分析，以 P<0.05 确定为差异有统计学意义。 
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第三章 实验结果 

（The Experiment Results） 

3.1 PCR 方法检测结果 

 
3.1.1 PCR 结果判定 

使用 Bio-Rad 数码凝胶成像仪观察目的基因表达的情况，初步判定是否为目的基因

表达条带；再采集相应的凝胶图像，然后运用 Quantity One 4.62 软件对目的条带进行灰

度值扫描分析，结果以均数±标准差（ ±s）表示。 
 

 
 
 

3.1.2 PCR 结果分析 
Bio-Rad 凝胶成像仪下观察发现 68 例患者滑膜组织中目的基因 MMP-14、MMP-9

均有表达（M, Marker；1、2、3 代表非 OA 组；4、5、6 代表 OA 组），且产物大小与引

物大小基本一致(MMP-14,126bp；MMP-9，564bp)，无非特异性杂带，说明目的基因在

滑膜组织中特异性表达。仔细观察发现 OA 组两目的基因（MMP-14 和 MMP-9）的表达

条带相比非 OA 组目的条带更明亮清晰，初步判定病例组（OA）患者滑膜组织中 MMP-14 
mRNA、MMP-9 mRNA 表达水平高于非 OA 对照组。（图 1、2 所示，Figure 1,2）。 
 

    
图 1:MMP-14 mRNA 在非 OA（1、2、3）与 OA（4、5、6）滑膜组织中的表达情况 

Figure1:The expression of MMP-14 mRNA in Non-OA(1、2、3) and OA(4、5、6) synovial tissue by PCR 
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图 2:MMP-9 mRNA 在非 OA（1、2、3）与 OA（4、5、6）滑膜组织中的表达情况 

Figure 2:The expression of MMP-9 mRNA in Non-OA(1、2、3) and OA(2、3、4) synovial tissue   

 

3.2 统计学分析 

3.2.1 OA 组与非 OA 组患者一般资料的比较 
采用 SPSS17.0 统计软件对两组性别、年龄及体重指数进行统计学分析，两组性别

进行 χ2 检验，两组年龄、体重指数分别进行 t 检验，结果显示：两组患者性别、年龄及

体重指数之间差异无统计学意义（P>0.05），说明两组患者一般资料相匹配。（见表 3-2-1a，
3-2-1b，3-2-1c） 

 
表 3-2-1a OA 组与非 OA 组性别比较 

Table 3-2-1a Compare the gender between OA group and Non-OA group 

 

组别 男性 女性 
OA 组 17 22 

非 OA 组 16 13 
χ2  0.893 

P 值  0.462 
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表 3-2-1b OA 组与非 OA 组年龄的比较 

Table 3-2-1b Compare the age between OA group and Non-OA group 

 

组别 例数 年龄（岁） 

OA 组 39 62.4±8.6 
非 OA 组 29 51.2±12.9 

t 值  3.476 
P 值  0.067 

 
表 3-2-1b OA 组与非 OA 组体重指数的比较 

Table 3-2-1b Compare the body mass index(BMI) between OA group and Non-OA group 

 

组别 例数 体重指数（kg/m2） 

OA 组 39 24.43±1.84 
非 OA 组 29 23.89±2.13 

t 值  0.168 

P 值  0.672 
 

 
3.2.2 OA 组与非 OA 组滑膜组织中 MMP-14 mRNA 相对表达量的比较 
 

运用 Quantity One 4.62 软件对所有 68 例患者滑膜组织中目的基因条带进行灰度值

扫描分析，所得相对表达量采用 SPSS17.0 统计软件进行统计分析，MMP-14 mRNA 的

相对表达量采用两独立样本 t 检验进行统计分析，结果显示 OA 组滑膜组织中 MMP-14 
mRNA 的相对表达量高于非 OA 对照组（P<0.05）,差异有统计学意义。（见表 3-2-2） 

 
表 3-2-2 OA 组与非 OA 组滑膜组织中 MMP-14 mRNA 表达量之间的比较 

Table 3-2-2 Compare the expression of MMP-14 mRNA between OA group and Non-OA group 

 

组别 例数 MMP-14/ GAPDH① 

OA 组 39 0.9887±0.075 
非 OA 组 29 0.244±0.06147 

t 值  32.90 

P 值  <0.05 
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3.2.3 OA 组与非 OA 组滑膜组织中 MMP-9 mRNA 相对表达量的比较 
 

采用 SPSS 统计学软件对 MMP-9 mRNA 相对表达量进行两独立样本 t 检验，结果

显示：OA 组中 MMP-9 mRNA 的表达量显著高于非 OA 对照组（P<0.05），差异有统计

学意义。（见表(3-2-3) 
表 3-2-3 OA 组与非 OA 组滑膜组织中 MMP-9 mRNA 表达量之间的比较 

Table 3-2-3 Compare the expression of MMP-9 mRNA between OA group and Non-OA group 

组别 例数 MMP-9/GAPDH② 

OA 组 39 0.742±0.069 

非 OA 组 29 0.176±0.05 

t 值  32.789 

P 值  <0.05 
 
 
3.2.4 MMP-14 与 MMP-9 相关性分析 

将 OA 组滑膜组织中 MMP-14 mRNA 和 MMP-9 mRNA 的相对表达量进行 Pearson
相关性分析，结果显示：相关系数 r=0.863(P＜0.05)，表明二者在 OA 滑膜组织中的表

达呈正相关关系。 
 

将非OA组滑膜组织中MMP-14 mRNA与MMP-9 mRNA的相对表达量进行Pearson
相关性分析，结果示：相关系数 r=0.272 (P＞0.05)，无统计学意义，不能认为二者在非

OA 滑膜组织中的表达存在正相关。 
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第四章 讨论 

(Discussion) 

4.1 骨关节炎与 MMPs 

在骨关节炎（Osteoarthritis, OA）的发展过程中，关节软骨细胞外基质（ECM）的

降解是其主要的病理改变，但是随着研究的不断深入扩展，已逐渐认识到OA是一个累

积整个关节的疾病[11]，其中除了涉及软骨的退化消失，还包括软骨下骨、半月板、关节

滑膜及滑液等的各种（生理、生化、生物力学）改变：如软骨下骨骨化增厚；关节边缘

骨赘形成；关节滑膜炎症充血，炎性细胞浸润等均促使OA这一慢性、渐进性、退行性

关节疾病进一步恶化。虽然它不像肿瘤一样威胁患者的生命，其致残率也不如类风湿或

风湿性关节炎高，但因其在老年人群中的患病率较高，严重影响患者的生活质量，并且

随着全球老龄化问题的加剧，社会经济负担也随之加重，因此对OA的全面研究不容忽

视。而到目前为止，尚无任何一种学说能完全阐明OA的病因及发病机制，通常认为是

生物性和机械性因素共同作用的结果，包括遗传、自身免疫反应、代谢异常、创伤、生

物力学的改变等，这些均与OA的发生密切相关；与此同时，年龄、性别、肥胖问题及

生活习惯等在OA的发生过程中也存在差异，可见OA是一种多因素导致的骨骼肌肉疾

病。目前针对OA的诊断主要是依据临床表现结合一定的影像学检查[5]，但当影像学检查

表现出异常时通常已经进入OA的进展期；而治疗主要以对症治疗为主，以缓解疼痛来

改善关节功能，从而达到提高患者生活质量的目的，暂未发现能够完全阻止疾病进展的

治疗措施[19]。因此从基因水平深入研究OA的病因及相关调节因子的表达情况对早期探

寻其在OA发生发展过程中的作用及可能的作用机制具有十分重要的意义，因为这对于

全面阐明OA的发病机制，探索有效的干预靶点提供了一个新的视角和研究方向。 
近年来随着分子生物医学技术的发展，研究者发现基质金属蛋白酶家族（MMPs）

与骨关节炎的发展有着密切的关系。MMPs 是由 24 个成员组成的酶活性依赖钙离子、

锌离子的蛋白酶超家族，广泛存在于结缔组织中，前期的研究[20-21]表明其在组织的重构、

器官的发生、炎症的调控及肿瘤疾病等多种生理过程中发挥着作用。而在骨关节炎中的

研究表明 MMPs 家族成员参与降解关节软骨细胞外基质及基底膜成分，并导致软骨细胞

外基质合成与分解代谢失衡，这可能是 OA 病变的主要机制，因此认为关节软骨退变是

骨性关节炎疾病进展的中心环节。而随着 OA 作为骨骼肌肉疾病这一整体概念被逐渐认

识后，研究者开始关注整个关节的结构（软骨下骨、半月板、关节韧带、关节滑膜及滑

液等），并发现关节软骨及滑膜细胞能产生不同的基质金属蛋白酶，比如 MMP-13 是由

软骨细胞产生分泌[22],MMP-1 和 MMP-3 是由滑膜细胞产生，MMP-2 是由滑膜衬里下方

的间质细胞分泌[23]。而这些基质金属蛋白酶在关节滑液中也高表达[24],表明它们从软骨
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或滑膜细胞中激活并迁移释放至关节滑液中，促使整个关节微环境中 MMPs-TIMPs 的

平衡失调，周而复始，形成恶性循环，加速骨关节炎的进展恶化。 
本研究对患者一般资料进行统计学分析，结果显示两组患者性别、年龄及体重指数

差异无统计学意义（P>0.05），表明两组患者一般资料相匹配，排除其对 OA 的影响，

而选择 MMPs 进行研究，是因为基质金属蛋白酶降解学说被认为是研究 OA 发病机制的

主要学说之一，而基因水平的研究可以为 OA 的预防治疗提供更早期的观察指标。 

4.2 关节软骨、滑膜与 MMPs 

然而就关节软骨和滑膜的组成成分来讲，关节软骨主要是由软骨细胞和大量水合性

的软骨细胞外基质组成。软骨外基质是由胶原、蛋白多糖和水组成，其中以 II 型胶原为

主，构成关节软骨的网状微结构；蛋白多糖通过水分子结合成多聚体的形式存在，常与

一个核心蛋白链聚集形成聚蛋白多糖，使关节软骨具有抵抗负荷和分散压力的能力；水

合性使得各组成成分间紧密连接形成凝胶，从而具有良好地弹性和缓冲性，对关节起一

定的保护作用。关节软骨本身无血管或淋巴管，主要依赖软骨周围组织（软骨下骨和滑

膜）提供营养物质来维持关节软骨及软骨细胞的正常功能；而软骨的代谢废物也主要通

过滑膜组织代谢分解和转化吸收，关节滑液则作为主要的媒介参与构成和维持整个关节

微环境的动态平衡，协同完成关节的正常功能。因此滑膜组织作为一种半渗透性的膜成

分在关节微环境的调控过程中起着重要的作用。 
滑膜（Synovium, SM）组织是由滑膜细胞和成纤维细胞等形成一层薄层的衬里层而

构成关节腔的壁层，其本身又可分为 A、B、C 型细胞，其中以 B 型细胞（成纤维细胞）

为主，约占滑膜总细胞的 70%-80%，主要功能是调节细胞外基质的合成和分解代谢，也

是滑膜发挥其功能作用的主要组成部分；其次是 A 型细胞，又被称为滑膜巨噬细胞，主

要功能是分解吞噬进入关节腔内的异物；最后是 C 型细胞，数量不足滑膜总细胞数的

1%，但在启动免疫应答非过程中起着重要作用。正常生理条件下，关节滑液（Synovial 
fluid, SF）主要来源于滑膜组织，其中最重要的两个分子产物是透明质酸和润滑剂，它

们在保护关节软骨的完整性和维持关节正常生理功能上起着重要作用；而 OA 发生时，

两种的成分在关节滑液中的浓度发生了改变，影响了关节软骨的完整性和功能。这说明

滑膜组织在维持关节正常生理功能中起着十分重要的作用；另外，随着 OA 研究的不断

深入，研究者还发现滑膜组织能够产生一些促炎因子和代谢产物，从而促进关节软骨的

退行性变，可见滑膜性状的改变导致了软骨保护因子的减少，而增加了软骨细胞外基质

降解产物。以往研究者认为骨关节炎患者滑膜的炎症反应是一种继发性的改变，认为是

软骨细胞外基质的裂解产物所致，但是近年来学者认为[17-18]OA 患者滑膜的炎症改变在

某种程度上类似于类风湿性关节炎（RA），虽然炎症程度相比 RA 较低，但其症状的轻

重与临床表现趋于一致，即与软骨的改变一致；甚至认为滑膜的炎症改变要早于软骨细

胞的改变[25]，这增加了 OA 的发病风险。因此深入研究骨关节炎滑膜组织的改变具有重
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要的意义。 
临床上对骨关节炎滑膜炎的判定主要集中在组织学水平，包括影像学辅助性检查

（MRI和US），关节镜下大体观察以及组织病理，一直以来因为缺乏滑膜炎的金标准诊

断这些方法备受争议[26],而滑膜的改变对OA的影响也备受关注。其中，临床关节镜下的

大体观察我们观察到OA患者滑膜组织表现为早期广泛的充血水肿，晚期出现纤维结缔

组织絮状增生、肥厚，并形成大小不等，性状不一的滑膜皱襞，甚至向软骨面延伸发展

导致软骨表面剥脱外露；而非OA组患者滑膜组织则无这些表现，关节镜下呈粉红色，

表面平滑无增厚，并紧贴关节囊的内面附着于光滑而有光泽的关节软骨边缘；由此可见

滑膜组织性状的改变与OA密切相关。而滑膜发生炎性反应后不仅本身出现一系列的异

常表现，其渗透性的改变也破坏关节内环境各成分的平衡和稳定，引起关节微环境中

MMPs-TIMPs失衡，最终造成关节软骨细胞外基质的降解退变消失,因此从细胞分子水平

进一步研究与骨关节炎相关的滑膜炎就显得十分重要，这可以为临床OA的多相性提供

更多的视角和观点。 
近年来对MMPs的研究证实MMP-3和MMP-13对软骨ECM的降解作用较为显著，其

中MMP-3主要是通过降低纤溶酶原的激活作用而下调与之相关的纤溶酶的活性，继而促

进纤溶酶介导的一些蛋白聚糖（如纤维链接蛋白、糖蛋白、层连蛋白等）的水解[27]。而

MMP-13主要是降解II型胶原纤维，还有蛋白聚糖以及软骨中一些较大的蛋白多糖[28]。

而MMP-14作为一种膜型-基质金属蛋白酶，在软骨中能够激活其他的基质金属蛋白酶,
其中就包括激活Pro-MMP-13和Pro-MMP-3酶原；而前期的研究发现MMP-3在OA的软骨

组织中呈高表达并且与关节软骨退变程度呈正相关[29]；进一步研究显示MMP-3能够激活

Pro-MMP-9酶原，继而产生活化的MMP-9发挥级联放大效应促使软骨基质的裂解加剧。

因此我们推测在OA滑膜组织中MMP-14/MMP-9也可能参与了这一系列病理过程而最终

促进软骨细胞外基质的降解。前期的研究已经证实MMP-14、MMP-9蛋白表达水平在OA
滑膜组织中明显高于非OA组，并且两种蛋白表达量呈正相关[30]。本研究在前期实验的

基础上采用RT-PCR的方法从基因水平检测滑膜组织中MMP-14 mRNA/MMP-9 mRNA的

表达并分析其相关性，结果发现MMP-14 mRNA和MMP-9 mRNA在OA组与非OA组滑膜

组织中均有表达，并且OA组的相对表达量明显高于非OA组，两种基因的表达量之间存

在正相关关系，表明两种基因都参与组织的重构，并且通过在滑膜组织中的高表达参与

OA的发生发展过程，此外MMP-14和MMP-9在一定的条件下协同作用促进骨关节炎的病

程进展。 

4.3 MMP-14 与骨性关节炎 

MMP-14是基质金属蛋白酶超家族中的主要成员之一，是一种膜型蛋白酶，由Sato[31] 
等人从人胚胎cDNA文库中鉴别出来，染色体主要定位在14q11-q12,具有前肽区、催化区

以及C末端三个结构域，编码由582个氨基酸组成的蛋白质，相对分子量为66KDa。研究
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表明MMP-14除了能够降解不同的细胞外基质成分，比如I/II/III型胶原以及纤连蛋白和层

粘连蛋白外[32]，MMP-14作为细胞表面的脱落酶还能够裂解许多膜型蛋白，比如E-钙粘

蛋白和N-钙粘蛋白，整合素、透明质酸受体CD44，破骨细胞分化因子（RANKL）以及

其他一些细胞表面的蛋白聚糖及受体[33]，而导致滑膜的增生，软骨和骨的破坏。目前研

究的热点主要集中于MMP-14能够激活其他的基质金属蛋白酶，其中主要包括激活

Pro-MMP-13和Pro-MMP-3。MMP-13在OA软骨细胞的合成和分解代谢中起着重要的作

用，主要参与降解II型胶原纤维，还有蛋白聚糖以及软骨中一些较大的蛋白多糖[28]，

MMP-3则分解软骨中其他的一些蛋白聚糖，包括链接蛋白、糖蛋白，这些蛋白在维持蛋

白聚糖和透明质酸形成的非共价键稳定结构中起着重要作用,而MMP-14的激活过程在

一定条件下促进了关节微环境中MMP-13和MMP-3的高表达，进一步加速了关节软骨的

破坏。最新的研究表明，MMP-14在软骨细胞的表面表达并且能够激活Pro-MMP-2,通过

MMP-14激活的MMP-2可以腐蚀软骨细胞周围所有的细胞外基质成分，包括蛋白聚糖。

以往对MMP-14的研究多集中在风湿性关节炎，认为MMP-14的高表达可以促使类风湿

性关节滑膜成纤维细胞侵入至关节软骨，导致关节结构的破坏[34]，而在OA中的研究较

少。前期研究已表明OA滑膜组织中MMP-14的蛋白表达水平升高，并主要于滑膜衬里细

胞胞浆中表达[35]，说明滑膜组织中MMP-14的表达参与OA的发病过程。而随着转基因动

物技术的发展，基因敲除动物的研究从基因水平更好的发现和阐明目的基因的各种生理

病理作用及与疾病的关系，成为了基因研究的主要生物技术。比如有研究表明MMP-13
基因敲除的小鼠表现出骨关节炎的进展明显减慢，直接说明MMP-13基因在OA的发展过

程中起着重要作用[36]。而MMP-14基因水平的直接证据在OA中研究较少的其中一个主要

原因就是MMP-14基因敲除的小鼠在短期内均死亡，虽然表现出与细胞外基质处理缺失

相关的严重发育畸形，比如侏儒症、骨骼发育异常及血管形成缺陷，但却无法与OA的

病理改变形成明显或更直接的关系，因为OA是一种渐进性、退行性的发生在中老年人

群的关节疾病，是一个慢性的发病过程，而基因敲除小鼠的过早死亡缺失了这样一个发

展的过程和阶段，因此缺乏更直接的MMP-14基因与OA疾病的关系；那么从OA疾病再

到MMP-14的研究方向就成为了更为直接有效的研究方式。因此从OA标本中检测

MMP-14的基因表达能更好的发现其与骨关节炎的作用。 
本研究中采用RT-PCR的方法检测发现MMP-14在OA组与非OA组患者的滑膜组织

中均有表达，说明MMP-14是参与细胞外基质组成的重要基因，因此基因敲除MMP-14
的小鼠表现出严重的细胞外基质处理的缺失并过早死亡；同时检测结果显示MMP-14 
mRNA在OA组患者滑膜组织中的表达明显高于非OA组，说明MMP-14从基因水平即对

骨关节炎具有一定的调控，可能与遗传有关，也有可能与后天外界环境的各种诱导刺激

有关，促使其在某一阶段过高表达，继而发挥其相关作用。因此特异性的寻找MMP-14
的干预靶点可能对治疗干预OA的病程进展具有十分重要的意义。 
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4.4 MMP-9 与骨性关节炎 

MMP-9是第一个从人类的巨噬细胞中分离纯化得到的基质金属蛋白酶，染色体定位

在20q11.2-q13.1,分子量92kDa,属于明胶酶B，又称Ⅳ型胶原酶，可见MMP-9的表达受限

于巨噬细胞的数量，并且能够溶解细胞外基质，裂解IV，V，VII，X型胶原以及胶原酶

水解后的I，II，III型胶原和弹力蛋白[37]。另外，MMP-9还来源于中性粒细胞、迁移的角

质细胞及破骨细胞，特别是在破骨细胞中大量表达不仅表明MMP-9能降解细胞外基质还

能导致骨质的破坏[38]。MMP-9首先以无活性的酶原的形式（Pro-MMP-9）分泌并与

TIMP-1和TIMP-3形成紧密联系的复合物存在；而它的活化形式则受到生长因子、细胞

因子及其他的刺激信号的调控，比如血纤维蛋白溶酶、血纤维蛋白溶酶原/MMP-3复合

物均是Pro-MMP-9的催化剂[39]。反之，MMP-9一样能够作用于一些细胞因子和趋化因子，

比如MMP-9可以裂解IL-8，激活IL-1β和TGF-β，IL-1β又能够诱导软骨细胞产生炎症介质，

如PGE2和NO,并且能够促进蛋白酶的水解[40]。因此，当关节微环境中这些刺激信号发生

改变时，将诱导MMP-9性状的改变，这进一步导致MMPs-TIMPs之间动态平衡的失衡，

最终在生物性及机械性因素的共同作用下加剧关节软骨的破坏。 
研究[15]已经证实MMP-9在骨关节炎软骨细胞中高表达，但是表达量相对于MMP-2 

(明胶酶A)较低；研究者[41]在骨关节炎动物模型中检测了MMP-9的最低表达量并发现

MMP-9在OA的晚期软骨中表达下降甚至未检测到MMP-9阳性细胞，可能与软骨减少有

关。另外研究表明MMP-9在软骨下骨中的活性相比软骨细胞外基质中明显增加[42]，这可

能与软骨下骨中有大量的破骨细胞有关，因为MMP-9部分来源于破骨细胞。而在OA关

节滑液中MMP-9表达升高并且与VEGF的表达水平呈正相关，表明MMP-9能够从细胞外

基质中调节并释放血管内皮生长因子（VEGF），促进血管的形成和侵入，因此我们在关

节镜手术中见OA患者关节滑膜组织局部充血，而局部的血管侵入也促使MMP-9表达升

高，前期的研究已经证实MMP-9蛋白在OA患者滑膜组织中表达升高，并且与MMP-14
蛋白表达正相关共同促进骨关节炎的病理改变。 

本研究为完善MMP-9在OA中的作用，从基因水平检测滑膜组织中MMP-9的表达：

检测发现MMP-9 mRNA在正常滑膜和OA患者滑膜组织中均有表达，并且OA组滑膜组织

中表达水平高于非OA组，表明MMP-9的调节除了涉翻译后蛋白水平的调节还涉及转录

水平的调节；并且我们认为，滑膜的炎症及软骨的降解是刺激诱导MMP-9基因高表达的

其中一个主要原因，而MMP-9表达升高进一步导致关节腔微环境内稳态的紊乱，最终促

成骨关节炎的病程进展恶化。因此，MMP-9也有可能成为控制症状和减缓骨关节炎病程

进展的靶点基因，  

4.5 MMP-14、MMP-9 在骨性关节炎患者滑膜组织中的表达及相关性 

在骨关节炎软骨细胞中， MMP-14 能够激活 Pro-MMP-13 和 Pro-MMP-3 以及

 20 



MMP-14 及 MMP-9 mRNA 在 OA 患者滑膜组织中的表达及意义 

Pro-MMP-2，在一定程度上，可以说明MMP-14的表达与MMP-13、MMP-3以及MMP-2
呈正相关；另外，最新研究表明在OA滑液中MMP-9的表达水平与MMP-13存在正相关
[43]，说明在OA的发生发展过程中，基质金属蛋白酶相互之间存在一定的关联，共同参

与促进OA的发展。而在OA滑膜组织中，前期研究以及本研究从组织、分子、基因水平

全面检测和分析了 MMP-14 以及 MMP-9 的表达水平及相关性，研究表明，

MMP-14/MMP-9在非OA患者和OA患者滑膜组织中均有表达，并且OA组中的表达水平

明显高于非OA组，说明两种基因对正常组织的生长发育必不可少，共同参与细胞外基

质的处理，而OA滑膜组织中的高表达可能是多因素共同作用的结果（生物性因素和机

械性因素等）。已证实滑膜的炎症反应与OA的发生发展密切相关，研究发现可见附着于

软骨面的内层滑膜炎症较外层明显严重，内层滑膜组织表现为广泛增粗的絮状纤维，局

部甚至发生粘连增厚，炎症的强弱程度一定程度上与所分泌的蛋白酶类共同影响着骨性

关节炎的进展。而MMP-14/MMP-9在炎症性和退行性关节疾病中起着重要作用，这两种

酶在细胞外基质中表现出了广泛的底物特异性，从而在降解细胞外基质、胶原纤维、基

底膜及其他关节超微结构起着关键性作用。 
MMP-14作为主要的膜型蛋白，除了自身的分泌在OA中裂解细胞外基质成分的作用

外，它的激活途径对促进OA的进展恶化也十分重要。而在激活途径中前肽区及催化区

之间存在的蛋白酶识别靶点可能是其激活途径的促发点，而C-末端的结构区域被认为可

能与自身的酶对底物的特异性有关。MMP-9正常情况下是以稳定的、无活性的酶原形式

分泌的并常形成相关的复合物，只有在转变成有活性的蛋白酶后才能够参与细胞外基质

成分的分解代谢，MMP-9酶原或复合物的有效活化需要相关可溶性的软骨细胞及滑膜细

胞分泌的蛋白酶的参与。在酶原的激活途径中MMP-14的蛋白水解级联效应可以激活一

系列的MMPs前体，表明基质金属蛋白酶-14在酶原的激活过程中作用更为突出。因此

MMP-14与MMP-9之间是否存在一种关联，我们对两种基因的相对表达量进行了Pearson
积矩相关性分析，分析表明OA滑膜组织中MMP-14与MMP-9 mRNA的表达之间存在正

相关关系，结合前期蛋白水平的研究表明两者协同作用于滑膜组织，共同促进OA的发

生发展。而滑膜的炎症反应可能在骨关节炎中占重要地位，不仅通过周围的各种刺激产

生破坏性的蛋白酶类，还在一定程度上调节各种酶类的释放进一步促进炎症细胞的产

生，形成恶性循环。因此我们认为滑膜的炎症反应是OA发生的必要条件，而滑膜组织

中上调的MMP-14和MMP-9 mRNA及蛋白是导致骨关节炎病程进展的重要因素之一，它

们共同作用于关节微环境，破坏细胞外基质合成与分解代谢之间的动态平衡，加速关节

软骨外基质的分解，最终导致关节软骨退化消失。 
 
综上所述，骨关节炎的发生及病程进展是多种因素（生物性和机械性因素）共同作

用的结果，它们协同作用于滑膜、软骨、滑液之间乃至整个关节结构，促使细胞外基质

成分及化学性状的改变，最终导致OA软骨丧失其固有生物学特性。而滑膜组织中相关

的基质金属蛋白酶的合成和分解代谢异常与关节软骨的破坏密切相关。通过基因水平的
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检测进一步说明了MMP-14和MMP-9在这一退行性病变过程中起着重要的作用。因此对

MMP-14/MMP-9的检测也有可能作为早期诊断骨关节炎的生物指标，而选择性的干预

MMP-14/MMP-9的表达及信号转导通路可能为OA的治疗提供一个新的、有效的干预靶

点。虽然我们发现OA的病程与MMP-14/MMP-9密切相关，但全面阐明骨关节炎的发病

机制仍待进一步完善，基因水平的研究对寻找切实有效地干预治疗仍将是未来骨关节炎

研究的重点。 

 

 

 

 

 

 

第五章 结论 

（Conclusion） 

本实验通过对 OA 患者和非 OA 患者滑膜组织中 MMP-14 mRNA 和 MMP-9 mRNA
的表达情况研究得出以下结论： 

1．MMP-14 和 MMP-9 mRNA 在 OA 滑膜组织中表达量明显高于非 OA 组，表明二

者在骨关节炎的发生过程中起着重要的作用。 
2．OA 组患者滑膜组织中 MMP-14 mRNA 与 MMP-9 mRNA 的表达量之间存在正

相关性，表明二者可能协同作用共同促进 OA 的发展。 
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综 述 

骨关节炎相关酶学研究与进展 

 

摘要：骨关节炎是一种常见的慢性退行性关节疾病，病因及发病机制复杂,关节软骨细胞

外基质的降解退化是该疾病的主要病理特点。而随着骨关节炎是一个累积整个关节的骨

骼肌肉疾病这一概念被认识后，研究者开始着重关注造成持续性关节损伤和关节疼痛的

关节微环境的改变和特点。其中金属基质蛋白酶（MMPs）、聚蛋白多糖酶(Aggrecanase)
以及组织金属蛋白酶抑制剂(TIMPs)之间的动态失衡成为研究骨关节炎关节微环境改变

的热点。深入了解其在骨关节炎中的作用对阐明骨关节炎的发病机制，寻找特异性的诊

断指标并发现有效地干预治疗靶点具有重要意义。本文主要就骨关节炎的研究进展及相

关蛋白酶在骨关节炎中的表达调控及调节机制做如下综述。 
关键词：骨关节炎；金属基质蛋白酶；聚蛋白多糖酶；组织金属蛋白酶抑制剂 
 
Abstract: Osteoarthritis (OA) is the most common form of the chronic degenerative joint 
disease. It is characterized by articular cartilage degradation, and the etiology and 
pathogenesis is multifactorial and to date not yet fully understand. With the recognition that 
osteoarthritis is a disease of the whole joint, attention has focused increasingly on features in 
the joint environment which cause ongoing joint damage and pain. And dynamic changes 
among the matrix matalloproteinases (MMPs), Aggrecanase and tissue inhibitor of matrix 
metalloproteinases(TIMPs) are now acknowledged as key players in the regulation of joint 
microenvironment. It is great significance to completely understand its role and pathogenesis 
in osteoarthritis for seeking special biomarker and effective interventions target for the 
clinical treatment of OA. This review mainly discussed the progress of OA and the expression, 
regulation mechanism of these proteinase associated with osteoarthritis . 
Key Words: Osteoarthritis, MMPs, Aggrecanase, TIMPs 
 

骨关节炎是一种多因素引起的慢性退行性关节疾病，涉及整个关节结构的病理生理

改变[1]，常见于中老年人群。主要病理改变为：进行性的关节软骨的破坏消失；软骨下

骨的骨化增厚；关节边缘骨赘的形成；关节滑膜的充血炎症细胞浸润[2-3]；临床表现为

慢性的关节疼痛、肿胀、僵硬,随着疾病的进展逐渐发展为关节的功能障碍直至关节畸形

丧失关节功能。因其在中老年人群中致病、致残率较高，且目前暂无长期有效的治疗措

施；加之全球老龄化问题的日益加剧，OA 患者的数量也随之增加，这不仅影响了人们

的生活水平和质量，也带来了一系列的医疗问题和社会问题。目前，研究者普遍认为软

 27 



MMP-14 及 MMP-9 mRNA 在 OA 患者滑膜组织中的表达及意义 

骨细胞外基质的合成和分解代谢失衡是导致 OA 发生的主要原因，而细胞外基质的过度

降解被认为是导致 OA 发生及病程进展的直接因素。其中参与这一分解代谢的降解酶主

要包括聚蛋白多糖酶（Aggrecanase）和基质金属蛋白酶（MMPs），并且发现这一改变

累积整个关节结构，造成关节微环境的改变，最终加速骨关节炎的病程进展。本文就骨

关节炎的研究进展及两种酶和相关因子在 OA 中的表达调控和作用机制做如下综述。 

1.骨关节炎的研究现状 

骨关节炎是骨科最常见的一种关节疾病，关节软骨的退行性变被认为是它的主要病

理改变。然而随着研究扩展，骨关节炎被定义为是一种累积整个关节结构的骨骼肌肉紊

乱性疾病[4]，认为除了关节软骨的退行性改变外，软骨下骨的骨化增厚，关节边缘的骨

赘形成，不同程度的滑膜炎症以及退变的关节韧带、半月板和肥厚的关节囊等均有助于

骨关节炎的发生并产生一系列的临床症状。因此，研究者开始关注关节各个结构的病理

改变并探寻相互之间的关联，力求全面的阐明 OA 的病因及发病机制。 
骨关节炎常见于中老年人群，据流行病学调查显示：在美国 60 岁以上人群中约有

10%的男性和 13%的女性会出现膝关节骨关节炎的症状[5],并且随着全球老龄化高峰的

来临，预计在 2025 年 OA 的患病率将达到 40%；而在我国约有 3%的人患有 OA，而大

部分比例为膝关节骨关节炎（KOA），其中 65 岁以上的人群中出现骨性关节炎 X 线表

现的患者更是高达 85% [6]。这严重影响到人们的生活质量，庞大的患病人群也增加了社

会的经济负担，并且将成为未来几十年主要的医疗问题和社会问题。而就个体而言，

Murphy L 等人通过评估表明男性和女性在一生中出现有症状的膝关节骨关节炎的概率

分是~40%和 47%，而其中肥胖者的发病风险会更高[7]。可见 OA 的发病率和患病率如此

之高，已不容忽视；另外，还表明年龄、性别和肥胖是导致骨关节炎发生的危险因素之

一。除此之外，遗传、创伤及生物力学改变等因素均是造成关节软骨破坏消失的危险因

素。因此研究者普遍认为骨关节炎是生物性和机械性因素共同作用的结果。关节软骨破

坏的重要病理表现为软骨细胞外基质（ECM）的减少，其中以胶原和聚蛋白多糖的丢失

为其主要的病理表现。正常的关节软骨是由软骨细胞和大量水合性的软骨细胞外基质组

成，软骨细胞外基质又是由各类胶原、蛋白多糖和水分子构成。其中胶原纤维构成了关

节软骨的微结构，蛋白多糖则以多聚体的形式存在于软骨微结构中维持关节软骨的弹性

和缓冲功能。因此，胶原和蛋白多糖的大量丢失破坏了关节的结构，影响了关节的功能。 
基质金属蛋白酶（MMPs）和聚蛋白多糖酶（Aggrecanase）是降解胶原和蛋白多糖

的主要蛋白酶。近些年来，研究者认为 MMPs 和聚蛋白多糖酶代谢失衡可能是造成 OA
病理改变的主要机制，关节软骨的降解消失则是骨关节炎病程进展的中心环节。 

 

2.基质金属蛋白酶(MMPs)与骨关节炎 

基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinases, MMPs）是一类广泛存在于结缔组织中

的结构相似、酶催化活性依赖Zn+的蛋白酶超家族，在组织重构和器官发生、炎症调控、
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肿瘤疾病等多种生理过程中发挥作用[8-9]。目前已发现24种，传统的分类根据其结构域

分布及底物特异性至少分成五个亚型[10]，分别包括胶原酶，明胶酶，膜型（MT）-MMPs,
间质溶解素，基质溶解酶及其他基质蛋白酶。而最新研究采用生物信息的方法比对MMPs
的主要基因序列，依此将MMPs分为六个亚群[11],分别是A亚群：MMP-19,-26，-28；B亚
群：MMP-11,-21，-23；C亚群：MMP-17，MMP-25；D亚群：MMP-1，-3，-8，-10，-12，
-13和-27；E亚群：MMP-14，-15，-16，-24；F亚群：MMP-2，-7，-9，-20。可见MMPs
的基因研究亦成为研究者了解其功能完整性的一种重要方法。 

基因水平的研究除了在生物表型出现或疾病发生后对异常的组织器官进行基因检

测外，基因敲除技术则从进化发育根源为研究特定基因的功能提供了更直接的技术方

法，并且在一定程度上验证了与目的基因相关的生物表型和临床作用。而基因敲除

MMPs,为研究 MMPs 的相关功能和寻找 MMPs 特异性的裂解产物提供了更直接的证据。

目前至少有 14 种 MMPs 基因突变的小鼠被构建产生用以研究 MMPs 的功能，而这些敲

除的基因也不同程度的表现出与胚胎的发育、组织的重构、炎症调控、肿瘤疾病等生理

病理过程存在直接关系，验证了之前得出的 MMPs 功能作用的同时,也扩展了 MMPs 其
它的相关作用。另外，体外研究表明 MMPs 之间存在许多重叠区域[12]，因此体内 MMPs
基因可能存在基因冗余，所以当敲除某一目的基因时可能缺乏或未完全出现某些生物表

型而忽略目的基因的其它功能。为此研究者还常采用双基因或多基因突变模型用以研究

目的基因特定片段的功能。比如 MMP-9 和 MMP-13 双基因的突变导致软骨内骨形成严

重受损，表现为减少细胞外基质的重塑、减少了血管的形成以及成骨形成的缺失等[13]；

MMP-2 和 MT1-MMP 共同缺失会导致小鼠出生后立即死亡[14],单独敲除时并未出现这一

表型。 
骨关节炎主要的病理改变为软骨细胞外基质的降解，而基质金属蛋白酶（MMPs）

则是参与这一改变的主要降解酶之一。正常关节软骨是由软骨细胞和大量的软骨细胞外

基质组成，细胞外基质又是由各种胶原、蛋白多糖和水组成，其中以构成软骨微结构的

II 型胶原为主，当任何一组成成分发生改变时将会导致关节炎的出现。研究发现与骨关

节炎密切相关的基质金属蛋白酶有 MMP-1，MMP-8，MMP-3，MMP-13,MMP-2，MMP-9
和 MMP-14。而 MMP-1，MMP-8 和 MMP-13 是最为经典的胶原酶，它们对 I,II,III 型胶

原分别表现出不同的底物特异性，其中在OA病变中MMP-13被认为是最主要的胶原酶，

它主要作用于 II 型胶原[15]。有研究表明，在原发性骨关节炎及骨关节炎动物模型中关节

软骨内 MMP-13 高表达是导致软骨细胞外基质减少、关节结构破坏的主要原因[16]；而国

外研究采用 MMP-13 基因敲除的小鼠构建骨关节炎模型则直接表现出抑制软骨基质的

降解和侵蚀[17]，这一技术方法更好的阐明了 MMP-13 在 OA 病程进展中的作用。MMP-1
作为成纤维型胶原酶，主要裂解 II 型胶原。文献报道[18]在骨关节炎中 MMP-1 表达上调，

与软骨细胞外基质降解密切相关，而 MMP-8 除了在底物的特异性上与 MMP-1 有微妙

的差别外，其结构与生理功能均与 MMP-1 相似，主要降解软骨细胞外基质，破坏胶原

成分。MMP-3 是参与 OA 关节软骨降解作用最强的基质金属蛋白酶。研究显示，早期
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OA 软骨外基质的降解可能是 MMP-3 和 ADAMTS-5 的作用的结果，尽管 OA 晚期软骨

中 MMP-3 的表达减少[19]。这表明 MMP-3 与骨关节炎密切相关，参与胶原的分解和蛋

白多糖的水解。而 MMP-3 基因敲除的小鼠在一定程度上减少了胶原的丢失和聚蛋白多

糖的分解，表明了 MMP-9 在软骨细胞外基质中促进作用。 
MMP-2 和 MMP-9 属于明胶酶，生化结构上在其催化区域插入三个重复的 II 型纤连

蛋白修饰，使其具有相似的蛋白水解活性。它们能够水解变性的胶原、明胶以及大量的

软骨细胞外基质成分，包括降解 I,IV 和 V 型胶原、弹性蛋白和粘连蛋白[20]。在正常关

节软骨中，MMP-2 常以酶原的形式存在于细胞表面，而在 OA 发生时，MMP-14 能够激

活 MMP-2 酶原，使其在软骨细胞中活化表达而发挥其蛋白水解的作用；MMP-9 在正常

及 OA 关节软骨中均有表达，但在 OA 关节软骨中呈高表达[21],可见 MMP-2 和 MMP-9
在 OA 关节软骨破坏、细胞外基质降解的过程中起着重要作用。最新研究表明，MMP-2
和 MMP-9 在 OA 软骨下骨中的表达高于软骨细胞外基质[22],说明明胶酶参与骨关节炎软

骨下骨的改变，这可能是导致软骨下骨骨化的其中一个因素；另外，MMP-9 还参与免

疫细胞的迁移以及血管的形成[23]，因此在 OA 患者中我们观察到滑膜的炎症改变，表现

为滑膜充血，炎症细胞的浸润，这与细胞因子(IL-1β、肿瘤坏死因子)刺激诱导 MMP-9
的过多分泌有关[24],也与 MMP-9 裂解激活 IL-8 有关。此外，MMP-9 在骨的吸收，伤口

的愈合及血栓的形成过程中也有着重要的作用[25]，可见 MMP-9 在整个骨组织发育重建

过程中起着重要作用。而基因敲除 MMP-9 除了验证与它相关的一系列生理病理作用外，

还进一步表明 MMP-9 主要在早期 OA 的软骨细胞中高表达，另外在 OA 滑膜、滑液及

血清中表达也有升高，表明 MMP-9 在 OA 中的重要地位。因此，文献报道 MMP-2 和

MMP-9 可以作为骨关节炎的生物标志物[26]。 
MMP-14 是一种位于细胞表面的膜型基质金属蛋白酶，最初是作为激活 MMP-2 酶

原形式细胞外蛋白酶被研究者所认识，这也更好的解释了膜型 MMPs 在蛋白水解中作

用。因为，基质金属蛋白酶在体内大多是以酶原（Pro-form）的形式存在,而骨关节炎中

诸多 MMPs 的活化状态常常与 MMP-14 有关[27]。比如，在 OA 中，MMP-14 能够激活

细胞表面 MMP-2 酶原形式，使 MMP-2 活化高表达[28]；MMP-14 能够在 OA 软骨细胞

中激活 Pro-MMP-3 和 Pro-MMP-13,使的 MMP-3 和 MMP-13 过量分泌，从而加速细胞外

基质的降解，此过程中，Pro-MMP-9 也可以通过 MMP-3 或者 MMP-14/MMP-13 的级联

放大效应被激活[29]，进一步加速关节软骨的退化。最新的研究表明，MMP-14 自身也能

够使特定的胶原蛋白裂解[30]。MMP-14 在 OA 中的生物作用不断的扩展，但一直缺乏与

OA 的直接证据，因为 OA 是一个慢性的中老年性关节疾病，而 MMP-14 基因敲除的小

鼠出生 3 周内均死亡，缺乏 OA 发生发展的渐进性过程，但却表现出与细胞外基质处理

缺失相关的严重的发育畸形，比如侏儒症、骨骼发育异常以及血管形成的缺陷。这验证

了前期研究的结果，也因此可见 MMP-14 在整个细胞外基质处理过程中的重要作用。此

外，MMP-14 作为细胞表面的脱落酶还能够裂解许多膜型蛋白，比如 E-钙粘蛋白和 N-
钙粘蛋白，整合素、透明质酸受体 CD44，破骨细胞分化因子（RANKL）以及其他一些
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细胞表面的蛋白聚糖及受体[29]。综上可见，MMP-14 除了自身能够降解细胞外基质外，

还能参与其它基质金属蛋白酶活性的调节，以及细胞外基质以外其它蛋白的活性调节。 
MMPs 与骨关节炎关系密切，随着骨关节炎被定义为一种骨骼肌肉紊乱性疾病后，

关节各结构中的研究也不容忽视，协调其在机体内的表达调控及相互作用可能为临床干

预治疗 OA 提供新的视角。 

3.聚蛋白多糖酶(Aggrecanase)与骨关节炎 

聚蛋白多糖是构成软骨细胞外基质的另一个重要组成成分，它通过水分子与其他蛋

白多糖结合成多聚体形式而维持关节软骨功能（抵抗负荷和分散压力）。而参与它降解

的主要蛋白酶是聚蛋白多糖酶（Aggrecanase）,Aggrecanase 参与骨关节炎细胞外基质合

成和分解代谢，属于金属基质蛋白酶 ADAMTSs 家族，目前发现有 19 种[31]，其中

ADAMTS-2,ADAMTS-3，ADAMTS-14 作为胶原的前肽酶参与胶原的合成[32]；而其它的

成员作为蛋白聚糖酶则在特定的区域水解蛋白多糖。其中，与骨关节炎密切相关，参与

关节软骨降解的聚蛋白多糖酶主要是 ADAMTS-4 和 ADAMTS-5[33]，它们作用于聚蛋白

多糖 IGD 的 Glu373-Ala374 位点而发挥裂解聚蛋白多糖的作用[34]。另外体外研究表明，

ADAMTS-5 是仅次于 ADAMTS-4 存在的一种最活跃的聚蛋白多糖酶；ADAMTS-5 基因

敲除的小鼠则从体内体外两方面表明了它在处理软骨细胞外基质的中作用，防止软骨细

胞外基质的降解，避免了骨关节炎的发生[35-36]。而 ADAMTS-4 基因敲除鼠在骨关节炎

模型中未表现出明显的蛋白聚糖酶活性的抑制，同时敲除 ADAMTS-4/ADAMTS-5 基因

的小鼠能够在 IL-1α 的刺激诱导下避免软骨基质的破坏，而在视黄酸的刺激下有一定的

软骨基质降解[37]，表明除了 ADAMTS-4 和 ADAMTS-5，其它的蛋白多糖酶在 OA 软骨

外基质降解过程中也起着一定的作用。 

4.金属蛋白酶抑制剂与骨关节炎 

α2 巨球蛋白和组织金属蛋白酶抑制剂（TIMPs）作为基质金属蛋白酶和蛋白聚糖酶

活性的内源性抑制剂，在骨关节炎的发病机制中起着重要的作用[38]。研究认为，

MMPs-TIMPs 在关节微环境中的代谢失衡是造成关节软骨破坏的主要原因。目前发现

TIMPs 家族包括 4 个成员，TIMP-1，-2,-3，-4。TIMP-1 能够抑制 ADAM-10，但对膜型

MMPs 的抑制作用较弱[39]；TIMP-2 能够特异性的与 MMP-2 结合，在化学剂量适宜的情

况下形成一种酶联复合物保持 MMP-2 酶原的形式，同时也作为 MMP-14 的反应底物，

因此当 TIMP-2 表达异常时，MMP-2 酶原形式激活，释放活化的 MMP-2 进入关节微环

境促进细胞外基质的降解；TIMP-3 则表现出广泛的金属蛋白酶抑制作用，除了抑制

MMPs，还抑制 ADAMTSs(ADAMTS-1,-2,-4,-5)[40]。TIMP-3 基因敲除的小鼠表现出随着

年龄增长而日益加重的关节软骨的破坏[41],这进一步表明了其在抑制软骨细胞外基质降

解中的作用。 
研究发现，在 OA 的软骨中 TIMP-1 和 TIMP-4 表达减少，TIMP-2 和 TIMP-3 未见

明显变化；而在 OA 滑膜组织中 TIMP-2 的表达量明显增加，其余抑制剂未见明显变化
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[42]。这种差异表明 TIMPs 在骨关节炎各组织结构中存在广泛的表达和抑制作用，与

MMPs 和 ADAMTS 之间的仍然存在未知的区域联系，而寻找明确的区域位点对抑制 OA
软骨外基质的降解具有重要研究意义。 

5.其它因素 

与骨关节炎相关的组织蛋白酶类还包括细胞因子、生长因子以及趋化因子，尽管骨

关节炎通常不被认为是一种炎症性疾病，但是炎症相关因子却在骨关节炎软骨基质降解

过程中起着重要作用[43]，比如软骨细胞产生的细胞因子、前列腺素类物质能够促进软骨

的降解，而滑膜细胞分泌的 IL-1、IL-1β、TNF-α、NO 除了造成局部的滑膜炎，还能够

释放到关节间隙刺激和上调相关 MMPs 和 ADAMTSs 的表达[44]，造成关节微环境内稳

态的失衡，加速关节软骨的破坏；而选择性的抑制炎性因子，在一定程度上可以抑制骨

关节炎的进展[45]。另外，miRNAs 以及机械刺激等因素也不同程度的参与 MMPs 和
ADAMTS 的表达调控[46],再加上关节各结构之间的相互影响，最终导致骨关节炎的病理

改变。可见，骨关节炎是一种多因素引起的退行性关节疾病。 
 
 

结语： 

随着骨关节炎患者人数的日益增多，所出现的社会问题和医疗问题也日渐加剧，寻

找并发现有效地干预治疗靶点对控制和延缓骨关节炎的发展变得尤为重要。虽然近些年

来应用各类生物医学技术逐渐阐明了与骨关节炎相关酶（MMPs、ADAMTSs、TIMPs）
及相关因子的作用及功能，但确切的 OA 发病机制仍然不完全清楚，而基因技术的发展

为明确 OA 的发病过程提供了更早、更客观的依据，对探索发现直接的作用位点创造了

一种可能；另外，骨关节炎作为一个累积整个关节的结构的骨骼肌肉紊乱性疾病，其构

成关节各组织结构之间的相互关系及复杂作用仍然有待进一步澄清。而目前对于 OA 的

治疗虽然有一定的疗效，减缓了患者的不同症状，不良作用仍不容忽视，所以预防治疗

仍然是解决 OA 问题的主要目的。对研究者而言，寻找早期有效地干预靶点将是未来

OA 研究的重点，而保持 OA 认识的全局观，充分结合局部与整体的作用关系则是达成

这一目的的基础。 
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