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挛缩肢体深筋膜中Ⅰ型胶原的表达
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　 　 ［摘要］ 　 目的 　 研究四肢发生制动性挛缩后，深筋膜组织内Ⅰ型胶原表达的变化以及肢体不易被拉伸的原因。
方法　 将兔的右侧股骨干造成重叠短缩型骨折作为实验组，未作处理的左后肢作为对照组。 １ 个月和 ２ 个月后分别切取双后

肢股部外侧中段深筋膜，利用天狼猩红染色、免疫组化染色来观察含有Ⅰ型胶原的纤维束的显微形态，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检

测Ⅰ型胶原的表达、实时荧光定量 ＰＣＲ 法测定Ⅰ型胶原相关基因的表达的情况。 　 结果　 实验组骨折后 １ 个月和 ２ 个月的Ⅰ
型胶原纤维长度均明显小于对照组［（５８．３±１８．５）μｍ ｖｓ （８１．７±１３．４）μｍ，（５１．１±１６．２）μｍ ｖｓ （８３．５±１４．６）μｍ，Ｐ＜０􀆰 ０１］。 与对

照组比较，实验组骨折后 １ 个月和 ２ 个月的Ⅰ型胶原表达量明显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ⅰ型胶原蛋白 ｍＲＮＡ 的相对表达量明显下降

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 　 结论　 肢体挛缩后深筋膜内Ⅰ型胶原含量降低并导致肢体软组织延展性下降。
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０　 引　 　 言

肢体骨折后，骨折断端常发生重叠，肢体短缩。
如不能早期恢复肢体的长度，患肢活动受限，肌肉

组织受到张力变小，易出现制动性挛缩。 经过一段

时间后，行二期手术时，术中肢体将不易牵拉、
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延展，影响骨折断端的复位及术后肢体功能恢

复［１］。 为了恢复骨折处正常对位关系，术者常需要

做广泛软组织的松解，如骨膜剥离等。 骨骼的血供

受到破坏，常引起骨折愈合延迟甚至骨不连等后

果［２］。 在皮肤、肌肉、肌腱、筋膜等组织中，Ⅰ型胶

原蛋白是最主要的胶原蛋白，其直径粗大、具有较

强的抗张能力［３⁃４］。 故我们推测软组织不易被拉

伸，应与Ⅰ型胶原蛋白表达的改变有密切关系。 本

研究选取兔后肢股部的深筋膜组织为研究对象，通
过研究挛缩肌肉组织的深筋膜表达Ⅰ型胶原的变

化，来分析挛缩的肌肉延展性变差的原因，为肢体

骨折二期手术前行牵引、维持肢体长度的处理，提
供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 材料　 ２４ 月龄以上健康新西兰大白兔 ４０ 只，
雌雄不限，体重 ２．０～２．５ ｋｇ，均由南京青龙山动物繁

育场提供 ［实验动物许可证号： ＳＣＸＫ （苏） ２０１７⁃
００１１］；戊巴比妥钠（上海恒瑞医药有限公司）；四甲

基联苯胺（ＤＡＢ）试剂盒（上海基因生物工程有限公

司）；兔抗兔单抗、辣根过氧化酶标记羊抗兔 ＩｇＧ（上
海远慕生物科技有限公司）；总 ＲＮＡ 提取（ＴＲＩｚｏｌ）
试剂（ｏｍｇａ 公司，美国）；ＤＮＡ 酶消化试剂盒、反转

录酶试剂盒（ＴａＫａＲａ 公司，日本）；荧光定量 ＰＣＲ 分

析仪（Ａｐｐｌｉｅｄ⁃Ｂｉｏｓｙｔｅｍｓ，美国）；苦味酸饱和水溶液

（１．２２％）（上海远慕生物科技有限公司）；天狼猩红

（Ｓｉｒｉｕｓ Ｒｅｄ，中国国药集团化学试剂有限公司）；偏
振光显微镜（Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ ８０ｉ ）、ＯＬＹＭＰＵＳ ＣＸ４１
显微镜、ＣＡＮＯＮ ＤＳ１６２７５ 数码相机。
１．２　 方法

１．２．１　 兔股骨重叠骨折模型的制作 　 将每只兔的

右后肢分配至实验组，左后肢分配至对照组。 肌注

麻醉兔后，人为折断右侧股骨干中段，使之完全性

骨折。 由于肌肉的收缩，骨折断端自动处于重叠短

缩状态。 兔麻醉清醒后，置于笼内自由活动。 实验

对动物的处理方法符合国家科学技术部颁发的《关
于善待实验动物的指导性意见》 ［５］。
１．２．２　 深筋膜组织的取材 　 于兔股骨骨折后 １ 个

月和 ２ 个月，各自随机选取 ２０ 只兔子。 耳缘静脉注

射空气处死后，迅速切取双后肢股部外侧中段深

筋膜。
１．２．３　 深筋膜组织的苦味酸天狼猩红染色 　 将切

取的标本立即置于 １０％甲醛固定 ２４ ｈ 后，石蜡包

埋、切片，切片厚约 ４ μｍ，继而脱蜡至水，浸染于苦

味酸天狼猩红溶液 １ ｈ。 水洗后苏木精复染核，脱
水、透明、封片，于偏振光显微镜下观察。
１．２．４　 ＳＰ 法免疫组化检测筋膜组织中Ⅰ型胶原表

达　 将切片脱蜡至水，ＰＢＳ 冲洗 ３ ｍｉｎ×３ 次。 用稀

释后的高 ｐＨ 脱蜡抗原修复液修复后，ＰＢＳ 冲洗。
３％Ｈ２Ｏ２去离子水孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗。 滴加山羊

血清工作液，室温下孵育 １５ ｍｉｎ，吸去多余液体。 滴

加 １ ∶１００ 兔源抗兔Ⅰ型胶原抗体，孵育 ６０ｍｉｎ。 ＰＢＳ
冲洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次，滴加生物素标记山羊抗兔 ＩｇＧ，
３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 冲洗后，滴加辣根过氧化酶

标记链霉素卵白素工作液，３７℃孵育 １０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ
冲洗后，以 ＤＡＢ 显色剂显色。 水冼后，复染、脱水、
透明、封片。 切片在显微镜下观察，见Ⅰ型胶原免

疫阳性产物为棕黄色颗粒，位于深筋膜细胞膜外。
每张切片内任选 ５ 个视野（８００×），采用 ＥＭＡＬ２００
真彩图像分析系统对免疫组化阳性染色强度进行

半定量分析，测量每张切片阳性染色的平均灰度值。
１．２．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测Ⅰ型胶原表达　 ２ 组

各取 ２０ 份骨折后 １ 个月和 ２ 个月的新鲜后肢股部

中段外侧深筋膜，共 ８０ 份，每份质量约 １０ ｍｇ 左右。
经蛋白裂解液裂解后，提取组织总蛋白。 然后加入

上缓冲液，１００℃煮沸 ３０ｍｉｎ。 采用十二烷基硫酸钠

（ＳＤＳ）⁃聚丙烯酰胺凝胶分离电泳（ＰＡＧＥ），再将蛋

白质转到聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，使用封闭液封

闭过夜。 室温下，使用兔抗兔一抗孵育 ２ ｈ， ＴＢＳＴ
清洗 ３ 次；羊抗兔二抗孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次。 最

后，利用 ＥＣＬ 显色，曝光。 采用 ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ＴＬ 图像

分析系统测定 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带 Ａ 值，并与内参照

β⁃ａｃｔｉｎ 的测定值进行比较，计算 Ａ 比值，进行半定

量分析。
１．２．６ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测Ⅰ型胶原的 ｍＲＮＡ 表达　 将

２ 组各 ４０ 份质量约 １０ｍｇ 左右的新鲜兔后肢股部深筋

膜在冰上的低温条件下进行研磨，然后分别加入 ０􀆰 ５
ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 试剂，按 ＴＲＬｚｏｌ 试剂说明书进行 ＲＮＡ 的提

取。 ｃＤＮＡ 合成参照反转录试剂盒说明书进行。 产物

存于－２０℃备用。 检索 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中Ⅰ型胶

原全长 ｍＲＮＡ 序列，应用 Ｐｒｉｍｉｅｒ ５． ０ 软件，委托

ＴａＫａＲａ 宝生物工程（大连）股份有限公司合成Ⅰ型胶原

基因以及内参 ＧＡＰＤＨ 基因的上下游引物，引物序列为

ＧＡＰＤＨ （ 正 向： ５′⁃ＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＡ⁃３′，
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下游：５′⁃ＣＡＣＡＡＴＧＣＣＧＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴ⁃３′）；Ⅰ型胶原蛋

白引物正向： 上游： ５′⁃ＧＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴＴＧＧＴＴＡＴＧＡ⁃３′，
下 游： ５′⁃ＧＧＡＧＧＧＴＣＴＣＡＡＴＣＴＧＧＴＴＧ⁃３′）［６］。 并 用

ＮＣＢＩ 中的 Ｂｌａｓｔ 程序进行核酸序列相似性比较和引物

特异性分析取反转录产物 ｃＤＮＡ １ μＬ 为模板，采用（大
连宝生物公司） ２×ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＤｉｍｅｒＥｖａｓｅｒ 建立反应

体系，将各反应管放入荧光定量 ＰＣＲ 仪，按下列条件扩

增：９５℃ ３０ ｓ，然后 ４０ 个循环按 ９５℃ ５ ｓ，６０℃ ３０ ｓ，读
板，以 ＧＡＤＰＨ 作为内参照，用 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ Ｓｏｆｔｗａｒｅ
Ｖｅｒ． ４．０ 分析目的基因的相对表达水平。
１．３　 统计学分析 　 应用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件包对所有

数据进行分析，计量资料以均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）表

示，组间比较采用 ｔ 检验，以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结　 　 果

２．１　 深筋膜组织的天狼猩红染色 　 深筋膜组织经

天狼猩红染色后，在偏振光显微镜下观察，见深筋

膜组织内的细胞外基质中Ⅰ型胶原呈鲜艳的猩红

色，有较强的双折射光。 对照组的Ⅰ型胶原纤维束

有明显的定向性，密度稍大、形态偏长，而实验组的

定向性较差，密度稍小、形态较短。 见图 １。 实验组

骨折后 １ 个月和 ２ 个月的Ⅰ型胶原纤维长度均明显

小于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０１），见表 １。

图 １　 镜下观察骨折后兔深筋膜内Ⅰ型胶原纤维表达（天狼

猩红染色 ×４００）

２．２　 深筋膜组织的Ⅰ型胶原蛋白免疫组化染色　
深筋膜组织的切片经Ⅰ型胶原免疫组化染色后，
在显微镜下观察，见细胞内和细胞外的中Ⅰ型胶

原蛋白呈棕黄色，实验组的棕黄色染色明显浅于

对照组，见图 ２。 实验组骨折后 １ 个月和 ２ 个月深

筋膜Ⅰ型胶原蛋白免疫组化染色所产生的棕黄色

的平均灰度值均明显高于对照组（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），见
图 ３。

表 １　 兔深筋膜组织中Ⅰ型胶原纤维长度对比（􀭵ｘ±ｓ，μｍ）

组别 ｎ
不同时间Ⅰ型胶原纤维长度

１ 个月 ２ 个月

对照组 ２０ ８１．７±１３．４ ８３．５±１４．６
实验组 ２０ ５８．３±１８．５ ５１．１±１６．２
ｔ 值 ２．５ ２．９
Ｐ 值 ＜０􀆰 ０１ ＜０􀆰 ０１

图 ２　 骨折后兔深筋膜内Ⅰ型胶原蛋白表达（免疫组化染色

×８００）

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５
图 ３　 骨折后不同时间兔深筋膜Ⅰ型胶原免疫组化染色灰

度值比较

２．３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测Ⅰ型胶原的表达 　 实验组

骨折后 １ 个月和 ２ 个月深筋膜组织中Ⅰ型胶原的表

达均显著低于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 ４。
２．４ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测深筋膜Ⅰ型胶原蛋白的

ｍＲＮＡ 表达 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，实验组骨折后 １
个月和 ２ 个月的Ⅰ型胶原蛋白 ｍＲＮＡ 的相对表达

量均显著低于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 ５。
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１、２：实验组术后 １ 个月、２ 个月；３、４：对照组术后 １ 个

月、２ 个月

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５
图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测骨折后深筋膜内Ⅰ型胶原蛋白表

达比较

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５
图 ５　 ＰＣＲ 法检测骨折后深筋膜内Ⅰ型胶原蛋白的 ｍＲＮＡ

的相对表达量比较

３　 讨　 　 论

胶原蛋白是由三条肽链拧成的螺旋形纤维状

大分子蛋白质，作为一种细胞外基质广泛存在皮

肤、肌腱、筋膜等组织中，由于这一长且坚韧的特殊

构型，使这些组织富有弹性，在保持组织整体功能

方面发挥着重要生物力学作用［７］。 胶原蛋白是一

个有多达十余种成员的蛋白质家族，其中Ⅰ型胶原

蛋白含量最多，约占生物体胶原总量的 ９０％。 Ⅰ型

胶原蛋白直径较为粗大，主要作用是吸收和传递应

力，具有较强的抗张能力［８⁃９］。
在对发生四肢制动性挛缩的骨伤患者行Ⅱ期

手术时，发现术中软组织抗拉伸能力增加，特别是

深筋膜、肌膜、肌腱等纤维结缔组织发生挛缩、粘
连，不易伸展，进而影响到骨折短缩畸形的矫正及

术后肢体功能的恢复。 由于Ⅰ型胶原蛋白是纤维

结缔组织的最主要的抗张力蛋白，故本研究推测，
发生制动性挛缩的肢体软组织抗拉伸能力增加，可
能与肢体筋膜、肌膜、肌腱等组织的Ⅰ型胶原蛋白

表达有着密切相关性。
在本研究中，我们选取兔后肢股部的深筋膜为

研究对象，右侧股骨发生重叠、短缩性骨折。 骨折 １
个月和 ２ 个月后，右后肢股部肌肉组织发生制动性

挛缩。 切取右后肢股部中段外侧深筋膜，并置于实

验组，左后肢股部相应部位的深筋膜置于对照组。
天狼猩红染色可见实验组的Ⅰ型胶原蛋白组成的

纤维束定向性较差，并且长度变短。 进行型胶原蛋

白免疫组化染色，并用 ＥＭＡＬ２００ 真彩图像分析系统

分析棕黄色的灰度值；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测Ⅰ型

胶原蛋白的表达；还采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测型胶原蛋

白 ｍＲＮＡ 的表达。 以上结果提示：无论在骨折后 １
个月还是 ２ 个月，实验组深筋膜的型胶原蛋白的量

及其 ｍＲＮＡ 的表达均显著低于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５），
即挛缩的深筋膜表达型胶原蛋白明显减少。

本研究开始之前，我们认为由于Ⅰ型胶原蛋白

具有较强的抗张能力，发生制动性挛缩的肌肉不易

被拉伸时，Ⅰ型胶原蛋白表达应该增加，而结果却

与我们之前的设想截然相反。 出现这一个结果应

该是由于制动导致肢体中Ⅰ型胶原蛋白分解代谢

和合成失衡所造成的［１０］。 但这并未能对筋膜等软

组织延展性能下降给出一个合理解释。 经过仔细

观察与分析，认为在实验前我们混淆了组织的延展

性与刚性这两个概念。 延展性，即韧性，是指组织

受力时发生变形的能力；而刚性，即强度，是指组织

在受力时抵抗变形的能力。
有研究表明，对于包括筋膜组织在内的任何弹

性材料而言，“胡克定律”和“弹性模量（Ｅ）”均能够

反映出其最基本的弹性行为方式［１１］。 在材料弹性

限度内，其应力与应变成正比例关系，即胡克定律，
其比值被称为材料的弹性模量（Ｅ） ［１２⁃１３］。 Ｅ ＝ σ ／ ε，
σ 为应力，ε 为应变。 目前弹性模量作为软组织力

学性能重要参数之一，已经得到较为广泛的研究和

测量，例如足部肌肉及肌腱等组织［１６⁃１７］。 有研究显

示当皮肤等组织中胶原蛋白含量增加时组织的韧

性也相应提高，反之，当组织中胶原蛋白含量减小
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时组织的韧性也下降［１１，１６］。 有学者研究表明弹性

体韧性与弹性模量（Ｅ）成负相关关系，韧性越大的

组织拉伸弹性模量越小［１７⁃１８］。 由于挛缩肢体筋膜

等结缔组织中Ⅰ型胶原蛋白含量下降导致韧性下

降，在韧性下降同时组织的拉伸弹性模量（Ｅ）增大。
根据 Ｅ ＝ σ ／ ε 公式，当收到相同应力 σ（纵向牵引

力）作用时，随着组织弹性模量（Ｅ）增大，发生应变

量 ε（拉伸长度）将变小。 因此与新鲜骨折相比，当
骨折肢体发生制动性挛缩时，由于胶原蛋白含量减

少导致拉伸弹性模量变大，使得软组织难以牵拉、
伸展。 故而实验中得出的“Ⅰ型胶原蛋白表达下

降”的结论，与临床上所见肌肉组织挛缩后延展性

能下降的现象，是完全契合的。
发生制动性肌肉挛缩的骨伤患者，软组织延展

性差，是多种因素共同作用的，包括皮肤、肌肉纤

维、肌膜、肌内膜、肌腱组织的因素，还有其他组织

成分表达改变的因素［１９］。 本研究只单纯检测了深

筋膜组织中Ⅰ型胶原蛋白表达的改变，没有对作用

力大小、组织拉伸度等具体量化，具有显著的局限

性，是本研究不足之处，有待于我们进一步研究。
综上所述，肌肉组织在发生制动性萎缩时，由

于Ⅰ型胶原蛋白的表达变小导致组织弹性模量增

加，延展性下降，导致术中肌肉组织不易于被牵拉、
伸展。 这为临床工作中对于不能早期手术的肢体

骨折患者，进行适当牵引，尽量维持肢体长度，减轻

肢体挛缩程度，降低Ⅱ期手术难度和减小手术创伤

提供了理论依据。
（致谢： 感谢解放军第八二医院王连丽老师以

及南京总医院马恒辉、张明超老师对本实验提供的

帮助。）
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