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摘要:目的　 研究膝骨关节炎(osteoarthritis,OA)胫骨平台不同区域基质刚度的差异,及其对软骨和线粒体形态的

影响。 方法　 获取 OA 胫骨平台软骨标本用于纳米压痕测试、透射电镜拍摄以及组织学分析。 利用纳米压痕检测

OA 胫骨平台不同区域软骨基质刚度,通过透射电镜观察不同区域软骨线粒体形态,定量分析线粒体平面面积、形
状、嵴体积密度的变化。 通过组织学染色观察 OA 胫骨平台不同区域软骨损伤情况。 结果　 OA 胫骨平台软骨损

伤具有区域异质性,内侧胫骨平台软骨和线粒体损伤更重,同时基质刚度更高。 OA 评分与基质刚度呈正相关。
OA 评分与线粒体形态之间也有显著的相关性:OA 评分越高,线粒体平面面积越大、越圆以及嵴体积密度越低。 结

论　 胫骨平台不同区域的差异揭示了软骨基质刚度、OA 评分和线粒体形态学参数之间的相关性,软骨基质刚度增

加可能是造成软骨细胞线粒体损伤的主要原因,进而加重了 OA 进展。
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Abstract:
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

difference
 

of
 

matrix
 

stiffness
 

in
 

different
 

regions
 

of
 

tibial
 

plateau
 

in
 

osteoarthritis
 

(OA)
 

and
 

its
 

effects
 

on
 

morphology
 

of
 

the
 

cartilage
 

and
 

mitochondria.
 

Methods　 The
 

tibial
 

plateau
 

cartilage
 

specimens
 

of
 

OA
 

were
 

obtained
 

for
 

nanoindentation
 

test,
 

transmission
 

electron
 

microscopy
 

and
 

histological
 

analysis.
 

The
 

stiffness
 

of
 

cartilage
 

matrix
 

in
 

different
 

regions
 

of
 

OA
 

tibial
 

plateau
 

was
 

detected
 

by
 

nano-indentation.
 

The
 

morphology
 

of
 

cartilage
 

mitochondria
 

in
 

different
 

regions
 

was
 

observed
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy,
 

and
 

the
 

changes
 

of
 

mitochondrial
 

plane
 

area,
 

shape
 

and
 

ridge
 

volume
 

density
 

were
 

quantitatively
 

analyzed.
 

Cartilage
 

injury
 

in
 

different
 

regions
 

of
 

OA
 

tibial
 

plateau
 

was
 

observed
 

by
 

histological
 

staining.
 

Results 　 The
 

cartilage
 

of
 

OA
 

tibial
 

plateau
 

showed
 

regional
 

heterogeneity,
 

and
 

the
 

cartilage
 

and
 

125



mitochondria
 

on
 

medial
 

side
 

of
 

varus
 

knee
 

OA
 

were
 

more
 

severe,
 

and
 

the
 

matrix
 

stiffness
 

was
 

higher.
 

The
 

OA
 

scores
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

matrix
 

stiffness.
 

There
 

was
 

also
 

a
 

significant
 

correlation
 

between
 

OA
 

scores
 

and
 

mitochondrial
 

morphology:
 

the
 

higher
 

OA
 

scores,
 

the
 

larger
 

and
 

rounder
 

mitochondrial
 

plane
 

area,
 

and
 

the
 

lower
 

cristae
 

volume
 

density.
 

Conclusions 　 The
 

differences
 

of
 

tibial
 

plateau
 

revealed
 

the
 

correlation
 

between
 

cartilage
 

matrix
 

stiffness,
 

OA
 

scores
 

and
 

mitochondrial
 

morphological
 

parameters.
 

The
 

increased
 

cartilage
 

matrix
 

stiffness
 

may
 

be
 

the
 

main
 

cause
 

of
 

chondrocyte
 

mitochondrial
 

injury,
 

and
 

further
 

aggravate
 

the
 

progression
 

of
 

OA.
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　 　 骨关节炎( osteoarthritis,OA) 长期以来被认为

是一种以关节软骨退行性变、软骨下骨重塑和骨赘

形成为特征的退行性疾病[1] 。 虽然软骨退行性变

可由多种因素引起,但异常力学负荷仍被认为是

OA 发生的主要因素和关键特征[2-3] 。
软骨细胞通过细胞外基质(extracellular

 

matrix,
ECM)感受外界力学刺激,其物理性质构成了软骨

细胞的力学微环境[4-5] 。 研究发现,ECM 的物理性

质影响软骨细胞功能[5] ;其中,基质刚度可以调节

细胞增殖、分化和凋亡[6-9] 。 在 OA 进展过程中,软
骨组织刚度显著增加。 关节软骨钙化开始于 OA 早

期,表现为关节软骨表面形成球形矿物颗粒,到 OA
中晚期软骨钙化向深层转化[10] 。 此外,软骨细胞衰

老过程中晚期糖基化产物的上调和软骨损伤过程

中赖氨酸氧化酶的增加加速了基质硬化[11] 。 经力

学测试发现,OA 软骨基质刚度为正常软骨的 3 ~
4 倍[12] 。

稳态和生命活动所需的大部分能量来自线粒

体,线粒体通过参与细胞能量代谢和凋亡等过程来

调节细胞功能,线粒体对于正常软骨细胞功能的维

持非常重要[13] 。 研究发现,OA 的发生与线粒体功

能障碍密切相关[14] 。 OA 软骨细胞线粒体功能改变

是对力学环境变化的一种反应,线粒体分裂和融合

的平衡对于其功能至关重要[15] 。 线粒体分裂受动

力相关蛋白 1( dynamic
 

related
 

protein
 

1,DRP1) 介

导,线粒体分裂使软骨细胞产生有缺陷的线粒体,
过度分裂最终导致细胞凋亡[16] 。 研究发现,在 OA
进展过程中,膝关节的力学负荷分布发生了变化,
不同区域的软骨损伤表现出区域异质性[17-18] 。 然

而,目前尚不清楚关节软骨的基质刚度是否也受到

空间位置的影响。 此外,基质刚度与软骨细胞线粒

体之间的关系也不清楚。 本文通过检测胫骨平台

不同区域软骨基质的刚度,观察不同区域软骨线粒

体形态并进行定量统计,并分析基质刚度与 OA 评

分和线粒体形态之间的相关性,探讨 OA 软骨损伤

的空间分布特征。

1　 材料与方法

1. 1　 研究对象

　 　 本研究共纳入 12 例患者,男性 3 例,女性 9 例。
患者年龄(69±8)

 

岁,身高(1. 61±0. 08)
 

m,体质量

(1. 61±0. 08)
 

kg,身体质量指数( body
 

mass
 

index,
 

BMI)为(26. 3±6. 2)
 

kg / m3;其中,左、右侧患肢分别

为 7 和 5 例。 所有患者均在上海交通大学医学院附

属第九人民医院诊断为膝 OA 并接受全膝节置换手

术,签署知情同意书。 本研究经上海交通大学医学

院附属第九人民医院伦理委员会批准。 获取 OA 胫

骨平台软骨标本用于纳米压痕测试、透射电镜拍摄

以及组织学分析。
1. 2　 研究区域划分

　 　 本文定义的胫骨平台中心( central,C) 为单侧

平台最大前后径和最大内外径的交叉点,以每侧胫

骨平台中心为圆心截取直径 1
 

cm 圆柱形软骨用于

后续分析;沿单侧平台最大前后和内外径线与中心区

域相邻截取前方(anterior,A)、后方(posterior,P)、中
心边缘( intermediate,I) 和髁间嵴( eminentia,E) 的

圆柱形软骨[17] 。 而 A、I 和 P 三者共同构成半月板

覆盖区域。
1. 3　 纳米压痕测试

　 　 通过纳米压痕仪(杭州轩辕科技有限公司)测

定 OA 胫骨平台软骨的弹性模量,弹性模量的计算

公式如下:
E = (1 - v2) × m × (g / D × h)

式中:D 为探针头部直径,D = 12
 

mm;h 为偏转度;
m 为重量;g 为重力常数;v 泊松比,v= 0. 5。
1. 4　 透射电镜分析

　 　 采用透射电镜( Talos
 

L120C,
 

Thermo
 

Scientific
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公司,美国)观察 OA 胫骨平台软骨组织表层软骨细

胞和线粒体形态。 软骨组织块(1
 

mm3)被固定并脱

水。 样品用 2. 5% 戊二醛固定 2. 5
 

h,0. 1
 

mol / L,
pH

 

7. 0
 

PBS 洗涤 3 次(每次 3
 

min),然后用 1% 锇酸

固定 2
 

h。 用
 

PBS 洗涤 3 次后,分别在 30% 、50% 、
70% 、85% 、 95% 和 100% 乙醇中连续脱水 ( 每步

15
 

min),然后在 1 ∶1混合乙醇+丙酮中脱水 2 次:纯
丙酮,每次 20

 

min。 每次分别用 3 ∶1、1 ∶1、1 ∶1、1 ∶1、
1 ∶1、1 ∶1、1 ∶1的丙酮:树脂浸润细胞 1

 

h。 然后用树

脂浸润细胞过夜,然后用新鲜树脂包埋 3
 

h。 在

37
 

C 聚合 8
 

h 和 65C 聚合 48
 

h 后,将树脂块切成超

薄片(70 ~ 100
 

nm)。 每个超薄切片放置在带有碳

膜的铜网上,用 4C 醋酸铀酰染色 7
 

min,25C 柠檬酸

铅染色 3
 

min,然后观察并拍摄图像。

图 1　 膝 OA 正位片、胫骨平台不同区域软骨分析方法及组织学染色照片

Fig. 1　 X-ray
 

image
 

of
 

knee
 

OA,
 

analysis
 

method
 

and
 

histological
 

staining
 

of
 

cartilage
 

in
 

different
 

regions
 

of
 

tibial
 

plateau
(a)

 

Coronal
 

MRI
 

image
 

of
 

knee
 

OA
 

in
 

patients,
 

(b)
 

Division
 

of
 

cartilage
 

in
 

different
 

regions
 

of
 

tibial
 

plateau,
 

(c)
 

Analysis
 

method
 

of
 

cartilage
 

specimen,
 

(d)
 

Staining
 

of
 

Safranin
 

O,
 

DRP1
 

and
 

Cleaved
 

caspase
 

3
 

of
 

cartilage
 

from
 

different
 

region
 

of
 

tibial
 

plateau

1. 5　 组织学分析

　 　 经固定的 OA 胫骨平台软骨石蜡包埋后进行组

织学切片(5
 

μm 厚度)。 组织切片进行番红固绿和

苏木精-伊红( hematoxylin-eosin,HE) 染色(武汉赛

维尔生物技术有限公司)。 对于免疫组织化学染

色,切片与一抗 ( DRP1、 Cleaved-Caspase
 

3 ) 结合

4
 

℃过夜。 用 PBS 洗涤载玻片,并与山羊抗兔 IgG

辣根过氧化物酶聚合物( Cell
 

Signaling
 

Technology
公司,美国),使用 3,3′ -二氨基联苯胺为显色剂。
使用 DM4000

 

B 显微镜( Leica 公司,德国) 拍摄图

像,并使用 Image
 

Pro
 

Plus
 

6. 0 软件获得阳性染色的

细胞测量值。
1. 6　 统计分析

　 　 所有的数据均来自至少 3 个独立的实验或重

复的测量。 组间差异采用 t 检验,多组间差异采用

单因素方差分析和 Tukey 多重比较检验。 结果以平

均值±标准差表示。 对于评估线性关系,使用皮尔

森相关性分析方法进行检验。 P<0. 05 表示差异有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 胫骨平台不同区域的软骨基质刚度和软骨

损伤程度具有异质性

　 　 所有患者均诊断为膝
 

OA
 

并接受全膝节置换手

术[见图 1(a)],将每个胫骨平台标本分为 10 个区

域[见图 1( b)],并分别检测各区域表面的软骨基

质刚度后分别进行组织染色与透射电镜观察[见

图 1(c)]。 HE 和番红 O 染色结果表明,外侧胫骨
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平台软骨较为完整,而内侧胫骨平台软骨出现裂缝

至软骨深层。 而 DRP1 和切割半胱氨酸蛋白酶

(Cleaved-Caspase
 

3)主要在内侧胫骨平台中高表达

[见图 1(d)]。
纳米压痕测试与组织学定量分析结果表明,内

侧胫骨平台的软骨基质刚度明显高于外侧,而内侧

胫骨平台前方、中心、边缘的软骨基质刚度显著高

于其他区域[见图 2( a)]。 除髁间嵴外,内侧胫骨

平台半月板覆盖区域的 Mankin 评分均显著升高

[见图 2( b)]。 DRP1 和 Cleaved-Caspase
 

3 阳性比

例高的区域与 OA 评分较高的区域相接近 [ 见

图 2(c)]。 以上结果表明,OA 胫骨平台软骨损伤

具有异质性,内侧胫骨平台软骨的组织刚度更高同

时对应区域的软骨损伤程度更重。 在内翻膝 OA 中

胫骨平台前内侧区域是常见的磨损区域[19] ,而外侧

胫骨平台的软骨相对完整。

图 2　 胫骨平台不同区域软骨刚度测试及组织学定量评价

Fig. 2 　 Measurement
 

of
 

cartilage
 

stiffness
 

and
 

histological
 

quantitative
 

evaluation
 

in
 

different
 

regions
 

of
 

tibial
 

plateau 　 ( a)
 

Elastic
 

modulus,
 

( b )
 

Mankin
 

scores,
 

(c)
 

Positive
 

proportion
 

of
 

DRP1
 

and
 

Cleaved
 

caspase
 

3
 

of
 

chondrocytes
 

in
 

different
 

region
 

of
 

the
 

tibial
 

plateau
注:N= 60

 

(12× 5);A、P、I、C、E 分别为胫骨平台前方、后方、中
心边缘、中心、髁间嵴,下同。

2. 2　 胫骨平台不同区域软骨细胞线粒体的形态具

有异质性

　 　 利用透射电镜观察胫骨平台各个区域软骨细

胞。 电镜照片显示出 OA 胫骨平台不同区域软骨细

胞线粒体的形态差异,除髁间棘外,内侧胫骨平台

的软骨细胞线粒体肿胀变圆以及嵴减少;外侧胫骨

平台的软骨细胞线粒体呈杆状,嵴更丰富(见图 3)。

图 3　 胫骨平台不同区域软骨线粒体透射电镜照片

Fig. 3　 TEM
 

images
 

of
 

cartilage
 

in
 

different
 

regions
 

of
 

tibial
 

pla-
teau　 (a)

 

Medial
 

tibial
 

plateau,
 

(b)
 

Lateral
 

tibial
 

plateau

对线粒体形态参数定量统计进一步比较软骨

细胞线粒体的形态差异。 首先,单位细胞面积内的

线粒体密度仅在胫骨平台内外中心区域有显著差

异,而其他区域间无显著差异[见图 4( a)]。 线粒

体平面面积和形状指数的结果显示,内侧胫骨平台

的软骨线粒体更大且圆,内侧胫骨平台中心和半月

板覆盖区域(前、后、边缘区域)的软骨线粒体接近

圆形[见图 4( b)、( c)]。 此外,通常用嵴体积密度

来反映线粒体功能[22] ,内侧胫骨平台的大部分软骨

线粒体嵴体积密度均低于外侧[见图 4(d)]。
2. 3　 胫骨平台软骨及线粒体损伤程度与基质刚度

密切相关

　 　 分别将 Mankin 评分、基质刚度与线粒体形态

参数进行相关性分析,由于胫骨平台不同区域的

软骨线粒体密度差异无显著性意义,故只考虑线

粒体的大小、形状指数和嵴体积密度。 相关性分

析结果显示, Mankin 评分越高,线粒体更大 [ 见
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图 4　 胫骨平台不同区域软骨线粒体形态学参数定量统计

Fig. 4　 Quantitative
 

statistics
 

of
 

mitochondrial
 

morphological
 

parameters
 

in
 

different
 

regions
 

of
 

tibial
 

plateau
(a)

 

Mean
 

mitochondrial
 

density,
 

(b)
 

Mitochondrial
 

area,
 

(c)
 

Aspect
 

ratio,
 

(d)
 

Cristaet
 

volume
 

density

图 5( a) ] ,更趋近于圆形[见图 5( b) ] ,嵴体积密

度越低[见图 5( c) ] 。 一般情况下,当线粒体损伤

时形状指数和嵴体积密度较低[20-23] 。 最后,软骨

　 　

基质刚度与线粒体形态参数的相关性分析结果显

示,软骨基质刚度增高对应着软骨细胞线粒体损

伤[见图
 

5( d) ~ ( f) ] 。
　 　

图 5　 胫骨平台不同区域软骨 Mankin 评分与软骨线粒体形态以及软骨刚度与软骨线粒体形态的相关性分析

Fig. 5 　 Analysis
 

om
 

the
 

correlation
 

between
 

Mankin
 

scores
 

and
 

mitochondrial
 

morphology,
 

cartilage
 

stiffness
 

and
 

mitochondrial
 

morphology
 

in
 

different
 

regions
 

of
 

tibial
 

plateau 　 ( a)
 

Mankin
 

scores
 

and
 

mitochondrial
 

area,
 

(b)
 

Mankin
 

scores
 

and
 

aspect
 

ratio,
 

( c)
 

Mankin
 

scores
 

and
 

cristae
 

volume
 

density,
 

( d )
 

Elastic
 

modulus
 

and
 

mitochondrial
 

area,
 

(e)
 

Elastic
 

modulus
 

and
 

aspect
 

ratio,
 

(f)
 

Elastic
 

modulus
 

and
 

cristae
 

volume
 

density

3　 讨论与结论

　 　 本文通过对 OA 胫骨平台软骨标本进行纳米压

痕测试、组织学染色和线粒体形态分析,揭示软骨

基质刚度、软骨损伤程度和线粒体形态学参数之间

的相关性。 结果表明,内侧胫骨平台软骨基质刚度

明显增加,对应了更高的 Mankin 评分和线粒体形态

损伤改变。 由此发现胫骨平台软骨的 Mankin 评分

与软骨细胞线粒体损伤,以及软骨基质刚度与软骨

细胞线粒体损伤呈显著正相关。 本研究拓展了对

力学负荷影响下的胫骨平台不同区域软骨特征的

认识。 对下肢力线不良的 OA 胫骨平台不同区域软

骨进行精确和详细的评估,在 OA 中建立了基质力

学-软骨-线粒体之间的关联。
力学刺激是决定细胞命运的关键。 线粒体已

被发现是力学转导和细胞生物学过程的交集。 力

学刺激通过影响线粒体能量稳态和氧化磷酸化在

细胞内生物反应中发挥重要作用[25] 。 线粒体的正

常结构和功能受线粒体分裂与融合的平衡来维

持[15] 。 机械刺激软骨细胞后,直接促进线粒体分裂
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的动力蛋白 DRP1 激活,最终导致线粒体过度分裂

和线粒体损伤[16] 。 研究发现,OA 进展过程中胫股

关节的机械载荷分布发生了变化,导致位置特异性

的软骨损伤[17] 。 本研究证实胫骨平台软骨的基质

刚度与线粒体也具有位置特异性,分布不均的软骨

基质刚度可能是造成线粒体形态异质性的原因。
软骨细胞通过 ECM 感受外界力学刺激,其结

构和组成的破坏被认为是 OA 的标志[26-27] 。 在 OA
的发展过程中,II 型胶原和蛋白聚糖形成的 ECM 网

络的完整性被破坏,OA 软骨的弹性储能能力降低。
OA 早期软骨表面出现病理性钙化。 随着 OA 进展,
软骨钙化向深层侵入,晶体结晶度增加使组织刚度

显著提高[18] 。 同时,软骨细胞衰老过程中晚期糖基

化产物的上调和软骨损伤过程中赖氨酸氧化酶的

增加加速了基质硬化[29] 。 软骨细胞的透射电镜图

像展示了基质刚度对线粒体的影响,其中线粒体的

形态参数与 OA 评分和基质刚度密切相关[30-31] 。 这

些结果说明软骨细胞线粒体具有响应基质刚度的

行为,并且高基质刚度导致线粒体形态变化最终影

响软骨细胞功能。
异常的力学刺激引起线粒体损伤,进而导致软

骨细胞损伤[29] 。 越来越多的证据表明,线粒体功能

障碍通过多种机制促进 OA 的进展,包括能量代谢、
氧化应激、炎症反应、细胞衰老和死亡以及钙稳

态[30] 。 然而 OA 是一种具有不同致病过程的异质

性疾病,已成功鉴定了 4 种 OA 亚型及其相应的功

能特征[31] 。 细胞死亡大多与线粒体有关,但仍缺乏

相关研究来分析 OA 软骨细胞死亡方式[32] 。 因此,
还需要进一步对基质刚度通过线粒体影响软骨细

胞功能的机制进行研究,构建不同刚度的细胞培养

模型有助于在体外对软骨细胞响应基质刚度的机

制深入研究。 同时,软骨基质的力学可以影响软骨

细胞功能[27] ,而软骨细胞本身功能直接影响其

ECM[29] ,故还需要进一步探究在 OA 中软骨 ECM
与软骨细胞互作的因果关系。

综上所述,本研究发现了胫骨平台软骨损伤程

度与软骨基质刚度和线粒体形态参数之间的相关

性,提示线粒体的力学响应在
 

OA
 

进展中的作用,为
纠正下肢力线和应用药物干预

 

OA
 

进展提供理论

基础。
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