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跟腱损伤模型大鼠接受低频脉冲超声与激素封闭治疗的比较★ 
徐西东，刘  伟，刘  淼，斯海波，陈世荣 

Low-frequency pulsed ultrasound versus hormone blockade for the treatment of tendinopathy in 
rats     

Xu Xi-dong, Liu Wei, Liu Miao, Si Hai-bo, Chen Shi-rong 

Abstract 
BACKGROUND: Low-frequency pulsed ultrasound is widely used in the treatment of chronic soft tissue injuries. 
OBJECTIVE: To establish a rat model of tendinopathy and to observe the therapeutic effects of low-frequency pulsed ultrasound 
versus hormone blockade. 
METHODS: Totally 60 Sprague-Dawley rats were randomly divided into two groups: black control group (10 rats) and 
experimental group (50 rats) which received electric stimulus for 8 weeks to construct the rat models of tendinopathy. After 
modeling successfully, low frequency ultrasound, corticosteroid local blocking, and 4 week simple rest were performed. The 
number and height of jumping were recorded. Hematoxylin-eosin staining, sirius-red staining and Tunnel staining were used to 
observe the pathological changes.  
RESULTS AND CONCLUSION: Jumping ability of the rats firstly increased then decreased during modeling. After modeling 
successfully, Achilles tendon tide line increased, /  type collagen ratio inversed and apoptosis increased. In the low frequency Ⅰ Ⅲ

ultrasound group, the Achilles tendon collagen ratio was obviously recovered and apoptosis was decreased, but which in the 
hormone blockade and simple rest groups had no obvious changes. It is suggested that low-frequency pulsed ultrasound can be 
used for the tendinopathy treatment, and has a protective effect on Achilles tendon. 
 
Xu XD, Liu W, Liu M, Si HB, Chen SR. Low-frequency pulsed ultrasound versus hormone blockade for the treatment of 
tendinopathy in rats. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(15): 2762-2766.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：低频脉冲超声已应用于多种慢性软组织损伤的治疗。 
目的：制造大鼠跟腱病模型，观察低频脉冲超声治疗效果，并与激素封闭相比较。 
方法：60 只 SD 大鼠随机抽签分为空白对照组(n=10)及造模组(n=50)，后者用电击跳跃法造模 8 周制备跟腱病模型，造模

成功后分别进行低频超声、局部封闭或单纯休息处理 4 周，记录其跳跃次数，行病理切片苏木精-伊红染色、天狼星染色及

Tunel 法细胞凋亡检测。 
结果与结论：造模过程中大鼠跳跃能力先增强后下降，造模成功后大鼠跟腱潮线上涨、 /Ⅰ Ⅲ型胶原比例倒置、肌腱细胞凋

亡增多；低频超声治疗组大鼠跟腱胶原比例明显恢复，凋亡细胞减少，而激素封闭组和休息组未见明显改善；说明低频脉冲

超声可用于治疗跟腱病，对跟腱具有保护作用。 
 
关键词：低频脉冲超声；肌腱病；电击跳跃；大鼠跟腱；胶原纤维；凋亡细胞 
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0  引言 
 

肌腱病又叫末端病，是一组发生于肌腱、

腱周及其起止点的慢性软组织损伤，在运动员

及久坐人群中发病率很高，常见病如网球肘、

桡骨茎突腱鞘炎、冈上肌肌腱病、跟腱病等都

属肌腱病范畴[1-3]。目前肌腱病的发病原因、发

病机制及其治疗方法都没有肯定的结论[4-5]，但

是其在临床得到证实的是肌腱病一般由于过度

损伤引起[6-8]，某些治疗方法如皮质激素封闭治

疗，按摩理疗等方法在临床上取得一定疗效，

但也带来一些风险[9]。国外有研究称硬化剂注

射、硝酸甘油外敷等方法对肌腱病亦有效果，

但尚未应用于临床[10-11]；低频超声治疗慢性软

组织损伤是近年来比较热门的研究，低频超声

已成功用于治疗骨性关节炎及各种慢性软组织

劳损[12-15]，其在肌腱病上是否有应用价值值得

探讨，据此，本实验采用电击跳跃法建立大鼠

跟腱病动物模型[16]，采用低频超声治疗与目前

常用的糖皮质激素封闭治疗方法进行比较，观

察低频超声是否有疗效。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：实验于2011-03/07在重庆医

科大学生物医学工程实验室及干细胞与组织胚
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胎实验室完成。 
材料： 
实验动物：选取3月龄的SD大鼠60只，体质量(200± 

5) g，由重庆医科大学动物实验中心提供，许可证号：

SCXK(渝)2007-0001。 
实验设备：由重庆医科大学生物医学工程系实验室提

供的高压脉冲直流电电源(电源电压220 V/50 Hz，输出

脉冲电流30 mA，输出电压1 800 V)及欧姆龙时间继电

器，自制电击箱(箱底铺平行铁丝，间隔铁丝构成回路，

相邻铁丝不导电；箱壁采用有机玻璃黏合，高度可调)，
3者构成电击跳跃装置，用来造模。实验装置见图1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
低频脉冲超声治疗仪：治疗头直径2 cm，超声频率

0.8 MHz，输出功率0~5 W可调，实验中采用功率2 W，

由重庆HIFU公司提供。 
主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
实验方法： 
动物模型建立及干预分组：电击跳跃装置组合好后，

预实验显示在电压1 800 V，脉冲电流30 mA下，对人体

为安全范围，能安全摆脱。选取40 min为每次造模时间，

间隔5 s休息时间给予0.3 s的电击刺激。实验组大鼠放

入电击箱后，受到电击会向上跳起，箱壁较低时容易跳

出，逐渐增加箱壁高度，直到大鼠跳跃高度的极限值，

记录大鼠跳跃的高度。60只SD大鼠随机抽签法分为空

白对照组(n=10)和造模组(n=50)。空白对照组不进行电

击，在笼内正常饲养，自由活动。因为大鼠个体差异存

在，其跳跃能力及高度不一致，以跳跃高度10 cm以上

为有效跳跃高度，预实验跳跃3 d，根据其平均跳跃高

度从造模组中共选取40只跳跃高度及次数相似的SD大

鼠进入实验组，每天进行电击训练1次，实验共进行2个
月，每天记录大鼠跳跃次数及高度，分别于1，2个月时

各取空白对照组5只、实验组5只大鼠跟腱标本，行组织

病理学检查示：末端涨潮现象，胶原纤维排列不整齐，

甚至有局部断裂，局部呈现玻璃样变，纤维增粗，腱纤

维间有明显裂隙，肌腱细胞明显增多；肌腱末端纤维软

骨区软骨细胞数目明显增加，骨端区随着潮线上涨，钙

化软骨区范围增大；肌腱中可见 /Ⅰ Ⅲ型胶原纤维比例倒

置；可见凋亡细胞明显增多，说明造模成功。 
干预方法：造模成功后，余下30只实验组大鼠随机

选取10只为一组，分为3组，分别进行不同方式治疗：

低频超声治疗组行低频超声治疗，将大鼠固定，双跟腱

处脱毛，涂以医用超声耦合剂，置于超声探头上，治疗

30 min，1次/d；激素封闭组行皮质激素局部注射封闭

治疗，将大鼠双侧跟腱处脱毛，碘伏消毒，在肌腱周围

注射与人体剂量相当的复方倍他米松注射液0.25 mL，
双侧跟腱都注射，1次/周，共3次；休息组休息，不作

处理，笼内自由活动。干预实验4周，分别于治疗2，4
周各取5只大鼠跟腱行病理切片苏木精-伊红染色、天狼

星染色及Tunel法细胞凋亡检测。 
标本处理：10%水合氯醛1 mL腹腔注射麻醉大鼠，

取左右跟腱及部分根骨，迅速放入40 g/L多聚甲醛固定；

采用EDTA脱钙2周，待大鼠跟骨脱钙完全后放入梯度乙

醇脱水(体积分数70%~体积分数80%~体积分数95%~
体积分数100%)，二甲苯透明，浸蜡，石蜡包埋。使用

Leica-RM2145型石蜡切片机将腊块进行纵向连续切

片，切片厚度为5 μm，切取5张白片。再进二甲苯脱蜡，

梯度乙醇脱二甲苯(体积分数100%~体积分数95%~体
积分数80%~体积分数70%)，水洗后进行苏木精-伊红

染色、天狼星红染色及Tunel法细胞凋亡学检测，经乙

醇脱水，二甲苯透明后，中性树胶封固。 
苏木精-伊红染色观察：苏木精-伊红染色按常规方法

进行。将组织切片置于NikonE200型光学镜下，首先在

40倍下观察标本，确定观察位置，然后在100和400倍
下观察跟腱体部及末端区的胶原纤维，腱细胞、潮线、

有无毛细血管扩张等变化。使用Dpixel 200摄像机拍照。 
天狼星红染色观察：天狼星红染色按常规方法进行。

将组织切片置于COIC偏振光光学镜下，首先在40倍下

观察标本，确定观察位置，然后调节偏光镜片，在100
和400倍下观察跟腱中的Ⅰ型胶原纤维及Ⅲ型胶原纤

维。Ⅰ型胶原纤维呈现亮红色或黄色，在正常肌腱中占

大多数，Ⅲ型胶原纤维呈现绿色，正常肌腱中仅占少数。

使用Dpixel 200摄像机拍照。 
Tunel法细胞凋亡学检测：实验步骤：①将切片水浴  

20 min(60 )℃ 后置于染色缸中，二甲苯浸洗2 min×2，
体积分数100%，95%，90%，80%，70%乙醇浸洗各    
3 min。②体积分数为3%过氧化氢甲醇中浸洗15 min。
③蛋白酶K(20 mg/L溶于Tris/HCl中，pH 7.4~8.0)室温

孵育30 min。 PBS④ 洗5 min×2次，擦干样品周围的水。

⑤配制TUNEL反应混合物，从试剂2中取出100 μL标记

Figure 1  Circuit diagram and experimental facility 
图 1  实验用电路示意图及电击装置 

试剂及仪器 来源 

复方倍他米松注射液 
Tunel 试剂盒、DAB 显色试剂盒 
低频脉冲超声治疗仪  

上海先灵葆雅制药有限公司 
美国罗氏公司 
重庆 HIFU 公司 



 
徐西东，等. 跟腱损伤模型大鼠接受低频脉冲超声与激素封闭治疗的比较 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com 2764

www.CRTER.org 

溶液作为两个阴性对照。⑥将试剂1中取5 μL+试剂2中
45 μL标记液中，配成50 μL TUNEL反应混合物，混匀。

⑦标记反应：滴加50 μL的TUNEL反应混合液，在湿盒

中37 ℃孵育60 min。PBS洗5 min×3次，至此样品可在

荧光镜下(绿色)分析结果。⑧信号转化和分析：擦干样

品周围的水分，加入50 μL转化剂-POD，湿盒中37 ℃
孵育30 min。PBS洗5 min×5次，加入50~100 μL DAB
底物溶液，室温放置3 min，在显微镜下观察控制显色

时间。蒸馏水充分冲洗，终止显色。⑨苏木精复染30 s，
蒸馏水冲洗，显微镜下观察。PBS洗5 min×3次，中性

树胶封固烤箱烘干切片，光镜下分析结果。 
主要观察指标：电击跳跃次数及高度、跟腱潮线变

化、胶原纤维比例、凋亡细胞数量。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0软件完成

统计处理。 
   

2  结果 
 
2.1  实验动物数量分析  纳入60只SD大鼠，10只用于

对照，50只用于造模，造模过程中剔除跳跃高度不足   
10 cm的10只大鼠，造模2个月时取10只大鼠跟腱证实

全部符合跟腱病病理变化，剩30只大鼠进入干预实验。 
2.2  大鼠跳跃高度及次数  记录每次(40 min)实验大

鼠的平均跳跃高度(cm)及次数，利用Excel 2007整数据

并绘图，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  组织病理学观察 
2.3.1  苏木精-伊红染色观察跟腱潮线及纤维排列变化  

正常对照组可见胶原纤维呈平行或稍呈波浪样排列整

齐，腱纤维间无明显裂隙，肌腱细胞核呈梭形分布在胶

原纤维之间，在体部较少，靠近肌腱末端细胞较多；肌

腱末端潮线呈蓝染的一条平滑曲线，无涨潮现象，肌腱

周围无炎症细胞；造模1个月时可见胶原纤维呈波浪样

排列，不够整齐，纤维增粗，腱纤维间出现明显裂隙，

2个月时肌腱末端潮线向纤维软骨区推进，呈不规则曲

线，出现涨潮现象；肌腱末端纤维软骨区软骨细胞数目

明显增加，胶原纤维排列不整齐，甚至有局部断裂，局

部呈现玻璃样变，纤维增粗，腱纤维间有明显裂隙，肌

腱细胞呈现圆形改变；低频超声治疗组治疗后可见胶原

纤维恢复到正常粗细，排列较整齐，肌腱纤维间裂隙减

少，肌腱周围有血管增生；激素封闭组治疗后可见肌腱

纤维中玻璃样变增加，余变化不明显；休息组可见肌腱

纤维裂隙减小，但未见血管增生，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3.2  天狼星红染色观察Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维比例变

化  正常肌腱中主要存在强折光性的Ⅰ型和Ⅲ型胶原

纤维，前者呈现红色或黄色，后者呈现蓝绿色，可见Ⅰ

型占绝大多数；造模成功后Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维比例倒

置，可见大量Ⅲ型胶原纤维；经过治疗，低频超声治疗

Figure 2  The number and height of jumping at different 
intervention times 

图 2  干预不同时间大鼠跳跃高度及跳跃次数变化 
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Figure 3  Achilles tendon tide line and fiber arrangement in 
each group (Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

图 3  各组大鼠跟腱潮线及纤维排列变化(苏木精-伊红染 
色，×400) 1   2    3    4     5       6   7      8 
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a: Control group 0 wk              b: Experimental group 6 wk 

c: Experimental group 8 wk   

e: Corticoseriod local blocking 
group 12 wk   

f: Simple rest group 12 wk  

d: Low-frequency ultrasound
group 8 wk 
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组Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维比例基本恢复，但Ⅲ型胶原纤维

仍较多，激素封闭组及休息组Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维比例

有恢复趋势，但不如低频超声治疗组明显，3组都未能

使Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维比例恢复到正常组水平，见图4。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2.3.3  Tunel法细胞凋亡检测  正常肌腱可见染色均

匀，未见棕褐色凋亡细胞；造模成功后肌腱中出现棕褐

色圆形凋亡细胞，与正常组对比明显；经过治疗后，3
组都可见凋亡细不同程度减少，以低频超声治疗组减少

最明显，见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 
 
大鼠跟腱病的主要病理表现：涨潮现象，胶原纤维

排列不整齐，甚至有局部断裂，局部呈现玻璃样变，纤

维增粗，腱纤维间有明显裂隙，肌腱细胞明显增多；肌

腱末端纤维软骨区软骨细胞数目明显增加，骨端区随着

潮线上涨，钙化软骨区范围增大[17]；肌腱中可见Ⅰ型胶

原纤维减少，Ⅲ型胶原纤维显著增多；可见凋亡细胞明

显增多。本实验2个月时出现了上述变化，证明造模成

功。 
肌腱病的发病机制尚无明确结论，目前存在微循环

障碍学说以及肌腱应力代偿学说[5]，①肌腱应力代偿学

说：本实验发现初期大鼠跳跃次数及高度逐渐增加，在

3周时达到最大跳跃次数及高度，而后出现下降，在2个
月时大鼠跳跃能力明显下降，有些大鼠甚至出现拒跳，

这可能是大鼠跟腱病发生的一个适应性变化过程，这与

其跟腱的病理切片观察结果相符合，实验进行1个月时

可见肌腱纤维增粗，肌腱细胞增多，末端结构的纤维软

骨区中纤维软骨细胞增多，这可能是为了适应高强度训

练而合成更多基质以增强其抗拉力，但实验2个月时发

现肌腱纤维间裂隙增大，末端结构中的潮线呈不规则曲

线，出现涨潮现象，同时Ⅰ型胶原纤维减少，Ⅲ型胶原

纤维显著增多，肌腱局部的玻璃样变，这可能是超出了

跟腱的代偿能力。潮线上涨能提高末端结构承受外界负

荷的能力，但是根据Wolf定律，负荷能影响钙化，这可

能是根骨结节骨刺的发病原因[17-18]。②微循环障碍学

说：肌腱的氧耗较骨骼肌低7.5倍，主要靠无氧代谢途

径供能，通过肌腱周围及来自末端钙化区髓腔的弥散作

用提供营养，其低代谢率是肌腱能长时间承受负荷的保

证，同样，一旦造成损伤，这也是其难以修复的原     
因[19-22]。实验观察到病变肌腱增粗，可能是肌腱长期承

受负荷后肌腱纤维增粗，继发的组织水肿，末端区涨潮

现象发生后，使得其营养弥散变慢，同时因为肌腱血供

不足，肌腱周围虽有些许毛细血管增生，但达不到组织

要求，久而久之，必然引起肌腱缺血缺氧，营养不足，

病理切片中发现Ⅰ型胶原纤维减少，Ⅲ型胶原纤维显著

增多，肌腱局部的玻璃样变，出现细胞凋亡现象，肌腱

纤维部分断裂，得不到修复而逐渐加重，这可能是跟腱

断裂的原因之一。上述两个机制并非单独存在，而是同

时发生共同作用的，可总结为：肌腱受到内外致伤因素

作用后，肌腱纤维可能断裂，发生肌腱细胞增多，血管

增生，基质分泌增多，潮线上涨等代偿性改变，而肌腱

缺血缺氧和营养不足，使得其发生细胞凋亡，断裂纤维

得不到修复，致使肉芽组织增生，肌腱强度因此下降，

甚至发生断裂[23-25]。 
肌腱病的治疗：肌腱病发现已久，有报道的治疗方

式众多，目前临床常用的方法是非类固醇类抗炎药，糖

皮质激素局部注射封闭治疗，手术治疗，其他中医针灸、

中药、局部硝酸甘油贴、硬化剂注射、体外震波治疗、

自体血注射治疗等各种方式也有报道，但诸多方法却没

Figure 4  CollagenⅠand Ⅲ fibers ratio of rat Achilles tendon
(Sirius-red staining, ×400) 

图 4  大鼠跟腱Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维比例变化(天狼星红染
色，×400) 

Figure 5  Apoptosis of rat Achilles tendon (Tunnel staining, 
×400) 

图 5  大鼠跟腱细胞凋亡检测(Tunel 法，×400) 
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有满意的效果[10-11, 26]。常用的非类固醇类抗炎药和糖皮

质激素封闭治疗被发现影响受损肌腱的修复，多次局部

注射糖皮质激素有引起跟腱断裂的可能[9]。低频超声治

疗是近年来新兴起的一种治疗慢性软组织损伤的治疗

方式[13]，其作用机制为：超声波主要有机械、温热、理

化3种效应[12]，通过LCA低频超声治疗仪的低频聚焦超

声探头，使低频超声更容易作用于局部组织细胞，达到

所需要的强度，在机械及温热效应下引起细胞内物质运

动，细胞及组织界面温度升高，增强生物膜弥散过程，

促进血液循环，软化组织，上述效果可刺激细胞功能，

加速化学反应，产生更多生物活性物质；皮质激素短期

注射治疗肌腱病，有报道称可暂时提高肌腱力学性能，

但有肌腱退变表现[9]；实验对成功造模后的大鼠分别行

低频超声、局部封闭、休息处理，结果显示：低频聚焦

超声治疗2周后肌腱病有改善，达不到正常水平，4周时

可见胶原纤维较正常粗细，肌腱纤维间裂隙不明显，Ⅰ

型胶原继续增加，凋亡细胞减少，肌腱周围血管增多，

而激素封闭及单纯休息组2周时改善不明显，在4周时发

现激素封闭组有胶原纤维玻璃样变增多，而休息组可见

原本增粗的纤维变细，间隙减少，有所改善，同时发现，

3组中潮线上涨及Ⅰ、Ⅲ型胶原比例都达不到正常组水

平，这可能与治疗时间不够有关，也证明肌腱强度的改

善尚不够理想，可能无法阻止跟骨结节骨刺的产生以及

肌腱力学性能的下降，如何使得胶原比例及潮线恢复正

常有待进一步实验研究。 
综上，实验成功利用电击跳跃法制造大鼠跟腱病模

型，并从蛋白质水平证实低频脉冲超声对跟腱病具有治

疗作用，为临床治疗跟腱病、预防跟腱病发生提供了新

的途径。但低频脉冲超声作用于病变跟腱的分子生物学

机制尚不清楚，这种作用的潜在机制目前不甚明确，还

有待进一步研究。 
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