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保存时间对兔髌韧带压缩力学性能的影响
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摘要：目的　 研究保存时间对兔髌韧带压缩力学性能的影响，以期为韧带的离体保存提供参考信息。 方法　 通过

万能拉伸试验机，测试兔髌韧带在－２０ ℃下经不同保存时间（３６ ｄ 内）后的压缩力学性能，通过扫描电镜观察胶原

纤维的微观形态，差示扫描量热法检测胶原纤维的热焓和变性温度。 结果　 随着保存时间的增加，髌韧带在 ４０％
应变下压应力由 １９ ｋＰａ 增至 １１２ ｋＰａ，随后降至 ５７ ｋＰａ。 扫描电镜下观察发现，胶原纤维交联先增强后减弱。 差示

扫描量热法结果显示，热焓由 ５９ ４７ Ｊ ／ ｇ 增至 ６７ １０ Ｊ ／ ｇ，随后降至 ５４ ４３ Ｊ ／ ｇ；而变性温度由 ６７ ６２ ℃增至 ７７ ２８ ℃，
随后降至 ６４ １０ ℃。 结论　 兔髌韧带在－２０ ℃下保存，随着保存时间的增加，韧带的抗压强度先增强后减弱。 该变

化可能是胶原纤维的交联程度差异所致，胶原纤维的交联越强，压缩力学性能越强。
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　 　 韧带在肌肉骨骼系统中起着稳定关节和引导

运动的作用，对关节运动十分重要。 膝关节最前方

的髌韧带也称髌腱，是股四头肌腱的延续部分，其
中部 １ ／ ３ 被认为是力学性能最强的部分［１］。 髌腱

病是一种常见的临床退行性疾病，以髌韧带组织病

理学的改变为主要特征［２］。 目前普遍认为，受力方

式的改变使得髌韧带的结构发生病理性改变，从而

导致髌韧带病变。 髌韧带的发病率呈逐年升高的

趋势，患者一般以年龄在 １４ ～ ４０ 岁活跃人群为主，
尤其是运动员［３］。 在篮球运动员和排球运动员中，
髌韧带患病率分别高达 ３２％和 ５０％ ［４］。 髌韧带患

病后脆性增加，断裂的可能性增加数倍［５］。 研究表

明，韧带会受到侧向的压缩载荷，而频繁、超载的压

缩都会导致韧带产生病变或断裂［６⁃９］。 此外，压缩

载荷还可能改变韧带的结构，并导致韧带细胞外基

质的结构和功能发生变化，使韧带组织发生适应性

改变。 因此，对髌韧带的压缩性能进行研究，对髌韧

带的损伤预测和韧带替代材料评估具有参考意义。
出于安全性和伦理考虑，韧带的力学性能测试

通常先从活体解剖出韧带，经低温冷冻保存，继而

进行力学性能测试，故测试的力学性能都是经冷冻

保存后样本的力学性能［１０⁃１１］。 然而，目前保存方法

千差万别，无统一标准。 Ｓａｌｉｓｂｕｒｙ 等［７］ 解剖出韧带

后放入－１８ ℃冰箱保存；Ｄａｎｔｏ 等［１２］ 将整只后肢用

生理盐水纱布包裹，保存在－２０ ℃环境中，直到实验

前解冻，并解剖出韧带进行试验。 Ｑｕｉｒｋ 等［１３］ 将小

鼠足部浸泡在生理盐水溶液里，在－８０ ℃环境下保

存，实验前解剖出跟腱。 生物样本的保存方式和保

存时间通常会对材料的性质和结构产生影响。 研

究表明，冷冻保存时间对韧带力学性能具有较大影

响。 Ｇｏｈ 等［１４］在冷冻保存 １ ｄ 后发现，鼠尾肌腱抗

拉强度和刚度会增加。 而 Ｇｉａｎｎｉｎｉ 等［１５］ 发现，人体

胫骨后肌腱在保存 ３０ ｄ 后，极限载荷和伸长率有所

降低，但刚度增加。 Ｎｇ 等［１６］ 在生理盐水中保存鸡

指深屈肌腱，结果发现，其力学性能呈先升高（１７０ ｄ
达到峰值）后降低的趋势。 但低温保存时间对韧带

压缩力学性能的影响规律及其生物学机制还鲜有

文献报道。 因此，本文研究保存时间对兔髌韧带压

缩力学性能的影响，并分析生物学机制，为韧带的

保存方法提供参考。

１　 材料与方法

１ １　 样本准备及处理

　 　 所采用的髌韧带样本取自母新西兰兔，１０ 月

龄，体重 ２ ｋｇ，由大连医科大学提供。 经过预实验得

知，左右腿的力学性能并无差异，故忽略左右腿的

影响。 兔处死后，将其后肢切下，保存在－２０ ℃冰箱

里，经过不同的保存时间（０、１、３、６、１８、３６ ｄ）后，在
室温下自然解冻 １２ ｈ。 用手术刀切出髌韧带中 １ ／ ３
部分，在远离近骨端的中间部位，小心切割出用于

压缩实验的方形样本（见图 １）。

图 １　 髌韧带样本

Ｆｉｇ．１　 Ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ｐａｔｅｌｌａｒ ｌｉｇａｍｅｎｔ

由电子游标卡尺测量（精度为 ０ ０１ ｍｍ）样本

的长度和宽度，由于样本厚度较小 （一般只有

１ ｍｍ），为避免人为误差，采用 Ｗｉｌｌｉａｍｓ 等［９］的测量

方式。 实 验 采 用 ＭＴＳ 静 态 万 能 材 料 试 验 机

（Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ．４３ １０４，ＭＴＳ 公司，美国）。
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１ ２　 扫描电镜观察

　 　 通过扫描电镜（Ｑｕａｎｔａ ２００，ＦＥＩ 公司，荷兰）观
察韧带经不同保存时间后的微观形态，韧带经过

４％ 戊二醛固定 １２ ｈ 后，分别在 ３０％、 ６０％、 ９０％、
１００％浓度酒精下依次脱水，每次脱水 １５ ｍｉｎ。 随后

将样本放入液氮中冷冻 １５ ｍｉｎ，待韧带完全冷却后

沿其矢状面迅速脆断，并放入真空冷冻干燥机干燥

１２ ｈ。 将韧带表面镀金，放入扫描电镜中，对其断面

的微观形貌进行高分辨率成像。
１ ３　 差示扫描量热法

　 　 通过差示扫描量热仪（Ｑ２０００，耐驰公司，德国）
检测韧带经不同保存时间后的热焓和变性温度的

变化，采用氮气环境保护，以维持样本测试环境的

稳定性。 样本种类及取样位置和力学实验一致，保
存时间选取 ０、１、３、６、１８、３６ ｄ，在－２０ ℃下保存，每
个保存时间有 ５ 个重复样本。 研究表明，髌韧带中

的胶原蛋白在 ７０ ℃左右会发生变性［１７］。 因此，差
示扫描量热法的测试条件为从 ２０ ℃升温至 １００ ℃，
升温速率为 ５ ℃ ／ ｍｉｎ。

２　 结果

２ １　 保存时间对力学性能影响

　 　 为探究保存时间对髌韧带压缩性力学性能的

影响，分别对保存 ０、１、３、６、１８、３６ ｄ 的兔髌韧带进

行单轴无侧限压缩实验，每组保存时间有 ６ 个独立

重复样本。 结果表明，不同保存时间下韧带的应力⁃
应变关系具有相同趋势，压应力随应变的增加表现

出明显的非线性升高。 在低应变水平（即 １０％ 左

右）下，压应力不超过 ５ ｋＰａ，重复样本曲线之间的

差别很小；在应变超过 ２０％ 后，压应力呈现快速升

高趋势。 由兔髌韧带保存时间为 ０ ｄ 的压缩曲线可

知，在应变为 １０％ 时，韧带的应力很小，只有不到

２ ｋＰａ；当应变超过 ２０％ 以后，应力曲线开始加速上

升，最终在应变为 ４０％ 时，应力达到 １５ ｋＰａ 左右［见
图 ２（ａ）］。 由保存 １、３ ｄ 的兔髌韧带压缩曲线可

见，在应变为 ４０％ 时，应力分别达到 ６０、９０ ｋＰａ，明
显高于新鲜韧带［见图 ２（ｂ）、（ｃ）］。 由保存时间为

６、１８ ｄ 的兔髌韧带压缩曲线可见，当应变为 ４０％
时，应力分别为 ７０、４０ ｋＰａ；相比保存时间为 ３ ｄ 的

韧带，应力出现下降趋势。 由保存时间为３６ ｄ的兔

髌韧带压缩曲线可见，当应变为 ４０％ 时，应力达到

４０ ｋＰａ；相比保存时间为 １８ ｄ 的韧带，应力几乎一

致［见图 ２（ｆ）］。

图 ２　 不同保存时间下韧带压缩应力⁃应变曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｓｔｒａｉｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｌｉｇａｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｔｏｒａｇｅ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ 　 （ ａ ） ０ ｄ， （ ｂ ） １ ｄ， （ ｃ ） ３ ｄ，
（ｄ） ６ ｄ， （ｅ） １８ ｄ， （ｆ） ３６ ｄ

通过力学实验发现，韧带压缩响应呈非线性，
和 Ｗｉｌｌｉａｍｓ 等［９］观察到的韧带压缩现象一致，推测

原因是随着应变的增加，韧带纤维之间的间隙减

少，纤维更加紧凑，宏观表现为韧带硬化。 此外，髌
韧带在压缩到 ５０％ 应变时便会发生破坏。 因此，可
以取 ４０％ 应变下的应力 σ４０％ 作为髌韧带压缩力学

性能的参考依据。 提取韧带经不同保存时间后的

σ４０％ ， 计算均值和标准差。
为从统计学上进一步说明髌韧带压缩力学性

能的变化趋势，通过 ＳＰＳＳ 对每条均值曲线 σ４０％ 进

行统计学分析，采用非配对 ｔ 检验方法，Ｐ＜０ ０５ 表

示差异有统计学意义。 结果发现，０ ｄ 组和 １ ｄ 组之

间、１ ｄ 组 和 ３ ｄ 组 之 间 韧 带 σ４０％ 差 异 显 著

（Ｐ＜０ ０５），表明在 ０～ ３ ｄ 韧带 σ４０％ 有显著的增加

趋势，且在第 ３ 天达到峰值。 ３ ｄ 组和 ６ ｄ 组、６ ｄ 组

和 １８ ｄ 组之间韧带 σ４０％ 差异显著（Ｐ＜０ ０５），表明

髌韧带的压缩力学性能在 ３ ～ １８ ｄ 随保存时间增加
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呈显著的降低趋势。 １８ ｄ 组和 ３６ ｄ 组之间韧带

σ４０％ 没有显著差异（Ｐ＞０ ０５），表明髌韧带的压缩力

学性能从 １８ ｄ 以后开始平稳。 因此，髌韧带在保存

３６ ｄ 内，其压缩力学性能有着显著性的先增强后降

低，随后稳定的变化趋势（见图 ３）。

图 ３　 不同保存时间下 σ４０％ 对比

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ σ４０％ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ

注：∗Ｐ＜０ ０５；∗∗Ｐ＜０ ０１；∗∗∗Ｐ＜０ ００１。

２ ２　 胶原纤维的微观形态

　 　 通过扫描电镜 （ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，
ＳＥＭ）从微观尺度对压缩前的髌韧带进行定性观

察。 由不同保存时间下髌韧带矢状面结构的电镜

照片可见，新鲜韧带的纤维结构散乱，方向发散，纤
维之间有大量空隙；保存 １ ｄ 后，韧带纤维变得紧

密，纤维间空隙减小；保存 ３ ｄ 后，韧带纤维进一步

聚合；保存 ６ ｄ 后，纤维开始变得松散，纤维间空隙

变大，同时纤维不完整，发生如 Ｌｉｕ 等［１８］ 所看到的

胶原水解现象；保存 １８、３６ ｄ 后，韧带开始变得脆

弱，纤维弯曲，缺陷明显，结构破坏严重（见图 ４）。

图 ４　 不同保存时间下压缩前髌韧带扫描电镜照片（标尺＝ １０ μｍ）
Ｆｉｇ．４　 ＳＥＭ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ ｐａｔｅｌｌａｒ ｌｉｇａｍｅｎｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ 　 （ ａ ） ０ ｄ， （ ｂ ） １ ｄ，
（ｃ） ３ ｄ， （ｄ） ６ ｄ， （ｅ） １８ ｄ， （ｆ） ３６ ｄ

２ ３　 胶原纤维的交联程度

　 　 作为韧带的基本组成部分，胶原纤维的结构直

接影响韧带的力学性能［１９］。 胶原纤维的结构变化

可以通过差示扫描量热法 （ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｙ，ＤＳＣ）表征。 Ｍｉｉｌｅｓ 等［２０］ 利用 ＤＳＣ 检测

马指浅屈肌腱的热焓及变性温度。 Ｍｉｎｔｌ 等［２１］ 利

用 ＤＳＣ 检测冷冻保存后人髌韧带热焓和变性温度

的变化。 研究表明，热焓降低是因为胶原纤维的解

聚和变性［２０］。 热焓越低，胶原纤维降解程度越高。
变性温度代表胶原纤维的热稳定水平，变性温度越

高，胶原纤维的结构越稳定［２２］。
为此，通过 ＤＳＣ 对不同保存时间髌韧带的热焓

和变性温度进行定量检测。 不同保存时间髌韧带

的原始 ＤＳＣ 曲线如图 ５ 所示。

图 ５　 不同保存时间韧带 ＤＳＣ 曲线

Ｆｉｇ．５　 ＤＳＣ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｌｉｇａｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ
（ａ） ０ ｄ， （ｂ） １ ｄ， （ｃ） ３ ｄ， （ｄ） ６ ｄ， （ｅ） １８ ｄ， （ｆ） ３６ ｄ

由于纵坐标热流的绝对值与韧带热焓和变性

温度无关，故舍弃绝对值，取适当间距将重复样本

曲线放入同一坐标，其中热焓值取相变峰的面积

（即虚线和 ＤＳＣ 曲线围绕区域的面积）进行积分计

８２２
医用生物力学　 第 ３７ 卷　 第 ２ 期　 ２０２２ 年 ４ 月

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ， Ｖｏｌ． ３７　 Ｎｏ．２， Ａｐｒ． ２０２２



算得到，变性温度取 ＤＳＣ 曲线峰值点对应的温度。
韧带曲线下降时代表韧带吸热。

将不同保存时间下韧带的热焓和变性温度分

别取均值，计算标准差。 可以看到，随保存时间的

增加，韧带热焓和变性温度在保存 ０ ～ ３ ｄ 呈增加的

趋势，随后开始降低，在 １８ ｄ 以后趋于平稳。 为从

统计学上验证不同保存时间下髌韧带热焓和变性

温度的变化趋势，通过 ＳＰＳＳ 进行差异显著性分析，
采用非配对 ｔ 检验方法，Ｐ＜０ ０５ 表示差异有统计学

意义。 结果表明，０ ｄ 组和 １ ｄ 组、１ ｄ 组和 ３ ｄ 组之

间韧带热焓有显著性差异（Ｐ＜０ ０５），表明韧带在保

存 ３ ｄ 内，胶原纤维的聚合程度随着保存时间的增

加而显著上升。 韧带热焓在 ３ ｄ 组和 ６ ｄ 组、６ ｄ 组

和 １８ ｄ 组之间有显著性差异（Ｐ＜０ ０５），表明此段

时间内胶原纤维开始解聚，胶原蛋白水解；韧带热

焓在 １８ ｄ 组和 ３６ ｄ 组之间没有显著性差异（Ｐ ＝
０ ９０４），证明此段时间胶原纤维聚合程度趋于稳

定。 髌韧带经不同时间保存后的变性温度，除 １８ ｄ
组和 ３６ ｄ 组之间的变性温度没有显著性差异

（Ｐ＝ ０ ３９１），其余相邻保存时间组之间的变性温度

差异显著（Ｐ＜０ ０５）。 该结果表明，韧带在保存 ３ ｄ
内，随着保存时间的增加，胶原纤维开始交联，其热

稳定水平显著增加，随后交联程度降低，在 １８ ｄ 后

逐渐稳定（见图 ６）。

图 ６　 不同保存时间髌韧带力学性能比较

Ｆｉｇ． ６ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｆｏｒ ｐａｔｅｌｌａｒ
ｌｉｇａｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ 　 （ ａ ） Ｅｎｔｈａｌｐｙ，
（ｂ） Ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

注：∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１，∗∗∗Ｐ＜０ ００１。

３　 讨论

　 　 本文研究了不同保存时间对兔髌韧带压缩力

学性能的影响。 结果显示，髌韧带从新鲜组织中取

出并在－２０ ℃冷冻保存的 ３６ ｄ 里，髌韧带的抗压强

度在前 ３ 天呈逐渐增强的趋势，在第 ３ 天达到峰值，
随后开始降低，并在第 １８ 天后趋于稳定。 为探究髌

韧带力学性能变化的生物学机制，通过 ＳＥＭ 和 ＤＳＣ
分析样品。

ＳＥＭ 观察发现，随着保存时间的增加，韧带纤

维在前 ３ 天发生聚合，这可能是由于胶原纤维发生

交联，使得纤维聚合，结构紧凑，同时宏观上使得韧

带压缩力学性能增强；随后胶原纤维解聚，结构松

散，胶原蛋白开始水解，宏观上韧带的压缩性能开

始下降，在保存 １８ ｄ 以后，韧带纤维已产生明显的

缺陷。
ＤＳＣ 结果则进一步验证，随着保存时间的增

加，胶原纤维的变性温度和热焓在前 ３ 天均呈升高

的趋势，表明胶原纤维的交联聚合程度在前 ３ 天随

保存时间增加而逐渐增强。 随后变性温度和热焓

下降，表明胶原纤维开始解聚，并在第 １８ 天后达到

稳定。 结合 ＳＥＭ 下的微观形貌，说明胶原纤维的交

联聚合程度可能是影响韧带压缩力学性能的原因。
关于 冷 冻 保 存 对 韧 带 胶 原 纤 维 的 影 响，

Ｔｓｕｃｈｉｄａ 等［２３］研究发现，在液氮下保存 １８ ｄ 后，韧
带纤维的直径增加。 Ｇｉａｎｎｉｎｉ 等［１５］ 研究表明，在
－８０ ℃保存 ３０ ｄ 后韧带纤维的直径增加。 而本实

验并没有发现纤维直径的变化，推测是保存温度不

同造成的差异。 Ｇｏｈ 等［２４］研究认为，冷冻保存会影

响胶原周围的离子浓度和 ｐＨ 值，而离子浓度的变

化会影响溶液中胶原的变性温度。 因此，本实验胶

原纤维变性温度的变化可能是由于冷冻保存导致

离子浓度发生变化，从而影响胶原纤维的变性温

度。 而冷冻过程中韧带胶原蛋白和水之间氢键的

形成，则可能是造成胶原纤维交联从而导致热焓变

化的原因［２０］。
测试韧带的力学性能，建立本构关系，是研究韧

带损伤机制和研发人造替代材料的必然要求。 目前，
主要利用离体韧带试样开展力学性能测试，但关于离

体后保存时间、保存温度等对韧带力学性能影响尚不

明确。 因此，学者们采用的离体保存条件无统一标

准，千差万别，这从一定程度上导致报道的韧带力学

性能差别巨大。 本文探究保存时间对韧带纤维的微

观形貌、交联程度、压缩力学性能的影响，对确定韧带

以及肌腱、软骨等以胶原纤维为主要结构的结缔组织

的离体保存条件确定具有参考意义。
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需要指出，－２０ ℃是最常用的保存温度，故本文

只考虑在－２０ ℃条件下的干保存条件，在其他保存

温度条件下本文结果是否适用，仍待进一步探究。

４　 结论

　 　 兔髌韧带在－２０ ℃冷冻保存 ３６ ｄ，其压缩力学

性能在前 ３ 天持续增强，在第 ３ 天达到峰值，随后开

始降低，在第 １８ 天以后趋于稳定。 胶原纤维的交

联程度可能是造成髌韧带压缩力学性能变化的主

要原因。 本文结果表明，韧带移植或离体性能时需

要慎重选择保存方法。
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