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􀅰基础研究􀅰

周期性拉伸应力对大鼠软骨细胞代谢
及凋亡的影响

何勇槟　 刘圣曜　 邓淞云　 徐绍勇　 徐镭　 倪国新

【摘要】 　 目的　 探讨周期性拉伸应力对大鼠关节软骨细胞合成、分解代谢及凋亡的影响ꎮ 方法　 将原代

大鼠软骨细胞接种在 Ｉ 型胶原包被的 Ｂｉｏｆｌｅｘ 板中培养 １ ｄ 后ꎬ采用 Ｆｌｅｘｃｅｌｌ￣５０００Ｔ 拉伸装置在拉伸频率为

０.５ Ｈｚ条件下将软骨细胞拉伸 ２４ ｈꎬ根据拉伸应变率的大小不同将实验分为对照组(０％拉伸)、２％拉伸组、６％
拉伸组、１０％拉伸组和 １４％拉伸组ꎮ 拉伸结束后采用 ｑＰＣＲ 技术检测 Ｃｏｌ Ⅱ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＭＭＰ￣１３ 及 ＡＤＡＭＴＳ￣５
的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎻ使用 ＥＬＩＳＡ 法检测软骨细胞上清液 ＮＯ 及 ＰＧＥ２ 含量ꎻ同时通过 ＴＵＮＥＬ 染色及 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 方法检测软骨细胞凋亡ꎮ 结果　 与对照组相比ꎬ１０％和 １４％拉伸组 Ｃｏｌ Ⅱ(分别为 ０.７３８±０.１１ 和

０.５８±０.１３)及 Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ(分别为 ０.７５±０.１１ 和 ０.５５±０.０９)表达量降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而软骨细胞 ＭＭＰ￣１３
(分别为 ２.４７±０.４７ 和 ２.８８±０.３６)、ＡＤＡＭＴＳ￣５ 基因表达(２.３９±０.３３ 和 ２.７５±０.４９)ｍＲＮＡ 表达及上清液 ＮＯ
(６.９６±０.９６ 和 ８.２８±０.８２)、ＰＧＥ２(６.８３±０.６６ 和 ７.１５±０.７１)含量均增高 (Ｐ<０.０５)ꎻ６％拉伸组的 Ｃｏｌ Ⅱ (１.７６±
０.３０)及 Ａｇｇｒｅｃａｎ (１.９３±０.１４) ｍＲＮＡ 表达量较对照组(１.００± ０.１０)增高ꎬＮＯ 含量(３.０７± ０.２０)较对照组

(３.８９±０.３３)降低(Ｐ<０.０５)ꎻ２％和 ６％拉伸组细胞凋亡(分别为 ０.０６５±０.０１３ꎬ０.０６３±０.１４７)与对照组(０.０４５±
０.００８)差异无统计学意义(Ｐ 分别为 ０.０５９ 和 ０.０９４)ꎬ而 １０％拉伸组(０.１３５±０.０２６)和 １４％拉伸组 (０.１８４±
０.０２０)细胞凋亡显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 周期性拉伸应力对体外软骨细胞代谢及凋亡的影响具有拉伸应

力大小依赖性ꎬ１０％及 １４％拉伸应变率相应拉伸应力导致软骨细胞分解代谢及凋亡增加ꎬ６％拉伸应变率相应

拉伸应力可促进软骨细胞合成代谢ꎬ而 ２％拉伸应变率相应拉伸应力对软骨细胞代谢和凋亡无明显影响ꎮ
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(２.７５±０.４９)]ꎬ ｔｈｅ ＮＯ [(６.９６±０.９６) ａｎｄ (８.２８±０.８２)] ａｎｄ ＰＧＥ２ ｌｅｖｅｌ [(６.８３±０.６６) ａｎｄ (７.１５±０.７１)] ｈａｄ
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　 　 跑步是一项常见的负重运动形式ꎬ大量研究结果
表明ꎬ跑步对关节的影响具有强度依赖性[１￣３]ꎬ适度强
度的跑步被认为对关节无害、甚至有保护作用ꎬ而过高
的强度跑步会对关节健康产生不利的影响ꎬ甚至引起
骨关节炎(ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓꎬＯＡ)的发生ꎮ 尽管这些观点得
到普遍的认同ꎬ但其相关的细胞及分子机制尚不明确ꎮ
关节软骨在运动状态下主要受到压缩力、剪切力及拉
伸应力等影响ꎬ以往实验主要探讨压缩力及剪切力对
软骨细胞的影响[４￣５]ꎬ近年来ꎬ有研究报道过度拉伸应
力对软骨细胞产生不利影响ꎬ然而关于不同大小拉伸
应力对软骨细胞代谢及凋亡的影响研究尚少ꎮ 本研究
旨在探讨不同大小拉伸应力对大鼠软骨细胞代谢及凋
亡的影响ꎬ拟为从细胞分子层面探讨不同强度负重运
动对关节软骨的影响提供理论基础ꎮ

材料与方法

一、软骨细胞培养及鉴定
选取 ６ ~ ８ 周龄雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 １６

只ꎬ体重 ２５０~３００ ｇ(由南方医科大学实验动物中心提
供)ꎬ无菌条件下取双侧膝关节软骨置于 ５ ｍｌ 无菌离
心管ꎬ用磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)
漂洗 ３ 次ꎬ剪碎后用 ０.２５％的胰蛋白酶消化 ３０ ｍｉｎ 和
０.２％ Ⅱ型胶原酶消化 ２ ｈꎬ１０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 收集细
胞ꎮ 用含 １０％胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)的杜
氏培养液(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ)
培养基将收集细胞制成细胞悬液ꎬ接入 ２５ ｃｍ２ 细胞培
养瓶中ꎬ置于 ３７ ℃、含 ５％ ＣＯ２ 孵箱中培养ꎬ原代软骨
细胞用于本研究ꎮ

采用Ⅱ型胶原(ｔｙｐｅ Ⅱ ｃｏｌｌａｇｅｎꎬＣｏｌ Ⅱ)免疫组化
鉴定其软骨性能:将 ５×１０３ 个软骨细胞接种到无菌玻
片上ꎬ待细胞长至 ５０％ ~ ６０％时ꎬ取出细胞爬片ꎬＰＢＳ
清洗 ３ 次ꎬ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ 后用 ０.１％聚乙二
醇辛基苯基醚(Ｔｒｉｔｏｎ)￣ＰＢＳ 清洗ꎬ放置室温 ２０ ｍｉｎꎬ再
用 ３０％的 Ｈ２Ｏ２ 室温孵育 １０ ｍｉｎꎬ滴加封闭血清ꎬ３７ ℃
孵育 ０.５ ｈ 后甩掉多余液体ꎬ滴加 Ｃｏｌ Ⅱ一抗工作液
(１ ∶ ２００)ꎬ４ ℃冰箱过夜ꎮ 其后加二抗孵育 ３０ ｍｉｎꎬ加
链霉亲和素￣生物素复合物(ｓｔｒｅｐｔ ａｖｉｄｉｎ￣ｂｉｏｔｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ
ＳＡＢＣ)工作液孵育 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ加 ２ 滴

二氨基联苯胺(ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬＤＡＢ)工作液ꎬ５ ｍｉｎ后
镜下观察ꎬ待细胞出现黄褐色改变后封片并拍照ꎮ

二、软骨细胞拉伸刺激
将软骨细胞接种在Ⅰ型胶原包被的 ６ 孔双向应力

细胞培养板(Ｂｉｏｆｌｅｘ 板)１ ｄ 后ꎬ采用细胞应力加载系
统(Ｆｌｅｘｃｅｌｌ￣５０００Ｔ 拉伸装置)对软骨细胞施加周期性
拉伸应力(ｃｙｃｌｉｃ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｓｓꎬＣＴＳ)进行拉伸 ２４ ｈꎬ频
率为 ０.５ Ｈｚꎮ Ｆｌｅｘｃｅｌｌ￣５０００Ｔ 拉伸装置加载原理是用真
空泵抽吸 Ｂｉｏｆｌｅｘ 板底部的弹性膜ꎬ形成负压使弹性膜
产生形变ꎬ从而使贴壁(弹性膜)生长的细胞受到拉伸
应力的作用ꎻ细胞所受力值大小由弹性膜拉伸应变率
表示ꎬ应变率越大ꎬ表示细胞所受拉伸应力越大ꎮ 根据
拉伸应变率的大小不同将实验分为对照组 (０％拉
伸)、２％拉伸组、６％拉伸组、１０％拉伸组和 １４％拉伸
组ꎬ每个拉伸组重复 ６ 次(ｎ＝ ６)ꎮ

三、一氧化氮 ( ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ) 及前列腺素 Ｅ２

(ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２ꎬＰＧＥ２)含量测定
拉伸结束后ꎬ收集各组软骨细胞上清液ꎬ放入

－２０ ℃冰箱保存待用ꎬ择时采用 ＥＬＩＳＡ 方法检测上清
液 ＮＯ 及 ＰＧＥ２ 含量ꎮ

四、细胞凋亡检测
１.流式细胞仪分析:软骨细胞用不含乙二胺四乙酸

(ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬＥＤＴＡ)的胰酶消化、离
心ꎬＰＢＳ 洗涤细胞后用 ５００ μｌ 结合缓冲液(ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆ￣
ｅｒ)悬浮细胞ꎻ再先后加入 ５ μｌ 膜联蛋白 Ｖ￣异硫氰酸荧
光素(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ)和 ５ μｌ 碘化丙啶(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏ￣
ｄｉｄｅꎬＰＩ)ꎬ避光反应 １５ ｍｉｎ 后ꎬ上机检测细胞凋亡ꎮ

２.原位末端凋亡法(ＴｄＴ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ￣ｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇꎬＴＵＮＥＬ)检测细胞凋亡:细胞固定并用 ＰＢＳ 漂
洗后浸入封闭液中封闭ꎬ然后浸入通透液中ꎬ冰上促渗
２ ｍｉｎꎬ标记反应ꎮ 预处理的样本经 ＰＢＳ 漂洗ꎬ滴加脱
氧核苷酸末端转移酶( ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ ｔｒａｎｓ￣
ｆｅｒａｓｅꎬＴｄＴ)反应液ꎬ加盖玻片 ３７ ℃避光湿润反应ꎻ用
异硫氰酸荧光素( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬＦＴＩＣ)标记
的荧光抗体进行标记ꎬ并在荧光显微镜下拍照分析ꎮ

五、实时荧光定量聚合酶链式反应 ( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬｑＰＣＲ)

拉伸后的软骨细胞用ＰＢＳ清洗后加入５００ μｌ裂
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注:ａ 原代软骨细胞形态ꎻｂ 软骨细胞 Ｃｏｌ Ⅱ免疫组化(图中棕褐色为阳性)ꎻｃ 细胞牵拉后软骨细胞形态

图 １　 软骨细胞的形态图

解液ꎬ收集裂解物提取全细胞核糖核酸 ( ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄꎬＲＮＡ) (Ｑｉａｇｅｎｒｎｅａｓｙ Ｍｉｎｉｋｉｔ 试剂盒)ꎬ测定 ＲＮＡ
浓度后ꎬ取 ０.５ μｇ 反转录为互补脱氧核糖核酸( ｃｏｍ￣
ｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬｃＤＮＡ)ꎬ反应条件为:
３７ ℃ １５ ｍｉｎꎬ９８ ℃ ５ ｍｉｎꎬ４ ℃终止反应ꎮ 应用 ｑＰＣＲ
测定各基因 ｍＲＮＡ 表达含量ꎬ反应条件为: ９５ ℃
２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ循环 ４０ 次ꎻ
９５ ℃ １ ｍｉｎꎬ５５ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ꎬ１０ ｍｉｎ 终止反应ꎬ采用
相对定量法采集数据ꎮ 各基因引物如下ꎮ

Ｃｏｌ Ⅱ: 正 义 序 列 ５′￣ＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＣＣＴＡＣ￣
ＣＡＣ￣３′ꎬ反义序列 ５′￣ＧＧＴＡＣＴＣＧＡＴＧＡＴＧＧＴＣＴＴＧ￣３′ꎻ
聚蛋白聚糖(Ａｇｇｒｅｃａｎ):正义序列 ５′￣ＧＡＴＧＴＣＣＣＣＴＧ￣
ＣＡＡＴＴＡＣＣＡ￣３′ꎬ 反 义 序 列 ５′￣ＴＣＴＧＴＧＣＡＡＧＴＧＡＴ￣
ＴＣＧＡＧＧ￣３′ꎻ基质金属蛋白酶 １３(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｅｔｅｉｎ￣
ａｓｅ １３ꎬＭＭＰ￣１３):正义序列 ５′￣ＣＴＣＴＴＧＡＧＣＴＧＧＡＣＴ￣
ＣＡＴＴＧ￣３′ꎬ反义序列 ５′￣ＣＴＧＣＡＡＡＣＴＧＧＡＡＧＴＣＴＴＣＣ￣
３′ꎻ锌离子依赖的金属蛋白酶 ５(ａ ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｌ￣
ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ ｍｏｔｉｆｓ ５ꎬＡＤＡＭＴＳ￣５):
正义序列 ５′￣ＴＧＴＧＣＣＧＴＧＡＴＴＧＡＡＧＡＴＧＡ￣３′ꎬ反义序
列 ５′ＴＣＡＴＧＡＧＡＧＡＧＧＣＣＡＡＧＧＡ￣３′ꎻ甘油醛￣３￣磷酸脱
氢酶 ( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＧＡＰ￣
ＤＨ):正义序列 ５′ＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧ￣３′ꎬ
反义序列 ５′￣ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡ￣３′ꎮ

六、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ １３.０ 版统计软件对数据进行统计学分

析处理ꎬ计量资料用(ｘ－±ｓ)表示ꎬ组间比较采用单因素
方差分析进行比较ꎮ 若有差异ꎬ则再采用 ＳＮＫ 检验进
行组间两两比较ꎬＰ<０.０５认为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、大鼠软骨细胞的形态及鉴定
倒置显微镜下观察可见分离培养的原代软骨细胞

１０ ｈ 后有部分贴壁ꎻ２４ ｈ 后大部分贴壁ꎬ少量细胞开始
伸展ꎬ呈均匀散在生长ꎻ５ ~ ７ ｄ 后细胞长满ꎬ呈明显的

“铺路石”状外观(图 １ａ)ꎮ 图 １ｂ 所示为软骨细胞免疫
组化染色ꎬ可见 Ｃｏｌ Ⅱ主要分布在细胞质和细胞膜上ꎬ
呈阳性表达(黄褐色)ꎬ软骨细胞中均表达 Ｃｏｌ Ⅱꎻ图
１ｃ 所示为拉伸后的软骨细胞形态ꎬ可见软骨细胞排列
方向一致ꎮ

二、软骨细胞凋亡
流式细胞仪检测不同大小 ＣＴＳ 对软骨细胞凋亡

早期、中晚期及坏死比例影响ꎮ 与对照组相比ꎬ１０％和
１４％的拉伸应力明显增加软骨细胞凋亡率(Ｐ<０.０５)ꎬ
而 ２％的和 ６％的拉伸应力对软骨细胞凋亡率的影响
与对照组比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ如图 ２
所示ꎮ ＴＵＮＥＬ 染色则显示 １０％和 １４％的拉伸应力能
显著增加凋亡阳性率(图 ３)ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ２　 不同大小拉伸应力对软骨细胞的凋亡率比较

三、上清液 ＮＯ 及 ＰＧＥ２ 含量
１０％拉伸组和 １４％拉伸组 ＮＯ 及 ＰＧＥ２ 含量均显

著高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎻ６％拉伸组 ＮＯ 含量显著低于
对照组ꎬ而 ＰＧＥ２ 含量高于对照组ꎬ组间差异有统计学
意义(Ｐ<０.０５)ꎻ２％拉伸组 ＮＯ 和 ＰＧＥ２ 含量与对照组
比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 如图 ４ 所示ꎮ

四、软骨细胞相关基因表达
与对照组相比ꎬ１０％拉伸组和 １４％拉伸组 Ｃｏｌ Ⅱ

及 Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ 相对表达量显著降低(Ｐ ＝ ０.００１)ꎬ
６％ 拉伸组 ＣｏｌⅡ及Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ 表达量显著升高
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注:箭头所指的绿色荧光为 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞

图 ３　 不同大小拉伸应力对软骨细胞凋亡的影响(ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ×２００)

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１
图 ４　 各组上清液 ＮＯ 及 ＰＧＥ２ 含量比较(ｘ－±ｓꎬｎ＝ ６)

(Ｐ<０.０５)ꎬ２％拉伸组 Ｃｏｌ Ⅱ及 Ａｇｇｒｅｃａｎ 的 ｍＲＮＡ 表
达量则无明显变化ꎬ差异无统计学意义(Ｐ> ０.０５)ꎻ
１０％ 拉伸组和 １４％ 拉伸组 ＭＭＰ￣１３ 及 ＡＤＡＭＴＳ￣５
ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组ꎬ差异有统计学意
义( Ｐ< ０.０１)ꎬ ２％ 拉伸组和 ６％ 拉伸组 ＭＭＰ￣１３ 及
ＡＤＡＭＴＳ￣５ ｍＲＮＡ 相对表达量均与对照组无统计学差
异(Ｐ>０.０５)ꎮ 如图 ５ 所示ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１
图 ５　 各组软骨细胞 ｍＲＮＡ 表达量及代谢产物含量
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讨　 　 论

关节软骨主要受到压缩力、剪切力及拉伸应力的
影响ꎮ Ｏ′Ｃｏｎｎｏｒ 等[６] 通过建立一个关节软骨快速负
重模型发现压缩力主要作用于软骨接触区域ꎬ而在接
触区以外域主要受拉伸应力影响ꎬ而且在骨与软骨接
触区域及关节软骨表面会产生拉伸应力ꎻ此外ꎬ关节受
到的剪切力也会部分转变为拉伸应力ꎮ Ｖａｎｄｅｒｐｌｏｅｇ
等[７]认为ꎬ在受损或退变的关节表面会出现裂痕ꎬ从
而产生更多的拉伸应力ꎮ 可见拉伸应力在生理及病理
情况下都是关节软骨细胞受力的重要形式之一ꎮ 本研
究结果显示ꎬ１０％和 １４％拉伸应变率相应拉伸应力导
致软骨细胞分解代谢凋亡增加ꎬ６％拉伸应变率相应拉
伸应力可促进软骨细胞合成代谢ꎬ而 ２％拉伸应变率
相应拉伸应力对软骨细胞代谢和凋亡无明显影响ꎬ周
期性拉伸应力对体外软骨细胞代谢及凋亡的影响具有
拉伸应力大小依赖性ꎮ

软骨主要由软骨细胞、细胞外基质及水组成ꎬ软骨
细胞可产生或降解细胞外基质ꎬ是关节软骨的主要功
能成分ꎮ 软骨细胞外基质主要包括胶原类和蛋白多
糖ꎬＣｏｌ Ⅱ在基质中含量很多ꎬ是维持组织强度的来
源ꎬ且可与其他细胞成分相互作用形成网络系统[８]ꎮ
Ａｇｇｒｅｃａｎ 可与透明质酸连接形成聚合体ꎬ为软骨提供
渗透性及抵抗压力ꎮ Ｃｏｌ Ⅱ及 Ａｇｇｒｅｃａｎ 含量的变化能
反应拉伸应力对软骨细胞合成代谢的影响ꎮ 以往有很
多研究探讨机械拉伸应力对软骨细胞 Ｃｏｌ Ⅱ 和
Ａｇｇｒｅｃａｎ的影响ꎬＳｈｉｍｉｚｕ 等[９] 发现 ７％、１０％及 １５％拉
伸应力作用于软骨细胞 ３ ｈ 和 ６ ｈ 后 Ｃｏｌ Ⅱ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ
表达含量无明显变化ꎬ作用 １２ ｈ 后两者均增加ꎻ作用
２４ ｈ后 ７％拉伸组进一步增加 Ｃｏｌ Ⅱ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 表达ꎬ
而 １５％拉伸组却降低了两者的表达[９￣１１]ꎮ 拉伸时间是
影响拉伸应力对软骨细胞合成代谢的一重要因素ꎮ 本
研究发现ꎬ同以往研究一致ꎬ６％拉伸应变率相应拉伸
应力作用 ２４ ｈ 后能够增加软骨细胞合成ꎻ而与 Ｓｈｉｍｉｚｕ
等研究不同ꎬ１０％及以上拉伸应变率相应拉伸应力作
用 ２４ ｈ 会降低软骨细胞合成ꎬ拉伸频率可能是引起这
种不一致的原因ꎬ Ｓｈｉｍｉｚｕ 等使用的拉伸 频 率 为
０.０５ Ｈｚꎬ而本研究的拉伸频率为 ０.５ Ｈｚꎬ一种对应体内
为快走或跑步的频率[１２]ꎮ

软骨细胞外基质主要由蛋白酶引起降解ꎬＭＭＰ￣１、
ＭＭＰ￣３ 和 ＭＭＰ￣１３ 是常见的胶原酶ꎬ可以裂解胶原网
状结构ꎮ ＭＭＰ￣１３ 相对其他亚型具备更高的对Ⅱ型胶
原酶的亲和力ꎬ并且可以在特定部位裂解蛋白聚糖ꎬ在
导致软骨降解的过程中起重要作用ꎮ ＡＤＡＭＴＳ￣４ 及
ＡＤＡＭＴＳ￣５ 是聚糖蛋白酶ꎬ可裂解聚蛋白聚糖ꎮ 本研
究发现 １０％及 １４％拉伸应变率相应拉伸应力作用于

软骨细胞后 ＭＭＰ￣１３ 及 ＡＤＡＭＴＳ￣５ ｍＲＮＡ 表达量表达
均增高ꎬ而 ２％和 ６％拉伸应变率相应拉伸应力对其无
明显影响ꎬ表明大的拉伸应力会引起软骨细胞基质降
解ꎮ Ｂｌｅｕｅｌ 等[１２] 选用 ０.５ Ｈｚ 拉伸频率ꎬ发现 ７％及以
上拉伸应变率相应拉伸应力作用 １２ ｈ 后软骨细胞分
解代谢增长最明显ꎬ随着时间延长其分解代谢会逐渐
降低ꎮ 同 Ｂｌｅｕｅｌ 等[１２] 研究结果一致ꎬ本研究 １０％及
１４％拉伸组这 ２ 种分解酶含量均增高ꎻ然而ꎬ２％及 ６％
拉伸应变率相应拉伸应力并不影响这两种分解酶含
量ꎬ拉伸应力过小不足以引起软骨细胞降解及拉伸时
间过久使得分解代谢指标恢复至正常水平都可能引起
这一结果ꎬ今后需进一步研究以探讨更多的拉伸应力
大小在不同时间点对软骨细胞的影响ꎮ

本研究发现大的拉伸应力会促进软骨细胞产生炎
性介质ꎬ１０％和 １４％拉伸应变率相应拉伸应力增加 ＮＯ
及 ＰＧＥ２ 的含量ꎮ ＮＯ 是一种氧自由基ꎬ可通过抑制胶
原及 ＡＧＧ 合成而对软骨代谢起负面作用ꎬ且可通过激
活 ＭＭＰ 等引起软骨细胞降解[１４]ꎮ 有研究表明 ＯＡ 患
者血清 ＮＯ 含量会增加ꎬ而使用 ＮＯ 抑制剂会延缓 ＯＡ
的发生[１３]ꎮ ＰＧＥ２ 在 ＯＡ 的发病中也有重要作用[１５]ꎬ
Ｋｉｍ 等[１６]发现ꎬＯＡ 患者关节软骨、滑膜组织中可检测
到 ｉＮＯＳ 和 ＣＯＸ￣２ 的 ｍＲＮＡ 过度表达及其产物 ＮＯ 与
ＰＧＥ２ 的大量生成ꎮ Ｂｌｅｕｅｌ 等在 ０.５ Ｈｚ 拉伸频率下ꎬ
１０％拉伸应变率相应拉伸应力作用 １２ ｈ 及 ２４ ｈ 均会
增加 ＮＯ 及 ＰＧＥ２ 含量ꎬ进而引起软骨细胞分解代

谢[１２]ꎬ这与本研究结果一致ꎮ 同时ꎬ本研究表明 ６％拉
伸应变率相应拉伸应力可降低 ＮＯ 含量ꎬ可通过抑制
ＮＯ 炎症因子的产生保护软骨细胞ꎮ

凋亡是一种程序性死亡ꎬ软骨细胞的凋亡与 ＯＡ
发生密切相关ꎬ然而体外拉伸应力对软骨细胞凋亡影
响的研究尚少ꎮ 过度的拉伸应力会引起软骨细胞凋
亡ꎬ从而引起软骨细胞的丢失及 ＯＡ 发生[１７￣１９]ꎮ Ｌｉ
等[２０]发现过度的拉伸应力可以导致细胞氧自由基系
统平衡失调ꎬ引起细胞毒性作用ꎮ 此外ꎬＴａｋｅｂｅ 等[２１]

研究表明过度的拉伸应力可通过 Ｐ５３ 通路引起软骨
细胞凋亡ꎮ 本研究发现 １０％和 １４％拉伸应变率相应
拉伸应力会增加软骨细胞凋亡ꎬ而 ２％和 ６％拉伸应变
率相应拉伸应力对软骨细胞凋亡无明显影响ꎮ
Ａｇａｒｗａｌ等[２２]研究表明适量拉伸力可降低炎性状态下
软骨细胞凋亡ꎬ但对正常软骨细胞无显著影响ꎻ本实验
研究对象为正常的软骨细胞ꎬ６％拉伸应变率相应拉伸
应力对软骨细胞凋亡无影响ꎬ不同大小的拉伸应力对
炎性状态下软骨细胞凋亡的影响将在以后研究中进一
步探讨ꎬ并深入研究其可能机制ꎮ

综上所述ꎬ１０％和 １４％拉伸应变率相应拉伸应
力对软骨细胞具有破坏作用ꎬ能引起软骨降解ꎬ增加
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软骨细胞凋亡ꎻ６％拉伸应变率相应拉伸应力对软骨
细胞有保护作用ꎬ可以促进软骨细胞合成ꎻ而 ２％拉
伸应变率相应拉伸应力对软骨细胞代谢及凋亡无明
显影响ꎬ拉伸应力对体外软骨细胞代谢及凋亡的影
响具有拉伸应力大小依赖性ꎮ 不同大小的拉伸应力
对软骨细胞代谢及凋亡影响的相关性将在以后的研
究中进一步探讨ꎮ 明确不同大小拉伸应力对软骨细
胞的影响ꎬ为从细胞分子方面探讨运动强度对关节
的影响奠定理论基础ꎬ也有助于 ＯＡ 预防与治疗中力
学刺激的选择与应用ꎮ
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ｓｔｒａｉｎ ｏｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ: ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ
Ｏｎｅꎬ２０１５ꎬ１０(３):ｅ１１９８１６. ＤＯＩ:１０.１３７１ / ｊｏｕｒｎａｌ.ｐｏｎｅ.０１１９８１６.

[１３] ＭｃＣａｒｔｎｅｙ￣Ｆｒａｎｃｉｓ. Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｂｙ ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ[ Ｊ] . Ｊ Ｅｘｐ Ｍｅｄꎬ１９９３ꎬ１７８ ( ２): ７４９￣７５４. ＤＯＩ: １０.
１０８４ / ｊｅｍ.１７８.２.７４９.

[１４] Ｌｏｔｚ Ｍ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｉｎ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄａｍａｇｅ [ Ｊ] .
Ｒｈｅｕｍ Ｄｉｓ Ｃｌｉｎ Ｎｏｒｔｈ Ａｍꎬ １９９９ꎬ２５(２):２６９￣２８２.

[１５] Ｔａｋｅｄａ ＫꎬＬｉｎ ＪꎬＯｋｕｂｏ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｓ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣１ ａｎｄ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌꎬ２００４ꎬ３６ ( ６):８２１￣８３０.
ＤＯＩ:１０.１０１６ / ｊ.ｙｊｍｃｃ.２００４.０３.００８.

[１６] Ｋｉｍ ＳＪꎬＨｗａｎｇ ＳＧꎬＳｈｉｎ ＤＹꎬｅｔ ａｌ.ｐ３８ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｐ５３ ｖｉａ
ＮＦｋａｐｐａ Ｂ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｅｒｉｎｅ １５
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２００２ꎬ ２７７ ( ３６): ３３５０１￣３３５０８.
ＤＯＩ:１０.１０７４ / ｊｂｃ.Ｍ２０２８６２２００.

[１７] Ｇｕｉｌａｋ Ｆꎬ Ｒａｔｃｌｉｆｆｅ Ａꎬ Ｌａｎｅ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌ ｚｏｎｅ ｏｆ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎ ｃａｎｉｎｅ ｅｘｐｅｒｉ￣
ｍｅｎｔａｌ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ[Ｊ] . Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｒｅｓꎬ１９９４ꎬ１２(４):４７４￣４８４. ＤＯＩ:
１０.１００２ / ｊｏｒ.１１００１２０４０４.

[１８] Ｌｏｅｎｉｎｇ ＡＭꎬＪａｍｅｓ ＩＥꎬＬｅｖｅｎｓｔｏｎ ＭＥꎬｅｔ ａｌ.Ｉｎｊｕｒｉｏｕｓ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｃｏｍ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
[Ｊ] .Ａｒｃｈ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓꎬ２０００ꎬ３８１(２):２０５￣２１２. ＤＯＩ:１０.１００６ /
ａｂｂｉ.２０００.１９８８.

[１９] Ｇｒｏｄｚｉｎｓｋｙ ＡＪꎬＬｅｖｅｎｓｔｏｎ ＭＥꎬＪｉｎ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ
ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｆｏｒｃｅｓ[ Ｊ] . Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｂｉｏｍｅｄ Ｅｎｇꎬ２０００ꎬ
２:６９１￣７１３[Ｊ] . ＤＯＩ:１０.１１４６ / ａｎｎｕｒｅｖ.ｂｉｏｅｎｇ.２.１.６９１.

[２０] Ｌｉ ＲꎬＣｈｅｎ ＢꎬＷａｎｇ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒａｉｎ ｏｎ ｏｘｙｇｅｎ
ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｃｈｉｌ￣
ｄｒｅｎ[Ｊ] .Ｉｎｊｕｒｙꎬ２０１１ꎬ４２(８):７５３￣７５７. ＤＯＩ:１０.１０１６ / ｊ. ｉｎｊｕｒｙ.２０１０.
１１.０１５.

[２１] Ｔａｋｅｂｅ ＫꎬＮｉｓｈｉｙａｍａ ＴꎬＨａｙａｓｈｉ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ ＭＡＰＫ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｅａｔ
ｓｔｒｅｓｓ ｏｒ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ２０１１ꎬ２７(３):３２９￣３３５.
ＤＯＩ:１０.３８９２ / ｉｊｍｍ.２０１０.５８８.

[２２] Ａｇａｒｗａｌ ＳꎬＬｏｎｇ ＰꎬＧａｓｓｎｅｒ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ｃｙｃｌｉｃ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒａｉｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｃａｔａｂｏｌｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１ｂｅｔａ ｉｎ ｆｉｂｒｏｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｔｅｍｐｏｒｏｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｊｏｉｎｔ[ Ｊ] . Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｈｅｕｍꎬ２００１ꎬ ４４ ( ３):６０８￣
６１７.ＤＯＩ:１０.１００２ / １５２９￣０１３１(２００１０３)４４:３<６０８::ＡＩＤ￣ＡＮＲ１０９>
３.０.ＣＯꎻ２￣２.

(修回日期:２０１６￣１０￣１０)
(本文编辑:汪　 玲)
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