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低强度脉冲超声波对髁突软骨细胞炎症状态的作用研究

（内蒙古医科大学附属医院 口腔科，内蒙古 呼和浩特 010050）

【摘 要】目的 观察低强度脉冲超声波对白介素-1β制造的大鼠髁突软骨细胞炎症模型中MAPK信号通路相关

因子磷酸化的表达变化。方法 二次酶消化法分离髁突软骨细胞并完成鉴定。将分离出的大鼠髁突软骨细胞随机分

为3组，加入3种不同浓度的IL-1β处理并进行Ⅱ型胶原与MMP-13免疫细胞化学染色，筛选出最佳致炎浓度。再次

将所提取的大鼠髁突软骨细胞随机分为3组：NC组、OA组、LIPUS组，处理后对Ⅱ型胶原、p38、p-p38、ERK1/2、p-

ERK1/2进行免疫细胞化学染色，观察蛋白表达情况。结果（1）成功提取大鼠髁突软骨细胞。（2）IL-1β：10 ng/mL组Ⅱ
型胶原表达量降低最明显，差异有统计学意义（P＜0.05），MMP-13表达量升高最明显，差异有统计学意义（P＜0.05）。

（3）OA组与LIPUS组Ⅱ型胶原表达量均降低，差异有统计学意义（P＜0.05），OA组降低更明显，差异有统计学意义

（P＜0.05）。3组的p38、ERK1/2表达量无明显差异（P＞0.05）。OA组与LIPUS组p-p38、p-ERK1/2表达量均升高，差

异有统计学意义（P＜0.05），OA组升高更明显，差异有统计学意义（P＜0.05）。结论（1）二次酶消化法成功提取大鼠髁

突软骨细胞。（2）10 ng/mL为IL-1β最佳致炎浓度。（3）LIPUS处理可减少炎性髁突软骨细胞中Ⅱ型胶原的降解，抑制

了MAPK通路相关因子p38、ERK1/2的磷酸化。
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【Abstract】Objective To observe the effect of low-intensity pulsed ultrasound on the expression of phosphorylation of
MAPK signaling pathway-related factors in the inflammatory model of rat condylar chondrocytes induced by interleukin-1β.
Methods Condylar chondrocytes were isolated by secondary enzymatic digestion and identified. The isolated condylar chondro-
cytes were randomly divided into 3 groups, and treated with three different concentrations of IL-1β, and immunocytochemistry
staining of type II collagen and MMP-13 was performed to screen out the optimal inflammatory concentration. The extracted rat
condylar chondrocytes were randomly divided into 3 groups : NC group, OA group and LIPUS group. After treatment, type II col-
lagen, p38, p-p38, ERK1 / 2 and p-ERK1 / 2 were stained by immunocytochemistry to observe the protein expression. Results

(1)Condylar chondrocytes were successfully isolated. (2)IL-1β : The expression of type II collagen in 10 ng / mL group decreased
most significantly ( P < 0.05 ), and the expression of MMP-13 increased most significantly ( P < 0.05 ).(3)The expression of type
II collagen in OA group and LIPUS group decreased ( P < 0.05 ), and the decrease in OA group was more obvious ( P < 0.05 ).
There was no significant difference in the expression of p38 and ERK1 / 2 among the three groups (P > 0.05 ). The expression of
p-p38 and p-ERK1 / 2 in the OA group and the LIPUS group increased ( P < 0.05 ), and the increase in the OA group was more
significant ( P < 0.05 ).Conclusions (1)Rat condylar chondrocytes were successfully extracted by secondary enzyme digestion.
(2)10 ng / mL was the optimal concentration of IL-1β. (3)LIPUS treatment can reduce the degradation of type II collagen in in-
flammatory condylar chondrocytes and inhibit the phosphorylation of MAPK pathway-related factors p38 and ERK1 / 2.

【Keywords】temporomandibular joint osteoarthritis; low intensity pulsed ultrasound; condylar chondrocytes; immuno-
cytochemical staining; MAPK pathway
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颞下颌关节是颌面部最重要的大关节，与口腔

科的治疗关系密切。在口腔科的治疗中，种植及修

复后咬合恢复不当，正畸治疗失败后出现咬合紊

乱，以及长时间的口腔操作患者张口时间过长，均

会诱导颞下颌关节发生不适。其中颞下颌关节骨

关节炎（temporomandibular joint osteoarthritis，TM-

JOA）是一类较为严重的颞下颌关节疾病，影响着全

球8%~16%的人口，每年总医疗费用超过800亿美

元[1]。其主要临床表现为关节区弹响、杂音、疼痛

和功能障碍，给患者的生活带来严重的影响。其

临床治疗方法多种多样，主要分为无创治疗、微创

治疗及有创治疗。目前临床上出现了很多针对骨

关节炎的新型疗法，对颞下颌关节的治疗有启发作

用[2]。

大量研究[3]证实白介素-1β（interleukin-1 beta，

IL-1β）是引起骨关节炎的关键促炎因子，可诱导细

胞外基质发生降解，这种降解作用在加入IL-1β抑

制剂之后有所缓解，因此在有关骨关节炎（osteoar-

thritis,OA）的体外实验中，IL-1β常被用来诱导软骨

细胞发生炎性改变[4]。丝裂原活化蛋白激酶（mito-

gen activated protein kinase，MAPK）通路广泛存在于

真核细胞生物中，参与调节细胞的各项生命活动，

其家族主要包括p38、ERK1/2等因子，其作用是接

收细胞外信号转而传递到胞内，引起相关生物反

应[5]。已有研究[6]证实，当软骨细胞发生炎性改变

时，p38、ERK1/2磷酸化增强，诱导基质金属蛋白酶

表达上调，MAPK信号通路被激活，引起Ⅱ型胶原发

生降解，加剧软骨细胞的破坏。软骨细胞是机械敏

感细胞，可感知机械刺激诱发细胞内信号分子改

变，维持细胞的正常生长和正常功能发挥[7]。目前

超声已经成为一种传递机械应力的技术。

低强度脉冲超声波（low intensity pulse dultra-

sound，LIPUS）是近年来新兴的一种机械治疗手段，

具有操作方便、成本低廉、靶向性好等优点[8-9]。此

前已有相关研究[10]证明，LIPUS对膝关节骨关节炎

有治疗作用，可促进软骨细胞内Ⅱ型胶原及蛋白

多糖的合成，增加细胞外基质（extracellular matrix,

ECM）的表达，刺激软骨细胞增殖，进而促进软骨

细胞的修复与再生。LIPUS能通过其特有的机械

传导效应作用于软骨细胞，增强胞膜表面应力受

体的表达，通过细胞内一系列的反应，抑制MAPK

信号通路相关因子（p38、ERK1/2）的磷酸化，促进

膝关节软骨细胞的修复[11-12]。相关实验[13]表明LI-

PUS对炎症状态的髁突软骨细胞有类似的治疗作

用，但这种作用是否仍与MAPK信号通路有关还有

待考证。本次研究通过分离出大鼠髁突软骨细胞

进行体外培养，利用IL-1β这一重要的促炎因子，

建立髁突软骨细胞体外炎症模型，通过免疫细胞

化学染色法观察。LIPUS作为一种机械刺激形式，

对髁突软骨细胞中Ⅱ型胶原、MAPK信号通路相关

因子p38、ERK1/2磷酸化的影响，从而了解LIPUS

对TMJOA中髁突软骨细胞的治疗机制，探究这种

治疗作用是否亦与MAPK信号通路有关。

1 材料与方法

1.1 材料

3~4周龄SD（SPF级）雄性大鼠（内蒙古医科大

学实验动物中心提供）DMEM培养基，胎牛血清，

PBS缓冲液，0.25%胰蛋白酶，青-链霉素溶液，Ⅱ型

胶原酶（均购于Gibco公司），甲苯胺蓝染色液（So-

larbio），免疫组化HRP试剂盒（福州迈新），Collagen

Ⅱ抗体，MMP-13抗体（均购于Bioss公司），p38抗

体，磷酸化p38抗体，ERK1/2抗体，磷酸化ERK1/2

抗体（均购于Affinity公司）。

1.2 方法

1.2.1 髁突软骨细胞分离、培养及鉴定 断颈处死

3~4周龄SD雄性大鼠后，在无菌的条件下，取下颌

骨双侧髁突软骨移入培养皿，用含1%PS的PBS溶

液冲洗后，仔细刮下髁突软骨表面细胞。离心后

使用0.25％胰蛋白酶重悬细胞，在培养箱中（37 ℃，

5％CO2）消化 10 min。完全培养基（79％DMEM+

20％FBS+l％PS）终止消化，离心后使用 0.2％Ⅱ型

胶原酶重悬细胞进行二次消化，培养箱培养2 h，并

每隔0.5 h 震荡1次。离心后加入完全培养基重悬细

胞，入培养箱等待细胞贴壁，后期根据细胞状态进行

传代。

甲苯胺蓝染色：自然环境下晾干细胞爬片，4%多

聚甲醛常温下固定1 h，自来水轻柔冲洗玻片15 min，

双蒸水冲洗5 min，晾干。加入甲苯胺蓝染色液染色

5 min，之后加入等量蒸馏水轻吹混匀，继续染色

15 min。双蒸水充分冲洗，去除多余染液，晾干，中

性树胶封片，显微镜下观察。

Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色：自然环境下晾干

细胞爬片，4%多聚甲醛常温下固定1 h，0.5％的Tri-

tonX-100（PBS配制）室温下通透20 min，PBS冲洗。

3%H2O2 溶液室温下灭活 15 min，PBS 冲洗。加入

blocking buffer（封闭缓冲液）（88％PBS，10％羊血
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清，2%的 10％TritonX-100 配制）室温下封闭 1 h，

PBS冲洗。滴加一抗（Ⅱ型胶原1∶500），4 ℃过夜。

回收一抗，PBS洗涤。滴加二抗，室温下孵育20 min，

PBS 冲洗。滴加 DAB 显色剂，镜下 5~10 min 显色

（避光观察），摄片。自来水冲洗5 min。苏木素染

液复染10 min，自来水冲洗5 min，去除多余染液。

晾干，中性树胶封片，摄片。

1.2.2 免疫细胞化学染色筛选IL-1β的最佳致炎浓

度 六孔板内提前放置盖玻片，按（1~5）×105 cells/

孔密度接种P2细胞，分为3组：0、5、10 ng/mL IL-1β
组。贴壁60%~70%后更换为无血清培养基进行12 h

饥饿处理，后更换为含有0、5、10 ng/mL IL-1β的无

血清培养基处理24 h，弃培养基，PBS冲洗后晾干。

4%多聚甲醛常温下固定1 h，0.5％的TritonX-100室

温下通透20 min，PBS冲洗。3% H2O2溶液室温下灭

活 15 min，PBS 冲洗。加入 blocking buffer（封闭缓

冲液）（室温下封闭1 h，PBS冲洗。滴加一抗（Ⅱ型

胶原1∶500、MMP-13 1∶500），4 ℃过夜。回收一抗，

PBS 洗涤。滴加二抗，室温下孵育20 min，PBS 冲

洗。滴加DAB显色剂，镜下5~10 min显色（避光观

察），摄片。自来水冲洗5 min，去除多余染液，封

片。按上述方法，用PBS代替一抗工作液重复上述

步骤，作为阴性对照。

1.2.3 分组照射后免疫细胞化学染色 六孔板内提

前放置盖玻片，按（1~5）×105 cells/孔密度接种P2细

胞，分为3组：NC组、OA组、LIPUS组。贴壁60%~

70%后更换为无血清培养基进行12 h饥饿处理后，

OA组与LIPUS组加入含有10 ng/mL IL-1β的无血清

培养基，NC组加入等量的无血清培养基处理24 h。

LIPUS组进行干预治疗，20 min/d，共6 d。工作强度

为 45 mW/cm2（频率 1.5 MHz，通断比 20%）。其余

两组细胞常规培养6 d，不予干预。6 d后，3组细胞

同时染色。弃培养基，PBS冲洗后晾干。4%多聚甲

醛常温下固定1 h，0.5％的TritonX-100室温下通透

20 min，PBS冲洗。3% H2O2溶液室温下灭活15 min，

PBS冲洗。加入blocking buffer（封闭缓冲液）室温下

封闭 1 h，PBS 冲洗。滴加一抗（Ⅱ型胶原 1：500、

p38 1∶200、p-p38 1∶200、ERK1/2 1∶500、p-ERK1/2

1∶200，4 ℃过夜。回收一抗，PBS洗涤。滴加二抗，

室温下孵育20 min，PBS冲洗。滴加DAB显色剂，镜下

5~10 min显色（避光观察），摄片。自来水冲洗5 min，

去除多余染液，封片。按上述方法，用PBS代替一

抗工作液重复上述步骤，作为阴性对照。

1.2.4 统计学方法 同一拍摄条件下，在高倍镜下

取每个样本区域大致相同的5个随机区域，利用

Image Pro Plus软件，通过测量出每张图片阳性表达

的积分光密度值（IOD）以及区域面积Area值，再计

算出平均积分光密度值（AIOD=IOD/Area），此值反

映了目标蛋白的单位面积浓度[14]。采用SPSS 26.0

软件进行统计学处理，最终数据用均数±标准差

（x±s）表示，使用单因素方差分析3组间是否有差异，

组间比较采用事后LSD-t检验，检验水准为α=0.05，
以P < 0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 髁突软骨细胞形态及鉴定

体外培养的大鼠髁突软骨细胞前3 d生长缓

慢，5~6 d后进入对数生长期，细胞呈“多角形”或

“星形”，细胞质丰富，细胞核大且圆，10 d后细胞间

广泛接触，排列紧密，呈“铺路石”样改变，符合髁突

软骨细胞形态（光镜表现见图1A~1D）。当细胞传

至第4代，细胞生长速度减慢，漂浮死细胞增多，细

胞多呈“长梭形”，出现“去极化”表现。

甲苯胺蓝染色结果呈阳性，胞核呈深蓝色，胞

质呈淡蓝色，细胞间可见丰富的深蓝色蛋白多糖颗

粒（光镜表现见图1E）。

Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色结果呈阳性，胞浆

着棕黄色，经苏木素复染后胞核着深紫色（光镜表

现见图1F）。

图 1 光镜下细胞图片
Fig.1 cell image under light microscope
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2.2 各组中Ⅱ型胶原、MMP-13的蛋白表达

Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色显示：0 ng/mL组镜

下可见棕褐色强阳性染色细胞；5 ng/mL组可见棕黄

色阳性染色细胞；10 ng/mL组可见淡黄色弱阳性染

色细胞。单因素方差分析后P <0.05，认为3组间平

均积分光密度值有明显差异。LSD-t组间比较后，

5、10 ng/mL组Ⅱ型胶原表达量较0 ng/mL组降低，差

异均有统计学意义（P＜0.05），其中10 ng/mL组降低

更明显，与 5 ng/mL 组组间差异具有统计学意义

（P＜0.05）（见表1，图2）。

MMP-13免疫细胞化学染色显示：0 ng/mL组镜

下可见淡黄色弱阳性染色细胞；5 ng/mL组可见黄色

阳性染色细胞；10 ng/mL组可见棕黄色强阳性染色

细胞。单因素方差分析后P<0.05，认为3组间平均积分

光密度值有明显差异。LSD-t组间比较后，5、10 ng/mL

组 MMP-13 表达量较 0 ng/mL 组均升高，差异均有

统计学意义（P＜0.05），其中10 ng/mL组升高更明显，

与5 ng/mL组组间差异具有统计学意义（P＜0.05）

（见表1，图2）。

2.3 各组Ⅱ型胶原、ERK1/2、p-ERK1/2、p38、p-

p38的蛋白表达比较

Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色显示：NC组镜下可

见棕褐色强阳性染色细胞；OA组镜下可见淡棕黄

色弱阳性染色细胞；LIPUS组可见棕黄色阳性染色

色细胞。单因素方差分析后P <0.05，可认为3组间

平均积分光密度值有明显差异。LSD-t组间比较

后，OA组与LIPUS组Ⅱ型胶原表达量较NC组均降

低，差异均有统计学意义（P＜0.05），其中OA组降低

更明显，与LIPUS组组间差异具有统计学意义（P＜0.05）

（见表2，图3）。

p38、ERK1/2免疫细胞化学染色显示：各组髁突

软骨细胞细胞浆中均看到淡黄色阳性染色，但未见

明显差异。单因素方差分析后P > 0.05，可认为3组

间平均积分光密度值差异无统计学意义（见表2，

图3）。

p-p38、p-ERK1/2免疫细胞化学染色显示：NC

组镜下可见淡黄色弱阳性染色细胞；OA组可见棕

黄色强阳性染色细胞；LIPUS 组光可见黄色阳性

染色细胞。单因素方差分析后P < 0.05，可认为三组

间平均积分光密度值有明显差异。LSD-t 组间比较

后，OA组与LIPUS组p-p38、p-ERK1/2表达量较NC

组均升高，差异均有统计学意义（P＜0.05），其中OA

组升高更明显，与LIPUS组组间差异具有统计学意义

（P＜0.05）（见表2，图3）。

3 讨论

髁突软骨细胞受由蛋白多糖和Ⅱ型胶原组成

的细胞外基质保护[15]，故需用二次酶消化法提取原

代髁突软骨细胞，此法提取的髁突软骨细胞状态良

好，增殖活力较强，镜下观察细胞形态符合髁突软

骨细胞表现，染色结果为阳性，鉴定所提细胞为髁

突软骨细胞。本次提取髁突软骨细胞成功，可作为

后续进一步实验的细胞。

调查显示 TMJOA 患者滑膜液中的促炎因子

IL-1β含量高于未患病人群，IL-1β的升高会促进

MMP-13的表达，从而引起软骨细胞的Ⅱ型胶原与

0 ng/mL

5 ng/mL

10 ng/mL

处理浓度
（ng/mL）

0

5

10

样
本
15

15

15

Ⅱ型胶原

0.020 480±0.001 273

0.018 668±0.002 364#

0.017 147±0.000 522#△

MMP-13

0.014401±0.000739

0.015323±0.001384#

0.016 837±0.000 597#△

表1 各组软骨细胞Ⅱ型胶原与MMP-13的平均积分光密度
值（x±s）

Tab.1 The average integrated optical density of type Ⅱcollogen
and MMP-13 of chondrocytes in each group value（x±s）

注：与0 ng/mL组相比，P<0.05；与5 ng/mL组相比，P<0.05。

图2 各组软骨细胞内COL-Ⅱ、MMP-13平均积分光密度值
的表达量

Fig.2 The expression of COL-Ⅱ and MMP-13 in
chondrocytes of each group

图3 各组软骨细胞内COL-Ⅱ、ERK1/2、p-ERK1/2、p38、p-
p38平均积分光密度值的表达量

Fig.3 The expression of COL-Ⅱ、ERK1/2、p-ERK1/2、
p38 and p-p38 in chondrocytes of each group

注：a:与0 ng/mL相比，P<0.05；b:与5 ng/mL相比，P<0.05

注：a:与NC组相比，P<0.05；b:与OA组相比，P<0.05
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蛋白多糖的分解，造成二者含量下降，继而损伤软

骨细胞[16]。本次实验将第二代髁突软骨细胞分为3

组，加入0、5、10 ng/mL IL-1β处理24 h，对3组细胞

内Ⅱ型胶原与MMP-13的表达进行免疫细胞化学染

色，探究不同浓度的IL-1β对髁突软骨细胞的影响，

本实验发现，当添加10 ng/mL的IL-1β时，Ⅱ型胶原

表达量下降最显著（P＜0.05），MMP-13表达量升高

最显著（P＜0.05），可以认为此浓度下髁突软骨细胞

内细胞外基质降解最显著，细胞炎性程度最明显，

可作为实验三进行炎症造模的最佳浓度。

大量研究[17]表明，LIPUS对软骨细胞有治疗作

用，这在本次实验中也得到了证实。p38、ERK1/2等

是MAPK家族的主要成员，参与多种炎症的发生发

展过程，既往病理研究发现，炎症状态时MAPK信

号通路被激活，p38、ERK1/2磷酸化增加，软骨细胞

损伤[18-19]。LIPUS对膝关节骨关节炎软骨细胞的治

疗作用在新西兰兔的实验中得到证实，并与MAPK

通路的抑制有关。本次实验是通过检测3组髁突软

骨细胞中Ⅱ型胶原、MAPK信号通路相关因子的表

达，来探究LIPUS对TMJOA的作用机制。结果显示相

对于LIPUS组，OA组Ⅱ型胶原表达量减少（P＜0.05），

磷酸化p38与ERK1/2蛋白表达升高（P＜0.05）。而

相对于OA组，LIPUS干预后的炎症细胞内Ⅱ型胶原

的表达量增多（P＜0.05），磷酸化p38与ERK1/2表

达量减少（P＜0.05），各组p38、ERK1/2表达量均未

见明显差异（P＞0.05）。这证实 LIPUS 可以减少

TMJOA软骨细胞中Ⅱ型胶原的降解，抑制MAPK信

号通路相关因子的磷酸化，提示LIPUS可能通过抑

制MAPK通路的激活发挥对TMJOA的治疗作用，这

种抑制作用同膝关节骨关节炎中相类似。

综上所述，本研究发现LIPUS照射可以减少炎

性髁突软骨细胞内Ⅱ型胶原的降解，同时可以减少

MAPK相关因子的磷酸化，提示LIPUS可以减缓炎

性软骨细胞的破坏，对髁突软骨细胞有保护作用。

但本实验存在一定局限性，如LIPUS作用于细胞后，

在何种作用机制下调了MAPK相关因子磷酸化的过

程尚未明确。细胞内的信号调控是彼此交联、错综

复杂的，本次实验未用MAPK信号通路相关抑制剂

来反向验证这种治疗作用与MAPK通路的抑制确实

相关，这一部分机制还需要进一步的研究来实证。

本次实验仅涉及细胞的免疫细胞化学染色，对相关

蛋白的检测仅为半定量分析，对具体的蛋白表达及

基因表达未进行具体研究，之后考虑采用Western

Blot、q-PCR法进行蛋白及mRNA表达的定量分析，

探讨其具体的作用机制。
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果，我们可以得出敲减PLAU可以抑制HNSCC细胞
的迁移和侵袭。而过表达PLAU可以促进HNSCC
细胞的迁移和侵袭。与此同时，PLAU还与EMT过
程中的其他调节因子（N-Cad、Vimentin、Slug）有明
显的正相关性。结果与BLASI等[8]的研究结果一
致，他们构建了COX回归模型并验证了GEO数据
库中的生存结果。多种类型的PLAU基因型改变，
包括mRNA上调、扩增和错义突变等，均可以在很
大程度上导致PLAU的过度表达。这些结果与我们
的观察结果一致，表明在HNSCC 中 PLAU 诱导的
EMT过程需要N-钙黏蛋白、锌指转录蛋白、波形蛋
白参与[9]。本研究可以明确PLAU在HNSCC中起到
致癌基因和有效生物标志物的作用，且通过HNSCC
中的EMT过程调节增殖和迁移。因此，我们可以根
据PLAU表达水平的依赖性来制定HNSCC的个体
化医疗策略。

综上所述，我们可以得出PLAU在HNSCC中表
达上调，促进HNSCC肿瘤的侵袭和迁移，并且与
EMT 过程中的关键蛋白成正相关性；通过敲低
PLAU可以显著抑制肿瘤细胞的侵袭和转移，并抑
制肿瘤细胞的 EMT 过程。本研究表明 PLAU 是
HNSCC的促癌基因之一，且可能通过诱导上皮细
胞-间充质转化过程促进HNSCC的迁移和侵袭，可
作为HNSCC患者潜在治疗靶点和一种新的生物诊
断标志物。
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