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低强度脉冲聚焦超声对小鼠膝关节软骨细胞损伤中炎症因子和焦亡 
蛋白的影响

魏 霞，李东倩，骆诗琪，贾 朗*

重庆医科大学附属第二医院康复科，重庆 400010

［摘要］ 目的 探讨低强度脉冲聚焦超声（FLIPUS）对脂多糖（LPS）诱导的小鼠膝关节软骨细胞损伤中炎

症因子和细胞焦亡相关蛋白表达的影响及其保护软骨的作用机制。方法 提取 C57BL/6J 小鼠膝关节原代软骨细胞

进行体外实验，用 1 μg/mL LPS 处理软骨细胞 12 h 模拟骨关节炎样软骨细胞损伤。细胞分为对照组（仅用含 10% 
FBS 的培养基培养，不予任何处理）、LPS 组（LPS 处理 12 h）和 LPS＋FLIPUS 组（LPS 处理 12 h 后再用 FLIPUS
干预 20 min）。采用蛋白质印迹法检测各组软骨细胞中Ⅱ型胶原蛋白 α1（COL2α1）、炎症细胞因子（IL-18 和

IL-1β）、焦亡相关蛋白［核苷酸结合寡聚化结构域样受体 3（NLRP3）、cleaved caspase 1、消皮素 D N 端片段

（GSDMD-N）］、软骨基质降解因子［基质金属蛋白酶（MMP）13、MMP3 和血小板结合蛋白基序的解聚蛋白样金

属蛋白酶 5（ADAMTS5）］的表达。采用钙黄绿素乙酰氧基甲酯（calcein AM）/PI 荧光染色和乳酸脱氢酶（LDH）

释放实验检测细胞活性，采用扫描电子显微镜观察细胞的形态变化，采用 ELISA 法检测细胞上清液中 IL-1β、IL-18

水平。结果 成功提取小鼠膝关节原代软骨细胞并模拟骨关节炎样软骨细胞损伤。与对照组相比，LPS 组小鼠膝

关节软骨细胞中 COL2α1 蛋白表达降低（P＜0.01），MMP13、MMP3、ADAMTS5、NLRP3、GSDMD-N、cleaved 
caspase 1、IL-18 和 IL-1β 蛋白表达增加（均 P＜0.01），细胞上清液中 IL-18、IL-1β 水平升高和 LDH 释放增加（均 
P＜0.01），细胞肿胀变形，细胞膜上出现较多孔隙，丧失完整性，细胞死亡率增加（P＜0.01）。与LPS 组相比，LPS＋ 

FLIPUS 组小鼠膝关节软骨细胞中 COL2α1 蛋白表达上升（P＜0.01），MMP13、MMP3、ADAMTS5、NLRP3、
GSDMD-N、cleaved caspase 1、IL-18 和 IL-1β 蛋白表达下降（P＜0.05，P＜0.01），细胞上清液中 IL-18、IL-1β 水平

下降和 LDH 释放减少（P＜0.05，P＜0.01），细胞肿胀程度减轻，细胞膜上孔隙减少，细胞死亡率下降（P＜0.05）。

结论 FLIPUS 可能通过抑制炎症因子和细胞焦亡相关蛋白表达减轻 LPS 诱导的小鼠膝关节软骨细胞损伤
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Effects of focused low-intensity pulsed ultrasound on inflammatory cytokines and pyroptosis-related proteins 
in mouse knee joint chondrocyte injury

WEI Xia, LI Dongqian, LUO Shiqi, JIA Lang*

Department of Rehabilitation Medicine, The Second Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400010, China

［ Abstract ］ Objective To explore the effects of focused low-intensity pulsed ultrasound (FLIPUS) on the expression 
of inflammatory cytokines and pyroptosis-related proteins in mouse knee joint chondrocyte injury induced by lipopolysaccharide 
(LPS) and the mechanism of chondroprotection. Methods Primary chondrocytes were isolated from knee cartilage of 
C57BL/6J mice and stimulated with LPS for 12 h to mimic osteoarthritic chondrocyte injury in vitro. The chondrocytes were 
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divided into control group (only cultured in medium containing 10% FBS without any treatment), LPS group (LPS treatment 
for 12 h), and LPS＋FLIPUS group (LPS treatment for 12 h followed by FLIPUS intervention for 20 min). The expression of 
collagen Ⅱ α1 (COL2α1), inflammatory cytokines (interleukin［IL］-18 and IL-1β), pyroptosis-related proteins (nucleotide-
binding oligomerization domain-like receptor 3 ［NLRP3］, cleaved cysteine aspartic acid specific protease 1 (caspase 1),  
and N-terminal fragment of gasdermin D［GSDMD-N］), and cartilage matrix degradation factors (matrix metalloproteinase 
［MMP］ 13, MMP3, and a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 5［ADAMTS5］) were detected by 
Western blotting. The viability of chondrocytes was detected by calcein acetoxymethyl ester/propidium iodide (calcein AM/PI) 
fluorescent staining and lactate dehydrogenase (LDH) release assay, the morphology of chondrocytes was observed by scanning 
electron microscopy, and the levels of IL-1β and IL-18 in cell supernatant were detected by enzyme-linked immunosorbent 
assay. Results The primary chondrocytes were isolated from knee cartilage of the mice and osteoarthritic chondrocyte injury 
in vitro were successfully simulated. Compared with the control group, the expression of COL2α1 was significantly decreased in 
the LPS group (P＜0.01), while the expression levels of MMP13, MMP3, ADAMTS5, NLRP3, GSDMD-N, cleaved caspase 1,  
IL-18, and IL-1β were significantly increased (all P＜0.01); the levels of IL-18, IL-1β, and LDH in the cell supernatant were 
significantly increased (all P＜0.01), with cell swelling and deformation, more pores on the membrane, loss of integrity, and 
increased cell mortality (P＜0.01). Compared with the LPS group, the expression of COL2α1 was significantly increased in the 
knee chondrocytes of mice in the LPS＋FLIPUS group (P＜0.01), while the expression levels of MMP13, MMP3, ADAMTS5, 
NLRP3, GSDMD-N, cleaved caspase 1, IL-18, and IL-1β were significantly decreased (P＜0.05, P＜0.01); the levels of  
IL-18, IL-1β, and LDH in the cell supernatant were significantly decreased (P＜0.05, P＜0.01), with relieved cell swelling and 
membrane pores and decreased cell mortality (P＜0.05). Conclusion FLIPUS may reduce chondrocytes injury induced by 
LPS in mice via inhibiting the expression of inflammatory cytokines and pyroptosis-related proteins. 

［ Key words ］ focused low-intensity pulsed ultrasound; osteoarthritis; inflammation; chondrocyte; pyroptosis
［ Citation ］ WEI X, LI D, LUO S, et al. Effects of focused low-intensity pulsed ultrasound on inflammatory cytokines 

and pyroptosis-related proteins in mouse knee joint chondrocyte injury［J］. Acad J Naval Med Univ, 2024, 45(3): 268-276. DOI: 
10.16781/j.CN31-2187/R.20230516.

骨关节炎（osteoarthritis，OA）是以受累关节

疼痛、肿胀或功能受限为主要表现的关节退行性疾

病，是导致关节疼痛和残疾的主要原因之一，严重

影响患者的生活质量［1］。随着肥胖人数的增多及

人口老龄化的加剧，OA 患病率逐渐升高，在我国

40 岁以上的人群中 OA 发病率高达 30%，造成巨

大的社会经济负担［2］。

软骨细胞在维持细胞外基质合成与降解的动

态平衡、保证正常的软骨结构和功能中发挥着关

键作用。在 OA 的发病过程中，软骨细胞炎症反应

及细胞凋亡的异常激活是造成软骨退行性的改变

重要生物学因素。其中， IL-1β、IL-18 等炎症因

子在软骨细胞外基质丢失、软骨退变、直接诱导

软骨细胞凋亡等方面起重要作用［3］。研究表明，

细胞焦亡关键分子核苷酸结合寡聚化结构域样受

体 3（nucleotide-binding oligomerization domain-like 
receptor 3，NLRP3）所介导的炎症小体激活可以诱

导细胞膜肿胀、细胞孔隙增多，导致 IL-1β、IL-18
等促炎细胞因子分泌增多，加重软骨细胞损伤，

加剧 OA 进展［4］。进一步研究发现，抑制 IL-1β、 

IL-18 和细胞焦亡相关蛋白 NLRP3、消皮素 D  
N 端 片 段（N-terminal fragment of gasdermin D，

GSDMD-N）、caspase 1 表达可减轻 OA 小鼠的软

骨损伤［5］。以上研究结果表明炎症反应、细胞焦

亡与 OA 存在一定的因果关系，抑制炎症因子分泌

及细胞焦亡相关蛋白表达可能是治疗 OA 潜在的分

子靶点，值得深入研究。

低强度脉冲聚焦超声（focused low-intensity 
pulsed ultrasound，FLIPUS）是一种无创、安全

的物理治疗方法，可以有效缓解 OA 患者关节疼

痛，改善关节功能障碍和健康状况［6］。体内实验

表明，FLIPUS 通过缓解软骨细胞氧化应激、减轻

软骨细胞损伤、抑制软骨细胞凋亡延缓软骨基质

退变［7］。然而，FLIPUS 对软骨细胞保护的分子

机制还有待进一步深入研究。本研究通过脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）构建小鼠 OA 样软骨

细胞损伤模型，探究 FLIPUS 对炎症因子和细胞焦

亡相关蛋白表达的影响，揭示 FLIPUS 保护软骨细

胞的作用机制，以期为临床防治 OA 提供参考。
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1 材料和方法

1.1 实验动物与主要试剂 SPF 级 C57BL/6J 小鼠

（8～10 d），由重庆医科大学实验动物中心提供，

实验动物使用许可证号为 SYXK（渝）2022-0016。
本研究通过重庆医科大学动物伦理委员会审批。

FBS、DMEM/F12 购于美国 Gibco 公司；胰蛋

白酶、乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）

试剂盒购于上海碧云天生物技术股份有限公司；

Ⅱ型胶原酶购于德国 BioFroxx 公司；Ⅱ型胶原蛋

白 α1（collagen Ⅱ α1，COL2α1）、血小板结合蛋

白基序的解聚蛋白样金属蛋白酶 5（a disintegrin 
and metalloproteinase with thrombospondin 5，
ADAMTS5）抗体购于武汉博士德生物工程有限公

司；基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，
MMP）13、MMP3、IL-18、β- 肌动蛋白抗体购于

武汉三鹰生物技术有限公司；NLRP3、IL-1β 抗

体购于英国 Abcam 公司；GSDMD-N 抗体购于美

国 Affinity 公司；cleaved caspase 1 抗体购于美国

Santa Cruz 公司；小鼠 IL-18、IL-1β ELISA 检测试

剂盒购于上海酶联生物科技有限公司；HRP 标记

的羊抗兔二抗购于北京中杉金桥生物技术有限公

司；BCA 蛋白浓度测定试剂盒、SDS-PAGE 凝胶

制备试剂盒、RIPA 强效细胞裂解液、SDS-PAGE
上样缓冲液、无蛋白快速封闭液购于上海雅酶生物

科技有限公司；ECL 发光液购于美国 MCE 公司；

PVDF 膜购于美国 Millipore 公司。

1.2 小鼠膝关节原代软骨细胞的提取与培养 将小

鼠浸泡于 75% 乙醇消毒 5 min 后，使用微型剪及

眼科镊分离出小鼠膝关节；用含 5% 青霉素 -链

霉素的 PBS 浸泡 10 min 后，加入 0.25% 胰蛋白酶

于 37 ℃、5% CO2 孵箱中消化 10 min，再进一步获

取完整的膝关节软骨；加入 0.1% Ⅱ型胶原酶，于 
37 ℃、5% CO2 孵箱中消化过夜。第 2 天，将已

消化好的软骨细胞悬液离心弃除上清液后，用完

全培养基（10% FBS、90% DMEM/F12、1% 青霉

素 -链霉素溶液）重悬细胞并接种于培养皿中，于 
37 ℃、5% CO2 孵箱中常规培养，以备后续实验。

1.3 小鼠 OA 样软骨细胞损伤模型建立及 FLIPUS 
干预 将细胞分为 3 组：对照组、LPS 组、LPS＋
FLIPUS组。将原代软骨细胞接种于 6 孔板或 3.5 cm 
培养皿，用 LPS（1 μg/mL）处理 12 h 体外模拟

OA 样软骨细胞损伤［8］。使用 FLIPUS 干预细胞 
20 min，FLIPUS 干预时探头上涂耦合剂，将其紧

贴培养皿下方。所采用的超声治疗仪（CZG200 型） 
购于重庆海扶医疗科技股份有限公司，频率 
0.6 MHz，声强 120 mW/cm2，治疗头焦平面距离

28 mm，脉冲宽度 200 μs，占空比 20%。对照组细

胞用仅含 10% FBS 的培养基培养，不予任何处理。

1.4 LDH 释放实验 将细胞接种于 12 孔板，分组

处理细胞，取各组细胞上清液 120 μL 加入 96 孔板，

再按照试剂盒使用说明书配置工作液，每孔加入 
60 μL 工作液，室温避光孵育 30 min 后采用酶标仪

（美国 Bio-Rad 公司）检测 490 nm 波长处各组上

清液的光密度值。

1.5 免疫细胞荧光染色 将细胞接种于放置爬片

的 6 孔板中，细胞生长到 60%～70% 时取出爬片；

使用 4% 多聚甲醛溶液常温固定 30 min，PBS 浸洗

5 min、3 次；0.1% Triton X-100 常温通透 20 min， 
PBS 浸洗 5 min、3 次，山羊血清常温封闭 30 min； 
加入 COL2α1（稀释比例 1 ∶ 100）抗体于 4 ℃冰

箱孵育过夜。第 2 天，用 PBS 浸洗 5 min、3 次，

孵育山羊抗小鼠荧光二抗（稀释比例 1 ∶ 500）1 h，
PBS 浸洗 5 min、3 次，滴加含 DAPI 的抗荧光淬灭

剂后，于荧光显微镜下观察。

1.6 扫描电子显微镜观察分析 如前所述制作细

胞爬片后，PBS 清洗 3 次，使用 3% 戊二醛溶液常

温固定 30 min 后，将样本送至重庆医科大学电子

显微镜扫描室进行观察分析。

1.7 蛋白质印迹法检测蛋白的表达 用预冷的

PBS清洗各组细胞3次，加入适当体积的裂解液（含

1% 蛋白酶及磷酸酶抑制剂）于冰上提取总蛋白，

用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，按比

例加入上样缓冲液，煮沸变性。取 20 μg 的蛋白经

不同浓度的 SDS-PAGE 凝胶分离后，转移到 PVDF
膜上，经无蛋白快速封闭液室温封闭 30 min 后，将

膜放置于相应的一抗中，于 4 ℃摇床孵育过夜。第

2 天，TBST 漂洗 10 min、3 次；加入相应的二抗

室温孵育 1 h，TBST 漂洗 10 min、3 次，滴加 ECL
发光液进行曝光显影，用 ImageJ 软件分析并计算，

以目的蛋白与内参蛋白灰度值的比值作为目的蛋白

的相对表达量。

1.8 ELISA 法检测细胞上清液中 IL-18、IL-1β 的

水平 将细胞接种于 6 孔板，分组处理细胞，取各
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组细胞上清液，4 ℃ 1 500×g 离心 10 min，取上清。

按照 ELISA 检测试剂盒说明书检测细胞上清液中 
IL-18、IL-1β 水平。采用酶标仪检测 450 nm 波长

处各组细胞上清液的光密度值。

1.9 钙黄绿素乙酰氧基甲酯（calcein acetoxymethyl 
ester，calcein AM）/PI荧光染色 将细胞接种于 24 孔

板，分组处理细胞，吸除培养基，每孔加入 100 μL 
calcein AM/PI检测工作液，37 ℃避光孵育 30 min后，

吸除培养基，PBS 洗涤 3 次，加入培养基于倒置荧

光显微镜下观察。

1.10 统计学处理 应用 GraphPad Prism 9 软件进

行统计学分析。呈正态分布的计量资料以 x±s 表
示，多组间比较采用单因素方差分析，并运用Tukey

法多重检验进行两两比较。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 小 鼠 膝 关 节 软 骨 细 胞 的 形 态 学 观 察 及 
鉴定 由图 1A可见，小鼠膝关节软骨细胞接种于培

养皿后，贴壁生长，约 2～3 d长满皿底，形状呈不规

则圆形或多边形；经传代培养后，第 1 代软骨细胞

生长良好，仍保持不规则圆形；第 2 代软骨细胞逐

渐衰老，生长减缓，外观呈长梭形。

免疫细胞荧光染色结果显示，与原代和第 1 代

软骨细胞相比，第 2 代软骨细胞 COL2α1 表达减

少、表型逐渐丢失（图 1B）。因此，为了保证实

验的准确性，后续实验选用原代或第1代软骨细胞。

图 1 小鼠膝关节软骨细胞形态学观察（A）及鉴定（B）

Fig 1 Morphological observation (A) and identification (B) of mouse knee joint chondrocytes
P0: Primary culture cells; P1: First-passage cells; P2: Second-passage cells. COL2α1: Collagen Ⅱ α1; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole.

COL2α1

P0

P0

P1

P2

DAPI

P1

Merged
A

B

P2

100 μm 100 μm 100 μm

25 μm 25 μm 25 μm

25 μm 25 μm 25 μm

25 μm 25 μm 25 μm



海军军医大学学报　   2024 年 3 月，第 45 卷· 272 ·

2.2 FLIPUS 对 LPS 诱导的小鼠膝关节软骨细胞

损伤的影响 蛋白质印迹法分析结果显示，与对照

组相比，LPS 组小鼠膝关节软骨细胞中 MMP13、
MMP3和ADAMTS5蛋白的表达增加（均P＜0.01）、
COL2α1 蛋白表达受到抑制（P＜0.01），表明 LPS
成功诱导了体外 OA 样软骨细胞损伤。与 LPS 组

相比，LPS＋FLIPUS 组小鼠膝关节软骨细胞中

MMP13、MMP3 和 ADAMTS5 蛋白的表达降低

（P＜0.05，P＜0.01）、COL2α1 蛋 白 表 达 升 高 
（P＜0.01），表明 FLIPUS 能减轻 LPS 诱导的小

鼠膝关节软骨细胞损伤。见图 2、表 1。

表 1 各组小鼠膝关节软骨细胞中 MMP13、MMP3、ADAMTS5、COL2α1 蛋白表达水平的比较

Tab 1 Comparison of expression levels of MMP13, MMP3, ADAMTS5 and COL2α1 in mouse knee joint  

chondrocytes in each group 
n＝3, x±s

Group MMP13 MMP3 ADAMTS5 COL2α1

Control 0.10±0.01 0.14±0.03 0.64±0.06 1.18±0.13

LPS 0.97±0.12** 1.08±0.05** 1.09±0.17** 0.52±0.06**

LPS＋FLIPUS 0.58±0.08**△△ 0.69±0.03**△△ 0.73±0.10△ 0.86±0.08*△△

*P＜0.05, **P＜0.01 vs control group; △P＜0.05, △△P＜0.01 vs LPS group. MMP: Matrix metalloproteinase; ADAMTS5: A 
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 5; COL2α1: Collagen Ⅱ α1; LPS: Lipopolysaccharide; FLIPUS: Focused 
low-intensity pulsed ultrasound.

图 2 蛋白质印迹法检测各组小鼠膝关节软骨细胞中 MMP13、MMP3、ADAMTS5、COL2α1 蛋白的表达

Fig 2 Expression of MMP13, MMP3, ADAMTS5 and COL2α1 in mouse knee joint chondrocytes in each group 

detected by Western blotting
MMP: Matrix metalloproteinase; ADAMTS5: A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 5; COL2α1: Collagen Ⅱ α1; 

LPS: Lipopolysaccharide; FLIPUS: Focused low-intensity pulsed ultrasound.
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2.3 FLIPUS可改善LPS诱导的小鼠膝关节软骨细胞

活性受损 通过calcein AM/PI 荧光染色及 LDH 释

放实验观察小鼠膝关节软骨细胞活性变化，calcein 
AM 被活细胞中的内源性酯酶水解，生成不能通透

细胞膜的钙黄绿素，发绿色荧光；细胞膜完整性被

破坏的死细胞可以被 PI 染色，发红色荧光，并且

释放 LDH。与对照组相比，LPS 组小鼠膝关节组

软骨细胞 PI 阳性率升高（P＜0.01），且细胞上清

液中 LDH 释放增加（P＜0.01）；与 LPS 组相比，

LPS＋FLIPUS 组小鼠膝关节软骨细胞 PI 阳性率下

降（P＜0.05）、LDH 释放减少（P＜0.05）。结果

提示 FLIPUS 能增加小鼠膝关节软骨细胞活性、减

少软骨细胞死亡。见表 2、图 3。

表 2 各组小鼠膝关节软骨细胞 PI 阳性率及 

LDH 释放率比较

Tab 2 PI positive rates and LDH release rates of mouse 

knee joint chondrocytes in each group
%, n＝3, x±s

Group PI positive rate LDH release rate 

Control 3.02±1.15  9.80±0.79

LPS 24.02±5.31**  23.26±2.51**

LPS＋FLIPUS  14.34±2.62*△  15.09±2.85△

*P＜0.05, **P＜0.01 vs control group; △P＜0.05 vs LPS 
group. PI: Propidium iodide; LDH: Lactate dehydrogenase; 
LPS: Lipopolysaccharide; FLIPUS: Focused low-intensity 
pulsed ultrasound.
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2.4 FLIPUS 对 LPS 诱导的小鼠膝关节软骨细胞肿

胀变形及膜穿孔等焦亡表征的影响 扫描电子显微

镜观察结果（图 4）显示，对照组小鼠膝关节软骨细

胞呈圆形，细胞膜完整光滑；LPS组小鼠膝关节软骨

细胞肿胀变形，边界不规则，细胞膜上出现较多孔隙

和气泡；LPS＋FLIPUS 组小鼠膝关节软骨细胞形态

改善，肿胀程度减轻，细胞膜上孔隙及气泡减少。

 

图 3 各组小鼠膝关节软骨细胞 calcein AM/PI 荧光染色

Fig 3 Calcein AM/PI fluorescent staining of mouse knee joint chondrocytes in each group
AM: Acetoxymethyl ester; PI: Propidium iodide; LDH: Lactate dehydrogenase; LPS: Lipopolysaccharide; FLIPUS: Focused low-

intensity pulsed ultrasound.
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图 4 SEM 观察各组小鼠膝关节软骨细胞形态的变化

Fig 4 Morphological changes in mouse knee joint chondrocytes in each group detected by SEM
White arrows indicate cell membrane pores. SEM: Scanning electron microscopy; LPS: Lipopolysaccharide; FLIPUS: Focused low-

intensity pulsed ultrasound.
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2.5 FLIPUS 对炎症因子和焦亡相关蛋白表达的

影响 蛋白质印迹法分析结果（图 5、表 3）显

示，与对照组相比，LPS 组小鼠膝关节软骨细胞中

NLRP3、GSDMD-N、cleaved caspase 1、IL-1β、
IL-18 蛋白的表达水平升高（均 P＜0.01）；与 LPS
组相比，LPS＋FLIPUS 组小鼠膝关节软骨细胞中

NLRP3、GSDMD-N、cleaved caspase 1、IL-1β、

IL-18 蛋白表达水平降低（P＜0.05，P＜0.01）。

ELISA 检测结果（表 4）显示，与对照组相比，LPS
组小鼠膝关节软骨细胞上清液中 IL-1β、IL-18 水

平升高（均 P＜0.01）；与 LPS 组相比，FLIPUS＋ 

LPS 组小鼠膝关节软骨细胞上清液中 IL-1β、IL-18
水平降低（均 P＜0.01）。

表 3 各组小鼠膝关节软骨细胞中 NLRP3、GSDMD-N、cleaved caspase 1、IL-1β 和 IL-18 蛋白表达水平的比较

Tab 3 Comparison of expression levels of NLRP3, GSDMD-N, cleaved caspase 1, IL-1β and IL-18  

in mouse knee joint chondrocytes in each group
n＝3, x±s

Group NLRP3 GSDMD-N Cleaved caspase 1 IL-1β IL-18
Control 0.79±0.14 0.41±0.10 0.62±0.03 0.34±0.04 0.72±0.11
LPS 1.13±0.19** 0.86±0.12** 1.14±0.12** 0.75±0.09** 1.58±0.25**

LPS＋FLIPUS 0.77±0.07△△ 0.57±0.08△ 0.83±0.15△ 0.52±0.12△ 1.06±0.15△

**P＜0.01 vs control group; △P＜0.05, △△P＜0.01 vs LPS group. NLRP3: Nucleotide-binding oligomerization domain-like 
receptor 3; GSDMD-N: N-terminal fragment of gasdermin D; caspase 1: Cysteine aspartic acid specific protease 1; IL: Interleukin; 
LPS: Lipopolysaccharide; FLIPUS: Focused low-intensity pulsed ultrasound.

图 5 蛋白质印迹法检测各组小鼠膝关节软骨细胞中 NLRP3、 GSDMD-N、cleaved caspase 1、 

IL-1β 和 IL-18 蛋白的表达

Fig 5 Expression of NLRP3, GSDMD-N, cleaved caspase 1, IL-1β and IL-18 in mouse knee joint chondrocytes  

in each group detected by Western blotting
NLRP3: Nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor 3; GSDMD-N: N-terminal fragment of gasdermin D; caspase 1:  

Cysteine aspartic acid specific protease 1; IL: Interleukin; LPS: Lipopolysaccharide; FLIPUS: Focused low-intensity pulsed 

ultrasound.
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表 4 各组小鼠膝关节软骨细胞上清液中炎症因子 

IL-1β 、 IL-18 水平比较

Tab 4 Comparison of levels of inflammatory factors 

IL-1β and IL-18 in supernatants of mouse knee joint 

chondrocytes in each group 
(pg·mL－1), n＝5, x±s

Group IL-1β IL-18
Control 43.30±7.04 17.14±5.98
LPS 92.11±6.52** 76.77±7.07**

LPS＋FLIPUS 69.13±9.23**△△ 52.41±8.18**△△

**P＜0.01 vs control group; △△P＜0.01 vs LPS group.  
IL: Interleukin; LPS: Lipopolysaccharide; FLIPUS: Focused 
low-intensity pulsed ultrasound.

3 讨 论

OA 由多种因素引起，是以关节软骨纤维化、

皲裂、软骨下骨损伤及继发性骨赘形成为特点的退

行性疾病，证据表明炎症因子 IL-1β 和 IL-18 可介

导软骨细胞损伤、软骨基质降解并刺激关节周围

神经导致关节疼痛［9-10］。同时，MMP3 和 MMP13

可协同裂解胶原分子中三维螺旋结构，高效地降解

Ⅱ型胶原，继而破坏软骨的拱形纤维结构［11-12］。

ADAMTS5 主要对软骨基质中的蛋白多糖进行降

解，能加速 OA 病情进展［13］。因此，抑制炎症反应
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是治疗 OA 的重要策略之一。

细胞焦亡是一种促炎程序性细胞死亡，形态

学特征表现为焦亡细胞质膜上形成直径为 10～ 

15 nm 的孔隙，细胞肿胀并出现破裂。细胞焦亡的

生化特征包括炎症小体形成、相关 caspase 和消皮

素激活及大量促炎症因子（IL-1β、IL-18）释放［14］。 
相关研究表明，细胞焦亡途径中的炎症小体、

caspase 蛋白、IL-1β 和 IL-18 与 OA 发生、发展有

着密切关系［4］。其中，NLRP3 炎症小体是近年来

细胞焦亡途径的研究热点，各种致病因素激活模

式识别受体 NLRP3，NLRP3 发生寡聚化并募集

caspase 1 前体蛋白（pro-caspase 1）形成 NLRP3 炎

症小体，将 pro-caspase 1 加工为有活性的 cleaved 
caspase 1。cleaved caspase 1 裂解消皮素 D 并释放

其 N 端结构域，该结构域可与细胞膜结合并使其

穿孔，介导细胞内容物的释放，造成细胞损伤。同

时，cleaved caspase 1 促进 IL-1β 和 IL-18 的成熟与

分泌，导致滑膜炎症和软骨退变［15-16］。既往研究

表明，在小鼠 OA 模型及 OA 患者中软骨细胞焦亡

水平上升［5］。新型脂肪细胞因子 meteorin-like 及

鸢尾素（irisin）通过 NLRP3 信号通路抑制软骨细

胞焦亡，减轻软骨损伤，缓解 OA 进展，提示通过

NLRP3 信号通路调控细胞焦亡可能是 OA 治疗的

新途径、新方法［17-18］。

超声作为一种物理因子，具有无创、不良反应

小、性价比高等特点，在临床上广泛应用于治疗肌

肉骨骼及神经系统疾病［18-20］。既往研究发现，传

统非聚焦超声主要利用其温热效应增加毛细血管通

透性，达到改善组织循环、促进炎症物质代谢等作 
用［21］。与传统非聚焦超声相比，FLIPUS 采用低频

率（0.6 MHz）以聚焦的方式将超声能量投射至关

节深处的软骨组织，主要通过机械效应在 OA 中发

挥治疗作用。软骨对机械负荷刺激极其敏感，生理

性机械负荷可以降低软骨细胞的炎症反应，增加软

骨细胞代谢活性，促进细胞外基质合成［22］。本课

题组前期研究也发现，FLIPUS 通过机械效应改善

新西兰兔膝骨关节炎模型的炎症微环境，促进炎症

介质前列腺素 E2（prostaglandin E2，PGE2）及一

氧化氮（nitric oxide，NO）代谢，保护退变的关节

软骨［7］。FLIPUS 保护关节软骨的潜在作用机制还

有待进一步研究。

本研究结果显示，LPS 造成小鼠膝关节软

骨细胞炎症性损伤后，细胞软骨基质降解因子

ADAMTS5、MMP3、MMP13 表达上升。同时，

细胞焦亡相关蛋白 NLRP3、GSDMD-N、cleaved 
caspase 1 及 炎 症 因 子 IL-1β、IL-18 表 达 升 高，

细胞上清液中 IL-1β、IL-18 水平上升，而细胞中

COL2α1 表达下降，软骨细胞活性下降，死亡率增

加。扫描电子显微镜观察到 LPS 刺激后软骨细胞肿

胀变形，细胞膜穿孔，完整性丧失，出现明显的焦

亡形态学改变。以上结果表明 LPS 可诱导软骨细胞

焦亡，导致炎症因子释放增加，加重软骨细胞损伤。

本 研 究 发 现 FLIPUS 能 有 效 下 调 LPS 处 理

后软骨细胞中软骨基质降解因子 ADAMTS5、
MMP13、MMP3 蛋白表达，抑制焦亡相关蛋白

NLRP3、GSDMD-N、cleaved caspase 1 及 炎 症 因

子 IL-1β、IL-18 表达，降低细胞上清液中 IL-1β、
IL-18 水平。同时，FLIPUS 上调细胞中 COL2α1 表

达，增加软骨细胞活性，降低软骨细胞死亡率。扫

描电子显微观察到 FLIPUS 可减轻软骨细胞肿胀

并减少细胞膜孔隙形成，一定程度上逆转 LPS 诱

导的软骨细胞焦亡形态学变化。以上结果表明，

FLIPUS 可能通过抑制焦亡相关蛋白及炎症因子表

达，减轻 LPS 诱导的炎症反应、Ⅱ型胶原降解和软

骨细胞损伤，保护软骨。

本研究有以下不足之处：（1）OA 发病机制

复杂，涉及众多的分子机制及信号通路，本研究仅

从 FLIPUS 对炎症因子和焦亡相关蛋白入手探讨

其作用机制，还需进一步探究 FLIPUS 是否有其他

保护机制；（2）本研究只进行了体外细胞实验，

FLIPUS 抗炎和抗细胞焦亡的体内效应还有待进一

步证实；（3）本研究仅观察了 FLIPUS 对细胞炎

症因子水平及细胞焦亡相关蛋白的影响，没有沉

默、过表达关键靶蛋白或采取特异性通路阻断剂进

一步验证 FLIPUS 抗炎和抗细胞焦亡的分子机制。

在下一步研究中，我们将通过转染病毒的方式干预

NLRP3 表达，更加深入地探讨 FLIPUS 抑制软骨细

胞焦亡、降低炎症因子表达的机制。

综上所述，FLIPUS 通过抑制炎症因子和细胞

焦亡相关蛋白表达减轻 LPS 诱导的小鼠膝关节软

骨细胞损伤。
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