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摘要 目的：研究 Jagged1蛋白在膝关节骨性关节炎关节软骨中表达的特点，探讨 Jagged1蛋白的表达对关节软骨病理改变的影

响。方法：选取宁夏医科大学总医院骨科 2018年 11月 1日至 2019年 10月 31日 34例因膝关节骨性关节炎行全膝关节置换的

患者，取术中去除的股骨髁软骨组织，磨损较重的一侧为负重区（实验组），磨损较轻的一侧为非负重区（对照组）。通过番红、HE

染色观察软骨组织形态学变化，通过免疫组织化学检测 Jagged1蛋白在不同软骨组织中的表达强度，对比分析 Jagged1蛋白表达

的差异对关节软骨病变的影响。结果：外观照可见实验组软骨面色泽暗淡，表面粗糙，有大量软骨缺失，对照组软骨面较平整，呈

白色，未见软骨明显缺失；HE染色可见实验组软骨面不整，软骨细胞排列紊乱，呈簇状分布，对照组软骨面平整，软骨细胞数量

多，胞质丰富；番红染色见实验组软骨组织残留较少，软骨层结构模糊不清，软骨细胞较少，对照组软骨层次结构清晰，软骨细胞

及软骨下骨细胞排列整齐；免疫组化可见 Jagged1蛋白实验组软骨中有较多阳性表达，在对照组中表达较少，差异有统计学意义

（P＜0.05）。结论：Jagged1蛋白在软骨中的表达强度与关节软骨的磨损程度呈正相关，在膝关节骨性关节炎的病理变化过程中有

着重要的作用。
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Expression of Jagged1 Protein in Cartilage Tissue of Knee Osteoarthritis*

To study the expression characteristics of Jagged1 protein in articular cartilage of knee osteoarthritis, and to

explore the effect of Jagged1 protein expression on the pathological changes of articular cartilage. Thirty-four patients who

underwent total knee arthroplasty due to knee osteoarthritis were selected from the Department of Orthopaedics, General Hospital of

Ningxia Medical University from November 1, 2018 to October 31, 2019. Take the femoral condyle cartilage tissue removed during the

operation, and the side with the heavier wear was the weight-bearing area (experimental group), and the lighter side was the

non-weight-bearing area (control group). The morphological changes of cartilage tissue were observed by saffron and HE staining. The

expression intensity of Jagged1 protein in different cartilage tissues was detected by immunohistochemistry, and the effect of the

difference in Jagged1 protein expression on articular cartilage lesions was compared and analyzed. The appearance of the

cartilage in the experimental group was dull and rough, and there were a large number of cartilage defects. The cartilage surface in the

control group was flat and white with no obvious cartilage loss. The HE staining showed that the cartilage surface was irregular and the

chondrocytes were arranged disorderly. The cartilage surface in the control group was flat, the number of chondrocytes was abundant,

and the cytoplasm was rich. Saffron staining showed that there was less residual cartilage tissue, the structure of the cartilage layer was

blurred, and there were fewer cartilage cells in the experimental group. The cartilage hierarchy in the control group was clear and the

chondrocytes and subchondral osteocytes are neatly arranged. Immunohistochemistry showed that the Jagged1 protein in the

experimental group had more positive expression in cartilage and less expression in the control group. Difference between the two groups

has statistical significance (P＜0.05). The expression intensity of Jagged1 protein in cartilage is positively correlated with the

degree of articular cartilage wear and plays an important role in the pathological changes of knee osteoarthritis.
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前言

膝关节骨性关节炎( knee osteoarthritis，KOA)是一种以膝

关节软骨的变性、破坏及软骨下骨硬化为主的伴有关节疼痛、

肿胀、畸形及活动障碍的慢性关节疾病，终末期出现内外翻畸

形、屈曲挛缩畸形是常见的致残原因[1，2]，给患者造成了极大的

生活和工作上的不便。而目前膝骨性关节炎的病因和发病机制

目前尚未完全明确，临床上还未有预防及早期诊断的方法，导

致接受治疗的 KOA患者多已处于中晚期，且治疗方法多以人

工全膝关节置换术（TKA，Total knee arthroplasty）为主，给家庭

和社会造成了沉重的经济损失[3]。因此，研究骨性关节炎的发病

机制有着重要的意义。随着研究的深入，以信号通路为靶点进

行研究 KOA的发病机制成为热点。Notch信号通路是一个在

进化过程中高度保守的信号转导通路，在骨代谢平衡及骨细

胞、软骨细胞的分化过程中起着重要的作用[4,5]。已有研究证实

Notch信号通路中其受体（Notch1、Notch2、Notch3）及其靶基因

（Hes1、Hes2、Hes5）可参与骨性关节的病变过程[6-8]，而对于其配

体（Jagged1、Jagged2、Delta-like1、Delta-like2 和 Delta-like4）研

究较少。本研究通过 Jagged1蛋白在膝关节骨性关节炎关节软

骨中表达的特点，探讨 Jagged1蛋白的表达对关节软骨病理改

变的影响。报告如下。

1 材料与方法

1.1 一般资料

采用回顾性研究方法，选取宁夏医科大学总医院骨科

2018年 11月 1日至 2019年 10月 31日 34例因膝骨性关节

炎行全膝关节置换的患者，其中男 12例，女 22例；年龄（61.32依
6.22）岁；BMI（27.67依3.76）kg/m2。

1.2 纳入标准和排除标准

纳入标准：① 参照 2018版《中华医学会骨科学分会骨关节

炎诊疗指南》[9]诊断为膝骨性关节炎者；② 有晨僵≤ 30 min、反

复关节疼痛、活动时关节有骨擦（音）感等临床症状且愿意于我

院行人工全膝关节置换术者；③ 术前常规血常规、心电图、传染

病、凝血功能检查未见异常，术前下肢彩色多普勒超声无深静

脉血栓形成；④ 无意识障碍，能正常沟通者，并取得患者知情同

意并签署知情同意书。

排除标准：① 有类风湿关节炎、周围血管病、半月板病变以

及膝关节滑囊炎等导致膝关节疼痛疾病的患者；② 近期有关节

药物注射史、止痛药物服用史、糖皮质激素治疗史等影响关节

软骨病变的者。

1.3 方法

1.3.1 取材及组织处理方法 术中待术者截取股骨内外侧髁

骨组织后，选取相应的骨组织立即置于无菌器械台上。对比区

分负重区、非负重区，用组织剪除掉股骨髁周围软组织。负重区

组织用咬骨钳咬去四周磨损较轻部位，将中央磨损严重部位剪

为成大小约 1 cm伊0.5 cm伊0.5 cm的组织块，非负重区组织选取
关节软骨面较为完整组织进行剪裁。做好分组标记的骨块倒入

10%中性福尔马林浸泡，后将骨组织置于 15%EDTA液中进行

脱钙处理，隔 4天需要更换一次脱钙液，持续约 3-4周，待针刺

组织而无明显阻力感时取出，冲洗 24h，将组织沿矢状面切为

4 mm组织块，脱水、包埋、切片。

1.3.2 苏木素 -伊红（HE）染色 将切片置于 37℃恒温箱中过

夜，后分别经过二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ各 20 min，70%、80%、90%、

95%乙醇各 5 min，超纯水 5 min脱蜡入水。随后在苏木素中染

色 2.5 min，超纯水冲洗干净，然后在 1%盐酸乙醇中分化 3s后

自来水冲洗干净，ddH2O中反蓝 20 min，伊红染色 3~5s，风干后

用中性树脂封固，显微镜下观察。

1.3.3 番红染色 组织切片于 70℃烤箱中过夜，后分别经过

二甲苯脱蜡 20 min 2次，梯度乙醇脱水后，铁苏木精染色 5 min，

蒸馏水冲洗，1%盐酸乙醇分化 30 s，蒸馏水冲洗 2 min，固绿染

色 5 min，蒸馏水漂洗 30 s，番红染色 5 min，蒸馏水漂洗 1 min，

乙酸漂洗 1 min，蒸馏漂洗 1min，风干，二甲苯透明 60 s，中性

树脂封固，显微镜下观察。

1.3.4 免疫组织化学及结果判定 组织切片于 70℃烤箱中过

夜，二甲苯脱蜡 20 min，脱蜡两次，梯度乙醇脱水后蒸馏水、

PBS漂洗各 3 min。组织片于柠檬酸钠缓冲液中微波炉煮沸

13 min，自然冷却后体积分数 3%H2O2去离子水浸泡 10 min，

PBS冲洗 3次，分别滴加 Jagged1一抗，4℃冰箱孵育，8 h后取

出，PBS冲洗 3次，滴加山羊抗兔 IgG聚合物孵育 15 min，PBS

冲洗 3 次，DAB 显色液显色 15s，PBS 冲洗 3 次，苏木精复

染 5 min，蒸馏水冲洗 2次，1%盐酸乙醇分化若干秒，蒸馏水冲

洗 2 min梯度乙醇复水，二甲苯透明后用中性树脂封固。免疫

组化结果在 40倍光镜下随机选取每张切片的 5个视野，应用

Image Pro Plus 6.0图像分析软件，测评两组软骨组软骨细胞中

Jagged1的阳性表达率，并进行对比。

1.3.5 统计学方法 数据采用 SPSS 20.0软件进行统计学分析,

以均数依标准差 (x依s)表示，比较选用单因素 t检验，P＜0.05表

示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 大体观察

KOA患者股骨远端内外侧髁由于受力不均，磨损程度不

一，负重区组标本，软骨面色泽暗淡，表面粗糙，软骨下骨板暴

露，有部分骨赘形成，可见软化灶、溃疡形成，大量软骨缺失（图

1A）；非负重区组标本软骨面较平整，色泽较好，呈白色，未见

软骨明显缺失，退变较负重区轻（图 1B）。

2.2 苏木素 -伊红（HE）染色结果

镜下观察可见非负重区组关节软骨面较为光滑平整，不同

组织分层明显，软骨细胞数量多，胞质丰富，部分的软骨下层可

见细胞缺失，深层软骨下骨细胞分布不均（图 2A）；负重区软骨

组可见软骨面较多缺损，潮线不完整，软骨细胞排列紊乱，呈簇

状分布，软骨下骨出现弥漫性增生现象（图 2B）。

2.3 番红染色结果

镜下观察可见非负重区组关节软骨面部分缺损塌陷，但四

层结构清晰可见，软骨细胞数量多，软骨细胞及软骨下骨细胞

排列整齐（图 3A）；负重区软骨组可见软骨面残缺，软骨组织残

留较少，软骨层结构模糊不清，软骨细胞较少，排列紊乱（图

3B）。

2.4 免疫组化检测 Jagged1在关节软骨表达结果

Jagged1蛋白着色区域在在实验组软骨中主要集中在细胞
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Groups Number of cases xum（%） t P

Control group 34 5.76rol g 3.102 0.03

Test group 34 8.83 grou

表 1免疫组化检测两组病例软骨 Jagged1阳性细胞率比较

Table 1 Comparison of the rate of Jagged1 positive cells in cartilage detected by immunohistochemistry

质中，呈黄色或棕色颗粒，在软骨细胞外基质中也存在游离的

Jagged1蛋白（图 4B），对照组中 Jagged1蛋白言行表达较少，对

比实验组及对照组软骨细胞外基质中可看到颜色变化（图

4A）。应用 Image Pro Plus 6.0图像分析软件，可以得到两组软

骨细胞中 Jagged1蛋白阳性表达率，采用 t检验分析，可得出对

照组表达率较实验组组弱（P=0.03）。

图 1膝关节骨性关节炎行 TKA术中大体外观照

Fig.1 The general appearance of knee osteoarthritis during TKA

图 2 膝关节骨性关节炎关节软骨 HE染色结果(伊40）
Fig.2 HE staining results of KOA articular cartilage

图 3膝关节骨性关节炎关节软骨番红染色结果（伊40）
Fig.3 Safranin staining results of KOA articular cartilage
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图 4关节软骨 Jagged 1免疫组化结果（红色剪头指示区域为阳性细胞）（伊40）
Fig.4 Jagged 1 immunohistochemistry results of KOA articular cartilage(Red scissors indicate areas are positive cells)

3 讨论

随着中国老龄化时代的到来，我国症状性膝骨关节炎的患

病率为 8.1%[10]。目前，膝关节骨性关节炎病因还未明确，临床上

的确诊也往往处于发病的中晚期，导致了治疗方法多以手术为

主的局限性。当正常人处于站立位或运动时，下肢的力线穿过

膝关节的负重区，因此负重区的软骨起到了缓冲应力的作用，

长期的刺激下，负重区的软骨应更厚，软骨基质更加丰富[11]。而

膝关节骨性关节炎病变时最易侵犯和最主要的发病部位是关

节软骨，在骨性关节炎中，软骨主要表现为关节软骨的退行性

变[12]，而对于负重区和非负重区关节软骨缺损的不同位置和范

围是值得注意的问题。关节腔内广泛存在的间充质干细胞被认

为是修复软骨细胞的最佳来源，可在内源、外源刺激下成软骨

像分化，快速修复损伤的软骨细胞，而软骨细胞正常生理功能

的发挥还需要软骨细胞、软骨细胞外基质代谢及骨代谢水平的

稳定[13，14]。

Notch信号是最早发现，也是最成熟的影响多种细胞生长

分化的通路之一，在脊椎动物中普遍的表达，已被证实在软骨

细胞增殖分化，维持软骨细胞形态和软骨基质代谢平衡方面起

着十分重要的调控作用[15，16]。Jagged1作为 Notch信号通路的关

键配体之一，自 1983 年，Artavanis-Tsakonas 第一次克隆出

Notch基因[17]，关于 Notch信号通路的研究一直是各学科的热

点，而目前已被证实 Notch 信号通路的配体有 5 种

(Delta-like1、Delta-like2 和 Delta-like4)[18]，Jagged1 作为最早被

证实、最成熟的配体，在临床诊断、治疗中的应用日益突出。

Jagged1蛋白是单次跨膜糖蛋白，可表达于骨髓、胸腺细胞等多

种组织及基质，它的激活可以介导多种细胞的增殖、分化和凋

亡过程[19]。Daniel在其对骨生理性调节的研究中发现，Jagged1

蛋白可与骨形态发生蛋白(bone morphogenetic proteins，BMPs）

的受体（bone morphogenetic protein receptors，BMPRs）形成复

合物，从而下调 BMP-7的表达，而 BMP-7作用于细胞载体水

凝胶促进软骨细胞外基质的形成，维持软骨细胞形态[20]。

本研究结果显示，在同一关节腔内，负重区关节软骨磨损、

退化较非负重区重，Jagged1蛋白的阳性表达强度较非负重区

高，证实了活化状态的 Jagged1蛋白表达会破坏关节软骨的弹

性和韧性、与在关节软骨退变的过程起着重要的作用膝关节软

骨的磨损程度呈正相关。膝关节正常的关节软骨呈乳白色、平

滑且有光泽，主要由软骨细胞及软骨基质构成，而软骨基质主

要由水、胶原、蛋白多糖构成[21]。其中，胶原维持软骨的结构和

形状，蛋白多糖存在于胶原纤维之间，是极端亲水分子，产生高

度张力，提供关节软骨的弹性和韧性[22，23]。Yoshihiro在小鼠的

骨性关节炎的研究中发现，Jagged1磷酸化水平异常升高，而通

过抑制 Notch信号通路后，导致成纤维细胞 collagen-1配体下

调，影响纤维细胞的分化[24]。因此，正是由于 Jagged 1的过度激

活，影响了软骨中纤维细胞的生长，改变了软骨的形态，使其失

去了其原有韧性。除此之外，Jagged1蛋白对 BMP-7的影响，会

下调骨髓间充质干细胞向软骨组细胞的分化，抑制了水凝胶促

进软骨细胞外基质形成这一过程，造成软骨细胞自我修复功能

受限，本研究中也证实了 Jagged1表达的增加会加重关节软骨

的退变。

在膝关节骨性关节炎行 TKA术中大体外观照中，可以观

察到 Jagged1蛋白的高表达区色泽较暗，有片状溃疡形成，可

能是由于 Jagged1的激活下调了 Cycline D1和 Bcl-2蛋白的表

达，Cycline D1是细胞从 G1期进入 S期必不可少的特异性周

期蛋白，而 Bcl-2是一类抗凋亡蛋白，这两种蛋白的减少会引

起骨髓间充质干细胞向骨细胞及软骨细胞的转化，影响蛋白多

糖及Ⅰ型胶原的形成[25，26]。同时，我们发现在负重区软骨边缘有

部分骨赘形成，这似乎与前文讨论的 Jagged1蛋白的表达会抑

制软骨细胞的分化、更新相违背。Laura在其文中指出，当膝关

节软骨处于一定的炎性环境时，Jagged1配体与某些受体结合

可诱导缺氧诱导因子 (HIFs) 的表达，从而刺激 RUNX2、

MMP-13及 Hippo等通路发生软骨内骨化[27，28]。其中，骨转录因

子 RUNX2 及 Hippo 信号通路还可以受 BMP-2 与表面受体

BMPRs结合的调控，而当 RUNX2通路异常激活时，其对上游

通路有负反馈作用，造成 BMP-2表达的上调[29]，BMP-2是目前

成骨化诱导最强的因子，能够不可逆的诱导间充质干细胞向成

骨细胞分化[30]，这一通路在软骨细胞中的激活，不但会造成软

骨细胞修复能力的减弱，同时会增加软骨内骨化的增加，形成

骨赘。因此，Jagged1对软骨更新分化的限制与软骨内骨化是对

不同信号通路调控的结果。而这些信号通路之间以及与Jagged1

蛋白的具体调控目前还不能明确，仍需进一步研究证实。

综上所述，在膝关节骨性关节炎的发生发展过程中，
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Jagged1蛋白的表达与膝骨性关节炎软骨的磨损程度呈正相

关。Jagged1蛋白对骨代谢或软骨形成过程的影响并非单一的

促进或抑制作用，作为 Notch信号通路的配体之一，在膝骨性

关节炎的发生、发展过程中起着重要的作用，诱导正常软骨组

织发生多种炎性改变。
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