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低强度脉冲超声对人骨性关节炎软骨细胞的影响
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　　［摘要］　目的　探讨低强度脉冲超声（ｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＬＩＰＵＳ）对体外原代培养的人
骨性关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）软骨细胞凋亡和细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的影响。方法　
取人膝关节置换术后废弃软骨分离培养软骨细胞，经甲苯胺蓝染色与Ⅱ型胶原细胞免疫化学染色鉴定，
分别用流式细胞仪、ｑＰＣＲ技术及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测不同超声强度（０、３０、６０、９０ｍＷ／ｃｍ２）条件下软
骨细胞的凋亡率和Ⅱ型胶原（ＣＯＬ２α１）、蛋白聚糖（ａｇｇｒｅｃａｎ）、基质金属酶１３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｓ１３，
ＭＭＰ１３）在ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达差异。结果　流式细胞学检测显示，３０、６０、９０ｍＷ／ｃｍ２组的细胞
凋亡率［（７．７５±０．７９）％、（８．５２±０．９１）％、（１１．３８±０．８５）％］均较对照组低［（１８．１３±０．８３）％，Ｐ＜
０．０５］；３０、６０、９０ｍＷ／ｃｍ２组细胞的 ＣＯＬ２α１和蛋白聚糖在 ｍＲＮＡ及蛋白水平均高于对照组（Ｐ＜
００５），ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ及蛋白表达水平低于对照组（Ｐ＜０．０５），但各处理组之间不呈强度依赖性。结论
　ＬＩＰＵＳ能够抑制体外单层培养的ＯＡ软骨细胞的凋亡，促进软骨ＥＣＭ的合成，抑制软骨ＥＣＭ的分解，
可用于ＯＡ的治疗并延缓其发展。
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　　骨性关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是临床常见的一种
关节疾病，是老年人致残的主要原因之一。ＯＡ是由
关节软骨细胞生物力学性质改变和细胞外基质（ｅｘｔｒａ
ｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）合成与分解代谢失衡引发关节软
骨进行性破坏的退行性病变［１］。近年国内外研究发

现软骨细胞凋亡和 ＥＣＭ合成分解代谢紊乱与 ＯＡ的
发病、演变密切相关［２］。低强度脉冲超声（ｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＬＩＰＵＳ）最初在临床用于新鲜骨折和
骨不连的治疗，取得良好疗效［３］。后期研究发现其对

于软骨损伤以及其他结缔组织疾病也有一定疗效［４］。

临床试验发现 ＬＩＰＵＳ可以显著缓解 ＯＡ患者关节症
状、减轻关节肿胀、增加关节灵活性、减轻炎症［５－６］，但

其具体作用机制仍不甚清楚。目前ＬＩＰＵＳ对于ＯＡ软
骨细胞的研究多集中在动物模型或原代细胞［７］，其对

人软骨细胞是否具有相同或者类似的作用研究较少。

本实验采用体外原代培养的 ＯＡ软骨细胞，分析 ＬＩ
ＰＵＳ对于人ＯＡ关节软骨细胞的影响以及其发挥作用
的可能机制，以期为 ＬＩＰＵＳ用于临床治疗 ＯＡ提供更
有力的理论支持。

１　材料与方法

１．１　标本来源
　　２０１５年７－１２月重庆医科大学附属第二医院骨
科行膝关节表面置换术患者１１例，年龄６５～８２岁，包
括男性４例，女性７例。纳入标准：术前诊断为 ＯＡ并
计划行膝关节表面置换术的患者软骨标本。排除标

准：术中Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ分级０级的正常软骨组织和３～４
级不能有效分离软骨细胞的软骨组织。标本取自术中

切除的非负重区废弃软骨，根据术前影像学诊断及术

中Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ分级确定为实验所需组织。本研究经
重庆医科大学附二院伦理委员会批准，并获得患者的

知情同意。

１．２　主要仪器与试剂
　　ＬＩＰＵＳ仪由重庆医科大学生命科学研究院提供，
ｉＱ５荧光定量ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司）。ＤＭＥＭ／Ｆ１２液
体培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），ＦＢＳ（ＰＡＮ公司），胰蛋白酶
（Ｓｉｇｍａ公司）、Ⅱ型胶原（ＣＯＬ２α１）酶（Ｓｉｇｍａ公司），
甲苯胺蓝染色液（Ｂｌｏｔｏｐｐｅｄ公司），鼠 ａｎｔｉＣＯＬ２α１抗
体、鼠抗人蛋白聚糖（ａｇｇｒｅｃａｎ）抗体（Ａｂｃａｍ公司），兔
抗人基质金属酶 １３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｓ１３，
ＭＭＰ１３）抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＩＣＣ试剂盒（ＺＳＧＢ
ＢＩＯ公司），ＤＡＢ显色试剂盒（ＢＯＳＴＥＲ公司），总 ＲＮＡ
提取试剂盒（ＢｉｏＴｅｋｅ公司），逆转录试剂盒 Ａｌｌｉｎ

ＯｎｅＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，ｑＲＴＰＣＲ反应
试剂盒ＡｌｌｉｎＯｎｅＴＭｑＰＣＲＭｉｘ（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司）。
１．３　原代软骨细胞分离培养
　　采用两步酶联合消化法分离人软骨细胞。将术中
所取组织标本无菌生理盐水冲洗后置于含适量

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基的５０ｍＬ无菌离心管中，置于无菌
干燥冰盒内迅速带回实验室。在超净台内用１１号手
术刀刮除软骨组织表层软骨膜，最大可能去除成纤维

细胞对实验的干扰。ＰＢＳ液冲洗３遍后用眼科剪和
１１号手术刀将软骨组织剪碎至 １ｍｍ３大小，转至含
０２５％胰蛋白酶的１５ｍＬ离心管内，倾斜放置于３７℃
恒温敷箱消化３０ｍｉｎ，每５分钟摇晃一次，使组织块与
消化酶充分接触。加入等量含２０％胎牛血清的培养
基终止消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ液冲
洗一遍，离心后加入０．２％ Ⅱ型胶原酶（使用 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基配制），倾斜放置于 ３７℃细胞孵箱消化
８～１２ｈ，每２小时震荡一次，直至组织块大部分消失。
将变浑浊的消化液用２００目滤网过滤后，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，收集细胞，ＰＢＳ液清洗一遍后，用２０％ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基重悬细胞并用台盼蓝实验计数
并检测细胞活力，后以１．０×１０５／ｍＬ密度接种于培养
瓶，然后平放于细胞孵箱（ＣＯ２浓度５％，温度３７℃）培
养，倒置显微镜下观察细胞大部分贴壁后首次更换培

养基（约４８ｈ），贴壁后每隔１天换液一次。
１．４　ＯＡ软骨细胞鉴定
１．４．１　甲苯胺蓝染色　　取传代培养至第一代（Ｐ１）
软骨细胞（长满约８０％），胰酶消化后接种于含细胞爬
片的６孔板内，制作细胞爬片，细胞孵箱培养２～３ｄ，
使细胞贴壁较紧，用注射器针头取出爬片，４％多聚甲
醛室温固定３０ｍｉｎ后用１％甲苯胺蓝染色液（硼酸盐
法）室温染色４５ｍｉｎ，双蒸水冲洗至爬片背景干净，无
水乙醇脱水处理后封片，拍照。

１．４．２　Ⅱ型胶原细胞免疫化学染色　　细胞爬片制
作及固定见１．４．１，将爬片置于含０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
的ＰＢＳ缓冲液中，室温下作用１５ｍｉｎ，内源性酶灭活
及封闭过程具体见ＩＣＣ试剂盒说明书，封闭后不洗，甩
干，滴加鼠ａｎｔｉＣＯＬ２α１一抗（１∶１００）后置于湿盒内，
４℃ 过夜孵育。第２天室温复温后，滴加生物素化二
抗，室温孵育１ｈ，按照 ＤＡＢ试剂盒说明书配制显色
液，显微镜观察染色效果，控制显色时间，显色完成后

ＰＢＳ液清洗，脱水，中性树胶封片，拍照。
１．５　细胞处理方法及分组
　　取Ｐ１代软骨细胞长满后消化传至６孔板贴壁生

１２３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２１）



长２４ｈ，使用不同强度的脉冲超声处理贴壁细胞
（Ｐ２），每天２０ｍｉｎ，处理７ｄ，分为对照组（０ｍＷ／ｃｍ２）
和实验组（３０、６０、９０ｍＷ／ｃｍ２）。确保每日超声处理时
间点固定，根据细胞生长情况更换新鲜培养液。６孔板
与超声探头间涂抹耦合剂，保证超声刺激到达细胞。

１．６　流式细胞仪检测软骨细胞凋亡率
　　超声刺激细胞 １周后，用胰酶消化液（不含
ＥＤＴＡ）消化并收集细胞，ＰＢＳ液清洗２遍（注意消化过
程中吹打细胞手法轻柔），按照凋亡检测试剂盒说明

书标记，室温下反应１０ｍｉｎ（注意避光），后送流式细
胞仪检测。

１．７　ｑＰＣＲ检测
　　超声刺激细胞 １周后，分别收集细胞提取总
ＲＮＡ，检测ＣＯＬ２α１、ａｇｇｒｅｃａｎ和ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ表达差
异。超纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒（离心柱型）提取细
胞总ＲＮＡ，逆转录试剂盒将总 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，
ｑＲＴＰＣＲ试剂盒配制 ２０μＬ反应体系（ＡｌｌｉｎＯｎｅ
ｑＰＣＲＭｉｘ１０μＬ；ＰＣＲｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ１μＬ；ＰＣＲｒｅｖｅｒｓｅ
ｐｒｉｍｅｒ１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ６μＬ；ｃＤＮＡ样本 ２μＬ）。ｉＱ５荧
光定量ＰＣＲ仪上机检测。引物序列根据ＮＣＢＩ提供各
基因ＮＭ编号，由 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司设计合成，引物序
列见表１。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物信息

基因名称 引物序列（５′→３′） ＮＭ编号 片段大小

ＧＡＰＤＨ
上游：ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ
下游：ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ

ＮＭ＿００２０４６．３ １９５ｂｐ

ＣＯＬ２α１
上游：ＣＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＧＡＣＧＡＧＡＧ
下游：ＣＣＣＡＣＡＧＣＡＣＣＡＧＴＣＴＣＡＣ

ＮＭ＿００１８４４．４ ２３５ｂｐ

ａｇｇｒｅｃａｎ
上游：ＧＧＡＡＴＧＡＴＧＴＴＣＣＣＴＧＣＡＡＴ
下游：ＧＴＣＴＧＣＧＴＴＴＧＴＡＧＧＴＧＧＴＧ

ＮＭ＿０１３２２７．２ ２１５ｂｐ

ＭＭＰ１３
上游：ＧＡＡＴＴＡＡＧＧＡＧＣＡＴＧＧＣＧＡ
下游：ＧＧＡＴＧＴＴＴＡＧＧＧＴＴＧＧＧＧＴ

ＮＭ＿００２４２７．２ ２０５ｂｐ

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　超声刺激细胞１周后，收集并提取６孔板内贴壁
细胞总蛋白，检测ＣＯＬ２α１、ａｇｇｒｅｃａｎ、ＭＭＰ１３在蛋白层
面的表达差异。用低温（４℃）处理的 ＰＢＳ洗涤细胞
３次，大小枪头交替吸干残留液体，加入 ＲＩＰＡ裂解液
（含１％ 蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ）冰上反应１０ｍｉｎ，刮净
细胞并用超声碎细胞机处理，４℃，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ后收集上清液（注意不要吸取底部沉淀），检测
蛋白浓度后加入１／４体积的上样缓冲液煮沸，室温平
衡后－２０℃冰箱储存，待用。配胶后加蛋白样本及标

记ｍａｒｋｅｒ，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，切胶，制作电转三明
治模型，转膜成功后见 ｍａｒｋｅｒ显色，５％牛奶封闭，加
入小鼠ＡｎｔｉＣＯＬ２α１抗体（１∶２００）、小鼠 Ａｎｔｉａｇｇｒｅｃａｎ
抗体（１∶３００）、兔 ＡｎｔｉＭＭＰ１３抗体（１∶１０００）一抗，
４℃ 孵育过夜。ＴＢＳＴ漂洗，生物素化二抗室温孵育
２ｈ后，ＥＣＬ发光液显影、照相。所得条带使用 Ｉｍａｇｅ
Ｌａｂ软件分析。
１．９　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料数据以 珋ｘ±ｓ
表示，各组间数据行单因素方差分析。以 Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　显微镜观察细胞形态
　　原代软骨细胞２～３ｄ陆续贴壁生长，细胞呈多角
形，扁平型，细胞核可见２～３个核仁。细胞生长速度
偏慢，５～７ｄ后可见部分细胞呈集落式生长。１４～
１７ｄ原代细胞可长满培养瓶。传代后细胞生长速度
略加快，大致７～１０ｄ可长满９０％，见图１。

! "

Ａ：５～７ｄ后部分细胞集落式生长；Ｂ：１０～１４ｄ细胞基本融合

图１　倒置显微镜下观察软骨细胞形态　（×１００）

２．２　甲苯胺蓝染色及Ⅱ型胶原免疫化学染色
　　甲苯胺蓝染色及Ⅱ型胶原染色均为阳性，甲苯胺
蓝染色可见软骨细胞呈蓝紫色，集落式生长的细胞内

及细胞周围可见深蓝色异染颗粒。Ⅱ型胶原细胞免疫
化学染色可见软骨细胞细胞质呈棕黄色，见图２。

! "

#$$ !%

#$$ !%

Ａ：甲苯胺蓝染色；Ｂ：Ⅱ型胶原免疫化学染色

图２　软骨细胞甲苯胺蓝染色及Ⅱ型胶原染色阳性
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２．３　流式细胞术检测细胞凋亡
　　超声刺激１周后，与对照组［（１８．１３±０．８３）％］
相比，３０、６０、９０ｍＷ／ｃｍ２组细胞凋亡率［（７．７５±
０７９）％、（８．５２±０．９１）％、（１１．３８±０．８５）％］降低

（Ｐ＜００５），以３０ｍＷ／ｃｍ２组效果更为明显（图３）。
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Ａ：对照组；Ｂ：３０ｍＷ／ｃｍ２组；Ｃ：６０ｍＷ／ｃｍ２组；Ｄ：９０ｍＷ／ｃｍ２组

图３　流式细胞术检测各组软骨细胞凋亡率

２．４　ｑＰＣＲ检测相关蛋白的ｍＲＮＡ表达水平

　　超声刺激１周后，３０、６０、９０ｍＷ／ｃｍ２组ＣＯＬ２α１和
ａｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ表达水平明显高于对照组（０ｍＷ／ｃｍ２

组，Ｐ＜０．０５），ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ表达水平明显低于对照
组（Ｐ＜０．０５），各处理组间不呈强度依赖性，见图４。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组（０ｍＷ／ｃｍ２组）相比
图４　ｑＰＣＲ检测不同超声刺激组ＣＯＬ２α１、ａｇｇｒｅｃａｎ、

ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ表达差异

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达水平

　　超声刺激１周后，３０、６０、９０ｍＷ／ｃｍ２组 ＣＯＬ２α１
和ａｇｇｒｅｃａｎ蛋白表达水平明显高于对照组（０ｍＷ／ｃｍ２

组，Ｐ＜０．０５），ＭＭＰ１３蛋白表达水平明显低于对照组

（Ｐ＜０．０５），各处理组间不呈强度依赖性，见图５。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１～４：分别为０、３０、６０、９０ｍＷ／ｃｍ２

组；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组（０ｍＷ／ｃｍ２组）

相比

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同超声刺激组ＣＯＬ２α１、ａｇｇｒｅｃａｎ、

ＭＭＰ１３蛋白表达差异

３　讨论

　　ＯＡ是一种关节的退行性病变，其发病涉及关节
软骨、软骨下骨、滑膜以及整个关节。关节软骨的退变

在ＯＡ的发病过程中起关键作用［８］。关节软骨退变主

要与软骨细胞凋亡增加和 ＥＣＭ代谢紊乱密切相关。
研究发现ＯＡ软骨细胞的凋亡率远远高于正常软骨细
胞［９］。ＯＡ软骨细胞的凋亡增加，可造成 ＥＣＭ合成减
少，加速关节软骨退变［１０］。ＭＭＰ１３是软骨中的主要
胶原酶，同时也具有降解蛋白聚糖的能力。ＭＭＰ１３造
成的ＥＣＭ降解增加也在骨性关节炎发病过程中起重
要作用［１１］。凋亡增加合并ＥＣＭ代谢紊乱形成恶性循
环，共同影响 ＯＡ的发生发展。所以，对于 ＯＡ的治
疗，关键在于找到一种有效方法，打断关节软骨退变过

程中的恶性循环，延缓甚至扭转ＯＡ的发展。
　　ＬＩＰＵＳ因其独特生物学效应最初用于促进骨折愈
合，后续研究发现其亦可以促进牙槽骨改建和软骨损

伤的修复［１２］。本课题组在前期临床试验中发现低强

度超声能够缓解 ＯＡ关节肿胀并增加关节活动度，减
轻关节炎症指标，对于膝 ＯＡ有较好的治疗作用［１３］。

３２３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２１）



但目前ＬＩＰＵＳ治疗ＯＡ的基础研究多集中在骨性关节
炎动物模型或者ＩＬ１诱导的ＯＡ软骨细胞［１４－１５］，在人

软骨细胞方面的研究较少。Ｋｏｒｓｔｊｅｎｓ等［１６］用３５Ｓ同位
素示踪法分析 ＬＩＰＵＳ刺激体外培养人软骨细胞和组
织块后，发现蛋白多聚糖的分泌增加。Ｃｈｏｉ等［１７］采用

藻酸盐立体培养体系，使用同位素示踪法分析低强度

超声刺激后胶原蛋白与蛋白多糖的分泌和细胞的增

殖，Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ法分析 ＣＯＬ２α１和 ＭＭＰ１等在基因
层面的变化，发现低强度超声能够促进软骨细胞增殖

和ＥＣＭ的合成。本实验通过体外培养人 ＯＡ软骨细
胞，使用更成熟的实验技术探讨 ＬＩＰＵＳ对于 ＯＡ软骨
细胞的作用效果。甲苯胺蓝染色和Ⅱ型胶原免疫化学
染色阳性说明成功建立实验所需细胞模型。为减少软

骨细胞在体外单层培养过程中去分化现象的影响［１８］，

本课题组选取第二代（Ｐ２）软骨细胞进行实验数据的
采集分析。流式细胞术分析发现 ＬＩＰＵＳ可以降低 ＯＡ
软骨细胞的凋亡率。３０、６０、９０ｍＷ／ｃｍ２组细胞凋亡率
均明显低于对照组，但以 ３０ｍＷ／ｃｍ２组效果更为明
显。说明在一定超声强度范围内，ＬＩＰＵＳ对于ＯＡ软骨
细胞凋亡的抑制作用不呈强度依赖性，而是在适宜超声

强度范围内产生某种机械效应，通过力化学转导通路将

刺激信号传递至细胞内产生一系列的生物学效应。

Ｖａｕｇｈａｎ等［１９］研究发现２００ｍＷ／ｃｍ２和３００ｍＷ／ｃｍ２的
ＬＩＰＵＳ会因为超声探头换能器的局部产热导致成熟的
牛软骨细胞的凋亡增加，推测随着超声强度的增加而

引发的热效应也可能对细胞产生细微影响。ｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，与 ＥＣＭ合成相关的 ＣＯＬ２α１
和ａｇｇｒｅｃａｎ在基因和蛋白表达层面均增高，而与 ＥＣＭ
分解代谢密切相关的 ＭＭＰ１３表达则低于对照组，且
不同处理组不呈超声强度依赖性。综合分析 ＬＩＰＵＳ
对于软骨细胞凋亡及 ＥＣＭ合成的作用，３０ｍＷ／ｃｍ２

可以作为最佳的强度选择。

　　综上所述，适宜强度的 ＬＩＰＵＳ可以抑制体外培养
的 ＯＡ软骨细胞凋亡，并促进 ＯＡ软骨细胞合成
ＣＯＬ２α１和ａｇｇｒｅｃａｎ，抑制ＭＭＰ１３的合成，起到保护软
骨细胞，促进关节软骨 ＥＣＭ合成并抑制其分解的作
用。但ＬＩＰＵＳ是否对更接近人体生理环境的３Ｄ立体
培养条件下 ＯＡ软骨细胞具有相同作用，以及 ＬＩＰＵＳ
对平面培养的软骨细胞作用机制需要进一步的研究。
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