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异常机械负荷加重大鼠颞下颌关节骨关节炎的
组织病理学研究

何 东 1，李艳华 2，姚红英 1

（1. 苏州大学附属儿童医院口腔科，苏州 215000；2. 苏州口腔医院牙周科，苏州 215000）

【摘 要】目的：研究异常机械负荷在大鼠颞下颌关节软骨退变中的作用。方法：36只8周龄雌性SD大鼠随机分为4组，分别为

对照组（control group，Con 组）、Ⅱ型胶原蛋白酶组（collagenase type Ⅱ group，CⅡ组）、大张嘴组（wide mouth opening group，MS
组）和Ⅱ型胶原酶+大张嘴组（collagenase type Ⅱ+wide mouth opening group，CⅡ+MS组）。HE染色、番红O-固绿染色观测软骨

组织病理学变化，免疫组化实验检测炎性因子基质金属蛋白酶3（matrix metalloproteinase 3，MMP3）和聚蛋白多糖酶5（a disinte⁃
grin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 5，ADAMTS5）的表达。结果：与 Con组相比，CⅡ、MS和 CⅡ+MS组大鼠颞

下颌关节软骨后区总厚度、钙化层厚度和番红 O 阳性面积比均显著降低（均 P<0.05），CⅡ、MS 和 CⅡ+MS 组中 MMP3 和

ADAMTS5 的阳性表达均显著增高（均 P=0.000）；与 CⅡ和 MS 组相比，CⅡ+MS 组软骨钙化层厚度显著降低（均 P=0.000），

ADAMTS5表达显著增高（均P=0.000）；MS和CⅡ+MS组软骨后区潮线呈波浪状。结论：异常机械负荷促使髁突软骨后区退变

及改建，这将有助于异常负荷致颞下颌关节骨关节炎的机制研究。
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【Abstract】Objective：To investigate the impact of abnormal mechanical load on cartilage degeneration of the temporomandibular joint 
（TMJ） in rats. Methods：A total of 36 female Sprague-Dawley rats，aged 8 weeks，were randomly divided into control group（Con 
group），collagenase type Ⅱ group（CⅡ group），wide mouth opening group（MS group），and collagenase type Ⅱ+wide mouth opening 
group （CII+MS group）. HE staining and safranin O-fast green staining were used to observe the histopathological changes of cartilage， 
and immunohistochemistry was used to measure the expression levels of the inflammatory factors matrix metalloproteinase 3（MMP3） 
and A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 5（ADAMTS5）. Results：Compared with the Con group，the CII，
MS， and CII+MS groups had significant reductions in the total thickness，calcified layer thickness， and safranin O-positive area ratio 
of the TMJ posterior zone（P<0.05） and significant increases in the positive expression of MMP3 and ADAMTS5（P=0.000）. Compared 
with the CⅡ and MS groups，the CⅡ+MS group had a significant reduction in the calcified layer thickness of cartilage（P=0.000） and 
a significant increase in the expression of ADAMTS5（P=0.000）. The MS and CII+MS groups had a wavy tidal line in the posterior zone 

of cartilage. Conclusion：Abnormal mechanical load promotes the 
degeneration and reconstruction of the posterior zone of condylar 
cartilage，which may help with the research on the mechanism of 
TMJ osteoarthritis caused by abnormal mechanical load.
【Key words】temporomandibular joint；osteoarthritis；collagenase 
type Ⅱ；mechanical load
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颞下颌关节骨关节炎（temporomandibular joint 
osteoarthritis，TMJ-OA）是一种常见的骨关节病。它

的特点是软骨退变、软骨下骨改建和骨赘形成[1]。

异常负荷是 TMJ-OA 的关键诱因，适当的负荷对于

TMJ组织的生长发育必不可少，但过度负荷会严重

损害关节组织[2]。Fujisawa T等[3]运用大张嘴方式建

立了稳定的兔TMJ-OA模型。胶原和聚集蛋白聚糖

是软骨细胞外基质（extracellular matrix，ECM）的关

键结构成分，它们的降解是早期骨关节炎（osteoar⁃
thritis，OA）的标志[4]，主要归因于基质金属蛋白酶

（matrix metalloproteinase，MMP）和聚蛋白多糖酶（a 
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 
motifs，ADAMTS）对聚集蛋白聚糖蛋白内特定位点

的切割作用[5]。本研究拟通过关节腔内注射Ⅱ型胶

原蛋白酶（collagenase type Ⅱ，CⅡ）诱导TMJ-OA模

型，通过自制口外加力装置给大鼠颞下颌关节加载

超负荷应力，观测异常机械负荷对髁突软骨组织

病理学和髁突软骨中炎性因子表达的变化。

1　材料与方法

1.1　实验动物

本实验选取 180~200 g雌性 SD大鼠，购于昭衍（苏州）新

药研究中心有限公司，许可证号：SCXK（苏）2018-0006，于苏

州大学附属儿童医院动物中心普通环境进行饲养及实验，提

供充足食物和水，适宜温度下适应性饲养 1周后用于实验。

所有动物实验均通过苏州大学附属儿童医院动物伦理委员

会审批。

1.2　TMJ-OA模型建立方法及实验分组

1.2.1　模型建立方法　实验前大鼠常规禁食禁水 12 h，10%
水合氯醛（0.3 mL/100g）进行麻醉。右侧 TMJ关节腔内分别

于第1、4、7天注射1% CⅡ 50 μL；使用0.8 mm直径的不锈钢

丝弯制大张嘴（wide mouth opening，MS）装置[6]，张嘴度控制

在 2 cm，分别于第 1、4、7、10和 13天进行 MS操作，每次 2 h。
实验周期均为2周。MS操作方法见图1A、B。

1.2.2　实验分组　36只雌性 SD 大鼠随机分为 4组：对照组

（control group，Con组），无特殊处理；CⅡ组，右侧TMJ关节腔

内分别于 1、4、7天注射 1% CⅡ 50 μL；MS组：分别于第 1、4、
7、10 和 13 天进行大张嘴操作；CⅡ+MS 组：分别于第 1、4、7
天注射 1% CⅡ 50 μL，第 1、4、7、10 和 13 天进行 MS 操作。

以上操作均在大鼠麻醉状态下进行。

1.3　动物取材及处理

实验结束后，所有大鼠注射过量 10% 水合氯醛麻醉剂

处死，完整切取大鼠右侧颞下颌关节，适当去除标本周围软

硬组织，保持关节囊的完整性。4%多聚甲醛固定 24 h，将每

组中 6只大鼠TMJ在酸性脱钙液中脱钙 7 d，属于快速脱钙，

用于组织形态研究；另 3只大鼠关节于 10% EDTA中性脱钙

液脱钙 6周，10% EDTA脱钙可保存组织蛋白的抗原活性，适

用于免疫组化实验，颞下颌关节骨组织脱钙方式区别与选择

具体参见文献[7] 。常规石蜡包埋，切片厚度均为4 μm。

1.4　HE染色

石 蜡 切 片 脱 蜡 至 水 ，常 规 HE 染 色 ，全 景 扫 描 仪

3DHISTECH（3DHISTECH P250 FLASH）采集图像，Case-
Viewer 软件在 200 倍视野下的软骨后部分别测量全层和钙

化层厚度。髁突软骨分部示意图见图1C。

1.5　番红O-固绿染色

石蜡切片脱蜡至水，参照番红O-固绿染色试剂盒（索莱

宝，改良番红O-固绿软骨染色试剂盒，G1371）进行常规染色

操作，采集切片全景图像，运用 Image Pro Plus 6.0 软件在

200 倍视野下的软骨后部计算每个样本的番红 O 着色面积

百分比。

1.6　免疫组化染色

石蜡切片脱蜡至水，按照常规 SABC 法进行免疫组化。

本实验使用抗体：MMP3 抗体（1∶100，索莱宝，K111452P）；

ADAMTS5 抗体（1∶50，索莱宝，K107480P）。运用 Image Pro 
Plus 6.0软件在 200倍视野下软骨后带随机选取 5个等大区

域，要求覆盖软骨全层，计算平均光密度值（mean of inte⁃
grated option density，平均 IOD）。

1.7　统计学处理

数据分析采用 SPSS 22.0软件。所有数据以均数±标准

差（x±s）的形式表示，经 Levene方差齐性检验，多组之间的

差异采取One-way ANVOA检验，两两比较采取Tukey检验，

不满足方差齐性时选用Games-Howell法进行两两比较。检

图 1　大鼠 TMJ异常机械负荷加载方法及髁突软骨分区示意图
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验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　CⅡ或（和）MS可致髁突软骨退变

Con组：关节软骨结构完整，表面平滑，软骨细胞外基质

着色正常，潮线平滑；CⅡ组：关节软骨表面纤维化，稍有破

损，见软骨浅层裂隙，软骨全层及钙化层厚度较Con组变薄，

软骨细胞外基质着色丢失；MS组：关节软骨表面纤维化，后

部软骨全层厚度及钙化层厚度降低，潮线呈波浪状（黑色虚

线）；CⅡ+MS组：纤维层软骨见浅裂隙，软骨基质染色变浅，

软骨全层及钙化层软骨厚度显著降低，潮线呈波浪状（黑色

虚线）；结果如图 2、图 3所示。CⅡ或（和）MS组髁突软骨均

出现早期 OA 样病损，CⅡ组主要观察到软骨 ECM 降解，MS
组异常机械应力促进了髁突软骨改建，MS 和 CⅡ+MS 组可

见潮线不平整，呈波浪状，并加重了髁突软骨基质退变。但

本实验未观察到软骨缺损、剥脱或其他较为严重的OA样病

损，这可能与本研究中使用的致病因素较轻和作用时间较短

有关。

2.2　CⅡ或（和）MS 可致髁突软骨中 MMP3 和 ADAMTS5 表

达增加

免疫组化染色结果：CⅡ或（和）MS组中MMP3、ADAMTS5
平均 IOD值显著高于Con组（均P=0.000）；且CⅡ和CⅡ+MS
组 MMP3 平均 IOD 值显著高于 MS 组（P=0.000，P=0.019）；

CⅡ+MS 组 ADAMTS5 平均 IOD 值显著高于 CⅡ组和 MS 组

（均P=0.000），结果如图4所示。

3　讨 论

目前，研究OA的动物造模方法[8]大致包括以下

4 种：注射药物、咬合诱导、外科手术和基因编辑。

其中基因编辑动物模型因为经济成本高，未得到广

图 2　颞下颌关节 HE 染色及软骨厚度

—— 643



重庆医科大学学报 2023 年第 48 卷第 6 期 （Journal of Chongqing Medical University 2023.Vol.48 No.6 ）

泛运用。而外科手术方式造成的OA更适合于创伤

性关节病的研究，且造成的病损一般较重[9]。注射

药物的造模方法具有操作简单、成本低和速度快的

特点而被广泛运用。最新一项研究运用CⅡ关节内

注射，30 d 后观察到大鼠软骨血管新生、细胞数量

减少和细胞外基质淡染等显著的 OA 病理损伤[10]。

咬合诱导包括正畸法移动牙齿、单侧咬合垫高、单

侧前牙反颌和 MS 等，其中 MS 有着建模速度快、操

作简单的优点。2018 年，Wang GYF 等[11]运用自制

橡胶块强迫小鼠 MS 的方法建模，发现持续张口会

导致小鼠咬肌和颞下颌关节组织损伤，观察到巨噬

细胞浸润。本实验运用不锈钢丝弯制的强迫开口

装置，具有操作简单、材料易获取的优点，并能够根

据实验动物个体大小调整开口度，可广泛应用于各

种动物的 MS实验。本研究通过多次 CⅡ关节腔内

注射的方法，实验 2周即造成髁突软骨 OA样病损：

软骨表面不平整，软骨基质降解，软骨厚度降低。

综上，使用CⅡ注射和MS法均造成大鼠TMJ-OA病

损，但其病理损伤又各有特点，之前鲜有研究将 2种

因素进行组合对比。本研究旨在探究机械作用对

TMJ的作用，同时加入化学药物注射诱导法作为对

比，可更加突显异常机械应力对颞下颌关节软骨及

软骨下骨独特的改建作用。

TMJ-OA 的发病机制与机械应力[12]密切相关。

成人髁突软骨由浅至深可分为 4 层：纤维层、增殖

层、肥大层和钙化软骨层，前三层合称非钙化软骨

层，潮线为钙化与非钙化软骨之间的分界线。髁突

软骨交界由钙化软骨层与软骨下板构成，这种结构

图 3　颞下颌关节番红 O-固绿染色及番红 O 阳性面积比
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可有效将压应力传导至软骨下骨。正常生理环境

下，完整的钙化软骨层和潮线可以限制来自软骨下

骨的物质扩散进入非钙化软骨，从而维持软骨生化

微环境稳定。有研究运用MS法给予小鼠 TMJ一定

的机械负荷，发现髁突软骨能够通过适应性改建，

形成更厚的软骨来响应机械负荷[13]。机械应力刺激

导致软骨细胞骨架重组，从而增加细胞收缩力和软

骨细胞硬度，触发 αV 整合素介导的 TGFβ 激活，从

而破坏软骨稳态[14]。本研究发现髁突软骨加载机械

负荷后软骨全层及钙化层厚度降低，潮线出现波浪

样改建，软骨出现退行性病变，推测可能与施加的

机械力强度和时间超出髁突软骨适应性改建的限

度有关。

TMJ-OA 是常见的关节软骨退行性疾病，主要

特点是颞下颌关节软骨 ECM 成分逐步退变。ECM 
可以通过与细胞相互作用产生内部牵引力，决定软

骨细胞的机械性能[15]。人 TMJ 软骨的 ECM 由胶原

纤维网络和高电荷蛋白多糖组成，负电荷蛋白多糖

的密集聚集体通过亲水性促进渗透膨胀来提供抗

压缩负荷能力，而渗透膨胀又被赋予组织抗拉强度

图 4　颞下颌关节软骨中 MMP3 和 ADAMTS5 的免疫组化染色
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的交联胶原纤维所抵消，这种特殊的结构赋予 TMJ 
独特的承载功能。这种平衡的破坏最终会导致关节

软骨的结构破坏和功能紊乱，从而导致并促进

TMJ-OA的发生发展[16-17]。关节软骨ECM的降解主

要由细胞外基质降解酶调控，包括MMP和ADAMTS。
研究发现，ADAMTS5 是降解 ECM 的主要聚蛋白多

糖酶[18]。另有研究证明 ADAMTS5活性的缺失显著

阻止小鼠软骨退化的进展[19]。在接下来的研究中，

MMP3也被证明可有效降解 ECM[20]。本研究发现 C
Ⅱ或（和）机械应力诱导软骨胶原蛋白降解，均能致

使软骨退变，且 MMP3和 ADAMTS5表达增加，这表

明CⅡ或（和）机械应力的作用可能促进了炎性因子的

表达，从而降解ECM，具体机制有待进一步研究。

综上所述，颞下颌关节骨关节的发病机制与异

常的机械应力密切相关，关于机械负荷诱导的颞下

颌关节重塑中涉及的分子调控机制研究还不完善。

本研究发现异常的机械负荷导致髁突软骨改建并

且厚度显著降低，相关炎性标志蛋白表达水平显著

增高，通过与CⅡ建模对比，发现机械应力异常可特

异性造成关节软骨与软骨下骨界面不平整。进一

步了解机械负荷控制下颌骨髁突软骨重塑的机制，

有助于 TMJ退行性疾病的机制研究，也有助于颞下

颌关节疾病康复治疗措施的制定。
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