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木瓜蛋白酶诱导早期膝骨关节炎模型大鼠软骨超微结构的动态变化 
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文章亮点： 

实验用 4%木瓜蛋白酶混合液关节腔注射建立大鼠膝骨关节炎模型，利用透射电镜观察了早期骨关节炎不同时

间节点的超微结构动态变化。结果显示木瓜蛋白酶诱导大鼠膝早期骨关节炎进程中透射电镜下软骨超微结构

呈渐进性变化，提示以 4周作为有关骨性关节炎动物实验模型干预时间节点较为确切。  
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摘要 

背景：木瓜蛋白酶诱导大鼠膝关节骨性关节炎是常用造模方法，能获得稳定的骨关节炎模型。 

目的：观察木瓜蛋白酶诱导大鼠膝早期骨关节炎进程中透射电镜下关节软骨细胞超微结构的变化规律。 

方法：将 18只 SD大鼠随机分为 3组，2只为正常对照组不做干预；16只大鼠右膝关节腔注射木瓜蛋白酶和

L-半胱氨酸混合液诱导骨关节炎模型(骨关节炎模型组)，左侧注射生理盐水(生理盐水对照组)。注射后第 1，2，

4，6周后分别取材，使用透射电镜观察股骨内侧髁关节软骨超微结构变化。 

结果与结论：正常对照组和生理盐水对照组胞质内有丰富的粗面内质网、线粒体。骨关节炎模型组注射 1 周

后，线粒体空泡化，可见轻度扩张的粗面内质网；2 周后，出现脂滴，线粒体变性明显，空泡化严重，数目

减少，粗面内质网扩张明显；4 周后，脂滴增多，线粒体数目明显减少，大部分粗面内质网高度扩张，部分

粗面内质网溶解断裂；6 周后，胞质内见数个脂滴，大部分线粒体消失，仅有少量线粒体存在，大部分粗面

内质网断裂溶解。说明木瓜蛋白酶诱导大鼠膝早期骨关节炎进程中透射电镜下软骨超微结构呈渐进性变化。 
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Dynamic changes of rat cartilage ultrastructure in the early process of 

papain-induced knee osteoarthritis     
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Liu Dan3, Xie Yan1 (1Acupuncture Orthopedics Clinical School, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei 
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Abstract 

BACKGROUND: Papain-induced rat knee osteoarthritis is a common modeling method, which can obtain a 

stable osteoarthritis model.  

OBJECTIVE: To observe the change of ultrastructure of chondrocytes in the early process of papain-induced rat 

knee osteoarthritis under transmission electron microscope.  

METHODS: A total of 18 Sprague-Dawley rats were randomly divided into three groups. Two rats were 

considered as a normal control group, without intervention. The mixture of papain and L-cysteine was injected in 

right knee joint cavity of 16 rats to induce osteoarthritis models (osteoarthritis model group). Physiological saline 

was injected in the left side (physiological saline control group). At 1, 2, 4 and 6 weeks after injection, samples 

were collected. Transmission electron microscope was used to observe the change of cartilage ultrastructure of 

the medial femoral condyle joint. 

RESULTS AND CONCLUSION: For the normal control group and physiological saline control group, their 

cytoplasm contained abundant rough endoplasmic reticulum and mitochondria. After 1 week of injection, 

mitochondria vacuoles and light expanded rough endoplasmic reticulum were visible. Two weeks later, lipid droplets 

appeared, mitochondria degeneration was distinct, vacuolization was serious and its number was reduced, and 
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rough endoplasmic reticulum expansion was obvious. Four weeks later, lipid droplets became increased, and the

number of mitochondria decreased significantly. Most of the rough endoplasmic reticula were highly expanded, and part of 

the rough endoplasmic reticula were dissolved and fractured. Six weeks later, a number of lipid droplets were visible in 

cytoplasm, most of the mitochondria disappeared, only a small number of mitochondria existed, and most of the rough 

endoplasmic reticula were dissolved and fractured. These results confirmed that cartilage ultrastructure changes gradually 

in the early process of papain-induced rat knee osteoarthritis under transmission electron microscope. 

 

Subject headings: Osteoarthritis; Cartilage; Papain; Microscopy, Electron, Transmission 
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0  引言  Introduction 

骨关节炎是中老年最常见的一种慢性、进行性关节疾

病，其病因、分子生物学、早期诊断和治疗均存在问题，

需要进一步研究
[1]
。临床以慢性关节疼痛、僵硬、肿大伴

有关节功能障碍为主要表现
[2]
，是机械性和生物学因素相

互作用下，关节软骨细胞、细胞外基质和软骨下骨三者合

成与降解过程失衡的结果
[3]
。骨性关节炎最常累及膝关节，

其主要症状是膝关节疼痛和行走功能障碍，为引起老年人

疼痛及伤残的主要病症之一
[4]
。随着社会人口的老龄化，

该病发病率呈显著上升趋势
[5]
，因此开展如何早期发现膝

骨关节炎以便进行早期干预的相关研究意义重大。 

骨关节炎动物模型在研究骨性关节炎的发生、发展、

有效防治药物及治疗方法方面具有重要作用
[6-7]
。建立合理

的骨关节炎动物模型可深入探讨其发病机制并寻找有效的

诊疗手段。国内外学者建立动物模型的方式主要有：关节

制动、关节腔药物注射、手术方法等
[8-21]
。关节腔注射药物

法成功率高、造模成型时间短、同时可保持关节囊的完整

性，是一种重要的造模方法
[22]
，所用化学物质主要有木瓜

蛋白酶、胶原蛋白酶、雌二醇等
[23-24]
。其中关节内注射木

瓜蛋白酶可诱导狗、兔、小鼠、大鼠等动物膝骨关节炎，

其特点是发病速度快、重复性好，与人类骨关节炎类似
[25]
。 

尽管近年有些文献中有对骨关节炎关节软骨病理变化

的研究
[26-28]
，但都是以病理染色组织学Mankin评分的时间

节点来判断骨关节炎早、中、晚分期。也有关于木瓜蛋白

酶诱导大鼠膝早期骨关节炎软骨表面的扫描电镜观察
[29]
。

而关于在注射木瓜蛋白酶诱发早期骨关节炎发展进程中的

不同时间节点到底超微结构是如何详细变化并未见报道。 

本实验旨在对4%浓度木瓜蛋白酶诱导大鼠骨关节炎

过程中关节软骨超微结构的变化与时间的关系进行观察，

以期在发现软骨明显破坏之前寻找骨关节炎早期状态的节

点模型依据。以期发现时间节点与关节软骨细胞超微结构

的变化关系，为早期骨性关节炎相关康复治疗的动物实验

模型对照研究时间提供参考依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

    设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2013年10月至2014年1月在安徽

中医药大学针灸经络研究所动物实验室完成。大鼠膝关节

软骨超微结构观察在安徽省立医院病理实验室完成。 

材料： 

实验动物：健康8周龄雄性SD大鼠18只，体质量

295-332 g，由安徽省动物实验中心提供。符合卫生部一

级试验动物标准，动物许可证号SCXK(皖)2011-002。实验

前大鼠饲养3 d，以便其适应新的环境并观察无明显疾患及

其他异常后开始实验。饲养环境：分笼饲养于实验室大鼠

专用自动送风系统鼠笼内，饮水及进食符合实验动物标准。 

动物分组：18只大鼠分为2组：正常对照组2只不做任

何干预；16只大鼠左膝为生理盐水对照组注射生理盐水，

右膝注射药物(骨关节炎模型组)。 

试剂和仪器：木瓜蛋白酶和L-半胱氨酸为美国Sigma

公司产品；透射电子显微镜为日本电子公司生产。 

实验方法：  

骨关节炎模型制备：在无菌条件下将木瓜蛋白酶与生

理盐水配成4%浓度，将L-半胱氨酸与生理盐水配成浓度

0.03 mol/L，放于冰箱4 ℃冷藏室储存，于实验前4 h取出

置于常温下。将4%木瓜蛋白酶与0.03 mol/L的L-半胱氨酸

按2∶1的比例混匀，静置30 min后对大鼠进行膝关节腔注

射。在实验第1，4天，16只大鼠行1%氯胺酮(0.05 mg/L)

腹腔注射麻醉后，仰卧位固定于木板上，剃去左右膝关节

腔周边1 cm区域的腿毛，络合碘消毒，体积分数75%的乙醇

脱碘后，屈曲45°以髌骨下级髌腱外缘为进针点，向髁间窝

方向进针，抵达股骨髁后回撤2 mm
[30]
，右侧膝关节腔注入

0.15 mL混合液诱导骨关节炎模型(骨关节炎模型组)，左侧

膝关节腔注射0.15 mL生理盐水做对照(生理盐水对照组)。 

取材方法：于木瓜蛋白酶首次注射后1，2，4，6周作

为取材的时间节点，对SD大鼠行1%氯胺酮腹腔注射麻醉

后断头处死，每个时间节点3只。大鼠处死后，膝关节周围

2 cm区域剃毛，戴手套、口罩，消毒，铺洞巾，打开膝关

节腔，取右膝关节股骨内侧髁关节软骨作为骨关节炎模型

组，取左膝关节股骨内侧髁关节软骨作为生理盐水对照组。

在第1周时同时切取正常对照组未干预大鼠的右膝关节股

骨内侧髁正常软骨组织作为正常对照。见图1。 
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透射电镜的超薄切片制作及观察：取膝关节股骨内侧

髁关节软骨组织1 mm×1 mm×1 mm大小，固定于2.5%戊

二醛(4 ℃)6 h；PBS(pH 7.2)洗30 min，将组织后固定于1%

锇酸1 h，梯度乙醇脱水开始体积分数30%、50%各      

15 min，放入70%醋酸铀乙醇饱和液中浸泡12 h，再以体

积分数80%、95%乙醇脱水各15 min，放入无水乙醇洗2次

共40 min，放入环氧丙烷30 min，环氧炳烷:环氧树脂等量

混合浸泡2 h，环氧炳烷：环氧树脂 2∶1比例混合浸泡1 h，

用纯环氧树脂包埋，后入45 ℃烤箱中12 h固化，再放入  

65 ℃烤箱中48 h固化，最后取出包埋好的组织进行半薄切

片定位，后进行超薄切片(片厚70 nm，切片机型号为

LKB-NOVA型，瑞典产)。将切好的片子用300目的铜网捞

起，蒸馏水冲洗后放入醋酸铀饱和水溶液中染色30 min，

双蒸水洗3次，入枸橼酸铅染液染色20 min，双蒸水洗3次，

干燥，最后用日产JEM-1230型透射观察摄片。 

主要观察指标：大鼠膝关节软骨超微结构的形态学变

化。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  实验选用SD大鼠18只，造模时

由于麻醉过量死1只，饲养过程中死1只，最终16只进入结

果分析。 

2.2  大鼠膝关节软骨超微结构的变化  透射电镜观察正

常对照组和生理盐水对照组软骨细胞呈卵圆形，细胞及细

胞膜完整，细胞表面有较多突起的微绒毛。细胞核完整，

核膜清晰，染色质均匀。胞质内有丰富的粗面内质网、线

粒体及高尔基复合体。见图2A。 

1周后：部分细胞肿胀，线粒体异常，表现在线粒体嵴

模糊，线粒体空泡化，可见轻度扩张的粗面内质网。细胞

核基本正常。见图2B。 

2周后：大部分细胞明显肿胀且形态异常，微绒毛断裂

变短，胞浆空泡化，出现脂滴，细胞核形态异常，线粒体

变性明显，空泡化严重，数目减少，粗面内质网扩张明显。

见图2C。 

4周后：细胞形态异常明显，胞质内脂滴增多，细胞核

形态不规则，核膜模糊，线粒体数目明显减少，大部分粗

面内质网高度扩张，部分粗面内质网溶解断裂。见图2D。 

6周后：细胞形态不规则，胞质内见数个脂滴，脂滴体

积大，细胞核固缩，大部分线粒体消失，仅有少量线粒体

存在，大部分粗面内质网断裂溶解，游离核糖体减少。见

图2E。 

 

3  讨论  Discussion 

骨性关节炎是临床常见疾病之一，关节软骨是无血管、

淋巴管高度特化的组织，其主要成分为蛋白聚糖和胶原，

分布在软骨细胞陷凹中数量较少， 因此一旦损伤，其自身

修复能力极低。且随着年龄的增加，修复能力逐年降低
[31]
。

由于骨关节炎的高度侵袭性、不可逆性特点，早期诊断和

预防是控制疾病、 降低其危害性最有效的办法之一。而早

期骨关节炎的时间节点确认更为康复治疗和预防疾病的发

展有着重大的意义。 

图 1  拟取材膝关节股骨内侧髁的关节软骨 

Figure 1  Articular cartilage of knee medial femoral condyle 

图 2  大鼠膝关节软骨超微结构的变化(透射电镜，×20 000) 

Figure 2  Changes in the ultrastructure of cartilage of rat knee joint (transmission electron microscope, ×20 000) 

图注：图 A为正常对照组及生理盐水对照组软骨细胞呈卵圆形，胞质内有丰富的粗面内质网、线粒体及高尔基复合体；B为骨关节炎模型组第

1周部分细胞肿胀，线粒体异常，表现在线粒体嵴模糊，线粒体空泡化，可见轻度扩张的粗面内质网；C为骨关节炎模型组第 2周大部分细胞

明显肿胀且形态异常，胞浆空泡化，出现脂滴，线粒体变性明显，空泡化严重，数目减少，粗面内质网扩张明显；D为骨关节炎模型组第 4周

胞质内脂滴增多，线粒体数目明显减少，大部分粗面内质网高度扩张，部分粗面内质网溶解断裂；E为骨关节炎模型组第 6周胞质内见数个脂

滴，脂滴体积大，大部分线粒体消失，仅有少量线粒体存在，大部分粗面内质网断裂溶解。 

 

 A B  C D E 
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对实验性动物膝关节软骨表面形态的描述已有很多

报道
[32-34]

，关于大鼠膝关节早期骨关节炎的软骨表面变化

的特点，作者也已经进行了探索。汪宗保等
[29]
采用2%木

瓜蛋白酶和0.03 mol/L左旋半胱氨酸按2∶1比例混匀，取

0.15 mL注射至大鼠膝关节腔诱导骨关节炎模型，注射后

第2，4，6周后分别使用扫描电镜观察股骨内侧髁关节软

骨表面形态学变化观察。结果显示：2周后出现软骨表面凹

凸不平，皱缩扭曲变形；4周表面变薄，局部出现小裂纹；

6周出现深大裂纹，软骨缺损。得出结论2%木瓜蛋白酶诱

导的早期骨关节炎模型的时间节点可以定在4-6周。 

透射电子显微镜分辨率比扫描电镜高，可以观察到软

骨细胞细胞器的动态变化。在扫描电镜观察关节软骨表面

形态的基础处上，进一步进行透射电镜的观察。通过对4%

浓度木瓜蛋白酶诱导大鼠骨关节炎过程中关节软骨超微结

构的变化与时间的关系进行观察，以期发现时间节点与关

节软骨细胞超微结构的变化关系。 

软骨的组织学改变的严重性与骨关节炎的蛋白溶解酶

的活性有相互关系，骨关节炎患者的血浆硫酸角蛋白水平

是增高的，一旦成人，软骨细胞的单位数量变少，关节软

骨开始衰老
[35]
。蛋白多糖的耗尽是所有自然发生和实验发

生的骨关节炎的主要特征，它与某些蛋白酶有关
[36]
。 

本实验采用木瓜蛋白酶关节腔内注射诱发骨关节炎是

一种常用的造模方法
[37-42]
，该方法的机制在于其对软骨基

质中蛋白多糖的分解作用。蛋白多糖是保持关节软骨富有

弹性和抗压性的重要软骨基质。蛋白多糖的丢失可减弱软

骨基质对软骨细胞的保护作用，导致软骨细胞退变以致破

坏，软骨降解，其分解的碎屑释放进入滑液中，刺激滑膜

炎症反应，导致大量炎性递质及自由基分泌
[43]
。其中自由

基可抑制基质蛋白多糖及胶原的合成，同时引起软骨细胞

膜性结构的损伤；白细胞介索1抑制软骨糖蛋白的合成，促

进基质微分子降解；肿瘤坏死因子诱导软骨细胞产生过氧

化反应，与白细胞介素1共同参与促进软骨的吸收，从而介

导骨关节炎的软骨破坏，形成恶性循环
[44]
。 

对于骨性关节炎超微结构的研究，国内已有报道
[45]
。

柴本甫等
[44]
通过手术切断前交叉韧带及内侧副韧带，造成

兔膝骨关节炎，透射电镜观察发现在骨关节炎发展过程中，

关节软骨的基质及软骨细胞发生变化。软骨细胞的变性突

出表现在细胞质内的脂滴、糖原和微丝的增加。 

唐旭升等
[45]
通过结扎大鼠双侧股静脉造成双下肢瘀血，

骨内压增加，膝关节软骨细胞缺乏营养而导致退变的方法制

造动物模型。透射电镜观察发现膝关节骨关节炎时，早期软

骨细胞缩小，胞突减少，胞浆内脂滴增多，细胞器减少，胞

核可肿胀，继之，胞核发生固缩，整个细胞可凝聚，最终细

胞坏死崩解，只见细胞碎片残留在软骨陷窝或基质中。戴七

一等
[46]
通过改良 Hulth

]
法进行膝骨关节炎造模，5周后透射

电镜观察软骨细胞发现细胞核可见固缩现象
[47]
，线粒体异

常，表现为线粒体嵴模糊、消失，空泡化现象较明显，内质

网、高尔基体基本正常，纤维组织紊乱现象较明显，多个标

本见凋亡小体。张红宇等
[48]
通过4%木瓜蛋白酶注射诱导兔

骨关节炎模型，2周后透射电镜观察关节软骨发现：大部分

细胞明显肿胀且形态不规则，细胞周晕消失(代表细胞退变)，

微绒毛断裂变短，粗面内质网明显扩张，网膜溶解断裂，胞

浆内可见数个脂滴存在，细胞核形态不规则。这些报道并没

能对骨关节炎发展进程中超微结构的动态变化加以说明。 

关于注射木瓜蛋白酶诱发早期骨关节炎发展进程中的

不同时间节点到底超微结构是如何详细变化并未见报道。

作者选用4%木瓜蛋白酶和0.03 mol/L的L-半胱氨酸混合

液作为关节腔注射液，4 d后再重复注射1次。首次注射后

第1，2，4，6周后分别使用透射电镜观察股骨内侧髁关节

软骨超微结构变化。结果观察到：正常对照组和生理盐水

对照组，软骨细胞呈卵圆形，细胞及细胞膜完整，细胞表

面有较多突起的微绒毛。细胞核完整，核膜清晰，染色质

均匀。胞质内有丰富的粗面内质网、线粒体及高尔基复合

体。注射1周后，部分细胞肿胀，线粒体异常，表现在线粒

体嵴模糊，线粒体空泡化，可见轻度扩张的粗面内质网。

细胞核基本正常。2周后：大部分细胞明显肿胀且形态异常，

微绒毛断裂变短，胞浆空泡化，出现脂滴，细胞核形态异

常，线粒体变性明显，空泡化严重，数目减少，粗面内质

网扩张明显。4周后：细胞形态异常明显，胞质内脂滴增多，

细胞核形态不规则，核膜模糊，线粒体数目明显减少，大

部分粗面内质网高度扩张，部分粗面内质网溶解断裂。6

周后：细胞形态不规则，胞质内见数个脂滴，脂滴体积大，

细胞核固缩，大部分线粒体消失，仅有少量线粒体存在，

大部分粗面内质网断裂溶解，游离核糖体减少。本实验用

4%木瓜蛋白酶和0.03 mol/L的L-半胱氨酸混合液注射后2

周，用透射电镜在20 000倍镜下进行观察可见，木瓜蛋白

酶诱导大鼠膝早期骨关节炎进程中透射电镜下软骨超微结

构呈渐进性变化，于4周时明显，实验认为以4周作为有关

骨性关节炎动物实验模型干预时间节点较为确切。 
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