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文题释义： 

胱硫醚 β 合成酶：是一种细胞质中的同源四聚体，在维生素 B6的催化下，胱硫醚 β 合成酶能使丝氨酸与同

型半胱氨酸合成胱硫醚，其催化 L-半胱氨酸生成内源性 H2S。 

胱硫醚γ裂解酶：是一种参与半胱氨酸合成的酶，催化胱硫醚脱氨水解成半胱氨酸、α 酮丁酸及氨，是心

血管中产生的一种重要的内源性 H2S 酶，主要存在于血管平滑肌、内皮细胞中。 

基质金属蛋白酶：是酶活性依赖锌离子蛋白酶超家族，是关节软骨基质降解最主要的蛋白水解系统。 

 

摘要 

背景：H2S 是重要的炎症调节因子，广泛存在于人体各组织器官中，在多个系统疾病中发挥着重要作用。 

目的：通过研究兔膝骨关节炎模型中 H2S 对关节软骨退变的影响，探讨 H2S 对骨性关节炎的治疗作用。 

方法：取 32 只新西兰大白兔随机分为空白对照组、骨性关节炎组、H2S 干预组和抑制 H2S 生成组，每组 8 只。

空白对照组不做处理，骨性关节炎组、H2S 干预组和抑制 H2S 生成组以改良 Hulth 法建立骨性关节炎模型后，

分别给予膝关节腔注射生理盐水、NaHS 稀释液(60 μmol/L)、H2S 合成酶抑制剂(氨基氧乙酸，37.5 mg/kg；炔

丙基甘氨酸，60 mg/kg)各 1 mL，1 次/周，连续 6 周。实验方案于 2018-03-01 经青岛大学动物实验伦理委员

会批准，批准号：AHQU-MAL2018032。 

结果与结论：①病理变化：空白对照组关节软骨形态正常；骨性关节炎组关节软骨退变严重；H2S 干预组

关节软骨退变较轻；抑制 H2S 生成组关节软骨退变较骨性关节炎组更重；②Mankin’s 评分：骨性关节炎组、

H2S 干预组和抑制 H2S 生成组评分较空白对照组均增加；H2S 干预组较骨性关节炎组评分更低，抑制 H2S

生成组较骨性关节炎组评分高；③Ⅱ型胶原染色：与空白对照组比，骨性关节炎组Ⅱ型胶原阳性染色降低，

分布不均；H2S 干预组Ⅱ型胶原阳性染色较骨性关节炎组表达增多；抑制 H2S 生成组Ⅱ型胶原阳性染色降

低且表浅层出现缺损；④与骨性关节炎组比较，H2S 干预组关节软骨中基质金属蛋白酶 1、基质金属蛋白

酶 3 与基质金属蛋白酶 13 mRNA 表达水平降低；抑制 H2S 生成组上述 mRNA 表达水平增加。结果说明，

H2S 可以抑制关节软骨中基质金属蛋白酶 1、基质金属蛋白酶 3 与基质金属蛋白酶 13 mRNA 的表达水平，

减少关节软骨Ⅱ型胶原蛋白降解，对骨关节炎中的关节软骨有保护作用。 
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Hydrogen sulfide protects articular cartilage in rabbit models of knee osteoarthritis  

 
Li Xianan, Tian Shaoqi, Wang Yuanhe, Liu Jiangjun, Ding Tao, Chu Guoqing, Sun Kang (Department of Joint 

Surgery, the Affiliated Hospital of Qingdao University, Qingdao 266500, Shandong Province, China) 

 
Abstract 

BACKGROUND: H2S is an important inflammatory regulator, which widely exists in various tissues and 

organs of human body and plays an important role in many systemic diseases. 

造模： 

应用改良 Hulth

法建立兔膝关

节骨性关节炎

模型 

 

分组： 

(1)空白对照组 

(2)骨关节炎组 

(3)H2S 干预组 

(4)抑制 H2S 生成组 

观察指标： 

(1)苏木精-伊红染色 

(2)Mankin’s 评分 

(3)免疫组织化学 

(4)反转录 PCR 

结论： 

硫化氢对骨关

节炎关节软骨

具有一定的保

护作用 

硫化氢干预膝关节骨性关节炎兔模型关节软骨的变化 



Li XN, Tian SQ, Wang YH, Liu JJ, Ding T, Chu GQ, Sun K. Hydrogen sulfide protects articular cartilage in rabbit models of knee osteoarthritis.  
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2019;23(31):4992-4997. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.1984 

P.O. Box 10002, Shenyang   110180   www.CRTER.org 4993 

OBJECTIVE: To investigate the effect of H2S on articular cartilage degeneration in rabbit knee osteoarthritis model and to explore the 

therapeutic effect of H2S on osteoarthritis.  

METHODS: Thirty-two New Zealand white rabbits were randomly divided into four groups: blank control, osteoarthritis, H2S, and H2S inhibition 

groups (n=8/group). Blank control group was not treated, the other three groups were used to establish the osteoarthritis model by modified Hulth 

method, and were then injected with normal saline, NaHS diluent (60 μmol/L) and H2S synthase inhibitor (aminooxyacetic acid, 37.5 mg/kg; 

propargylglycine, 60 mg/kg) 1 mL each into the knee joint cavity once a week for 6 weeks. The study was approved by the Laboratory Animal 

Ethical Committee of Qingdao University, approval No. AHQU-MAL2018032. 

RESULTS AND CONCLUSION: (1) Pathological changes: the morphology of articular cartilage in the blank control group was normal; the 

degeneration of articular cartilage in the osteoarthritis group was serious; the degeneration of articular cartilage in the H2S group was mild; 

and the degeneration of articular cartilage in the H2S inhibition group was more serious than that in the osteoarthritis group. (2) Mankin’s score 

showed that the scores in the osteoarthritis, H2S and H2S inhibition groups were significantly higher than those in the blank control group (P < 

0.05); the scores in the H2S group were lower than those in the osteoarthritis group, and the scores in the H2S inhibition group were 

significantly higher than those in the osteoarthritis group (P < 0.05). (3) Type II collagen staining showed that compared with the blank control 

group, the positive staining of type II collagen in the osteoarthritis group was significantly lower and unevenly distributed; the positive staining 

of type II collagen in H2S group was higher than that in osteoarthritis group; the positive staining of type II collagen in H2S inhibition group was 

significantly lower and the superficial layer was defective. (4) Compared with the osteoarthritis group, the mRNA expression levels of matrix 

metalloproteinase-1, matrix metalloproteinase-3 and matrix metalloproteinase-13 in articular cartilage were decreased in the H2S group, and 

increased in the H2S inhibition group compared with the osteoarthritis group. (5) These results show that H2S can inhibit the mRNA expression 

of matrix metalloproteinase-1, matrix metalloproteinase-3 and matrix metalloproteinase-13 in articular cartilage, reduce the degradation of 

type II collagen in articular cartilage, and protect articular cartilage in osteoarthritis. 

Key words: osteoarthritis; hydrogen sulfide; type II collagen; matrix metalloproteinase; rabbits; articular cartilage; soft tissue construction; 

tissue engineering 

Funding: the National Natural Science Foundation of China (Youth Foundation), No. 81702172 (to TSQ); the Qingdao Livelihood Science 

and Technology Program, No. 17-3-3-12-nsh (to SK) 

 

0  引言  Introduction 

骨性关节炎又被称作退行性骨关节病，在老年人口中

高度流行，是导致60岁以上人群关节疼痛和关节功能丧失

三个最常见原因之一[1-2]。骨性关节炎的发病机制尚未完全

清楚，如今人们普遍认为其本质是在机械性和生物性因素

共同作用下，关节软骨分解代谢及合成代谢失调，从而导

致关节软骨细胞凋亡及细胞外基质、软骨下骨退变[3-4]。关

节软骨基质的主要成分是胶原蛋白，其中90%以上的是Ⅱ

型胶原蛋白[5]。基质金属蛋白酶在细胞外基质降解过程中

起着重要作用，对骨性关节炎的发病有着重要意义[6]。 

硫化氢(H2S)是继一氧化氮和一氧化碳之后，人们发现

的第3种生物气体信号分子[7]。既往研究表明，H2S可参与

调节离子通道、蛋白修饰、抗氧化、抗凋亡等代谢过程，

是重要的炎症调节因子，广泛存在于人体各组织器官中，

在多个系统疾病中发挥着重要作用 [8-10] 。 2010年，

Whiteman等[11]首次证明了人膝关节滑液中存在H2S。随后

又有研究显示，骨性关节炎及类风湿性关节炎患者膝关节

液中H2S的水平与健康志愿者存在差异，提示H2S可能在关

节疾病中发挥一定作用[12]。 

作者拟应用外源性H2S干预兔骨性关节炎模型，通过

观察其关节软骨退变的组织形态学变化及关节软骨中基质

金属蛋白酶的基因表达情况，来探索H2S对骨性关节炎的

作用及影响。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  于2018年5至12月在青岛大学中心实

验室完成。 

1.3  材料 

实验动物：体质量2.5-3.0 kg，兔龄为10-12月龄雄性

清洁级新西兰大白兔32只，由青岛大学中心实验室动物房

提供，动物许可证号：SYXK(鲁)20150003。室温下分笼

饲养于无特殊病原菌的动物房，标准饲料饲养，动物可以

自由进食和水，实验前适应性饲养3 d。实验过程均

2018-03-01经青岛大学实验动物管理伦理委员会批准，批

准号：AHQU-MAL2018032，符合实验动物伦理要求。 

实验使用的主要试剂和仪器：硫氢化钠(NaHS)购自上

海麦克林公司；CBS酶抑制剂-氨基氧乙酸、CSE酶抑制剂-

炔丙基甘氨酸购自美国Sigma公司；两步法抗兔免疫组化试

剂盒购自武汉博士德公司；RNA 提取试剂盒 (TRIzol
® 

Reagent)购自美国Invitrogen公司；基质金属蛋白酶1、基质

金属蛋白酶3、基质金属蛋白酶13以及内参β-actin的上下游

引物购自上海生物工程有限公司；SYBR Premix Ex TaqⅡ

试剂盒(Perfect Real-Time)购自日本TaKaRa公司；倒置显

微镜购自日本Olympus BX公司；荧光定量基因扩增仪购自

美国ABI7300公司；恒温水浴箱(LRH-150)购自上海益恒公

司；紫外分光光度仪购自美国Labsytem公司。 

1.4  方法 

1.4.1  实验分组  将32只新西兰大白兔采用随机数字表

法随机分为空白对照组、骨性关节炎组、H2S干预组和抑

制H2S生成组，每组8只。 

1.4.2  兔骨性关节炎模型建立  见表1。 

1.4.3  药物干预  术后1周开始，骨性关节炎组给予膝关节

腔注射生理盐水1 mL，H2S干预组膝关节腔给予注射     

60 μmol/L的NaHS稀释液1 mL，抑制H2S生成组膝关节腔给

予注射H2S合成酶抑制剂(氨基氧乙酸，37.5 mg/kg；炔丙基

甘氨酸，60 mg/kg)1 mL，1次/周，连续6周。空白对照组不

做任何处理。 

1.4.4  大体观察  处死动物后，切开其膝关节囊暴露出关

节软骨，首先对其进行大体观察。 
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1.4.5  病理学观察  将软骨样本用常规梯度乙醇脱水，

EDTA溶液脱钙，石蜡包埋后垂直软骨表面方向作4 μm厚

连续切片，然后行苏木精-伊红染色，每张切片随机选3个

不同视野，根据改良Mankin评分系统进行评估[14]。由2名

病理科医师轮流阅片评分，取平均分。 

1.4.6  免疫组化观察Ⅱ型胶原蛋白表达  将石蜡切片常

规烤片、脱蜡、水化；浸入柠檬酸盐缓冲液用微波修复抗

原；用体积分数5%羊血清(PBS配置)在37 ℃下恒温封闭

30 min；滴羊抗兔Ⅱ型胶原蛋白多克隆抗体4 ℃孵育过夜；

HRP标记的二抗37 ℃孵育30 min；DAB显色8-12 min；

树脂封固后应用图像采集系统分析结果。 

1.4.7  反转录PCR检测软骨细胞中基因表达  取出液氮

中的关节软骨标本，研磨后加入1 mL Trizol溶液，将组织

匀浆，直至标本溶化。静置5 min后向匀浆液中加入200 μL

氯仿(1 mL的Trizol配200 μL的氯仿)，在室温下静置3.0- 

4.0 min。4 ℃，12 000 r/min离心15 min后取无色上清液

400 μL，然后加入等量的400 μL预冷的异丙醇，室温下放

置5 min。4 ℃，12 000 r/min离心10 min后弃去上清液，

加入1 mL体积分数75%乙醇洗涤沉淀2次。室温下放置晾

干，加入50 μL不含RNA酶的双蒸水反复吹打，混匀，充分

溶解RNA。利用紫外分光光度仪测量吸光度值及RNA的浓

度，核酸A260/A280值应介于1.8-2.0之间，重复测量3次。按

照反转录试剂盒说明书将RNA反转录为cDNA，-20 ℃保

存。应用SYBR Premix Ex TaqⅡ试剂盒行实时荧光定量

PCR检测，分析样本中基质金属蛋白酶1、基质金属蛋白

酶3与基质金属蛋白酶13的基因相对表达量。目的基因及

内参的引物序列情况见表2。样本中基质金属蛋白酶1、基

质金属蛋白酶3、基质金属蛋白酶13的基因相对表达情况

根据公式 RQ=2
-∆∆Ct计算。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5  主要观察指标  ①大体观察；②病理学观察；③免疫

组化观察Ⅱ型胶原蛋白表达；④反转录PCR检测软骨细胞

中基因表达。 

1.6  统计学分析  所有数据均使用SPSS 22.0统计分析

软件(美国IBM公司)进行统计学分析，定量资料以x
_

±s描述，

符合正态分布的数据运用单因素方差分析比较组间差异，

不符合正态分布的数据则采用非参数秩和检验比较组间差

异。P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  实验选用新西兰大白兔32只，分

为4组，实验过程无脱失，全部进入结果分析。 

2.2  硫化氢可改善膝骨关节炎模型兔关节软骨的大体形

态  空白对照组关节软骨面光滑平整、光泽明亮，关节边

缘规则齐整，无骨赘形成，见图1A。骨性关节炎组关节软

骨呈灰黄色，表面粗糙，有裂隙及溃疡形成，但多数未达

到骨质，有较多骨赘形成，见图1B。H2S干预组关节软骨

呈淡黄色，表面欠光滑，光泽较明亮，有少量裂纹及骨赘

形成，见图1C。抑制H2S生成组关节软骨表面有大量裂隙

及溃疡形成，多达骨质，软骨退变严重，软骨下骨暴露，

并有大量骨赘形成，见图1D。 

2.3  硫化氢可改善膝骨关节炎模型兔关节软骨的病理学

表现  苏木精-伊红染色结果显示，空白对照组可见软骨细

胞排列整齐，潮线清晰完整，细胞呈梭形，胞核完整，胞

浆密度均匀，细胞表面有不规则胞突，见图2A。骨性关节

炎组可见软骨细胞及基质胶原纤维排列紊乱，层次不清，

潮线不完整，细胞轮廓不清，胞浆内可见脂滴或囊泡，胞

核边聚或固缩，见图2B。H2S干预组可见潮线较完整，软

骨细胞形态大致正常，轮廓清晰，胞核及胞膜基本完整，

胶原纤维尚清晰，滑动带明显，见图2C。抑制H2S生成组

可见潮线裂隙多，不完整，软骨细胞大量增生，细胞轮廓

不清晰，胞浆内出现囊泡，胞核固缩，胶原纤维排列紊乱，

表 1  兔骨性关节炎的造模过程 

Table 1  Model process of rabbit osteoarthritis    

项目 内容 

造模目的 研究 H2S 对骨性关节炎的作用及影响 

选择动物的条件 10-12 月龄雄性新西兰大白兔 32 只，体质量 2.5-3.0 kg 

模型与所研究疾

病的关系 

改良 Hulth 法是一种稳定的、易复制的人工诱导骨关节炎造模

法，是研究骨性关节炎等疾病常用的动物模型造模法
[13]

 

动物来源及品系 由青岛大学中心实验室动物房提供 

造模技术描述 适应性喂养 3 d 后，采用改良 Hulth 法制作，即切断其膝关

节前十字韧带及内侧副韧带，摘除内侧半月板
[13]

。术后连

续 3 d，肌肉注射青霉素 400 000 U 预防感染，1 周后，强

迫各组兔每天活动 0.5 h，连续 6 周。 

动物数量及分组

方法 

32 只兔随机分为空白对照组、骨性关节炎组、H2S 干预组

和抑制 H2S 生成组，每组 8 只  

造模成功评价指

标 

兔膝关节内翻畸形，关节软骨退变，软骨下骨暴露 

造模后观察指标 ①大体观察；②病理学观察；③免疫组化观察Ⅱ型胶原蛋

白表达；④反转录 PCR 检测软骨细胞中基因表达 

造模后动物处理 末次关节腔注射后 1 周，空气栓塞法处死兔子，在兔膝关

节面软骨处定点取材，深达软骨下骨，约 0.5 cm
3
大小，

用 0.9%氯化钠溶液清洗软骨表面组织及血迹，将软骨置于

40 g/L 多聚甲醛溶液和液氮中冷存备用。 

伦理委员会批准 实验经青岛大学实验动物管理伦理委员会批准，批准号：

AHQU-MAL2018032 

 

 

表 2  各目的基因及内参的引物序列情况 

Table 2  Primer sequences of target genes and internal references    

基因引物名称            基因引物具体序列 

基质金属蛋白酶 1 

  上游序列              5’-AAG CCA GAT GCT GAA ACC CTG-3’ 

  下游序列              5’-GAC CCT TGG AGA CTT TGG TGA AT-3’ 

基质金属蛋白酶 3 

  上游序列              5’-ACA CCG GAT CTG CCA AGA GA-3’ 

  下游序列              5’-CTG GAG AAC GTG AGT GGA GTC A-3’ 

基质金属蛋白酶 13 

  上游序列              5’-TTG ACC ACT CCA AGG ACC CAG-3’ 

  下游序列              5’-GAG GAT GCA GAC GCC AGA AGA-3’ 

内参 β-actin 

  上游序列              5’-CGA GAT CGT GCG GGA CAT-3’ 

  下游序列              5’-CAG GAA GGA GGG CTG GAA C-3’ 
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层次不清，见图2D。 

与空白对照组相比，其余3组改良Mankin’s评分明显升

高，说明造模成功；且H2S干预组改良Mankin’s评分低于

骨性关节炎组，说明膝关节注射外源性H2S能一定程度上

保护软骨；抑制H2S生成组的改良Mankin’s评分高于骨性

关节炎组，这说明抑制关节内H2S产生会加重软骨退变，

见表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  硫化氢可增加膝骨关节炎模型兔关节软骨中Ⅱ型胶

原蛋白的表达  免疫组化染色结果显示，空白对照组Ⅱ型

胶原阳性染色广泛，颜色深，均匀分布于关节软骨各层之

中，见图3A。骨性关节炎组Ⅱ型胶原阳性染色明显减少，

分布不均，表浅层出现缺损，见图3B。H2S干预组Ⅱ型胶

原阳性染色分布可，阳性染色略低于空白对照组，见图3C。

抑制H2S生成组Ⅱ型胶原阳性染色显著分散，色浅，各层

中均出现较大缺损或裂隙，见图3D。  

2.5  硫化氢可抑制膝骨关节炎模型兔关节软骨中基质金

属蛋白酶mRNA的表达水平  结果显示，与空白对照组相

比，其他3组关节软骨的基质金属蛋白酶1、基质金属蛋白

酶3、基质金属蛋白酶13 mRNA表达水平增多(P < 0.05)。

与骨性关节炎组相比，H2S干预组软骨中基质金属蛋白酶

1、基质金属蛋白酶3和基质金属蛋白酶13的mRNA的表达

水平降低(P < 0.05)。而制H2S生成组软骨中的基质金属蛋

白酶1、基质金属蛋白酶3与基质金属蛋白酶13的mRNA的

表达水平较骨性关节炎组增加(P < 0.05)，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 3  硫化氢对膝骨关节炎模型兔关节软骨改良 Mankin’s 评分的影

响                                                (x
_

±s，n=8) 

Table 3  Effect of of hydrogen sulfide on the advanced Mankin's 

score of rabbit cartilage in each group   

组别                              Mankin’s 评分        

空白对照组                        0.25±0.46 

骨性关节炎组                      8.88±1.25
 

H2S 干预组                        4.25±1.04
 

抑制 H2S 生成组                   10.63±1.19
 

P 值                              < 0.01 

 

图注：图中 A 为空白对照组：为正常关节软骨结构；B 为骨性关节炎组：关节软骨退变较重，较多骨赘形成；C 为 H2S 干预组：关节软骨退

变较轻，少量骨赘形成；D 为抑制 H2S 生成组：关节软骨退变重，软骨下骨暴露，骨赘增生明显。 

图 1  硫化氢对膝骨关节炎模型兔关节软骨的大体形态的影响 

Figure 1  Effect of of hydrogen sulfide on the gross observation of knee joint in rabbit models of osteoarthritis 

 

图注：图中 A 为空白对照组：正常软骨结构；B 为骨性关节炎组：软骨细胞轮廓不清，层次紊乱；C 为 H2S 干预组：软骨细胞形态大致正常；

D 为抑制 H2S 生成组：软骨细胞大量增生，细胞层次严重紊乱。 

图 2  硫化氢对膝骨关节炎模型兔关节软骨的病理学表现的影响(苏木精-伊红染色，×200)   

Figure 2  Effect of of hydrogen sulfide on the histological observation of knee joint in rabbit models of osteoarthritis (hematoxylin-eosin 

staining, ×200) 

图注：图中 A 为空白对照组：阳性染色均

匀广泛；B 为骨性关节炎组：阳性染色少

而浅，表层出现裂隙；C 为 H2S 干预组：

阳性染色较广，未见明显裂隙；D 为抑制

H2S 生成组：阳性染色浅且显著分散，出

现较大裂隙。 

图3  各组关节软骨中Ⅱ型胶原蛋白表达

情况(×200)   

Figure 3  Expression of type II collagen 

in articular cartilage of each group 

(×200) 



李夏楠，田少奇，王远贺，刘江俊，丁涛，褚国庆，孙康. 硫化氢可对膝骨关节炎模型兔关节软骨发挥保护效应[J]. 

中国组织工程研究，2019，23(31):4992-4997. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.1984 

 ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 4996 

A B C D
0

50

100

150

200

a

a

a

基
质
金
属
蛋
白
酶

1
 m

R
N

A
表

达
水
平

(2
-△
△

C
t )

A B C D
0

50

100

150

200

a

a

a

基
质
金
属
蛋
白

酶
3
 m

R
N

A
表

达
水
平

(2
-△
△

C
t )

A B C D
0

50

100

150 a
a

a

基
质
金
属
蛋
白

酶
1

3
 m

R
N

A
表

达
水
平

(2
-△
△

C
t ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  Discussion 

近年来生命科学发展迅速，人体生命活动中多种具有重

要作用的气体小分子也逐步被发现。20世纪80至90年代，

人们先后发现一氧化氮及一氧化碳在人体生命活动中具有

的重要作用，开启了对人体中气体小分子研究的大门[15-17]。

21世纪初，H2S作为第3种气体小分子在体内被发现，其作

为信号分子在体内发挥的各项作用也逐渐被展开研究。一

系列事实研究表明，机体内生理浓度的H2S广泛参与了多

个系统生理病理过程的调节，在生命活动中有着特殊的作

用[18-20]。2010年，Whiteman等[11]首次在人膝关节滑液中

检测出H2S的存在。随后，人们证实关节软骨中存在H2S

合成酶[21]。体内H2S合成酶主要为胱硫醚-β-合成酶胱硫 

醚-γ-裂解酶，其催化L-半胱氨酸生成内源性H2S
[22]。有

研究发现，膝关节内H2S和H2S合成酶的表达与关节软骨退

变程度有相关性，这可能与内源性H2S的抗炎、抗凋亡、

抗氧化等作用有关[12，21]。以上报道多数以体外细胞实验作

为研究方向，作者利用兔骨性关节炎模型，通过外源性H2S

及H2S生成抑制剂进行干预，从2个方面验证H2S对软骨退

变的作用影响。内源性H2S以气体形式发挥作用，而外源

性H2S不稳定，多以硫化氢供体的形式被用作研究，此次

研究采用的NaHS是一种常用的硫化氢供体，其溶于水或

体液后能迅速释放大量的H2S。一般情况下，硫化氢的毒

性水平在毫摩尔范围内，生理水平的硫化氢则在微摩尔范

围(50-160 μmol/L)
[23]，实验以低浓度生理水平的硫化氢展

开研究，以保证硫化氢在治疗过程中的相对安全性。 

骨性关节炎的发病机制尚未完全清楚，软骨退变是其

主要病理改变，除机械性因素外，炎症因素是其发病的重

要原因，各种炎症因子参与诱导了软骨细胞外基质的降解，

这是软骨退变的重要病理变化[23]。关节软骨基质的主要成

分是胶原蛋白，它使软骨具有张力和剪切力特性，占关节

软骨质量的50%以上，关节软骨中有15种以上的胶原纤维，

Ⅱ型胶原蛋白占其中90%-95%
[24]。骨性关节炎的病理变化

表现为关节软骨胶原纤维支架损伤，软骨水分显著增多，

其本质是在各种蛋白酶的作用之下，Ⅱ型胶原纤维降解代

谢速率显著增快，Ⅱ型胶原纤维被裂解[25]。基质金属蛋白

酶是酶活性依赖锌离子蛋白酶超家族，是关节软骨基质降

解最主要的蛋白水解系统，其中基质金属蛋白酶1、基质金

属蛋白酶3和基质金属蛋白酶13是破坏软骨的主要介质，

其受炎症、应激及分化诱导的信号调节[26-27]，能够裂解软

骨基质的各种成分，与胶原纤维的降解密切相关，对骨性

关节炎的发病起着重要作用。相较于正常软骨，骨性关节

炎软骨中的基质金属蛋白酶表达显著增多，抑制基质金属

蛋白酶可有效减少软骨基质的降解[28]。有研究证实，H2S

可一定程度抑制白细胞介素1β诱导的软骨细胞基质金属蛋

白酶的表达[29]。实验通过动物模型进一步验证H2S这一作

用。 

免疫组化染色结果显示，骨性关节炎组中Ⅱ型胶原纤

维染色较空白对照组明显减少，分布不均，且各层中出现

裂隙和缺损，符合骨性关节炎的病理表现。给予外源性H2S

干预后，Ⅱ型胶原蛋白阳性染色增加，软骨各层中较少出

现裂隙。而给予H2S生成抑制剂后，Ⅱ型胶原蛋白的阳性

染色较模型组更加分散，软骨各层中出现较大的裂隙及缺

损。另一方面，结果显示骨性关节炎组软骨中基质金属蛋

白酶1、基质金属蛋白酶3与基质金属蛋白酶13的mRNA表

达均增多，与既往的研究结果一致[28]。给予外源性H2S干

预后，基质金属蛋白酶1、基质金属蛋白酶3与基质金属蛋

白酶13的mRNA表达降低，而抑制H2S生成后，以上3种基

质金属蛋白酶的mRNA表达水平则有所升高。这提示一定

浓度的H2S可以通过抑制基质金属蛋白酶1、基质金属蛋白

酶3与基质金属蛋白酶13的过量生成来减少关节软骨中Ⅱ

型胶原纤维的降解，从而减轻骨性关节炎中关节软骨的损

伤。基于以上研究结果，作者认为一定浓度的H2S可以通

过抑制基质金属蛋白酶1、基质金属蛋白酶3与基质金属蛋

白酶13的表达水平来降低关节软骨Ⅱ型胶原蛋白和细胞外

基质的降解，使软骨基质的合成代谢与降解代谢之间保持

相对平衡，进而保护关节软骨。通过实验，一方面对一定

浓度的外源性H2S治疗骨性关节炎的积极作用给予了肯

定，另一方面也为关节中内源性H2S的存在意义提供了研

究基础。但是H2S调节基质金属蛋白酶1、基质金属蛋白酶

3与基质金属蛋白酶13的表达的信号通路以及H2S治疗骨

空白对照组         骨性关节炎组       H2S 干预组      抑制 H2S 生成组 

图注：a
P < 0.05。 

图 4  硫化氢对膝骨关节炎模型兔关节软骨中基质金属蛋白酶 1、基质金属蛋白酶 3 与基质金属蛋白酶 13 mRNA 表达的影响 

Figure 4  Effect of hydrogen sulfide on the mRNA expression levels of matrix metalloproteinase-1, matrix metalloproteinase-3 and matrix 

metalloproteinase-13 in articular cartilage in rabbit models of knee osteoarthritis 
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性关节炎的浓度范围和安全性还需进一步研究。 
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