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!!!为了探讨毫米波干预软骨细胞 !(’&$)*+* 活性的作用机制!采集雄性 . 周龄 /0 大鼠膝关节软骨!采用机械(11 型胶原酶消
化! 建立体外培养软骨细胞! 甲苯胺蓝染色鉴定" 第 - 代软骨细胞培养 .2 3! 用不含血清 0454 饥饿 -. 3! 更换为 ,67 89/
0454!随机分为 . 组#正常组$实验 , 组%毫米波干预 :; <+*&$实验 - 组%毫米波干预 =; <+*&和实验 : 组%毫米波干预 ,-;
<+*&" 各实验组毫米波干预后!培养 -. 3!11 型胶原免疫组化观察各组软骨细胞的功能!>?@AB> 检测 !(’&$)*+*$C/D(:!$BD1"
<>E! 表达!F)#$)%* 9GH$ 检测 !I’&$)*+*$C/D(:!$BD1" 蛋白表达水平" 结果表明!机械(11 型胶原酶消化法!能够成功建立体外
培养的软骨细胞!第 - 代软骨细胞培养 : J!甲苯胺蓝染色可见软骨细胞内呈紫红色异染颗粒!细胞周围也出现紫红色异染颗粒!
细胞核呈深蓝色!以圆形$椭圆形为主’干预前后!各组软骨细胞 11 型胶原免疫组化均可见胞浆呈棕黄色!核呈圆形不着色’实验 -
组$实验 : 组软骨细胞 !(’&$)*+*$BD1" <>E! 表达显著高于正常组%!K;L;,&!实验 - 组$实验 : 组软骨细胞 !(’&$)*+*$BD1"
<>E! 表达显著高于实验 , 组%AK;L;,&!实验 - 组$实验 : 组软骨细胞 !(’&$)*+*$BD1" 蛋白表达水平显著高于正常组%!K;L;,&!
实验 - 组$实验 : 组软骨细胞 !(’&$)*+*$BD1" 蛋白表达水平显著高于实验 , 组%!K;L;,&’实验 - 组$实验 : 组软骨细胞 C/D(:!
<>E! 表达显著低于正常组%!K;L;,&!实验 - 组$实验 : 组软骨细胞 C/D(:! <>E! 表达显著低于实验 , 组%!K;L;M&!实验 -
组$实验 : 组软骨细胞 C/D(:! 蛋白表达水平显著低于正常组%!K;L;,&!实验 - 组$实验 : 组软骨细胞 C/D(:! 蛋白表达水平显
著低于实验 ,组%!K;L;,&" 毫米波的能量可通过生物体的谐振而被吸收!生物系统谐振吸收电磁能量后又产生了不属于温度变化
的生物学效应!干扰生物体的信号传导!动态调节软骨细胞的生物学功能!毫米波作用机制可能是通过诱导软骨细胞转录合成 !(
’&$)*+*$BD1"!抑制 C/D(:! 表达!从而促进 !(’&$)*+* 合成$抑制分解!提高软骨细胞内 !(’&$)*+* 的活性!并且能维持软骨细胞
表型的稳定"
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收稿日期" JSS[6SZ6JZ
基金项目" 福建省自然科学基金项目#JSSG\SSGS$
作者简介" 李西海!博士研究生!研究方向为中西医结合防治骨性关节炎!电子信箱"10?05*0][7*5*0^RYXC."/%刘献祥&通信作者$!教授!研究方向为中西

医结合防治骨性关节炎!电子信箱"10;?0*$?0*$@^RYXC."/

!"# $%&# %’ ()&&)*#+#,-./01
23+1,013+)%3 ’%, 4"%35,%67+1 )3
!869+13)3 :6+)0)+7 (16"93);*

_B ‘05*09 _Babc d4$$*9 _Be ‘0*$?0*$@

RC !"#$%$&" ’"()*+,"&+ -. /-&"0 123$4& 5&$6"*7$+8 -. 9*4:$+$-&4;
<=$&"7" >"#$%$&"0 ?2@=-2 ABCDCE0 <=$&F

JC G&7+$+2+" -. G&+"H*F+": I*F:$+$-&F; F&: J"7+"*& K":$L$&"0 ?23$F&
5&$6"*7$+8 -. I*F:$+$-&F; <=$&"7" K":$L$&"0 ?2@=-2 MBCDCE0
<=$&F

研究论文%!%$+’G)#&

:- 科技导报 -;;O!-N%-,&

C M Y K



!"#"!$ %& !’()*"+,+- ./012! )+3 405" 6"7" 3"*"8*"3 9$,+: ;<1
=>; )+3 6"$*"7+ ?!%**,+:@ A,*B C"8B)+,8)! )+3 8B"C,8)! ,$%!)*,%+
C"*B%3$- *B" 6"!! D3,$*7,?9*"3 $"8%+3 :"+"7)*,%+ 8"!!$ 6"7" $B%6+
6,*B E97E!,$B 7"3 C"*)8B7%C)*,8 :7)+9!"$ ,+ 8F*%E!)$C- ?!9" +98!"9$
)+3 $977%9+3,+: %& C"*)8B7%C)*,8 :7)+9!"$- 6B,8B 6"7" E7,C)7,!F
7%9+3 )+3 %#)!@ G"&%7" )+3 )&*"7 *B" ,+*"7#"+*,%+ %& *B" C,!!,C"*"7
6)#"- &%7 *FE" 55 8%!!):"+ ,CC9+%B,$*%8B"C,$*7F %& )!! :7%9E$-
+98!"9$ )EE")7"3 8%!%7!"$$ 6,*B ?7%6+DF"!!%6 8F*%E!)$C- C%$* %&
6B,8B 6"7" 7%9+3@ H&*"7 ,+*"7#"+*,%+- C;IJ "KE7"$$,%+ %& ! D
8)*"+,+ )+3 405! ,+ 8"!!$ %& "KE"7,C"+*)! L )+3 2 :7%9E$ 6"7"
$,:+,&,8)+*!F B,:B"7 *B)+ *B" 8%+*7%! :7%9E M!NOPQRST C;UH
"KE7"$$,%+ %& !D8)*"+,+ )+3 >VW" ,+ 8"!!$ %& "KE"7,C"+*)! L )+3 X
:7%9E$ 6"7" $,:+,&,8)+*!F B,:B"7 *B)+ "KE"7,C"+*)! Y :7%9E M!ZO@OYST
*B" E7%*",+ !"#"!$ %& EB%$EB%7F!)*"3 !D8)*"+,+ )+3 >05" ,+ 8"!!$ %&
"KE"7,C"+*)! L )+3 X :7%9E$ 6"7" $,:+,&,8)+*!F B,:B"7 *B)+ *B"
8%+*7%! :7%9E M! ZO@OYST *B" E7%*",+ !"#"!$ %& EB%$EB%7F!)*"3 ! D
8)*"+,+ )+3 >05" ,+ 8"!!$ %& "KE"7,C"+*)! L )+3 X :7%9E$ 6"7"
$,:+,&,8)+*!F B,:B"7 *B)+ "KE"7,C"+*)! Y :7%9E M! ZO@OYS@ C;IH
"KE7"$$,%+ %& ./0DX! ,+ 8"!!$ %& "KE"7,C"+*)! L )+3 X :7%9E$ 6"7"
$,:+,&,8)+*!F !%6"7 *B)+ *B" 8%+*7%! :7%9E M!ZO@O YST C;IH
"KE7"$$,%+ %& ./0DX! ,+ 8"!!$ %& "KE"7,C"+*)! L )+3 X :7%9E$ 6"7"
!%6"7 *B)+ "KE"7,C"+*)! Y :7%9E M! ZO@O[ST *B" E7%*",+ !"#"!$ %&
EB%$EB%7F!)*"3 ./0 DX! ,+ 8"!!$ %& "KE"7,C"+*)! L )+3 X :7%9E$
6"7" $,:+,&,8)+*!F !%6"7 *B)+ *B" 8%+*7%! :7%9E M!ZO@OYST *B" E7%*",+
!"#"!$ %& EB%$EB%7F!)*"3 ./0DX! ,+ 8"!!$ %& "KE"7,C"+*)! L )+3 X
:7%9E$ 6"7" $,:+,&,8)+*!F !%6"7 *B)+ "KE"7,C"+*)! Y :7%9E M!ZO@OYS@
<B" "+"7:F %& *B" C,!!,C"*"7 6)#" 8)+ ?" )?$%7?"3 ?F *B" %7:)+,$C
*B7%9:B 7"$%+)+8"@ 5+ *97+T *B" "+"7:F 8)+ ?" *7)+$&"77"3 *% ,+*"7&"7"
6,*B *B" $,:+)! *7)+$398*,%+ ,+ *B" %7:)+,$CT 3F+)C,8)!!F 7":9!)*"
C"*)?%!,$CT )+3 7":9!)*" ?,%!%:,8)! &9+8*,%+$ %& 8B%+37%8F*"$@
\,!!,C"*"7 6)#" ,+*"7#"+*,%+ !D8)*"+,+ )8*,#,*F ,+ 8B%+37%8F*"$ C)F
?" ,CE7%#"3 *B7%9:B "&&"8*,#"!F 7":9!)*,+: *B" "KE7"$$,%+ )+3
)8*,#)*,%+ %& ! D8)*"+,+T 405" )+3 ,+B,?,*,+: *B" "KE7"$$,%+ )+3
)8*,#)*,%+ %& ./0DX!T E7%C%*,+: $F+*B"$,$ %& !D8)*"+,+T ,+B,?,*,+:
3"8%CE%$,*,%+T )+3 )* *B" $)C" *,C"T *B" $*)?!" &")*97"$ %&
8B%+37%8F*"$ )7" C),+*),+"3@

C,!!,C"*"7 6)#"] 8B%+37%8F*"] !D8)*"+,+] ./0DX!]
405"

骨性关节炎的病理改变是软骨基质合成与分解代谢失

衡的结果!而这一失衡又是炎性介质"基质成分经与特殊受
体结合传递信号进入细胞核!激活软骨细胞中基质金属蛋白
酶和炎性基因的转录# 骨性关节炎病程中的信号通路非常复
杂!目前研究表明!A+*^!1连环蛋白信号$8)*"+,+%通路在骨性
关节炎病程中起着中心作用!!18)*"+,+ 可与关节形成必须的
转录因子 /%K1_相关联!调节软骨细胞分化 ‘Y1ab# 因此!如何有
效调控骨性关节炎 A+*^!18)*"+,+信号通路的作用靶点!可能

是调节软骨代谢失衡的新方法#

A+* 通路是通过调节 <4c^dec1Y 家族的 fIH 结合蛋白
转录性质来调节细胞的生物学功能 ! 其核心是胞质内 !1
8)*"+,+ 的稳定性!!18)*"+,+ 在细胞内水平受降解蛋白和拮抗
蛋白的功能竞争调节! 降解蛋白类为 H=4 蛋白复合体!由

./01X!&HK,+和 H=4蛋白组成’拮抗蛋白为 f$B&405!&./01
X! 结合蛋白 $.g=%‘[1hb# 在正常未受刺激的细胞中无 A+* 信
号!胞质内 !18)*"+,+大部分与细胞膜上钙黏着蛋白结合使之
附着于细胞骨架蛋白肌动蛋白上!介导同型细胞间黏附# 当

A+* 通路活化时 !A+* 与 c7,ii!"3 受体结合激活细胞内的
405!# 405! 使 f$B 磷酸化! 释放 .g=! 结合与 JK,+ 联系的
./01X!! 从而抑制 ./01X! 对 !18)*"+,+ 的磷酸化降解的作
用!使未磷酸化 !18)*"+,+ 在胞质中积累并转运到核中!破坏
dec^<4c 家族与 .;j&.g= 抑制蛋白形成的复合蛋白! 激活
转录因子!从而调控细胞的生物学功能 ‘k1_b#
生物体在新陈代谢过程中可激发产生 O@[!YOYO"X!YOYL li

的相干振荡!而毫米波的频率$XO"XOO .li%正好在这一频率
范围之内! 毫米波的能量可通过生物组织的谐振被吸收!生
物系统谐振吸收电磁能量后又产生了不属于温度变化的生

物学效应!干扰生物体的信号传导!从而起到有效动态调节
生物体的新陈代谢 ‘YO1YYb#毫米波能诱导 \/4$ 向软骨细胞表型
分化并分泌软骨细胞特异性基质!且分化程度随着干预时间
的延长而增加!主要通过上调 4?&)Y C;IJ&/%K_ C;IJ 的表
达!进而促进糖胺聚糖和 55 型胶原基质的表达实现 ‘YLb#为了深
入揭示毫米波的作用机制!本实验运用细胞生物学的研究方
法!观察毫米波对软骨细胞 !18)*"+,+&./01X!&405! 的影响!
旨在从细胞分子水平探讨毫米波调控软骨细胞 !18)*"+,+ 活
性的作用机制#

) 材料与方法
)*) 实验仪器

0cJ1YOOJ 型毫米波段治疗仪 $北京中成康富科技有限
公司%!荧光倒置显微镜$日本 j!FCE9$ 公司%!4jL培养箱$德
国 l"7)"9$ 公司%!酶标仪$美国 g,%1<"m 公司%!_nOOfIJ 扩
增仪$美国 =e 生物系统公司%!.ed fj4 LOOO 凝胶成像系统
$美国 g,%D;)3公司%!引物合成$上海生工生物工程技术服务
有限公司%#

)*+ 主要试剂
f\e\培养液& 胎牛血清& 胰蛋白酶 $美国 lF4!%+" 公

司%!55 型胶原酶$美国 /,:C) 公司%!甲苯胺蓝$国药集团化学
试剂有限公司%!总蛋白提取试剂盒$中国凯基生物公司S!!D
8)*"+,+ 抗体&./0DX! 抗体&405! 抗体& 内参 !D)8*,+ $美国

/)+*) 479i 公司%!辣根酶标记兔抗山羊 5:.$北京中衫生物技
术有限公司S! 免疫印迹化学发光试剂 $中国碧云天生物公
司S!兔抗鼠 55 型胶原单克隆抗体&羊抗兔二抗 5:.&fJg 免疫
组化学试剂盒$武汉博士德生物工程有限公司%!=ofc 膜$美
国 \,!!,E%7"公司S#
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!"#"$ %&’(&)* +,-( 检测细胞 !./0(&*1*!234.5"!647" 蛋
白表达水平

各组干预后第 !代软骨细胞!参照试剂说明书!分组提取
总蛋白!采用 "#$ 法测定蛋白浓度" 每份样品取 %& !’#$含
%( !) 总蛋白%进行 *%+ ,-,.聚丙烯酰胺凝胶电泳!并转移
至 /0-1 膜上 ! 放入封闭液 $23 44567’ 89:;!<= 44567’
)6>?:@A!BCB&+ ,-,$!7"%!& + 4ADEF@56$"7"%%中封闭室温孵
育 %!2 E! 分别与兔抗 !.?FDA@:@&G,H.<!&#HI"&!.F?D:@ 抗体
2"孵育过夜!抗兔二抗 <J"孵育 % E!洗涤 *B 4:@!< 次!K#’
底物显色!L 片曝光!16M59.; 凝胶成像分析系统对蛋白条带

进行分析!数据用样品与 !.F?D:@的比值表示’
!"8 数据统计分析

,/,, *<CB统计软件处理数据! 计量资料采用平均数#标
准差$#!$%表示!进行 %检验和 &检验"

9 结果与分析
9"! 软骨细胞形态观察和鉴定
接种细胞为小圆形!培养 %2 E 后细胞开始贴壁!圆形逐

渐增大!细胞伸展形成伪足$图 *$F%%!培养 N O 左右!细胞成
簇生长并逐渐融合成单层!呈不规则(铺路石)状$图 *$P%%*

!"5 动物来源
雄性 2 周龄清洁级 ,- 大鼠 <Q 只$原代培养和鉴定软骨

细胞实验 Q 只!毫米波干预实验 *B 只!实验重复 < 次%!由上
海斯莱克实验动物有限责任公司提供* 动物合格证号 ,#LH
$沪%%BBJ.BBBR*
!"$ 软骨细胞体外培养
大鼠断颈处死!JR+酒精浸泡 R 4:@! 无菌条件下分离膝

关节!切取软骨!含双抗磷酸缓冲液$/",%漂洗 < 次!-SKS漂
洗 < 次!剪成大小约 * 44<!置入盛有 BC%+ II 型胶原酶的培
养皿!放于 <J"培养箱中!每 QB 4:@取一次上清液!NBB 974:@!离
心 R 4:@!收集细胞沉淀!重复 2次*用 -SKS完全培养液$含
*B+胎 牛 血 清 !维 生 素 # RB 4)7’ 和 青 链 霉 素 各 *BB
T74’%重悬细胞!%BB 目不锈钢筛网过滤!血球计数板计数调
整细胞悬液浓度为 $%!<%$*BR74’! 接种于培养瓶!<J" R+
#U%培养箱原代培养! 倒置显微镜下观察细胞长满 NB+后传
代!甲苯胺蓝染色鉴定第 % 代软骨细胞*
!": 实验分组
第 % 代软骨细胞以 *$*BR74’接种于 %R ?4%培养瓶中!培

养 2N E! 用不含血清 -SKS 饥饿 %2 E! 更换为 *B+ 1",
-SKS!随机分为 2 组 +正常组 ,实验 * 组 $毫米波干预 <B
4:@%&实验 % 组$毫米波干预 QB 4:@%&实验 < 组$毫米波干预
*%B 4:@%!各实验组毫米波干预后!培养 %2 E!采用 II 型胶原
免疫组化观察细胞功能 !V8./#V 检测 !.?FDA@:@&G,H.<!&
#HI" 4VWX 表达!蛋白印迹法$YA;DA9@ "65D%检测 !.?FDA@:@&
G,H.<!&#HI"蛋白表达水平*

!"# 实验指标检测
!"#"! 甲苯胺蓝染色鉴定软骨细胞
第 % 代软骨细胞爬片 J% E!/", 冲洗!2+中性甲醛固定

<( 4:@!用 Z+甲苯胺蓝染色 <( 4:@!迅速用无水乙醇漂洗 Z
次!干燥!封片!镜下观察*

!"#"9 77型胶原免疫组化观察细胞功能
干预前后第 %代软骨细胞爬片!/",冲洗!2+多聚甲醛固

定 <( 4:@! 含 (CR+ [%U%的甲醇室温处理 <( 4:@! 蒸馏水洗 <
次-滴加封闭液!室温 %( 4:@!甩去余液-滴加 R !)74’浓度的 II
型胶原单克隆抗体!置于湿盒内 2"过夜!/",洗 % 4:@!<次-生
物素化山羊抗兔 I)G <J"作用 %( 4:@!/",冲洗 % 4:@!<次-链
霉亲和素.过氧化物酶复合物置于室温 <( 4:@!/", 冲洗 R
4:@!2次--X"显色!脱水!透明!封片* 每张细胞爬片随机观察
%((倍视野 Z(个! 采用 I4F)A./95 /6M; RC(图像分析软件对 II
型胶原阳性染色$棕褐色%的吸光度值进行定量分析*

!"#"5 ;<.=6;检测细胞 !./0(&*1*!234.5!和 647">;?@
表达

各组干预后第 % 代软骨细胞! 按 89:56 操作说明提取总
VWX! 取 Z !) VWX 逆转录成 ?-WX! 以此 ?-WX 为模板行
V8./#V 扩增 !.?FDA@:@&G,H.<!&#HI"! 以 GX/-[ 为内参!

/9:4A9 R 设计引物序列$表 Z%* V8./#V 扩增反应条件+=2"
R 4:@!=2" <( ;!R("7R("7R%"7R("各 <( ;!J%" <( ;!<R 个
循环!J%" Z( 4:@!2"终止保存* 扩增产物经 ZCR+琼脂糖电
泳! 凝胶成像系统分析!!.?FDA@:@&G,H.<!&#HI" 与 GX/-[
的比值进行定量分析*

表 ! 实验相关引物
<0A,& ! BCD&)1>&*(.)&,0(&E D)1>&)’

引物 引物序列 引物长度7P\

!.?FDA@:@
,
X

R%.8## G#X 8GG XGG XGX 8XG 88G.<%
R%.X## GXX XG# #G8 88# 88G 8XG.<%

<<J

G,H.<!
,
X

R%.8XG 8## GX8 8G# GG8 X88 8.<%
R%.#8# ##8 8G8 8GG 8G8 8## 8.<%

RZ%

#HI"
,
X

R%.G## #G# 8X8 G## 8#8 X8#.<%
R%.#X# 88# GGX G8# GG8 8GG.<%

R(%

GX/-[
,
X

R%.8G# 8GX G8X 8G8 #G8 GGX G.<%
R%.G8# 88# 8GX G8G G#X G8G X8.<%

%33

退火温度7"

R(

R(

R%

R(

GI 号

2J<ZRQ3

Z2(=ZJQ=

Z<=%332R

ZZ(<2JQ(J
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第 ! 代软骨细胞形态规则!大小均匀!增殖速度快"图 ""###$
第 ! 代软骨细胞培养 $ %% 甲苯胺蓝染色可见细胞内呈紫红
色异染颗粒%细胞周围也出现紫红色异染颗粒%细胞核呈深
蓝色%以圆形&椭圆形为主"图 ""%##$

!"! ##型胶原免疫组化观察细胞功能
各组干预前后%软骨细胞分布均匀&边界清晰%以多角形

为主%胞浆呈棕黄色%核呈圆形不着色"图 !#%&& 型胶原的吸
光度值无明显变化"表 !#$

图 $ 软骨细胞的形态及鉴定!!%&!"
’()* $ +,-./,0,)1 234 (4536(7(826(,3 ,7 6/5 8/,34-,81659!!%%!"

注! 图"’#为原代软骨细胞培养 !( )$图%*&为原代软骨细胞培养第 + 天$图%#&为第 ! 代软骨细胞培养第 $ 天$
图%%&为第 ! 代软骨细胞正常培养第 $ 天甲苯胺蓝染色

,-./01 23456/ 7’8 30 39’4/ -: ;639’6< #/==0 #5=.56/% :-6 !( )> 23456/ 7*8 30 39’4/ -: ;639’6< #/==0 #5=.56/% :-6 + %’<0> 23456/ 7#8 30 .)/ ;’00’4/ !
#)-?%6-#<./0 ’:./6 #5=.56/ :-6 $ %’<0> 23456/ 7%8 30 3? 03.5 )<*63%3@’.3-? -: .)/ ;’00’4/ ! #/==0 #5=.56/% :-6 $ %’<0

:2; :<; :8; :4;

:2; :<; :8; :4;

:5; :7; :); :/;

图 ! 各组软骨细胞 ##型胶原免疫组化!!&&!"
’()* ! =1.5 ## 8,002)53 (>>?3,/(96,8/5>(96-1 (3 8/,34-,81659 ,7 528/ )-,?. :!%%!;

注! 图%’&为正常组’正常培养软骨细胞$图%*&为实验 " 组’干预前软骨细胞$图%#&为实验 ! 组’干预前软骨细胞$
图%%&为实验 $ 组’干预前软骨细胞$图%/&为正常组’正常培养软骨细胞$图%:&为实验 " 组毫米波干预 $A 93?软骨细胞$

图%4&为实验 ! 组’毫米波干预 BA 93?软骨细胞$图%)&为实验 $ 组’毫米波干预 "!A 93? 软骨细胞
,-./01 23456/ 7’8 30 9-6;)-=-4< -: .)/ #-?.6-= #/==0> 23456/ 7*8 30 9-6;)-=-4< -: .)/ /C;/639/?.’= 46-5; " #/==0 */:-6/ .)/ 3?./6D/?.3-? -: 93==39/./6

E’D/> 23456/ 7#8 30 9-6;)-=-4< -: .)/ /C;/639/?.’= 46-5; ! #/==0 */:-6/ .)/ 3?./6D/?.3-? -: 93==39/./6 E’D/> 23456/ 7%8 30 9-6;)-=-4< -: .)/
/C;/639/?.’= 46-5; $ #/==0 */:-6/ .)/ 3?./6D/?.3-? -: 93==39/./6 E’D/> 23456/ 7/8 30 9-6;)-=-4< -: .)/ #-?.6-= #/==0> 23456/ 7:8 30 9-6;)-=-4< -: .)/
/C;/639/?.’= 46-5; " #/==0 ’:./6 $A 93? .)/ 3?./6D/?.3-? -: 93==39/./6 E’D/> 23456/ 748 30 9-6;)-=-4< -: .)/ /C;/639/?.’= 46-5; ! #/==0 ’:./6 BA 93?
.)/ 3?./6D/?.3-? -: 93==39/./6 E’D/> 23456/ 7)8 30 9-6;)-=-4< -: .)/ /C;/639/?.’= 46-5; $ #/==0 ’:./6 "!A 93? .)/ 3?./6D/?.3-? -: 93==39/./6 E’D/F
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!"# $%&’($ 测定干预后软骨细胞 !&)*+,-.-!/01&#! 和
(12" 3$45表达
各组干预后! 软骨细胞 !!"#$%&’&"()*+,!"-*.! /012

均有表达 #图 3$! 实验 4 组% 实验 , 组软骨细胞 !!"5$%&’&"
-*.!表达显著高于正常组&!!6$%实验 7 组&!!6$’实验 8 组%
实验 , 组软骨细胞 ()*9,! 表达显著低于正常组 &!!6:66,!
!!6:667$%实验 7组&!!6:6,;!!!6:67,$&表 ,$(

表 ! 各代软骨细胞 22型胶原免疫组化的光密度值
%*67, ! (839*:.;8- 8< +=, +>9, 22 )877*?,- ;.?-*7

.- )=8-@:8)>+,;

组名 视野 干预前 干预后

正常组

实验 7 组
实验 8 组
实验 , 组

76
76
76
76

6:,<"6:6=
6:,;"6:6>
6?>6"6:6>
6:,@"6:6A

6:,@"6:6>
6:,@"6:6=
6:,;"6:6,
6:,<"6:6=

表 # $%&’($ 检测干预后软骨细胞 !&)*+,-.-!
/01&#! 和 (12! 3$45 表达

%*67, # $%&’($ *397.<.)*+.8- 8< !&)*+,-.-A
/01&#! *-@ (12! <:83 +:,*+,@ )=8-@:8)>+,;

注!!为与正常组相比"!B6C67#"为与实验 7 组相比"!B6:6=##为与
实验 7 组相比"!B6:67$

1D$%EF ! G ! B6:67 5E "D/H5I’ED& J’$K "D&$IDL MIDNHO " G ! B6C6= 5E
"D/H5I’ED& J’$K %PH%I’/%&$5L MIDNH 7O #G !B6C67 5E "D/H5I’ED&
J’$K %PH%I’/%&$5L MIDNH 7C

组名 !9"5$%&’& /012 ()*9,! /012 -*.! /012

正常组

实验 7 组
实验 8 组
实验 , 组

6C=@"6C6A
6CAA"6C6=
7C8@"6C6@!#

7C8;"6C6;!#

6C=8"6C6<
6C>@"6C6A
6C>7"6C6=!"

6C,;"6C6>!"

6C>>"6C6A
6C>A"6C6>
6C@7"6C6@!#

6C<<"6C6=!#

!"B C,;+,:- D78+ 测定干预后软骨细胞 !&)*+,-.-!/01&#!
和 (12" 蛋白表达
各组干预后! 软骨细胞 !9"5$%&’&%()*9,! 和 -*." 蛋白

均有表达&图 >$)

实验 8组" 实验 ,组软骨细胞 !9"5$%&’&"-*." 蛋白表达
显著高于正常组&!!6$"实验 7 组&!!6$’实验 8 组"实验 , 组
软骨细胞 ()*9,!蛋白表达显著低于正常组&!!6$"实验 7 组
&!!6$&表 >$*

图 # $%&’($ 检测干预后软骨细胞 !&)*+,-.-!/01&#! 和 (12" 3$45 表达
E.?" # $%&’($ *397.<.)*+.8- 8< !&)*+,-.-A /01&#! *-@ (12" <:83 +:,*+,@ )=8-@:8)>+,;

注! 5为正常组"正常培养软骨细胞#Q 为实验 7 组"毫米波干预 ,6 /’& 软骨细胞#"为实验 8 组"毫米波干预 A6 /’& 软骨细胞#

R为实验 , 组"毫米波干预 786 /’& 软骨细胞

1D$%EF 5 ’E /DIHKDLDMS DT $K% "D&$IDL "%LLEO Q ’E /DIHKDLDMS DT $K% %PH%I’/%&$5L MIDNH 7 "%LLE 5T$%I ,6 /’& $K% ’&$%IU%&$’D& DT /’LL’/%$%I J5U%O
" ’E /DIHKDLDMS DT $K% %PH%I’/%&$5L MIDNH 8 "%LLE 5T$%I A6 /’& $K% ’&$%IU%&$’D& DT /’LL’/%$%I J5U%O
R ’E /DIHKDLDMS DT $K% %PH%I’/%&$5L MIDNH , "%LLE 5T$%I 786 /’& $K% ’&$%IU%&$’D& DT /’LL’/%$%I J5U%
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图 ! "#$%#&’ ()*% 检测干预后软骨细胞 !+,-%#’.’/
012+3!/ 425" 蛋白表达

6.78 ! "#$%#&’ 9)*% :#%#,%.*’ *; !+,-%#’.’/ 012+3!
-’: 425" <&*%#.’ ;&*= %&#-%#: ,>*’:&*,?%#$

注! ! 为正常组"正常培养软骨细胞#" 为实验 # 组"毫米波干预 $%
&’( 软骨细胞#) 为实验 * 组"毫米波干预 +, &’( 软骨细胞#

- 为实验 . 组"毫米波干预 /0% &’( 软骨细胞
123456 ! ’5 &27892:2;< 2= 394 )2(372: )4::5> " ’5 &27892:2;< 2= 394

4?847’&4(3!: ;72@8 # )4::5 !=347 .% &’( 394 ’(347A4(3’2( 2= &’::’&4347
B!A4> ) ’5 &27892:2;< 2= 394 4?847’&4(3!: ;72@8 0 )4::5 !=347 +% &’( 394
’(347A4(3’2( 2= &’::’&4347 B!A4> - ’5 &27892:2;< 2= 394 4?847’&4(3!:
;72@8 . )4::5 !=347 #0% &’( 394 ’(347A4(3’2( 2= &’::’&4347 B!A4C

注! !为与正常组相比"!DEC,F#"为与实验 / 组相比"!DGC,#$

123456 !H !DEIGF !5 )2&8!74- B’39 394 )2(372: ;72@8> "H !DGJ,F !5
)2&8!74- B’39 4?847’&4(3!: ;72@8 FC

表 ! "#$%#&’ 9)*% 检测干预后软骨细胞 !+,-%#’.’!
012+3!!425" 蛋白表达

@-A)# ! "#$%#&’ 9)*% :#%#,%.*’ *; !+,-%#’.’/ 012+3!
-’: 425" <&*%#.’ ;&*= %&#-%#: ,>*’:&*,?%#$

3 讨论
毫米波指波长为毫米量级的电磁波! 波长为 F!F, &&!

频率在 .,!.,, KLM的高频电磁波" 目前研究表明!毫米波可
引起生物体的多种生物学效应! 这种效应可以是局部的!也

可以是远位的" 毫米波频率正好在生物体新陈代谢过程中可
激发产生相干振荡#,CN"/G/G!$"/G/* LM$的频率范围之内!毫
米波的能量可通过生物体的谐振而被吸收!生物系统谐振吸
收电磁能量后又产生了不属于温度变化的生物学效应!干扰
生物体的信号传导!动态调节生物体的新陈代谢!从而起到
有效调控细胞生物学的功能 O/$PFQR%

S(3 信号通路对早期软骨形成及体外软骨细胞分化与成
熟具有重要作用" 在肢芽间充质细胞发育为成熟骨骼组织过
程中!间充质细胞经历的演变&间充质细胞聚集#增殖型软
骨细胞#前肥大型软骨细胞#肥大型软骨细胞#软骨细胞
凋亡’坏死’血管侵入!软骨内骨化" 这一系列连续性变化中!
软骨细胞在多个环节被调控!正’负调控机制共同维持着一
种动态平衡!保证了骨骼的正常发育形态"S(3家族及其信号
传导途径中的相关信号分子 ! 如 T7’MM:4- 受体 ’!U)!34(’(’
KVWU$!’XWY! 等!对于这种平衡系统的维持发挥着重要的作
用OFNUFZR" 因此!本研究主要观察毫米波对软骨细胞的 !U)!34(’(’
KVWU.!’XWY! 表达影响! 从而探讨毫米波影响软骨细胞 !U
)!34(’(活性的作用机制"
关节软骨由软骨细胞和细胞外基质组成!本研究采用机

械UYY型胶原酶消化法! 可分离培养出较高纯度的软骨细胞!
甲苯胺蓝与第 0 代软骨细胞分泌的蛋白多糖发生耦合反应!
聚合成多聚体出现异染性 O#[R"软骨细胞在体外培养过程中!随
着增殖速度的加快!易发生反分化现象!即出现细胞形态和
功能的改变!本研究显示毫米波干预前后软骨细胞表型的稳
定!YY型胶原能稳定表达"
软骨细胞发育成熟过程中!在各种生长因子和外界环境

变化作用下!会发生明显形态和生化成分的改变!在这一过
程中!作为 S(3\!U)!34(’(信号传导通路可能起到了重要的作
用"研究表明!S(3信号通路对早期软骨形成及体外软骨细胞
分化与成熟具有重要作用!S(3\!U)!34(’( 信号通路激活后!
促使 !U)!34(’( 转移至细胞核内! 进而与转录因子 ]XT\^_T
结合!调节目的基因的表达 O0GR" 软骨细胞内 !U)!34(’( 的水平
受 XWY!’KVWU.! 的动态调控!本研究显示!毫米波干预后能
诱导软骨细胞转录合成 !U)!34(’(’XWY!!抑制 KVWU.!表达"

! 结论
毫米波的能量可通过生物体的谐振而被吸收!干预软骨

细胞的生物学功能! 作用机制可能是通过干预 XWY!’KVWU
.!’!U)!34(’( 之间的动态平衡 ! 从而提高软骨细胞内 !U
)!34(’( 水平! 推动 !U)!34(’( 进入细胞核内并与 ]XT\^_T 结
合!并且能维持软骨细胞 YY型胶原持续稳定的表达"

参考文献"B#;#&#’,#$#
O#R ‘:2& a ‘b ‘72)c"!(c V dH A!( ^4(3 e ^H "# $%C Y(A2:A4&4(3 2= 394 S(3

5’;(!:’(; 8!39B!< ’( 4?847’&4(3!: !(- 9@&!( 25342!7397’3’56 e72&’(4(3
72:4 2= S(3U’(-@)4- 5’;(!:’(; 87234’( #OfRJ &’#(’)#)* + ,("-.H 0GG[H +G
g0h6 NE/PN/*J

组名 !P)!34(’( KVWP$! XWY!

正常组

实验 / 组
实验 * 组
实验 $ 组

EJQZ#EJE+
EJNQ$EJEN
EJZZ$EJE+!"

EJZ+$EJEZ!"

EJ$Z$EJEN
EJ$i$EJE+
EJ*$$EJEQ!"

EJ/Z$EJE$!"

EJ/i$EJEN
EJ**$EJEQ
EJQ$$EJEi!"

EJQ/$EJE+!"
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!"# $%&’() * +, -&./0)12345 +, $165(3 7 89 :)’ 35;)0.5); 0)< 13’(106’=65’53
!>#9 !"#$, ?@@A, BBCBDE F??GF?H9

!I# J020;%K=5 L9 7(;%.0’51) 1M 13’(106’=65’53 <(N(.1OP()’ Q& :)’ GQ(’0 G
K0’()5) 35;)0.5); ’=61%;= ’=( ()<1K=1)<60. 1335M5K0’51) O61K(33!8#9 % !"&$
’(&$) *$+, ?@@A, ?RSTUV WGTT9

!R# -1O1. X, Y=() :, Z1); L, $, -.9 Z1[ A 5)=5Q5’3 :)’ 35;)0.5); Q& O61P1’5);
Q(’0GK0’()5) O=13O=16&.0’51) 5) ’=( )%K.(%3 !8#9 % /(". 01$2, ?@@A, ?WR
CFUV II?IGIIII9

!F# J0203045 \, J%;5P5&0 *, Y=54%<0 L, $, -.9 +=13O=16&.0’51) 1M ]ZJG
IQ(’0 Q& K]^+ G<(O()<()’ O61’(5) 45)03( __ O61P1’(3 =&O(6’61O=5K
<5MM(6()’50’51) 1M P%65)( K=1)<61K&’(3 !8#9 3 4.(& 5&6$+,, ?@@W, TTW SHUV
?F@‘G?FTF9

!‘# Y=() -, X5 ^, a5); \, $, 7.9 _<()’5M5K0’51) 1M /5)KGM5);(6 bca <1P05)G
K1)’05)5); I SdQ(<IU 03 0 )1N(. e[5)G5)’(60K’5); O61’(5) ’=0’ 0K’5N0’(3
:)’fQ(’0GK0’()5) 35;)0.5);!8#9 3 8(". 41$2, ?@@A, ?WRSTTUE ‘‘WIG‘‘WA9

!H# J.(5) - 8, 8())& e, ag50)( e, $, -.9 YJ_(O35.1)f<53K3 1N(6;612) O61P1’(3
Q1’= :)’G*/fQ(’0GK0’()5) 0)< */f+Y+ 35;)0.5); 5) a6131O=5.0 !8#9 49))
/("., ?@@‘, T‘STIUE TIIHGTIRI9

!W# 850 8, d=0); X, d=0); h, $, -.9 +=13O=16&.0’51) Q& <1%Q.(G’5P(fYJ_(O35.1)
0)< YJ_0.O=0 ’06;(’3 K%Q5’%3 5)’(66%O’%3 M16 Z.5PQfQ(’0G-7Y+GP(<50’(<
O61’(1.&’5K O61K(335);!8#9 :$6 4$.., ?@@F, AS‘UE WTAGWI@9

!A# Y1); *, ZK=2(5/(6 X, i06P%3 L9 Y03(5) 45)03( _(O35.1) P1<%.0’(3 ’=(
35;)0.5); 3O(K5M5K5’5(3 1M <53=(N(..(< !8#9 ’". 4$.. /("., ?@@R, ?R SFUE
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!学术动态!

!第 !次全国中毒与危重症救治学术会议"征文

为了提高中国中毒与急危重症的救治水平!总结交流近年来的基础和临床经验和学术研究成果!中国毒理学会"第 !
次全国中毒与危重症救治学术会议#定于 "#$% 年 & 月在广东省深圳市召开$
会议征文内容包括%各种&农药’药物’重金属’有害气体等(中毒救治的基础和临床研究!多脏器功能不全’心衰’肝’

肾’呼吸衰竭救治!人工气道管理与呼吸机的应用)危重病的各种监测技术和经验交流!急危重病救治的新技术’新药物及
新方法!中毒与危重症救治中的组织管理及体会!中毒与危重症的院前急救’现场救治及转运!中毒性疾病的检测与监控!
中毒’急危重病救治护理经验介绍!血液净化在中毒及危重症中的应用!中毒及危重症患者的早期营养支持等$
征稿截止日期%"%$% 年 $ 月 "’ 日$
联系方式% 广东省深圳市宝安区宝城 ! 区龙井二路 $$’ 号深圳市宝安区人民医院急诊科 &($’$%$( 张文武) 电话%

%)((*")’’%)$"!$&+"&!(&+,+)电子信箱%-..*(/0,&1234$

研究论文!!"#$%&’("
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