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·基础研究·

低强度脉冲超声波对软骨细胞中金属蛋白酶-13与
Ⅱ型胶原的影响*

安恒远1 李雪萍1，2 王大新3 程 凯1 林 强1 林爱翠1 高明霞1

摘要

目的：研究低强度脉冲超声波（LIPUS）对体外培养软骨细胞中金属蛋白酶-13（MMP-13）与Ⅱ型胶原的影响。

方法：选用6只1月龄的新西兰大白兔膝关节软骨进行体外培养，传至第二代，分为对照组与4个LIPUS辐射组，LI-

PUS强度分别是20mW/cm2、30mW/cm2、40mW/cm2、50mW/cm2。每天辐射20min，连续10d，每天细胞计数；分别在第5

天及第10天收集细胞，采用Western-blot技术、qRT-PCR技术检测软骨细胞中MMP-13、Ⅱ型胶原的含量，并分析两

者之间的相关性。

结果：①与对照组相比，各 LIPUS辐射组软骨细胞数均明显增高（P<0.05），其中40mW/cm2组软骨细胞数最高，与其

他各辐射组比较有显著性差异（P<0.05）；②细胞培养5d和10d后，MMP-13含量均较第0天明显升高（P<0.05）。但

各辐射组MMP-13含量均较其对照组显著降低（P<0.05）；其中40mW/cm2组MMP-13含量最低（P<0.05）；③细胞培

养5d和10d后，Ⅱ型胶原表达量均较第0天明显降低（P<0.05）。但各辐射组Ⅱ型胶原表达量均较其对照组显著升

高（P<0.05）。其中40mW/cm2组Ⅱ型胶原表达量最高（P<0.05）；④MMP-13与Ⅱ型胶原含量呈负相关（r=-0.757，P<
0.05）。

结论：不同强度的LIPUS体外辐射可促进软骨细胞增殖，抑制MMP-13的表达，延缓II型胶原的降解。
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Abstract
Objective：To study the effects of low intensity pulsed ultrasound(LIPUS) on matrix metalloproteinase(MMP-13)

and type II collagen of chondrocytes.

Method: The chondrocytes were obtained from knee joints of six one-month old rabbits. Chondrocytes were divid-

ed into 5 groups:control group and 4 LIPUS groups with intensity of 20mW/cm2,30mW/cm2,40mW/cm2,50mW/cm2

respectively.During the next cultured 10d, the chondrocytes were irradiated 20min and cells were counted every

day.On the 5th d and 10th d, cells were collected and the MMP-13 and type II collagen content were detected

by Western-blot and qRT-PCR. The correlation between MMP-13 and type II collagen was analyzed.

Result: ①Contrasting with control group, the chondrocytes number was higher in each LIPUS group(P<0.05) and

the number was significantly higher in 40mW/cm2 group (P<0.05).②MMP-13 contents were higher at the 5th d

and 10th d than that at the 0d(P<0.05).After irradiated 5d and 10d, the content of MMP-13 in each LIPUS

group was remarkable lower than that in control group(P<0.05) and in 40mW/cm2 group the content of MMP-13

was the lowest (P<0.05).③After cultured 5d and 10d, type Ⅱ collagen content was lower than that at the 0d(P<

DOI:10.3969/j.issn.1001-1242.2011.03.006

*基金项目：国家973项目课题 (2007CB936104)

1 南京医科大学附属南京第一医院康复医学科，江苏南京，210006；2 通讯作者；3 扬州大学临床医学院

作者简介：安恒远，男，硕士研究生；收稿日期：2010-10-26

226



www.rehabi.com.cn

2011年，第26卷，第3期

骨性关节炎（osteoarthritis，OA）是常见的关节疾

病,且发病率随年龄的增长而增高[1—2]，也是老年人

致残的一个主要原因。骨性关节炎的治疗手段很

多，但是大多都有不同程度的创伤性及副作用，因此

研究治疗骨性关节炎的非创伤性治疗手段在不断地

涌现。近十年来在应用低强度脉冲超声波（low in-

tensity pulsed ultrasound，LIPUS）对骨折及骨不连

的临床研究中，发现LIPUS可促进体外软骨细胞增

殖，并可促进动物软骨修复[3—4]。低强度脉冲超声波

所产生的热效应极低，其生物学效应主要利用超声

波的机械效应[5]。目前已有研究证实了LIPUS促进

软骨细胞增殖的作用，本文旨在从分子水平研究

LIPUS对软骨细胞金属蛋白酶（matrix metallopro-

teinase，MMP-13）、II型胶原表达的影响及两者之

间的相关性，探讨LIPUS促进软骨细胞增殖可能的

作用机制。

1 材料与方法

1.1 动物及材料

1.1.1 实验动物：健康的1月龄新西兰大白兔由南

京市第一医院动物实验中心订购（青龙山动物饲养

中心），体重（1000±100）g，雌雄不限，普通级。

1.1.2 器材及试剂：低强度脉冲超声仪（Osteoarthri-

tis III，日本株式会社），胎牛血清（Gibico公司），高

糖的DMEM培养基（凯基生物有限公司），胰蛋白酶

（凯基生物有限公司），II型胶原酶（Life Sciences 货

号:17101-015），鼠抗兔MMP-13抗体（Thermo sci-

entific,货号：MS-825-PO），鼠抗兔II型胶原酶抗体

（博士德，货号：BA0533），PVDF 膜（PALL，型号：

65421），全蛋白提取试剂盒（凯基生物有限公司），

TrizolRNA 提取试剂盒（凯基生物有限公司），

qPT-PCR试剂盒（凯基生物有限公司），qRT-PCR仪

（AMI7500，产地美国），Western 电泳仪（Bio-Rad，美

国，型号：164-5051）。

1.2 方法

1.2.1 软骨细胞分离及培养：无菌条件下取1月龄

新西兰大白兔双膝关节，浸泡至双抗液中（1%的链

霉素及青霉素），尽快转移至超净台中，取膝股骨髁

关节表面软骨，置于盛有PBS液的培养皿中冲洗并

剪切至 1.0mm3 的小碎片，再冲洗 2—3 遍，加入

0.25%胰蛋白酶2ml消化半小时，再加入0.25%II型

胶原酶3ml，于37℃恒温箱中消化4h，每半小时震荡

一次[6—8]，待消化彻底后加入3ml培养基终止消化，

予800转/min离心10min，弃上清，用PBS缓慢冲洗2

次，加入完全的高糖DMEM培养基（10%的胎牛血

清）吹打均匀后种植于培养瓶内，置于5%CO2、95%

空气37℃恒温培养箱中。每天光学显微镜镜观察

细胞的贴壁情况，细胞铺满30%—40%时，换液去除

培养基中的死细胞，细胞铺满80%—90%时传代，传

至第二代，观察细胞形态，正常第二代软骨细胞呈圆

形、梭形、多边形。

1.2.2 软骨细胞表型鉴定：用PBS洗两遍，然后加入

4%的多聚甲醛固定2h；PBS覆盖15min，再用PBS

洗 3 遍；在爬片上加 1%的 triton-100，室温放置

15min；PBS浸泡5min，清洗3次；加3%H2O2-甲醇溶

液处理切片15min；PBS再浸泡5min，清洗3次；加入

一抗（II型胶原抗体1∶100）100μl，37℃，湿盒孵育

2h；PBS浸泡5min，清洗3次；加入增强剂50μl，室

温湿盒孵育20min；PBS浸泡5min，清洗3次；加入

HRP标记二抗50μl，室温37℃，孵育30min；PBS浸

泡5min，清洗5次；2滴新鲜配制的DAB溶液显色；

镜下观察染色深浅，染好立即中止,用自来水轻柔冲

洗15min，用蒸馏水终止显色反应；将切片放入苏木

素染液复染，染色30min，用蒸馏水冲洗干净；然后

放入盐酸甲醇溶液中封片，立即用蒸馏水冲洗干

净。分别用70%乙醇中浸泡5min；85%乙醇中浸泡

0.05). The content of type Ⅱ collagen in each LIPUS groups was remarkable higher than that in control group(P<
0.05) and in 40mW/cm2 group the content of typeⅡ collagen was the highest (P<0.05).④The correlation between

MMP-13 and type Ⅱ collagen content was negative correlation（r=-0.757，P<0.05）.
Conclusion: Different intensity of LIPUS could promote chondrocyte proliferation and inhibit the expression of

MMP-13 and postpone the degradation of typeⅡ collagen.
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5min；95%乙醇中浸泡 5min；无水乙醇中浸泡

5min。用二甲苯浸泡10min，更换二甲苯后再浸泡

10min。晾干后在切片上加中性树胶，加盖玻片。光

学显微镜镜下可见软骨细胞胞核深染，胞质为大量

II型胶原染色，呈棕色。

1.2.3 LIPUS辐射：应用HT2009-1型低强度脉冲超

声仪（日本，伊藤公司），FREE模式，通断比20%，频

率为 3MHz，辐射强度分别为：20mW/cm2、30mW/

cm2、40mW/cm2、50mW/cm2。探头置于培养皿下方，

探头与培养皿之间涂以耦合剂，耦合剂厚度不超过

1mm。

1.3 主要检测指标

1.3.1 软骨细胞增殖检测：接种第二代软骨细胞于

六孔板中，每孔接种2×103个细胞，对照组接种10

个孔，辐射组接种10个孔，分别接受LIPUS辐射。

辐射在接种后第二天（即细胞贴壁后开始）开始，计

数从辐射第二天相同的时间开始计数；对照组每天

在相同的条件下放置20min，在与辐射组相同的时

间点计数。细胞收集后，采用计数板计数法对所培

养细胞进行计数，连续计数10d。

1.3.2 Western-blot技术：于第5天和第10天收集细

胞提取全蛋白。5天取材的细胞每瓶接种1.0×105

个细胞，10天取材的细胞每瓶接种2.0×104个细

胞。将收集的细胞，加入裂解液200μl，待裂解完

全，13000转/min离心10min；取10μl上清测蛋白浓

度，其余上清加上样缓冲液煮沸变性待用。取蛋白

总量为40μg样品采用SDS-PAGE电泳，浓缩胶恒压

80V 电泳，分离胶恒压 100V。电泳结束，采用

Bio-Rad Mini湿式转移电泳槽以恒流200mA转膜

2h。PVDF膜在 5%的脱脂牛奶，恒温37℃中封闭

2h；加II型胶原及MMP-13抗体( 羊抗兔单克隆抗

体1∶500)，4℃孵育过夜；PBST漂洗滤膜4次，每次

5min；加辣根过氧化物酶标记的二抗 (1∶5000)，

37℃孵育 2h，PBST 漂洗滤膜 4 次，每次 5min；按

0.1ml/cm2显影液计算用量，将显影液加于PVDF膜

上，室温放置1min。用保鲜膜将膜包好(尽量避免气

泡)。暗室中迅速将膜蛋白贴在X光胶片上曝光，洗

片机中显影、洗像。调整曝光时间，直至出现最佳条

带，然后进行灰度分析。

1.3.3 qRT-PCR技术：收集细胞后行全RNA提取，

25cm2的培养瓶中加入1ml TRIzol，充分裂解，加入

0.2ml氯仿，上下振荡15s，室温静置3min；4℃ 12000

转/min离心15min；收集上清水相，加入等体积的异

丙醇，轻轻混匀，室温静置10min；4℃ 12000转/min

离心 10min；去除上清，加入 1ml 75％的乙醇（用

DEPC处理过的水配制），轻轻混匀。4℃ 12000转/

min离心10min；吸尽上清；室温干燥沉淀3min加入

40μl的无RNase水溶解RNA沉淀，待完全溶解后

于-70℃保存。RT反应（20μl体系）：依次加入RNA

总量5μg，Oligo dT(10μM)1μl，dNTPs (10mM) 1μl，
无核酸酶的双蒸水至总体积15.5μl；65℃保温5min，

然后冰浴5min；往上述步骤中的0.2ml PCR管依次

加入：RNase抑制剂(40μ/μl)0.5μl，10×AMV Reac-

tion Buffer2μl，DTT (1M)1μl，逆转录酶（AMV）1μl，
混匀，然后2000转/min离心20s；先在37℃保温1h，

然后70℃保温15min；RT产物进行实时荧光定量

检测。每个样品做3个复孔。反应总体系为25μl：
2X 的 RTmix12.5μl, 模板（cDNA 稀释 10 倍）1μl,
GAPDH，II型胶原或MMP-13引物F和R 5pmol/μl
mix1μl, 18.2mΩ水 10.5μl，混合均匀。反应程序：

95℃ 15min，（95℃ 30s，55℃ 30s，72℃ 30s此步骤

做40个循环），72℃ 10min，进行数据分析。各基因

的引物序列及产物片断长度，见表1。

1.4 统计学分析

采用SPSS13.0统计软件进行分析.组内比较采

用配对样本t检验，组间比较采用单因素方差分析，

MMP-13与 II型胶原蛋白的相关性采用Pearson相

关性分析。P<0.05表示差异显著。

2 结果

2.1 LIPUS对软骨细胞增殖的影响

各辐射组软骨细胞细胞数均较对照组软骨细胞

细胞数增高，各辐射组与对照组相比有显著性差异

表1 qRT-PCR扩增所用引物及扩增片断长度

cDNA

GAPDH

II型胶原酶

MMP-13

引物链

正链
反链
正链
反链
正链
反链

引物序列(5'-3')

GCAGAAGGAGATCACAGCCCT
GCTGATCCACATCTGCTGGAA
AGCACGTGTGGTTTGGGGAG
CGTTGGCAGTGTTGGGAGGC
TGCCCTTATTTTATGTTTCC
TTCCGCTTCCTAGTCAGTTG

产物片段长度
（bp）
136

84

106

228



www.rehabi.com.cn

2011年，第26卷，第3期

P<0.05；各辐射组中以40mW/cm2组软骨细胞细胞数

最多，与各组比较有显著性差异（P<0.05），见图1。

2.2 LIPUS对MMP-13、II型胶原表达的影响

应用Western blot和 qRT-PCR两种检测方法，

所得实验数据经统计分析显示实验结果基本一致。

在细胞培养5d和10d后，MMP-13表达量较对照组

0d升高（P<0.05）；与对照组相比，各辐射组MMP-13

含量较低，有显著性差异（P<0.05），其中40mW/cm2

组MMP-13含量最低，与其余各辐射组相比有显著

性差异（P<0.05）。细胞培养5d和10d后，II型胶原

表达量较对照组0d降低（P<0.05）；与对照组相比，

各辐射组II型胶原表达量较高，有显著性差异（P<
0.05）；40mW/cm2组II型胶原表达量最高，与其余各

辐射组相比均有显著性差异（P<0.05）。Western

blot检测见图2，具体灰度值见表2、表3；qRT-PCR

检测见图3、图4。

a,第 0 天对照组;b,第 5 天对照组;c,第 5 天 20mW/cm2 组;d,第 5 天
30mW/cm2组;e,第5天40mW/cm2组;f,第5天50mW/cm2组;g,第10天对
照组;h,第10天20mW/cm2组;i,第10天30mW/cm2组;j,第10天40mW/
cm2组;k,第10天50mW/cm2组

与对照组相比,各辐射组MMP-13含量较少,有显著性差异(P<0.05),
40mW/cm2组MMP-13含量最低,与各辐射组相比均有显著性差异
(P<0.05)

图2 Western blot检测
图3 各组软骨细胞中MMP-13比较（qRT-PCR法）

表2 各组软骨细胞中MMP-13比较 （Western blot法，x±s）

时间

第0天
第5天
第10天

①与对照组相比P<0.05;②40 mW/cm2组MMP-13与其余各辐射组相比P<0.05

对照组

0.537±0.009
0.842±0.006
1.192±0.012

20mW/cm2

-
0.929±0.014①

1.162±0.019①

30mW/cm2

-
0.807±0.010①

1.106±0.011①

40mW/cm2

-
0.755±0.05①②

1.002±0.009①②

50mW/cm2

-
0.910±0.018①

1.123±0.017①

表3 各组软骨细胞中 II型胶原比较 （Western blot法，x±s）

时间

第0天
第5天
第10天

①与对照组相比P<0.05;②40mW/cm2组MMP-13与其余各辐射组相比P<0.05

对照组

1.290±0.015
0.649±0.011
0.328±0.011

20mW/cm2

-
0.673±0.017①

0.423±0.012①

30mW/cm2

-
0.660±0.013①

0.433±0.014①

40mW/cm2

-
0.782±0.014①②

0.690±0.016①②

50mW/cm2

-
0.744±0.013①

0.618±0.013①

各辐射组与对照组相比有显著性差异（P<0.05）；各辐射射组中以
40mW/cm2组软骨细胞细胞数最多，与各组比较有显著性差异（P<
0.05）。

图1 软骨细胞生长分析:软骨细胞增殖柱状图
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2.3 MMP-13含量与II型胶原含量相关性分析

MMP-13与 II型胶原含量相关性研究显示，两

者之间存在负相关关系（r=-0.757，P<0.05），见图5。

3 讨论

关节软骨损伤所致的OA及关节软骨缺损的修

复，主要有赖于软骨细胞的增殖。因此有关软骨细
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胞增殖的研究日渐成熟，包括施加不同的干预措施：

如施加生长因子、物理因子等。物理因子治疗副作

用较少，容易被患者所接受。LIPUS是整形外科领

域一种新准入的临床物理治疗，用于促进骨的愈合，

其增强软骨内成骨的作用，可能是通过诱导软骨细

胞增殖达到的。研究还发现LIPUS可促进损伤的软

骨和自体移植软骨[9]的界面形态学和组织学特征形

成，并增加软骨细胞的增殖[10]、II型胶原蛋白的表达

和合成[11—12]，正向调节蛋白多糖的含量，促进软骨形

成[13]。有研究中应用2mW/cm2和30mW/cm2的LIPUS

辐射体外培养软骨细胞，每天20min，发现软骨细胞

的生存能力不受超声影响[14]；在超声刺激后第7天,

30mW/cm2实验组聚合素基因表达和合成与对照组

相同, 而2mW/cm2实验组则增加。Toru等[6]研究发

现强度为7.5mW/cm2和 15mW/cm2的 LIPUS可以促

进三维结构材料中体外软骨细胞的增殖。本研究采

用4种不同强度的LIPUS辐射体外培养软骨细胞，

结果证实了LIPUS可促进体外培养软骨细胞的增

殖，同时，研究还发现虽然 LIPUS 在 20mW/cm2、

30mW/cm2、40mW/cm2、50mW/cm2等4种强度下均可

刺激体外软骨细胞的增殖，但其中40mW/cm2辐射组

的增殖速度明显高于其他辐射组，提示LIPUS促进

软骨细胞增殖的作用具有一定的强度依赖性。

软骨细胞胞质的主要成分由不同的胶原成分、

蛋白酶、蛋白多糖组成，其中Ⅱ型胶原含量最多并且

是软骨细胞最具特征的指标-金属蛋白酶( matrix

metalloproteinase,MMPs)为细胞外基质降解最重要的

蛋白水解系统[15]，其中MMP-13可由人类软骨细胞

产生，几乎能降解所有细胞外基质成分，MMP-13对

II型胶原蛋白具有很强的降解能力，是软骨细胞中

降解胶原蛋白的最重要的一种酶，并且其他MMPs

亚型也是通过其起作用；从理论上讲MMP-13的变

化可反映软骨基质中Ⅱ型胶原的代谢变化[16—17]。本

研究发现体外培养软骨细胞第5天、第10天后，各

LIPUS辐射组及对照组中，Ⅱ型胶原含量均比第0天

显著降低，而MMP-13含量比第0天显著增高，说明

软骨细胞在体外培养环境中，Ⅱ型胶原降解迅速，

MMP-13表达增高；与对照组相比，各LIPUS辐射组

软骨细胞中II型胶原降解、MMP-13表达增高速度

均趋缓，且Ⅱ型胶原与MMP-13表达量之间存在负

相关关系，证明LIPUS可通过延缓软骨细胞中Ⅱ型

胶原的降解、抑制MMP-13的表达来刺激细胞增殖

的，同时提示Ⅱ型胶原降解与MMP13表达密切相

关。此外，本实验研究发现经LIPUS照射后第5天

和第10天时，Ⅱ型胶原蛋白及Ⅱ型胶原mRNA表达

量均较对照组高，同时在相同的时间点经LIPUS辐

射组的MMP-13及MMP-13mRNA表达量较对照组

低，以40mW/cm2最明显，与LIPUS对软骨细胞增殖

实验结果相一致，提示LIPUS的作用与辐射时间、强

度相关。

本实验结果进一步证实，LIPUS辐射可促进软

骨 细 胞 增 殖 ，这 一 增 殖 作 用 与 LIPUS 减 少 了

MMP-13的合成，降低了MMP-13对 II型胶原的降

解相关，其相互作用的机制有待进一步研究。此外，

用LIPUS治疗膝骨性关节炎在临床尚未开展，本研

究的后续部分将进一步探讨LIPUS对兔膝骨性关节

炎的治疗与作用机制，为LIPUS广泛应用于临床提

供有利的理论依据。
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神经康复新技术学习班招生通知 [ 项目编号：2011-16-00-040 (国) ]

随着科学技术的进步，神经生理学、神经生物学、功能神经影像学、计算机学、生物工程学等学科的发展，极大地推动了康

复医学的快速前进，特别是各种新技术的应用给康复医学带来了新的气息。在传统治疗的基础上，各种康复新技术的应用有

助于提高康复治疗效果，带来良好的经济效益和社会效益。推广先进的康复治疗技术是康复医学发展的需要。由首都医科大

学宣武医院、中国医师协会康复医师分会、北京康复医学会举办的“神经康复新技术学习班”将于2011年6月在北京举行，项目

编号：2011-16-00-040 (国)。届时将邀请美国约翰·霍普金斯大学康复系Zorowitz教授等国内外知名康复专家介绍最新的康复

治疗技术和新进展，具有很高的临床应用价值。授课主要内容：①神经康复学的新进展；②康复治疗技术的新动态；③脑卒中

康复治疗的新进展；④经颅磁刺激在康复医学中的应用；⑤可视化虚拟情景康复；⑥失语症心理语言评价；⑦康复机器人的应

用；⑧本体感觉的评估和训练；⑨新型步态分析系统介绍。

现将相关事宜通知如下：①培训对象：康复科医师、治疗师、神经科医师、骨科医师以及相关临床、科研及治疗人员；②报

到时间：2011年6月7日；③报到及住宿地点另行通知；④培训时间：2011年6月8—12日；⑤收费标准：培训费1200元（包括学

费和资料费），住宿费、膳食费、差旅费及往返车船机票自理。培训结束后，将授予国家级继续教育I类学分10分及培训合格证

书；⑥届时符合条件人员可以现场办理中国医师协会康复医师分会会员证（会员费100元）。请于2011年4月10日前将报名回

执寄到：地址：北京市宣武区长椿街45号宣武医院康复医学科 张艳明 收，邮编：100053。欢迎电话报名和电子邮件报名，咨

询电话：010－83198326，手机：13641026802；传真：010-83156838，联系人：张艳明，电子信箱：kfysfh@yahoo.cn。

首都医科大学宣武医院

中国医师协会康复医师分会
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