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·基础研究·

连续低强度超声对骨软骨体外保存的影响△

华真，李众，张学芬，亓建洪*，宋洪强，周路，熊藉培，王凯声，耿彩云，张艺

（山东第一医科大学运动医学与康复学院，山东泰安 271000）

摘要：［目的］探究连续低强度超声（continuous low intensity ultrasound, cLIUS）对骨软骨体外保存的影响。［方法］ 6 个月

龄猪股骨髁获取骨软骨标本 60 个，随机分为两组，均于 DMEM 培养液在 4℃保存。静态组不做超声处理。超声组每天给予 20
min 超声刺激，频率 42 kHz，电功率 50 W。于第 14、28 d 检测细胞存活率、蛋白多糖表达、组织形态学、生物力学性能。

cLIUS 刺激 2 h 后检测 ERK 蛋白表达情况。［结果］第 14 d，超声组细胞存活率显著高于静态组 [(75.5±1.8)% vs (65.6±1.5)% , P<
0.05]；随时间推移，两组细胞存活率均显著下降（P<0.05）；第 28 d 两组差异无统计学意义（P>0.05）。组织学染色显示，第

14 d，超声组组织形态结构优于静态组，且番红 O 染色 IOD [(224.7±4.1) vs (166.5±3.7) , P<0.05]、甲苯胺蓝染色 IOD [(223.7±6.0)
vs (166.7±5.0) , P<0.05] 均显著高于静态组；第 28 d 两组上述指标差异无统计学意义（P>0.05）。随时间推移，两组组织形态结

构紊乱，蛋白多糖显著流失（P<0.05）。第 14 d，超声组杨氏模量显著优于静态组 [(8.7±0.3) MPa vs (7.0±0.0) MPa, P<0.05]；第

28 d 两组差异无统计学意义（P>0.05）。随时间推移，两组杨氏模量显著下降（P<0.05）。超声刺激 2 h 后，超声组 ERK 蛋白表

达水平显著高于静态组 [(0.9±0.1) vs (0.5±0.2), P<0.05]。［结论］ cLIUS 可以提高猪骨软骨的体外保存效果，延长保存时间，上调

ERK 蛋白的表达水平。

关键词：同种异体骨软骨移植，关节软骨，低强度超声，力学刺激，细胞外调节蛋白激酶
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Effect of continuous low- intensity ultrasound on the preservation of osteochondral tissue in vitro // HUA Zhen, LI Zhong,
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Abstract: [Objective] To investigate the effect of continuous low-intensity ultrasound (cLIUS) on the preservation of osteochondral tis⁃

sue in vitro. [Methods] Sixty osteochondral specimens were harvested from a 6-month-old pig femur condyles and were randomly divided
into two groups, which were stored in DMEM medium at 4℃, those in the static group was not treated with ultrasound, while the samples in
the ultrasonic group was stimulated for 20 min every day at a frequency of 42 kHz and an electric power of 50W. The survival rate, proteo⁃
glycan expression, histomorphology and biomechanical properties were detected at the 14 th and 28 th days. The expression of extracellular
regulatory protein kinase (ERK) was detected 2 hours after cLIUS stimulation. [Results] The ultrasound group got significantly higher cell
survival rate than the static group at 14 days [(75.5±1.8)% vs (65.6±1.5)%, P<0.05], whereas which became not statistically significant be⁃
tween the two group at 28 days. As time went by, the cell survival rate in both groups decreased significantly (P<0.05). Histological staining
showed that the ultrasound group was better than the static group, the former had higher the saffron O staining IOD [(224.7±4.1) vs (166.5±
3.7), P<0.05], toluidine blue staining IOD [(223.7±6.0) vs (166.7±5.0), P<0.05] than the latter at 14 days, while which returned to be not sig⁃
nificant difference between the two groups at 28 days (P>0.05). The tissue morphology and structure of the two groups were disordered and
proteoglycan was significantly lost over time (P<0.05). In addition, the ultrasound group got significantly higher Young's modulus than the
static group 14 days [(8.7±0.3) MPa vs (7.0±0.0) MPa, P<0.05], which became not significantly different either at 28 days between the two
groups (P>0.05). The Young's modulus of the two groups decreased significantly with time (P<0.05). At 2 hours after ultrasonic stimulation,
the ultrasonic group had significantly higher expression of ERK protein than the static group [(0.9±0.1) vs (0.5±0.2), P<0.05]. [Conclusion]
The cLIUS improves the preservation quality of porcine bone cartilage in vitro, prolong the preservation time and up-regulate the expres⁃
sion of ERK protein.
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关节软骨损伤是临床常见疾病，由于其无血管、

淋巴等结构，一旦损伤，难以自我修复。目前，临床

上尚无治疗软骨损伤的金标准［1］。同种异体骨软骨移

植 （osteochondral allografts, OCAs） 是临床上治疗大

面积软骨损伤常见的治疗手段［2］。然而 OCAs 术前通

常需要 2 周时间进行微生物、病毒检测，在此过程中

软骨细胞存活率将会发生滑坡式降低，严重影响

OCAs 手术的临床疗效［3］。因此，需要改进存储方法

来维持同种异体骨软骨组织（allogenic osteochondral
tissue, OCT）的细胞活力，以增加高质量 OCT 的应用

并改善治疗结果。

机械刺激在维持关节软骨的结构和功能方面至关

重要，适度的机械刺激可以增加软骨的厚度［4］，促进

细胞外基质（extracellular matrix, ECM）成分的合成

以及促进损伤关节软骨的修复［5，6］。相反，缺乏足够

的机械刺激则会导致关节软骨萎缩［7］。研究发现，低

强度超声（low intensity ultrasound, LIUS）可以通过抑

制分解代谢细胞因子和上调合成代谢因子的表达修复

软骨损伤和延缓关节软骨的退化［8，9］。然而，在离体

组织培养状态下，LIUS 刺激能否延缓 OCT 软骨细胞

活性降低，抑制 ECM 的降解，延长保存时间未见相

关报道。LIUS 改善软骨相关疾病的潜在机制尚不完

全清楚。研究表明 LIUS 经由细胞外调节蛋白激酶

（extracellular regulated protein kinases, ERK） 信号通

路促进修复蛋白结缔组织生长因子的表达，促进半月

板损伤修复［10］。此外 ERK 信号还参与关节软骨的发

育，正向调节关节软骨的厚度［11］。因此，本研究将

连续低强度超声 （continuous low intensity ultrasound,
cLIUS）应用于体外保存的猪膝关节骨软骨，观察其

是否能够延长骨软骨的保存时间并对 ERK 蛋白表达

情况进行探索，为体外保存 OCT 提供新的策略。

1 材料与方法

1.1 骨软骨标本获取

6 个月龄猪，100 kg，碘伏消毒，铺巾。行膝关

节正中切口，离断内外侧副韧带、前后交叉韧带及髌

韧带，充分暴露膝关节面，直径 6.5 mm 的骨软骨移

植器在膝关节股骨髁负重区取长度为 10.0 mm 的骨软

骨 60 枚。

1.2 分组与体外处理

骨软骨随机分为静态组和超声组，每组 30 个。

均于 DMEM 培养液在 4℃医用冰箱中保存。静态组不

做超声处理。超声组每天给予 20 min 超声刺激，采

用 CE-5200A 超声清洗器，频率 42 kHz，电功率

50 W。

1.3 检测指标

1.3.1 软骨细胞存活率

在保存的第 14、28 d，使用震荡切片机切成 15
μm 厚的软骨切片；滴加 50 mg/L 的 FDA 溶液和 10
mg/L 的 EB 溶液，37℃恒温孵育 15 min，PBS 清洗 3
遍；在 450 nm 波长激光激发下荧光显微镜观察软骨

切片（100 倍），视野中呈现绿色的为活细胞，红色

为死细胞。ImageJ 软件对图像内的绿红细胞计数并

计算细胞存活率（细胞存活率（%） =活细胞数目/细
胞总数×100%）。

1.3.2 组织学观察

HE 染色：4%多聚甲醛固定骨软骨 24 h，流水冲

洗后置于 10%的 EDTA 脱钙液中，针轻刺骨组织可

轻易穿透，表明脱钙完成；酒精梯度脱水，二甲苯固

定，石蜡包埋，切 5 μm 厚的石蜡切片，脱蜡，梯度

酒精水化后染色，梯度脱水透明，封片并镜检。

番红 O 染色：石蜡切片脱蜡，梯度酒精水化，

染色水洗，复染水洗，梯度酒精脱水透明，封片，40
倍镜下拍照。ImageJ 软件分析番红 O 染色的积分光

密度值（integrated option density, IOD）。
甲苯胺蓝染色：石蜡切片脱蜡，梯度酒精水化，

染色水洗，梯度酒精透明，封片镜检。检测分析甲苯

胺蓝染色的 IOD 值。

1.3.3 生物力学检测

取软骨部分置于压力台上，调节压力台无限靠近

软骨但不触及，设置预压缩力为 5.0 N，以 0.1 mm/s
的速度对样本进行压缩检测，计算样本在压缩量

15%时的杨氏模量。

1.3.4 Western blot 检测 ERK 蛋白

待测样本去除软骨下骨，液氮中研磨，加入蛋白

裂解液于冰上进行裂解，收集裂解液，离心后取上

清，测定样品蛋白浓度后加入上样缓冲液煮沸备用；

样品 10%SDS-PAGE 凝胶中电泳，随后电转至 PVDF
膜上；5%脱脂牛奶封闭 1h，抗体 ERK （ab201015,
Abcam, Cambridge, UK）和内参 GAPDH（ab8245, Ab⁃
cam, Cambridge, UK） 孵育 6 h 后，TBST 清洗 3 遍，
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对应二抗孵育 2 h，显影。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计学分析。计量数据

以 x̄ ±s表示，资料呈正态分布，组间比较采用独立样

本 t检验，组内比较采用配对T检验。P<0.05 为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 软骨细胞存活率

FDA/EB 染色法检测软骨细胞存活染色见图 1a~
1d，绿色代表活的软骨细胞，红色或橙色代表死的软

骨细胞。两组软骨细胞存活率结果见表 1。第 14 d，
超声组活细胞数目较多，软骨细胞存活率显著高于静

态组（P<0.05)；随着时间推移，两组软骨细胞存活

率均显著降低（P<0.05）；第 28 d，超声组软骨细胞

存活率高于静态组，但差异无统计学意义（P>0.05）。
2.2 组织学观察

组织学 HE 染色见图 1e~1h。第 14 d，与静态组

相比，超声组保存的骨软骨细胞排列整齐，层次清

晰，浅层细胞多呈扁平样，体积较小，深层细胞体积

较大，位于陷窝内，整体基质含量丰富；随着时间推

移，两组整体基质着色均变浅，浅层细胞排列紊乱，

蛋白多糖含量下降；第 28 d，静态组和超声组保存的

骨软骨染色均变浅，浅层细胞排列紊乱，但组织结构

依旧保持完整状态。

番红 O 染色结果见图 1i-1l 和表 1。第 14 d，与

静态组相比，超声组保存骨软骨全层着色好且均匀，

蛋白多糖含量高且分布均匀，IOD 值显著升高（P<
0.05）；随着时间推移，两组基质着色均变浅，浅层

着色变浅程度明显，蛋白多糖含量下降，IOD 值均显

著降低（P<0.05）；第 28 d，两组保存的骨软骨颜色

略浅染，蛋白多糖流失较多，超声组 IOD 值高于静

态组，但差异无统计学意义（P>0.05）。
甲苯胺蓝染色结果见图 1m~1p 和表 1。第 14

d，与静态组相比，超声组保存的骨软骨层次分明，

细胞排列整齐，基质着色较深，蛋白多糖含量丰富，

IOD 值显著升高（P<0.05）；随着时间推移，两组基

质染色均变浅，浅层蛋白多糖流失较多，IOD 值均显

著降低（P<0.05）；第 28 d，两组保存的骨软骨基质

均淡染，颜色变浅，浅层细胞排列紊乱，超声组 IOD
值高于静态组，但差异无统计学意义（P>0.05）。
2.3 生物力学检测

杨氏模量检测结果见表 1。第 14 d，超声组的杨

氏模量显著高于静态组 （P<0.05)。随着时间推移，

两组骨软骨的杨氏模量均显著降低（P<0.05)；第 28
d，超声组杨氏模量高于静态组，但差异无统计学意

义（P>0.05）。
2.4 Western blot 检测

Western blot 检测 ERK 蛋白表达情况见表 1。超

声刺激 2 h 后，超声组 ERK 蛋白表达水平显著高于

静态组（P<0.05）。

表 1 两种处理骨软骨标本检测结果（ x̄ ±s）与比较

指标

软骨细胞存活率 (%)

番红 O 染色 (IOD 值)

甲苯胺蓝染色 (IOD 值)

杨氏模量 (MPa)

ERK 蛋白水平 (相对值)

时间点

14 d
28 d
P 值

14 d
28 d
P 值

14 d
28 d
P 值

14 d
28 d
P 值

超声组（n=30）
75.5±1.8
54.7±3.0
<0.001

224.7±4.1
131.4±3.6

<0.001

223.7±6.0
126.4±3.1

<0.001

8.7±0.3
6.4±0.2
<0.001

0.9±0.1

静态组（n=30）
65.6±1.5
52.0±3.0
<0.001

166.5±3.7
125.9±4.0

<0.001

166.7±5.0
124.7±0.8

<0.001

7.0±0.0
6.2±0.1
<0.001

0.5±0.2

P 值

<0.001

0.156

<0.001

0.053

<0.001

0.272

<0.001

0.054

0.019
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3 讨 论

生理状态下，生物力学刺激对软骨细胞的发育、

稳态和功能至关重要，软骨细胞感知机械应力并转化

为细胞内信号分子的激活，最终影响软骨细胞的代谢

活动。既往研究多集中于力学刺激对软骨细胞代谢的

影响［12，13］，对体外保存 OCT 施加力学刺激以延长保

存时间相关研究在国内外鲜有报道。前期研究发现滚

动-滑动机械刺激抑制猪骨软骨凋亡相关蛋白和基因

的表达，延缓软骨细胞活性降低，抑制 ECM 成分分

解和力学性能的下降，延长猪骨软骨的体外保存时

间［14，15］。这提示适当的力学刺激可以抑制 OCT 的活

性降低，延长其体外保存时间。LIUS 作为力学刺激

的一种，可以促进软骨细胞增殖或 ECM 合成缓解骨

性关节炎的进展［16，17］，但其对 OCT 的体外保存效果

仍不清楚。本研究中，首次将 cLIUS 应用于体外保存

猪骨软骨，在保存 14 d 内保持软骨细胞存活率高于

70%，并维持猪骨软骨良好的组织学和生物力学特

性。

软骨细胞的活性对于维持 OCT 的生物化学和生

物力学特性至关重要。维持软骨细胞存活率超过

70%是保证 OCAs 手术成功的必要条件［18］。本研究结

果显示，cLIUS 处理后的猪骨软骨 14 d 细胞存活率显

著高于静态组，并达到了 OCAs 细胞存活率要求。但

在第 28 d，两组软骨细胞存活率均<70%，这提示

cLIUS 可以有效延缓软骨细胞活性降低，但在骨软骨

长期保存效果方面还需要进一步探究。组织学染色和

杨氏模量结果显示，第 14 d，超声组蛋白多糖含量和

生物力学性能均优于静态组，但在第 28 d，两组指标

均显著下降，这提示在 14 d 内 cLIUS 可以有效抑制

ECM 的降解，维持猪骨软骨的生物力学性能。

14 d 28 d
超声组 静态组 超声组 静态组

软骨细胞

存活染色

（×100）

HE 染色

（×40）

番红 O 染

色（×40）

甲苯胺蓝染

色（×40）

图 1 连续低强度超声对骨软骨体外保存的影响形态观察。1a~1d: 软骨细胞存活染色示超声处理和不处理骨软骨 14、28 d
时软骨细胞存活情况；1e~1h: HE 染色示超声处理和不处理骨软骨 14、28 d 组织形态结构变化情况；1i~1l: 番红 O 染色示超

声处理和不处理骨软骨 14、28 d 时组织结构和基质中蛋白多糖的含量和分布；1m~1p: 甲苯胺蓝染色示超声处理和不处理骨

软骨 14、28 d 时组织形态结构和基质中蛋白多糖的含量和分布。

1a 1b 1c 1d

1e 1f 1g 1h

1i 1j 1k 1l

1m 1n 1o 1p
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ERK 蛋白几乎存在于包括骨和软骨在内的所有

组织中，是调节细胞外信号从细胞表面传导至细胞核

的关键［19］。近期研究发现，通过抑制 ERK 信号通

路，增加了一氧化氮诱导的兔软骨细胞凋亡［20］，这

提示 ERK 信号通路的潜在抗凋亡作用，增强 ERK 信

号通路的表达或许能抑制软骨细胞凋亡，为骨软骨相

关疾病带来积极结果。此外，ERK1/2 被认为是生物

力学环境中的机械转导因子，作为整合素-ERK 信号

通路的下游效应分子，在成骨细胞中，机械应力刺激

通过整合素 β1 激活 ERK 信号，进而促进细胞增

殖，调节成骨细胞的生长和重塑 ［21］。本研究中，

cLIUS 的应用增加了 ERK 蛋白的表达水平，这与既

往文献报道一致［22，23］。然而，在包括骨性关节炎在

内的一些病理模型中，ERK 蛋白的上调似乎引导了

不利的结果［24，25］。但总的来说，本研究表明，cLIUS
刺激可能部分通过上调 ERK 蛋白表达，延缓细胞存

活率下降，提高体外猪骨软骨保存时间。

本研究仍有一些需要解决的问题：（1） cLIUS 延

长骨软骨保存时间的具体分子机制还需要进行深入分

析及探索；（2） cLIUS 的力学和生物学效应与其声学

参数（强度、频率、占空比等）密切相关，考虑到不

同组织和细胞的特性，探究最佳的声学参数对骨软骨

的保存效果至关重要。

本研究表明 cLIUS 的应用或许是提高体外保存

OCT 的有效方法，cLIUS 可以在 14 d 内维持软骨细

胞的活性>70%，延缓 ECM 成分降解，提高骨软骨的

体外保存效果，其机制可能与上调 ERK 蛋白表达有

关，具体调控机理仍需进一步研究探索。
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