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·基础研究·

信号传导及转录激活因子１诱导骨细胞凋亡
在激素性股骨头坏死过程中的作用

许心弦，温宏，吕杨训，胡月正，余华晨，潘孝云

（温州医科大学附属第二医院，浙江　温州　３２５０２７）

摘　要　目的：探讨信号传导及转录激活因子１诱导细胞凋亡在激素性股骨头坏死过程中的作用。方法：选择３０例激素性股骨

头坏死组织标本，ＦｉｃａｔⅠ期和Ⅱ期患者１０例（Ａ组）、ＦｉｃａｔⅢ期患者１０例（Ｂ组）、ＦｉｃａｔⅣ期和Ⅴ期患者１０例（Ｃ组），同时选择１０

例接受股骨颈骨折内固定手术的正常股骨头组织标本（Ｄ组）。对所有标本在光镜下观察测定空骨陷窝率，采用 ＴＵＮＥＬ凋亡检

测法测定细胞凋亡率，分别采用免疫组化法和ＥＬＩＳＡ法对磷酸化信号传导及转录激活因子１的表达进行定性和定量检测，同时分

别对细胞凋亡率与空骨陷窝率和磷酸化信号传导及转录激活因子１表达量进行相关性分析。结果：４组患者股骨头空骨陷窝率

比较，差异有统计学意义［（２９．１０±６．１４）％，（５４．１０±７．３３）％，（７５．２５±７．８０）％，（７．２０±１．３２）％，Ｆ＝２２７．６１４，Ｐ＝０．０００］；Ａ

组空骨陷窝率高于Ｄ组（Ｐ＝０．０００），Ｂ组高于Ａ组（Ｐ＝０．０００），Ｃ组高于Ｂ组（Ｐ＝０．０００）。４组患者股骨头细胞凋亡率比较，差

异有统计学意义［（５．７０±３．２７）％，（３６．９０±９．５３）％，（７０．３０±１３．６３）％，（２．８０±２．５７）％，Ｆ＝１３６．００４，Ｐ＝０．０００］。Ａ组和 Ｄ

组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．２０９）；Ｂ组高于Ａ组（Ｐ＝０．０００），Ｃ组高于Ｂ组（Ｐ＝０．０００）。４组患者股骨头磷酸化信号传导

及转录激活因子１定性检测结果比较，差异有统计学意义［（３．１５±０．８２），（５．９７±１．０１），（８．５６±０．９４），（１．００±０．５６），Ｆ＝

１５０．００５，Ｐ＝０．０００］。Ａ组高于Ｄ组（Ｐ＝０．０００），Ｂ组高于Ａ组（Ｐ＝０．０００），Ｃ组高于Ｂ组（Ｐ＝０．０００）。４组患者股骨头磷酸化

信号传导及转录激活因子１定量检测结果比较，差异有统计学意义［（１．８６±０．４３），（５．０４±２．２４），（１１．１４±２．４９），（１．００±

０．２８），Ｆ＝７３．４６６，Ｐ＝０．０００］。Ａ组高于Ｄ组（Ｐ＝０．０００），Ｂ组高于Ａ组（Ｐ＝０．０００），Ｃ组高于Ｂ组（Ｐ＝０．０００）。空骨陷窝率

和细胞凋亡率呈正相关（ｒｓ＝０．８８２，Ｐ＝０．０００），细胞凋亡率和磷酸化信号传导及转录激活因子１表达量呈正相关（ｒｓ＝０．８６０，

Ｐ＝０．０００）。结论：骨细胞凋亡是激素性股骨头坏死的重要过程，并且信号传导及转录激活因子１可能在其中发挥了重要作用。

关键词　股骨头坏死　糖皮质激素类　细胞凋亡　信号传导　转录激活因子类
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ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－１，ＳＴＡＴ１）是
重要的凋亡促动子，经磷酸化后可以促进细胞凋

亡［３］，但ＳＴＡＴ１是否参与激素性股骨头坏死的骨细
胞凋亡过程？目前还未见到相关的研究报告。为此，

笔者进行了相应的实验研究，现报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验材料　股骨头组织标本取自２０１１年３月
至２０１２年１１月在温州医科大学附属第二医院接受
治疗的激素性股骨头坏死患者和股骨颈骨折手术患

者，共４０例，男２２例，女１８例。除股骨颈骨折患者
外，其余患者均有激素类药物使用史，泼尼松最大使

用剂量６０ｍｇ·ｄ－１，用药时间６～３６个月。
１．２　实验试剂　焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｐｙｒｏｃａｒ－
ｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）（Ｓｉｇｍａ公司）；１０％中性福尔马林液
（南方雨露实验器材有限公司）；１０％乙二胺四乙酸
（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）（Ａｍｒｅｓｃｏ公
司）；１０％山羊血清（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；磷酸化 ＳＴＡＴ１
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎＳＴＡＴ１，ｐ－ＳＴＡＴ１）抗体（Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公
司）；ＢＡＣ试剂盒、ＴＵＮＥＬ试剂盒、ＥＬＩＳＡ试剂盒（碧
云天公司）。

１．３　实验仪器　ＭＵＬＴＩＳＫＡＮＭＫＳ酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ公司）；ＥＧ１１４０石蜡组织包埋机、ＲＭ２１４５石
蜡组织切片机、ＤＭ２５００莱卡倒置显微镜（莱卡公司）。

２　方　法
２．１　分组及标本采集　按照激素性股骨头坏死Ｆｉｃａｔ

分期法，ＦｉｃａｔⅠ期和Ⅱ期患者１０例（Ａ组），股骨头组
织标本取自股骨头穿刺活检术；ＦｉｃａｔⅢ期患者１０例

（Ｂ组），ＦｉｃａｔⅣ期和Ⅴ期患者１０例（Ｃ组），股骨头组

织标本取自髋关节置换手术；股骨颈骨折患者１０例
（Ｄ组），股骨头组织标本取自股骨颈骨折手术。４组

患者的基线资料比较，差异无统计学意义（表１）。将

所有标本均沿冠状面切成２份，１份经 ＤＥＰＣ清洗后
迅速用液氮冷冻并于 －８０℃保存，另 １份浸泡于

１０％中性福尔马林液中。
表１　４组患者基线资料比较

组别
性别（例）

男 女
年龄（岁）

Ａ组 ４ ６ ４３．０±１０．４
Ｂ组 ６ ４ ４６．２±１２．５
Ｃ组 ５ ５ ４３．７±１１．８
Ｄ组 ７ ３ ４７．３±１１．２

检验统计量

Ｐ值
Ｆ＝０．３１２

０．５６８ ０．８１６

２．２　空骨陷窝率检测　将浸泡于１０％中性福尔马林

液中的标本置入１０％ＥＤＴＡ彻底脱钙经常规石蜡包
埋后，用石蜡切片机沿冠状面作５μｍ的切片，常规

ＨＥ染色后封片。在光镜下放大２００倍观察，每个标

本随机选取３个视野，计数２００个骨陷窝来计算空骨
陷窝率。

２．３　细胞凋亡率检测　用二甲苯溶液将切片充分脱

蜡后，滴加２０μｇ·ｍＬ－１不含 ＤＮａｓｅ的蛋白酶，在３７

℃下作用３０ｍｉｎ，然后用 ＰＢＳ液充分洗涤，最后滴加
事先按说明书配置好的一步法ＴＵＮＥＬ检测液。将所

有切片在荧光显微镜下放大２００倍观察，每个标本随

机选取３个视野，同视野下总细胞数目通过调转为光

镜进行计数，计算细胞凋亡率。

２．４　ｐ－ＳＴＡＴ１定性检测　切片常规脱蜡至水及抗原

修复后，使用 １０％山羊血清封闭并在室温下孵育
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１０ｍｉｎ，然后滴加１∶２００的 ｐ－ＳＴＡＴ１抗体稀释液，３７
℃下孵育２ｈ，以 ＰＢＳ液充分清洗，滴加二抗后在３７
℃下再孵育３０ｍｉｎ。最后使用ＤＡＢ液进行染色。用
光镜观察，每张切片随机选取３个视野并使用ＩｍａｇｅＪ
软件计算阳性百分比。最终结果以 Ｄ组结果为参考
值，以倍数的形式表达。

２．５　ｐ－ＳＴＡＴ１定量检测　取 －８０℃下保存的新鲜
股骨头组织并在冰浴下充分碾磨，加组织裂解液迅速

裂解后首先使用 ＢＡＣ试剂盒对总蛋白进行检测。
ＥＬＩＳＡ实验步骤如下：配置标准品及适当稀释待测样
品，将标准品或样品各取１００μＬ并依次滴入孔中，３７
℃孵育４０ｍｉｎ，充分洗涤后每孔滴加５０μＬ蒸馏水及
一抗工作液，３７℃孵育２０ｍｉｎ后充分洗涤，滴加１００

μＬ酶标工作液，３７℃孵育 １０ｍｉｎ，洗涤后滴加 １００

μＬ底物工作液，暗处孵育１５ｍｉｎ，最后滴加１００μＬ
终止液。检测结果通过酶标仪在４５０ｎｍ下测吸光值

进行比较。ｐ－ＳＴＡＴ１结果以 Ｄ组结果为参考值，以
倍数的形式表达。

２．６　数据统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１９．０软件对所得
数据进行统计分析，４组患者性别的组间比较采用确
切概率法检验，年龄、空骨陷窝率、细胞凋亡率、ｐ－
ＳＴＡＴ１定性及定量检测结果的组间比较采用单因素
方差分析，组间两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓｔ检验，细胞
凋亡率与空骨陷窝率和 ｐ－ＳＴＡＴ１表达量的相关性分
析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　空骨陷窝率检测结果　在光镜下Ｄ组中骨细胞
填充大部分骨陷窝，空骨陷窝少见；Ａ、Ｂ组空骨陷窝
较Ｄ组明显增多，Ｃ组可见大面积空骨陷窝（图１）。
４组患者股骨头空骨陷窝率比较，差异有统计学意义；
Ａ组空骨陷窝率高于Ｄ组（Ｐ＝０．０００），Ｂ组高于Ａ组
（Ｐ＝０．０００），Ｃ组高于Ｂ组（Ｐ＝０．０００）。见表２。

图１　４组患者股骨头组织学检查光镜片　（ＨＥ染色　×２００）

图中黑色箭头指向空骨陷窝

３．２　细胞凋亡率检测结果　４组患者股骨头细胞凋
亡率比较，差异有统计学意义。Ａ组和 Ｄ组比较，差
异无统计学意义（Ｐ＝０．２０９）；Ｂ组高于 Ａ组（Ｐ＝

０．０００），Ｃ组高于Ｂ组（Ｐ＝０．０００）。见表２。
３．３　ｐ－ＳＴＡＴ１定性检测结果　免疫组化实验结果显
示，ｐ－ＳＴＡＴ１蛋白表达于细胞质中，并且随病变进展
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其表达量呈增长趋势（图 ２）。４组患者股骨头 ｐ－
ＳＴＡＴ１定性检测结果比较，差异有统计学意义。Ａ组

高于Ｄ组（Ｐ＝０．０００），Ｂ组高于Ａ组（Ｐ＝０．０００），Ｃ
组高于Ｂ组（Ｐ＝０．０００）。见表２。

图２　４组患者股骨头组织学检查光镜片　（免疫组化染色　×２００）

图中黑色箭头指向ｐ－ＳＴＡＴ１阳性细胞

３．４　ｐ－ＳＴＡＴ１定量检测结果　４组患者股骨头 ｐ－
ＳＴＡＴ１定量检测结果比较，差异有统计学意义。Ａ组

高于Ｄ组（Ｐ＝０．０００），Ｂ组高于Ａ组（Ｐ＝０．０００），Ｃ
组高于Ｂ组（Ｐ＝０．０００）。见表２。

表２　４组患者股骨头空骨陷窝率、细胞凋亡率、ｐ－ＳＴＡＴ１定性及定量检测结果

组别 空骨陷窝率（％） 细胞凋亡率（％） ｐ－ＳＴＡＴ１定性检测 ｐ－ＳＴＡＴ１定量检测
Ａ组 ２９．１０±６．１４ ５．７０±３．２７ ３．１５±０．８２ １．８６±０．４３
Ｂ组 ５４．１０±７．３３ ３６．９０±９．５３ ５．９７±１．０１ ５．０４±２．２４
Ｃ组 ７５．２５±７．８０ ７０．３０±１３．６３ ８．５６±０．９４ １１．１４±２．４９
Ｄ组 ７．２０±１．３２ ２．８０±２．５７ １．００±０．５６ １．００±０．２８
Ｆ值
Ｐ值

２２７．６１４ １３６．００４ １５０．００５ ７３．４６６
０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

３．５　相关性分析结果　Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析结果
显示，空骨陷窝率和细胞凋亡率呈正相关（ｒｓ＝
０．８８２，Ｐ＝０．０００），细胞凋亡率和ｐ－ＳＴＡＴ１表达量呈
正相关（ｒｓ＝０．８６０，Ｐ＝０．０００）。

４　讨　论
细胞凋亡的过程主要包括凋亡的激发、细胞内凋

亡信号传导及调控、凋亡效应分子激活、蛋白及 ＤＮＡ
分子断裂和细胞死亡。Ｋｏｔｈａｐａｌｌｉ等［４］用猪制作股骨

头缺血动物模型，检测股骨头细胞凋亡情况，发现股

骨头缺血２～１４ｄ后在股骨头组织内出现明显的细
胞凋亡，认为骨细胞凋亡是股骨头缺血性坏死发生的

重要机制。Ｌｉ等［５］发现，激素作用后的骨组织早期先

出现局部的细胞坏死和凋亡。光镜下骨细胞死亡最

终往往以空骨陷窝的形式出现，因此可用空骨陷窝率

反映细胞死亡状况［６］。本研究中激素性股骨头坏死

不同阶段的空骨陷窝率比较结果提示，不同阶段的细
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胞死亡状况差异明显，这与以往的报道相符合。使用

ＴＵＮＥＬ法对标本进行细胞凋亡检测，尽管 Ａ组和 Ｄ
组相比，差异无统计学意义，但是 Ｂ组和 Ｃ组细胞凋
亡率增加明显，整体上呈现出增长趋势，提示细胞凋

亡程度随着病变进展而日趋明显。为了明确激素性

股骨头坏死过程中骨细胞死亡和骨细胞凋亡间的关

系，我们进一步将空骨陷窝率和细胞凋亡率间做了相

关性分析，结果提示二者存在高度正相关性，证明骨

细胞凋亡是激素性股骨头坏死的重要过程。

ＳＴＡＴ１有２个磷酸化位点，包括酪氨酸磷酸化以
及丝氨酸磷酸化位点，其磷酸化后的形式能促进细胞

凋亡［７］。我们通过免疫组化实验对 ｐ－ＳＴＡＴ１进行定
性检测，结果显示各组间差异明显，且呈增长趋势，提

示ｐ－ＳＴＡＴ１蛋白量随着疾病进展逐步增加。而通过
ＥＬＩＳＡ法对ｐ－ＳＴＡＴ１蛋白量进行的定量检测也得出
了同样的结论。而ｐ－ＳＴＡＴ１蛋白量和细胞凋亡率间
也存在高度正相关性，说明 ｐ－ＳＴＡＴ１可能参与了激
素性股骨头细胞凋亡的过程。

本研究的结果提示，骨细胞凋亡是激素性股骨头

坏死的重要过程，并且 ＳＴＡＴ１可能在该过程中发挥
了重要作用。同时，我们也将在后续研究中通过动物

实验及细胞培养等手段进一步验证我们的结论。
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ｃｏｉｄ［Ｊ］．ＡｃｔａＯｒｔｈｏｐ，２０１０，８１（３）：３９６－４０１．

［６］　ＪａｍｅｓＪ，Ｓｔｅｉｊｎ－ＭｙａｇｋａｙａＧＬ．Ｄｅａｔｈｏｆｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ．Ｅｌｅｃ

ｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｆｔｅｒｉｎｖｉｔｒｏｉｓｃｈａｅｍｉａ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＪｏｉｎｔ

ＳｕｒｇＢｒ，１９８６，６８（４）：６２０－６２４．

［７］　ＨｉｍｐｅＥ，ＫｏｏｉｊｍａｎＲ．Ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－Ｉｒｅ

ｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅＪａｎｕｓＫｉｎａｓｅ／Ｓｉｇｎａｌ

ＴｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄＡｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ（ＪＡＫ－ＳＴＡＴ）

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｆａｃｔｏｒｓ，２００９，３５（１）：７６－８１．

（２０１３－０９－３０收稿　２０１３－１１－１５修回
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·通　知·
中华中医药学会骨伤科分会、世界中医药学会联合会骨伤科专业委员会、

中国中西医结合学会骨科微创专业委员会２０１４年学术年会暨平乐正骨论坛

征　文　通　知
中华中医药学会骨伤科分会、世界中医药学会联合会骨伤科专业委员会、中国中西医结合学会骨科微创专业委员会２０１４

年学术年会暨平乐正骨论坛拟于２０１４年４月１９—２０日在河南省郑州市郑东新区举办。本次会议将邀请相关领域国内外专家
做专题讲座。现将征文有关事项通知如下。

１　征文范围
①骨伤科特色中医药技术研究；②关节、脊柱和四肢微创技术最新进展；③骨伤科临床手法研究、手术研究；④骨伤科康复

技术研究；⑤骨伤科临床诊疗新技术；⑥骨伤科基础研究；⑦骨伤科学术前沿
２　征文要求
①未公开发表的论文；②论文全文一般在５０００字以内，并附有５００字以内的论文摘要（摘要格式：目的、方法、结果、结

论），各级基金资助的研究项目请注明项目来源；③请以电子邮件方式寄送至ｓｇｋｚｚｙｙ＠１２６．ｃｏｍ；④请注明作者姓名、职称、工作
单位、通讯地址、联系电话和电子邮箱；⑤邮件标题请注明“学术会议投稿”字样。
３　截稿日期
２０１４年３月１６日，组委会将于２０１４年３月底将稿件回执发到您注册时使用的电子邮箱。
４　联系方式
通讯地址：河南省洛阳正骨医院（河南省骨科医院）　河南省洛阳市启明南路８２号　　邮政编码：４７１００２
联系电话：０３７９－６３５４６７０５（杨波）　１３５９２００１７５１（吴军）　１８８１０３６９１５２（朱晓婷）　１３８１０８３４３１７（卢林）
传　　真：０３７９－６３５５２１０２　网址：ｗｗｗ．ｌｙｚｈｅｎｇｇｕ．ｃｎ　电子邮箱：ｓｇｋｚｚｙｙ＠１２６．ｃｏｍ　微信公众平台：ｈｎｓ－ｇｋｙｙ（骨健康）

·７·　中医正骨２０１４年２月第２６卷第２期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（总０８７）　　　
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