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·基础研究·

低强度脉冲超声通过p38/JNK-白细胞介素-6抑制
类风湿性关节炎滑膜成纤维细胞增殖的研究*

卞铨意1 朱 莹1 白定群1，2

摘要

目的：探讨低强度脉冲超声（low-intensity pulsed ultrasound，LIPUS）对类风湿性关节炎滑膜成纤维细胞（fibroblast-

like synoviocytes in rheumatoid arthritis，RA-FLS）异常细胞表型的抑制作用及可能机制。

方法：酶消化法分离滑膜细胞，显微镜下观察细胞形态，同时用免疫荧光检测Vimentin蛋白表达来鉴定RA-FLS。

将细胞进行体外培养并分为4组：对照组、LIPUS组、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor，TNF-α）组和TNF-α+

LIPUS组或3组：对照组、白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）组和 IL-6+LIPUS组。CCK8和EDU实验分别检测LI-

PUS对RA-FLS细胞活性和增殖的作用，划痕实验和Transwell迁移实验观察LIPUS对RA-FLS迁移能力的影响，

RT-qPCR检测RA-FLS中重要的细胞因子、趋化因子和基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinases，MMPs）的基因

表达，ELISA进一步检测LIPUS对RA-FLS中关键效应分子 IL-6蛋白水平的作用，Western Blot检测LIPUS对RA-

FLS中丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）信号通路的影响。

结果：分离得到较纯净的RA-FLS。在体外培养的RA-FLS中，首先，LIPUS可以抑制TNF-α诱导的细胞活性（P<

0.001）和增殖（P=0.007），但它对其迁移及迁移相关MMPs（MMP2和MMP9）转录水平的作用在组间无显著性差异

（P>0.05）。在TNF-α诱导的炎性环境下，LIPUS能够抑制 IL-6和白细胞介素-8（interleukin-8，IL-8）在mRNA水平

上的高表达（P<0.001），但其对白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、MMP1和MMP13的抑制作用在组间无显著

性差异（P>0.05）。与未处理组相比，LIPUS抑制TNF-α诱导的RA-FLS中 IL-6的分泌（P<0.001），同时也抑制 IL-6诱

导的RA-FLS增殖（P=0.003）。LIPUS能够抑制MAPK信号通路中 p38 MAPK（P=0.033）的磷酸化和 c-Jun氨基末

端激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）的磷酸化（P=0.019），但其对细胞外信号调节激酶 1/2（extracellular signal-

regulated kinas 1/2，ERK1/2）蛋白的磷酸化则无显著作用（P>0.05）。

结论：LIPUS能够减少炎性状态下RA-FLS的异常增殖而不作用于其迁移，该作用可能与p38/JNK-IL-6信号通路的

抑制有关。
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Abstract
Objective：To explore the effect of low intensity pulsed ultrasound （LIPUS） on inhibiting the abnormal cell

phenotype of fibroblast-like synoviocytes in rheumatoid arthritis（RA-FLS） and possible mechanism.

Method：Synoviocytes were isolated by using enzyme digestion，and the morphology of cells was observed un-

der microscope. At the same time，the expression of Vimentin protein was detected by immunofluorescence
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类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是

一种自身免疫性关节病[1]，可导致永久性关节损伤

和残疾[2]。根据 2017年全球疾病负担报告，在 1990

年至 2017年间，全球RA年龄标准化患病率增加了

7.4%，发病率增加了8.2%[3]，并造成了较大的经济负

担 [4]。目前，RA 的治疗以改善病情的抗风湿药物

（disease-modifying antirheumatic drugs，DMARDs）

和生物制剂为主，但存在副作用大及价格昂贵等问

题[5—6]。与此同时，物理因子因其安全、经济等优点

也被用于缓解RA症状和改善关节功能[7—8]。其中，

低强度脉冲超声（low-intensity pulsed ultrasound，

LIPUS）是一种非侵入性的物理因子，通过其空化效

应、机械效应和热效应发挥治疗作用，可用于新鲜骨

折的保守治疗和骨折不愈合[9—10]，也被证明可抑制

骨性关节炎（osteoarthritis，OA）进展[11—14]，但其在RA

中的应用尚未得到充分研究。

RA 引起的关节病变主要包括滑膜炎、软骨破

坏和骨侵蚀[2]。病变滑膜中滑膜成纤维细胞（fibro-

blast- like synoviocytes in rheumatoid arthritis，

RA-FLS）的过度增殖和异常活化在其病理过程中发

挥着重要作用[15]，它分泌大量的炎性因子、趋化因子

和促血管生成因子维持滑膜炎性环境，分泌基质金

属蛋白酶破坏关节软骨等富含胶原的结构和非骨性

支持结构，还能促进破骨细胞生成和抑制骨修复而

导致骨侵蚀[15—16]，因此，靶向 RA-FLS 在 RA 的治疗

中具有重要意义。

RA-FLS的信号传导涉及多条分子通路，其中，

MAPK信号通路在其增殖、迁移和炎性活化等过程

中发挥着关键作用[17]。LIPUS通过力学触发细胞内

的信号传导和随后的基因转录，进而影响细胞功能，

且MAPK信号通路的抑制在LIPUS减轻OA炎症反

应及预防炎症诱导的肌肉萎缩中的作用已得到验

证[18]。因此，我们推测LIPUS也可能通过MAPK信

号通路来抑制RA-FLS异常的生物学功能。本研究

将在细胞层面进一步探究LIPUS对RA-FLS增殖和

迁移的影响及其相关机制，为LIPUS应用于RA治

method to identify RA- FLS. Cells cultured in vitro were divided into four groups： control group， LIPUS

group，tumor necrosis factor（TNF-α） group and TNF-α+LIPUS group or three groups：control group，interleu-

kin-6 （IL-6） group and IL-6+LIPUS group. The effects of LIPUS on RA-FLS cell viability and proliferation

were detected by CCK8 and EDU assay respectively，and the effects of LIPUS on RA-FLS migration were ob-

served by scratch test and Transwell migration assay. RT-qPCR was used to detect the gene expression of im-

portant cytokines，chemokines and matrix metalloproteinases （MMPs） in RA-FLS. ELISA was used to further

detect the effect of LIPUS on the expression of IL-6，a key effector of RA-FLS，and the effects of LIPUS

on mitogen-activated protein kinase（MAPK）signaling pathway in RA-FLS were detected by Western Blot.

Result：Purified RA-FLS were obtained. Firstly，LIPUS could suppress the cell activity（P<0.001） and prolifer-

ation （P=0.007） induced by TNF-α in RA-FLS cultured in vitro. However, the migration and the transcription

levels of MMPs related to migration （MMP2 and MMP9）were not significantly different between groups （P>

0.05）. LIPUS could inhibit the high expression of IL-6 and interleukin-8 （IL-8） at the mRNA level in the in-

flammatory environment induced by TNF-α（P<0.001），but there was no significant difference in the suppres-

sion of interleukin-1β（IL-1β），MMP1 and MMP13（P>0.05）. In addition，compared with untreated group，LI-

PUS could inhibit the secretion of IL-6 in RA-FLS induced by TNF-α（P<0.001），and also inhibited the pro-

liferation of RA- FLS induced by IL- 6 （P=0.003）. Finally，LIPUS could inhibit the phosphorylation of p38

MAPK and c- Jun N- terminal kinase （JNK） in MAPK signaling pathway （P=0.033），but the effect on the

phosphorylation of extracellular signal-regulated kinas 1/2（ERK1/2）was not significantly（P>0.05）.

Conclusion：LIPUS could reduce the abnormal proliferation of RA-FLS in inflammatory state without affecting

its migration，which might be related to the inhibition of p38/JNK-IL-6 signaling pathway.

Author's address Department of Rehabilitation Medicine，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical

University，Chongqing，400016

Key word low intensity pulsed ultrasound； rheumatoid arthritis； fibroblast- like synoviocytes； interleukin- 6；

proliferation
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疗提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

细胞外调节蛋白激酶（extracellular regulated

protein kinases，ERK）1/2 抗体、磷酸化细胞外调节

蛋 白 激 酶（phosphorylated extracellular regulated

protein kinases，p-ERK）1/2抗体、p38丝裂原活化蛋

白激酶（p38 mitogen-activated protein kinase，p38

MAPK）抗体、磷酸化 p38 丝裂原活化蛋白激酶

（phosphorylated p38 mitogen- activated protein ki-

nase，p-p38 MAPK）抗体、c-Jun 氨基末端激酶（c-

Jun N-terminal kinase，JNK）抗体、磷酸化 c-Jun 氨

基末端激酶（phosphorylated c- Jun N- terminal ki-

nase，p- JNK）抗 体（Cell Signaling Technology）；

CCK8 试剂盒、BCA 蛋白检测试剂盒、结晶紫染色

液、RIPA细胞裂解液（碧云天生物）；蛋白酶抑制剂

（Roche）；β-actin 抗体（Proteintech）；Vimentin 抗体

（Abcam）；人肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis fac-

tor，TNF-α）重组蛋白（Sino Biological）；人白细胞介

素 -6（interleukin-6，IL-6）重组蛋白（Pepro Tech）；

RNA提取试剂盒（磁珠法）（美吉逾华）；反转录试剂

盒、RT-qPCR试剂盒（TAKARA）；人 IL-6 ELISA试

剂盒（Solarbio）；EDU细胞增殖检测试剂盒（Invitro-

gen）；Ⅰ型胶原酶（Gibico）。

低强度脉冲超声波治疗仪（Smith & Nephew，

Exogen 4000）；倒置显微镜、荧光显微镜（Olym-

pus）；酶标仪（Thermo Fisher Scientific）；PCR 仪、

Western Blot 蛋白转印系统、化学发光成像系统

（Bio-Rad）。

1.2 细胞提取与培养

收集重庆医科大学附属第一医院骨科RA患者

膝关节置换术中切除的滑膜组织，用于RA-FLS的

提取与培养。用含2%青/链霉素的杜氏磷酸缓冲盐

溶液（Dulbecco's phosphate buffered saline，DPBS）

将滑膜组织清洗若干遍后将其转移至含1mg/ml Ⅰ
型胶原酶的DMEM培养基中，用眼科剪尽量剪碎，

37℃消化 4h，过滤、离心、重悬、接种后即可得到滑

膜细胞。细胞在含 10%胎牛血清、100U/ml 青霉素

和100mg/ml链霉素的DMEM高糖培养基，5% CO2

的 37℃孵箱中培养，第 3至 6代（passage，P）细胞用

于后续实验。本研究经重庆医科大学附属第一医院

医学伦理委员会批准（批准号 2021-456），并获得了

所有研究参与者的知情同意。

1.3 实验分组及LIPUS处理

将细胞分为 4组（对照组，LIPUS组，TNF-α组，

TNF-α+LIPUS组）或3组（对照组，IL-6组，IL-6+LI-

PUS 组）。把细胞铺于 35mm 培养皿或 12 孔板中，

次日更换含有（或不含）TNF-α（10ng/ml）或 IL- 6

（100ng/ml）的新鲜培养基。6h（除了增殖实验处理

24h外，其余实验都处理 6h）后，将LIPUS的探头固

定，并在其表面涂抹适量耦合剂，将孔板或培养皿置

于探头上（注意探头不要空载，且孔板与耦合剂之间

不要有气泡）。治疗参数设置为：强度 30mW/cm2，

频率1.5MHz，20%占空比，持续时间20min。根据不

同的实验目的，继续培养相应时间后收集细胞进行

后续实验。

1.4 免疫荧光实验

细胞接种于铺有无菌爬片的 12 孔板中，4%的

多 聚 甲 醛 固 定 20min，0.1% Triton- X- 100 通 透

20min，封闭液 37℃封闭 1h，抗 Vimentin 抗体（1∶

250）在4℃孵育12h，Alexa Fluor®488荧光二抗（1∶

1000）在37℃孵育1h，DAPI（1∶1000）孵育15min，实

验过程中用PBS洗去多余试剂，荧光显微镜下观察

RA-FLS中Vimentin的表达情况。

1.5 CCK8细胞增殖实验

将处于对数生长期的细胞接种于96孔板，每组

设置 5 个复孔。根据 CCK8 试剂盒说明书操作，加

入反应试剂后 37℃孵育 1h，5min 内用酶标仪于

A450nm 处检测吸光度值，使用 Graphpad Prism

9.0.0进行统计分析。

1.6 EDU细胞增殖实验

将细胞接种于铺有无菌爬片的12孔板，血清饥

饿 6h（1%胎牛血清）后进行常规处理。弃完全培养

基，使用 20μM的EDU培养基混合液于培养箱中孵

育 2h，4%的多聚甲醛固定 15min，0.5% Triton-X-

100通透20min。依照说明书配置EDU检测试剂混

合液，避光孵育 30min 后，DAPI （1∶1000） 37℃避

光孵育 10min。实验过程中用 3%的牛血清白蛋白/

PBS 洗去多余试剂。最后，使用荧光显微镜观察
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RA-FLS中EDU阳性细胞的表达情况，使用软件 Im-

age J 1.51计数，并用Graphpad Prism 9.0.0进行统

计分析。

1.7 划痕实验

将细胞接种于 35mm培养皿，如前所述对细胞

进行处理后，用 200μl 枪头比着直尺在培养皿中间

划一条直线。PBS洗去脱落的细胞，换上含1%胎牛

血清的 DMEM 高糖培养基以排除细胞增殖的影

响。使用倒置显微镜于不同的时间点（0，12，24h）对

划痕进行拍照，并用 Image J 1.51统计划痕面积。

1.8 细胞迁移实验

用无血清培养基将细胞浓度调整至 2×105个/

ml，按200个/孔接种于12孔板，直径6.5mm，膜孔径

为 8.0μm的Transwell小室中。在孔板中加入 500μl

含10%胎牛血清的完全培养基，与小室一起在37℃

培养 24h后，4%的多聚甲醛固定，0.1%结晶紫染色

液染色。用棉签除去小室内表面的未迁移细胞，用

刀片小心将膜取下，中性树脂制片，显微镜下取6个

随机视野拍照并计数。

1.9 RT-qPCR

根据说明书提取RA-FLS中的总RNA，使用日

本TAKARA公司的反转录试剂盒和实时荧光定量

PCR 试剂盒进行后续实验。每个样本设置 3 个复

孔，以人GAPDH作为内参，计算 2-ΔΔt。引物序列见

表1。

1.10 ELISA

收集各组细胞培养上清，低温离心 20min

（2000—3000r/min）后备用。根据试剂盒说明书操

作，用酶标仪于 A450nm 处检测吸光度值（5min

内）。根据标准曲线和样品吸光度值计算各组浓度，

使用Graphpad Prism 9.0.0进行统计分析。标准曲

线由ELISA Calc 2.0软件拟合。

1.11 Western Blot

使用含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解细胞，用

BCA蛋白检测试剂盒来测蛋白浓度，并将各样本浓

度调齐。用 12%的SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白，

转至 PVDF 膜，8%脱脂牛奶 37℃封闭 1h。随后

ERK1/2、p- ERK1/2、p38 MAPK、p- p38 MAPK、

JNK、p-JNK（1∶1000）和 β-actin（1∶50000）等一抗在

4℃孵育过夜，二抗（1∶5000）在37℃孵育1h，期间用

TBST清洗。条带用ECL化学发光法曝光成像，Im-

age J 1.51 软件分析灰度值，以 β-actin 作为内参。

计算磷酸化蛋白与总蛋白的灰度值比值作为相对表

达量。

1.12 统计学分析

应用 Graphpad Prism 9.0.0 软件进行统计分

析。计量资料服从正态分布且方差齐，结果以均

值±标准差表示。两组间差异使用独立样本 t检验，

多组间比较则通过单因素方差分析实现，检验水准

α=0.05。

2 结果

2.1 RA-FLS的提取与鉴定

倒置显微镜下可见P3—P6代细胞呈典型长梭

形，符合成纤维细胞的形态学特征（图 1A）；Vimen-

tin是FLS的特异性标志物[19]，免疫荧光结果显示提

取的细胞培养至 P3代起为较明显的Vimentin阳性

（图1B），使用P3—P6代RA-FLS用于后续实验。

2.2 LIPUS抑制炎性状态下的RA-FLS增殖

异常增殖是RA-FLS活化的重要特征[20]。CCK8

和EDU的结果表明，在TNF-α（10ng/ml）的作用下，

RA-FLS的活性（P<0.001）和增殖水平明显升高（P=

0.025），而LIPUS能够抑制TNF-α诱导的RA-FLS细

胞活性（P<0.001）和增殖（P=0.007）（表2、图2、表3）。

2.3 LIPUS对RA-FLS迁移能力的影响

表1 引物序列

引物

GAPDH

IL-1β

IL-6

IL-8

MMP1

MMP2

MMP9

MMP13

注：甘油醛-3-磷酸脱氢酶：glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase，GAPDH；白细胞介素：interleukin-，IL；基质金属蛋白酶：ma-
trix metalloproteinases，MMPs。

序列

5'-GTATCGTGGAAGGACTCATGAC-3'
5'-ACCACCTTCTTGATGTCATCAT-3'
5'-GCCAGTGAAATGATGGCTTATT-3'
5'-AGGAGCACTTCATCTGTTTAGG-3'
5'-CACTGGTCTTTTGGAGTTTGAG-3'
5'-GGACTTTTGTACTCATCTGCAC-3'
5'-CATACTCCAAACCTTTCCACCCC-3'
5'-TCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTCCA-3'
5'-AAAATTACACGCCAGATTTGCC-3'
5'-GGTGTGACATTACTCCAGAGTTG-3'
5'-GATACCCCTTTGACGGTAAGGA-3'
5'-CCTTCTCCCAAGGTCCATAGC-3'
5'-AGACCTGGGCAGATTCCAAAC-3'
5'-CGGCAAGTCTTCCGAGTAGT-3'
5'-ACTGAGAGGCTCCGAGAAATG-3'
5'-GAACCCCGCATCTTGGCTT-3'
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过度迁移和侵袭是 RA- FLS 的另一重要特

征[21]。划痕实验提示，在TNF-α预处理或不处理的

情况下，无论是在LIPUS后12h还是24h，RA-FLS的

迁移都不能得到显著抑制（P>0.05）（图 3A、表 4）。

此外，Transwell 结果也提示，LIPUS 不能显著抑制

RA-FLS的迁移（P>0.05）（图3B、表5）。

MMP2和MMP9在RA-FLS的迁移和侵袭中发

挥关键作用[22]。为了进一步探究LIPUS不能显著抑

制 RA- FLS 迁移的原因，用 RT- qPCR 检测上述

图1 分离培养RA-FLS

注：A：显微镜下P3-P6代RA-FLS的形态；B：RA-FLS中Vimentin的表达情况（细胞的免疫荧光，×200）。

表2 TNF-α处理后各组CCK8结果比较 （x±s）

组别

对照组
LIPUS组
TNF-α组

TNF-α+LIPUS组
F值
P值

注：与对照组相比，①P<0.05；与TNF-α组相比，②P<0.05。统计学方
法为单因素方差分析。

细胞活率

1.000±0.000
0.927±0.064

1.351±0.041①

1.013±0.074②

38.430
<0.001

表3 各组EDU阳性率比较 （x±s）

组别

对照组
TNF-α组

TNF-α+LIPUS组
F值
P值

注：与对照组相比，①P<0.05；与TNF-α组相比，②P<0.05。统计学方
法为单因素方差分析。

细胞增殖率

0.038±0.007
0.067±0.014①

0.028±0.006②

12.800
0.007

表4 划痕实验各组细胞迁移率比较 （x±s）

组别

对照组
LIPUS组
TNF-α组

TNF-α+LIPUS组
F值
P值

注：统计学方法为单因素方差分析。

12h

0.153±0.106
0.127±0.029
0.218±0.024
0.150±0.032

0.614
0.635

24h

0.311±0.080
0.238±0.024
0.384±0.020
0.292±0.045

2.289
0.196

A

P6P5P4P3

融合图像

Vimentin

DAPI

B

P6P5P4P3

200μm200μm 200μm200μm 200μm200μm 200μm200μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm
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MMPs的mRNA表达后发现，与对照组相比，TNF-α

上调了 MMP9 的 mRNA 水平（P<0.001），但 LIPUS

对其的抑制作用并不显著（P>0.05）。对于MMP2，

TNF-α和LIPUS都不能显著改变其mRNA水平（P>

0.05）（表6）。

2.4 LIPUS抑制增殖相关细胞因子的表达

TNF-α能够激活RA-FLS并引起持续的滑膜炎

症 [23]。使用 TNF-α（10ng/ml）维持其炎性活化后用

LIPUS 处理，RT-qPCR 结果提示，与对照组相比，

TNF-α上调了 IL-1β（P<0.001）、IL-6（P<0.001）、IL-8

（P=0.001）、MMP1（P<0.001）和 MMP13（P=0.036）

的 mRNA 水平，而 LIPUS 抑制 TNF-α诱导的 IL-6

mRNA（P=0.022）和 IL-8 mRNA的表达（P=0.020），

但其对 IL-1β、MMP1 和 MMP13 无显著抑制作用

（P>0.05）（表7）。

IL-6是RA-FLS重要的效应分子[24]，也是其增殖

相关的关键因子[25]。ELISA结果提示，除了在转录

层面，LIPUS也在翻译层面抑制TNF-α诱导的 IL-6

分泌（P<0.001）（表8）。

为了进一步验证 IL-6在LIPUS抑制RA-FLS增

殖中的作用，使用 IL-6（100ng/ml）诱导RA-FLS增殖

并用LIPUS处理，结果提示，与对照组相比，IL-6能

够促进其增殖，而 LIPUS 能够抑制这一作用（P=

0.003）（表9）。综上，LIPUS可能通过调控 IL-6来抑

制RA-FLS增殖。

2.5 LIPUS抑制MAPK信号通路

以往的研究表明MAPK信号通路参与RA-FLS

图2 LIPUS抑制炎性状态下的RA-FLS增殖 （EDU增殖实验，×200）

表5 各组每个视野下的平均迁移细胞数 （x±s，个）

组别

对照组
LIPUS组

t值
P值

注：统计学方法为独立样本 t检验。

迁移细胞

58.000±9.000
56.000±3.000

0.356
0.740

表6 各组MMP2、MMP9的mRNA水平比较（x±s，2-ΔΔCT）

组别

对照组
LIPUS组
TNF-α组

TNF-α+LIPUS组
F值
P值

注：与对照组相比，①P<0.05。统计学方法为单因素方差分析。

MMP2

1.000±0.156
0.877±0.073
0.973±0.167
1.005±0.257

0.342
0.796

MMP9

1.000±0.147
1.411+0.477

8.023±1.192①

7.959±1.752
38.930
<0.001

融合图像

EDU

DAPI

对照组

100μm

TNF-α+LIPUS组TNF-α组

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

9



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Jan. 2024, Vol. 39, No.1

中增殖和 IL-6的表达调控[26—28]，这提示LIPUS的生

物学功能可能也涉及该通路。Western Blot结果表

明，与对照组相比，LIPUS 抑制 p-p38 MAPK（P=

0.033）及p-JNK（P=0.019）的表达，而对p-ERK1/2则

无显著作用（P>0.05）（图 4、表 10）。这证实了我们

的假设。

图3 LIPUS对RA-FLS迁移的作用

注：A：划痕实验结果（×40）；B：Transwell实验结果（×200）。

表7 各组促炎因子和MMPs的mRNA水平比较 （x±s，2-ΔΔCT）

组别

对照组
LIPUS组
TNF-α组

TNF-α+LIPUS组
F值
P值

注：与对照组相比，①P<0.05；与TNF-α组相比，②P<0.05。统计方法为单因素方差分析。

IL-1β

1.000±0.283
1.278±0.503

508.813±87.209①

373.714±131.630
32.540
<0.001

IL-6

1.000±0.145
1.312±0.351

19.694±4.167①

10.891±3.819②

29.750
<0.001

IL-8

1.000±0.397
0.792±0.300

288.012±104.638①

112.528±36.227②

17.990
<0.001

MMP1

1.000±0.353
0.177±0.080

10.120±2.220①

7.632±2.598
24.430
<0.001

MMP13

1.000±0.244
1.138±0.277

3.907±1.342①

4.023±1.536
7.824
0.009

0h

24h

12h

对照组

500μm

TNF-α+LIPUS组TNF-α组

A

LIPUS组

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

对照组 LIPUS组

B

100μm 100μm
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3 讨论

本研究发现LIPUS显著抑制RA-FLS增殖而不

影响其迁移，为LIPUS在治疗RA滑膜炎中的应用

提供了理论依据。进一步探究发现，LIPUS能够显

著抑制RA-FLS增殖相关细胞因子 IL-6的表达，此

外，LIPUS 也抑制了由 IL-6 诱导的 RA-FLS 增殖。

最后，我们探究了其中的分子机制，结果提示LIPUS

可能部分通过p38/JNK信号通路抑制 IL-6功能及其

相关的RA-FLS增殖。

LIPUS 作为一种非侵入性的物理因子治疗方

式，被广泛用于骨性关节炎领域的研究，但在RA领

域的研究仍较为缺乏。在本研究中，我们根据不同

的实验目的使用细胞因子 TNF-α或 IL-6 将细胞处

理一段时间，随后进行LIPUS并获取相应结果。

RA 滑膜中 TNF-α和 IL-1β的主要来源是巨噬

细胞，TNF-α和 IL-1β生成后可诱导RA-FLS活化并

产生 IL-6、IL-8和MMPs，从而行使RA-FLS的效应

功能[23]。因此，在本研究中，我们选用TNF-α来维持

其炎性活化，探究LIPUS对RA-FLS中重要分子的

作用，进而阐明 LIPUS 作用于炎性环境下 RA-FLS

增殖的可能机制。而 IL-6 的主要来源则是滑膜衬

里层中的RA-FLS[29]，IL-6在RA中除了引起系统性

反应外也参与关节局部症状的维持，其中就包括通

过自分泌或旁分泌的方式促进RA-FLS增殖[30]。因

此，本研究在探究LIPUS抑制RA-FLS增殖的部分

选用了 IL-6来处理细胞。

本研究所用的LIPUS参数为：强度 30mW/cm2，

频率 1.5MHz，20%占空比，持续时间 20min，是临床

上治疗骨折的参数[31]，也是研究LIPUS治疗骨关节

病的常用参数。通过查阅文献，在LIPUS通过减少

巨噬细胞中 SQSTM1 依赖的 PKM2 自噬降解来阻

止成熟 IL-1β生成进而抑制OA滑膜炎[32]，LIPUS通

过上调人软骨细胞中SOX9的表达来促进胞外基质

的合成，抑制细胞凋亡[33]等研究中所用参数与本研

究一致。此外，本课题组前期的工作通过此参数揭

示了LIPUS通过OA-FLS或软骨细胞延缓OA进展

的相关机制[34—35]，因此在本研究也继续沿用。但由

于不同的细胞对LIPUS的反应性可能存在差异，本

研究缺乏对最佳参数组合的探索，因此仍存在一定

局限性。

图4 LIPUS对MAPK信号通路的影响

p-ERK1/2

ERK1/2

p-p38 MAPK

p38 MAPK

p-JNK

JNK

β-actin

44 kDa
42 kDa

44 kDa
42 kDa

38 kDa

38 kDa

54 kDa

46 kDa

54 kDa

46 kDa

42 kDa

对照组 LIPUS组

表8 各组中 IL-6分泌水平的比较 （x±s，pg/ml）

组别

对照组
LIPUS组
TNF-α组

TNF-α+LIPUS组
F值
P值

注：与对照组相比，①P<0.05；与TNF-α组相比，②P<0.05。统计方法
为单因素方差分析。

IL-6

106.800±3.173
83.660±3.736

8285.000±620.000①

6103.000±335.600②

424.700
<0.001

表9 IL-6处理后各组CCK8结果比较 （x±s）

组别

对照组
IL-6组

IL-6+LIPUS组
F值
P值

注：与对照组相比，①P<0.05；与 IL-6组相比，②P<0.05。统计方法
为单因素方差分析。

细胞活率

1.000±0.000
1.274±0.123①

1.010±0.101②

11.390
0.003

表10 各组MAPK信号通路相关蛋白表达 （x±s）

组别

对照组
LIPUS组

t值
P值

注：与对照组相比，①P<0.05。统计方法为独立样本 t检验。

p-ERK1/2/
ERK1/2

0.830±0.169
0.842±0.190

0.081
0.940

p-p38MAPK/
p38 MAPK
0.758±0.079
0.478±0.129①

3.200
0.033

p-JNK/
JNK

1.036±0.071
0.668±0.151①

3.826
0.019
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正常情况下关节滑膜衬里层由 2—3个细胞层

组成，但在RA滑膜炎中可增加至10—20个细胞层，

FLS的增殖、凋亡比例失衡是其主要原因[16]。根据

文献报道，对于不同的细胞，LIPUS对其增殖的作用

不同。在一项研究中LIPUS处理提高了L929成纤

维细胞的活性[36]；在另一项研究中，LIPUS则不能显

著影响人牙龈成纤维细胞的增殖 [37]。而在本研究

中，LIPUS抑制TNF-α诱导的RA-FLS增殖。此外，

RA-FLS 可直接破坏邻近的和远处的关节，这与它

异常活化的迁移和侵袭能力有关[38—39]。然而，本实

验结果显示LIPUS对RA-FLS迁移的抑制不具有显

著性意义，进一步的实验表明 LIPUS 对 MMP2 和

MMP9 的影响也不显著，这提示 LIPUS 在 RA 治疗

中的作用有限，可能与本研究使用的细胞来源为疾

病晚期的患者有关，在未来的研究中细化患者的疾

病分级可能会更好地回答这个问题。

在本研究中，LIPUS抑制TNF-α诱导的 IL-6表

达，这与一项关于LIPUS干预牙周韧带成纤维细胞

炎性反应的研究结果一致[40]。RA患者的关节滑液

和血清中有大量的 IL-6表达[41]，它与RA的活动程度

呈正相关[42]。IL-6是一种分泌蛋白，它通过与膜表

面受体或可溶性受体结合来发挥作用[24]，且靶向 IL-

6/IL-6受体（interleukin-6 receptor，IL-6R）已被用于

RA的治疗[30]。IL-6是RA-FLS的关键效应分子，它

能够调节TH17细胞与Treg细胞之间的平衡，促进T

细胞向 Th17 细胞分化，并诱导 RA-FLS 表达 IL-6、

IL-8、MMP1 和 MMP3[43]；能够上调 RA-FLS 中血小

板反应蛋白解整合素金属肽酶 4（a disintegrin and

metalloproteinase with thrombospondin 4，AD-

AMTS4）和MMPs的表达[44—46]；能够刺激RA-FLS产

生核因子-κB受体活化因子配体（receptor activator

for nuclear factor-κ B ligand，RANKL）来促进破骨

细胞形成，参与骨破坏[47]；此外，IL-6/可溶性 IL-6受

体（soluble interleukin-6 receptor，sIL-6R）复合物也

促进RA-FLS中重要的促血管生成因子VEGF的产

生，参与血管生成[48]。同时，IL-6可通过促进富含半

胱氨酸蛋白 61 的合成来促进 RA-FLS 的迁移和侵

袭，通过自分泌的方式促进RA-FLS增殖活化[25，30]；

IL-6-gp130 系统可通过蛋白酪氨酸激酶-信号转导

子和转录活化子（janus kinase- signal transducer

activator of transcription，JAK-STAT）信号通路上调

B淋巴细胞瘤/白血病-2（B cell lymphoma/lewkmia-

2，Bcl-2）基因的表达，进而抑制滑膜细胞的正常凋

亡[49]，在滑膜异常增生中发挥关键作用。

除了RA-FLS的增殖、凋亡失调，滑膜衬里层中

T细胞和B细胞的浸润，新生血管的形成也是滑膜

增生的原因，且 IL-6也参与了这些过程[50]。在本研

究中，LIPUS能够同时抑制 IL-6和 IL-8在mRNA水

平上的表达，因为 IL-8是重要的促血管生成因子[51]，

这提示LIPUS可能也参与调控RA滑膜中FLS相关

的血管生成。然而，想要更全面更深入地了解 LI-

PUS与 IL-6相关的滑膜增生之间的关联及机制，仍

需要更多的研究。

RA-FLS 的信号传导涉及 MAPK、JAK-STAT、

PI3K- AKT、SYK、Wnt、Notch 和 NF- κB 等分子通

路[52]。其中，MAPK是重要的生物反应性信号通路，

它与细胞的增殖、迁移、侵袭和炎症因子的产生等相

关[53]，是RA-FLS常见的药物干预靶点，比如二吲哚

甲烷可部分通过MAPK信号通路抑制RA-FLS的增

殖、迁移和炎性因子的表达[27]。根据报道，LIPUS主

要通过 MAPK、PI3K-AKT 和 NF-κB 信号通路来发

挥其抗炎作用，与化学药物相比，LIPUS不会造成肝

肾负担[18]，如在非RA领域的研究中，LIPUS通过抑

制软骨细胞中p38MAPK的磷酸化进而延缓相关疾

病进展[34]。在本研究中，LIPUS能够抑制RA-FLS中

p38 MAPK和 JNK的磷酸化，进而抑制 IL-6的产生

和RA-FLS增殖，有趣的是，在另一项研究中，单独

的 LIPUS 能够激活 HIG-82 细胞中的整合素/FAK/

MAPK信号通路[54]，这与本结果存在差异。该研究

使用的HIG-82为兔膝关节滑膜细胞系，与RA疾病

状态下的人滑膜成纤维细胞存在较大差异。加之该

研究使用的LIPUS频率为3MHz，而我们使用的LI-

PUS频率为1.5MHz，这也可能是造成结果差异的原

因。事实上，LIPUS 对 RA-FLS 的作用可能是多条

信号传导通路共同作用的结果，而 p38/JNK只是其

中的一条可能途径，还需要更多的研究来阐明 LI-

PUS在RA-FLS中的作用方式。

综上所述，LIPUS作为一种安全有效的物理因

子，它能够抑制RA-FLS中促炎因子，尤其是 IL-6的

表达，进而抑制 RA-FLS 的增殖而不影响其迁移。

12
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进一步的探究发现，LIPUS可能部分通过抑制 p38/

JNK信号通路调控RA-FLS的上述功能。本研究在

LIPUS抑制 IL-6及其相关途径的分子机制、LIPUS

的最佳参数选择、疾病的分期和缺乏动物实验验证

等方面存在一定的局限性，但同时也为RA的非药

物靶向治疗提供了新的探索思路。
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