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[摘要] 目的:本研究旨在探讨基质金属蛋白酶-9(matrix
 

metalloproteinase-9,MMP-9)在出生后小鼠股骨与颅面

骨发育与改建过程中的作用。方法:使用X射线投射技术、Micro-CT扫描及三维成像技术、组织学染色技术,对比

分析 MMP-9基因敲除(MMP-9-/-)小鼠与野生型小鼠在不同发育阶段骨组织的特征。结果:较之野生型小鼠,

MMP-9-/-小鼠的股骨骨小梁厚度明显低于野生型小鼠。12周 MMP-9-/-小鼠的骨髓腔中存在大量脂肪细胞。

MMP-9-/-小鼠颅面骨矿化程度低于野生型小鼠。结论:MMP-9基因缺失抑制了小鼠股骨与颅面骨的发育与改建,

提示 MMP-9在骨发育与骨稳态过程中发挥重要作用。
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[Abstract] Objective:
 

To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

matrix
 

metalloproteinase-9
 

(MMP-9)
 

on
 

the
 

development
 

and
 

re-
modeling

 

of
 

femur
 

and
 

craniofacial
 

bone
 

in
 

postnatal
 

mice.
 

Methods:
 

X-ray
 

projection,
 

Micro-CT
 

scanning,
 

three-di-
mensional

 

imaging,
 

and
 

histological
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

and
 

analyze
 

the
 

characteristics
 

of
 

bone
 

of
 

MMP-9-/-
 

mice
 

with
 

wild-type
 

mice
 

at
 

different
 

developmental
 

stages.
 

Results:
 

Compared
 

with
 

the
 

wild-type
 

mice,
 

the
 

femoral
 

trabecular
 

thickness
 

of
 

adult
 

mice
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

wild-type
 

mice.
 

Fat
 

cells
 

were
 

abundant
 

in
 

the
 

bone
 

marrow
 

cavity
 

at
 

12-week-old
 

MMP-9-/-
 

mice.
 

The
 

degree
 

of
 

skull
 

mineral
 

density
 

in
 

MMP-9-/-
 

mice
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

normal
 

mice.
 

Conclusion:
 

MMP-9
 

gene
 

deletion
 

inhibited
 

the
 

development
 

and
 

remodeling
 

of
 

femoral
 

and
 

craniofacial
 

bones
 

in
 

mice,
 

suggesting
 

that
 

MMP-9
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

bone
 

development
 

and
 

bone
 

home-
ostasis.
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  骨组织发育分为软骨内成骨和膜内成骨两种方

式。膜内成骨见于颅面骨,间充质细胞直接分化为

骨细胞,分泌骨基质形成颅面骨。不同于膜内成骨,
软骨内成骨见于长骨,间质细胞先分化为软骨细胞,
继而软骨细胞被骨细胞代替进行骨发育。

  基质金属蛋白酶家族(matrix
 

metalloprotein-
ase

 

family,MMPs)是降解细胞外基质的重要参与

者,在生理和病理条件下均发挥重要作用[1-3]。研究

表明,有4种基质金属蛋白酶(MMP-2、MMP-9、
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MMP-13、
 

MT1-MMP)参 与 骨 骼 的 发 育 与 改

建[2,4]。MMP-2缺失导致遗传性多中心骨溶解及

颅骨畸形[5-7]。MMP-13缺失导致椎骨和四肢骨生

长和重塑缺陷[8-10]。MT1-MMP缺失影响长骨发育

与改建以及膜内成骨过程[11,12]。

  基质金属蛋白酶-9(matrix
 

metalloproteinase-
9,MMP-9)是 MMPs家族中结构与功能最复杂的

成员之一[13,14]。MMP-9作为破骨细胞标志性蛋

白,在早期小鼠颅骨和四肢骨的破骨细胞中呈高表

达[14-16]。有研究发现 MMP-9在股骨的早期发育和

骨折修复过程中发挥重要作用[6,17,18]。本研究进一

步补充了 MMP-9对出生后小鼠股骨的发育和改建
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的影响,但颅面骨的发育和改建尚未见报道。

  本研究通过使用X射线投射技术,微型计算机

断层扫描(Micro-CT)成像、组织学染色技术,观察

分析 MMP-9-/-小鼠与同窝对照小鼠中股骨及颅面

骨发育差异,研究 MMP-9在股骨与颅面部骨发育

和改建过程中的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物 本实验所使用的动物为 MMP-9
基因敲除小鼠与背景鼠FVB小鼠(中国南京大学模

式动物研究所),小鼠处理过程严格遵循国际机构条

例和武汉大学动物保护委员会规定。利用聚合酶链

反应(polymerase
 

chain
 

reaction,PCR)
 

基因分型方

法检测、验证野生型和突变小鼠的 MMP-9基因表

达情况。本实验使用同窝对照两种雄性小鼠(WT、

MMP-9-/-)。鉴定小鼠基因型引物序列:WT:
 

5’-
GTGGGACCATCATAACATCACA-3 ’, 3 ’-
CTCGCGGCAAGTCTTCAGAGTA

 

-5’。MMP-9
 

mutant:5’-CTGAATGAACTGCAGGACGA-3’,

3’-ATACTTTCTCGGCAGGAGCA-5’。

1.2 主要试剂 多聚甲醛(Fisher
 

Scientific,美
国);乙 二 胺 四 乙 酸(ethylene

 

diamine
 

tetraacetic
 

acid,
 

EDTA,
 

Sigma,美 国);二 甲 苯(Statlab,美
国);无水乙醇、正丁醇、石蜡(国药集团化学试剂有

限公司);伊红染液、苏木精染液(Sigma,美国)。

1.3 X射线投射技术 同窝对照雄性小鼠(WT、

MMP-9-/-)脱颈处死后分离股骨、下颌骨(4、12、

24周,每个时间点3只),放置于4%多聚甲醛固定

液固定24
 

h后,进行X线摄像,观察分析骨骼情况。

1.4 Micro-CT成像 同窝对照雄性小鼠(WT、

MMP-9-/-)脱颈处死后分离颅骨(4、12、24周,每个

时间点3只)、股骨(12、24周,每个时间点3只),进
行断层扫描并将骨骼进行三维成像分析[19]。

1.5 组 织 学 染 色 同 窝 对 照 雄 性 小 鼠(WT、

MMP-9-/-)脱颈处死后分离股骨(4、12、24周,每个

时间点6只)4%多聚甲醛固定液固定24
 

h后,使用

EDTA进行脱钙处理,梯度乙醇脱水,正丁醇透明,
石蜡包埋。组织切片机(Leica,德国)进行组织切

片,苏木精-伊红染色,显微数码成像系统(Leica,德
国)获取图像。

1.6 统计学分析 采用􀭺x±s表示,两组间比较采

用t检验。用GraphPad
 

Prism
 

7软件计算与制图,
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MMP-9
 

基因缺失抑制小鼠股骨的发育与改

建 X线检查结果显示,4周时 MMP-9-/-小鼠股骨

长度短于野生型小鼠(图1a,1b)。组织学染色发现

MMP-9-/-小鼠的生长板处软骨层厚度大于野生型

小鼠(图1c,1d)。

1a:4周小鼠股骨X投射(黑白色图片);1b:4周小鼠股骨X投射(彩

色图片);1c:野生型小鼠伊红-苏木精染色结果;1d:MMP-9-/-小鼠伊

红-苏木精染色结果

图1 MMP-9
 

基因缺失影响小鼠股骨发育

Fig.
 

1 The
 

deletion
 

of
 

MMP-9
 

gene
 

affects
 

the
 

development
 

of
 

fe-

mur
 

in
 

mice.

  X线检查结果显示12周时 MMP-9-/-小鼠股骨

长度短于野生型小鼠(图2a),Micro-CT结果显示

MMP-9-/-小鼠的股骨骨量与野生型小鼠比较差异

无统计学意义,但骨小梁厚度明显低于野生型小鼠,

MMP-9-/-小鼠骨小梁数目多于野生型小鼠(图2b,

2c)。组织学染色发现12周 MMP-9-/-小鼠骨髓腔

内含有大量空泡样脂肪组织(图2d)。

2a:12周小鼠股骨X投射;2b、2c:小鼠股骨 Micro-CT扫描;2d:苏木

精-伊红染色

图2 MMP-9
 

基因缺失影响股骨改建

Fig.
 

2 The
 

deletion
 

of
 

MMP-9
 

gene
 

affects
 

the
 

remodeling
 

of
 

femur
 

in
 

mice.

  Micro-CT结果显示,24周时 MMP-9-/-小鼠的

股骨骨量低于野生型小鼠,但差异无统计学意义(图

3a、3b、3d),骨小梁厚度明显低于野生型小鼠(图
3e),骨小梁的数量多于野生型小鼠(图3f),组织学

染色发现24周 MMP-9-/-小鼠的骨小梁厚度明显少

于野生型小鼠,
 

骨小梁的数量多于野生型小鼠(图
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3c)。小鼠股骨骨量分析见表1。

3a、3b:小鼠股骨 Micro-CT扫描三维重建;3c:苏木精-伊红染色

图3 MMP-9基因缺失影响长骨改建

Fig.
 

3 The
 

deletion
 

of
 

MMP-9
 

gene
 

affects
 

the
 

remodeling
 

of
 

femur
 

in
 

mice.

表1 12周和24周小鼠的股骨骨量分析

Tab.
 

1 Analysis
 

of
 

femur
 

bone
 

mass
 

in
 

mice
 

at
 

12
 

weeks
 

and
 

24
 

weeks 􀭺x±s

组别
BV/TV
/%

Tb.Th
/mm

Tb.N/

1·mm-1

WT
12周 16.47±0.29 0.05±0.01 4.51±0.06
24周 12.00±0.58 0.04±0.01 4.20±0.12

MMP-9-/-
12周 15.80±0.42 0.04±0.01 4.70±0.06
24周 10.00±0.56 0.03±0.01 4.60±0.06

 注:BV/TV:骨量与骨体积比;Tb.Th:骨小梁厚度;Tb.N:骨小梁

数量

2.2 MMP-9
 

基因缺失抑制颅骨的发育与改建 
Micro-CT结果显示2周 MMP-9-/-小鼠的颅骨未矿

化区域多于野生型小鼠,MMP-9-/-小鼠的颅骨骨量

低于野生型小鼠,MMP-9-/-小鼠的颅中缝的宽度大

于野生型小鼠(图4),MMP-9-/-小鼠颅骨的长度和

宽度 均 小 于 野 生 型 小 鼠(表2)。12周 和24周

MMP-9-/-小鼠颅骨的矿化程度均低于野生型小鼠

图4 MMP-9基因缺失影响了颅骨的发育与改建

Fig.
 

4 The
 

deletion
 

of
 

MMP-9
 

gene
 

affects
 

the
 

development
 

and
 

re-
modeling

 

of
 

skull
 

bone
 

in
 

mice.

表2 小鼠颅骨长度和宽度

  Tab.
 

2 Length
 

and
 

width
 

of
 

mice
 

skull
 

bone mm,􀭺x±s

组别 2周 12周 24周

WT
长 9.06±0.15 14.18±0.26 12.64±0.09
宽 8.41±0.08 9.97±0.26 8.83±0.06

MMP-9-/-
长 8.40±0.06 13.67±0.42 12.40±0.06
宽 7.90±0.41 9.57±0.15 8.62±0.04

(图4)。12周和24周 MMP-9-/-小鼠颅骨长度和宽

度与野生型小鼠均无明显差异(表2)。

2.3 MMP-9基因缺失抑制小鼠下颌骨发育与改建

X线结果显示4周和12周和24周 MMP-9-/-小鼠

下颌骨密度低于野生型小鼠(图5、表3)。

表3 下颌骨骨密度分析

Tab.
 

3 Analysis
 

of
 

mandibular
 

bone
 

density
 

in
 

mice

g/cm3,􀭺x±s

组别 4周 12周 24周

WT 0.060±0.001 0.090±0.001 0.104±0.002
MMP-9-/- 0.041±0.001 0.076±0.001 0.083±0.002

图5 MMP-9
 

基因缺失影响了小鼠下颌骨发育与改建(*
 

P<

0.05,**
 

P<0.01)

Fig.
 

5 The
 

deletion
 

of
 

MMP-9
 

gene
 

affects
 

the
 

development
 

and
 

re-

modeling
 

of
 

mandible
 

in
 

mice
 

(*
 

P<0.05,**
 

P<0.01)

3 讨论

3.1 MMP-9对出生后小鼠股骨发育和改建的影响

在股骨早期发育过程中,MMP-9参与了生长板肥大

软骨区破软骨细胞的诱导及基质的降解,与血管内

皮生长因子共同作用调节血管生成[17,20]。在骨折

修复早期阶段,
 

MMP-9基因缺失导致骨骼祖细胞

大多向软骨细胞分化,影响骨折愈合[18]。在本研究

中我们发现第4周 MMP-9-/-小鼠的生长板处软骨

层厚度大于野生型小鼠。在第12周,MMP-9-/-小鼠

的生长板区和野生型小鼠无差异,这与先前的研究

结果一致[6,17]。在早期(2~8周),MMP-9基因缺

失小鼠的生长板区软骨层的厚度大于野生型小鼠,
在成年后其生长板区软骨层恢复正 常[17],提 示

 

MMP-9参与生长板肥大软骨区破软骨细胞的诱导

及血管入侵并在股骨早期发育过程中发挥重要作

用,而在成年后,对生长板区软骨层的影响不明显。

  Micro-CT及组织学结果显示第12周和第24
周 MMP-9-/-小鼠的骨小梁厚度低于野生型小鼠,骨
小梁数量多于野生型小鼠,这与之前的研究结果一

致[6]。说明 MMP-9在股骨改建过程中也发挥着重

要作用。组织学染色结果显示12周 MMP-9-/-小鼠

骨髓腔内含有大量的脂肪细胞样空泡组织,表明
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MMP-9可能参与了骨髓干细胞向成骨细胞和成脂

肪细胞向分化的调控。以上结果表明 MMP-9在股

骨改建过程中的作用可能与骨髓干细胞的分化及成

骨细胞与破骨细胞的相互作用有关,但需要进一步

的研究来证实。

3.2 MMP-9对颅面骨发育和骨改建的影响 有研

究表明,MMP-9基因在早期小鼠颅骨中表达[15,21]。
但缺乏对 MMP-9基因缺失对小鼠颅面部骨发育影

响的研究。本研究发现在第2周时,MMP-9-/-小鼠

的颅骨矿化程度、长度和宽度均低于野生型小鼠,

MMP-9-/-小鼠 的 颅 中 缝 宽 于 野 生 型 小 鼠,说 明

MMP-9在小鼠颅骨发育过程中发挥重要作用。

  且在第12周和第24周,MMP-9-/-小鼠颅骨矿

化程度仍低于野生型小鼠,说明 MMP-9在小鼠颅

骨改建过程中发挥重要作用。但小鼠颅骨的长度和

宽度与野生型小鼠无明显差异,说明 MMP-9可能

在小鼠颅骨早期发育过程中影响颅骨长度与宽度,
但未对小鼠颅骨形态产生影响。MMP-9-/-小鼠的

下颌骨骨密度低于野生型小鼠,表明 MMP-9可能

在小鼠下颌骨发育和改建过程发挥重要作用。

  总之,MMP-9基因缺失抑制了小鼠股骨与颅面

骨的发育与改建,提示 MMP-9在骨发育与骨改建

过程中起重要作用。
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