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研究原著

文题释义：

颞下颌关节骨关节炎：是一种病因复杂、发病机制不明的口腔颌面部常见疾病，属于颞下颌关节紊乱病的重症类型，病理特征是进行性软

骨降解、软骨下骨重塑以及滑膜组织的慢性炎症。

线粒体肌酸激酶2：又称为肌节型肌酸激酶，是肌酸激酶同工酶之一。线粒体肌酸激酶2基因位于人类第5号染色体正链上，包含11个外显

子，序列长度超过37 kb，在 ATP合成及细胞内能量转运过程中发挥重要作用。

摘要

背景：颞下颌关节骨关节炎的病因不明，尚无特效根治手段，治疗以缓解症状为主，因此，找到有效的早期分子诊断标志物或潜在的治疗

靶点意义重大。

目的：探讨大鼠颞下颌关节骨关节炎中线粒体肌酸激酶2表达变化及其在炎症进展中的作用。

方法：①动物实验：采用随机数字表法将20只SD大鼠随机分为对照组和单侧前牙反牙合组(n=10)，单侧前牙反牙合组构建左侧颞下颌关节骨关

节炎模型，造模4周后，通过苏木精-伊红染色、番红O-固绿染色观察下颌髁突软骨与软骨下骨病理变化，免疫组化染色、qRT-PCR检测白

细胞介素1β、基质金属蛋白酶13、Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、线粒体肌酸激酶2的蛋白与mRNA表达。②细胞实验：将第3代大鼠下颌髁突软骨

细胞分2组培养，对照组常规培养，模型组加入白细胞介素1β处理诱导炎症细胞模型，白细胞介素1β处理24 h，Western blot检测基质金属

蛋白酶13、Ⅱ型胶原蛋白表达；白细胞介素1β处理0，12，24，48，72 h，Western blot检测模型组细胞中线粒体肌酸激酶2蛋白表达。

结果与结论：①动物实验：苏木精-伊红染色结果显示，单侧前牙反牙合组髁突软骨纤维层崩解、细胞排列无序，增殖层细胞密集，细胞簇

集明显，软骨下骨有炎症细胞浸润；番红O-固绿染色结果显示，单侧前牙反牙合组软骨基质红染范围变小、颜色变浅，潮线不连续。单侧

前牙反牙合组髁突软骨中白细胞介素1β、基质金属蛋白酶13的mRNA与蛋白表达均高于对照组(P < 0.05)，Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、线粒体肌酸

激酶2的mRNA与蛋白表达均低于对照组(P < 0.05)。②细胞实验：模型组髁突软骨细胞中基质金属蛋白酶13蛋白表达高于对照组(P < 0.05)，
Ⅱ型胶原蛋白表达低于对照组(P < 0.05)。随着白细胞介素1β处理时间的延长，模型组髁突软骨细胞中线粒体肌酸激酶2蛋白表达逐渐降

低。③结果表明：大鼠颞下颌关节骨关节炎中线粒体肌酸激酶2的相对表达量与软骨细胞炎症程度呈负相关关系，推测线粒体肌酸激酶2可
能是评估颞下颌关节骨关节炎炎症进展状态的重要指标。
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0   引言   Introduction
颞下颌关节是颌面部唯一的运动关节，参与咀嚼、

吞咽、言语等重要的生理功能活动，如有病损会对患者

的生活质量造成严重的影响
[1]
。颞下颌关节紊乱病干预不

及时会引发颞下颌关节骨关节炎，颞下颌关节骨关节炎

和骨关节炎都以滑膜炎、关节软骨退变、软骨下骨改建

为病理特征
[2-3]

。在骨关节炎中，异常负荷会引发关节小

血管破裂，当大量血红蛋白释放到滑液后，产生的活性

氧超出抗氧化防御“界限”而诱发氧化应激反应，导致

脂质和蛋白质受损，破坏关节的正常功能
[4-6]

；炎症细胞

因子通过细胞内信号传导途径影响细胞因子和酶的产生，

从而加重病情的进展
[7-8]

。其中，白细胞介素 1β 表达水平

与关节炎严重程度呈显著正相关，白细胞介素 1β 在模拟

骨关节炎的状态中发挥着重要作用
[9-10]

。研究表明，白细

胞介素 1β 促进基质金属蛋白酶在骨关节炎软骨中的表达，

尤其是随着基质金属蛋白酶 13 表达的升高导致细胞外基

质成分 ( 如Ⅱ型胶原和蛋白聚糖 ) 的紊乱，使得细胞外基

质处于非正常的合成和分解状态，最终破坏关节软骨
[11-13]

。 

因此，颞下颌关节骨关节炎主要的致病因素中包括异常

咬合对颞下颌关节施加的异常应力和炎症因子
[14-16]

。
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Abstract
BACKGROUND: Due to its unknown etiology and the lack of definitive curative treatments, management of temporomandibular joint osteoarthritis primarily 
focuses on symptom relief. Therefore, the identification of effective early molecular diagnostic biomarkers or potential therapeutic targets holds great 
significance.
OBJECTIVE: To investigate the expression of mitochondrial creatine kinase 2 in temporomandibular joint osteoarthritis in rats and its role in the progression of 
inflammation. 
METHODS: (1) Animal experiment: Twenty Sprague-Dawley rats were randomly divided into control and unilateral anterior crossbite groups (n=10). A rat model 
of temporomandibular joint osteoarthritis was made in the unilateral anterior crossbite group. Four weeks after modeling, histological evaluations, including 
hematoxylin-eosin and Safranin O-fast green staining, were performed to assess pathological changes in the cartilage and subchondral bone of the mandibular 
condyle. Quantitative real-time PCR and immunohistochemical staining were utilized to detect the mRNA and protein expression levels of interleukin-1β, matrix 
metalloproteinase 13, type II collagen, aggrecan, and mitochondrial creatine kinase 2 in condylar cartilage. (2) Cell experiment: Passage 3 condylar cartilage 
cells from Sprague-Dawley rats were divided into control group and model group. Cells in the control group were routinely cultured, while an inflammation 
model of condylar cartilage cells was established with interleukin 1β in the model group were treated with interleukin-1β to induce inflammatory cell models. 
After 24 hours of interleukin-1β treatment, western blot was used to evaluate the expression of matrix metalloproteinase 13, type II collagen proteins in 
chondrocytes. Western blot was also used to detect the protein expression of mitochondrial creatine kinase 2 in the model group at 0, 12, 24, 48, and 72 hours 
after treatment with interleukin-1β. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Animal experiment: The results of hematoxylin-eosin staining showed that the unilateral anterior crossbite group exhibited 
disintegration of the fibrous layer in the cartilage of the mandibular condyle, disorganization of chondrocyte hierarchy, dense cellularity of the proliferative layer, 
obvious cell clustering, and infiltration of inflammatory cells in the subchondral bone. The results of Safranin O-fast green staining showed that in the cartilage 
matrix in the unilateral anterior crossbite group, the red stain became less extensive and lighter in color, and the tidal line was discontinuous. The mRNA and 
protein expression levels of interleukin-1β and matrix metalloproteinase 13 were elevated in the unilateral anterior crossbite group compared with the control 
group (P < 0.05). Conversely, the relative expression of type II collagen, aggrecan, and mitochondrial creatine kinase 2 mRNA and protein decreased (P < 0.05). 
(2) Cell experiment: Compared with the control group, the protein expression of matrix metalloproteinase 13 in the experimental group was significantly 
increased (P < 0.05), while the protein expression of type II collagen was decreased (P < 0.05). With prolonged interleukin-1β treatment, the protein expression 
of mitochondrial creatine kinase 2 in condylar chondrocytes of the model group gradually decreased. All the results indicate that the relative expression 
level of mitochondrial creatine kinase 2 was negatively correlated with the degree of chondrocyte inflammation in the rat model of temporomandibular joint 
osteoarthritis. Therefore, it is reasonable to infer that mitochondrial creatine kinase 2 is an important indicator for assessing the progression of inflammation in 
temporomandibular joint osteoarthritis.
Key words: temporomandibular joint; osteoarthritis; mitochondrial creatine kinase 2; condylar cartilage; interleukin-1β; engineered tissue construction
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线粒体肌酸激酶 2 又称为肌节型肌酸激酶，是肌酸

激酶同工酶之一，与 ATP 合成密切相关，在能量代谢中

扮演着关键角色
[17]
。通过 UCSC 数据库对线粒体肌酸激酶

2 的分析结果显示，该基因位于人类第 5 号染色体正链上

(chr5:81，233，320-81，266，398)，包含 11 个外显子，

序列长度超过 37 kb。虽然线粒体肌酸激酶 2 主要表达于

横纹肌组织，位于线粒体内膜外侧，但现在有很多研究

发现它也在其他组织中表达，并且在不同组织中的表达

水平存在差异
[18]
。线粒体肌酸激酶 2 在癌症、2 型糖尿

病以及肿瘤免疫中都扮演着关键角色，其表达水平和功

能的变化与疾病的发生、发展和治疗结果密切相关
[19-20]

。

研究发现，线粒体肌酸激酶 2 与组织相容性复合体基因、

免疫激活基因、免疫抑制基因、趋化因子基因和趋化因子

受体基因的表达均呈正相关，提示线粒体肌酸激酶 2 可

能通过调节这些基因的表达间接参与炎症反应和免疫调

节过程
[21]
。线粒体肌酸激酶 2 参与细胞内能量转运和细

胞修饰氨基酸生物合成等过程
[22]
，并在线粒体生物发生

期间的激活过程中发挥关键作用
[23]
。活性氧是氧源性自

由基和非自由基的总称，可通过调节下游通路参与疾病

的发生发展。线粒体在呼吸过程中产生的过量活性氧导
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致氧化应激，进而损伤蛋白质、脂质和 DNA。氧化应激

可以通过激活免疫细胞和促进促炎细胞因子的释放来引

发炎症
[24]
。线粒体肌酸激酶 2 活性与氧化能力相关，能

够增加 ADP 依赖性呼吸功能的可用性，从而调节活性氧

的形成；线粒体肌酸激酶 2 对活性氧的损伤具有高敏感 

性
[25]
，氧化应激会破坏线粒体肌酸激酶 2 稳定性，进而

导致细胞凋亡
[26]
。这些研究揭示了线粒体功能与炎症因

子表达之间的潜在联系，为进一步研究线粒体肌酸激酶 2

在炎症中的作用提供了背景。对现有文献的梳理和总结

发现，线粒体肌酸激酶 2 的研究主要集中在骨骼肌领域，

而对于其与颞下颌关节骨关节炎之间联系的专门研究相

对较少。此次研究基于单侧前牙反牙合法构建大鼠颞下颌关

节骨关节炎模型，利用白细胞介素 1β 诱导髁突软骨细胞

致炎，重点研究线粒体肌酸激酶 2 在大鼠颞下颌关节骨

关节炎髁突软骨中的表达变化，旨在为临床治疗颞下颌

关节骨关节炎提供新思路和方向，做出力所能及的贡献。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，体外照细胞学实验，两组

比较采用独立 t 检验、LSD-t 检验，多组比较采用单因素

方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2024 年 3-9 月在新疆医科大学

动物实验中心及新疆医科大学临床医学研究院完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   动物实验选取雄性 SD 大鼠 20 只，SPF

级，8 周龄，体质量 200-240 g；软骨髁突细胞提取选取

雄性 SD 大鼠 5 只，SPF 级，6 周龄，体质量 120-160 g。
25 只 SD 大鼠由新疆医科大学动物实验中心提供，许可证

号：SCXK( 新 )2020-0002。实验前所有大鼠在饲养室 ( 室

温 21-25 ℃，光照和黑暗各 12 h) 适应性喂养 1 周。实验

过程中严格遵循《关于善待实验动物的指导性意见》，

尽一切努力最大限度地减少 SD 大鼠痛苦和死亡。实验已

通过新疆医科大学第一附属医院动物伦理委员会批准 ( 审

批号：A230307-34)。
1.3.2   试剂与仪器   大鼠白细胞介素 1β 重组蛋白 (MCE，

美国 )；玻璃离子水门汀 ( 而至富士Ⅰ，日本 )；TRIzol 

Reagent(Invitrogen，美国 )；PrimeScript IV 1st strand cDNA 

Synthesis Mix 试剂盒 (TaKaRa，日本 )；TB Green® Premix 

Ex Taq™ 试剂盒 (TaKaRa，日本 )；白细胞介素 1β 一抗

(Affinity，AF5103)；基质金属蛋白酶 13 一抗 (Abcam，

AB39012)； Ⅱ 型 胶 原 一 抗 (Servicebio，GB150010)； 

aggrecan 一抗 (Affinity，DF7561)；线粒体肌酸激酶 2 一抗

(Affinity，DF3104)；GAPDH 抗体 (Servicebio，A1800)；高

糖 DMEM 培养基 ( 普诺赛，中国 )；胎牛血清 (Cytiva，美

国 )；胰蛋白酶 (Gibco，美国 )；Ⅱ型胶原酶 (Worthington，

美国 )；多聚甲醛 (Solarbio，P1110)；Triton X-100(Solarbio，
T8200)；DAPI(Solarbio，C0060)；CoraLite488-conjugated Goat 

Anti-Rabbit IgG(H+L)(Solarbio，SA00013-2)；Fluoromount-G

荧光封固剂 (SourthernBiotech，0100-01)；微量紫外分光

光度计 (Merinton，中国 )；Real-time 检测仪 (ABI，美国 )；

显微系统 (Leica，德国 )。
1.4   方法   

1.4.1   动物实验 

实验分组：采用随机数字表法将 20 只 SD 大鼠随机

分为对照组 (n=10) 与单侧前牙反牙合组 (n=10)。

构建颞下颌关节骨关节炎模型：利用金属材质和低

速手机的相互配合，使用 20 号牛通乳针 (3 mm) 作为大

鼠左上前牙的金属套筒冠，使用持针器将 20 号牛通乳针 

(8 mm)一端弯制成与通乳针长轴呈135°唇向倾斜、3.5 mm 

长的平面导板，预留 4.5 mm 通乳针作为大鼠左下前牙的

金属套筒冠。单侧前牙反牙合组腹腔注射 0.3% 戊巴比妥钠

(10 mL/kg) 麻醉大鼠后，使用已调制的玻璃离子水门汀分

别于大鼠的左上前牙、左下前牙黏结金属套筒冠，建立

SD 大鼠颞下颌关节骨关节炎模型。对照组除不黏结金属

套筒冠外，其余处理同单侧前牙反牙合组。每天检查金属套

筒冠的黏合状态，避免金属套筒冠出现脱落。造模 4 周后，

通过髁突软骨苏木精 - 伊红染色、番红 O- 固绿染色证明

造模是否成功。

组织工程实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 建立颞下颌关节骨关节炎动物模型

选择动物的条件 雄性，SPF 级大鼠，8 周龄，体质量 200-240 g

模型与所研究疾

病的关系

单侧前牙反牙合模型是研究颞下颌关节骨关节炎的一个重要的造

模方法，它能够模拟异常咬合对颞下颌关节的影响，并有不少

研究能够证明它能够揭示颞下颌关节骨关节炎的进展机制

动物来源及品系 SD 大鼠，由新疆医科大学动物实验中心提供

造模技术描述 利用金属材质和低速手机的相互配合，使用 20 号牛通乳针 

(3 mm) 作为大鼠左上前牙的金属套筒冠，使用持针器将 20 号

牛通乳针 (8 mm) 一端弯制成与通乳针长轴呈 135° 唇向倾斜、 

3.5 mm 长的平面导板，预留 4.5 mm 通乳针作为大鼠左下前牙

的金属套筒冠。使用已调制的玻璃离子水门汀分别于单侧前牙

反合组左上前牙、左下前牙黏结金属套筒冠，建立 SD 大鼠颞下

颌关节骨关节炎模型

动物数量及分组

方法

采用随机数字表法将 20 只 SD 大鼠随机分为对照组 (n=10) 与单

侧前牙反牙合组 (n=10)

造模成功评价指

标

造模 4 周后，通过髁突软骨苏木精 - 伊红染色、番红 O- 固绿染

色证明造模是否成功

造模后观察指标 造模 4 周后，通过苏木精 - 伊红染色、番红 O- 固绿染色观察下

颌髁突软骨与软骨下骨病理变化，免疫组化染色、qRT-PCR 检测

白细胞介素 1β、基质金属蛋白酶 13、Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、线

粒体肌酸激酶 2 的蛋白与 mRNA 表达

造模后动物处理 造模 4 周后，腹腔注射过量戊巴比妥钠处死大鼠后取材，进行

相关检测

伦理委员会批准 实验已通过新疆医科大学第一附属医院动物伦理委员会批准 ( 审
批号：A230307-34)
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取材：造模 4 周后，腹腔注射过量戊巴比妥钠处死

大鼠，两组各取 4 只大鼠，剥离头部皮肤，待脱钙完成

后切取左侧颞下颌关节，进行组织学检测；两组剩余的 6

只大鼠，在解剖分离左侧髁突后暂存于液氮中，以备后

续进行 qRT-PCR 检测。

苏木精 - 伊红与番红 O- 固绿染色：大鼠头部分别置

于 40 g/L 多聚甲醛中固定 24 h、15% 乙二胺四乙酸脱钙

6 周，经脱钙脱水处理后切取左侧颞下颌关节，用适量的

石蜡包埋成组织块，顺矢状向连续切片，片厚 4 μm，分

别进行苏木精 - 伊红与番红 O- 固绿染色。由 3 名独立的

观察者按照改良 Mankin 评分系统对染色结果进行评分，

苏木精 -伊红染色按软骨结构和软骨细胞 2 个部分评分，

番红 O-固绿染色按软骨结构、软骨细胞、潮线及番红 O-

固绿染色 4 个部分评分，见表 1。

免疫组化染色：对切片进行脱蜡、复水处理后，置

于抗原修复液及体积分数 3% H2O2 溶液中处理 10 min，

添加兔抗鼠白细胞介素 1β(1 ∶ 200)、基质金属蛋白酶 13 

(1 ∶ 200)、Ⅱ型胶原 (1 ∶ 100)、蛋白聚糖 (1 ∶ 200)、线

粒体肌酸激酶 2 抗体 (1 ∶ 200) 于 4 ℃孵育过夜，添加羊

抗兔二抗于室温下用孵育 50 min，经 DAB 染色、苏木精

复染、脱水、透明后进行封固处理，使用显微系统拍照，

借助 Image J 软件计算免疫组化染色阳性细胞率。 

1.4.2   细胞实验

分离提取髁突软骨细胞：取 5 只 SD 大鼠，腹腔注射

0.3% 戊巴比妥钠 (10 mL/kg) 麻醉后处死，分离双侧下颌

髁突，剪切髁突表面软骨，用 PBS 冲洗；用细小剪刀剪切

成 1.0 mm3
大小的组织碎片，置于培养皿中，用 PBS 冲洗

3 次；加入 0.25% 胰蛋白酶 3 mL 消化 15 min，1 000 r/min 

离心 5 min，弃掉上清液；加入 3 mL 0.25% Ⅱ型胶原酶在

37 ℃恒温培养箱中消化 2 h，1 000 r/min 离心 5 min；弃

掉上清液，加入完全培养基 ( 含 10% 胎牛血清、1% 青霉

素 - 链霉素的高糖 DMEM 培养基 )，吹打均匀将其移植至

培养瓶内，置于 37 ℃恒温培养箱中培养。每 3 d 换液 1 次。

观察细胞生长融合至 80% 时传代。

Ⅱ型胶原免疫荧光染色鉴定软骨细胞：将第 2 代软

骨细胞接种于 24 孔板中，每孔 2 000 个细胞，置于培养

箱中静置过夜；细胞爬片后弃完全培养基，用 PBS 清洗

1 次，置于 40 g/L 多聚甲醛中固定 30 min，用 PBS 清洗 3

次，置于在 4 ℃恒温冰箱中静置过夜；用玻片封闭液 (PBS

和 0.5%Trition X-100 按体积比 1 ∶ 1 混合，再加体积分数

10% 血清 ) 封闭 2 h；破膜封闭后，取 50 µL Ⅱ型胶原一抗

(1 ∶ 100) 滴在玻片上，将玻片平放于湿盒中于 4 ℃冰箱

过夜；室温避光孵育二抗 (1 ∶ 500)2 h，用 PBS 清洗 3 次；

滴加 DAPI(1 ∶ 1 000) 染色 5 min，用 PBS 清洗 3 次；滴 1

滴 Fluoromount-G 在玻片上，盖上有细胞的面，置于荧光

显微镜下观察。

实验分组：将第 3 代髁突软骨细胞接种于 T25 细胞

培养瓶内，细胞密度为 3×105/ 瓶，分 2 组培养：对照组

不进行任何处理，模型组加入 10 ng/mL 白细胞介素建立

炎症细胞模型
[27]
。白细胞介素 1β 处理 24 h，Western blot

检测两组细胞内基质金属蛋白酶 13、Ⅱ型胶原蛋白表达；

白细胞介素 1β 处理 0，12，24，48，72 h，Western blot

检测模型组细胞中线粒体肌酸激酶 2 蛋白表达。

Western blot 检测：收集各组细胞，加入 200 μL 裂解

液完全裂解，12 000 r/min 离 10 min 后取上清，采用 BCA

法检测蛋白表达。进行 SDS-PAGE 电泳，80 V 和 120 V 分

别用于浓缩胶和分离胶；300 mA 转膜 80 min；在 37 ℃恒温、

5% 牛血清白蛋白中封闭 PVDF 膜 2 h；加白细胞介素 1β 

(1∶ 1 000)、基质金属蛋白酶 13(1∶ 1 000)、Ⅱ型胶原 (1∶ 

qRT-PCR 检测：使用 TRIzol Reagent 从髁突软骨提取

RNA 后用无酶水溶解，微量紫外分光光度计测定浓度。

使用 PrimeScript IV 1st strand cDNA Synthesis Mix 试剂盒将

总 RNA 反转录成 cDNA。使用 TB Green® Premix Ex Taq™

试剂盒扩增 cDNA，利用 Real-time 检测仪检测白细胞介素

1β、基质金属蛋白酶 13、Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、线粒体

肌酸激酶 2 的 mRNA 相对表达。引物由生工生物工程 ( 上

海 ) 股份有限公司合成，见表 2。

表 1 ｜颞下颌关节改良 Mankin 评分
Table 1 ｜ Modified Mankin’s scoring scale of the temporomandibular joint

软骨结构 评分 软骨细胞 评分 潮线 评分 番红 O-固绿染色 评分

结构正常，表面

光滑平整

0 分 软骨细胞

表现正常

0 分 完整连续

的潮线

0 分 染色正常

红染轻度减轻

红染中度减轻

红染重度减轻

红染完全消失

0 分

1 分

2 分

3 分

4 分

层次基本完整，

表面凹凸不平

1 分 细胞数量

明显增多

1 分 连续性中

断或难以

辨认

1 分

各层次结构紊乱 2 分 细胞聚集

成团

细胞数量

显著减少

2 分

3 分

结构明显裂隙达

增殖层

3 分

裂隙深达肥大层 4 分

裂隙深达钙化层 5 分

结构层次完全紊 
乱，无法分清

6 分

表 2 ｜ qRT-PCR 检测引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences for quantitative real-time PCR

基因 引物序列 (5′-3′) 产物长度 (bp)

白细胞介素 1β F：GTG CTG TCT GAC CCA TGT GA 145
R：GAT TCT TCC CCT TGA GGC CC

基质金属蛋白酶 13 F：ACC AAG AGT TGG AGT GCC TG 175
R：CAG AGG TGT CAC ATC AGA CCA

Ⅱ型胶原 F：TCC AGG TCC TGC TGG AAA AC 141
R：CCT CTG TGA CCC TTG ACA CC

蛋白聚糖 F：CCA TGC ACT CTG TGA CCA CT 194
R：GAT TTC CAA GGT GGC ATC GC

线粒体肌酸激酶 2 F：TGC TCT CGG GCA GAA AGA AG 220
R：GCC AGA TTC CTC TGG CAT CA

GAPDH F：GTC CAT GCC ATC ACT GCC ACT C 132
R：GAT GAC CTT GCC CAC AGC CTT G
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1 000)、aggrecan(1 ∶ 500)、 线 粒 体 肌 酸 激 酶 2(1 ∶ 

1 000)、GAPDH(1 ∶ 3 000) 抗体，于 4 ℃冰箱静置过夜；

常规 TBST 漂洗，加二抗 (1 ∶ 5 000) 于室温下孵育 2 h，

常规 TBST 漂洗，使用 ECL 显影试剂盒显影，使用 Image J

软件分析条带灰度值。

1.5   主要观察指标   对照组与单侧前牙反牙合组大鼠髁突软

骨苏木精 - 伊红染色、番红 O- 固绿染色、免疫组化染色

与 qRT-PCR 检测结果，对照组与模型组髁突软骨细胞中基

质金属蛋白酶 13、Ⅱ型胶原蛋白表达，模型组髁突软骨

细胞中线粒体肌酸激酶 2 蛋白表达。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 26.0 软件统计分析研究数据，

选用 GraphPad Prism 9.0 软件绘制图形。以 x-±s 表示计量

资料，两组比较采用独立 t 检验，多组比较采用单因素

方差分析及 LSD-t 检验进行两两比较，检验水准 α=0.05， 

P < 0.05 为差异有显著性意义。文章统计学方法已经新疆

医科大学统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   动物实验结果   

2.1.1   实验动物数量分析   20 只 SD 大鼠全部进入结果分

析。

2.1.2   两组大鼠髁突软骨炎症情况   苏木精 - 伊红染色结

果显示，对照组髁突软骨表面平整，不存在裂隙，分为纤

维层、增殖层、肥大层、钙化软骨层 4 层；单侧前牙反牙合

组髁突软骨纤维层崩解、细胞排列无序，增殖层细胞密集，

细胞簇集明显，软骨下骨有炎症细胞浸润，见图 1。番红O-

固绿染色结果显示，相对于对照组，单侧前牙反牙合组软骨

基质红染范围变小、颜色变浅，潮线不连续，见图 1。单

侧前牙反牙合组髁突软骨苏木精 - 伊红染色与番红 O- 固绿

染色 Mankin 评分均高于对照组 (P < 0.000 1)，见图 1。
2.1.3   两组大鼠髁突软骨中炎症基因及骨分解代谢基因表

达比较   qRT-PCR 检测结果显示，与对照组比较，单侧前

牙反牙合组大鼠髁突软骨中白细胞介素 1β、基质金属蛋白

酶 13 mRNA 表达升高 (P < 0.01，P < 0.05)，Ⅱ型胶原、蛋

白聚糖 mRNA 表达降低 (P < 0.001，P < 0.05)，见图 2。免

疫组化染色结果显示，与对照组比较，单侧前牙反牙合组

大鼠髁突软骨中白细胞介素 1β、基质金属蛋白酶 13 染色

明显变深，Ⅱ型胶原、蛋白聚糖染色明显变浅，定量分

析结果显示单侧前牙反牙合组髁突软骨中白细胞介素 1β、

基质金属蛋白酶 13 阳性细胞率均高于对照组 (P < 0.01，
P < 0.05)，Ⅱ型胶原、蛋白聚糖阳性细胞率均低于对照组 

(P < 0.05，P < 0.01)，见图 3。
2.1.4   两组大鼠髁突软骨中线粒体肌酸激酶 2 表达比较   

qRT-PCR 检测结果显示，单侧前牙反牙合组大鼠髁突软骨中

线粒体肌酸激酶 2 mRNA 表达低于对照组 (P < 0.01)，见图

2。免疫组化染色结果显示，单侧前牙反牙合组大鼠髁突软

骨中肥大浅层的线粒体肌酸激酶 2 着色不如对照组，定

量分析结果显示单侧前牙反牙合组大鼠髁突软骨中线粒体

肌酸激酶 2 阳性细胞率低于对照组 (P < 0.05)，见图 3。
2.2   细胞实验结果   

2.2.1   髁突软骨细胞的鉴定   经过四五天培养后，髁突软

骨细胞进入对数生长期，待培养至第 2代时细胞多呈圆形、

多边形或星形，像铺路石样结构，细胞之间接触紧密，与

正常的髁突软骨细胞形态相同。免疫荧光染色结果显示，

超 90% 的细胞Ⅱ型胶原免疫荧光染色呈阳性 ( 图 4)。
2.2.2   髁突软骨细胞炎症模型鉴定   Western blot 检测结

果显示，模型组软骨细胞中基质金属蛋白酶 13 蛋白表达

高于对照组 (P < 0.05)，Ⅱ型胶原蛋白表达低于对照组 (P < 

0.01)，见图 5A。由此确定软骨细胞炎症模型建立成功。

2.2.3   模型组髁突软骨细胞中线粒体肌酸激酶 2 蛋白表达

变化   Western blot 检测结果显示，随着白细胞介素 1β 处

理时间的延长，髁突软骨细胞中线粒体肌酸激酶 2 蛋白

表达逐渐降低，与处理 0 h 比较，处理 24，48，72 h 的

线粒体肌酸激酶 2 蛋白表达降低 (P < 0.05，P < 0.001， 

P < 0.000 1)；与处理 12 h 比较，处理 24，48，72 h 的线

粒体肌酸激酶 2 蛋白表达降低 (P < 0.05，P < 0.001)；与处

理 24 h 比较，处理 48，72 h 的线粒体肌酸激酶 2 蛋白表

达降低 (P < 0.05，P < 0.01)；与处理 48 h 比较，处理 72 h

的线粒体肌酸激酶 2 蛋白表达降低 (P < 0.05)，见图 5B。

3   讨论   Discussion
在颞下颌关节骨关节炎的早期阶段，特征表现为细

胞外基质的破坏及软骨细胞的凋亡
[28]
。单侧前牙反牙合

模型是借助异常力学刺激建构的错牙合模型，该模型建模

方法简单且结构稳定。众多实证研究已经证实，单侧前

牙反牙合模型能够有效诱发颞下颌关节骨关节炎病变
[29]
。 

研究发现，在大鼠单侧前牙反牙合模型建立 2 周时基质金属

蛋白酶 13 表达量降低、蛋白聚糖表达量增加，这是因为

软骨细胞在早期阶段试图弥补蛋白多糖损失的一种反应；

在 4，8 周时，白细胞介素 1β、基质金属蛋白酶 13 的表

达量增加，软骨细胞数量减少，胶原基质和蛋白多糖遭

到破坏
[30-32]

。因此，此次研究动物实验中采用单侧前牙

反牙合模型，在造模 4 周后通过组织学检查以及免疫组化、 

qRT-PCR 检测白细胞介素 1β、基质金属蛋白酶 13、Ⅱ型

胶原和蛋白聚糖的表达，证实大鼠颞下颌关节骨关节炎

模型成功建立。

同时，此次研究还进行了体外细胞实验。切取大鼠

髁突软骨后在适宜环境中分离培养传代，借助形态学观

察、免疫荧光等方法鉴定了这些细胞为髁突软骨细胞。

髁突软骨细胞显示出强烈的活性和高纯度的特征，胞浆
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中含有丰富的Ⅱ型胶原，表明它们适

合进行体外分离、培养和传代
[33]
。研

究证实，白细胞介素 1β 能在体外诱

导多种软骨细胞产生炎症反应，破坏

细胞
[34-35]

，因而，此次实验通过白细

胞介素 1β 诱导大鼠髁突软骨细胞模

拟体外致炎环境，利用 Western blot

检测基质金属蛋白酶 13 和Ⅱ型胶原

的表达，结果表明髁突软骨细胞炎症

模型成功建立。

线粒体作为细胞内的核心细胞

器，不仅通过氧化磷酸化过程产生

ATP 以供应细胞能量，还调控着多种

细胞活动，包括维持钙离子平衡和活

性氧的生成等
[36]
。线粒体功能障碍与

骨关节炎的发生和发展有着密切的关

系
[37-38]

。在软骨细胞中，线粒体稳态

失衡会导致氧化应激、活性氧堆积、

炎症因子的分泌增加，进而引起软骨

细胞凋亡
[39]
。另外，线粒体能量代

谢紊乱被认为是促进关节软骨退化的

重要因素之一。线粒体相关基因线粒

体肌酸激酶 2 参与线粒体中 ATP 的合

成，在能量代谢活动中扮演者重要角

色
[21]
。线粒体肌酸激酶 2 基因水平的

降低或突变可能影响能量稳态、活性

氧的产生和组织寿命，从而导致组织

功能障碍和疾病。因此，可以推断线

粒体肌酸激酶 2 的活动对于维持软骨

细胞的能量平衡至关重要
[36，40]

。此

次研究免疫组化染色结果显示，与对

照组相比，单侧前牙反牙合组大鼠髁突

软骨组织中线粒体肌酸激酶 2 的染色

减弱，这一结果表明线粒体肌酸激酶

2 与白细胞介素 1β、基质金属蛋白酶

13 的表达呈负相关，而与Ⅱ型胶原、

蛋白聚糖的表达呈正相关。体外细胞

实验结果也显示，模型组线粒体肌酸

激酶 2 蛋白表达随炎症因子白细胞介

素 1β 干预时间的延长而减少，表明

随着颞下颌关节骨关节炎的进展，线

粒体肌酸激酶 2 的表达逐渐降低。综

合以上研究结果，线粒体肌酸激酶 2

的低表达很可能是颞下颌关节骨关节

炎的不利因素。

图注：图 A 为两组髁突软骨苏木精 - 伊红、番红 O- 固绿染色图像，单侧前牙反牙合组颌髁突软骨

纤维层崩解、细胞排列无序，软骨下骨有炎症细胞浸润，软骨基质红染范围变小、颜色变浅，潮

线不连续，比例尺 =100 µm；B 为苏木精 -伊红与番红 O-固绿染色 Mankin 评分，
aP < 0.000 1。

图 1 ｜对照组与单侧前牙反牙合组大鼠髁突软骨苏木精 -伊红、番红 O- 固绿染色结果

Figure 1 ｜ Hematoxylin-eosin and Safranin O-fast green staining of the condylar cartilage in the 
control and unilateral anterior crossbite groups

图注：
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。

图 2 ｜对照组与单侧前牙反牙合组大鼠

髁突软骨相关基因 mRNA 表达的比较

Figure 2 ｜ Comparison of mRNA 
expression of condylar cartilage-
related genes between control and 
unilateral anterior crossbite groups

图注：图 A 为相关基因免疫组化染色

图像，与对照组比较，单侧前牙反牙

合组白细胞介素 1β、基质金属蛋白酶

13 染色明显变深，Ⅱ型胶原、蛋白聚

糖染色明显变浅，比例尺 =100 µm；B
为相关基因免疫组化染色定量分析，
aP < 0.05，bP < 0.01。
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图 3 ｜对照组与单侧前牙反牙合组大鼠髁突软骨相关基因免疫组化染色分析结果

Figure 3 ｜ Immunohistochemica staining of condylar cartilage-related genes in control and unilateral 
anterior crossbite groups
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胞凋亡之间的内在联系。此次研究初步探讨了线粒体肌酸

激酶 2 与特定炎性因子的相互关系，未来的研究将进一

步探讨这些因子与其他炎性递质的相互作用及与线粒体

肌酸激酶 2的关系，以期构建一个更完整的炎症反应模型。

综上所述，线粒体肌酸激酶 2 的表达量与软骨细胞

炎症程度呈负相关，因此推断线粒体肌酸激酶 2 可能是

评估颞下颌关节骨关节炎炎症进展的一个重要指标。
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