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心理应激对SD大鼠颞下颌关节髁突软骨细胞凋亡及Caspase-3表达的影响
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[摘要]目的：本研究旨在探讨单纯心理应激对大鼠颞下颌关节髁突软骨细胞凋亡及Caspase-3表达的影响。方法：通过建立

大鼠的单纯心理应激动物模型，并采用HE染色、TUNEL法和免疫组织化学等实验方法观察不同时间点下大鼠颞下颌关节软骨

的组织学变化、软骨细胞凋亡情况以及Caspase-3在软骨中的表达变化。结果：与对照组相比，在心理应激1周、3周和5周

后，实验组大鼠出现显著的行为学改变，体重增长量略有减少但差异无统计学意义（P＞0.05）；旷场实验和高架实验表明

心理应激组大鼠的焦虑水平增高（P＜0.05）；组织学分析发现，心理应激导致软骨结构损伤，软骨细胞凋亡率增加，且随

应激时间延长而加剧（P＜0.05）；Caspase-3的表达也随应激时间的延长而增加，但在恢复期有所下降（P＜0.05）。结论：

单纯心理应激可引起颞下颌关节髁突软骨病理性改变，可能与关节软骨内Caspase-3表达增加及软骨细胞过度凋亡有关。
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The Effects of Psychological Stress on Apoptosis of Condylar Chondrocytes in 
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Abstract: Objective  This study aimed to explore the effects of simple psychological stress on the apoptosis of condylar 
chondrocytes and the expression of Caspase-3 in rats. Methods  The histological changes in rat TMJ cartilage, chondrocyte 
apoptosis, and Caspase-3 expression post-stress will be examined using a psychological stress model in rats with HE staining, 
TUNEL assay, and immunohistochemistry.  Results  The results showed that compared with the control group, signifi cant 
behavioral changes were observed in the experimental group rats after 1 week, 3 weeks, and 5 weeks of psychological 
stress(P＞0.05). There was a slight reduction in body weight gain but no statistical diff erence, open fi eld and elevated tests 
indicated that the anxiety level of rats in the psychological stress group increased(P＜0.05). Histological analysis found that 
psychological stress led to damage of cartilage structure and increase in chondrocyte apoptosis rate, which worsened with the 
extension of stress time(P＜0.05). The expression of Caspase-3 also increased with the extension of stress time, but decreased 
in the recovery period(P＜0.05). Conclusion  This indicates that simple psychological stress can cause pathological changes 
in the condylar cartilage of the temporomandibular joint, which may be related to increased expression of Caspase-3 in the 
articular cartilage and excessive apoptosis of chondrocytes.
Key words: psychological stress; temporomandibular joint; temporomandibular joint disorder; condylar cartilage; apoptosis; 
Caspase-3
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颞下颌关节紊乱病（Temporomandibular disorders，

TMD）是指在颞下颌关节区周围主要特征为疼痛、异常关节

音及下颌运动功能障碍。颞下颌关节紊乱病是一种病因复

杂的多因素疾病，与咬合关系紊乱、损伤、自身免疫、心

理因素不良、咀嚼习惯、关节局部解剖异常等多种因素相

关[1]。TMD的发生还与患者持续的精神紧张、焦虑、抑郁、

愤怒等心理应激反应相关。应激是指机体在受到各种内外

环境因素刺激时所出现的非特异性全身反应。适当的刺激

因素有益于身体健康，然而当心理应激过度或慢性应激

时，则可以导致代谢紊乱、器官功能失调，诱发心血管疾

病、糖尿病、肿瘤、消化系统疾病等多种疾病[2-7]。

流行病学调查和动物实验均表明心理应激可以引起

颞下颌关节的病理性改变[8]。颞下颌关节紊乱常伴有关节

软骨破坏，软骨下骨改变等器质性病变。软骨细胞是关节

软骨内唯一的细胞成分，其数目和功能决定了软骨健康与

否。软骨细胞的正常凋亡是调控软骨生长发育、控制软骨

细胞功能、稳定关节内微环境所必需的一种生理过程。正

常情况下，软骨细胞处于增殖和凋亡的动态平衡中，然而

一旦由于某些因素导致细胞发生病理性过度凋亡，则会打

破这一平衡，导致软骨结构和功能异常[9]。软骨细胞过度

凋亡是引起骨关节炎的一个重要机制。Caspase是引起细胞

凋亡的关键，在细胞凋亡机制网络中处于核心地位[10-11]。

Caspase-3是各种凋亡途径的共同下游效应部分[12-13]，在细

胞凋亡的过程中具有重要作用[14-17]。

心理应激导致TMD病理性改变的分子生物学机制目前尚

无定论。凋亡分子Caspase-3的表达变化及软骨细胞的凋亡

在心理应激引发TMD中的作用目前少见报道。本研究通过建

立大鼠的单纯心理应激动物模型，探讨单纯心理应激对大

鼠的颞下颌关节软骨组织及软骨细胞凋亡和Caspase-3表达

的影响，为TMD分子生物学发病机制提供理论依据。

1  材料和方法

1.1 实验动物：选取72只7周龄SPF级SD大鼠，雄性，体重

160～200 g，由西安交通大学医学院实验动物中心提供。检

查SD大鼠精神行为无异常，咬合无异常，可正常进食，无

明显全身疾患。

1.2 实验设备及试剂：脱水机（武汉俊杰电子有限公司JJ-

12J）、包埋机（武汉俊杰电子有限公司JB-P5）、病理切

片机（上海徕卡仪器有限公司RM2016）、冻台（武汉俊杰

电子有限公司JB-L5）、组织摊片机（浙江省金华市科迪仪

器设备有限公司KD-P）、烤箱（天津市莱玻瑞仪器设备有

限公司GFL-230）、载玻片（Servicebio）、正置光学显微

镜（日本尼康Nikon Eclipse E）、成像系统（日本尼康

Nikon DS-U3）、掌上数字万用表（UT33B+，优利德电子有

限公司）、调压器（TDGC-0.5K）、无水乙醇（国药集团化

学试剂有限公司100092683）、二甲苯（国药集团化学试

剂有限公司10023418）、HE染液（Servicebio G1005）、

分化液（Servicebio G1005-3）、返蓝液（Servicebio 

G1005-4）、中性树胶（国药集团化学试剂有限公司 

10004160）

1.3 实验方法

1.3.1 实验分组：将72只SD大鼠随机分为心理应激组

（Psychological Stress Group）、足部电击组（Foot 

Shock Group）和空白对照组，每组24只，其中心理应激组

又分为心理应激1周组、心理应激3周组、心理应激5周组和

应激恢复组（应激5周后停止应激，自然恢复4周），每组6

只；空白对照组分为空白对照1周组、空白对照3周组、空

白对照5周组和应激恢复空白对照组（连续9周均不进行心

理应激的空白对照组），每组6只；剩余24只足部电击组作

为心理应激组的刺激源进行足部电击。

1.3.2 单纯心理应急模型建立：心理应激交流箱最早由

Gomita Y[18]设计制作，本实验所采用的交流箱是由贾克然等[19]

所设计的小鼠心理应激交流箱改进而来的。相比较其他造

模方法而言，单纯心理应激交流箱法可以有效避免动物躯

体应激，能够更准确地模仿人类情绪。心理应激交流箱用

透明有机玻璃板分为36个小室。临近应激组大鼠可以看到

其他大鼠被电击的过程，板上设置透气孔可以接收到足部

电击组大鼠的声音和气味信息。心理应激交流箱的底板铺

有导电丝，调压器控制电击强度，导电丝电压为30 V，足部

电击组大鼠直接与底板接触，心理应激组大鼠所处的小室

底部放置绝缘有机玻璃板。

实验开始前1周，各组动物分笼饲养，6只/笼，保证

相同的饲养条件，每日放入心理应激箱中适应环境，不进

行电击刺激。实验开始后，将三组大鼠分别放入到心理应

激箱相应的格子中。每天上午9:00～11:00进行实验，电压

30 V，通电持续5 s，两次通电间隔30 s，每天实验共持续

30 min。

1.3.3 体重测量：各组SD大鼠分别于实验前及实验开始后

1、3、5、9周末测量体重,计算体重增长量。

1.3.4 旷场实验箱：大鼠旷场反应箱边长100 cm，高

35 cm，由黑色不反光板制成。实验时需防止噪音干扰。每

只大鼠结束后需彻底打扫旷场内余留物。SMART 3.0软件对其

中央停留时间和旷场内移动总距离进行统计并分析。当大鼠

在旷场内中央停留时间和旷场内移动总距离发生显著性改变

时，即可认为造模成功，大鼠处于心理应激的状态。

1.3.5 高架十字迷宫：由两条开放臂和两条闭合臂及中央

区连接而成，开放臂周围无围栏阻挡，开放臂和闭合臂底

面为长方形。将SD大鼠放入高架十字迷宫的中央区域，同

时进行摄像和计时，每只大鼠观察5 min，用SMART 3.0软件

对大鼠进入开放臂的次数（Open arm entry，OE），进入

闭合臂的次数（Closed arm entry，CE），分别记录在开

放臂停留的时间（Open arm time，OT）和闭合臂停留的时

间（Closed arm time，CT）。OE%=OE/（OE+CE）×100%、

OT%=OT/（OT+CT）×100%。OE%及OT%减少反映大鼠焦虑情
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绪加重。

1.3.6 髁突组织HE染色：分别于实验开始1周、3周和5周、

9周末处死相应的空白对照组、心理应激组和应激恢复组大

鼠。每只大鼠取单侧颞下颌关节，编号单数取左侧，双数

取右侧。将所得关节用生理盐水冲洗后放入4%多聚甲醛固

定液，固定48 h。固定结束后使用15%的EDTA脱钙8周。依次

放入不同浓度（75%、85%、90%、95%）的酒精中4 h、2 h、

2 h、1 h。取出后再放入到无水乙醇和二甲苯中继续脱水。

脱水后包埋浸蜡组织，切片4μm。脱蜡并苏木素染色和伊

红染色，使用中性树胶用来封片。

1.3.7 TUNEL染色：染色前对石蜡切片进行脱蜡，依次放入

有机溶剂中并使用蒸馏水仔细清洗。确保液体甩干，使用

蛋白酶K工作液修复组织，使用破膜工作液破膜，修复和破

膜操作后都需要使用PBS洗涤3次，每次3 min。将Tunel试剂

盒中TdT和DUTP按照1∶9的比例进行混合，覆盖组织，37°

孵育2 h，PBS洗片，方法同上，使用DAPI复染细胞核，室温

下避光孵育10 min。再次使用PBS清洗，甩干，用抗荧光淬

灭封片剂封片。镜下观察，扫描并分析图像。

1.3.8 Caspase-3免疫组化染色：石蜡切片脱蜡，依次放

入有机溶剂中并使用蒸馏水仔细清洗甩干，使用柠檬酸抗

原修复缓冲液（PH 6.0）抗原修复。3%过氧化氢溶液阻断

内源性过氧化物酶。3%BSA室温封闭组织，一抗稀释比例

为1∶500，4℃过夜。二抗室温孵育。DAB显色液，在显微

镜下观察组织内棕黄色表达，控制染色时间，水洗终止染

色。Harris苏木素复染细胞核，流水冲洗后再用1%的盐酸

酒精进行分化，重复冲洗，氨水返蓝后再冲洗。染色完成

后进行封片，镜下观察，扫描并分析图像。

1.4 统计学分析：采用SPSS 20.0统计软件进行，相同时段

组间比较采用独立样本t检验，检验水准α=0.05，P＜0.05

为差异有统计学意义。

2  结果

2.1 大鼠行为表现：所有大鼠放入心理应激箱中且未通电

时，大鼠鼻嗅四周，直立探索，未见跳跃，喊叫情况（见

图1A）。通电后，足部电击组大鼠在小室内跳跃次数明显

增加，呼吸急促，大声尖叫（见图1B）。心理应激组大鼠

受到四周相邻电击鼠行为刺激后，直立、探索行为消失，

蜷缩，竖毛，处于明显恐惧状态（见图1C）。

图1  大鼠在心理应激箱中的行为表现

2.2 大鼠体重增长量：大鼠体重增长量为各时间点所测得体

重减去实验开始前大鼠初始体重。结果显示，随着时间增

加，各组大鼠平均体重均呈增加趋势，总体来看心理应激组

1、3、5周及应激恢复期大鼠与同期空白对照组大鼠相比，体

重增量略有减少，但结果差异无统计学意义（P＞0.05）。见

表1。

        表1  两组不同时间大鼠体重增长量比较   （n=6，x̄±s，g）

组别      1周         3周    5周   应激恢复期

心理应激组 35.23±18.65 71.68±7.04   99.63±22.33 178.97±40.53

空白对照组 39.85±14.66 79.62±38.90 110.13±19.79 177.07±42.58

t值    -0.477       -0.492  -0.862      0.079

P值     0.644        0.642   0.409      0.938

2.3 旷场实验：旷场中央区域停留时间心理应激1周组、

3周组、5周组的旷场中央区域停留时间与空白对照1周

组、3周组、5周组相比明显增加，差异具有统计学意义

（P＜0.05），心理应激恢复组与应激恢复对照组相比，

差异无统计学意义（P＞0.05）（见图2）。

图2  旷场中央区域停留时间

2.4 高架实验结果

2.4.1 开臂进入次数百分比：心理应激1周组、3周组、5周

组的大鼠开臂进入次数百分比与空白对照1周组、3周组、5

周组相比明显减少，差异具有统计学意义（P＜0.05），心

理应激恢复组与应激恢复对照组相比，差异无统计学意义

（P＞0.05）。见图3。

2.4.2 开臂停留时间百分比：心理应激组1周组、3周组、5周

组的开臂停留时间百分比与空白对照1周组、3周组、5周组相

比明显减少，差异具有统计学意义（P＜0.05），心理应激恢复

组与应激恢复对照组相比，差异无统计学意义（P＞0.05）。

见图3。

2.5 髁突组织学观察结果：镜下观察，对照组大鼠髁突软

骨内细胞层次清楚，由表及里分别为纤维层、增殖层、过

渡层、肥大层、钙化软骨层。软骨表面平滑整齐，纤维层

呈粉色均质状，胶原纤维致密，连续性好，排列方向与软

骨表面平行，纤维内散在分布少量梭形细胞，方向与纤维

A B C
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走向一致；增殖层细胞数量较多，约8～10层，呈椭圆形，

胞浆嗜碱性，核呈圆形或梭形，核仁清晰；过渡层细胞体

积比增殖层略大，呈椭圆形，胞质淡染；肥大层细胞体积

最大，呈圆形，部分染色极淡，核仁偏位，部分胞核固

缩溶解，呈空泡状（见图4A、C、E、G）。心理应激1周组

软骨胶原纤维排列紊乱（见图4B），3周组破坏最明显，

软骨结构进一步损伤，表面纤维层断裂为大小不一的裂隙

甚至脱离，软骨层变薄，增殖层细胞层数明显减少（见图

4D），应激5周时情况略有好转，可见软骨表面纤维松解，

出现裂隙，连续性遭到破坏，增殖层细胞较对照组稍有减

少（见图4F），应激恢复组可见软骨表面纤维破坏情况得

到较大改善，纤维间裂隙减少，增殖层细胞数目增加（见

图4H）。

2.6 TUNEL染色结果：本实验采用TUNEL法检测软骨细胞的

凋亡情况，阳性凋亡细胞核为绿色，对照组正常软骨细胞

也存在凋亡现象，极少数软骨细胞的细胞核呈绿色（见

图5）；心理应激1周组软骨细胞凋亡数目较对照组略增

多，细胞凋亡率差异有统计学意义（P＜0.05）；随着

应激时间的增加，结果显示心理应激3周时软骨细胞凋亡

数目最多，与对照组相比细胞凋亡率差异有统计学意义

（P＜0.05）；心理应激5周后软骨细胞凋亡数目与应激3周

相比略有减少，但与对照组相比细胞凋亡率仍差异有统计学

意义（P＜0.05）。而心理应激恢复组比对照组细胞凋亡数

目多，但细胞凋亡率差异无统计学意义（P＞0.05）。见

图6、表2。

      表2  两组不同时间Tunel阳性细胞百分率比较（n=6，x̄±s，%）

组别      1周           3周    5周      应激恢复期

心理应激组 10.74±3.99  26.63±8.55  18.23±4.35  15.15±9.99

空白对照组  4.11±1.87   7.66±2.87   9.53±4.11  13.74±6.21

t值     3.686         5.152   3.561      0.294

P值      0.008        0.002   0.005      0.776

图5  心理应激1周组与3周组软骨细胞Tunel染色（100×）

2.7 Caspase-3免疫组化染色结果：结果显示，正常对

照组软骨细胞仅有微弱的Caspase-3表达（见图7），心

理应激1周组细胞Caspase-3阳性表达率升高，阳性率为

（13.96±3.45）%，与同期对照组相比（4.57±2.30）%

差异有统计学意义（P＜0.05）。心理应激3周时细胞

Caspase-3高表达，细胞内可见大量棕黄色颗粒[阳性率

为（30.73±5.05）%]，与同期对照组（9.35±3.35）%

相比具差异有统计学意义（P＜0.05）。心理应激5周组

细胞内Caspase-3阳性表达略低于应激3周组，阳性率为

A

C

E

G

B

D

F

H

注：A.空白对照1周组；B.心理应激1周组；C.空白对照3周组；D.心理

应激3周组；E.空白对照5周组；F.心理应激5周组；G.应激恢复对照

组；H.应激恢复组

图4  大鼠髁突HE染色（200×）

图3  大鼠开臂进入次数百分比与开臂停留时间百分比

注：*P＜0.05
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（25.92±5.40）%，与同期对照组（10.60±4.45）%

相比差异有统计学意义（P＜0.05）。心理应激恢复组

可见细胞内Caspase-3阳性表达明显减少，阳性率为

（22.67±4.74）%，与同期对照组（12.16±6.09）%相

比差异无统计学意义（P＞0.05）。这表明一定时间内细

胞内Caspase-3的表达随应激时间的增加而增加，在心理

应激第3周时达到峰值，随后随应激时间的增加，细胞内

Caspase-3表达开始减少。心理应激5周后自然恢复组细胞

内Caspase-3表达较恢复前进一步减少。见图8、表3。

图7  心理应激1周与3周组Caspase-3免疫组化染色（100×）

  表3  两组不同时间Caspase-3阳性表达百分率比较（n=6，x̄±s，%）

组别       1周  3周    5周   应激恢复期

心理应激组 13.96±3.45  30.73±5.05  25.92±5.40  22.67±4.74

空白对照组  4.57±2.30   9.35±3.35  10.60±4.45  12.16±6.09

t值      5.547        8.642   5.363      3.336

P值    ＜0.001      ＜0.001 ＜0.001      0.008

3  讨论

单纯心理应激交流箱法可以有效避免动物躯体应激，

能够更准确地模仿人类情绪。由于电击的时间、强度可量

化，这种方法有较好的可重复性，但由于交流箱法应激方

式比较单一，随着应激时间增加动物可能会产生适应性和

耐受性，所以该方法不适用于建立长期心理应激模型。处

在心理应激状态下的实验组大鼠体重增长量较同期对照组

低，个别应激组大鼠甚至出现了体重负增长现象，这可能

与心理应激使大鼠情绪紧张、抑郁焦虑继而导致的进食减

少有关，这一现象与人类患有抑郁症或焦虑症时短期内体

重减轻现象[20]相一致。应激组大鼠体重增长量虽减少，但

与同期对照组大鼠相比差异无统计学意义（P＞0.05），这

可能是由于大鼠体重增量为累积变量，而本实验中所设计

的组间时间间隔较短所致。

旷场试演和高架实验是公认有效评价动物应激模型的

方法之一[21]。与同期对照组相比，心理应激1周组、3周

组、5周组大鼠在中央区域停留时间更长，总移动距离更

短，差异具有显著性（P＜0.05），这表明心理应激1、3、

5周后动物自主探究行为减少，精神紧张度增加，抑郁程度

较高，处于应激状态；心理应激恢复组与同期对照组大鼠

的旷场中央区域停留时间、总移动距离相比，结果差异无

统计学意义（P＞0.05），这说明去除刺激恢复四周后，大

鼠心理应激状态消失。

高架实验结果显示，与同期对照组相比，心理应激1周

组、3周组、5周组大鼠进入开放臂次数少，开放臂停留时间

短，结果均有统计学意义（P＜0.05），这表明动物恐惧心

态增加，探究行为减少，焦虑程度较高。心理应激恢复组与

同期对照组大鼠的开放臂进入次数、开放臂停留时间相比，

结果差异无统计学意义（P＞0.05），说明去除刺激自行恢

A B

E F

C D

G H

注：A.空白对照1周组；B.应激1周组；C.空白对照3周组；D.应激3周

组；E.空白对照5周组；F.应激5周组；G.应激恢复对照组；H.应激恢

复组

图6  软骨细胞Tunel染色（40×）

图8  Caspase-3免疫组化染色（40×）

B

D

F

H

A

C

E

G

注：A.空白对照1周组；B.应激1周组；C.空白对照3周组；D.应激3周组；

E.空白对照5周组；F.应激5周组；G.应激恢复对照组；H.应激恢复组
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复四周后，大鼠焦虑得到缓解，应激状态得到有效改善。因

此，心理应激引起大鼠显著的行为学改变，表现为焦虑水平

的显著增加，体重增长量略有减少但差异无统计学意义

颞下颌关节髁突软骨是下颌骨重要的生长发育中心之

一,作为软骨内唯一的细胞成分，软骨细胞的数目和功能

至关重要。增殖层间充质细胞可增殖分化为成软骨细胞层

内的成软骨细胞和软骨细胞，经过软骨内骨化形成钙化软

骨，最终形成新骨。髁突软骨引导髁突乃至整个关节发生

适应性改建。心理应激1周组，3周组，5周组髁突软骨均

出现了不同程度的破坏。心理应激1周，由于时间较短，

软骨表面胶原纤维仅出现轻微排列紊乱。应激时间增加至3

周时，软骨结果破坏最明显，可见表面纤维层断裂甚至脱

离，软骨层变薄，增殖层细胞层数也明显减少，随着应激

时间进一步延长，应激5周时较3周时病变程度略减轻，表

面纤维仍有松解，连续性破坏明显，增殖层细胞较对照组

稍有减少。可见心理应激对颞下颌关节的影响是一个累积

的过程，随着应激时间的延长，当刺激累积超过了机体自

身的调节能力时，便会造成组织比较明显的病理性损伤，

在应激开始后的前3周内随时间的延长而加重。然而当心

理应激种类和强度保持不变时，随着应激时间的进一步延

长，动物可能对该刺激产生了一定的适应性，虽从行为学

来看此时动物仍处于应激状态，但软骨损伤不再进一步恶

化。去除刺激源后应激恢复组髁突软骨病变显著减轻，这

表明该损伤具有一定自愈性。由于心理应激对髁突软骨造

成的损伤仅限于软骨中上层，并未出现严重的软骨下骨损

伤，故其更容易修复，与文献报道一致[22-24]。结论为心理

应激导致大鼠颞下颌关节髁突软骨结构损伤，表现为软骨

纤维层断裂、增殖层细胞层数减少等，且随着应激时间的

延长，损伤加剧。

细胞凋亡是一种细胞程序性死亡。其中有Caspase

级联反应参与的细胞凋亡是最凋亡的主要途径。本实验

采用Tunel法评估软骨细胞凋亡情况，可以看到，在正常

对照组中也存在细胞凋亡现象，但凋亡率极低，仅有个

别细胞被绿色荧光标记。心理应激组在1周、3周和5周时

的Caspase-3阳性表达百分率显著高于空白对照组，差异

有统计学意义（P＜0.05）。这表明心理应激显著增加了

Caspase-3的表达，提示应激可能诱导了细胞凋亡的增加，

表明心理应激后软骨细胞的凋亡率明显提高。在一定时间

内，软骨细胞凋亡率随心理应激时间延长而增加，在细胞

应激3周时细胞凋亡率达到峰值，之后随着应激时间的延长

5周组Caspase-3阳性率较3周组减小，这可能与机体对应激

产生耐受性有关。在恢复阶段，心理应激组的Caspase-3阳

性表达百分率有所下降，但仍高于空白对照组，说明尽管

心理应激的影响在恢复期有所减弱，但其对细胞凋亡的影

响仍然存在。Caspase-3的阳性表达率与软骨细胞凋亡率和

髁突软骨破坏的严重程度呈正相关。软骨细胞凋亡率改变

的趋势与髁突软骨组织学变化的趋势一致。凋亡的软骨细

胞大多分布在软骨的表层和中层，与文献报道一致。结论

为心理应激组大鼠的软骨细胞凋亡率显著增加，尤其在应

激3周时凋亡率最高，表明心理应激诱导了软骨细胞的过度

凋亡。在心理应激停止后，自然恢复期大鼠的软骨组织结

构和细胞凋亡情况有所改善，表明心理应激的部分损伤在

停止应激后可以恢复。

综上所述，说明心理应激可以引起颞下颌关节髁突

软骨的病理性改变，并且在软骨病理性进程中软骨细胞出

现过度凋亡的现象。本研究表明单纯心理应激可引起颞

下颌关节髁突软骨的病理性改变，可能与软骨细胞内

Caspase-3表达增加及软骨细胞过度凋亡有关。这一发

现为理解心理应激对颞下颌关节紊乱病（TMD）病理机

制提供了重要理论依据，并提示在TMD的治疗和预防中

应考虑心理因素的影响。
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芦荟大黄素抑制人黑素瘤细胞A375增殖和侵袭的作用及机制初探
李妍芯1，赵奥林1，阮 英2

（1.咸宁市中心医院·湖北科技学院附属第一医院皮肤性病科  湖北 咸宁  437100；2.湖北科技学院全科医学国家级实验教学

示范中心  湖北 咸宁  437100）

[摘要]目的：探讨芦荟大黄素经AKT/mTOR途径抑制人黑素瘤细胞（A375）增殖和侵袭的机制。方法：设A375细胞组、紫杉

醇组（500 μmol·ml-1）、芦荟大黄素低剂量组（500 μmol·ml-1）、高剂量组（1 000 μmol·ml-1），每组设6个平行样，

培养72 h。实验结束后，采用四甲基偶氮唑蓝（MTT）法测定各组细胞增殖水平，流式细胞术检测细胞凋亡率和细胞周期，

Transwell法测定细胞侵袭水平，划痕实验检测细胞迁移水平，RT-qPCR及Western blot法检测细胞AKT、P-AKT、mTOR mRNA

和蛋白表达水平。结果：与A375细胞组比较，紫杉醇组、芦荟大黄素低、高剂量组OD值、存活率、穿膜数、迁移距离、

AKT、P-AKT、mTOR mRNA和蛋白表达水平降低（P＜0.05），凋亡率、G2/M升高（P＜0.05）；与紫杉醇组比较，芦荟大黄素

低剂量组OD值、存活率、穿膜数、迁移距离、AKT、P-AKT、mTOR mRNA和蛋白表达水平升高（P＜0.05），凋亡率、G2/M降低

（P＜0.05），而芦荟大黄素高剂量组OD值、存活率、穿膜数、迁移距离、凋亡率、G2/M、AKT、P-AKT、mTOR mRNA和蛋白

表达水平无明显变化（P＞0.05）；与芦荟大黄素低剂量组比较，芦荟大黄素高剂量组OD值、存活率、穿膜数、迁移距离、

AKT、P-AKT、mTOR mRNA和蛋白表达水平降低（P＜0.05），凋亡率、G2/M降低（P＜0.05）。结论：芦荟大黄素对黑素瘤细

胞增殖和侵袭具有明显抑制作用，其机制可能与芦荟大黄素抑制AKT/mTOR通路的激活有关。
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