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低强度脉冲聚焦超声通过上调ＰＧＡＭ５蛋白表达促进软骨细胞线粒体自噬
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　　［摘要］　目的　探讨低强度脉冲聚焦超声（ｆｏｃｕｓｅｄｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＦＬＩＰＵＳ）对软骨
细胞线粒体自噬活化的影响。方法　提取Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ乳鼠膝关节原代软骨细胞进行体外实验，ＩＬ１β处
理细胞模拟骨关节炎样软骨细胞损伤并进行验证。细胞分为对照组、ＩＬ１β组和 ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组。
ＲＴＰＣＲ检测各组 Ｃｏｌ２α１和 ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 Ｃｏｌ２α１、ＭＭＰ１３、ＬＣ３ＢⅡ、
ＴＯＭ２０、ＴＩＭ２３、ＰＧＡＭ５、ＦＵＮＤＣ１及ｐＦＵＮＤＣ１（ｐｓｅｒ１３）蛋白表达。结果　成功提取原代软骨细胞并模
拟骨关节炎样软骨细胞损伤。与对照组比较，ＩＬ１β组 Ｃｏｌ２α１ｍＲＮＡ和蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．０１），
ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ和蛋白表达明显增加（Ｐ＜０．０１）；与 ＩＬ１β组相比，ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组 Ｃｏｌ２α１表达明显上
升（Ｐ＜０．０５），ＭＭＰ１３表达明显下降（Ｐ＜０．０１）。与对照组相比，ＩＬ１β组 ＬＣ３ＢⅡ蛋白表达显著降低
（Ｐ＜０．０５）；与ＩＬ１β组相比，ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组ＬＣ３ＢⅡ、ＰＧＡＭ５蛋白表达显著上升（Ｐ＜０．０１），ＴＯＭ２０、
ＴＩＭ２３、ｐｓｅｒ１３蛋白表达则明显下降（Ｐ＜０．０５）。结论　ＦＬＩＰＵＳ可能通过上调软骨细胞ＰＧＡＭ５蛋白表
达，使ＦＵＮＤＣ１第１３位丝氨酸去磷酸化，活化线粒体自噬。
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　　软骨细胞过度凋亡是导致膝骨关节炎（ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）发病的重要机制。有效地抗软骨细
胞凋亡，维持软骨基质合成与降解达到动态平衡，是延

缓关节软骨退变的重要手段之一。我们前期研究发现，

低强度脉冲聚焦超声（ｆｏｃｕｓｅｄｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＦＬＩＰＵＳ）可明显缓解ＫＯＡ患者的关节疼痛，
改善膝关节功能，提高患者的生活质量，且无不良反

应［１－２］。体内实验表明，ＦＬＩＰＵＳ可延缓ＫＯＡ模型中新
西兰兔软骨细胞凋亡，提高软骨基质内蛋白多糖和Ⅱ型
胶原含量，改善软骨基质代谢紊乱［３］。同时，研究表明

线粒体自噬活化能有效延缓软骨细胞凋亡，改善软骨基

质代谢，对退变关节软骨具有保护作用［４－６］。进一步通

过体外实验，我们发现ＦＬＩＰＵＳ干预软骨细胞后出现双
层膜结构自噬体，提示ＦＬＩＰＵＳ促进软骨细胞线粒体自
噬活化，其具体线粒体自噬活化分子机制仍不明确。因

此，本研究拟用ＦＬＩＰＵＳ干预ＩＬ１β处理的小鼠原代软
骨细胞，检测线粒体自噬受体蛋白ＦＵＮＤＣ１、ｐＦＵＮＤＣ１
（ｐｓｅｒ１３）、线 粒 体 丝 氨 酸／苏 氨 酸 蛋 白 磷 酸 酶
（ＰＧＡＭ５）、自噬相关基因 ＬＣ３以及线粒体膜蛋白
ＴＯＭ２０、ＴＩＭ２３蛋白表达水平，从体外细胞学层面初步
探讨ＦＬＩＰＵＳ是否通过ＰＧＡＭ５／ＦＵＮＤＣ１途径活化软骨
细胞线粒体自噬，以达到抗软骨细胞凋亡的目的。

１　材料与方法

１．１　实验动物和主要试剂
　　ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ乳鼠（５ｄ）购于重庆医科大学实
验动物中心，并获得重庆医科大学伦理委员会批准

（２０１８年）。主要试剂：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ公
司）、胎牛血清（ＥｘＣｅｌｌＢｉｏ）、胰蛋白酶（碧云天）、Ⅱ型
胶原酶（Ｓｉｇｍａ公司）、ＣＣＫ８溶液（ＭＣＥ公司）、甲苯
胺蓝染液（塞维尔）、免疫组化试剂盒（中杉金桥）。

Ｃｏｌ２α１抗体购于博士德公司；ＬＣ３抗体购于 ＣＳＴ公
司；ＭＭＰ１３抗体、βａｃｔｉｎ、ＴＯＭ２０抗体及 ＴＩＭ２３抗体
均购于Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＰＧＡＭ５抗体及ＦＵＮＤＣ１抗体
购于 Ａｂｃａｍ公司；ＰｈｏｓｐｈｏＦＵＮＤＣ１（Ｓｅｒ１３）抗体由
Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司生产。ＲＮＡ提取试剂盒、逆转录试剂盒及
ＴＢＧｒｅｅｎ来自ＴａＫａＲａ公司。ＰＣＲ引物由上海生工生
物工程股份有限公司合成。ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒及ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒等 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相关
试剂均购于上海碧云天生物有限公司。

１．２　小鼠膝关节原代软骨细胞的分离培养
　　采用两步酶联合消化法提取乳鼠膝关节原代软骨
细胞。用灭菌器械从小鼠中分离出膝关节，加入胰蛋

白酶于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中消化１０ｍｉｎ，体视显微镜
下剔除邻近的肌肉、韧带和骨组织以获得膝关节软骨，

加入０．１％Ⅱ型胶原酶于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中消化过

夜。次日，将消化好的软骨细胞悬液离心后弃上清，用

含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基重悬细胞接种
于培养瓶／皿中，于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中常规培养，以
后每２天换液１次。
１．３　原代软骨细胞的鉴定
１．３．１　甲苯胺蓝染色　　原代软骨细胞（Ｐ０）长满
７０％～８０％时按 １∶３比例传代，接种于含细胞爬片的
６孔板内，制作Ｐ１代细胞爬片，细胞孵箱培养１～２ｄ，
４％多聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ，１％甲苯胺蓝染色液室
温浸染１０ｍｉｎ，双蒸水冲洗至爬片背景干净，用注射器
针头取出爬片，细胞面朝下置于载玻片上，中性树胶封

片，拍照。

１．３．２　Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色　　按上述方法
制作细胞爬片，４％多聚甲醛室温固定 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸
洗３ｍｉｎ×３次，０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温通透 １５ｍｉｎ，
ＰＢＳ浸洗３ｍｉｎ×３次，正常山羊血清室温封闭１ｈ，不
洗，滴加兔抗鼠Ｃｏｌ２α１抗体（１∶１００）于４℃冰箱孵育
过夜。室温复温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，滴加辣根
过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶５００），室温孵育
１ｈ，ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次，滴加 ＤＡＢ显色液，显微镜下
控制显色时间，双蒸水冲洗爬片终止显色，苏木精复

染，梯度酒精脱水，中性树胶封片，拍照。采用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析平均光密度（ａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＡＯＤ）。
１．４　体外骨关节炎样软骨细胞损伤模型的构建及验证
　　采用ＩＬ１β处理细胞模拟骨关节炎样软骨细胞损
伤用于后续实验。首先用 ＣＣＫ８法检测不同浓度
ＩＬ１β处理后软骨细胞的存活率，具体方法为将软骨
细胞悬液以每孔１×１０４／１００μＬ接种于９６孔板培养，
细胞贴壁后，分别加入０、５、１０、１５、２０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β处
理软骨细胞２４ｈ，加入１０μＬ／孔ＣＣＫ８溶液于孵箱中
孵育１～２ｈ，酶标仪检测各组在４５０ｎｍ波长处的光密
度值［Ｄ（４５０）］，实验重复３次。然后通过实时荧光定
量ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关因子表达，进一步验
证ＩＬ１β构建的软骨细胞损伤模型。
１．５　细胞分组及超声处理
　　原代软骨细胞分为３组，即对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、
ＩＬ１β＋假 ＦＬＩＰＵＳ组（ＩＬ１β组）、ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组。
ＩＬ１β处理细胞 ２４ｈ后，所有细胞置于低氧孵箱（含
１％Ｏ２，５％ＣＯ２及９４％Ｎ２混合气体）中培养２４ｈ，低强
度脉冲聚焦超声（ＣＺＧ２００型，重庆海扶医疗科技有限
公司，频率０．６ＭＨｚ，声强１２０ｍＷ／ｃｍ２，重复频率３００Ｈｚ，
治疗头焦平面距离 ２８ｍｍ，脉冲宽度 ２００μｓ，占空比
２０％）处理细胞２０ｍｉｎ／ｄ×３ｄ。ＦＬＩＰＵＳ处理细胞时，探
头上涂耦合剂，将其紧贴培养皿下方，用自制固定器保

持探头稳定（图１）。假ＦＬＩＰＵＳ处理时不开机。
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图１　ＦＬＩＰＵＳ处理软骨细胞装置图

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ
　　按照使用说明书，从原代软骨细胞中提取总
ＲＮＡ，并通过反转录合成 ｃＤＮＡ，用 ＴＢＧｒｅｅｎＲＴＰＣＲ
试剂盒配置 １０μＬ反应体系进行定量 ＰＣＲ反应，即
ＴＢＧｒｅｅｎ５μＬ、上游引物０．４μＬ、下游引物 ０．４μＬ、
ｃＤＮＡ０．８μＬ、ＤＥＰＣ水３．４μＬ。每个样本均设置３个
复孔，实验重复 ３次，ｍＲＮＡ的相对表达水平采用
２－ΔΔＣｔ法表示，引物序列见表１。

表１　ＲＴＰＣＲ的引物序列信息

基因名称 引物序列（５′→３′） 产物大小／ｂｐ

Ｃｏｌ２α１
上游 ＣＡＴＣＣＡＧＧＧＣＴＣＣＡＡＴＧＡＴＧＴＡ
下游 ＡＴＧＴＣＣＡＴＧＧＧＴＧＣＧＡＴＧＴＣ

１７４

ＭＭＰ１３
上游 ＣＴＴＣＴＴＣＴＴＧＴＴＧＡＧＣＴＧＧＡＣＴＣ
下游 ＣＴＧＴＧＧＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＡＧＡＣＴ

１７３

βａｃｔｉｎ
上游 ＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ
下游 ＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣ

１７４

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　用裂解液提取各组细胞总蛋白，ＢＣＡ试剂盒检测
蛋白浓度，３０μｇ的蛋白经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，将蛋
白电转移到 ＰＶＤＦ膜中，用 ５％的脱脂牛奶常温封闭
１～２ｈ，加入相应的一抗（１∶１０００稀释）４℃孵育过
夜，ＴＢＳＴ清洗３次后加入二抗（１∶５０００稀释）室温孵
育１ｈ。ＴＢＳＴ洗膜 ３次，用 ＥＣＬ化学发光法显影，
ＩｍａｇｅＬａｂ软件进行结果分析。以目标蛋白与 βａｃｔｉｎ
灰度值的比值表示目标蛋白的相对含量。

１．８　统计学方法
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计学分析，正态分
布资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用独立样本 ｔ检验；非正态分布
资料以中位数（四分位间距）表示，采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ
Ｈ检验。多组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　原代软骨细胞形态观察及鉴定
　　原代软骨细胞于接种后２４ｈ大部分贴壁，５～７ｄ
长满瓶底，呈多角形或不规则状，聚集生长的细胞呈现

“铺路石”样外观（图 ２Ａ）。经传代培养后，第 １代软
骨细胞（Ｐ１）继续保持多角形形状及“铺路石”样外观
（图２Ｂ）。而到第２代软骨细胞（Ｐ２），部分细胞开始
去分化，呈长梭形生长（图２Ｃ）。因此，为保证实验结
果的准确性，本研究只使用 Ｐ０及 Ｐ１代软骨细胞作为
研究对象。
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Ａ：Ｐ０代软骨细胞；Ｂ：Ｐ１代软骨细胞；Ｃ：Ｐ２代软骨细胞；Ｄ：软骨细胞甲苯胺蓝染色；Ｅ：软骨细胞Ⅱ型胶
原免疫细胞化学染色

图２　原代软骨细胞形态学特征及鉴定
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　　为鉴定软骨细胞，进行了甲苯胺蓝染色和Ⅱ型胶
原免疫细胞化学染色。软骨细胞经甲苯胺蓝染色，可

见细胞被染为蓝紫色（图２Ｄ）。Ⅱ型胶原免疫细胞化
学染色，发现软骨细胞胞质大量阳性的棕黄色异染颗

粒（图２Ｅ）。以上结果说明，小鼠膝关节原代软骨细胞
提取成功。

２．２　构建体外骨关节炎样软骨细胞损伤模型
　　经不同浓度ＩＬ１β处理２４ｈ后，ＣＣＫ８结果显示，
随着 ＩＬ１β浓度增高，软骨细胞存活率逐渐下降，
１０ｎｇ／ｍＬ时，软骨细胞存活率约为 ８０％（图 ３Ａ，Ｐ＜
０．０５），而从１５ｎｇ／ｍＬ开始，软骨细胞存活率呈现“断
崖式”下降（图 ３Ａ，Ｐ＜０．０１）。因此，本研究选取
１０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β处理软骨细胞用于后续实验。进一步
通过ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，经 １０ｎｇ／ｍＬ
ＩＬ１β处理后，软骨细胞 Ｃｏｌ２α１ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平均明显低于对照组（Ｐ＜０．０１），而 ＭＭＰ１３的表达则
明显高于对照组（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｂ～Ｄ）。表明通过 １０
ｎｇ／ｍＬＩＬ１β处理软骨细胞，成功模拟了体外骨关节

炎样软骨细胞损伤。

２．３　ＦＬＩＰＵＳ干预对Ｃｏｌ２α１及ＭＭＰ１３表达的影响
　　ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组相
比，ＩＬ１β组 Ｃｏｌ２α１在 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均明显
降低，ＭＭＰ１３表达水平则明显升高（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｂ～
Ｄ，图 ４）。而 ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组 Ｃｏｌ２α１ｍＲＮＡ（Ｐ＜
０．０１，图４Ａ）和蛋白（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ、Ｄ）表达水平均明
显高于 ＩＬ１β组，ＭＭＰ１３表达水平明显低于 ＩＬ１β组
（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ～Ｄ）。Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色结
果也显示，ＩＬ１β组 Ｃｏｌ２α１阳性表达明显低于对照组
（Ｐ＜０．０１，图 ５），而 ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组 Ｃｏｌ２α１阳性表
达明显高于ＩＬ１β组（Ｐ＜０．０５，图５）。
２．４　ＦＬＩＰＵＳ对线粒体自噬活化的影响
　　与对照组比较，ＩＬ１β组ＬＣ３ＢⅡ蛋白表达水平明
显降低（Ｐ＜０．０５，图６Ａ、Ｂ）；而与ＩＬ１β组比较，ＩＬ１β＋
ＦＬＩＰＵＳ组ＬＣ３ＢⅡ表达水平则明显增高（Ｐ＜０．０１，图
６Ａ、Ｂ）；ＴＯＭ２０（Ｐ＜０．０１）及 ＴＩＭ２３（Ｐ＜０．０５）蛋白表
达水平均显著降低（图６Ａ、Ｃ、Ｄ）。
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图３　体外骨关节炎样软骨细胞损伤模型的构建及验证
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Ａ、Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测各组Ｃｏｌ２α１、ＭＭＰ１３的ｍＲＮＡ表达　１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＩＬ１β组；３：ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与
对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＬ１β组比较；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组软骨细胞 Ｃｏｌ２α１和 ＭＭＰ１３蛋白表达及半定量
分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＩＬ１β组比较

图４　ＦＬＩＰＵＳ对ＯＡ软骨细胞Ｃｏｌ２α１及ＭＭＰ１３表达的影响
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Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；Ｂ：ＩＬ１β组；Ｃ：ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组；Ｄ：各组 Ｃｏｌ２α１相对表达情况　１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＩＬ１β组；３：ＩＬ１β＋

ＦＬＩＰＵＳ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＬ１β组比较

图５　免疫细胞化学染色观察各组软骨细胞中Ｃｏｌ２α１的表达

２．５　ＦＬＩＰＵＳ干预对 ＰＧＡＭ５蛋白表达及 ＦＵＮＤＣ１
Ｓｅｒ１３去磷酸化的影响

　　ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组 ＬＣ３ＢⅡ蛋白表达水平明显高
于ＩＬ１β组，线粒体膜蛋白ＴＯＭ２０及ＴＩＭ２３表达则明

显低于ＩＬ１β组（图 ６、７Ａ）。同时，与 ＩＬ１β组比较，
ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组ＰＧＡＭ５蛋白表达明显升高（图 ７Ａ、
Ｂ，Ｐ＜０．０１），ＦＵＮＤＣ１Ｓｅｒ１３磷酸化水平（ｐｓｅｒ１３／
ＦＵＮＤＣ１比值）则明显降低（图７Ａ、Ｃ，Ｐ＜０．０１）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组软骨细胞ＬＣ３、ＴＯＭ２０及ＴＩＭ２３蛋白表达；Ｂ：ＬＣ３ＢⅡ蛋白表达的半定量分析；Ｃ：ＴＯＭ２０蛋
白表达的半定量分析；Ｄ：ＴＩＭ２３蛋白表达的半定量分析

图６　ＦＬＩＰＵＳ对ＯＡ软骨细胞线粒体自噬的影响
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＩＬ１β组；３：ＩＬ１β＋ＦＬＩＰＵＳ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＩＬ１β组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组软骨细胞ＰＧＡＭ５、ＦＵＮＤＣ１、ｐＳｅｒ１３、ＬＣ３、ＴＯＭ２０及ＴＩＭ２３的蛋白表达；Ｂ：ＰＧＡＭ５蛋白表达
的半定量分析；Ｃ：ｐＳｅｒ１３与ＦＵＮＤＣ１灰度值的比值

图７　ＦＬＩＰＵＳ对线粒体自噬通路ＰＧＡＭ５ＦＵＮＤＣ１的影响

３　讨论

　　ＫＯＡ是一种以关节软骨变性破坏、骨质增生及滑
膜炎症为特征的慢性关节疾病。软骨细胞作为关节软

骨内唯一细胞，具有数量少、分布稀疏等特点。保持软

骨细胞有效的数量和质量，维持软骨基质合成与降解

达到动态平衡，是延缓关节软骨退变的重要因素。超

声波作为一种物理因子，与药物及手术治疗相比，具有

８０４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



无创、副作用小等优点，早在 １９５２年即应用于 ＯＡ的
治疗［７］。尽管有荟萃分析认为超声治疗可以缓解

ＫＯＡ疼痛，改善膝关节功能［８］，然而传统的超声治疗

疗效备受质疑［９－１０］。国际骨关节炎研究学会（ＯＡＲＳＩ）
发布的 ２０１４版指南也将治疗超声判定为疗效“不确
定”［１１］。因此需要从超声波的生物学效应和物理参数

作进一步的研究，以寻求ＫＯＡ治疗的有效方法。
　　传统非聚焦超声采用频率为１～１．５ＭＨｚ、声强为
１～２．５Ｗ／ｃｍ２，以连续能量输出方式，作用于关节周围
肌肉、关节囊等软组织［９－１０，１２－１３］，利用超声的温热效

应，达到缓解软组织痉挛、消除软组织肿胀、改善组织

循环、促进炎症物质代谢等作用［９－１０］。传统非聚焦超

声虽然取得一定的疗效，然而病变的原发病灶关节软

骨未得到有效的治疗，这可能是导致临床疗效不确定

的原因之一［２］。从皮肤到关节软骨解剖层次复杂，超

声波需要通过皮肤、皮下组织、浅筋膜、深筋膜、肌肉、

关节囊、韧带等组织才能达到关节软骨，加之超声波在

穿过各层解剖结构时会发生不同程度的衰减，很难达

到软骨表面。同时，皮肤对温度刺激非常敏感，不能单

纯通过提高超声功率达到治疗目的。因此需要从超声

波的物理学特性和生物学效应选择适当的超声参数和

方法对病变的关节软骨部位进行治疗。

　　前期研究发现，经频率为０．６ＭＨｚ超声刺激后，
新西兰兔软骨全层缺损组织中蛋白多糖和Ⅱ型胶原等
含量显著升高，明显优于１．０ＭＨｚ和１．５ＭＨｚ超声刺
激［３］。周?等［１４］进一步研究表明，０．６ＭＨｚ聚焦超声
可通过机械作用，促进葡萄糖等小分子物质向ＫＯＡ模
型的新西兰兔膝关节软骨内渗透，改善软骨营养。此

外，根据 ＡＴＫＩＮＳ等［１５］报道，多普勒成像模式下

（３ＭＨｚ，２９０ｍＷ／ｃｍ２）作用 １０ｍｉｎ，软组织升温仅
０．２１℃。加之本研究采用脉冲输出方式，其温热效应
可以忽略不计。因此，我们筛选出 ＦＬＩＰＵＳ的最佳治
疗参数（频率 ０．６ＭＨｚ，声强 １２０ｍＷ／ｃｍ２，重复频率
３００Ｈｚ，治疗头焦平面距离２８ｍｍ，脉冲宽度２００μｓ，
占空比２０％），能有效作用于关节软骨，从而达到最佳
的治疗作用［３］。

　　最近，多个研究发现低强度脉冲超声可上调细胞
自噬水平，对细胞起到保护作用［１６－１８］。通过电镜观

察，我们也发现经 ＦＬＩＰＵＳ干预后，软骨细胞内出现双
层膜结构自噬体，提示 ＦＬＩＰＵＳ能活化软骨细胞线粒
体自噬。线粒体自噬活化是一个细胞分解代谢的过

程，典型表现为细胞内出现双层膜结构自噬体吞噬线

粒体，是唯一确定的线粒体更新机制。软骨细胞处于

低氧微环境［１９］，低氧刺激下，通过多条信号通路实现

线粒体自噬活化，特异性降解受损线粒体，减少促凋亡

因子释放，防止软骨细胞进一步损伤，发挥抗细胞凋亡

作用［２０－２１］。线粒体自噬活化途径中，线粒体自噬受体

蛋白ＦＵＮＤＣ１第１３位丝氨酸（Ｓｅｒ１３）去磷酸化，在促
进线粒体自噬活化中起到关键作用［２２］，而其上游

ＰＧＡＭ５是促进Ｓｅｒ１３去磷酸化的关键蛋白磷酸酶［２３］。

因此，探明 ＦＬＩＰＵＳ对 ＰＧＡＭ５的调控作用，则可能初
步阐明ＦＬＩＰＵＳ活化线粒体自噬的分子机制。通过本
研究，我们发现ＦＬＩＰＵＳ可上调软骨细胞 ＰＧＡＭ５蛋白
表达，使ＦＵＮＤＣ１第１３位丝氨酸去磷酸化，增强其与
ＬＣ３相互作用，促进ＬＣ３Ⅰ转化为ＬＣ３Ⅱ。为进一步
说明线粒体自噬的发生及自噬流的畅通，本研究同时

检测了线粒体膜蛋白ＴＯＭ２０及ＴＩＭ２３的表达量，当线
粒体自噬流畅通时，受损线粒体通过溶酶体降解，

ＴＯＭ２０及 ＴＩＭ２３蛋白表达量会相应降低［２２－２３］。本研

究发现 ＦＬＩＰＵＳ在上调 ＬＣ３Ⅱ表达的同时，下调
ＴＯＭ２０及ＴＩＭ２３蛋白表达水平，表明 ＦＬＩＰＵＳ可活化
软骨细胞线粒体自噬。

　　本研究还存在以下不足之处：①本研究只进行了
体外培养细胞上的现象观察，ＦＬＩＰＵＳ通过 ＰＧＡＭ５／
ＦＵＮＤＣ１途径活化线粒体自噬，抗软骨细胞凋亡的体
内效应，将在下一步动物实验中进行证实；②本研究未
讨论ＦＬＩＰＵＳ对ＰＧＡＭ５磷酸酶活性的影响，今后将进
一步完善该部分内容。

　　综上所述，ＦＬＩＰＵＳ通过上调软骨细胞 ＰＧＡＭ５蛋
白表达，使ＦＵＮＤＣ１第１３位丝氨酸去磷酸化，活化线
粒体自噬，发挥抗软骨细胞凋亡的作用。

参考文献：

［１］ＪＩＡＬ，ＷＡＮＧＹ，ＣＨＥＮＪＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｆｏｃｕｓｅｄｌｏｗ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｔｈｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆ
ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ：ａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ，ｄｏｕｂｌｅｂｌｉｎｄ，ｐｌａｃｅｂｏ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１６，６：３５４５３．ＤＯＩ：１０．
１０３８／ｓｒｅｐ３５４５３．

［２］贾朗，谭波涛，陈锦云．低强度脉冲聚焦超声治疗膝骨关
节炎的安全性和有效性［Ｊ］．上海交通大学学报（医学
版），２０２０，４０（５）：６３３－６３８．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４
８１１５．２０２０．０５．０１１．
ＪＩＡＬ，ＴＡＮＢＴ，ＣＨＥＮＪＹ．Ｓａｆｅｔｙａｎｄｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｆｏｃｕｓｅｄ
ｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ
ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪＳｈａｎｇｈａｉＪｉａｏｔｏｎｇＵｎｉｖ（ＭｅｄＳｃｉ），
２０２０，４０（５）：６３３－６３８．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４８１１５．
２０２０．０５．０１１．

［３］ＪＩＡＬ，ＣＨＥＮＪＹ，ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｆｏｃｕｓｅｄｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄａｆｆｅｃｔｓｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｖｉａ

９０４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（５）



ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｅｄｉａｔｏｒｓ
ｉｎａｓｕｒｇｉｃａｌｌｙｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ［Ｊ］．
ＵｌｔｒａｓｏｕｎｄＭｅｄＢｉｏｌ，２０１６，４２（１）：２０８－２１９．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｕｌｔｒａｓｍｅｄｂｉｏ．２０１５．０８．０１０．

［４］ＷＡＮＧＳ，ＤＥＮＧＺ，ＭＡＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄ
ｍｉｔｏｐｈａｇｙｉｎｂｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＳｃｉ，
２０２０，１６（１４）：２６７５－２６９１．ＤＯＩ：１０．７１５０／ｉｊｂｓ．４６６２７．

［５］Ｌ?ＰＥＺＤＥＦＩＧＵＥＲＯＡＰ，ＬＯＴＺＭＫ，ＢＬＡＮＣＯＦＪ，ｅｔａｌ．
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍａｔｏｌ，
２０１５，６７（４）：９６６－９７６．ＤＯＩ：１０．１００２／ａｒｔ．３９０２５．

［６］ＲＯＣＫＥＬＪＳ，ＫＡＰＯＯＲＭ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ：ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｃｅｌｌｆａｔｅ
ｉｎｒｈｅｕｍａｔｉｃｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＲｈｅｕｍａｔｏｌ，２０１６，１２
（９）：５１７－５３１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｒｒｈｅｕｍ．２０１６．９２．

［７］ＬＩＮＤＡＨＬＯ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｗａｖｅｓ ｉｎ
ｃｈｏｎｄｒｏｍａｌａｃｉｃａｎｄｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｋｎｅｅ［Ｊ］．
Ｒｈｅｕｍａｔｉｓｍ，１９５２，８（２）：３６－３７．

［８］ＬＯＹＯＬＡＳ?ＮＣＨＥＺＡ，ＲＩＣＨＡＲＤＳＯＮＪ，ＭＡＣＩＮＴＹＲＥＮＪ．
Ｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｔｈｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ：ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗｗｉｔｈｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．
ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓＣａｒｔｉｌａｇｅ，２０１０，１８（９）：１１１７－１１２６．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｊｏｃａ．２０１０．０６．０１０．

［９］ＵＬＵＳＹ，ＴＡＮＤＥＲ Ｂ，ＡＫＹＯＬ Ｙ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｖｅｒｓｕｓｓｈａｍ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｆｏｒｔｈｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆ
ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ：ａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｄｏｕｂｌｅｂｌｉｎｄ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＲｈｅｕｍＤｉｓ，２０１２，１５
（２）：１９７－２０６．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．１７５６１８５ｘ．２０１２．０１７０９．ｘ．

［１０］ＣＡＫＩＲＳ，ＨＥＰＧＵＬＥＲＳ，ＯＺＴＵＲＫＣ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｉｃａｃｙｏｆ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓＭｅｄＲｅｈａｂｉｌ，２０１４，９３（５）：
４０５－４１２．ＤＯＩ：１０．１０９７／ｐｈｍ．００００００００００００００３３．

［１１］ＭＣＡＬＩＮＤＯＮＴＥ，ＢＡＮＮＵＲＵＲＲ，ＳＵＬＬＩＶＡＮＭＣ，ｅｔａｌ．
ＯＡＲＳＩｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｆｏｒｔｈｅｎｏｎｓｕｒｇｉｃａｌｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒＣａｒｔｉｌ，２０１４，２２（３）：３６３－３８８．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｏｃａ．２０１４．０１．００３．

［１２］ＯＺＧ?ＮＥＮＥＬＬ，ＡＹＴＥＫＩＮ Ｅ，ＤＵＲＭＵ爦ＯＧＬＵ Ｇ． Ａ
ｄｏｕｂｌｅｂｌｉｎｄｔｒｉａｌｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ｉｎｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＵｌｔｒａｓｏｕｎｄＭｅｄＢｉｏｌ，２００９，３５
（１）：４４－４９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｕｌｔｒａｓｍｅｄｂｉｏ．２００８．０７．００９．

［１３］ＨＵＡＮＧＭＨ，ＬＩＮＹＳ，ＬＥＥＣＬ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｏｆｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓｏｆｉｓｏｋｉｎｅｔｉｃｅｘｅｒｃｉｓｅｆｏｒｋｎｅｅ
ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＰｈｙｓＭｅｄＲｅｈａｂｉｌ，２００５，８６（８）：
１５４５－１５５１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｐｍｒ．２００５．０２．００７．

［１４］周?，周伟，陈文直，等．低强度脉冲超声对美蓝渗入
正常兔膝关节软骨的作用［Ｊ］．重庆医科大学学报，
２０１２，３７（２）：１２１－１２４．

ＺＨＯＵＫ，ＺＨＯＵＷ，ＣＨＥＮＷ Ｚ，ｅｔａｌ．Ｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｆｏｒｐｒｏｍｏｔｉｎｇｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｂｌｕｅｉｎｔｏｋｎｅｅｃａｒｔｉｌａｇｅｏｆｎｏｒｍａｌｒａｂｂｉｔ［Ｊ］．ＪＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
ＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３７（２）：１２１－１２４．

［１５］ＡＴＫＩＮＳＴＪ，ＤＵＣＫ ＦＡ．Ｈｅａｔｉｎｇｃａｕｓｅｄｂｙｓｅｌｅｃｔｅｄ
ｐｕｌｓｅｄ Ｄｏｐｐｌｅｒ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｔｈｅｒａｐｙ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｂｅａｍｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｒｍａｌｔｅｓｔｏｂｊｅｃｔｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＵｌｔｒａｓｏｕｎｄ，
２００３，１６（３）：２４３－２５２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｓ０９２９８２６６（０２）
０００７９４．

［１６］ＰＡＮＤＩＴＲ，ＬＥＩＮＥＮＧＡＧ，Ｇ?ＴＺＪ．Ｒｅｐｅａｔｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｔａｕｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅｃｌｅａｒｓｎｅｕｒｏｎａｌｔａｕｂｙ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．
Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，２０１９，９（１３）：３７５４－３７６７．ＤＯＩ：１０．７１５０／
ｔｈｎｏ．３４３８８．

［１７］ＺＨＡＮＧＢ，ＣＨＥＮＨＧ，ＯＵＹＡＮＧＪＪ，ｅｔａｌ．ＳＱＳＴＭ１
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｕｔｏｐｈａｇｉｃｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆＰＫＭ２ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｍａｔｕｒｅＩＬ１Ｂ／ＩＬ１βａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏＬＩＰＵＳ
ｍｅｄｉａｔｅｄａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０２０，１６
（７）：１２６２－１２７８．ＤＯＩ：１０．１０８０／１５５４８６２７．２０１９．
１６６４７０５．

［１８］ＺＨＯＵＨＹ，ＬＩＱ，ＷＡＮＧＪＸ，ｅｔａｌ．Ｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｕｌｓｅｄ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｒｅｐａｉｒｉｎｍａｎｄｉｂｕｌａｒｃｏｎｄｙｌａｒｃａｒｔｉｌａｇｅｉｎｊｕｒｙ
ｒａｂｂｉｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＡｒｃｈＯｒａｌＢｉｏｌ，２０１９，１０４：６０－６６．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ａｒｃｈｏｒａｌｂｉｏ．２０１９．０５．０１８．

［１９］ＭＩＬＮＥＲＰＩ，ＦＡＩＲＦＡＸＴＰＡ，ＢＲＯＷＮＩＮＧＪＡ，ｅｔａｌ．
ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＯ２ｔｅｎｓｉｏｎｏｎｐＨ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｉｎｅｑｕｉｎｅ
ａｒｔｉｃｕｌａｒｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｈｅｕｍ，２００６，５４
（１１）：３５２３－３５３２．ＤＯＩ：１０．１００２／ａｒｔ．２２２０９．

［２０］ＺＨＡＮＧＦＪ，ＬＵＯＷ，ＬＥＩＧＨ．ＲｏｌｅｏｆＨＩＦ１αａｎｄＨＩＦ
２αｉｎｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪｏｉｎｔＢｏｎｅＳｐｉｎｅ，２０１５，８２（３）：
１４４－１４７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｂｓｐｉｎ．２０１４．１０．００３．

［２１］ＨＵＳ，ＺＨＡＮＧＣ，ＮＩＬ，ｅｔａｌ．ＳｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＨＩＦ１α
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓｖｉａｅｎｈａｎｃｉｎｇｍｉｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ
ＤｅａｔｈＤｉｓ，２０２０，１１（６）：４８１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４１９０２０
２６８００．

［２２］ＬＩＵＬ，ＦＥＮＧＤ，ＣＨＥＮＧ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｏｕｔｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＦＵＮＤＣ１ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｉｔｏｐｈａｇｙｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮａｔＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１２，１４
（２）：１７７－１８５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｃｂ２４２２．

［２３］ＣＨＥＮＧ，ＨＡＮＺ，ＦＥＮＧＤ，ｅｔａｌ．Ａｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｌｏｏｐｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇｔｈｅＰＧＡＭ５ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄＣＫ２ｃｏｎｔｒｏｌｓ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌ，２０１４，５４（３）：
３６２－３７７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｏｌｃｅｌ．２０１４．０２．０３４．

（收稿：２０２００９２３；修回：２０２０１１０５）

（编辑　张　维）

０１４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　




