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超声波对实验性兔膝骨关节炎软骨细胞基质金属
蛋白酶-1表达的影响
李卫平1 蹇 睿1 胥方元1,2

摘要

目的：探讨超声波治疗对兔膝骨关节炎（KOA）模型软骨细胞基质金属蛋白酶-1（MMP-1）表达的影响。

方法：30只新西兰大白兔随机分为正常对照组、模型组和超声波治疗组，每组10只。将模型组和超声波治疗组的兔

左膝于伸直位石膏固定6周制作KOA模型。造模后超声波治疗组实施超声波治疗2周。8周后取各组软骨观察膝

软骨病理学形态改变、MMP-1表达的变化。

结果：采用Mankin评分比较病理学形态改变，正常对照组与模型组、模型组与超声波治疗组间比较，差异均有显著

性意义(P<0.01)。软骨免疫组化MMP-1测定，正常对照组与模型组、模型组与超声波治疗组间比较，差异均有显著

性意义(P<0.01)。
结论：超声波能有效治疗膝骨性关节炎，其作用机制可能与减少软骨细胞MMP-1的含量而利于软骨细胞的修复有

关。
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Abstract
Objective: To study the effect of ultrasound therapy on expression of matrix-metalloproteinase-1(MMP-1) in carti-

lage cells of rabbit with knee osteoarthritis(KOA).

Method: Thirty healthy New Zealand white rabbits were randomly divided into 3 groups: normal control group

contained 10 rabbits, not modeling; the other 20 rabbits were randomly divided into model group and ultrasonic

experimental group, being created osteoarthritis. The rabbits' left knees were fixed within plaster cast in stretch

position for 6 weeks to created KOA models. Then ultrasonic, experimental group was given ultrasonic treatment

for 2 weeks. After 8 weeks cartilage changes on pathological morphology and expression of MMP-1 were observed

in all groups.

Result: By Mankin's score the severity of pathological lesion in model group was higher than that in normal con-

trol group and ultrasonic experimental group (P<0.01). The expression of MMP-1 in model group was higher than

that in normal control group and ultrasonic experimental group, the difference was significant (P<0.01).
Conclusion: The ultrasonic treatment can effectively improve the rabbits' KOA, and its mechanism probably is

correlated with reducing MMP-1 level in cartilage cells, which will be helpful for repairing cartilage cells.
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膝骨关节炎(knee osteoarthritis, KOA)是一种常

见的关节退化、关节软骨破坏、膝关节周围软组织退

变的慢性关节病，随着人口老龄化趋势的发展，发病

率也明显上升。我们通过建立兔膝骨关节炎动物模

型，应用超声波治疗，通过免疫组化检测治疗前后基

质 金 属 蛋 白 酶 -1(matrix metalloproteinase-1,

MMP-1)的表达，了解超声波对关节软骨细胞

MMP-1表达的影响并探讨其可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康新西兰兔 30 只，雌雄随机，体重 2.0—

2.5kg，5月龄，由泸州医学院动物实验中心提供。动

物合格证：SCXK[川] 2008-17。30只兔随机分为正

常对照组、模型组和超声波治疗组，每组10只兔。

1.2 仪器和试剂

10%中性甲醛、5%硝酸脱钙液、二甲苯、多聚赖

氨酸、伊红、苏木素、甲苯胺蓝、PAS缓冲液、MMP-1

免疫组化试剂盒（北京博奥申生物工程有限公司），

HS-501型超声波治疗仪(韩国)。

1.3 实验方法

1.3.1 造模方法：于模型组及超声波治疗组制造

KOA模型。将兔左膝于伸直位固定于实验固定台

上，在左后肢腹股沟以下1.5cm至踝关节上3cm用

管型石膏绷带包扎固定制动6周制作KOA模型，成

功后解除石膏外固定。

1.3.2 治疗方法：在造模6周后，超声波组采用频率

为3MHz，脉冲式超声波直接接触移动法作用于左膝

关节进行治疗，剂量0.25W/cm2，每次治疗10min，每

日1次，连续治疗14d。

1.3.3 标本取材：以空气栓塞法处死兔，取股骨内侧

切口打开膝关节观察股骨内髁关节面的病理改变，

切取股骨内侧髁0.5cm×0.5cm×0.5cm关节软骨标

本，经5%硝酸脱钙液脱钙，至大头针能轻松穿透标

本后，石蜡包埋标本，垂直软骨表面5μm切片。

1.3.4 软骨病理学检测：HE染色和甲苯胺蓝染色后

光镜观察，HE染色观察软骨表面是否规则、有无裂

隙，细胞数量、分布、排列是否规则，潮线是否完整；

甲苯胺蓝染色观察软骨基质失染程度。参考

Mankin[1]评分标准进行评分。

1.3.5 软骨免疫组化MMP-1测定：①将软骨标本用

中性缓冲甲醛液固定48h，脱水、透明、浸蜡、石蜡包

埋；②连续切片4μm，贴片于多聚赖氨酸防脱处理

过的载玻片上，切片脱蜡至水，3% H2O2室温10min

灭活内源性过氧化物酶；③冲洗后PBS浸泡5min复

合消化液修复抗原活性；④正常血清封闭，滴加1∶

100稀释抗兔MMP-1抗体，4℃孵育过夜；⑤PBS冲

洗3次，5min/次，滴加生物素标记的二抗，37℃孵育

20min；⑥PBS冲洗5min，3次，滴加辣根酶标记链霉

卵白素工作液，37℃孵育20min；⑦PBS冲洗5min，3

次，二甲基联苯胺(DAB)室温下显色至满意，自来水

终止显色反应；⑧苏木素复染细胞20s，洗去多余染

液，酒精梯度脱水后封片。

1.3.6 结果观察：参照Pelletier[2]的方法在软骨切片

中随机选取6个视野(400倍)，计算每个视野里的阳

性细胞数和细胞总数，显微镜下胞浆或胞膜有褐色

颗粒为阳性细胞。用细胞分数即阳性细胞数占细胞

总数的百分比来表示MMP-1表达量。每张切片的

细胞计数分别由两个独立的观察者进行，其评分误

差率控制在5%以内，取二者均值为最后得分。

1.4 统计学分析

用SPSS 13.0软件进行统计学分析。所有数值

结果均用均数±标准差表示。对兔软骨结构、软骨

细胞、潮线评分结果采用 t检验进行两两比较，对甲

苯胺蓝染色Mankin评分结果和免疫组化MMP-1的

统计结果采用单因素方差分析和 t检验。

2 结果

2.1 大体观察

正常对照组左膝关节未见明显关节积液，软骨

面外观光滑、透明，呈蓝白色，色深明亮，无缺损及新

生物，无水肿充血表现。模型组左膝关节大部分出

现关节积液，软骨表面色泽暗，呈灰黄色，光泽度降

低，表面略有不平，较粗糙，有不规则压迹，糜烂与溃

疡。超声波治疗组部分有少量关节积液，软骨表面

有少许溃疡，部分无明显关节积液，软骨表面光滑，

软骨欠透明，光泽较正常对照组稍差。

2.2 光镜观察

2.2.1 HE染色结果：正常对照组软骨层较厚，软骨

着色均匀，软骨细胞排列整齐，细胞饱满，潮线清晰
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（图1）；模型组软骨明显变薄，可见裂隙，部分深达

软骨下骨，基质染色明显变浅，细胞簇集，有较薄的

钙化层，局部有破坏，软骨细胞局部排列紊乱，多个

软骨细胞聚集一起，细胞核浓缩，潮线紊乱（图2）；

超声波治疗组染色显示软骨层较模型组增厚，表面

光滑，偶见小的裂隙形成，着色尚均匀，软骨细胞排

列整齐，细胞饱满，偶见多个软骨细胞聚集一起，细

胞核浓缩，潮线紊乱（图3）。

2.2.2 甲苯胺蓝染色结果：正常对照组染色均匀，9

只无基质失染，1只有轻度减轻（图4）；模型组软骨

层失染，以表层、中层尤为明显（图5）；超声波治疗

组染色轻度减退（图6）。

2.2.3 Mankin评分结果：模型组评分明显高于正常

对照组(P<0.01)，超声波治疗组明显低于模型组(P<
0.01)，（见表1—2）。

2.3 免疫组化染色结果：在正常对照组MMP-1呈

弱阳性表达，仅在表层软骨细胞内偶见少许胞质棕

褐色颗粒；模型组呈强阳性表达，软骨基质、胞浆中

均有MMP-1表达，全层可见，尤以表、中层密度最

高，成熟软骨细胞中较多，为深棕褐色颗粒。超声波

治疗组软骨组织中MMP-1较模型组表达降低，主要

是软骨组织的表、中层减少，为浅棕褐色颗粒（见表

3）。

图1 正常对照组HE染色 （×100） 图2 模型组HE染色 （×100） 图3 超声波治疗组HE染色（×100）

图4 正常对照组甲苯胺蓝染色（×100） 图5 模型组甲苯胺蓝染色 （×100）图6 超声波治疗组甲苯胺蓝染色（×100）

表1 超声波治疗组与OA模型组关节软骨
Mankin评分比较 (x±s,n=10)

组别

模型组
超声波治疗组

①模型组与超声波治疗组比较P<0.0l

软骨结构

2.80±0.63
1.40±0.52①

软骨细胞

2.80±0.52
1.20±0.42①

潮线完整性

1.80±0.42
1.00±0.00①

表2 各组软骨Mankin评分比较 (x±s,n=10)

组别

正常对照组
模型组

超声波治疗组
正常对照组与模型组比较：①P<0.0l；超声波治疗组与模型组比较：②P<0.01

甲苯胺蓝染色

0.10±0.32①

2.70±0.48
1.20±0.42②

Mankin评分

0.10±0.32①

9.90±1.73
4.81±1.23②

3 讨论

KOA以关节软骨进行性变性和破坏及骨赘形

成为病理特点，尽管其病因复杂，但最终均通过影响

软骨细胞和细胞外基质（extracellular matrix, ECM）

导致软骨细胞坏死，软骨基质过度降解而发挥作用。

表3 各组软骨MMP-1表达的比较 (x±s,n=10)

组别

正常对照组
模型组

超声波治疗组
正常对照组与模型组比较：①P<0.0l；超声波治疗组与模型组比较：②P<0.01

标本数

60
60
60

MMP-1

13.89±3.10①

54.65±9.27
31.64±6.69②
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软骨基质主要包括胶原纤维和蛋白多糖，由软

骨细胞分泌，正常的软骨细胞所分泌蛋白多糖甲苯

胺蓝染色呈均匀的蓝紫色。在OA关节软骨中，软

骨基质的降解与合成之间平衡失调，软骨细胞功能

丧失，软骨细胞变性或坏死，不能分泌或分泌异常的

蛋白多糖[3]，因此甲苯胺蓝染色失染或者染色不

均。本试验结果与之相符。

MMPs是一类广泛存在于结缔组织中结构相似

的蛋白酶家族，能降解几乎所有的软骨细胞外基

质。OA的病理过程中[4]，关节滑膜细胞及软骨细胞

分泌过量的MMPs，打破MMPs及基质金属蛋白酶抑

制剂（tissue inhibitor of metalloproteinases, TIMPs)

的平衡，在力学负荷和炎性因子的作用下，导致软骨

破坏。MMPs的不同亚型对各基质成分的降解能力

存在很大的差异，有学者将MMP-1作为OA新的标

志指标[5]，其对于Ⅱ型胶原的降解起了启动及影响

其降解速率的作用，在OA软骨基质降解中占有主

导性地位。MMP-1又名间质胶原酶，其作用对象主

要是新生成的Ⅱ型胶原。在病理状态下，软骨细胞

大量产生MMP-1并激活，作用于软骨基质Ⅱ型胶原

α链上的Gly775—Leu／Ile776位点，使Ⅱ型胶原裂

解，网架结构破坏，固相结构中的蛋白多糖流失或分

解，软骨基质降解速度加快，软骨发生破坏和缺损，

导致OA发病[6—7]。Tchetverikov等[8]对OA患者和正

常对照滑膜积液的MMP-1免疫测定结果表明随着

OA的发展MMP-1的含量增多且活性增强。Dahlbe

等[9]在做体外培养时发现，只有抑制了MMP-1的活

性后，培养基中新合成的Ⅱ型胶原才明显增加。

有研究证实，超声波能促进细胞增殖、蛋白质合

成、刺激胶原和细胞因子生成[10]。胥方元等临床实

验证明超声波对膝OA有良好疗效[11]，可以促进软

骨、韧带和肌腱等组织损伤的修复。由于兔膝关节

较表浅，选用频率为3MHz的超声波治疗，深度达

1—2cm，利用脉冲式超声波的非热效应[12]，使用

0.25W/cm2的低强度超声波治疗，将其热效应最低

化，避免热效应对挫伤肌腱、韧带及骨软骨的损害。

本实验中，MMP-1在正常对照组呈弱阳性表达，仅

表层软骨细胞内偶见MMP-1弱阳性表达，为胞质内

少许棕褐色颗粒。模型组中软骨基质、胞浆中均有

MMP-1表达，全层可见，尤以表层、中层密度最高，

成熟软骨细胞中较多，为深棕褐色颗粒；超声波治疗

组软骨表层散在的软骨细胞胞浆中存在MMP-1表

达，为浅棕褐色颗粒。超声波治疗组软骨组织中

MMP-1均较模型组表达降低，且主要是软骨组织的

表层、中层表达量减少，说明超声波能抑制兔膝骨性

关节炎软骨组织中MMP-1的表达，可能具有增强促

进软骨的再生能力，减轻软骨的破坏，促进胶原及蛋

白多糖增多，减轻软骨基质损害的作用。其对OA

的治疗机制可能是通过有效降低软骨MMP-1的表

达，实现对 MMP-1/TIMP-1 整体抑制作用，减轻

MMP-1的破坏作用，促进蛋白多糖的合成，以利于

软骨的修复，从而达到治疗OA的目的。
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