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·基础研究·

负重游泳运动对膝关节骨性关节炎大鼠关节软骨及
运动能力的影响

袁望舒1 陈丽霞1 金 光1 刘 颖1 刘淑芬1

摘要

目的:观察负重游泳运动对膝关节骨性关节炎（OA）大鼠关节软骨及运动能力的影响，探讨负重游泳运动防治膝OA

的机制，为临床采用负重游泳运动防治膝OA提供理论依据。

方法：将50只雄性Wistar大鼠随机分为空白组（20只）和模型组（30只），模型组大鼠采用木瓜酶注射法建立膝关节

骨性关节炎模型，造模完成后在空白组和模型组大鼠中各抽取10只，进行以下测定：①肉眼及光镜下观察大鼠膝关

节软骨形态及病理学改变并评分；②免疫组化法观察大鼠膝关节软骨中基质金属蛋白酶（MMP-13）阳性细胞的数

量；③评价大鼠的运动能力。将剩余的模型组大鼠随机分为负重游泳组（10只）和对照组（10只）。剩余空白组及对

照组大鼠不予以任何干预，负重游泳组大鼠接受6周的负重游泳运动后，对三组大鼠进行上述3项指标的测定。

结果：负重游泳运动后，负重游泳组大鼠关节软骨面大体观分值、镜下观Mankin分值、软骨中MMP-13阳性细胞数

较对照组大鼠明显减少；运动能力较对照组明显增加（P＜0.05）。

结论：负重游泳运动能够延缓膝OA模型大鼠膝关节软骨细胞的进一步破坏，并能够提高膝OA模型大鼠的运动能

力。负重游泳运动可作为治疗膝OA的运动疗法。
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Abstract
Objective:To observe the effects of loaded swimming exercise on articular cartilage and exercise abilities in

knee osteoarthritis（KOA） model rats, and to discuss the mechanism of loaded swimming exercise in treating

KOA, to offer the theoretical evidence that loaded swimming exercise used in clinical practice.

Method:A total of 50 male Wistar rats were divided randomly into a normal group(20 rats) and a model group

(30 rats). Rats in model group were established into knee osteoarthritis models by injecting papain. When mod-

els were performed, 10 rats were taken from normal group and model group: ①Morphologiced and pathologi-

cal changes of knee articular cartilage in rats were observed with eyes and optical microscopes, then scored;②

Expression of matrix metalloproteinase-13（MMP-13） of knee articular cartilage in rats were observed by using

immunohistochemical technology;③Exercise abilities of rats were evaluated. The rests of model group were sub-

divided into a loaded swimming subgroup (10 rats) and a control group (10 rats). There was no extra interven-

tion in rats of normal sub group or control subgroup. Rats in loaded swimming subgroup took loaded swim-

ming exercise for 6 weeks. After that, the 3 above mentioned indicators were measured in all groups.

Result:The scores of pathological changes and expression of MMP-13 of knee articular cartilage in loaded

DOI:10.3969/j.issn.1001-1242.2014.01.004

1 北京协和医院物理医学康复科，100005

作者简介：袁望舒，女，硕士；收稿日期：2013-02-18

14



www.rehabi.com.cn

2014年，第29卷，第1期

骨性关节炎（osteoarthritis，OA）是一组有不同

病因但有相似的生物学、形态学和临床表现的疾

病。该病不仅发生关节软骨损害，还累及整个关节，

包括软骨下骨、韧带、关节囊、滑膜和关节周围肌肉，

最终发生关节软骨退变、纤维化、断裂、溃疡及整个

关节面的损害,负重较大的膝关节是其好发部位之

一[1]。目前，对于膝OA的治疗大多采取口服药物、

关节镜下手术、关节腔内注射、物理因子等方法，但

疗效均不理想，都没有从根本上终止OA的病理变

化。在众多的治疗膝OA的方法中，运动训练以其

无创、高效、持久的特点已受到国内外越来越多的专

家的重视。本研究将运动训练中的肌力训练、关节

活动度训练及减轻膝关节压力训练三者相结合，创

新性地提出负重游泳的治疗方案[2—4]。通过动物实

验的方法得出相关数据，评价并探讨负重游泳运动

对治疗膝OA的作用，希望能够对膝OA的临床治疗

提供新思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组与实验步骤

1.1.1 造模阶段：将50只雄性Wistar大鼠随机分为

空白组（20只）和模型组（30只）。向模型组（30只）

大鼠右膝关节腔内注射 4%木瓜蛋白酶 20μl，每隔

3d注射1次,连续注射3次（即第1天、第4天、第7天

注射）。注射完成后标准饲养 28d，造模完成[5]。造

模完成后，将空白组大鼠和模型组大鼠分别随机处

死10只，进行各项指标的测定。

造模成功的标准为：

大体观：①关节内组织充血、肿胀；②关节软骨

色泽灰暗、透明度差；③关节面糜烂，软骨缺损。

镜下观：④软骨细胞增生、排列紊乱；⑤软骨陷

窝变小或消失；⑥HE染色时软骨基质染色变浅。

符合以上3项或以上者，认为造模成功。

1.1.2 干预阶段：空白组剩余10只。将剩余的模型

组（20只）随机分为对照组（10只）和负重游泳组（10

只）。空白组及对照组大鼠，继续正常饲养，不做任

何运动。负重游泳组大鼠进行渐进负重游泳运动训

练。负重游泳训练干预6周后，处死全部大鼠，进行

各项指标的测定。

负重游泳运动：负重游泳训练采用在大鼠腹部

系上相当重量硬币的方法，在 33—36℃的温水浴中

进行，水深 50—60cm，每只大鼠占有的水面积≥
500cm2。进行为期六周的渐进适应性负重游泳运动

（负重为自身体重的 1%—5%）[6]。周一至周五每天

训练1次，周六周日休息。

各项指标的采集与检测：①运动能力的测定：将

大鼠放入实验动物跑台，让大鼠以 18m/min的速度

在跑台上运动。记录大鼠运动力竭的时间（精确至

1min）。②病理学检查：大体观察：处死实验动物

后，剥离出右膝关节股骨端，剥离同时肉眼观察关节

软骨退行性改变的程度并评分。具体评分方法参照

关节软骨面的大体观评分标准[7]。

光镜下观察其组织学改变：处死Wistar大鼠后

取右膝关节股骨内髁关节面软骨组织 0.3cm ×

0.3cm×0.3cm，标本经冲洗、固定、脱钙、脱水、透明、

浸蜡、包埋、切片后，进行HE染色并封片。镜下观

察软骨情况，按Mankin评分原则[8]为切片评分。

关节软骨中MMP-13细胞百分数的表达：将石

蜡切片常规脱蜡入水，经1%甲醇双氧水浸泡10min

后蒸馏水冲洗。切片上滴加抗原修复液，室温

10min，0.1M PBS洗 3次×5min；然后在切片上滴加

正常山羊血清封闭液，室温20min。甩去多余液体，

不洗。然后在切片上滴加兔抗大鼠MMP-13，4℃过

夜，0.1MPBS洗3次×5min。然后在切片上滴加生物

素化第二抗体（IgG），37℃ 20min，0.1M PBS 洗 3

次×5min；切片上滴加辣根酶标记链霉卵白素工作

液（S-A/HRP），37℃ 20min，0.1M PBS 洗 3 次 ×

5min。DAB染色显示为棕黄色或棕褐色。

swimming subgroup decreased significantly compared with the control subgroup（P＜0.05）, and the exercise abil-

ities increased significantly compared with the control subgroup（P＜0.05）.

Conclusion:Loaded swimming exercise can delay the articular cartilage damage,and can increase the exercise

abilities of KOA model rats. Loaded swimming exercise can be a physical therapy for KOA.
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参考Pelletier等[9]的方法，软骨切片随机选取 6

个高倍镜视野(400倍)，其中3个位于软骨表层和中

上层，另 3个位于软骨中下层和下层。计算每个视

野的阳性细胞数和细胞总数，MMP-13的表达量用

细胞百分数，即阳性细胞数占细胞总数的百分比表

示。

1.2 统计学分析

将各组的数据用SPSS 13.0统计软件进行数据

的统计分析，将数据进行正态性检验和方差齐性检

验，服从正态分布且方差齐性的数据。同组实验前

后的数据比较采用独立样本 t检验，组间数据的比

较采用单因素方差分析；不服从正态分布的数据，结

果以 P50(P25,P75)表示：采用独立样本秩和检验。

P＜0.05被认为所检验的差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 膝OA模型大鼠关节软骨病理学评价

2.1.1 大体观察：实验前（负重游泳干预前），模型组

大鼠关节软骨面大体观分值较空白组大鼠有所增

加，且其差异具有显著性意义。实验后（负重游泳干

预后），负重游泳组大鼠关节软骨面大体观分值较对

照组大鼠有所减少，较空白组大鼠有所增加，且其差

异均具有显著性意义。实验前后，组内差异无显著

性意义。见表1。

2.1.2 光镜下观察其组织学改变：实验前（负重游泳

干预前），模型组大鼠关节软骨Mankin评分的分值

较空白组大鼠有所增加，且其差异具有显著性意

义。实验后（负重游泳干预后），负重游泳组大鼠关

节软骨Mankin评分的分值较对照组大鼠有所降低，

较空白组大鼠有所增加，且其差异均具有显著性意

义。实验前后，组内差异无显著性意义。见表2，图

1—4。

2.2 大鼠运动能力的评价

实验前（负重游泳干预前），模型组大鼠跑台运

动时间较空白组大鼠有所减少，且其差异具有显著

性意义。实验后（负重游泳干预后），负重游泳组大

鼠跑台运动时间较对照组大鼠有所提高，且差异均

具有显著性意义；较空白组大鼠有所提高，但其差异

无显著性意义。对照组大鼠跑台运动时间较空白组

大鼠均有所减少，且差异均具有显著性意义；实验前

后，负重游泳组大鼠跑台运动时间有所增加，且其差

异具有显著性意义。见表3。

2.3 关节软骨中MMP-13细胞百分数的表达

实验前（负重游泳干预前），模型组大鼠关节软

骨中MMP-13细胞百分数较空白组大鼠有所增加，

且其差异具有显著性意义。实验后（负重游泳干预

后），负重游泳组大鼠关节软骨中MMP-13细胞百分

数较对照组大鼠有所减少，较空白组大鼠有所增加，

且其差异均具有显著性意义。实验前后，对照组大

鼠关节软骨中MMP-13细胞百分比有所增加，且差

异具有显著性意义。见表6，图5—8。

3 讨论

OA是一种以关节软骨退行性变和继发性骨质

增生为特征的慢性关节疾病。关节软骨属于透明软

骨，组织结构特殊，其内无神经、血管、淋巴管，幼年

关节软骨虽可由软骨下通路获得部分营养，但成年

关节软骨却没有软骨下营养通路[10—11]。因关节软骨

的营养代谢途径极为贫乏，故关节软骨是修复能力

表1 实验前后各组大鼠关节软骨面
大体观评分的分值P50(P25,P75)

实验前
实验后

①实验前与空白组比较P＜0.05；②实验后任意两组比较，P＜0.05

负重游泳组

3.00(2.00,3.25)①

2.00(2.00,2.25)②

对照组

3.00(2.00,3.25)①

3.00(3.00,4.00)②

空白组

0.00(0.00,0.00)
0.00(0.00,0.00)②

表2 实验前后各组大鼠关节软骨Mankin评分的
分值P50(P25，P75)

实验前
实验后

①实验前与空白组比较P＜0.05；②实验后任意两组比较P＜0.05

负重游泳组

9.00(7.00,11.25)①

8.00(6.00,9.25)②

对照组

9.00(7.00,11.25)①

11.00(8.50,13.25)②

空白组

0.00(0.00,0.25)
0.00(0.00,0.25)②

表3 实验前后各组大鼠跑台运动的时间 （x±s,min）

实验前
实验后

①实验前与空白组比较P＜0.05；②实验后与对照组比较P＜0.05；
③实验前后组内比较P＜0.05

负重游泳组

52.88±10.60①③

69.00±11.19②③

对照组

52.88±10.60①

51.63±10.23

空白组

66.63±11.10
67.75±12.77②

表4 实验前后各组大鼠关节软骨中
MMP-13细胞百分数 （x±s，%）

实验前
实验后

①实验前与空白组比较P＜0.05；②实验后任意两组比较P＜0.05；
③实验前后组内比较P＜0.05

负重游泳组

36.40±3.22①

35.20±3.64②

对照组

36.40±3.22①③

47.70±4.06②③

空白组

1.90±0.53
1.90±0.43②
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最差的组织类型之一[12—13]，因而其损伤的治疗有时

比骨折还要困难，且易导致明显的功能障碍和病理

改变[14]。造模成功后的大鼠患侧膝关节疼痛、肿胀，

为了减轻疼痛，大鼠通常将患肢长期处于紧张的保

护性体位，以至于大鼠减少甚至停止患侧膝关节的

运动。关节废用后，一方面软骨周围血管的血液循

环发生障碍；另一方面，关节间的压力随之改变，失

去了正常关节的挤压-放松过程，关节液的吸收与释

放消失，最终导致软骨的营养及废物代谢无法顺利

进行。软骨组织得不到充足的营养，排除的废物又

无法被顺利带走，致使软骨的破坏日益加剧。接受

负重游泳运动干预的大鼠，其患侧膝关节被迫进行

主动运动，使关节周围的血液循环有所增加，关节间

的压力因运动时肌肉的收缩-放松而改变，从而使关

节液的循环恢复正常，这就为软骨的营养及废物代

谢提供了良好的场所，阻止了软骨细胞被进一步的

图1 空白组大鼠膝关节股骨 （HE染色，×200）

图2 模型组大鼠膝关节股骨 （HE染色，×200）

图3 负重游泳组大鼠膝关节股骨 （HE染色，×200）

图4 对照组大鼠膝关节股骨 （HE染色，×200）

图5 空白组大鼠关节软骨中MMP-13的表达（×400）

图6 模型组大鼠关节软骨中MMP-13 的表达（×400）

图7 负重游泳组大鼠关节软骨中MMP-13的表达（×400）

图8 对照组大鼠关节软骨中MMP-13 的表达 （×400）

骨细胞排列有序，并无分裂增生

软骨细胞排列明显不规则，中度增生

软骨细胞排列稍乱，但层次可分

软骨细胞明显减少，排列严重紊乱
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破坏。然而，负重游泳运动并未能使被破坏的软骨

组织得以修复。因为软骨细胞的生长方式分为内加

（间质）生长和外加生长[15]。我们造模时所用的木瓜

蛋白酶是一种蛋白水解酶，将其注射入关节腔内后，

软骨膜首先被水解，即破坏了软骨细胞的外加生长；

随后连续 2次注射，软骨膜逐渐向下降解软骨组织

全层。若降解程度较严重，即出现软骨缺损甚至剥

脱，这就使软骨组织完全丧失了修复的能力；若降解

程度较轻，软骨细胞仍可以通过软骨内生长完成软

骨组织的修复，但这是一个相当漫长的过程。本实

验的研究时间有限，6周时间内未能见到负重游泳

组大鼠的软骨组织有明显的生长。至于软骨细胞的

修复情况何时能产生显著性的变化，需要进一步研

究。

基质金属蛋白酶 (matrix metalloproteinases，

MMPs)是一个Zn2+、Ca2+依赖的蛋白水解酶家族，参

与体内细胞外基质的降解，在OA关节软骨基质及

软骨细胞破坏的病理过程中起着重要的作用。OA

是以软骨破坏和关节炎为特征的疾病，已有足够的

证据表明，关节局部的软骨细胞分泌的MMPs是导

致OA病理改变的重要原因[16]。Freemont等[17—18]均

发现在骨性关节炎患者中，软骨组织的破坏程度与

MMP-13的增高程度呈正相关。本研究结果发现，

造模成功后的膝OA大鼠关节软骨MMP-13细胞百

分数的表达较正常大鼠明显增加，这与前人的研究

结果相一致。经过负重游泳运动干预的膝OA模型

大鼠的膝关节软骨MMP-13细胞百分数较前有所减

少，但减少的程度尚未产生显著性意义；未经过负重

游泳运动干预的膝 OA 模型大鼠的膝关节软骨

MMP-13细胞百分数较前有所增加，但其增加的幅

度亦未产生显著性意义；而实验后游泳组大鼠膝关

节软骨MMP-13细胞百分数要少于对照组大鼠，且

其差异具有显著性意义。我们还不能证明负重游泳

运动能够有效减少MMP-13在膝OA模型大鼠关节

软骨中的表达，目前也尚未有文献明显表明骨性关

节炎症状好转后，关节软骨中MMP-13阳性细胞数

会减少，但负重游泳运动能够有效地阻止膝OA模

型大鼠关节软骨中MMP-13细胞百分数的进一步增

加。对于负重游泳运动是否能够有效地减少软骨中

MMP-13的表达，还需进一步研究。

本实验结果提示，负重游泳组大鼠与对照组大

鼠相比，运动能力明显增加，说明负重游泳运动能够

有效地提高膝OA大鼠的运动能力。负重游泳运动

不但可以达到水疗的目的，又可以同时对肌肉进行

耐力训练，利用水的温度、静水压、水的浮力和阻力，

达到降低肌张力、缓解肌痉挛、维持和扩大关节活动

度、改善挛缩、改善感觉功能、改善平衡能力和协调

性等功效，从而达到提高运动能力、扩大关节活动度

的目的[19]。负重游泳运动训练的阻力来源主要有两

个：一是实验对象在水中游泳时受到与游进方向相

反的水的阻力，二是人为给予的外加在实验对象身

上的附加重量。这些阻力都不是直接作用在膝关节

上的，不会对膝关节造成损害；而是实验对象为了保

持浮在水面上，不断划水，主动肌和拮抗肌相互交替

工作的结果。负重游泳运动还能有效减少膝关节腔

的压力。实验对象在水中游泳时所受的垂直方向的

力，有向下的重力和水作用于人体的向上的力。这

种向上的力，可以看成是两部分组成的：静水浮力与

动水升力。如实验对象在静水中不动，只有静水浮

力，而当其在水中游进时，既有静水浮力，又有动水

升力。正是这两种抵抗自身重力的作用力使关节腔

内的压力减小了。这两种力持续存在，无论实验对

象是站立位还是平卧位都能受到这两种力的作用，

使关节腔的减压效果达到理想状态。负重游泳运动

中的水压能够给膝关节一个持续、柔和的压力，这对

缓解关节周围肌肉的痉挛起到很好的效果。另外，

水温也能够很好地起到对膝关节周围肌肉、韧带和

肌腱的放松作用，使疼痛感降低。这为增加关节活

动度提供了基础。

当然，本实验也存在着局限性。因为对于因疼

痛而关节活动受限的膝OA患者而言，“疼痛弧”内

的运动有可能引起新的损伤，对康复不利，因此提倡

在不引起疼痛或轻微疼痛的前提下渐进性增大关节

活动度 [20]。而本实验的实验对象无法表达疼痛程

度，故实验中有可能存在“疼痛弧”内的运动。

综上所述，负重游泳运动能够延缓膝OA模型

大鼠膝关节软骨细胞的进一步破坏，并能够提高膝

OA模型大鼠的运动能力。负重游泳运动可作为治

疗膝关节骨性关节炎的运动疗法。
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