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高强度运动对膝关节软骨组织病理学及

关节液内生物标记物的影响

常棋 黄昌林 李芳芳

【摘要 】 目的 研究高强度运动对关节软骨病理组织学方面的影响
,

并了解基质金属蛋白

酶 一 一 、

基质金属蛋白酶 一 一 、

基质金属蛋白酶抑制因子 一 一 作为生

物标记物在不同训练阶段的变化及其意义
。

方法 只新西兰大白兔随机分为 组
,

对照组

只
,

笼内自由活动 训练组 只
,

每日行电刺激蹦跳训练
。

训练组动物与对照组动物分期分批抽

取关节液并处死取材
。

应用 方法检测关节液 一 、 一 、 一 浓度
。

膝关节软

骨做病理组织学检查
,

分别行光电镜显微观察以及葡萄糖胺聚糖
、

关节软骨及软骨下骨厚

度
、

坏死细胞率
、

病理学评分等检测
。

结果 显微观察显示训练组动物在训练 周时便

开始有膝关节软骨过劳性损伤早期改变
,

周时损伤改变进一步加重
。

周时
,

训练组 含量

与软骨下骨厚度明显低于对照组
,

评分明显高于对照组 周时
,

训练组 含量
、

关节软

骨及软骨下骨厚度明显低于对照组
,

坏死细胞率
、

评分明显高于对照组
。

训练组关节液内
一 、 一 、 一 浓度在训练 周

、

周均高于对照组
,

各标记物在关节液中浓度与各病

理学检测指标间均有显著相关性
。

结论 高强度重复运动容易产生关节软骨运动性损伤
,

其始

动因素为软骨基质的变性及流失 关节液内 一 、 一 、 一 浓度变化可以很好地反映

关节软骨过劳性损伤病理改变情况
。

【关键词 】软骨
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山 】 卿
,

叩 公

有研究表明
,

长时间高强度
、

重复
、

冲击性
、

扭转

或剪切性的运动容易产生关节运动性损伤〔
’, , 〕。 在

这些损伤所致关节结构发生退行性改变的过程中
,

关节软骨及软骨下骨常被破坏
,

导致关节功能不可

逆的进行性减退
。

前期的一些研究表明
,

高强度运

动后体液中的某些蛋白分子
,

如基质金属蛋白酶及

其抑制因子等的代谢发生明显改变
,

可直接或间接

地反映关节软骨的状况或病变趋势
’, , 。 为此

,

笔

者采用兔高强度蹦跳运动模型
,

用组织形态学和免

疫学技术等方法
,

研究高强度蹦跳运动对关节软骨

病理组织学的影响
,

以及与关节液内生物标记物水

平之间的联系
,

旨在关节软骨过劳性损伤诱发因素
、

病理变化及早期诊断方面取得更大的进展
,

并为其

治疗开辟新的有效途径
。

材料与方法

动物及实验分组

只新西兰大白兔
,

雌雄不限
, 一 个月龄

,

体重 一 ,

平均
,

随机数字表法分为两

组
,

对照组 只 笼内自由活动
,

不做任何干预处理

训练组 只 放人面积为 的高电压

低电流脉冲动物刺激笼
,

训练量为刺激 次 而
,

刺

激时间加
一 ,

动物受电刺激后蹦跳并在笼内

奔跑数步
。

训练组每日训练各
,

中间休息
。

对

照组于训练组开始训练后
,

周抽取关节液
,

周抽

取关节液后全部处死
。

训练组在训练 周
、

周时各

处死 只
,

每只动物在处死前 抽取关节液
。

主要仪器及试剂低电流脉冲刺激笼 全军军事

训练医学研究所
, 一 型扫描电子显微镜 分辨

率
,

日本 电子公司
, 一 刃 型透

射电子显微镜 加速电压 田
,

分辨率
,

日

本 电子公司
,

住 田 倒置荧光显微镜

旧本 公司 型酶标分析仪 美国
一 公司

。

金属基质蛋白酶 一 、

一 、

基质金属蛋白酶抑制因子 一 、

检测试剂盒 美国

公司
。

实验步骤

组织学检查 组织学观察 在股骨裸负重

区采集标本 左侧膝关节做病理切片
,

右侧提取葡萄

糖胺聚糖 〕
。

大体观察样本厚约
,

包括

关节软骨和软骨下骨
。

电镜观察样本厚度为
,

长宽各为
。

大体观察样本 岁 多聚甲醛固

定
,

盐酸脱钙液脱钙
,

石蜡包埋
,

切片
,

行 及马森

三色法染色
。

电镜观察样本经 扩 戊二醛溶液固

定 周后行扫描与透射电镜观察
。

含量测

定 动物处死后以直径 环锯取股骨骸负重区

关节软骨及软骨下骨直至髓腔
,

液氮速冻后 一 ℃保

存
,

集中进行提取和测定
。

将软骨称重后
,

置于 而
,

包含
、

心 半胧氨酸
、

林 而 木瓜蛋白酶 中
, “

放置
。

改良的阿新蓝染液法测定以 含量 ’
,

含量以 卜群 软骨湿重表示
。

软骨层与软

骨下骨厚度测量 在组织切片上
,

测量软骨层〔透明软

骨 从软骨表面至潮线表面 钙化软骨 从潮线表

面至钙化软骨与骨交界处 」与软骨下骨层 钙化软

骨与骨交界处至髓腔表面 厚度
。

在 倍光镜下
,

每

张切片以股骨裸负重区为中心
,

选取 个等距点 两

点相隔 林
,

应用 网格目镜测微计测量

各点的各层面厚度
。

软骨细胞损伤观察 对各组

软骨块用二乙酸荧光素 碘化丙陡 刀 双荧光
染色法观察软骨细胞比例及分布 ’〕

。

参照

等【
‘ 的方法

,

随机选取 个高倍镜视野 绷
,

其中

个位于软骨表层和中上层
,

另 个位于中下层和下

层
。

计算每个视野里的死亡细胞数和细胞总数
。

死

亡细胞率 二死亡细胞 死亡细胞 活细胞
。

评分 所有切片 共 张 应用盲法
,

按照
。评分标准

’〕,

从软骨结构
、

细胞改变
、

基质染

色
、

潮线完整性四方面评估病变程度
,

所得分数叠加
。

体液标记物含量测定 样本采集 关节液

标本采集 自骸下骸韧带旁进针至关节囊内
,

注人

等渗盐 水
,

随后 尽 量 多 地 抽 取 关 节 液
。

刃 而 离心 而
,

抽出上清液
,

置 一 ℃深低温

冰箱保存
。

标记物测定 法检测关节液

一
、 一 、 一 浓度

,

抗体均为抗兔多克

隆抗体
,

详细步骤见文献
。 一 标准

样品浓度分为 的 一 扩而
,

关节液样本按

稀释 一 标准样品浓度分为 一 酬血
,

样本按 稀释 一 标准样品浓度分为
一 ,

样本按 稀释
。

使用

型酶标分析仪在 下测吸光度 值
,

根据标

准品浓度与 值建立标准曲线
,

查出待测样本相应
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浓度
。

统计学分析

所有数据均以 无土 ￡表示
,

采用 统计

软件包分析
。

组间和组内不同时间点间两两比较采

用非参数 一

矶 检验 双侧
。

关节液

各标记物水平与软骨病理学各检测指标之间采用

相关分析 双侧
。

尸 为差异有统

计学意义
。

结果

组织学观察

大体观察 对照组软骨有光泽
,

半透明状
,

表

面光滑
,

关节滑膜表面光滑
,

关节液勃稠
、

透明
、

量

少
。

训练组在 周时可见关节滑膜稍毛糙及增厚
,

轻度充血水肿
。

关节液勃稠度较低
,

量较多
。

训练

组在 周时关节软骨失去正常光泽
,

较黯淡
,

但尚光

滑
,

关节内炎性表现较 周时加重
,

有 只可见负重

区软骨浅表溃疡
,

其余各只无明显软骨面破坏及骨

赘形成表现
。

显微观察 对照组马森三色法染色软骨基质

呈蓝绿色
,

染色均匀
,

软骨下骨及骨组织呈红色
。

细

胞排列规则有序
。

扫描电镜下
,

软骨表面光滑平整
,

无胶原及软骨细胞裸露
。

透射电镜下
,

正常的软骨

细胞表面有突起和皱褶
,

核呈偏心位
,

核膜明显
。

软

骨内各层胶原排列整齐
、

密集
。

训练组 周时可见

基质染色不均
、

淡染
,

潮线紊乱
。

只软骨表面结构

部分破坏丢失
。

透射电镜下
,

退变软骨细胞较少见
,

胶原纤维排列较为紊乱
。

周时
,

关节软骨表面粗

糙不平 图
,

有时可见明显裂隙 图
。

基质

染色不均
、

淡染现象加重
,

软骨细胞排列紊乱
,

细胞

有簇集或团状增生 图 。 。

扫描电镜下
,

软骨表面

略有凸凹不平 图
,

有 只软骨面出现浅表溃

疡
,

胶原纤维及软骨细胞裸露
。

钙化带血管增生
,

有

时突破潮线 图
。

透射电镜下
,

可见较多退变软

骨细胞
,

核变形
,

内质网扩张
,

异染色质增多及边集
,

细胞膜微绒毛减少或消失 图
。

图 训练组 周时关节软骨显微观察
。

关节软骨表面粗糙不平
,

表面结构丢失 关节软骨表面明显裂隙
,

软骨细

胞分裂相多见 软骨基质蓝绿染色
,

软骨下骨红染
。

基质染色不均
,

淡染
,

软骨细胞排列紊乱 马森三色法染色

关节软骨表面粗糙不平 扫描电镜 钙化带血管增生
,

有时突破潮线 扫描电镜 退变软骨细胞
,

核变形
,

内

质网扩张
,

异染色质增多及边集
,

细胞膜微绒毛减少或消失 透射电镜 叉
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软骨病理学指标检测

含量 周时
,

训练组 含量明显低

死亡细胞率 周时
,

训练组细胞死亡率高

于对照组
,

但差异无统计学意义
,

周时
,

训练组细

胞死亡率较对照组有显著升高
。

训练组在 周及

周细胞死亡率间差异有统计学意义
,

周明显高于

周
。

见表
。

月任,公,自,自

⋯,自,创
于对照组

,

周时降低更为明显
。

训练组在 周及

周 含量间差异有统计学意义
,

周明显低于

周
。

见表

表 葡萄糖胺聚糖 含量 卜岁
, 无士 、 表 死亡细胞率

, 无土

组别 标本数
葡萄糖胺聚糖 含量

周 周
值 尸值 组别 标本数

死亡细胞率

周 周
值 尸值

对照组 士 士

训练组 士 士

值 《刃 刃

尸值 叨

对照组 土 士

训练组 士 士 的

值 比旧

值 《洲刃

软骨及软骨下骨层厚度 周时
,

训练组软

骨厚度低于对照组
,

但差异无统计学意义
,

周时
,

训练组软骨厚度较对照组有显著降低
。

训练组软骨

厚度在 周及 周间差异无统计学意义
。

见表
。

周时
,

训练组软骨下骨厚度明显低于对照组
,

周

时降低更为明显
。

训练组软骨下骨厚度在 周及

周差异无统计学意义
。

见表
。

评分 周时
,

妙练组 评分明

显高于对照组
,

周时
,

升高更为明显
。

训练组在

周及 周 评分差异有统计学意义
,

周明显

高于 周
。

见表
。

表 评分 无士

组别 标本数

对照组

训练组

评分

周 周
值 值

表 软骨层厚度 协
,

无土
士

士

士

士

组别 标本数

对照组

训练组

软骨层厚度

周 周
值 值

值 以刃 《洲刃

值 以刃

士 士

士 土 叉

值 扣

值

表

组别 标本数

对照组

训练组

软骨下骨层厚度 林
, 无士

软骨下骨层厚度

周 周
士

、

士

士 士

值 尸值

值 仄】 佣

值

不同时期关节液内生物标记物水平

周时
,

训练组 一 浓度高于对照组
,

但差

异无统计学意义 周时
,

训练组 一 浓度明显

高于对照组
。

周时
,

训练组 一 浓度明显高

于对照组 周时
,

训练组 一 浓度也明显高于

对照组
。

周时
,

训练组 一 浓度明显高于对

照组 周时
,

训练组 一 浓度也明显高于对照

组
。

周时
,

训练组 一 一 浓度明显高

于对照组 周时
,

训练组 一 浓度也明显高于

对照组
。

见表
。

表 不同时期关节液内生物标记物水平 扩
, 无士 ￡

一 一 一 一

组别 标本数
一

周 周 周 周 周 周 周 周

对照组

训练组

土

巧

士

士

士

士

士

土

士

士

土

洲〕
幸

土

士

士 士

土 士

与同时相对照组比较
’

尸
, “尸



关节液内生物标记物水平与软骨各指标间相

关性

如表 所示
,

除 一 与软骨下骨厚度
、

一 与关节软骨厚度和软骨下骨厚度无显著相关关

系外
,

其他关节液内生物标记物与软骨各指标间均

有显著相关关系
。

见表
。

表 关节液内生物标记物水平与软骨各指标间相关性 值

指标 含量
厚度 死亡细

关节软骨 软骨下骨 胞率 评分
一

一

一

一

一

一 一

一 一

一 一

一

一

一

一 一 一

’ ,

表示生物标记物水平与软骨指标间显著

相关

讨论

运动训练是提高身体素质的重要途径
,

不同训

练方式及强度
,

对机体会产生不同的影响
,

不合理的

运动训练甚至容易导致损伤的发生
’〕。 本实验中采

用大强度蹦跳运动训练模式
,

对兔进行总共为期

周的训练
,

在 周和 周时分别观察了膝关节软骨

在组织病理学上的改变以及体液内生物标记物的变

化
,

并进一步探讨特定模式训练下关节软骨损伤的

发生过程
、

发生机制
,

以及与关节液内相关生物标记

物代谢之间的联系
。

蹦跳运动多见于跳远
、

跳高
、

蛙跳以及打篮球等
运动项 目中

,

作用于关节软骨表面的应力负荷在极

短时间内达到应力峰值
,

胶原结构承受迅速增加的

膨胀性张力
,

当局部张力超出张力胶原网的承受能

力时
,

就会导致胶原结构的破坏
,

进一步导致

等基质成分的流失
。

训练组 周时膝关节软骨以
含量较对照组已有明显下降

,

周时降低更为明显
。

在训练组 周时光镜下可见基质染色不均
、

淡染
,

潮

线紊乱
,

这也说明了软骨基质在这种高加载速率
、

高

强度应力负荷下早期即出现损伤变化
,

关节软骨损

伤表现为
“

软骨基质始动机制
” 。

训练组膝关节软骨细胞死亡率在训练早期

周时 与对照组相比差异无统计学意义
,

但在 周

时
,

则高于对照组
。

透射电镜下观察
,

周时训练组

关节软骨可见较多退变软骨细胞
,

核变形
,

内质网扩

张
,

异染色质增多及边集
,

细胞膜微绒毛减少或消

失
。

这说明在蹦跳训练早期膝关节软骨细胞所受影

响并不大
,

但是随着训练的进行
,

致伤因素持续存

在
,

的合成代谢大幅度下降
,

软骨基质进一步破

坏
,

导致基质内软骨细胞失去保护屏障
,

所处力学环

境变化加剧
。

这些都导致软骨细胞在训练后期形态

改变
,

功能下降或丧失
。

关节软骨及软骨下骨具有的顺应性是关节得以

长久传导载荷而不出现退变的重要基础
。

对人及短

尾猴的研究表明
,

在早期关节退变过程中
,

软骨下骨

出现增厚现象
,

这可能为骨性关节炎的早期表现之

一 〔’
。

但本实验以兔为研究对象得出的结果却与

之不完全一致
,

在 周时
,

软骨下骨厚度均值低于对

照组
,

但差异无统计学意义 周时
,

软骨下骨厚度则

明显低于对照组
。

分析其原因可能有以下方面 动

物训练过程中基质胶原结构的形变及破坏直接对软

骨下骨的结构及承重
、

负荷传导能力产生了负面的

影响 本实验动物兔与先前研究对象在关节软骨及

软骨下骨功能结构上存在较大差异 动物训练时间

较短
,

而软骨下骨厚度改变需要较长时间观察
,

结论

存在一定争议
。

本实验结果还表明
,

在
,

周时
,

关

节软骨厚度均值低于对照组
,

但差异无统计学意义
。

这可能与本次实验动物量较少
,

不能得出有统计学

意义的数据有关
。

光镜
、

电镜下可以观察到训练组

在训练后期出现关节软骨轻度纤维化
,

以及表面结

构丢失现象
,

这些都为大强度运动训练导致关节软

骨退化及厚度降低提供了依据
。

评分是国际上惯用的对软骨损伤程度进

行评估的一种评分标准
。

本次实验结果显示
,

训练

组在 周
、

周时 评分均明显高于对照组
。

这说明周期性大强度蹦跳运动确能导致膝关节软骨

损伤发生
,

而且通过分析结果还可以发现
,

随着这种

训练周期的延长
,

关节软骨损伤也有逐渐加重趋势
,

最后导致不可逆转的结果
。

目前
,

诊断关节软骨损伤主要依靠临床表现和

影像学检查
,

这明显滞后于病变发展 〔川
,

临床上缺

乏一个客观指标来反映软骨的病变程度
,

特别在 目

前临床上尚无确切有效的软骨保护类药物的情况

下
,

早期诊断
、

去除致病因素
、

对高危人群采取适当

预防性措施
,

显得尤为重要
。

在关节软骨损伤早期
,

软骨生化代谢加快的同时
,

必然伴随着软骨基质成

分代谢产物进人体液中
‘, 〕。 笔者着重研究了训练

过程中关节液内标记物蛋白的变化规律
,

以期针对

软骨损伤建立一个敏感稳定的生化联合检测指标
。

属于一个
, 、 , ‘ 依赖的蛋白水解酶

家族
,

在软骨基质及软骨细胞破坏的病理过程中起

着重要的作用
。

研究表明
,

胶原酶类能直接降解
、
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, , ,

、

型胶原
,

且对蛋白聚糖有高度的裂解活性〔
‘, 〕。

基质金属蛋白酶抑制因子 是 的特异

性抑制剂
,

在正常软骨中
,

和 酶原形态

以非共价键形式结合成比例为 的复合物
,

从而

阻止酶激活
’ 〕。 另外

,

就 一 ,

和 一 的

来源
,

有研究显示在正常和早期退变关节软骨中主

要由软骨细胞分泌〔” 〕
。

本研究结果表明
,

训练组关节液内 一 、

一 在训练过程中均有过量表达
,

这可能与关

节组织受力异常〔
’ 〕、炎症反应及关节软骨细胞代谢

活跃有关
, 一 水平虽然也有升高

,

但其升高幅

度却远远低于 一 与 一 ,

玛

比值大幅度升高
。

以上因素导致了软骨组织中 型

胶原和 的降解
,

软骨细胞受压损伤
。

关节液内
一 、 一 以及 一 一 水平与组

织病理学检测结果间的相关性分析结果表明
,

其水

平与 含量和软骨下骨层厚度呈显著负相关
,

与

细胞死亡率和 评分呈显著正相关
。

以上研究结果表明
,

蹦跳训练所致早期损伤发

生机制是以基质流失为始动因素
。

本研究结果还证

实
,

关节液中 一 、 一 、 一 以及
一 一 水平是反映软骨代谢的良好指标

,

联

合应用这几种生物标记物能够针对软骨损伤的发

生
、

类型
、

病理改变特点及预后做出很好的预测
。

但

是
,

由于干扰因素较多
,

此项技术应用于临床仍需进

一步的研究
。

「
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	结论: 高强度重复运动容易产生关节软骨运动性损伤, 其始动因素为软骨基质的变性及流失关节液内一、一、一浓度变化可以很好地反映关节软骨过劳性损伤病理改变情况。



