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体外冲击波治疗通过激活 Wnt5a/Ca2+信号通路
改善大鼠股骨牵张成骨的分子机制
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  [摘要] 目的 探究体外冲击波治疗通过激活 Wnt5a/Ca2+信号改善大鼠股骨牵张成骨的机制。方法 60只8
周龄SpragueDawley雄 性 大 鼠 分 为 对 照 组、股 骨 牵 张 模 型 组 和 体 外 冲 击 波 疗 法(extracorporealshockwave
therapy,SWT)组(n=20)。使用CatWalkXT系统测量大鼠步态参数。通过显微CT(Micro-CT)扫描分析大鼠股

骨形态。组织病理学分级采用 Mankin评分标准,并分析软骨下骨各区域 Wnt5a阳性细胞百分比。实时聚合酶链

反应分析 大 鼠 股 骨Ⅰ型 胶 原 和 骨 桥 蛋 白 mRNA 表 达。免 疫 组 织 化 学 染 色 分 析 骨 形 态 发 生 蛋 白2(bone
morphogeneticprotein2,BMP2)、血管内皮生长因子(vascularendothelialgrowthfactor,VEGF)和增殖细胞核抗原

(proliferatingcellnuclearantigen,PCNA)的表达。蛋白印迹分析 Wnt5a/Ca2+信号通路蛋白表达。结果 模型组摆

动速度、最大接触面积、单站姿、占空比和支架摆动时间低于对照组,ESWT组摆动速度、最大接触面积、单站姿、占
空比和支架摆动时间高于模型组(P<0.05)。模型组骨小梁体积分数、小梁厚度和骨密度小于对照组,ESWT组骨

小梁体积分数、小梁厚度和骨密度大于模型组(P<0.05)。模型组股关节病理组织学(Mankin)评分高于对照组,

Wnt5a阳性细胞数量少于对照组,ESWT组股关节 Mankin评分低于模型组,Wnt5a阳性细胞数量多于模型组

(P<0.05)。与对照组相比,模型组大鼠软骨下骨板浅表区可见骨细胞陷窝,ESWT组股关节面损伤程度明显减轻

(P<0.05)。ESWT诱导模型大鼠 Wnt5a标记明显增加(P<0.05)。模型组Ⅰ型胶原和骨桥蛋白 mRNA表达低

于对照组,ESWT组Ⅰ型胶原和骨桥蛋白 mRNA表达高于模型组(P<0.05)。模型组BMP2、VEGF和PCNA染

色阳性细胞少于对照组,ESWT组BMP2、VEGF和PCNA染色阳性细胞多于模型组(P<0.05)。模型组CaMK
Ⅱ、PLC、Wnt5a蛋白表达高于对照组,PKC蛋白表达高于对照组,ESWT组CaMKⅡ、PLC、Wnt5a蛋白表达低于

模型组,PKC蛋白表达低于模型组(P<0.05)。结论 体外冲击波治疗通过激活 Wnt5a/Ca2+信号通路促进大鼠股

骨牵张成骨新生血管形成、细胞增殖和成骨生长因子的表达,改善骨力学性能和骨矿化加速。
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Molecularmechanismofextracorporealshockwavetherapyimprovingthedistraction
osteogenesisofratfemurbyactivatingWnt5a/Ca2+signalpathway
HUANGKang-bin1,CHENZeng-feng2*,CHENCong-shan1,

ZHANGYuan-yang1,QIUZhi-wei1

(1.DepartmentofTuina,TaiheHospitalofShiyanCity,HubeiProvince,Shiyan442000,China;
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[Abstract] Objective Toexplorethemechanismofextracorporealshockwavetherapy
(ESWT)toimprovethedistractionosteogenesisofratfemurbyactivatingWnt5a/Ca2+signal.
Methods Sixty8-week-oldSpragueDawley maleratsweredividedintoacontrolgroup,a
femoraltractionmodelgroup,andanESWTgroup(n=20).Ratgaitparametersweremeasured
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usingtheCatWalkXTsystem,andthemorphologyofratfemurwasanalyzedthroughMicro-CT
scanning.ThehistopathologicalgradingwasperformedusingtheMankinscoringstandard,and
thepercentageofWnt5apositivecellsineachregionofthesubchondralbonewasanalyzed.Real-
timepolymerasechainreaction(RT-PCR)wasusedtoanalyzetypeⅠcollagenandosteopontin
mRNAexpressioninratfemur.Immunohistochemicalstainingwasusedtoanalyzetheexpression
ofbonemorphogeneticprotein2 (BMP2),vascularendothelialgrowthfactor(VEGF),and
proliferatingcellnuclearantigen (PCNA).Westernblotwasusedtoanalyze Wnt5a/Ca2+

signalingpathwayproteinexpression.Results Theswingspeed,maximumcontactarea,single
standingposture,dutycycleandstentswingtimeofratsinthemodelgroupwerelowerthan
thoseinthecontrolgroup,whiletheswingspeed,maximumcontactarea,singlestanding
posture,dutycycleandstentswingtimeofratsintheESWTgroupwerehigherthanthoseinthe
modelgroup(P<0.05).Thetrabecularvolumefraction,trabecularthicknessandbonemineral
densityofratswerelowerinthemodelgroupthaninthecontrolgroup,buthigherintheESWT
groupthaninthemodelgroup(P<0.05).TheMankinscoreofthefemoraljointinthemodel
groupwashigherthanthatinthecontrolgroup,whilethenumberofWnt5apositivecellsinthe
modelgroupwaslowerthanthatinthecontrolgroup;TheMankinscoreofthefemoraljointin
theESWTgroupwaslowerthanthatinthemodelgroup,whilethenumberofWnt5apositive
cellsintheESWTgroupwashigherthanthatinthemodelgroup(P<0.05).Comparedwiththe
controlgroup,osteocytelacunaecouldbeseeninthesuperficialareaofsubchondralboneplatein
themodelgroup,andthedegreeofinjuryonthefemoraljointsurfaceintheESWTgroupwas
significantlyreduced (P<0.05).TheWnt5amarkerofESWT-inducedmodelratsincreased
significantly(P<0.05).TheexpressionoftypeⅠcollagenandosteopontinmRNAwaslowerin
themodelgroupthaninthecontrolgroup,buthigherintheESWTgroupthaninthemodel
group(P<0.05).Comparedwiththecontrolgroup,thepositivecellsofBMP2,VEGFand
PCNAstaininginthemodelgroupdecreased,whilethepositivecellsofBMP2,VEGFand
PCNAstainingintheESWTgroupincreased,ascomparedwiththemodelgroup(P<0.05).
TheexpressionofCaMKⅡ,PLCandWnt5aproteinandtheexpressionofPKCproteininthe
modelgroupwerehigherthanthoseinthecontrolgroup,whiletheexpressionofCaMKⅡ,PLC
andWnt5aproteinandtheexpressionofPKCproteinintheESWTgroupwerelowerthanthose
inthemodelgroup(P<0.05).Conclusion ESWTcanpromotetheformationofangiogenesis,

cellproliferationandtheexpressionofosteoblastgrowthfactorsbyactivatingtheWnt5a/Ca2+

signalingpathway,improvethebonemechanicalperformanceandacceleratebonemineralization.
[Keywords] Femur;Osteogenesis;Distraction;Extracorporealshockwavetherapy

  牵张成骨(distractionosteogenesis)用于刺激

新骨形成,以治疗由骨缺损引起的骨科疾病,可以从

股骨到下颌骨的各种骨头上进行牵引[1]。经过短的

潜伏期后,逐渐和控制牵引两个骨碎片,直到所需的

长度。牵引完成后,允许新形成的骨愈合,直到完全

巩固。然而,较长的治疗时间和在某些情况下可能

出现纤维愈合或不愈合仍然是阻碍进一步临床应用

的主要限制因素,故开发加速骨化再生的程序显然

是 可 取 的。体 外 冲 击 波 (extracorporealshock
wave,ESW)疗法是美国食品和药物管理局批准的

一种治疗人类肌肉骨骼疾病的方式,如足底筋膜炎

和肘部外侧上髁炎[2]。ESW 的应用是一种新兴的

无创骨病治疗方法,该新型的机械刺激促进成骨,从
而抑制骨重塑过程中的破骨细胞活性和软骨退

变[3-4]。经短期或长期治疗后,体外和体内已有

ESW通过成骨细胞分化和增殖对成骨激活的积极

作用报道[5]。Wnt/catenin和 Wnt/钙(Ca2+)信号

通 路 在 调 节 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 (bone marrow
derivedmesenchymalstemcells,BMMSCs)分化中

发挥重要作用,Wnt5a/Ca2+ 信号可抑制BMMSCs
的自我重建和刺激成骨分化[6]。因此,推测ESW
治疗(extracorporealshock-wavetherapy,ESWT)
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可以 调 节 Wnt/Ca2+ 信 号 通 路 改 善 骨 关 节 炎

(osteoarthritis,OA)大鼠的临床症状。本研究通过

微计算机断层扫描测量、组织损伤的组织学评估和

步态分析来检查ESW对OA大鼠的治疗效果。

1 材 料 与 方 法

1.1 实验大鼠 60只8周龄SpragueDawley雄性

大鼠(170~190g)购自农科院动物研究所。大鼠被

安置在(23±1)℃、12h明暗循环的环境下,期间大

鼠可随意获得食物和水。在实验开始前进行1周的

适应。分为对照组、模型组和冲击波治疗组(ESWT
组),每组20只。对照组不作任何干预即进行采样。

模型组采用动态轴向固定器(OrthofixM-100)
固定大鼠后于静脉注射戊巴比妥5mg/kg麻醉大

鼠股骨前表面(针的直径为0.25mm)。用骨锯在骨

干中心截骨,用0.2mm的1.5号尼龙线缝合骨膜。
等待1周后,以2次/d、0.1mm/次(0.2mm/d)的速

度牵拉愈伤组织2周,可获得2.0mm的伸长。采

样时机为干预结束后第2天。

ESWT组前期处理同模型组,继而股骨外侧施

加冲击波。体外冲击波治疗使用非聚焦气动弹道装

置(瑞士EMS体外冲击波治疗仪)。冲击波聚焦是

通过使用辅助装置从2个方向通过X射线照射确

定的。冲击波能量密度为0.42mJ/mm2,脉冲间隔

为2Hz。在分散的愈伤组织的中心和外围部位共

注射100次,共注射300次。采样时机为干预结束

后第2天。

1.2 实验方法

1.2.1 大鼠步态分析 在CatWalk系统中,大鼠被

放置在玻璃板走道上,允许自由行走。荧光灯发射

在玻璃板的一侧,并完全在内部反射。当爪子接触

到玻璃板时,光线向下反射,被识别为明亮的爪印图

像。这些爪印被放置在人行道下方的摄像机捕捉

到,并通过软件(CatWalkXTversion9)进行分析,
该软件生成静态步态参数,如接触面积和爪压,以及

与步骤持续时间相关的动态步态参数。该软件可自

动显示共5个步态参数,包括摆动速度、最大接触面

积、单站姿、占空比和支架摆动时间,大鼠行走10次。
从10次记录的散步中选择了3次不间断的散步。

1.2.2 显微CT扫描下软骨下骨测量 麻醉后第8
周,使用 micro-CT(micro-CT由CAMS&PUMC
实验室动物科学研究所提供,小动物活体PET/CT
成像系统,Germany),电压70kV,电流142A,暴露

时间1475ms,1mm铝滤镜,0.5°旋转步长,18μm
分辨率。用局部阈值算法对所有数据集进行分割。

得到的图像投影采用改进的费尔德坎普反投影进行

重建。利用内置软件进行皮质骨分离。测量胫骨骨

骺处骨小梁厚度和体积以及骨小梁体积分数和骨

密度。

1.2.3 组织病理学分析  处死大鼠,快速取出完整

股关节,在4%甲醛溶液中固定48h,在10%乙二胺

四乙酸(pH7.4)溶液中脱钙3周。用ASP200S水

萃取器对组织进行脱水,并嵌入石蜡。用显微镜

(LeicaRM2235)将外侧关节间室垂直切成4μm厚

的切片,用苏木精和伊红染色。OA 病理分级按

Mankin评分标准执行。在二甲苯脱蜡、梯度乙醇水

化、过氧化氢阻断和抗原提取后,切片与 Wnt5a一

抗(Abcam公司,英国)孵育12h,随后用辣根过氧

化物酶标记的二抗孵育。显微镜下观察并记录阳性

染色,在同一标本的3个切片中随机选取6个区域

进行 挑 选。所 有 的 图 像 都 是 用 CoolCCD 相 机

(SNAP-Proc.f.数码套件),使用Image-ProPlus
6.0图像分析软件(MediaCybernetics)分析软骨下

骨各区域的 Wnt5a阳性细胞百分比。

1.2.4 半定量实时聚合酶链反应检测各组Ⅰ型胶

原和骨桥蛋白 mRNA表达 根据制造商说明,用

TRIzol试剂(赛默飞世尔科技公司,美国)分离细胞

总RNA。第一链cDNA由1mg总RNA合成,使
用ExScriptRT试剂试剂盒,按照操作手册进行合

成。PCR使用PCR热循环器Dice(TakaraBio公

司,美国)中的铂 TaqDNA聚合酶(Invitrogen公

司,美国)。甘 油 醛3-磷 酸 脱 氢 酶 作 为 内 标。用

2-△△ct值计算Ⅰ型胶原和骨桥蛋白 mRNA 的表

达量。

1.2.5 免疫组织化学染色各组BMP2、VEGF和

PCNA染色阳性细胞数量 股骨固定在4%磷酸盐

缓冲盐缓冲多聚甲醛中48h,在磷酸盐缓冲盐缓冲

10%乙二胺四乙酸中脱钙。将脱钙骨包埋在石蜡

中,纵向切成5mm厚的切片。骨标本转移到聚赖

氨酸包被玻片上进行苏木精-伊红染色,检测骨形

态发 生 蛋 白 2(bone morphogeneticprotein2,

BMP2)、血管内皮生长因子(vascularendothelial
growthfactor,VEGF)和 增 殖 细 胞 核 抗 原

(proliferatingcellnuclearantigen,PCNA)的表达。
使用辣根过氧化物酶-3,3-二氨基联苯胺细胞和组

织染色试剂盒(R&D公司,美国)证实标本的免疫

反应性。抗 PCNA,s期 细 胞 分 裂 的 标 志;Santa
Cruz公司,美国)、anti-BMP2和anti-VEGF(R&D
公司,美国)作为免疫组织化学抗体。

1.2.6 蛋 白 印 迹 分 析 各 组 钙 调 蛋 白 激 酶 Ⅱ
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(calmodulinproteinkinase Ⅱ,CaMKⅡ)、PLC、

Wnt5a蛋白表达 ESWT后,收集股关节组织,用

PBS洗涤3次,提取组织中的总蛋白,并按照前面描

述的进行量化。采用标准程序,总蛋白用10%十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,转移到硝

化纤 维 素 膜 上。用 5% 胎 牛 血 清 在 含 0.1%
Tween-20的tris缓冲盐水中阻断非特异性位点。
用摄 影 胶 片 (Kodak,Rochester,NY,USA)和

TanonGis(上海碧云天公司)对钙-CaMKⅡ、PLC、

PKC、Wnt5a蛋白表达进行检测和定量。一抗包括

兔 多 克 隆 抗 Wnt5a(ab174100),抗 CaMK Ⅱ
(ab19031),抗PLC(ab185724),抗PKC(sc-25778,

1∶200,SantaCruz公司,美国)稀释,并根据制造商

说明与硝化纤维素膜共孵育。二抗为IRDye680山

羊抗大鼠(Abcam公司,美国)。

1.3 统计学方法 应用SPSS20.0统计软件分析

数据。计量资料比较采用单因素方差分析和LSD-t
检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 大鼠步态参数分析 模型组大鼠摆动速度、最

大接触面积、单站姿、占空比和支架摆动时间低于对

照组,ESWT组大鼠摆动速度、最大接触面积、单站

姿、占空比和支架摆动时间高于模型组,差异有统计

学意义(P<0.05),ESWT线束改善模型大鼠步态

参数。见图1,表1。

2.2 大鼠股骨形态分析 模型组大鼠骨小梁体积

分数、小梁厚度和骨密度小于对照组,ESWT组骨

小梁体积分数、小梁厚度和骨密度大于模型组,差异

有统计学意义(P<0.05)。见表2。

图1 大鼠模型的Micro-CT图像

Figure1 Micro-CTimagesofratmodels

表1 大鼠步态参数分析

Table1 Analysisofgaitparametersinrats
(n=20,x-±s)

组别 摆动速度(mm/s) 最大接触面积(mm2) 单站姿(s) 占空比(%) 支架摆动(s)

对照组 1193.26±45.25 52.07±5.88 0.15±0.02 64.27±4.19 0.62±0.11
模型组 653.29±21.68* 27.46±3.24* 0.07±0.01* 44.24±3.66* 0.29±0.07*

ESWT组 973.44±30.34# 47.21±5.01# 0.13±0.01# 59.30±3.88# 0.58±0.09#

F 值 10.662 9.684 13.125 9.052 11.883
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与模型组比较(LSD-t检验)

表2 大鼠股骨形态分析

Table2 Morphologicalanalysisofratfemur
(n=20,x-±s)

组别
骨小梁体积

分数(%)

小梁厚度

(μm)
骨密度

对照组 39.88±5.32 48.25±5.33 965.32±44.18
模型组 21.37±3.25* 36.52±3.75* 547.38±24.67*

ESWT组 34.59±4.11# 52.77±5.79# 836.74±36.42#

F 值 12.034 9.668 15.337
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与模型组比较(LSD-t
检验)

2.3 组织病理学评估 模型组大鼠股关节 Mankin
评分高于对照组,Wnt5a阳性细胞数量少于对照

组,ESWT 组 股 关 节 Mankin评 分 低 于 模 型 组,

Wnt5a阳性细胞数量多于模型组,差异有统计学意

义(P<0.05)。见表3。组织病理学分析显示,与对

照组相比,模型组大鼠软骨下骨板浅表区可见骨细

胞陷窝,ESWT组股关节面损伤程度明显减轻(P<
0.05)。免疫组织化学评估 Wnt5a蛋白在软骨下骨

板中的表达,ESWT诱导模型大鼠 Wnt5a标记明显

增加(P<0.05)。
表3 大鼠组织病理学评估

Table3 Pathologicalevaluationofrattissue
(n=20,x-±s)

组别 Mankin评分(分) Wnt5a阳性细胞(%)

对照组 2.44±0.36 52.84±6.33
模型组 9.71±1.02* 18.63±4.19*

ESWT组 4.53±0.66# 56.37±8.25#

F 值 14.824 10.103
P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与模型组比较(LSD-t

检验)
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2.4 实时聚合酶链反应分析 模型组Ⅰ型胶原和

骨桥蛋白 mRNA表达低于对照组,ESWT组Ⅰ型

胶原和骨桥蛋白 mRNA表达高于模型组,差异有

统计学意义(P<0.05)。见表4。
表4 实时PCR分析

Table4 Real-timePCRanalysis
(n=20,x-±s)

组别 Ⅰ型胶原 骨桥蛋白

对照组 1.85±0.12 1.96±0.18
模型组 1.12±0.03* 1.03±0.02*

ESWT组 1.91±0.18# 1.95±0.15#

F 值 14.036 9.885
P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与模型组比较(LSD-t
检验)

2.5 免疫组织化学分析 模型组BMP2、VEGF和

PCNA 染 色 阳 性 细 胞 少 于 对 照 组,ESWT 组

BMP2、VEGF和PCNA染色阳性细胞多于模型组,
差异有统计学意义(P<0.05),ESWT处理促进牵

张区的成骨因子表达和细胞增值。见表5。
表5 免疫组织化学分析

Table5 Immunohistochemicalanalysis
(n=20,x-±s)

组别 BMP2 VEGF PCNA

对照组 1.93±0.18 1.88±0.15 1.95±0.16
模型组 1.04±0.03* 1.07±0.04* 1.12±0.10*

ESWT组 1.86±0.12# 1.91±0.18# 1.90±0.15#

F 值 14.812 9.775 12.624
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与模型组比较(LSD-t
检验)

2.6 Wnt5a/Ca2+ 信 号 通 路 蛋 白 分 析 模 型 组

CaMKⅡ、PLC、Wnt5a蛋白表达低于对照组,PKC
蛋白表达高于对照组,ESWT 组 CaMKⅡ、PLC、

Wnt5a蛋白表达高于模型组,PKC蛋白表达低于模

型组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表6,图2。
表6 Wnt5a/Ca2+ 信号通路蛋白分析

Table6 AnalysisofWnt5a/Ca2+signalingpathwayproteins
(n=20,x-±s)

组别 CaMKⅡ PLC PKC Wnt5a

对照组 1.95±0.13 1.98±0.19 1.04±0.03 1.86±0.16
模型组 1.14±0.07* 1.05±0.03* 1.88±0.14* 1.12±0.05*

ESWT组 1.87±0.15# 1.91±0.15# 1.13±0.05# 1.90±0.17#

F 值 11.250 13.683 10.449 14.264
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与模型组比较(LSD-t
检验)

图2 蛋白印迹分析 Wnt5a/Ca2+ 信号通路蛋白表达

Figure2 Westernblotanalysisof Wnt5a/Ca2+ signaling
pathwayproteinexpression

3 讨  论

牵张成骨是一种独特的外科技术,新骨在不使

用供体移植物的情况下重新形成,其主要优点是同

时牵张周围软组织包膜[7]。ESWT是一种新兴的

非侵入性肌肉骨骼疾病的治疗方法[8-9]。ESWT通

过增加细胞分化和血管新生来促进长骨骨折的愈

合。ESWT增加了兔长骨骨折中骨组织的愈伤组

织大小和生物力学特性,ESWT诱导的骨再生增强

似乎受成骨生长因子的表达和骨髓间充质细胞的成

骨分化的调控[10]。这些发现暗示ESWT可能诱导

软组织再生和长骨巩固。牵张成骨是在可控机械刺

激下的一种活跃的骨再生过程。牵张成骨术已在颅

面领域获得广泛的临床应用,用于先天性和获得性

畸形的治疗[11-13]。ESWT的机械刺激通过膜超极

化和自由基形成2种途径转化为生物效应。细胞膜

超极化诱导后Ras激活,通过转化生长因子β1和

VEGF促进骨髓基质细胞生长和向骨祖细胞的分

化。张力-应激被认为是间充质干细胞招募的关键

刺激因子,伴随着生长因子的表达,只要维持牵张,
生长因子的表达就会增加,而在牵张结束时,生长因

子的表达就会减少[14-15]。ESWT是一种新的非手

术治疗方法,它产生的机械刺激能够通过增加分化

和血管化来促进骨再生。体外冲击波疗法增强血管

形成,诱导成骨生长因子,刺激间充质细胞向成骨谱

系分化,体外冲击波治疗在牵张成骨过程中加速了

骨再生,而这些作用是通过调节成骨和血管生成生

长因子的表达来介导的[16-17]。

Wnt5a是非典型 WNT信号的重要成员,触发
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CAMKⅡ通路和NFAT转录因子,由Ca2+-CaN通

路激活。它还调节小鼠肢体发育中的PCP信号通

路。Wnt5a在小鼠肢体形态发生过程中PCP的调

控中发挥着结构性和许可性作用。在小鼠体内爪子

形成过程中 Wnt5a促进的Ca2+ 信号通路,Wnt5a-
Ca2+-CaNNFAT信号调控软骨形成,促进细胞对成

软骨信号的能力,并在爪子发育过程中促进软骨分

化中 发 挥 许 可 作 用。通 过 体 外 细 胞 培 养 证 明

Wnt5a-Ca2+-CaN-NFAT途径促进软骨形成。
本研究证实ESWT通过激活 Wnt5a/Ca2+信号

对模 型 大 鼠 的 治 疗 作 用,使 ESWT 可 以 激 活

Wnt5a/Ca2+ 信 号。此 外,Wnt5a、PKC、PLC 和

CaMKⅡ等相关基因和蛋白表达水平也受到影响。

ESWT促进软骨下骨重建。ESWT可以改善模型

大鼠的症状。ESWT可能影响分子的表达,也可能

直接影响能量相关神经纤维的表达,进而表现出模

型大鼠的改善,进一步的实验可能会证实这一问题。

ESWT可修复软骨下骨浅表区胶原蛋白,从而降低

组织结构病理改变的 Mankin评分。说明,ESWT
通过干预模型大鼠早期向中期的过渡发挥了其有益

作用,并可能抑制牵张成骨的发展。ESWT的目的

是促进软骨和软骨下骨的修复和重建。BMMSCs
的成骨分化在这些过程中起着关键作用。ESWT
有促进细胞生长和代谢、刺激毛细血管生长、促进组

织修复等作用。骨组织中细胞因子的分泌引起生物

化学和分解代谢反应,以应对生物物理刺激,以适应

细胞外刺激。局部血管供应的增加是骨折成功愈合

所需的重要生物反应之一[18-19]。本研究结果显示,
与模 型 组 相 比,ESWT 上 调 了 BMP2、VEGF 和

PCNA的表达。这表明ESWT增加了股骨的血管

生成和骨再生,从而加速骨巩固。BMP2和 VEGF
可能作为有丝分裂原或化学吸引调节剂,促进牵张

区迁移、增殖和成熟,并增加血管形成,导致颗粒组

织转化为骨组织[20]。然而,骨折通过改变几种促进

骨形成的生长因子对生物物理刺激作出反应。因

此,ESWT可能直接或间接改变其他成骨生长因子

和相关细胞因子的表达,这些因子在分散的股骨微

环境中促进新骨再生和巩固。
综上所述,ESWT通过激活 Wnt5a/Ca2+ 信号

通路促进大鼠股骨牵张成骨新生血管形成、细胞增

殖和成骨生长因子的表达,改善骨力学性能和骨矿

化加速。
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