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·基础研究·

动态温热疏密波对软骨细胞凋亡调控基因表达的影响
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摘　要　目的：探讨动态温热疏密波对骨性关节炎软骨细胞凋亡调控基因表达的影响。方法：大白兔６０只，随机分为２组，即：正

常组（１０只）和手术组（５０只）。手术组采用改良Ｈｕｌｔｈ法复制膝骨性关节炎模型，术后随机分为５组，模型组造模后常规饲养，对

照组微波治疗仪，实验１组电（疏密波）治疗，实验２组热（热软膜）治疗，实验３组电热（治疗型护膝动态温热疏密波）治疗，分别

对应治疗１６周后，观察关节软骨的组织形态学，检测软骨细胞的凋亡率及 ｐ２１、ｐ５３、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达。结果：１６周时，骨性关

节炎模型成功建立，经治疗后各组关节软骨组织形态学病理变化程度明显轻于模型组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）；各组软骨细胞的凋亡

率、ｐ５３ｍＲＮＡ表达，模型组、对照组、实验１组、实验２组、实验３组明显高于正常组（Ｐ＜０．０１），对照组、实验２组、实验３组明显

低于模型组、实验１组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），实验３组明显低于对照组、实验２组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）；软骨细胞ｐ２１、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ

表达，模型组、对照组、实验１组、实验２组、实验３组明显低于正常组（Ｐ＜０．０１），对照组、实验２组、实验３组明显高于模型组、实

验１组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），实验３组明显高于对照组、实验２组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。结论：动态温热疏密波能有效下调软骨细

胞ｐ５３ｍＲＮＡ表达，上调ｐ２１、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达，从而抑制软骨细胞的凋亡，延缓关节软骨退变。
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　　骨性关节炎（Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是常见的一种慢
性、进展性骨关节疾病，随着人口老龄化发病率逐渐

升高。关节软骨退变是该病发病的中心环节，在骨关

节炎发生早期基质中胶原结构未破坏之前，软骨细胞

和软骨已发生改变［１－２］。研究发现骨性关节炎中软

骨细胞的凋亡程度与病变程度明显相关。因此，如何

有效抑制软骨细胞凋亡可能是防治骨关节炎关键途

径之一。前期研究表明，动态温热疏密波对骨关节炎

有治疗作用，并对其氧自由基、细胞因子等有影

响［３－５］。本实验通过观察动态温热疏密波对兔膝骨

性关节炎软骨细胞凋亡调控基因ｐ２１、ｐ５３、Ｂｃｌ２表达
的影响，探讨其抑制软骨细胞凋亡的作用机制，为防

治膝骨性关节炎提供新的思路。

１　材料与方法
１．１　实验仪器　动态温热疏密波（治疗型护膝）由福
州大学生物医学仪器研究所提供（国家发明专利号：

ＺＬ２００５Ｉ００２００７７．６），波形周期３．３ｓ，疏波１．１ｓ，密波
２．２ｓ，输出电压１７．３０Ｖ，密波频率１００Ｈｚ，疏波频率
２Ｈｚ。
１．２　实验动物　取健康６月龄大白兔６０只，雄性，
空腹体重２～２．２ｋｇ，由上海斯莱克实验动物有限责
任公司提供，合格证书：ＳＣＸＫ（沪）２００７００１１，福建中
医药大学实验动物中心提供清洁级医学实验动物环

境设施，合格证号：医动学第２３０１６号。实验过程中
对动物的处置符合２００６年科技部《关于善待实验动
物的指导性意见》的规定。

１．３　主要试剂及仪器　ＲＮＡ抽提 ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ逆转录试
剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＤＮＡ分子量 Ｍａｒｋｅｒ、ＰＣＲ试剂
盒、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＲＭ 荧光定量 ＰＣＲ试剂
（ＴａＫａＲａ公司），兔 βＡｃｔｉｎ、ｐ２１、ｐ５３和 Ｂｃｌ２基因
ｃＤＮＡ引物（上海生工生物工程公司合成）。ＢＸ４０显
微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司），ＨＵ１２Ａ透射电子显微
镜（日本日立公司），ＰＥ２４００ＰＣＲ扩增仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌ
ｍｅｒ公司），荧光定量 ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ公司），Ｆｌｕｏｒ
Ｓ凝胶成像系统（ＢＩＯＲＡＤ公司），微量核酸蛋白定
量仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。
１．４　实验方法　将所有动物精确称重后按抽签法随
机分为 ２组，即：正常组（１０只）和手术组（５０只）。
采用改良 Ｈｕｌｔｈ法造模［６］，取兔膝关节内侧入路，切

断内侧副韧带，摘除内侧半月板，切断前交叉韧带。

术后连续３ｄ给青霉素，每次２０万单位，每日２次肌
肉注射。术后将手术组５０只，按抽签法随机分为５
组，即：模型组、对照组、实验１组、实验２组、实验３
组，共６组（表１）。采用一笼一兔喂养，自７ｄ后开始
每日强迫兔活动３０ｍｉｎ，连续干预１６周。
１．５　观测指标
１．５．１　光镜观察软骨组织形态：取股骨内髁关节软
骨，修成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×０．５ｃｍ大小组织块，常规
固定、脱钙、切片、ＨＥ染色、封片，观察关节软骨的层
次、软骨细胞及软骨下骨的变化。

表１　动物分组及实验方法

组名 ｎ 实验方法

正常组 １０ 未造模，常规饲养，未行治疗

模型组 １０ 造模后常规饲养，未行治疗

对照组 １０ 微波仪治疗，每天３０ｍｉｎ，１４ｄ为１个
疗程，疗程间休息２ｄ

实验１组 １０ 电（疏密波）治疗，每天３０ｍｉｎ，１４ｄ为
１个疗程，疗程间休息２ｄ

实验２组 １０ 热（热软膜）治疗，每天３０ｍｉｎ，１４ｄ为
１个疗程，疗程间休息２ｄ

实验３组 １０ 电热（护膝）治疗，每天３０ｍｉｎ，１４ｄ为
１个疗程，疗程间休息２ｄ

１．５．２　透射电镜观察软骨细胞形态：取股骨内侧髁
中央１ｍｍ×１ｍｍ×３ｍｍ大小软骨，３％戊二醛酸溶
液中固定２４ｈ，用０．１Ｍ磷酸缓冲液冲洗３次，再加
０．１％四氧化锇固定９０ｍｉｎ，去离子水冲洗３次，终止
锇酸反应，不同浓度丙酮逐级脱水，脱钙液脱钙后环

氧树脂浸透、包埋、硬化后修块半薄切片，定位后超薄

切片，２％醋酸铀、柠檬酸铅双重染色。透射电子显微
镜观察关节软骨超微结构的变化。

１．５．３　光镜、电镜下关节软骨组织形态学改变的分
级标准：采用 Ｍａｎｋｉｎ软骨组织形态学改变的组织学

分级标准［７］，根据组织的病变程度分别计分，表层软

骨细胞分裂增生（０～３分）、细胞排列（０～３分）、ＡＢ
ＰＡＳ染色（０～４分）、潮线（０～３分）、血管翳样物生
成（０～３分），最高为１６分。
１．６　流式细胞仪检测软骨细胞的凋亡程度　切取的
关节软骨，剪碎成１ｍｍ３，ＰＢＳ冲洗３次后，置入盛有

０．２％ＩＩ型胶原酶的锥形瓶，３７℃水浴８ｈ，２００目过
滤，离心收集细胞沉淀，并用ＰＢＳ重悬细胞，离心后用

ＰＢＳ调整软骨细胞浓度为１×１０６ｍＬ－１。按照说明书

分别加入 Ａ液、Ｂ液、Ｃ液后，上机检测，应用 Ｃｅｌｌ
Ｑｕｅｓｔ软件获取软骨细胞，ＭｏｄＦｉｔ软件分析软骨细胞
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的凋亡程度。

１．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＴＰＣＲ检测关节软骨细胞凋亡基因
ｐ２１、ｐ５３、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达　麻醉成功后，打开术
侧关节腔切取关节软骨，剪碎并立即置入含 ＲＮＡｌａｔ
ｅｒＴＭ试剂的Ｅｐ管中，充分浸泡软骨组织，４℃过夜后
－２０℃保存，取１ｇ软骨组织严格依ＴＲＩｚｏｌ试剂操作
说明提取总ＲＮＡ，比色法和电泳法鉴定总 ＲＮＡ的质
量，取１μｇＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ，以此ｃＤＮＡ为模板行
ＰＣＲ扩增 ｐ２１、ｐ５３、Ｂｃｌ２以 βａｃｔｉｎ为内参（表 ２）。
Ｐｒｉｍｅｒ５软件自行设计引物，ＲＴＰＣＲ扩增条件为：９４℃
４ｍｉｎ，（９４℃ ３０ｓ，６０℃ ４０ｓ，７２℃４５ｓ），４０循环。
溶解曲线分析确定ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ扩增的特异性。
基因表达的差异分析，以 βａｃｔｉｎ基因 ｍＲＮＡ的表达
为内参照基因，检测待测样品中的目的基因的表达水

平，以正常组数据为标准样本，各实验组为待测样品，

比较待测样本相对校准样本的表达差异。第１步，应
用参照基因对校准样本和待测样本进行校正：

ΔＣｔ（校准样本）＝目的基因（ＭｅａｎＣｔ）－参照基因 βａｃｔｉｎ

（ＭｅａｎＣｔ）；ΔＣｔ（待测样本）＝目的基因（ＭｅａｎＣｔ）－参照
基因βａｃｔｉｎ（ＭｅａｎＣｔ）；第２步，校准样本和待测样本
的ΔＣｔ进行归一化：ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ（待测样本）ΔＣｔ（校准样本）；第

３步，表达差异的计算公式：２－ΔΔＣｔ。
１．８　数据统计分析　ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理数据，
计量资料采用平均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，行Ｆ检验
及ｑ检验；计数资料用χ２检验。

表２　实验相关引物

引物 引物序列

引物

长度

（ｂｐ）

退火

温度

（℃）

基因

地址

ｐ２１

Ｆ：５’－ＧＴＧＴＴＴＡＣＡＧＧＣＴ
ＴＴＧＧＡＧＴＴ－３’
Ｒ：５’－ＴＣＡＴＴＧＡＧＧＴＡＴＧ
ＧＡＧＧＴＴＣＴ－３’

２８５ ６０ ＮＭ００１０８２７５６

ｐ５３

Ｆ：５’－ＣＣＴＣＡＣＣＡＴＣＡＴＣ
ＡＣＡＣＴＧＧ－３’
Ｒ：５’－ＧＣＴＣＴＣＧＧＡＡＣＡＴ
ＣＴＣＧＡＡＣ－３’

２８１ ６０ Ｘ９０５９２

Ｂｃｌ２

Ｆ：５’－ＡＡＧＣＴＧＴＣＡＣＡＧＡ
ＧＧＧＧＣＴＡ－３’
Ｒ：５’－ＧＡＣＧＧＴＡＧＣＧＡＣ
ＧＡＧＡＧＡＡＧ－３’

２５６ ６０ ＤＱ５２９２３４

βａｃｔｉｎ

Ｆ：５’－ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴ
ＴＧＧＴＣＧＴ－３’
Ｒ：５’－ＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴ
ＣＴＧＧＧＴ－３’

１８４ ６０ ＡＦ４０４２７８

２　结　果
２．１　光镜观察结果　干预后各组之间有明显差异
（Ｆ＝３６．５９４，Ｐ＝０．０００），正常组关节软骨表面光滑，
４层结构清晰。模型组关节软骨层变薄、粗糙，可见
软骨细胞核固缩、坏死。实验３组关节软骨表面四层
结构仍可辨；软骨层轻度变薄，移行层细胞和放射层

细胞轻度增生，染色质分布均匀图１。参照Ｍａｎｋｉｎ软
骨组织形态学改变的组织学分级标准评价，结果如表

３所示，模型组、对照组、实验１组、实验２组、实验３
组明显高于正常组（Ｐ＝０．０００），实验２组、实验３组
明显低于模型组（Ｐ＝０．０２１，Ｐ＝０．００１）。

表３　１６周时各组关节软骨Ｍａｎｋｉｎ软骨组织
形态学改变的组织学评分比较　珋ｘ±ｓ

组别 ｎ 分数（分）

正常组 １０ ４．５２±２．３４
模型组 １０ １７．５６±３．７５１）

对照组 １０ １３．１３±３．２３１）２）３）

实验１组 １０ １３．２７±２．８４１）２）３）

实验２组 １０ １２．７２±３．５５１）２）４）

实验３组 １０ ９．３６±２．６２１）２）

注　与正常组比较，１）Ｐ＜０．０１；与模型组比较，２）Ｐ＜０．０１；

与实验３组比较，３）Ｐ＜０．０１，４）Ｐ＜０．０５

图１　关节软骨的组织形态学观察光镜图，ＨＥ染色

（１）正常组×１００，正常软骨细胞排列整齐　（２）模型组×１００，
软骨细胞核固缩、坏死　（３）实验２组×１００，软骨表面破坏

图２　关节软骨组织形态学观察电镜图　

２％醋酸铀、柠檬酸铅双重染色

（１）正常组 ×８０００，正常软骨细胞呈卵圆形，核仁清晰　（２）
模型组 ×８０００，软骨细胞碎裂　（３）实验２组 ×８０００，退变
软骨细胞
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２．２　透射电镜观察结果　正常组软骨细胞呈卵圆
形，表面微绒毛较多，细胞核完整，染色质均匀分布于

核内；模型组软骨细胞明显固缩、周晕消失，染色质浓

聚，散裂于核中，可见软骨细胞裂解成碎屑。实验３
组软骨细胞轻度萎缩，表面突起增多，核内异染质增

多、不规则，粗面内质网扩张，胞质内可见脂滴及微丝

出现；对照组、实验１组与实验２组介于模型组、实验
３组之间（图２）。
２．３　流式细胞仪检测软骨细胞的凋亡率　各组之间
软骨细胞凋亡率的有明显差异（Ｆ＝３６．６０３，Ｐ＝
０．０００），模型组、对照组、实验１组、实验２组、实验３
组明显高于正常组（Ｐ＝０．０００），对照组、实验２组、实
验３组明显低于模型组（Ｐ＝０．０００）、实验 １组
（Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；实验３组明显低于
对照组（Ｐ＝０．０００）、实验２组（Ｐ＝０．０３８），见表４。

表４　软骨细胞的凋亡率 珋ｘ±ｓ

组别 ｎ 软骨细胞凋亡率（％）
正常组 １０ ５．６５±２．９０
模型组 １０ ３５．７９±４．９６１）

对照组 １０ ２７．３４±３．２３１）２）３）４）

实验１组 １０ ３２．７４±４．２０１）

实验２组 １０ ２５．６８±４．０３１）２）３）５）

实验３组 １０ ２１．９０±２．７６１）２）３）

注 与正常组比较，１）Ｐ＜０．０１；与模型组比较；２）Ｐ＜０．０１，与实验

１组比较，３）Ｐ＜０．０１，与实验３组比较；４）Ｐ＜０．０１；５）Ｐ＜０．０５

２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ分析各组兔关节软骨组织
ｐ２１、ｐ５３、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达　各组关节软骨组织中
ｐ２１、ｐ５３、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ均有表达，ｐ２１、ｐ５３、Ｂｃｌ２、βａｃｔｉｎ
的荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ产物的熔解曲线为单一熔解峰，
表明均为特异扩增。软骨细胞ｐ２１表达（Ｆ＝１７．６３２，Ｐ
＝０．０００），模型组、对照组、实验１组、实验２组、实验３
组明显低于正常组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ
＝０．０００，Ｐ＝０．００２）；对照组、实验２组、实验３组明显
高于模型组（Ｐ＝０．０４７，Ｐ＝０．０１１，Ｐ＝０．０００）；实验３
组明显高于对照组（Ｐ＝０．００７）、实验１组（Ｐ＝０．０００）、
实验２组（Ｐ＝０．０３１）。软骨细胞Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达（Ｆ
＝３５．２５９，Ｐ＝０．０００），模型组、对照组、实验１组、实验
２组、实验３组明显低于正常组（Ｐ＝０．０００）；对照组、实
验２组、实验 ３组明显高于模型组（Ｐ＝０．００５，Ｐ＝
０．０１４，Ｐ＝０．０００）；实验 ３组明显高于对照组（Ｐ＝
０．０１９）、实验１组（Ｐ＝０．０００）、实验２组（Ｐ＝０．００７）；
软骨细胞ｐ５３ｍＲＮＡ表达（Ｆ＝１７４．４２６，Ｐ＝０．０００），模
型组、对照组、实验１组、实验２组、实验３组明显高于
正常组（Ｐ＝０．０００）；对照组、实验２组、实验３组明显
低于模型组（Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．０４２，Ｐ＝０．０００）；实验３
组明显低于对照组（Ｐ＝０．０３２）、实验１组（Ｐ＝０．０００）、
实验２组（Ｐ＝０．００４）（表５）。

表５　各组ｐ２１、ｐ５３、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达的荧光定量ＲＴＰＣＲ检测结果　珋ｘ±ｓ

组别 ｎ ｐ２１ ｐ５３ Ｂｃｌ２
正常组 １０ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００
模型组 １０ ０．８５±０．０５１） １．４５±０．０５１） ０．８３±０．０４１）

对照组 １０ ０．８８±０．０４１）２）４）５） １．４１±０．０４１）３）５） ０．８９±０．０４１）２）４）５）

实验１组 １０ ０．８７±０．０３１） １．４３±０．０３１） ０．８５±０．０４１）

实验２组 １０ ０．９０±０．０３１）２）６） １．３９±０．０５１）２）４）６） ０．８８±０．０３１）３）６）

实验３组 １０ ０．９４±０．０７１）２）４） １．３５±０．０４１）２）４） ０．９３±０．０５１）２）４）

注　与正常组比较，１）Ｐ＜０．０１；与模型组比较，２）Ｐ＜０．０１，３）Ｐ＜０．０５；与实验１组比较，４）Ｐ＜０．０１；与实验３组比较，５）Ｐ＜

０．０１，６）Ｐ＜０．０５

３　讨　论
治疗型护膝结合临床和现代科学技术，采用动态

温热疏密波对人体进行电刺激。动态温热疏密波是

疏波和密波交替出现的一种波形，疏密交替持续的时

间各约１．５ｓ，具有促进代谢、血液循环，改善组织营
养等功效。电脉冲的频率高于３０Ｈｚ的连续波称为
密波，可降低神经应激功能，常用于止痛、镇静、缓解

肌肉和血管痉挛等；频率低于３０Ｈｚ的连续波称为疏
波，可使肌肉节律性收缩，提高肌肉韧带张力，并且有

较强的穿透力，适用于各种肌肉、关节及韧带的损伤。

骨性关节炎病理过程以关节软骨退变、软骨基质

降解为主要特征，软骨细胞功能的改变是其病理演变

的关键。这一病理过程通常由于关节受力异常，关节

软骨磨损刺激关节滑膜和软骨细胞出现炎症反应，局

部组织中炎症刺激因子和炎性介质增多，引起细胞凋

亡，继发软骨的变，出现软骨表面的胶原纤维退化，使

软骨负荷面变薄，随着胶原纤维化的进一步发展，软

骨的深层发生裂隙，导致失去正常的保护功能［８－９］。
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本实验结果，１６周后膝关节内侧间隙明显变窄、大量
骨赘、软骨下骨硬化，四层结构不清、软骨细胞固缩坏

死、基质外露，表明骨性关节炎模型建立成功，动态温

热疏密波治疗后光镜、透射电镜下软骨组织学改变滞

后于模型组，提示动态温热疏密波可以延缓关节宏观

形态、软骨基质的退变。

细胞凋亡（Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）又称程序性细胞死亡，是一
种由基因调控的细胞主动死亡过程，在正常情况下，

软骨细胞存在着凋亡的现象，软骨细胞的凋亡对于软

骨的成熟和形态维持有着重要的作用［１０－１１］。ｐ２１为
周期素依赖性激酶抑制剂，为ｐ５３诱导的细胞生长阻
滞的调节子，也是 ＣＤＫ活性的直接调节子之
一［１２－１３］。抑癌基因ｐ５３可抑制细胞周期 Ｇ２／Ｓ期关
键点转换和细胞增殖，并诱导凋亡。ｐ５３抑制ＤＮＡ复
制，间接促进ＤＮＡ损伤修复，维持遗传信息的稳定性
和精确性，ｐ５３的激活可以终止细胞的复制而导致细
胞进入凋亡程序［１４］。Ｂｃｌ２基因家族是决定细胞凋
亡的重要因素，主要位于线粒体外膜、核被膜和内质

网膜，Ｂｃｌ２阻止促凋亡基因信号传递［１５］。因此，如

何有效地调控在细胞凋亡过程中起关键作用的 ｐ２１、
ｐ５３、Ｂｃｌ２基因表达，可能是有效延缓软骨细胞凋亡
的有效方法之一。

本实验结果显示，动态温热疏密波治疗后，关节

软骨中细胞凋亡率、ｐ２１、ｐ５３ｍＲＮＡ相对表达水平，
对照组、实验２组、实验 ３组明显低于模型组，实验
３组明显低于对照组、实验 ２组；关节软骨中细胞
ｐ２１、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达水平，对照组、实验２组、
实验３组明显高于模型组，实验 ３组明显高于对照
组、实验２组，表明动态温热疏密波能有效下调关节
软骨细胞 ｐ５３ｍＲＮＡ表达，上调关节软骨细胞 ｐ２１、
Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达，从而抑制软骨细胞凋亡，延缓关节
软骨的退变。
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