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!!&摘要'!目的!研究不同频率低强度全身震动治疗!I8̀ "对于兔膝骨关节炎软骨下骨微结构+软骨降解+骨)

软骨转换以及关节功能的影响(方法!成年新西兰兔 !̂只#随机分为膝关节前交叉韧带切断术组!&G'E组#"!

只"和 I8̀ T&G'E组!U#只"(各组行左侧 &G'E#制备膝骨关节炎模型(术后:个月#&G'E组不行 I8̀ 治

疗#I8̀ T&G'E组分别以频率M@V+"#@V+:#@V+)#@V+$#@V进行 I8̀ 治疗!每亚组"!只"#震动幅度:%

$//#$#/-=),#M,)周#持续治疗U周(治疗U周后采用负重不对称法检测关节疼痛度*尾静脉血液及尿液采集

检测骨)软管转换标记物血清软骨寡聚基质蛋白!GB9("#骨转换标记物"型):型胶原羧基末端肽!GEdD5+GEdD

("#运用 9-?2+DGE仪扫描各组模型左侧膝关节#并分析软骨体积和骨微结构*关节软骨采用大体形态学和组织学

评分分析(结果!治疗U周#与&G'E组相比#"#@V!$$#L#M"和:#@V!$$#L#""亚组疼痛改善明显#而$#@V

!$$#L#M"亚组则疼痛加重*大体评分和组织学评分#仅$#@V亚组内侧髁与 &G'E组相比评分增加!$$#N#M"#

病变更重*9-?2+DGE结果显示#关节软骨体积随着频率的改变呈现先增加后减少的变化趋势#以:#@V亚组与

&G'E组相比增加最为明显!$$#L#M"*骨小梁厚度+骨小梁数量和骨体积分数随频率的增加而增加!$$#N#M"*

GEdD5随频率上升表达下降!$$#N#M"#而GB9(和GEdD(的表达随频率增加先降低后升高#以:#@V亚组最

低!$$#L#M"(结论!较低频率!:#@V"I8̀ 可有效改善关节功能和软骨下骨微结构#增加骨转换#延缓软骨降

解#为较优治疗参数(

&关键词'!膝骨关节炎!关节软骨!全身震动!骨微结构!骨)软骨转换
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!!膝骨关节炎!<=11+*51+425>2-5-*#cB&"是最

常见的慢性+渐进性+退行性的关节疾病#以软骨降

解+软骨下骨硬化以及关节边缘骨赘形成为特点."/(

理想的cB&治疗方法是结合药物治疗和非药物治

疗#并适时手术干预.:/(对于非药物治疗#已有研究

表明规律且适度的活动和有氧锻炼有益于减轻患肢

疼痛并改善关节功能
.)/(

全身震动!S>+31J+,QP-J245-+=#I8̀ "治疗

可将机械震动刺激传递至全身#刺激神经+肌肉+骨

骼的活性和兴奋性#被逐渐应用于神经系统疾病.$/(

机械刺激不仅增加骨关节炎软骨细胞内基质的积累

并降低金属蛋白酶含量
.M/#而且在正常软骨细胞中

能促进胶原和成软骨标记物的表达
.!/(频率在"#%

#̂@V之间的全身震动治疗已被证实在骨质疏松性

骨折愈合过程中#可促进骨质矿化.W/+血管化.U/
以及

骨质成熟
.̂/(以此可设想在骨关节炎病程中#其可

能阻止骨量的丢失和软骨降解(我们此前的研究结

果已表明#在兔早期骨性关节炎模型中#$周+$#@V

低强度 I8̀ 干预可有效改善软骨下骨微结构并增

加骨骼的物理强度
."#/(近期亦有学者提出对于大

鼠cB&模型#"U周+)M@V低强度 I8̀ 干预会加

速软骨的降解并造成进一步关节功能的减退
.""/(

频率在M%M# @V之间的 I8̀ 其加速作用(

"$;
.": ")/#不同频率 I8̀ 的具体作用效果及机制

尚未可知#但其重要性已被明确证实."$/(

本研究旨在探究不同频率 I8̀ 对兔cB&关

节软骨+股骨远端干骺端结构以及肢体功能的影响#

确定相关治疗参数#以期为临床应用 I8̀ 技术提

供证据支持(

1!对象与方法

1L1!实验动物

清洁级健康U月龄新西南兔 !̂只#体质量平均

!)LUb#NU"<;#雌雄同数(购自四川大学动物实验

中心#许可证号$6GXd!川":#"$D#::$(实验期间各

组动物均单独关在笼内#置于温度!::b)"[+湿度

!MMb:#"Z+":>光暗周期的环境中#自由饮水!消毒

自来水"#摄食#自然采光(实验中对动物的处置符合

5关于善待实验动物的指导性意见6的相关要求(

1L/!主要试剂与仪器

全身振动训练器$购自美国(+S12(3451公司#

型号 9QWE9 (美国通用公司 9-?2+DGE!型号

KOH3+21'+?.*6("*三 维 重 建 用 软 件$比 利 时

94512-43-*1公司 9-/-?* )̀L"L:软件*等电容测量

仪$英国X-**公司#'-=5+=C=*52./1=545-+=(

1L6!动物分组+造模和干预方法

1L6L1!实验动物分组!成年新西兰兔 !̂只#采用

随机数字表随机分为膝关节前交叉韧带切断术组

!&G'E组#"!只"和 I8̀ T&G'E组!U#只"(各

组行左侧&G'E#制备膝骨关节炎模型(术后:个

月#&G'E组不行 I8̀ 治疗#I8̀ T&G'E组分

为M亚组#每亚组"!只#分别以频率M@V+"#@V+

:#@V+)#@V+$#@V进行 I8̀ 治疗(

1L6L/!&G'E!所有动物于术前和术后),给予

#L#)/;)<;剂量的盐酸丁丙诺啡肌注镇痛#每!>

注射"次*术前和术后:,给予质量分数:$Z 磺胺

嘧啶和甲氧苄氨嘧啶"M/;)<;剂量:次),皮下注

射抗菌(所有动物用质量分数MZ%"#Z戊巴比妥

钠肌肉注射进行麻醉#仰卧固定#左下肢膝关节及周

围备皮+消毒#行左膝关节髌骨内侧切口#显露前交

叉韧带#直视下切断前交叉韧带#避免损伤关节软

骨#前抽屉实验阳性加以验证#缝合关节囊及皮肤(

术后#分笼单独饲养#不限制自由活动(

1L6L6!I8̀ 治疗!&G'E术后:月进行I8̀ 干

预(I8̀ T&G'E组$该组所有兔子接受 I8̀ 干

预#治疗参数基于前期相关研究#频率设定为$

M@V+"#@V+:#@V+)#@V+$#@V*震动幅度:%

$//#$#/-=),#M,)周#持续U周(所有兔子均独

自置于 I8̀ 振动平台!直径!#?/#厚度!//"上

的塑料围栏中#不限制自由活动(&G'E组实验动

物置于相同平台内活动但不接受 I8̀ 治疗(

1L6L3!疼痛行为学测试!采用负重不对称试验检

测实验动物cB&患肢的疼痛程度(使用等电容测

试仪监测患侧和健侧独立负重大小(完成U周

I8̀ 治疗后#连续监测),#每天测量)次#测量参

数包括左后肢体质量!3105S1-;>5#'I"和右后肢体

质量!2-;>5S1-;>5#FI"#则左后肢肢体负重百分比

!3105S1-;>5,-*52-J.5-+=#'IX"为$'I)!'IT

FI"k"##Z#其最终值为^次测量的平均结果(

&G'E术前取":只实验动物测量'IX#取平均值

以求得基线水平!(21"#作为cB&造模前后关节负

重的对照(

1L6L5!大体观察和组织学评估!完成U周 I8̀

治疗后#按照此前(FCEfcKF等
."M/
的实验操作和

评分方法#处死动物并提取所有动物的内外侧股骨

远端以对关节软骨受损程度进行大体观察和评分(

使用佳能KB6""##X相机对关节软骨标本拍照取

图(对于组织学评估#根据国际骨关节炎研究协会

U)M
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!B&F6C"推荐的组织学评分标准进行评分(处死

动物后#将股骨远端提取的关节软骨置于"#Z中性

甲醛缓冲液中固定:$>(而后将组织块置于含有

"#//+3)'(86缓冲液!H@WL$"的"$Z乙二胺四

乙酸!6-;/4"溶液中脱钙处理#而后梯度酒精脱水#

石蜡包埋#制备!!/连续切片并进行64024=-=BD

04*5;211=染色和B&F6C评分(评分越高#病理损

害越严重(

1L6LP!9-?2+DGE扫描!参照此前实验经验#I8̀

干预完成后处死动物#取兔左膝股骨置于"#Z甲醛

溶液中固定(将兔股骨远端离体标本平放置于

9-?2+DGE扫描系统的扫描槽中(GE沿标本长轴

方向进行横向扫描(9-?2+DGE扫描参数$旋转角度

增量为#L!l#分辨率为$M!/#旋转角度为::#l#扫

描曝光时间为)###/*#层间距为"!!/#扫描一个

样本的总时间)M/-=#对同一样品 !股骨远端和胫

骨近端"获得M##%MM#张不同横截面"#:$k"#:$

的X-?+/格式像素图片(

关节软骨体积!G̀ #//)"的测量参照此前dCK

的方法
."!/#将提取的动物左膝股骨远端标本浸润于

)W[体积分数$#Z)!#Z@1O4J2-O)#L"M//+3)'

(86溶液中)#/-=#而后在矢状轴向以"#!/分辨

率扫描(运用三维计算法重建软骨并计算股骨远端

软骨体积(对完整的骨组织进行股骨远端软骨下骨

的三维图像重建和定量分析(具体测量指标的定量

分析采用 9-/-?* )̀L"L:)X 重建处理软件和

&8&专用骨骼分析软件进行(参数如下$骨体积分

数!8̀ )È #Z"*骨小梁厚度!EJLE>#!/"*骨小梁

分离度!EJL6H#!/"*骨小梁数量!EJL%#//_""*

软骨下骨板厚度!(5LE>#!/"*软骨下骨板密度

!*.J?>+=,243H3451,1=*-5Q#/;)//)"(软骨下骨

板及骨小梁相关参数的测量均根据美国骨与矿物质

研究协会指南#在GE&=软件下完成(

1L6L2!骨!软骨转换分析!在实验动物分组前和完

成U周 I8̀ 治疗安乐死实验动物的前",#尾静脉

采血M/'#用以分析基线和干预后血清软骨转换标

记物 血 清 软 骨 寡 聚 基 质 蛋 白 !GB9(#&=-/43

GB9( K'C6&#9X 8-+H2+,.?5*#65L(4.3#9%#

e6&"#骨转换标记物"型胶原羧基末端肽!GEdD

5#CX6F45'4H*K'C6&#7+.=54-=@-33*#&f#e6&"

含量(收集实验动物晨尿标本用以分析骨转换标记

物:型胶原羧基末端肽!GEdD(#CX6e2-=1H21D

?3-=-?43G425-34H*K'C6&<-5#7+.=54-= @-33*#&f#

e6&"(标本提取后存储于_U# [环境中(所有

K'C6&的检测方法均根据原厂家所提供的说明#在

微量滴定板中重复测量(GB9(和GEdD5的结果

采用其与基线浓度的比值!Z"表示(GEdD(以

/;)//+3为单位(

1L3!统计学方法

所有数据均采用%Gb+表示(组间比较采用单

因素 方 差 分 析#组 间 多 重 比 较 采 用 H+*5D>+?

8+=0122+=-检验#$$#L#M为差异有统计学意义(

/!结果

/L1!疼痛行为学

表"中 I8̀ 干预后#&G'E 组与 I8̀ T

&G'E组'IX均较基线水平下降!$$#L#""(相

较于 &G'E 组#I8̀ T&G'E 组患肢的功能在

"#@V!$$#L#M"和:#@V!$$#L#""亚组得到改

善*而随着频率增加#'IX呈下降趋势#$#@V亚组

较&G'E组降低!$$#L#M"(

/L/!关节软骨大体及组织学评估

见表"#膝骨关节炎软骨损伤和降解大部分发

生于股骨内侧髁!97G"(97G中#M%)#@V亚组

大体评分相较于&G'E组无明显变化#$#@V亚组

大体评分则高于 &G'E 组 !$$#L#M"(外 侧 髁

!'7G"I8̀ T&G'E组较&G'E组大体评分无明

显变化#差异无统计学意义(表"和图"中组织学

表1!不同频率 X̀\干预4周后 9̀ ^以及内+外侧髁大体评分和组织学评分结果

;'FB,1!.<<,$=G>< X̀\=A,'=?,(=G>(9̀ ^#?'$A>G$>D#$'(-?#$A>G$>D#$G$>A,G><?,-#$'B'(-B'=,A'B<,?>A'B$>(-EB,

(424/1512
(21

;2+.H!:j":"
&G'E

;2+.H!:j"!"

I8̀ T&G'E;2+.H
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图1!各组关节软骨组织学"'<A'(#(IT<'G=RA,,(染色切片(]/5

@#R1!+#$A>G$>D#$%#G=>B>R#$'B,C'?#('=#>(G><$'A=#B'R,"'<A'(#(IT<'G=RA,,(G='#(#(RQ]/5

&$&G'E;2+.H*8D7$M@V#"#@V#:#@V#)#@V#$#@VI8̀ T&G'E;2+.H#21*H1?5-P13Q

评分结果表明#97GM%:#@V亚组评分呈下降趋

势#而)#%$# @V亚组呈上升趋势#但其结果较

&G'E组差异无统计学意义('7G评分各组间差

异无统计学意义#但其最低点发生在$#@V亚组(

/Q6!+#$A>TL;分析

见图:和表:(结果显示$G̀ 随频率的上升先

增加后降低#最高值在:#@V亚组!$$#L#M"*(5L

E>+8̀ )È +EJL%均随频率增加而增加#以$#@V

!$$#N#"+$$#L#"+$$#L#M"亚组最为显著#软骨

下骨板密度+EJ+E>以及 EJL6H在各组间比较无

明显变化(

/L3!骨!软骨转换分析

!!见表)(骨重吸收标记物GEdD5随着频率上

图/!8L9;组!8"和30Sa亚组!X"+#$A>TL;冠面扫描二维图

@#R/!L>A>('B?#$A>TL;GB#$,G><A'FF#=<,?>A'B$>(-EB,G#(8L9;

!8"'(-30Sa!X"RA>&DGA,GD,$=#*,BE

表/!+#$A>TL;对软骨体积+软骨下骨结构分析结果!#Z1P"

;'FB,/!+#$A>TL;'('BEG#G>($'A=#B'R,*>B&?,G'(-?#$A>G=A&$=&A,><G&F$%>(-A'BF>(,!#Z1P"
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&G'E
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6.J?>+=,243H3451,1=*-5Q)
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表6!骨!软骨转换标记物测量结果

;'FB,6!.<<,$=G>< X̀\=A,'=?,(=G>(F>(,'(-$'A=#B'R,=&A(>*,A

(424/1512
&G'E
;2+.H
!:j"!"

I8̀ T&G'E;2+.H

M@V!:j"!" "#@V!:j"!" :#@V!:j"!" )#@V!:j"!" $#@V!:j"!"

GEdD5)Z UULMWb"WL)U Ŵ L$:b)"LMU W:L)Wb"̂ LM) !"L$̂ b"!LM#" M̂ L)$b:ML$"" M:L#:b:)L#!""

GB9()Z "")L̂$b$"L"U "#!L)!b:̂ L$W Ŵ L"#b):L!W !UL$"b)$LU)" ÛL)Ub$"L)U ":$LU)bM"L̂$

GEdD()!!;)//+3" U:L$"bULW$ W!L:Ub")LW$ !!L:MbUL"W" !"LŴ b""LU)"" W$L"Wb"WL$U UUL:Wb"̂ LM:

!!" $$#L#M#"" $$#L#"#P*L&G'E;2+.H

升而表达下降#以$#@V亚组!$$#L#""变化最为

显著*软骨重吸收标记物GB9(和GEdD(水平均

随着频率上升而呈先下降后上升的趋势#最低点为

:#@V亚组!$$#L#M#$$#L#""(

6!讨论

本实验结果表明#不同频率参数的全身震动干

预对肢体功能+软骨下骨以及软骨结构+骨)软骨代

谢有不同的影响结果(较低频率 I8̀ !:#@V"干

预可在组织学评分相当的情况下获得疼痛改善和更

高的关节软骨体积#表明其可加速软骨形成#降低软

骨重吸收#延缓关节软骨退化(随 I8̀ 频率的增

加#软骨下骨微结构 8̀ )È +EJL%+(5LE>上升#

并降低骨重吸收标记物GEdD5的水平#表明 I8̀

可提高骨代谢#加速骨合成提高软骨下骨密度和力

学特性#以$#@V亚组最为显著(然而$#@V亚组

疼痛程度较 &G'E 组加重#97G 的大体评分较

&G'E组增加#损伤加重#这些副反应在选择此频

率时需加以考虑(

!!机械应力的改变是 cB&发病的重要原因之

一#骨骼肌肉组织对机械刺激有着极强的敏感性(

在本实验中#较低频率全身震动!幅度:%$//#

"#%:#@V#$#/-=),#M,)周#持续U周"干预可降

低软骨重吸收#延缓软骨退变*然而更高频率的全身

震动刺激!幅度:%$//#)#%$#@V#$#/-=),#

M,)周#持续U周"却得到较差的结果(对以上争议

的结论可能的解释是#不同的刺激模式下会引起不

同的能量传递#进而造成不同的实验结果(已有研

究证实#中等强度动态压缩!"#Z和:#Z过滤强度#

作用">#间隔M>#持续!,"可通过抑制软骨分解

代谢以及细胞因子的攻击保护关节软骨#而当滤过

强度超过一定限度时!)#Z滤过强度#作用">#间

隔M>#持续!,"#此种刺激会明显增加软骨细胞凋

亡#损伤软骨细胞."W/(

软骨下骨包括软骨下骨板及其下方的骨小梁#

为重要的骨格质量决定因子
."U/#人体."̂ /

和动物
.:#/

研究均表明软骨下骨结构和功能的改变可能是导致

骨关节炎发病的因素之一(本研究结果显示#:#%

$#@VI8̀ 干预均可明显提高(5LE>+8̀ )È #

)#%$#@VI8̀ 可改善#EJL%说明 I8̀ 可抑制

软骨下骨骨丢失#改善软骨下骨微结构#而:#@V

I8̀ 可促进软骨重吸收#起到保护软骨下骨的作

用(血清学结果也表明#I8̀ 干预可提高骨代谢#

抑制骨重吸收#加速骨合成(我们认为#此种结果是

因为$#@V亚组 I8̀ 干预能通过上调成骨细胞活

性并抑制成骨细胞依赖的破骨活性而改善骨整

合
.:"/*而且#低强度 I8̀ 刺激!加速度$"J#:#%

#̂@V"可激活成骨细胞而抑制破骨细胞的形成#进

一步促进骨形成#降低骨重吸收.::/(值得注意的

是#组织形态学参数以及骨)软骨转换率可因动物模

型自然年龄的增长而改变#在cB&早期#骨重塑会

明显增加
.:)/(然而在本研究中#检测时间点为首次

手术后"!周#其对于在兔cB&模型的病程而言处

于相对中晚期#并且所有实验动物均为同批次同年

龄#实验组与对照组模型的年龄相匹配#因而在此研

究中可以排除动物模型年龄的干扰(

综上所述#I8̀ 干预对兔cB&模型影响有频

率依赖性*较频率!:#@V"可增加骨)软骨转换#延

缓软骨降解#改善软骨下骨结构#并提高患肢功能#

为较优治疗参数(进一步的研究应集中在长时间连

续观察低频率 I8̀ 作用于 cB& 的效果以确定

I8̀ 干预的最佳作用时间点(
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