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【摘要】 目的 探讨慢性不可预见性应激引起的颞下颌关节髁突软骨的组织学受损的转归, 为颞下颌关节

紊乱病的防治提供实验依据。方法 本动物实验经第四军医大学口腔医院实验动物管理伦理委员会批准

（批准号：2020伦审字 081号）。将 60只雄性 SD大鼠随机分为空白对照组、应激组、应激去除 2周组、应激去除

4周组、应激去除 8周组。对大鼠施加的慢性不可预见性应激（chronic unpredictable moderate stress，CUMS）包

括 24 h潮湿垫料、12 h倾斜饲养、4 h噪音、昼夜颠倒、强迫浸水、夹尾、束缚应激，持续 8周；在去除应激 2周、

4周、8周后观察其血清学、行为学以及髁突软骨组织学与超微结构的变化，其中采用酶联免疫法观察大鼠的

血清促肾上腺皮质激素（adrenocorticotropic hormone，ACTH）和皮质酮（corticosterone，CORT）水平的变化，采用

糖水偏好实验和强迫游泳实验观察大鼠抑郁样情绪的行为学变化，运用免疫组织化学染色法和 Western blot
法检测髁突软骨白细胞介素⁃1α（interleukin⁃1α，IL⁃1α）和基质金属蛋白酶⁃3（matrix metalloproteinases⁃3，MMP⁃3）
的表达。结果 应激组在 CUMS刺激持续 8周末时，与对照组相比大鼠血清中 CORT和ACTH水平增高（P＜

0.01），行为学表现为摄糖减少、强迫游泳实验中“不动”时间延长（P＜0.01），说明出现了明显的快感缺失、抑

郁、绝望情绪，证明CUMS模型建立成功；并且髁突软骨表现出明显的退行性改变，软骨表面胶原纤维排列紊`
乱，蛋白多糖合成减少；髁突中的 IL⁃1α和MMP⁃3在各层软骨的胞内和细胞外基质中均有表达，且表达水平升

高（P＜0.01）。应激去除 2周后CORT和ACTH血清学水平下降，但高于对照组（P＜0.01），行为学检测与对照

组相比仍有差异（P＜0.01）；髁突软骨表面仍可看到松解的胶原纤维，增殖层内可见一些游离细胞区；髁突中

的 IL⁃1α和MMP⁃3在各层软骨的表达较应激组降低，但仍高于对照组（P＜0.01）。应激去除 4周后，CORT和

ACTH血清学变化恢复到正常水平，行为学测试与对照组仍有差异（P＜0.05），髁突软骨表面有少量胶原纤

维，IL⁃1α和MMP⁃3的表达与应激组相比显著下降（P＜0.01），其中 IL⁃1α水平接近对照组水平（P＞0.05），但

MMP⁃3的表达仍高于对照组（P＜0.01）。应激去除8周后，行为学变化也恢复到正常水平，与对照组相比差异无

统计学意义（P＞0.05），髁突胶原纤维增多，呈现波纹状，并未发生严重的软骨下骨的损伤，未发生不可逆损害，

IL⁃1α和MMP⁃3的表达水平均接近对照组水平（P＞0.05）。结论 CUMS引起的行为学改变和髁突软骨损伤在

应激因素去除后可以随时间自然恢复，IL⁃1α和MMP⁃3表达的下降可能是这种自我修复过程的内在机制之一。
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Military Stomatology, National Clinical Research Center for Oral Diseases, Shaanxi International Joint Research Center
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versity, Xi'an 710032, China; 2. Department of Stomatology, Guangzhou Hospital of Integrated Traditional and West
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Corresponding author: CHEN Yongjin, Email: cyj1229@fmmu.edu.cn, Tel: 86 ⁃ 29 ⁃ 84776488; ZHAO Yajuan, Email:
zyjuan_924@foxmail.com,Tel: 86⁃29⁃847764889
【Abstract】 Objective To investigate the histological damage recovery of temporomandibular joint condylar carti⁃
lage caused by chronic unpredictable moderate stress, aiming to provide an experimental basis for the prevention and
treatment of temporomandibular disorder. Methods This animal experiment was approved by the Laboratory Animal
Ethical Inspection, School of Stomatology, The Fourth Military Medical University (No. 2020081). 60 male SD rats were
randomly divided into control group, stress group, and 2⁃, 4⁃ and 8⁃week post⁃stress recovery groups. Rats were subject⁃
ed to chronic unpredictable moderate stress (CUMS) for 8 weeks including damp sawdust for 24 hours, tilted cage for 12
hours, noise for 4 hours, light/dark cycle reversal, water immersion, tail clamp, and restraint stress. The serum assess⁃
ment, behavioral tests, histological and ultrastructural observation were performed 2⁃, 4⁃ and 8⁃weeks after stress factors
were removed. Serum levels of adrenocorticotropic hormone (ACTH) and corticosterone (CORT) were determined with
ELISA. The sucrose preference test (SPT) and the forced swim test (FST) were used to assess the depressive⁃like behav⁃
ior. The expression level of interleukin⁃1α (IL⁃1α) and matrix metalloproteinases⁃3 (MMP⁃3) were determined by Immu⁃
nohistochemistry and Western blot. Results At the end of 8 weeks of CUMS, the serum levels of CORT and ACTH
were significantly higher in stress group compared with control group (P＜0.01). The sucrose preference decreased sig⁃
nificantly and the immobility time increased significantly in the stressed rats compared with those in the control group,
indicating a successful establishment of CUMS. The condylar cartilage showed significant degenerative changes, with
disorganized collagen fibers and reduced proteoglycan synthesis on the cartilage surface. IL⁃ 1α and MMP⁃3 were ex⁃
pressed in the intracellular and extracellular matrix of the condylar cartilage, and their expression levels were increased
(P＜0.01). After 2 weeks of stress removal, the serum levels of CORT and ACTH were decreased but higher than control
group (P＜0.01), and behavioral changes were still different from the control group (P＜0.01); the loosened collagen fi⁃
bers could still be seen on the surface of condylar cartilage, and some free cell areas were visible within the proliferative
layer; additionally, IL⁃1α and MMP⁃3 expression in the condyle was reduced in all layers of cartilage when compared
with the stress group, but was still higher than in the control group (P＜0.01). After 4 weeks of stress removal, the se⁃
rum levels of CORT and ACTH changes returned to normal levels and behavioral changes were still different from con⁃
trol group (P＜0.05); a few collagen fibers could be seen on the surface of the condylar cartilage and the expressions of
IL⁃1α and MMP⁃3 decreased significantly compared with the stress group (P＜0.01), with the similar level of IL⁃1α
(P＞0.05) and higher expression of MMP⁃3 comparing with the control group (P＜0.01). After 8 weeks of stress remov⁃
al, behavioral changes returned to normal levels, with no statistically significant differences compared with the control
group (P＞0.05). The condylar collagen fibers increased and showed a corrugated pattern, and no serious subchondral
bone damage as well as irreversible damage occurred. Both of the expression levels of IL⁃ 1α and MMP⁃3 approached
those of the control group after 8 weeks of stress removal (P＞0.05). Conclusion The behavioral changes and condylar
cartilage damage caused by CUMS could be self⁃repaired. The decline in IL⁃1α and MMP⁃3 expression may be one of
the intrinsic mechanisms of this self⁃repair process.
【Key words】 psychological stress; chronic unpredictable moderate stress; temporomandibular disorder; depres⁃
sive⁃like behavior; condylar cartilage; interleukin⁃1α; matrix metalloproteinase⁃3; natural reversal
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颞下颌关节紊乱病（temporomandibular disor⁃
ders，TMD）是口颌系统最常见的疾病之一，典型症

状包括口腔颌面部、颞下颌关节区持续的疼痛和

下颌功能障碍，严重影响患者的正常生活［1⁃2］。临

床研究显示，与健康人群相比，慢性 TMD患者的心

理失调情况如焦虑和抑郁情绪的发病率更高［3⁃4］；

同时患有 TMD和心理疾病的患者，在联合给予心

理干预和药物治疗时，颞下颌关节疼痛和下颌运

动受限的症状有所改善［5］。由此可见，心理应激是

影响TMD发生、发展以及预后的重要因素。

长期的慢性应激可导致实验动物明显的焦虑

抑郁样行为，并且颞下颌关节髁突软骨超微结构

出现显著的损伤与破坏［6］。在去除应激因素后，经

过一段时长的恢复，髁突软骨受损的表面超微结

构能够得到较好的自我修复［7］。炎性因子白细胞

介素⁃1（interleukin⁃1，IL⁃1）的局部高表达很可能在

慢性应激导致的髁突软骨损伤中发挥重要作用，

造成其出现骨关节炎样病变［6, 8⁃9］。IL⁃1的高表达

可进一步激活基质金属蛋白酶（matrix metallopro⁃
teinases，MMPs），导致细胞外基质的渐进性降解，

并对髁突软骨组织产生破坏［10⁃11］。

慢性不可预见性应激是一种用于诱导啮齿类

动物焦虑及抑郁样行为的经典动物模型。因其给

予的刺激因素多样且不可预知，动物较难产生条

件性适应，从而产生焦虑抑郁样行为。因此，本研

究拟通过对动物施加慢性不可预见性应激后，观

察颞下颌关节超微结构与组织学的变化，进一步

明确慢性不可预见性应激导致髁突软骨损伤的自

然恢复状况；并观察软骨中炎性因子与MMPs表达

水平的变化趋势。旨在更深入地探究慢性不可预

见性应激导致的髁突软骨损伤的自然转归特征以

及自我修复的内在机制。

1 材料和方法

1.1 主要试剂及设备

雄性 SD 大鼠（空军军医大学实验动物中心，

SCXK（陕）2019⁃001，中国）；自制束缚器；Bw⁃dfs201
型强迫游泳实验系统（上海软隆科技发展有限公

司，中国）；大鼠皮质酮（corticosterone，CORT）、大鼠

促肾上腺皮质激素（adrenocorticotropic hormone，
ACTH）、ELISA试剂盒（江苏科特生物科技有限公

司，中国）；1∶200 兔抗 IL⁃1α、1︰200 兔抗 MMP⁃3
（Abcam Bio 公司，USA），全波段酶标仪（Infinite
M200 Pro NanoQuant，TECAN 公司，瑞士）；场发射

扫描电镜（JSM⁃6000型，JEOL公司，日本）；低温离心

机（GTR16⁃2型，北京时代北利离心机有限公司，中

国）；光学显微镜（DM1000，Leica公司，德国）；氧化

物酶/二氨基联苯胺（Diaminobenzidine，DAB）（sigma
公司，美国）；Pierce BCA 蛋白检测试剂盒（Rock⁃
ford，IL，美国）。

1.2 实验动物及饲养环境

60只雄性 SD大鼠（SPF级，8周），饲养条件：温

度（24 ± 1）°C，湿度 40% ~ 60%，12 h光/暗循环，背

景噪声＜60 dB。所有动物实验经第四军医大学口

腔医院实验动物管理伦理委员会批准（批准号：

2020伦审字 081号）。

1.3 实验分组

大鼠随机分为 5组：空白对照组（Control）、应

激组（Stress）、应激去除 2周组（2 week post stress，
2w ps）、应激去除 4周组（4w ps）、应激去除 8周组

（8w ps），每组 12只。

1.4 大鼠慢性不可预见性应激模型建立

对照组大鼠正常状态下饲养，不受应激刺

激。其他 4 组的大鼠接受慢性不可预见性应激

（chronic unpredictable moderate stress，CUMS）［12 ⁃ 13］。

CUMS主要包括 7种刺激因素：24 h潮湿垫料、12 h
倾斜饲养（饲养笼倾斜 30度角）、4 h噪音（白噪音

80 分贝）、昼夜颠倒、5 min 强迫浸水（水面高度

8 cm，大鼠的头部可位于水面上）、10 min夹尾（距

尾端 3 cm）、1 h的束缚应激（大鼠置于弹性钢丝网

制成的束缚器中，在束缚过程中，大鼠的四肢不受

限制，但不能自由移动）。每天只施加 1种应激方

法，1周为 1个循环。给予各组大鼠 8周的 CUMS，
其中应激去除 8周组、应激去除 4周组、应激去除

2 周组在第 8、12、14周去除刺激因素恢复正常饲

养，60只大鼠在16周结束后开始统一进行检测与取

材。各组详细应激过程和取材时间如图 1所示。

CUMS: chronic unpredictable moderate stress. 8w ps, 4w ps, 2w ps
and stress: 8 weeks, 4 weeks, 2 weeks post ⁃ stress recovery group
and stress group. n = 12
Figure 1 Representative schematic diagrams of detailed

procedure of CUMS and sampling time of each group
图 1 动物慢性不可预见性应激实验流程图

0w 4w 6w 8w 12w 14w 16w Behavior test
& sampling

CUMS
（stress）

CUMS
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1.5 行为学测试

各组大鼠在实验结束之后的第一天进行行为

学测试。①糖水偏好实验（sucrose preference test，
SPT）[14]：大鼠自由饮用 1%的糖水溶液或纯水以适

应 1周。在实验测试之前，大鼠禁食禁水 10 h，然
后将其单独饲养，并在 24 h内自由饮用 1%的糖水

溶液或纯水。记录大鼠消耗糖水和饮用水量，并

计算出糖水所占比率。②强迫游泳实验（forced
swim test，FST）[14]：将大鼠放入一个含有自来水的

玻璃圆筒（直径 30 cm，深 40 cm）中 6 min，强迫其

游泳，观察大鼠的“行为绝望状态”。前 2 min为适

应阶段，后 4 min用摄像机记录大鼠活动状况，并

记录其“不动”时间。

1.6 血清学检测

各组大鼠在实验结束之后的第二天取血及取

材。大鼠腹腔注射 1%戊巴比妥钠 50 mg/kg麻醉，

心脏采血1.5 mL，冰浴静置30 min。在4 ℃，3 000 rpm
下离心 30 min后分离血清。ELISA方法检测血清

促肾上腺皮质激素（adrenocorticotropic hormone，
ACTH）和皮质酮（corticosterone，CORT）水平。

1.7 超微结构和组织学观察

各组大鼠在实验结束之后的第三天进行超微

结构和组织学观察。各组取 6 只大鼠腹腔注射

1%戊巴比妥钠 50 mg/kg进行麻醉，用颈椎脱位法

处死，取出双侧髁突。一侧髁突软骨用于超微结

构观察：用 0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.3）
冲洗髁突，然后置于 4 ℃的 3%戊二醛中固定 48 h，
在 1%的锇酸中固定 1 h，乙醇梯度脱水和喷金，在

扫描电镜下进行观察；另一侧用于苏木精和伊红

（hematoxylin⁃eosin，HE）染色：将髁突软骨置于 4%
聚甲醛中浸泡 48 h，在 15%EDTA中脱钙 6周，石蜡

包埋，取矢状面切片（厚 5 μm）进行HE染色，光镜

下进行组织学观察。

1.8 免疫组织化学检测

各组取 6只大鼠按照HE染色方法收集单侧髁

突软骨组织并进行包埋切片，0.01 mol/L PBS冲洗，

0.3% H2O2处理 10 min，羊血清 37 ℃孵育 5 min。加

入兔抗 IL⁃1α和MMP⁃3，4 ℃过夜；PBS漂洗后，加

入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗孵育 1 h，
使用DAB显色 5 min，苏木精复染 1 min。封片后用

光学显微镜观察并拍照，观察髁突软骨后 1/3和中

1/3处的正方形区域并拍照。

1.9 Western blot检测

取出另一侧髁突软骨，12 000 rpm离心 10 min
后匀浆，取上清液，在 100 ℃下加热 5 min并冷却。

然后用BCA蛋白检测试剂盒进行蛋白定量。将样

品加入 10% SDS⁃PAGE凝胶上电泳，转膜（100 mA，

40 min）。将转膜结束的 PVDF膜置于封闭液中1 h，
加入一抗：兔抗 IL⁃1α和MMP⁃3，4 ℃孵育过夜，以

及鼠抗 β⁃actin（1∶5 000）。次日取出 PVDF膜漂洗

后，加入二抗室温孵育 2 h。清洗后进行 ECL 发

光，并采用 Image Lab 软件分析蛋白印迹的光

密度。

1.10 统计学分析

用 SPSS 19.0软件分析，数据用均数±标准差表

示，组间比较用单因素方差分析，并采用Bonferroni
检验进行两两比较，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 血清学检测

应激组大鼠血清中CORT和ACTH水平与对照

组相比明显升高（P＜0.000 1）；在应激去除 2周组

中，CORT和ACTH水平有下降趋势，但仍高于对照

组（P = 0.030 7，P = 0.000 3）；应激去除 4周和 8周

后，血清 CORT 和 ACTH水平恢复正常，与应激组

相比差异有统计学意义（P＜0.000 1）（图 2）。

2.2 行为学变化

与对照组相比，应激组大鼠糖水偏好率降低

（P = 0.000 1），强迫游泳的静止时间增加（P＜0.000 1）；

应激去除 2周和 4周，大鼠糖水偏好率有升高的趋
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Figure 2 Serological detection before and after
removal of chronic unpredictability stress in rats
图 2 大鼠慢性不可预见性应激去除前后

血清学检测
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the control group. ##P＜0.01 compared with stress group
Figure 3 Behavioral detection before and after remov⁃
al of chronic unpredictability stress in rats
图 3 大鼠慢性不可预见性应激去除前后行为学

检测

势，但仍低于对照组（P = 0.002 5，P = 0.047 5），强迫

游泳的静止时间呈减少趋势，但仍高于对照组（P =
0.006 7，P = 0.041 0）；应激去除 8 周后，糖水偏好

率和强迫游泳静止时间接近对照组，与应激组相

比差异有统计学意义（P = 0.006 3，P＜0.000 1）
（图 3）。

2.3 超微结构和组织学观察

髁突软骨表面的扫描电镜结果如图 4 所示。

在对照组中，髁突表面的纤维排列整齐，并覆盖了

一层波浪状的凝胶状物质（图 4a）；应激组髁突表

面凝胶样物质消失，下层的胶原纤维暴露，呈排列

紊乱状态（图 4b）；应激去除 2周后，仍可看到松解

的胶原纤维（图 4c）；应激去除 4周后，仅观察到少

量的胶原纤维，髁突表面明显变平（图 4d）；应激去

除 8周后，髁突表面凝胶样物质增加，再次呈现波

纹状（图 4e）。

大鼠髁突软骨横切面的HE染色见图 5。对照

组观察到有 4层，包括纤维层、增殖层、成熟软骨细

胞层和肥厚层（图 5a）；应激组纤维层表面可见纤

维碎片和游离细胞，增殖层结构紊乱（图 5b）；应激

去除 2周后，关节腔内仍可见纤维碎片，而增殖层

内可见一些无细胞区（图 5c）；应激去除 4周和 8周

后，纤维层表面光滑、增厚，增殖层仍见无细胞区

（图 5d、5e）。

2.4 IL⁃1α和MMP⁃3的表达

各组髁突软骨中 IL⁃1α表达的免疫组织化学

染色和Western blot结果见图 6。在软骨细胞、细胞

质和细胞外基质中 IL⁃1α均有表达（图 6a ~ 6e虚线

标出部分），应激组髁突软骨中 IL⁃1α 表达升高

（P＜0.000 1）；在应激去除 2周后，IL⁃1α的表达呈

下降趋势，但仍高于对照组（P = 0.000 2）；在应激

去除 4周和 8周后，IL⁃1α的表达继续下降，与应激

组相比差异有统计学意义（P＜0.000 1，P＜0.000 1），

与对照组差异无统计学意义（P＞0.05）。

各组髁突软骨中MMP⁃3表达的免疫组织化学

染色和Western blot结果见图 7。在软骨细胞的细

胞质和细胞外基质中出现MMP⁃3的表达（图7a ~ 7e
虚线标出部分）。应激 8周后，MMP⁃3的表达明显

高于对照组（P＜0.000 1）；应激去除后 2周和 4周，

MMP⁃3 的表达逐渐下降，但仍高于对照组（P＜

a: control group( the fibers on the condylar surface were arranged neatly and coated with a wavy layer of
gel⁃like substance); b: stress group [the gel⁃like substance disappeared, and the underlying collagen fibers
(red arrows) were exposed and disordered]; c: 2 weeks post ⁃ stress recovery group( large collagen fibers
could still be seen); d: 4 weeks post⁃stress recovery group(only thin fibers were observed, and the condy⁃
lar surface flattened considerably); e: 8 weeks post⁃stress recovery group(fibers were further increased on
the condylar surface, and the wavy lines reappeared). red arrows: collagen fibers. bar = 50 μm

a b c d

e

Figure 4 Scanning electron microscopy images of the ultrastructure of the condylar cartilage before and after removal of chronic
unpredictable moderate stress in rats（1 000×）

图 4 大鼠慢性不可预见性应激去除前后髁突软骨扫描电镜结果（1 000×）
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a⁃e: IL⁃1α was expressed in both chondrocyte cytoplasm and extracellular matrix (areas of dotted lines) a: control group; b: stress group(the IL⁃
1α expression significantly elevated); c: 2 weeks post⁃stress recovery group(IL⁃1α expression decreased partly but remained higher than that in
the control group); d: 4 weeks post⁃stress recovery group(IL⁃1α expression was not significantly different from that in the control group; e: 8
weeks post⁃stress recovery group(IL⁃1α expression was not significantly different from that in the control group); f: Western blot results. 2w ps,
4w ps and 8w ps: 2 weeks, 4 weeks, and 8 weeks post⁃stress recovery group. **P＜0.01 compared with the control group; #P＜0.05, ##P＜
0.01 compared with the stress group). IL⁃1α: interleukin⁃1α. bar=200 μm
Figure 6 Immunohistochemical staining（200×）and Western blotting results of IL⁃1α expression in condylar cartilage before

and after removal of chronic unpredictable moderate stress in rats
图 6 大鼠慢性不可预见性应激去除前后髁突中 IL⁃1α表达的免疫组织化学染色（200×）和Western blot结果

Contro
l
Stress 2w ps 4w ps 8w ps

a: control group (F: fibrous layer; P: proliferating layer; M: mature chondrocyte layer; H: hypertrophic lay⁃
er); b: stress group(fiber fragments and free cells could be observed on the surface of the fibrous layer,
and the proliferation layer became disordered) ; c: 2 weeks post ⁃ stress recovery group(fiber fragments
were still visible in the joint cavity, while some cell⁃free zones were observed in the proliferation layer);
d&e: 4 weeks post⁃stress recovery group and 8 weeks post⁃stress recovery group( the surface of the fi⁃
brous layer became smoother and thicker, with the cell⁃ free zones remaining in the proliferation layer).
blue arrows: damaged fibrous layer; red arrows: cell⁃free zones. bar = 200 μm

a b c d

e

Figure 5 HE staining of condylar cartilage before and after removal of chronic unpredictable moderate stress in rats（200×）
图 5 大鼠慢性不可预见性应激去除前后髁突软骨HE染色(200×)

0.000 1，P＜0.000 1）；应激去除 8周后，MMP⁃3表达

趋于正常，与应激组相比差异有统计学意义（P＜

0.000 1），与对照组差异无统计学意义（P＞0.05）。

3 讨 论

大量研究证实，心理因素在 TMD的发生、发展

和预后中起着重要作用。国际TMD 诊断标准联盟

已明确提出：心理 ⁃社会因素的轴Ⅱ诊断是评估

TMD 发生与持续可能性的重要指标[2,15]。本课题组

前期研究中采用 CUMS来模拟人类日常生活中受

到的慢性应激 [16⁃17]，连续给予 8周后，动物可出现显

著的抑郁样情绪 [13]。本研究结果也显示，CUMS应

激 8周后，大鼠血清中 CORT和 ACTH水平显著增

高，行为学表现为摄糖减少、FST实验中“不动”时
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a⁃e: MMP⁃3 was expressed in both chondrocyte cytoplasm and extracellular matrix (areas of dotted lines). a: control group; b: stress group
(MMP⁃3 expression significantly elevated); c: 2 weeks post⁃stress recovery group(MMP⁃3 expression decreased gradually but was still signifi⁃
cantly higher than in the control group); d: 4 weeks post⁃stress recovery group(MMP⁃3 expression decreased gradually but was still signifi⁃
cantly higher than in the control group); e: 8 weeks post⁃stress recovery group( MMP⁃3 expression was not significantly different from that in
the control group); f: Western blot results. 2w ps, 4w ps and 8w ps: 2 weeks, 4 weeks, and 8 weeks post⁃stress recovery group. **P＜0.01
compared with the control group; #P＜0.05, ##P＜0.01 compared with the stress group. MMP⁃3: matrix metalloproteinases⁃3. bar=200 μm
Figure 7 Immunohistochemical staining(200×) and Western blot results of MMP⁃3 expression in condylar cartilage before

and after removal of chronic unpredictable moderate stress in rats
图 7 大鼠慢性不可预见性应激去除前后髁突中MMP⁃3表达的免疫组织化学染色（200×）和Western blot结果

间延长，说明出现了明显的快感缺失、抑郁、绝望

情绪，证明 CUMS模型建立成功。一般认为，应激

可导致机体下丘脑⁃垂体⁃肾上腺（HPA）轴被激活，

诱导糖皮质激素水平发生变化，进一步调控下丘

脑神经元表达促肾上腺皮质激素，对神经系统中

神经元的损伤、修复和神经递质的兴奋、抑制都发

挥着重要作用，从而影响着机体社会行为学的变

化 [18]。而应激去除 4周后，血清学变化恢复到正常

水平，应激去除 8周后，行为学变化也恢复到正常

水平，可能是应激去除后，HPA轴活动逐渐恢复正

常，异常分泌的 CORT 和 ACTH 也降低至正常状

态，启动神经内在保护机制，经过恢复时间的延

长，大鼠异常行为学也得到恢复。因此，笔者认为

CUMS激发的这种神经内分泌和行为学反应可以

恢复。

髁突软骨组织由于其特殊的组织结构［19］，是

颞下颌关节相对较为脆弱的部分。在髁突软骨的

各层中，软骨细胞是软骨的核心成分，并表现出不

同的形态和生物学功能。本研究通过对髁突软骨

的组织学和超微结构观察发现，经CUMS应激 8周

后，髁突软骨表现出明显的退行性改变，软骨表面

胶原纤维排列紊乱，蛋白多糖合成减少。其中的

原因可能如下：①心理应激导致下颌骨肌肉过度

活动，导致髁突软骨受到过度压力［14］，软骨细胞出

现代谢异常［20］，最终导致软骨损伤；②心理应激引

起的内分泌和免疫系统异常反应促进髁突软骨分

泌炎症因子和蛋白酶，导致软骨基质发生降解［6］。

本研究通过对软骨组织学的观察发现，CUMS
引起的髁突软骨损伤在 8周后均局限于软骨表面

和中间层，并未发生严重的软骨下骨的损伤，未发

生不可逆损害。因此，去除应激因子后，软骨损伤

能逐渐出现自我修复过程，增殖层细胞呈代偿性

增殖，出现无细胞区。这与以往关于软骨损伤恢

复过程的研究结果相似［21］。通过扫描电镜观察，

发现髁突表面的胶原纤维排列紊乱呈下降趋势。

因此，笔者认为 CUMS应激 8周后引起的 TMJ髁突

软骨损伤在一定程度上是可逆的。这也与之前的

研究结果一致，即CUMS导致的髁突损伤仅有细胞

的蛋白多糖合成减少、纤维结构保持完整，而此种

类别的关节损伤可以自然修复［22］。

以往研究证实，炎性因子在颞下颌关节退行

性变的进展中起着重要作用。颞下颌关节骨关节

炎往往伴随着髁突软骨中炎性因子 IL⁃1的分泌增

多，进一步加重了局部的组织炎症反应［23］。并且，

IL⁃1可介导软骨细胞产生多种对软骨具有破坏性

作用的胶原酶和蛋白聚糖酶，如MMP⁃3［24］，对软骨
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基质的合成有抑制作用。MMP⁃3是最重要的软骨

降解酶之一，与Ⅱ型胶原和聚集蛋白聚糖的降解

密切相关。有研究表明，在骨关节炎患者的软骨

中出现了MMP⁃3的高表达［25］。本研究结果显示，

在正常的髁突软骨中，只有少量的 IL⁃1α和MMP⁃3
表达，其中大部分在软骨肥厚层表达；应激 8 周

后，髁突中的 IL⁃1α和MMP⁃3在各层软骨的胞内和

细胞外基质中均有表达，且表达水平显著升高。

这表明 CUMS引起的组织 IL⁃1α和MMP⁃3的局部

高表达与髁突软骨损伤密切相关，可能是诱发髁

突软骨基质逐渐降解，最终促使细胞崩解的直接

原因之一［26］，从而导致髁突软骨的组织学损伤。

而在去除应激因素后，IL⁃1α和MMP⁃3的表达水平

出现明显的下降趋势，其中 IL⁃1α水平在去除应激

4周后与对照组达到一致，而MMP⁃3的表达恢复稍

慢，在去除应激因素 8周后恢复到正常水平。可能

由于 MMP⁃3 的产生部分是由 IL⁃1α 介导，因此

MMP⁃3的表达变化存在滞后效应。IL⁃1α和MMP⁃
3的表达水平在恢复期的显著下降，也提示应激引

起的软骨局部炎症反应和基质破坏在应激去除后

逐渐减轻，影响组织修复的不利因素明显减弱，可

能也是破坏的软骨组织得到了较好的修复的因素

之一［27］。

综上所述，本研究表明 CUMS 造成的髁突软

骨组织学和超微结构损伤在去除应激因素后 8周

可得到较好的修复；软骨组织中 IL⁃1α和MMP⁃3的

表达水平在去除应激因素后明显降低，可能是调

控髁突软骨自我修复过程的内在机制之一。研究

者在认识 TMD的病因、发生机制时不能忽视心理

因素的重要作用，及时去除应激对机体的影响可

以逆转或者预防 TMD患者颞下颌关节发生的不可

逆性改变。
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