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摘要 　目的 :探讨细胞增殖与凋亡在人重组白细胞介素-1β介导的颞颌关节炎症损伤中的作用。方法 :选用 SD 大

鼠颞下颌关节腔内反复多次注射 rhIL-1β,造成炎症损伤 ,利用免疫组织化学染色及原位末端标记法 ,观察炎症损伤

过程中髁突软骨细胞增殖及凋亡的变化。结果 :注射后 1～30 d ,实验侧髁突软骨增殖层 PCNA 阳性指数均较对照

侧低 ,以 1～7 d 最明显 ;实验侧髁突软骨细胞凋亡数较对照侧多 ,主要分布于软骨增殖层及前肥厚层中 ,以 1～7 d

最明显 ,15 d 后凋亡细胞数明显减少 ,仅见个别凋亡细胞散在分布于软骨浅层。结论 :rhIL-1β关节内注射不仅使髁

突软骨细胞增殖受抑制 ,而且细胞凋亡也可能是 rhIL-1β致关节损伤的途径之一 ,细胞增殖与凋亡协同参与了颞下

颌关节炎症损伤的病理过程。
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Abstract
Objective :The purpose of this study was to evaluate the role of cell proliferation and apoptosis in the inflammatory lesion me2

diated by recombinant human interleukin-1βon condylar cartilage of temporomandibular joint. Methods :The model of inflammatory

lesion of temporomandibular joint in SD rats was established by intraarticular injection with recombinant human interleukin-1β. The

expressions of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and apoptosis in cartilage were examined by immunohistochemical staining

and Tdt-mediated dUTP nick end labelling ( TUNEL) during series time of after injection of recombinant human interleukin-1β.

Results :The immunostaiing results showed that PCNA protein was expressed in proliferative zone of condylar cartilage , the positive

index of PCNA decreased in proliferative zone after injection of recombinant human interleukin-1β1～30 days , and more obviously

in 1～7 days. Apoptotic chondrocytes were mainly located in proliferative zone and the prehypertrophic zones , and the apoptotic

chondrocytes increased in proliferative and prehypertrophic zones of condylar cartilage ( P < 0105) . Conclusion :These results sug2
gest that suppression of proliferating cell nuclear antigen and high apoptosis of chondrocytes may play an important role in the in2
flammatory lesion or in the destructive process of temporomandibular joint osteoarthritis.

Key words : 　proliferation apoptosis　　chondrocyte 　　inflammatory　　lesion

作者单位 :650031 　昆明医学院口腔系 (李 　松 ,杨 　春 ,罗应

伟 ,沈丽宁) ,第四军医大学口腔医学院 (金　岩)

　　骨关节炎 (osteoarthritis ,OA) 是滑液关节的常见

病 ,病理特点是进行性软骨丧失和软骨修复反应。

颞下颌关节 (temporomandibular joint ,TMJ) 内紊乱常

并发 OA。TMJ OA 的发生与 IL-1β、TNF-α及 IL-6等

细胞因子有着密切的关系 1
,软骨细胞是受细胞因

子作用的主要靶细胞 ,软骨细胞受到 IL-1β等细胞

因子作用必然影响到软骨细胞的增殖、分化及凋亡
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等细胞生命活动。国内外虽有 IL-1β介导的 TMJ 炎

症损伤的病理实验 ,但有关 TMJ 炎症损伤过程中髁

突软骨细胞增殖及凋亡的研究尚未见报道。本文

通过微量、多次关节腔内注射人重组白细胞介

素-1β(recombinant human interleubin-1β, rhIL-1β) ,造

成 TMJ 炎症损伤 ,探讨软骨细胞增殖与凋亡在 IL-

1β介导的 TMJ 炎症损伤、修复过程中的意义。

1 　材料和方法

1. 1 　实验动物与主要试剂

出生 20 d 的纯系 SD 大鼠 30 只 (第四军医大学动物中

心提供) 、rhIL-1β(1μgΠμ×104 ,北京邦定公司) ,增殖细胞核

抗原 (proliferating cell nuclear , antigen , PCNA) 单克隆抗体

(Santa Cruz 公司 ,美国) ,SABC 试剂盒 (Vector 公司 ,美国) ,

TUNEL (Tdt-mediated dUTP nick end labelling) 试剂盒 (Oncor 公

司 ,美国) 。

1. 2 　动物模型及标本制备

用乙醚吸入麻醉 SD 大鼠 ,经 75 %酒精皮肤消毒后 ,给

一侧 TMJ 关节上腔内注射 rhIL-1β(用 pH 714 ,011 molΠL PBS

稀释为 1μgΠml) ,每次 30 ng ,隔天 1 次 ,共 3 次。对照侧不注

射 rhIL-1β。分别于注射后 1、3、7、15、30 d 脱颈处死大鼠 (每

个时间点取 5 只) ,切取颞颌关节部 (沿正中线切开鼠头后

分切)置入含盐酸、甲酸及冰醋酸的 4 %多聚甲醛溶液中充

分固定、脱钙 ,常规脱水、石蜡包埋。作矢状连续切片 ,厚度

5μm ,分别进行 HE染色、免疫组织化学染色及 TUNEL 原位

末端标记。

1. 3 　免疫组织化学检测 PCNA

免疫组织化学染色采用 SABC法。步骤 :石蜡切片脱蜡

至水 ,经 3 %H2O2 封闭内源性过氧化物酶及枸橼酸缓冲液

微波修复抗原 10 min 后 ,用 5 %正常羊血清封闭 30 min ;滴

加 PCNA 一抗 (工作浓度 1∶100) 置于 4 ℃过夜 ,室温下复温

1 h后滴加生物素化羊抗鼠 IgG二抗 ,37 ℃反应 30 min ;再加

ABC复合物孵育 30 min ,DAB 显色后 ,二甲苯透明、封片。

用 PBS代替一抗作为空白对照片。染色时所有的试剂统一

配置 ,染色时间、温度及显色均严格标准化控制。

1. 4 　TUNEL 法检测凋亡细胞

TUNEL 染色 :切片常规脱蜡至水 ,室温下 20 mgΠL 的蛋

白酶 K消化 15 min ;3 %H2O2 PBS 溶液中处理 5 min 后 ,加

50μl的平衡液 1 min ;再加含 TDT酶反应液 15μl ,37 ℃反应

115 h 后用预热的中止反应液中止反应 ; buffer1 漂洗 2 次

(15 minΠ次)后加 2 %正常羊血清孵育 30 min ;滴加抗地高辛

碱性磷酸酶抗体后置于湿盒中孵育 2 h ;经 buffer1 、buffer3

漂洗后 ,加新配制显色液 (NBTΠBCIP 显色液 ,用 buffer3 配

制 ,NBT 415μl、BCIP 315μl、左旋咪唑 0124 mgΠml) 20μl ,暗处

显色。中止显色后 ,梯度酒精脱水 ,二甲苯透明封片。

1. 5 　增殖指数及凋亡指数统计分析

在光学显微镜下 ,分别计数实验组及对照组各时间点

软骨增殖层及前肥厚层中的 PCNA 阳性细胞数及凋亡细胞

数。计算出各组的平均阳性细胞百分率和标准差 ,以阳性

细胞百分率作为增殖及凋亡指数 ,分别进行配对 t 检验。

2 　结 　　果

2. 1 　HE染色

停止注射后 1～3 d TMJ 上下腔内均可见炎性

渗出物 ,以上腔明显 ,关节盘及关节凹滑膜下有炎

性细胞浸润 ,滑膜细胞增生 ;15～30 d 炎性渗出物

消失 ,可见髁突软骨表面纤维层断裂 ,髁突软骨凸

凹不平 ,软骨细胞簇状增生。正常关节腔内无炎性

渗出物 ,关节盘、髁突及关节凹表面光滑 ,软骨各层

清楚。

2. 2 　免疫组织化学染色

PCNA 阳性细胞为胞核着棕黄色。实验侧 :注

射后 1～3 d ,髁突软骨增殖层 PCNA 阳性软骨细胞

数减少 (图 1) ,7 d 时 PCNA 表达进一步减弱 ,肥厚

层中未见 PCNA 阳性软骨细胞 , 对照侧各时间

PCNA无明显变化 (图 2) 。实验侧 1、3、7、15、30 d

PCNA指数与对照侧比较差异有显著性 (表 1) 。
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2. 3 　TUNEL 染色

阳性细胞为细胞核着紫蓝色。实验侧 :注射后 1～7d ,

髁突软骨细胞凋亡数较正常对照侧增多 ,主要分布于软骨

增殖层及前肥厚层 (图 3) ;肥厚层中凋亡细胞较少 ;15～30

d 软骨增殖层及前肥厚层中凋亡细胞数明显减少 (图 4) ,对

照侧各时间凋亡率无明显变化。

实验侧 1、3、7、15、30 d 各时间点凋亡指数与对照侧比

较差异有显著性 (表 1) 。

表 1 　rhIL-1β注射后不同时间点髁突软骨细胞

增殖及凋亡的变化( �x ±s , %)

组别 n PCNA 凋亡

对照组 5 　　10. 2 ±2. 2 　　 3. 4 ±1. 9

1 d 5 5. 1 ±3. 1b 25. 3 ±3. 2a

3 d 5 4. 6 ±2. 2b 23. 6 ±3. 2a

7 d 5 4. 2 ±3. 1b 19. 5 ±3. 6a

15 d 5 5. 8 ±2. 4b 7. 2 ±2. 8a

30 d 5 6. 7 ±3. 0b 7. 2 ±2. 7a

a 　P < 0. 01 , 　b 　P < 0101 与对照组相比

3 　讨 　　论

已有研究证实 IL-1β注射于动物的滑液关节 ,

可诱发类似 OA 样病变 2 ,3 。本研究给大鼠 TMJ 关

节腔内注射 rhIL-1β后 1～3 d TMJ 关节腔内开始有

炎性渗出物 ;7～15 d 炎症渗出吸收 ,继而出现滑膜

细胞增生 ,髁突软骨表面纤维层断裂 ,髁突软骨凸

凹不平 ,软骨细胞簇状增生等病理改变 ,进一步证

明 IL-1β是 TMJ 器质性损害的一种重要介质 ,也说

明用 rhIL-1β诱导 TMJ 炎症损伤模型的可靠性。

PCNA 是 DNA 聚合酶δ的辅助因子 ,只出现在

增殖状态的细胞中 ,为细胞增殖所必须的成分之

一 ,其表达随细胞周期变化 ,PCNA 发生磷酸化后与

DNA 合成部位结合 ,激活 DNA 复制因子 ,促使细胞

增殖。由于 PCNA 存在于增殖细胞核内 ,而静止期

细胞缺乏 ,故 PCNA 阳性着色细胞多少可反映出细

胞增殖的状况 4 。本研究结果表明 ,TMJ 关节上腔

内注射 rhIL-1β,使髁突软骨增殖层 PCNA 阳性细胞

减少、表达减弱 ,而且在观察期间内软骨细胞 PCNA

阳性细胞率一直较对照侧低 ,恢复较慢。由于增殖

层是软骨不断生长的中心 ,此层软骨细胞具有较强

的增殖能力 ,软骨细胞不断增殖可使深层软骨细胞

得到补充。PCNA 阳性细胞数减少 ,说明 rhIL-1β作

用于软骨后可使软骨细胞的增殖受到抑制 ,软骨自

身修复能力下降。

细胞凋亡是在一定生理和病理条件下细胞的

一种死亡方式 ,它与细胞增殖、分化一样是生命过

程中不可缺少的。细胞凋亡不仅在胚胎发育、器官

形成及肿瘤发生中发挥作用 ,而且与退行性改变等

疾病的发生及病理过程有关 5 。OA 作为滑液关节

常见的退行性疾病 ,其病理改变一方面可见软骨细

胞减少 ,大量软骨细胞丢失 ;另一方面也可见部分

软骨细胞增生形成簇等修复反应 ,对出现上述病理

变化的机理还不清楚。据 Blanco 等6 对 16 例 OA

患者关节软骨的细胞凋亡观察 ,软骨细胞中有典型

的细胞凋亡 ,凋亡细胞主要分布于软骨的表层和中

层 ,OA 软骨中凋亡细胞的比例高达 51 % ,明显高于

正常者的 11 % ,提示细胞凋亡可能参与了 OA 的病

理过程。Hashimoto 等7 采用兔膝关节盘前带十字

形横切 ,造成 OA 样病变动物模型 ,也观察到了 OA

关节软骨的明显细胞凋亡。本研究的实验侧髁突

软骨细胞凋亡较对照侧明显 ,其主要分布在软骨增

殖层及前肥厚层 ,与 Blanco 及 Hashimoto 报道的研

究结果相似。早期损伤 (1～7d) 凋亡明显 ,以后凋
(下转第 106 页)
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损伤修复过程中发挥了重要作用。在牙髓受到损

伤发生修复时 ,牙髓内未分化间充质细胞可能受到

特定的分子信号刺激后 ,开始发生分化 ,向受损部

位移行 ,取代损伤的原代成牙本质细胞 ,分化为成

牙本质细胞样细胞 9 。本研究结果表明 ,在刺激

15 d 后的牙髓内 ,FN 呈网状分布 ,提示 FN 可能参

与了新分化的成牙本质细胞向受损部位的移行。

FN 在修复性牙本质和牙髓之间的界面强阳性 ,提

示成牙本质细胞样细胞的分化、附着可能需要 FN

诱导。

术后 15 d ,修复性牙本质已形成 ,但 FN 免疫活

性不明显。在术后 30 d 的修复性牙本质基质中 ,可

观察到强阳性的 FN。这个结果提示 ,FN 的来源更

可能由新分化的成牙本质细胞分泌。对牙本质形

成过程的研究已证明 ,FN 是发育中的成牙本质细

胞较先合成的细胞外基质 ,但并不直接参与牙本质

的生物矿化 10 。由于 FN 与胶原纤维有很强的结

合能力 ,是否在修复性牙本质矿化过程中具有某种

协同作用 ,尚待研究。
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亡率逐渐降低 ,但至 30 d 时实验侧凋亡率仍较对照

侧高。此特点说明关节腔内注射 rhIL-1β可使髁突

软骨细胞凋亡增加 ,软骨细胞凋亡可能参与 OA 的

病理损害过程 ;而且提示软骨细胞凋亡可能是 OA

髁突软骨持续性破坏的原因之一。由于髁突软骨

增殖层是软骨主要增殖区 ,此区的软骨细胞增殖与

凋亡的不均衡 ,可导致表层软骨细胞不均匀的分

布 ,这可能与 OA 表层关节软骨部分区域细胞增生

成簇状 ,另一部分区域软骨细胞减少或缺失有关。
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