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[摘要] 目的　探讨异常应力对巨噬细胞移动抑制因子(MIF)、环氧合酶 2(COX2)和前列腺素 E2(PGE2)在颞下颌关节

骨关节炎(TMJOA)中的促进作用及其机制。方法　收集 2020 年 1 月－2021 年 12 月就诊于新疆医科大学第一附属医院颞下

颌关节专病门诊并伴有错 的 30 例 TMJOA 患者(TMJOA 组，根据分期分为 TMJOA Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期，n=10)及 30 例颞下

颌关节结构内紊乱病(TMJID)患者(TMJID 组)，采用视觉模拟评分评价各组患者咬合状态时的疼痛评分，采用 ELISA 检测

各组滑液中 MIF、COX2 和 PGE2 的表达水平。将单侧前牙反 (UAC)TMJOA 模型大鼠分别处理 4、8、12 周(分别为 UAC-4
周组、UAC-8 周组和 UAC-12 周组，n=6)，同时设置相应的对照组(Ctrl-4 周组、Ctrl-8 周组和 Ctrl-12 周组，n=6，未做处理，

饲养条件与 UAC 组一致)。采用 ELISA 检测各组大鼠血清和关节滑液中 MIF、COX2 和 PGE2 的表达水平，采用 Western 
blotting 检测各组大鼠颞下颌关节中白细胞介素(IL)-1β、IL-18、MIF、COX2 和 PTGER2 的表达水平。建立滑膜成纤维样细

胞(FLSs)的流体流动剪切应力(FFSS)模型并分为对照组(0 dyn/cm2 FFSS)与 1、3、5、10 dyn/cm2 FFSS 组，采用 RT-PCR 和

Western blotting 检测上述指标 mRNA 和蛋白的表达水平。结果　视觉模拟评分评价显示，TMJOA Ⅰ、Ⅱ期患者疼痛评分

明显高于 TMJID 患者(P<0.001)；ELISA 检测结果显示，TMJOA 组关节滑液 MIF、COX2 和 PGE2 表达水平明显高于 TMJID
组(P<0.05)，且在 TMJOA Ⅱ期组表达水平最高。大鼠 TMJOA 模型中，与相应的对照组比较，UAC-4、8、12 周组的血清

和关节滑液中 MIF、COX2 和 PGE2 表达水平增高，且在 UAC-8 周时明显增高(P<0.05)；与对照组比较，UAC 组颞下颌关

节组织中 IL-1β、IL-18、MIF、COX2 和 PTGER2 蛋白的表达水平也明显升高(P<0.05)。FFSS 干预 FLSs 的细胞模型中，随着

FFSS 的增大，细胞发生形变、胞膜不完整，且细胞数量减少；与对照组比较，1、3、5、10 dyn/cm2干预组 FLSs 的 IL-1β、

IL-18、 MIF、 COX2 和 PGE2(PTGER2) 的表达水平明显升高 (P<0.05)。结论　 MIF、 COX2、 PGE2 在伴有错 畸形的

TMJOA 患者颞下颌关节滑液及 UAC 大鼠血清及关节滑液中高表达，异常流体流动剪切应力可促进 FLSs 分泌 MIF、COX2、

PGE2，参与关节微环境炎症，从而加速疾病的进展。
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[Abstract] Objective　 To investigate the effects and mechnism of abnormal stress promoting macrophage mobility 

inhibitory factor (MIF), cyclooxygenase 2 (COX2) and prostaglandin E2 (PGE2) in the progression of temporomandibular joint 

osteoarthritis (TMJOA). Methods　 From January 2020 to December 2021, TMJOA and temporomandibular joint internal 

derangement (TMJID) patients (30 cases in each group, we divided the TMJOA into group TMJ Ⅰ , Ⅱ , Ⅲ according to the stage) 

who were admitted to TMJOA special clinic of the First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University and accompanied by 

abnormal occlusion were collected. The pain score of the occlusal state of the patients was evaluated by visual analogue scale. The 

expression levels of MIF, COX2 and PGE2 in synovial fluid were detected by ELISA. We used the unilateral anterior crossbite for 

TMJOA (UAC) rats model (the grouped into: UAC-4 weeks, UAC-8 weeks and UAC-12 weeks group), and control group at the same 

time (grouped into: Ctrl-4 weeks, Ctrl-8 weeks and Ctrl-12 weeks group), each group had 6 rats. The expression levels of MIF, COX2 

and PGE2 in serum and synovial fluid of rats were detected by ELISA. The expression levels of IL-1β, IL-18, MIF, COX2 and 

PTGER2 in temporomandibular joint of rats were detected by Western blotting. The fluid flow shear stress (FFSS) model of 

fibroblast-like synovial cells (FLSs) was established, and the mRNA and protein expression levels of above indexes were detected by 

RT-PCR and Western blotting. Results　Visual analogue scale evaluation showed that the pain score of TMJOA Ⅰ and Ⅱ group was 

significantly higher than that of TMJID (P<0.001). ELISA results showed that the expression levels of MIF, COX2 and PGE2 in 

synovial fluid in TMJOA group were higher than those in TMJID group (P<0.05), and the expression levels were the highest in 

TMJOA Ⅱ group. Compared with control group, the expressions of MIF, COX2 and PGE2 in serum and synovial fluid at UAC-4 

weeks, 8 weeks and 12 weeks were slightly higher, and significantly higher at UAC-8 weeks in rat TMJOA model (P<0.05). In 

addition, the expression trend of protein levels in temporomandibular joint tissues was similar, which showed higher expression levels 

of IL-1β, IL-18, MIF, COX2 and PTGER2 (P<0.05). In the cell model where FFSS interfered with FLSs, with the increase of FFSS, 

cell with deformation, incomplete cell membrane and reduced number. Compared with control group, the expression levels of IL-1β, 

IL-18, MIF, COX2 and PGE2 (PTGER2) of FLSs were increased in 1, 3, 5 and 10 dyn/cm2 intervention groups (P<0.05). 

Conclusion　 MIF, COX2 and PGE2 were highly expressed in temporomandibular joint synovial fluid of TMJOA patients with 

malocclusion. And these three factors were also highly expressed in serum and synovial fluid of UAC rats. The abnormal fluid shear 

stress promotes the secretion of MIF, COX2 and PGE2 by FLSs to participate in joint microenvironment inflammation and accelerate 

disease progression. 
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颞下颌关节紊乱病(temporomandibular joint disease，

TMD)中颞下颌关节骨关节炎(temporomandibular joint 
osteoarthritis， TMJOA) 多 由 结 构 紊 乱 病 (internal 
derangement，ID)发展而来[1]，其病理特征包括关节

软骨退化、骨赘生物形成、滑膜炎症等[2-3]。对于

TMD 的治疗应遵循规范[4]，但基于现有研究，尚无

有效方法阻止骨关节炎(osteoarthritis，OA)的进展[5-6]。

关节慢性疼痛严重影响患者的生活质量，因此探讨疼

痛机制对 TMJOA 的诊治与疗效具有重要意义。已有

大量研究证实 因素可作为独立危险因素参与 TMD
的发展[7-8]。口颌系统是处于咬合、神经、咀嚼肌与

关节支配下的统一整体，TMJOA 的发生多归因于颞

下颌关节生物力学因素的变化[9]，通过三维有限元分

析的研究也证实了错 畸形可诱导关节结构的生物力

变 化[10]。 大 鼠 单 侧 前 牙 反 (unilateral anterior 
crossbite，UAC)咬合紊乱动物模型，在异常力学刺激

下诱导颞下颌关节形成经典的 OA[11-12]。本课题组前

期研究发现，伴有错 的 TMJOA 患者颞下颌关节滑

液中高表达白细胞介素(IL)-1β和 IL-18[13]。前列腺素

E2(PGE2)作为重要的炎性因子可刺激感觉神经从而

引 起 疼 痛 ， 在 此 过 程 中 还 可 通 过 其 EP2 受 体

(PTGER2)进行作用。PGE2 水平主要由环氧合酶 2
(COX2)的变化调节。PGE2、COX2 的水平增高与炎

症性疼痛的病理机制密切相关。有研究表明，COX2
和 PGE2 表达水平升高参与了机械应力引起的骨细胞

早期变化[14]。巨噬细胞移动抑制因子 (macrophage 
migration inhibitory factor，MIF)是一种多效细胞因子，

可调节先天性和适应性免疫反应。有研究发现，OA
滑液中MIF的含量高于正常滑液，且MIF-/-小鼠OA骨

质破坏、滑膜炎症及赘生物形成情况较野生型小鼠

OA 模型明显减轻[15]。因此，研究关节中 MIF、疼痛

介质的水平可为 TMJOA 的靶向治疗提供理论基础。

本研究初步探讨在异常应力的刺激下，滑膜对 MIF、

COX2 和 PGE2 分泌的促进在 TMJOA 进展中的作用及

意义，旨在为TMJOA的临床治疗提供新的思路。

1　材料与方法

1.1　实验动物及主要试剂　36 只 6 周龄雄性 Sprague-
Dawley(SD)大鼠，体重 120~150 g，购自新疆医科大

学 动 物 实 验 中 心 。 IL-1β、 IL-18、 MIF、 COX2 和
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PTGER2 购自美国 Abcam 公司，MIF、COX2 和 PGE2 
ELISA 试 剂 盒 购 自 上 海 江 莱 生 物 科 技 有 限 公 司 ，

cDNA 反转录试剂盒购自美国 Thermo Fisher 公司，实

时定量 PCR 试剂盒购自德国 QiaGen 公司。

1.2　研究方法　

1.2.1　临床研究对象　收集 2020 年 1 月－2021 年 12
月就诊于新疆医科大学第一附属医院颞下颌关节专

病门诊明确诊断为 TMD 且需行颞下颌关节盥洗术的

60 例患者的资料，并根据专科检查及辅助检查分为

TMJID 组(n=30)与 TMJOA 组(n=30)，TMJOA 组再根

据分期将患者分为 TMJOA Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期(n=
10)。纳入标准：(1)TMD 中诊断为 ID(关节盘可复性

前移位、关节盘不可复性前移位)、OA(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ
期)的患者；(2)临床专科检查和(或)影像学辅助检查

中存在个别牙错 的患者。排除标准：(1)确定诊断

为两种及以上的关节疾患；(2)颜面部外伤史；(3)骨

骼不对称；(4)全身系统性疾病、内分泌系统疾病；

(5)近期服用激素及免疫类药物；(6)妊娠期及哺乳

期；(7)急性或慢性感染期。本研究已获新疆医科大

学第一附属医院伦理委员会批准(K201910-04)，所有

患者均签署知情同意书。

1.2.2　动物模型建立及分组　将 SD 大鼠随机分为对

照组及实验组，每组 18 只。其中实验组采用单侧前

牙反 (unilateral anterior crossbite，UAC)模型[8] 诱导

大鼠颞下颌关节产生软骨退行性改变。选取 25 号的

牛通乳针切割分段为 2.5 mm，作为左上颌中切牙的

金属“套筒”装置，选取 20 号牛通乳针截取 8 mm
分段，其中 3.5 mm 处管腔闭合向唇侧弯制形成平面

导板，与剩余体部长轴呈 135°，体部下端安装在左

侧下颌金属“套筒”装置以形成 UAC 状态。将实验

组分为 UAC-4 周组、UAC-8 周组和 UAC-12 周组(n=
6)，对照组分为 Ctrl-4 周组、Ctrl-8 周组和 Ctrl-12 周

组(为同等培养条件但无咬合干预，n=6)，并分别于

4、8、12 周处死，左侧颞下颌关节软骨进行分子生

物学检测，右侧颞下颌关节用作形态学检测。

1.3　视觉模拟评分(visual analogue scale，VAS)　告知

患者 VAS 评分刻度代表含义(0 分表示无痛不适，10
分表示疼痛剧烈)，根据患者感受自身疼痛情况评估

后填写咬合状态下的关节 VAS 数值。

1.4　颞下颌关节盥洗收集滑液及透明质酸钠注射 　

于颞下颌关节下腔注射 2% 利多卡因 1 ml，麻醉盥

洗，冲洗出关节腔中的免疫物质，收集滑液盥洗物

1 ml，以备行 ELISA 分析。随后同一位点注射透明质

酸钠 1.5 ml 以润滑关节。

1.5　大鼠颞下颌关节滑液及血清收集及处理　大鼠

麻醉后，取侧卧位固定大鼠头颈部，常规消毒，使

用 1 ml 注射器抽取 200 μl 生理盐水后进针入关节腔，

有落空感后回抽，无血性渗出物及回抽阻力时进行

关节腔盥洗。使用做好标记 200 μl EP 管收集对应分

组的关节滑液，在-80 ℃低温条件下归档保留，检

测前 3000 r/min 离心 20 min。随后取仰卧位固定大鼠

前肢及左后肢，常规消毒后取腹部正中切口暴露腹

主动脉血管鞘，使用一次性采血针及采血管收集动

脉血，常温环境下静置 30 min 时血清血浆初步分离。

将动脉血以 3000 r/min 离心 15 min 以分离血清及血

浆。使用 1.5 ml EP 管收集上层血清，注意避免吸入

血浆，放入-80 ℃低温冰箱保存备用。

1.6　髁突取材及 Micro-CT 扫描髁突及微结构分析　

取耳前区切口，逐步分离组织后暴露颞下颌关节表

面，打开关节囊暴露下颌骨髁突，充分游离并小心

取下髁突组织，在体视显微镜下充分观察颞下颌关

节髁突的关节表面和滑膜组织，然后将其置于 4% 多

聚甲醛溶液中固定，行 Micro-CT 扫描检测，分析微

观结构骨的相关指标[组织体积(tissue volume，TV)、

骨 表 面 积 (bone surface， BS)、 骨 体 积 (bone volume，

BV)、骨表面积/骨体积(bone surface/bone volume，BS/
BV)和骨体积分数(骨体积/组织体积，bone volume/
tissue volume，BV/TV)]及骨小梁分析指标[骨小梁厚

度 (trabecular thickness， Tb. Th) 及 骨 小 梁 数 (tabecular 
number，Tb.N)]，以观察骨丢失与改建情况。

1.7　ELISA 检测关节滑液或血清中 MIF、COX2 和

PGE2 的表达情况　从室温平衡 60 min 后的铝箔袋中

取出所需的板条，设置 MIF 标准品孔、空白孔和样

本孔。标准品孔各加不同浓度的 MIF 标准品 50 μl。
样本孔中加待测样本 50 μl，空白孔加样本稀释液

50 μl。每孔加入辣根过氧化物酶标记的检测抗体

100 μl，用封板膜封住反应孔， 37 ℃恒温箱温育

60 min。弃去液体，吸水纸上轻轻拍干，每孔加

350 μl 洗涤液，静置 1 min 后弃去洗涤液，重复 5 次。

每孔分别加入底物 A、B 液各 50 μl，37 ℃避光孵育

15 min。 每 孔 加 入 终 止 液 50 μl， 于 15 min 内 ， 在

450 nm 波长处测定各孔的 OD 值。采用同样的方法

检测关节滑液或血清中 COX2 和 PGE2 的浓度。

1.8　 大 鼠 源 性 滑 膜 成 纤 维 样 细 胞 (fibroblast-like 
synoviocytes，FLSs)的提取及培养　于大鼠膝关节中

线髌骨表面偏内侧垂直切开，逐层分离至滑膜组织，

于双侧膝关节关节腔取出滑膜组织，浸泡于含 10%
双抗的高糖型 DMEM(H-DMEM)中，冰盒低温转移

入预先消毒完成的超净工作台。PBS 冲洗 5 min/次×3
次，修剪滑膜组织达到 1 mm×1 mm×1 mm 体积的块

状碎片。使用等量的 0.1% Ⅱ型胶原酶消化液混匀组

织块沉淀，置于 37 ℃恒温摇床中，180 r/min 条件下

消化 4 h。1000 r/min 离心 5 min，吸弃上层混合液后

仅留底层沉淀团块。加入 1 ml 完全培养基重悬组织
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细胞沉淀，经过 200 目铜网细胞筛过滤去除残余未

消化完全的组织块。将过滤后细胞悬液接种到 10 cm
培养皿中，在 37 ℃、5%CO2 细胞培养箱中继续培

养。培养 12 h 后置于倒置显微镜下观察细胞贴壁情

况，2~3 d 首次更换上层完全培养基，而后根据细胞

生长速度及状态进行换液培养，最后得到原代 FLSs。
1.9　循环流体流动剪切应力( F F S S )装置的构建 　

FFSS 循环装置由蠕动泵、平板流动腔、细胞载片、

连接管及双口烧瓶组成。FFSS 干预组分别设定为：

0 dyn/cm2(静息状态)，1、3、5、10 dyn/cm2，干预

1 h。取第 3 代 FLSs，按 1×105 个/ml 接种于载玻片上

培养至 90% 贴壁率，连接流体剪切装置，随机按照

以上分组进行干预。

1.10　实时定量 PCR 检测 IL-1β、IL-18、MIF、COX2
和 PGE2 mRNA 的表达情况　FLSs 按照 FFSS 为 0，1、

3、5、10 dyn/cm2 进行剪切应力干预，用 Trizol 裂解

细胞并提取细胞内总 RNA，采用核酸定量仪对各组

细胞总 RNA 进行定量，按照反转录试剂盒说明书反

转录得到 cDNA。实时定量 PCR 引物序列见表 1。反

应总体系为 10 μl，其中正、反义引物各 0.5 μl，2×
SYBR Green 5 μl，cDNA 1 μl，无酶水 3 μl。β-actin 为

内参照基因，采用 2-ΔΔCt 法计算 IL-1β、IL-18、MIF、

COX2 和 PGE2 mRNA 相对表达水平。

1.11　 Western blotting 检 测 IL-1β、 IL-18、 MIF、

COX2 和 PGE2 蛋白的表达情况　将实验组分为 UAC-4
周组、UAC-8 周组和 UAC-12 周组(n=6)，对照组分

为 Ctrl-4 周组、Ctrl-8 周组和 Ctrl-12 周组(为同等培养

条件但无咬合干预，n=6)。大鼠分别于 4、8、12 周

各处死 6 只，用 RIPA-蛋白抑制剂混合裂解液提取动

物组织及细胞总蛋白，定量后行蛋白变性以维持其

稳定性，-80 ℃保存。将等量的各组总蛋白电泳分离

后，电转至 PVDF 膜上，用一抗(IL-1β抗体 1:1000、

IL-18 抗体 1:1000、MIF 抗体 1:1000、COX2 抗体 1:500
和 PTGER2 抗体 1:500)4 ℃孵育过夜，用辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔 IgG 孵育 1.5 h，然后采用化学发

光显色方法对 PVDF 膜进行曝光、显影。

1.12　统计学处理　采用 SPSS 23.0 软件进行统计分

析，采用 GraphPad Prism 8.0 软件绘图。计数资料以

例(%)表示，仅进行统计描述。计量资料以 x±s 表示，

满足正态性及方差齐性时，多组间比较采用单因素

方差分析；不符合正态性及方差齐性时，多组间比

较采用独立样本 Mann-Whitney U 检验。P<0.05 为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　TMJOA 组与 TMJID 组患者一般资料比较　60
例患者中，女 38 例，男 22 例，女性占比明显高于男

性。在 TMJOA 组中，男 10 例，女 20 例，男女比例

为 1:2，年龄(37.7±8.9)岁，咬合检查可见个别牙反

患者占 16.7%(5/30)，个别牙锁 患者占 23.3%(7/30)，

伴有其他错 的患者 18 例。在 TMJID 组中，女 18
例，男 12 例，年龄(29.5±7.0)岁，咬合检查可见个别

牙反 患者占 10.0%(3/30)，个别牙锁 患者占 20.0%
(6/30)，伴有其他错 的患者 21 例。专科查体发现，

TMJOA 组患者在咬合状态时均伴有关节疼痛，且 11
例伴张口受限；TMJID 组中 23 例患者伴有咬合状态

时疼痛不适，9 例伴张口受限(表 2)。

2.2　TMJOA Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期与 TMJID 患者的 VAS 评

分比较　TMJOA Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ期患者的 VAS 评分高于

TMJID 组，且在 TMJOA Ⅰ期(P<0.0001)和 TMJOA Ⅱ
期(P<0.0001)时差异有统计学意义(图 1)。

表1　RT-qPCR 引物序列

Tab.1　Primer sequence of RT-qPCR

基因

Il-1β

Il-18

MIF

COX2

PGE2

β-actin

引物序列(5'-3')

正义：CAGCAGCATCTCGACAAGAG

反义：AAAGAAGGTGCTTGGGTCCT

正义：CGACCGAACAGCCAACGAATCC

反义：TCACAGATAGGGTCACAGCCAGTC

正义：TACGACATGAACGCAGCCAACG

反义：GAACAGCGGTGCAGGTAAGTGAG

正义：GAGAGATCTATCCTCCCACAGTCA

反义：GACCAGGCACCAGACCAAAG

正义：CGCCATCCACAAGAAGATCCTACAG

反义：CCTGCTCCACGGGTTGATGAAG

正义：AAGTCCCTCACCCTCCCAAAAG

反义：AAGCAATGCTGTCACCTTCCC

IL. 白细胞介素；MIF. 巨噬细胞移动抑制因子；COX2. 环氧合

酶 2；PGE2. 前列腺素 E2

表2　TMJID 患者与 TMJOA 患者一般资料比较(n=30)
Tab. 2　 Comparison of general data of TMJID and TMJOA 
patients (n=30)

项目

男/女(例)

年龄(岁, x±s)

咬合检查(例)

个别牙反

个别牙锁

其他错

专科查体(例)

咬合不适

张口受限

TMJOA 组

10/20

37.7±8.9

5

7

18

30

11

TMJID 组

12/18

29.5±7.0

3

6

21

23

9

TMJID. 颞下颌关节结构紊乱病；TMJOA. 颞下颌关节骨关

节炎
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2.3　患者颞下颌关节腔滑液 MIF、PGE2 和 COX2 的

表达差异　ELISA 检测结果显示，与 TMJID 组比较，

TMJOA 组患者关节滑液 MIF、PGE2 和 COX2 表达水

平明显升高(P<0.05，图 2)。此外，TMJOA Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ期关节滑液中 MIF、PGE2 和 COX2 表达水平也明

显高于 TMJID 组(P<0.05，其中 TMJOA Ⅱ期表达水

平最高(图 3)。

2.4　UAC 对各组大鼠颞下颌关节微观结构的影响　

体视显微镜下可见，对照组髁突软骨组织表面连续、

平整未见明显凹陷及缺损；与对照组比较，UAC 各

干预组可见软骨组织出现不同程度的凹陷变薄、充

血，伴有裂隙甚至缺损，滑膜组织肿胀增厚伴有不

同程度的充血。Micro-CT 扫描后可见随着干预时间

的延长，髁突体积逐渐缩小，骨小梁数量减少、间

隙变宽，在 UAC-12 周组中可见髁突软骨下骨表面凹

陷缺损(图 4A)。与 Ctrl-4 周、Ctrl-8 周和 Ctrl-12 周相

应对照组比较，UAC-4 周、UAC-8 周和 UAC-12 周组

中的 BV/TV(%)明显降低(P<0.01)；UAC-4 周、UAC-8
周和 UAC-12 周组中 BS/BV 均有所增加，但仅 UAC-4
周与 Ctrl-4 组差异有统计学意义(P<0.01)；UAC-4 周、

UAC-8 周和 UAC-12 周组中髁突骨质的 Tb.Th 有减少

趋势，但仅 UAC-12 周组较 Ctrl-12 周明显降低，差异

有统计学意义(P<0.01)；UAC-4 周、UAC-8 周组中髁

突 Tb. N 较 对 照 组 明 显 降 低 (P<0.05 或 P<0.01)， 但

UAC-12 周组并无此趋势(图 4B)。

MIF. 巨噬细胞移动抑制因子；PGE2. 前列腺素 E2；COX2. 环氧合酶 2；TMJID. 颞下颌关节结构紊乱病；TMJOA. 颞下颌关节骨关节

炎；*P<0.05

图2　TMJOA 组与 TMJID 组患者关节腔滑液中 MIF、COX2 和 PGE2 的表达

Fig.2　Expression of MIF, COX2 and PGE2 in synovial fluid of TMJOA and TMJID patients

VAS. 视 觉 模 拟 评 分 ； TMJID. 颞 下 颌 关 节 结 构 紊 乱 病 ；

TMJOA. 颞下颌关节骨关节炎；*P<0.05

图 1　TMJOA Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期患者与 TMJID 患者 VAS 评分

比较

Fig. 1　Comparison of VAS scores between TMJOA Ⅰ , Ⅱ , Ⅲ 
stage patients and TMJID patients

MIF. 巨噬细胞移动抑制因子；COX2. 环氧合酶 2；PGE2. 前列腺素 E2；TMJID. 颞下颌关节结构紊乱病；TMJOA. 颞下颌关节骨关节

炎；*P<0.05

图3　TMJOA 不同分期组与 TMJID 组滑液中 MIF、COX2 和 PGE2 的表达

Fig.3　Expression of MIF, COX2 and PGE2 in synovial fluid between TMJOA Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ stage patients and TMJID patients
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2.5　 TMJOA 大 鼠 模 型 血 清 及 颞 下 颌 关 节 腔 滑 液

MIF、COX2 和 PGE2 蛋白表达情况　ELISA 检测显

示，UAC-4 周、UAC-8 周和 UAC-12 周组血清中 MIF、

COX2 和 PGE2 的表达水平均高于相应的对照组，其

中仅 UAC-8 周组 MIF、COX2 与相应对照组比较差异

有 统 计 学 意 义 (P<0.05)， UAC-4 周 、 UAC-8 周 和

UAC-12 周组血清中 PGE2 与相应对照组比较差异有

统计学意义(P<0.05)。UAC-4 周、UAC-8 周和 UAC-12
周组关节腔滑液中的 MIF、COX2 和 PGE2 表达趋势

与血清中基本一致，与相应对照组比较，UAC-8 周

和 UAC-12 周组时 MIF、COX2 差异有统计学意义(P<
0.05)，UAC-4 周、UAC-8 周和 UAC-12 周组关节滑液

中 PGE2 与 相 应 对 照 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.05)(图 5)。

2.6　 各 组 颞 下 颌 关 节 组 织 中 IL-1β、 IL-18、 MIF、

COX2 和 PTGER2 表达情况　Western blotting 检测显

示，与 Ctrl-4 周组比较，UAC-4 周组 IL-1β、MIF 表达

水平明显升高(P<0.05)，COX2 蛋白表达水平明显降

低(P<0.05)，而 IL-18 及 PTGER2 蛋白表达水平差异

无统计学意义(P>0.05)；与 Ctrl-8 周组比较，UAC-8

Ctrl. 对照组；UAC. 单侧前牙反 ；BV/TV. 骨体积分数；BS/BV. 骨表面积/骨体积比值；Tb.Th. 骨小梁厚度；Tb.N. 骨小梁个数；

A. 各组大鼠颞下颌关节结构的体视显微镜观察及 Micro-CT 图像分析；B. Micro-CT 形态学参数分析结果；*P<0.05，**P<0.01

图4　UAC 干预对大鼠颞下颌关节髁突微观结构的影响(n=6)
Fig.4　Effects of UAC intervention on the microstructure of temporomandibular joint condyle in rats (n=6)

1299



解放军医学杂志 2023年11月28日 第48卷 第11期

周组 IL-1β、IL-18、MIF、COX2 及 PTGER2 蛋白表达

水 平 均 明 显 升 高 (P<0.05)； 与 Ctrl-12 周 组 比 较 ，

UAC-12 周组 IL-1β、IL-18、MIF 及 PTGER2 蛋白表达

水平升高(P<0.05)，而 COX2 蛋白表达水平差异无统

计学意义(图 6)。

2.7　 FFSS 对 FLSs 形 态 的 影 响　 以 0、 1、 3、 5 和

MIF. 巨噬细胞移动抑制因子；COX2. 环氧合酶 2；PGE2. 前列腺素 E2；Ctrl. 对照组；UAC. 单侧前牙反 ；*P<0.05

图5　各组大鼠血清及颞下颌关节腔滑液 MIF、COX2 和 PGE2 表达水平比较(n=6)
Fig.5　Comparison of MIF, COX2 and PGE2 expression levels in serum and synovial fluid of temporomandibular joint in each group(n=6)

MIF. 巨噬细胞移动抑制因子；COX2. 环氧合酶 2；PGE2. 前列腺素 E2；Ctrl. 对照组；UAC. 单侧前牙反 ；*P<0.05

图6　各组关节组织中 IL-1β、IL-18、MIF、COX2 和 PTGER2 表达情况(n=6)
Fig.6　Expression of IL-1β, IL-18, MIF, COX2 and PTGER2 in joint tissues of each group (n=6)
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10 dyn/cm2 FFSS 干预 FLSs 后，与 0 dyn/cm2 组比较，

随着 FFSS 负载增大，FLSs 的形态发生明显改变，表

现为细胞肿胀，细胞膜不完整甚至破裂，细胞外可

见 碎 片 ； FLSs 的 数 量 也 随 FFSS 负 载 增 大 而 减

少(图 7)。

2.8　 FFSS 对 FLSs 中 IL-1β、 IL-18、 MIF、 COX2 和

PGE2 mRNA 表达的影响　实时定量 PCR 检测结果显

示 ， 与 0 dyn/cm2 FFSS 组 比 较 ， 1 dyn/cm2 FFSS 组

FLSs 中的 PGE2、IL-18、MIF mRNA 水平明显升高(P<

0.05)，而 IL-1β、COX2 mRNA 水平差异无统计学意

义 ； 3 dyn/cm2 FFSS 组 FLSs 中 IL-18、 MIF 及 PGE2 

mRNA 水平明显升高，差异有统计学意义(P<0.05)，

而 IL-1β及 COX2 mRNA 水平差异无统计学意义(P>

0.05)；5 dyn/cm2 FFSS 组 FLSs 中 IL-1β、IL-18、MIF、

PGE2 mRNA 水平明显升高(P<0.05)，而 COX2 mRNA

水平差异无统计学意义(P>0.05)；10 dyn/cm2 FFSS 组

中 FLSs 中 炎 性 因 子 IL-1β、 IL-18、 MIF、 COX2 及

PGE2 mRNA 水平均明显升高(P<0.05)(图 8)。

2.9　 FFSS 对 FLSs 中 IL-1β、 IL-18、 MIF、 COX2 和

PTGER2 蛋 白 表 达 的 影 响　 Western blotting 检 测 显

示，与 0 dyn/cm2 组比较，各 FFSS 干预组(1、3、5、

10 dyn/cm2)的 IL-1β、IL-18、MIF、COX2 及 PTGER2

蛋白表达水平均明显升高(P<0.05)。除外 3 dyn/cm2

组 FLSs 中的 MIF，以及 5 dyn/cm2组 FLSs 中的 COX2、

PTGER2，随着 FFSS 负载的增大，FLSs 中的 IL-1β、

IL-18、MIF、COX2 及 PTGER2 蛋白表达水平逐渐增

高(P<0.05)(图 9)。

FFSS. 流体流动剪切应力；FLSs. 滑膜成纤维样细胞

图7　FFSS 干预后大鼠源性 FLSs 形态(×200)
Fig.7　The morphology of rat FLSs after FFSS intervention

FFSS. 流体流动剪切应力；FLS. 滑膜成纤维样细胞；IL. 白细胞介素；MIF. 巨噬细胞移动抑制因子；COX2. 环氧合酶 2；PGE2. 前列腺

素 E2；*P<0.05

图8　FFSS 干预大鼠源性 FLSs 中 IL-1β、IL-18、MIF、COX2 和 PGE2 的 mRNA 表达

Fig.8　The mRNA expression of IL-1β, IL-18, MIF, COX2 and PGE2 in rat FLSs under FFSS interferes

1301



解放军医学杂志 2023年11月28日 第48卷 第11期

3　讨　　论

促炎细胞因子释放引起的炎症被认为是 OA 患者

疼痛的主要原因[9]。越来越多的证据表明，炎症在

TMJOA 的发病机制中发挥重要作用[16-17]。滑膜炎症

是较常见的早期发现的炎性疾病，通常会引起关节疼

痛[18]。在 OA 中炎症性滑膜中活化的滑膜细胞会产生

分解代谢和促炎介质，使分解软骨的蛋白水解酶过量

产生，从而导致软骨基质降解。释放到滑液中的软骨

分解产物被滑膜细胞吞噬，从而形成正反馈回路加剧

滑膜炎症。MIF 在体外可抑制巨噬细胞迁移，同时对

单核细胞、中性粒细胞、T 细胞和 B 细胞也具有趋化

活性[19-20]。研究发现，MIF可调节 IL-1家族蛋白(IL-1α、

IL-1β和 IL-18)的表达与释放[21]，本课题组前期发现

TMJOA 组患者关节滑液中高表达 IL-1β和 IL-18[13]。

本 研 究 发 现 ， 与 TMJID 组 比 较 ， TMJOA 组 MIF、

COX2 和 PGE2 表达水平明显升高，且在 TMJOA Ⅱ期

患者滑液中的表达水平最高，与 VAS 评分趋势一致，

提示 MIF、COX2 和 PGE2 表达水平与 TMJOA 疼痛评

分呈正相关。近来有研究发现，PGE2 在成骨细胞系

中大量分泌[22]，并作为疼痛介质可通过感觉神经的信

号传递作用反馈调节骨代谢的平衡稳态[14,22]。本研究

还发现 TMJOA Ⅲ期患者滑液中 MIF、COX2 和 PGE2

的表达水平较Ⅱ期患者降低，后续将继续关注 MIF 参

与 COX2-PGE2 信号通路促进 TMJOA 发展的潜在作用

机制。

近年来，多数研究将咬合作为 TMD 的主要危险

因素，且发现第三磨牙伸长、早接触、锁 [23]和反
[24]可促进 TMD 的发生。关节在生理条件下受到各

种生物力学(压缩应力、拉伸应力、FFSS 等)刺激[25]。

异常咬合形成过大的应力可直接影响关节组织的结构

和功能。目前，UAC 诱导模型已广泛用于啮齿类动

物 OA 的研究中，如关节盘退变[26]、咬肌萎缩[27]、软

骨中异常矿物沉积[8]、软骨下骨丢失[28]、软骨细胞自

噬与凋亡[29]等。本研究发现，UAC 干预形成的异常

应力会导致关节髁突软骨下骨的吸收及病理性退行性

变，且 UAC 诱导 TMJOA 大鼠模型的血清和关节滑液

中 MIF、COX2 和 PGE2 表达水平升高，其中关节滑

液局部的 MIF 水平是血清中的 6~8 倍，提示 MIF 可作

为 TMJOA 的生物标记物。此外，本研究还发现，

UAC 形成的异常应力作用于颞下颌关节组织后可引

起无菌性炎症，并促进 MIF 和疼痛介质 COX2 和

PGE2 的释放，提示异常应力可上调上述因子，并参

与TMJOA的进展及疼痛。

FLSs 可分泌多种可溶性炎性介质和细胞因子，

并在免疫调节中发挥重要作用[30]。颞下颌关节的生理

FFSS. 流体流动剪切应力；FLS. 滑膜成纤维样细胞；IL. 白细胞介素；MIF. 巨噬细胞移动抑制因子；COX2. 环氧合酶 2；PTGER2. 前

列腺素 E2 受体蛋白； *P<0.05

图9　FFSS 干预大鼠源性 FLSs 中的 IL-1β、IL-18、MIF、COX2 及 PTGER2 蛋白表达水平

Fig.9　The protein expression of IL-1β, IL-18, MIF, COX2 and PTGER2 in rat FLSs under FFSS interferes
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功能与咬合因素之间的生物应力关系密切，为了模拟

生物应力的刺激，本研究将 FLSs 暴露于不同 FFSS 条

件下刺激以形成 OA 细胞模型，结果发现，FLSs 暴露

于 FFSS 后出现损伤，且 IL-1β、IL-18 和 COX2、PGE2
(PTGER2)的 mRNA 和蛋白的表达水平均明显升高，

促进了炎症的发生。

综上所述，本研究发现，MIF 与疼痛相关介质

COX2 及 PGE2 在伴有错 畸形的 TMJOA 滑液中高表

达，异常流体流动剪切应力下 FLSs 分泌 MIF、COX2
和 PGE2 参与关节微环境炎症和疼痛。但本研究仍存

在一定的局限性：未在异常应力的干预下敲低 MIF 来

观察 TMJOA 中疼痛介质的动态改变。因此，在异常

应力的作用下，FLSs 分泌 MIF 通过 COX2-PGE2 通路

促进TMJOA进展的具体机制仍需进一步探讨。

【参考文献】

[1] Zhang QY, Xia DG, Xu TR, et al. Research progress in application of 
injectable platelet rich fibrin in treatment of oral diseases[J]. J Jilin 
Univ (Med Ed), 2022, 48(3): 832-838. [张庆宇, 夏德庚, 徐庭瑞, 
等 . 可注射型富血小板纤维蛋白在口腔疾病治疗中应用的研

究进展[J]. 吉林大学学报(医学版), 2022, 48(3): 832-838.]
[2] Cope PJ, Ourradi K, Li Y, et al. Models of osteoarthritis: the good, 

the bad and the promising[J]. Osteoarthritis Cartilage, 2019, 27(2): 
230-239.

[3] Shi J, Lee S, Pan HC, et al. Association of condylar bone quality with 
TMJ osteoarthritis[J]. J Dent Res, 2017, 96(8): 888-894.

[4] Fu KY. Interpretation of newly published (2014) diagnostic criteria 
for temporomandibular disorders(DC/TMD)[J]. Chin J Stomatol. 
2017, 52(6): 374-376. [傅开元 . 2014 年新版国际颞下颌关节紊

乱病分类及诊断标准解读[J]. 中华口腔医学杂志 , 2017, 52
(6): 374-376.]

[5] Pu PD, Ma TY, Zhou SP, et al. Expression and significance of 
ERK1/2 signal protein and protein-degrading enzyme in cartilage 
and subchondral bone of osteoarthritis patients[J]. Med J Chin 
PLA, 2022, 47(3): 277-285. [蒲沛东, 马腾洋, 周士平, 等 . ERK1/
2 信号蛋白和蛋白降解酶在骨关节炎患者软骨/软骨下骨中

的表达及其意义[J]. 解放军医学杂志, 2022, 47(3): 277-285.]
[6] Xu W, Liao DF, Xia N, et al. Research progress on the role of 

superficial zone cartilage-derived stem/progenitor cells in 
osteoarthritis[J]. Med J Chin PLA, 2021, 46(10): 1045-1050. [ 徐

伟, 廖冬发, 夏宁, 等 . 关节表层软骨干细胞在骨关节炎中的

作用研究进展[J]. 解放军医学杂志, 2021, 46(10): 1045-1050.]
[7] de Paiva Bertoli FM, Bruzamolin CD, de Almeida Kranz GO, et al. 

Anxiety and malocclusion are associated with temporomandibular 
disorders in adolescents diagnosed by RDC/TMD. A cross-
sectional study[J]. J Oral Rehabil, 2018, 45(10): 747-755.

[8] Zhang M, Wang H, Zhang J, et al. Unilateral anterior crossbite 
induces aberrant mineral deposition in degenerative temporo-
mandibular cartilage in rats[J]. Osteoarthritis Cartilage, 2016, 24
(5): 921-931.

[9] Liu X, Zhang C, Wang D, et al. Proprioceptive mechanisms in 
occlusion-stimulated masseter hypercontraction[J]. Eur J Oral Sci, 
2017, 125(2): 127-134.

[10] Lv RY, Wang J, Liu HX, et al. Three-dimensional finite element 
analysis of tempotomandibular joint in patients with class Ⅱ 
division 1[J]. J Oral Science Research, 2017, 33(2): 194-198. [吕儒

雅, 王婧, 刘海霞, 等 . 安氏Ⅱ类患者颞下颌关节三维有限元

分析[J]. 口腔医学研究, 2017, 33(2): 194-198.]
[11] Zhang M, Yang H, Wan X, et al. Prevention of injury-induced 

osteoarthritis in rodent temporomandibular joint by targeting 
chondrocyte CaSR[J]. J Bone Miner Res, 2019, 34(4): 726-738.

[12] Zhang J, Liao L, Zhu J, et al. Osteochondral interface stiffening in 
mandibular condylar osteoarthritis[J]. J Dent Res, 2018, 97(5): 
563-570.

[13] Jia MY, Lv YG, Xu YJ, et al. A comparative analysis of NLRP3-
related inflammatory mediators in synovial fluid in temporo-
mandibular joint osteoarthritis and internal derangement[J]. BMC 
Musculoskelet Disord, 2021, 22(1): 229.

[14] Chen H. Prostaglandin E2 regulates bone homeostasis through 
sensory nerve[D]. Suzhou: Suzhou University, 2017. [陈昊 . 前列

腺素 E2 通过感觉神经反馈调控骨代谢机制研究[D]. 苏州:苏
州大学, 2017.]

[15] Rowe MA, Harper LR, McNulty MA, et al. Reduced osteoarthritis 
severity in aged mice with deletion of macrophage migration 
inhibitory factor[J]. Arthritis Rheumatol, 2017, 69(2): 352-361.

[16] Rahmati M, Mobasheri A, Mozafari M, et al. Inflammatory 
mediators in osteoarthritis: a critical review of the state-of-the art, 
prospects, and future challenges[J]. Bone, 2016, 85: 81-90.

[17] Sokolove J, Lepus CM. Role of inflammation in the pathogenesis of 
osteoarthritis: latest findings and interpretations[J]. Ther Adv 
Musculoskelet Dis, 2013, 5(2): 77-94.

[18] Huang J, Stewart N, Crabbe J, et al. A 1-year follow-up study of 
dynamic magnetic resonance imaging in early rheumatoid arthritis 
reveals synovitis to be increased in shared epitope-positive patients 
and predictive of erosions at 1 year[J]. Rheumatology (Oxford), 
2000, 39(4): 407-416.

[19] Franceschi C, Garagnani P, Parini P, et al. Inflammaging: a new 
immune-metabolic viewpoint for age-related diseases[J]. Nat Rev 
Endocrinol, 2018, 14(10): 576-590.

[20] Donato AJ, Morgan RG, Walker AE, et al. Cellular and molecular 
biology of aging endothelial cells[J]. J Mol Cell Cardiol, 2015, 89(Pt 
B): 122-135.

[21] Ridker PM, Everett BM, Thuren T, et al. Antiinflammatory therapy 
with canakinumab for atherosclerotic disease[J]. N Engl J Med, 
2017, 377(12): 1119-1131.

[22] Jiang WH, Jin YY, Zhang SW, et al. PGE2 activates EP4 in 
subchondral bone osteoclasts to regulate osteoarthritis[J]. Bone 
Res, 2022, 10(1): 27.

[23] Jia MY, Hu LL, Xu YJ, et al. Logistic regression analysis of risk 
factors of temporomandibular disorder in undergraduates of 
Xinjiang Medical University[J]. Shanghai J Stomatol, 2018, 27(5): 
482-485. [贾梦莹, 胡露露, 许颖捷, 等 . 新疆医科大学大学生

颞下颌关节紊乱病相关因素分析[J]. 上海口腔医学, 2018, 27
(5): 482-485.]

[24] Gu WY, Jia MY, Chen QL, et al. Study on correlation between 
crossbite and temporomandibular joint disc displacement[J]. J Oral 
Sci Res, 2018, 34(3): 258-261. [辜文妍, 贾梦莹, 陈青立, 等 . 反

与颞下颌关节结构紊乱病相关性研究[J]. 口腔医学研究, 
2018, 34(3): 258-261.]

[25] Li SW, Glynne-Jones P, Andriotis OG, et al. Application of an 

1303



解放军医学杂志 2023年11月28日 第48卷 第11期

acoustofluidic perfusion bioreactor for cartilage tissue engineering
[J]. Lab Chip, 2014, 14(23): 4475-4485.

[26] Zhang HY, Xie MJ, Yang HX, et al. Catabolic changes of rat 
temporomandibular joint discs induced by unilateral anterior 
crossbite[J]. J Oral Rehabil, 2019, 46(4): 340-348.

[27] Zhang HY, Duan J, Wang J, et al. Masseter response to long-term 
experimentally induced anterior crossbite in Sprague-Dawley rats
[J]. Arch Oral Biol, 2021, 122(2): 104985.

[28] Yang T, Zhang J, Cao YK, et al. Decreased bone marrow stromal 
cells activity involves in unilateral anterior crossbite-induced early 

subchondral bone loss of temporomandibular joints[J]. Arch Oral 
Biol, 2014, 59(9): 962-969.

[29] Yang HX, Wen Y, Zhang M, et al. MTORC1 coordinates the 
autophagy and apoptosis signaling in articular chondrocytes in 
osteoarthritic temporomandibular joint[J]. Autophagy, 2020, 16
(2): 271-288.

[30] Mor A, Abramson SB, Pillinger MH. The fibroblast-like synovial cell 
in rheumatoid arthritis: a key player in inflammation and joint 
destruction[J]. Clin Immunol, 2005, 115(2): 118-128.

(责任编辑：张小利)

1304


