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肌腱去应力退化机制的生物信息学分析
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［摘要］ 目的·建立新生大鼠发育肌腱去应力模型，通过生物信息学分析可能的分子机制。方法·选择 60只出生 10 d的SD

大鼠，切断左侧跟腱作为实验组（去应力组），钳夹损伤右侧跟腱作为对照组（力刺激组）。手术处理后第 10日和第 20日

收集肌腱组织样本，大体观察肌腱发育情况；苏木精-伊红（H-E）染色观察肌腱组织学结构变化 .；透射电子显微镜观察肌

腱胶原超微结构的变化；免疫组织化学检测肌腱组织中CD31的表达。运用蛋白质谱分析技术获得2个时间点的组间差异表

达蛋白，并对差异蛋白行GO分析、KEGG富集分析、蛋白互作（protein-protein interaction，PPI）网络分析。结果·去应

力组肌腱呈现组织膨大及充血的大体观，以及肌腱组织结构紊乱、胶原纤维不成熟的病理改变。透射电子显微镜下观察到

去应力组肌腱胶原纤维发育和成熟障碍；术后第 20日，去应力组肌腱胶原纤维直径显著小于力刺激组（P=0.001）。免疫组

织化学染色结果显示肌腱呈血管化改变。蛋白质谱分析结果显示：术后第 10日鉴定出差异表达蛋白 1 865种，其中 1 835种

蛋白上调；术后第 20日鉴定出差异表达蛋白 965种，其中 837种蛋白上调。GO分析结果显示，上调的差异表达蛋白主要参

与细胞内蛋白运输、蛋白质稳定性、mRNA剪接、蛋白质折叠、蛋白质导入细胞核等生物过程。KEGG分析结果显示，血

管内皮生长因子（VEGF）信号通路、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路、吞噬作用等信号通路增强。PPI分析

结果显示，Akt1、Hspa4、Hspa5、Eef2、ACTC1、RhoA等多种蛋白表达上调。结论·去应力可激活细胞内多条信号通路，

引起组织血管化、胶原发育异常等，造成肌腱退化性病理改变。
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Bioinformatics analysis of pathological mechanism of degenerated tendon via stress 

deprivation
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[Abstract]  Objective·To explore relevant molecular mechanisms of the stress deprivation model of newborn rats by using 

bioinformatics analysis. Methods·A total of 60 SD rats (10 d post-natal) were enrolled in the study. Those the left Achilles tendon 

of which was severed were chosen as the experimental group (stress deprivation group), and the right Achilles tendon of which was 

injured by clamping were chosen as the control group (stress group). On the 10th and 20th day after treatment, tissue samples were 

collected for gross observation of the tendon development, histological staining of the tendon structure, transmission electron 

microscope observation of the tendon ultrastructure and immunohistochemical analysis of CD31 expression. Differentially 

expressed proteins between the two groups at two time points were obtained by using protein mass spectrometry, and GO and 

KEGG enrichment analysis as well as protein-protein interaction (PPI) network anlysis were performed on differential proteins. 

Results·The stress-deprived tendon showed tissue enlargement and congestion, disorganized tendon tissue structure and immature 

collagen fibers. Transmission electron microscopy showed that the development and maturation of collagen fibrils were significantly 

impaired in the experimental group, and the diameter of collagen fibrils of the severed tendon became thinner on the 20th day after   

treatment (P=0.001). Immunohistochemistry showed that the severed tendon was relatively vascularized. The results of protein mass 

spectrometry analysis showed there were 1 865 and 965 differentially expressed proteins on the 10th and 20th day after treatment, 
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including 1 835 and 837 upregulated proteins respectively. GO analysis showed that the upregulated proteins were involved in 

biological processes such as intracellular protein transport, protein stabilization, mRNA splicing via spliceosome, protein folding 

and protein import into nucleus. KEGG analysis indentified enhancement of vascular endothelial growth factor (VEGF) signal 

pathway, mammalian target of rapamycin (mTOR) signal pathway, endocytosis and other signal pathways in the experimental group. 

PPI network analysis showed various upregulated proteins including Akt1, Hspa4, Hspa5, Eef2, ACTC1 and RhoA. 

Conclusion·Stress deprivation can activate multiple signal pathways in tendon cells and lead to tissue vascularization, abnormal 

collagen development, etc., resulting in degenerative pathological changes of tendons.

[Key words] stress deprivation; tendon degeneration; collagen; proteomics; bioinformatics; signal pathway

肌腱是连接骨与肌肉的组织，由胶原蛋白纤维束

构成，具有独特生物力学特点。肌腱组织的发育、形

态维持、损伤修复以及老化均与力学生物学环境密切

相关。生理范围内机械负荷增加会促进胶原蛋白和细

胞外基质（extracellular matrix，ECM）的合成，有助

于肌腱发育和成熟；若失力学刺激，则会阻碍肌腱的

发育，引起肌腱退化［1］。相关研究［2］已表明，力学刺

激可通过调控肌腱组织ECM的沉积和降解进而调控肌

腱干细胞的增殖与分化，并可引起表观遗传修饰改变。

但去应力刺激后肌腱的退化机制尚不明确。因此，研

究失力学刺激后肌腱的退化机制对肌腱损伤修复至关

重要，同时具有重要临床意义。本研究采用组织学和

组织超微结构检测以及蛋白质谱分析技术，在去应力

刺激的发育肌腱模型中观察去应力对肌腱的组织结构

和胶原超微结构的影响，并采集肌腱组织进行蛋白质

谱分析和差异表达蛋白生物信息学分析，以期探讨失

去应力刺激导致肌腱退行性变的分子机制。

1　材料与方法

1.1　模型制备及样本采集

SPF级雄性10日龄SD大鼠60只，体质量8~12 g，

平均（10±2） g。大鼠购自上海斯莱克实验动物有限

公司，动物生产许可证号为 SCXK （沪） 2022-0004，

使用许可证号为SYXK（沪） 2022-0012。

在手术开始前，通过吸入异氟醚麻醉大鼠。用胶

带将大鼠四肢固定，用碘伏消毒其背部和后腿。用手

术刀在大鼠双侧小腿背部沿其跟腱走行方向切开皮

肤，钝性分离并暴露出跟腱。将大鼠左侧跟腱切断作

为实验组（去应力组），右侧跟腱仅行钳夹损伤作为

对照组（力刺激组），建立自身对照去应力肌腱退化

模型。上述操作过程均在无菌条件下进行。将处理后

大鼠置于SPF环境中饲养，在笼中可自由活动并能获

取母乳、饲料和水。

在手术处理后第 10日、第 20日，通过吸入异氟

醚麻醉大鼠后，固定其四肢并剃毛暴露后肢，分别

收集去应力组和力刺激组肌腱组织样本。将组织放

于 4% 多聚甲醛或 2.5% 戊二醛中固定，用于后续的

实验检测。

1.2　肌腱组织学观察

将肌腱组织样本放于 4% 多聚甲醛中过夜固定

后，行脱水、浸蜡、包埋及切片，然后进行苏木精-

伊红 （H-E） 染色。具体步骤如下：将石蜡切片在

70 ℃气浴箱里烘烤后取出，立刻放入二甲苯中脱蜡，

依次在 100%、95%、85%、70% 和 50% 浓度乙醇中

梯度水化 30 s。将切片浸入苏木精染液中 10 min，再

经过流水清洗后完全浸入盐酸乙醇溶液约 5 s，将切

片放入流水中返蓝约 20 min 后进行伊红染色，时间

为 3 min。将切片放入浓度为 50%、 70%、 85%、

95%、100% 乙醇中梯度脱水各 30 s，再将沥干后的

切片依次放入二甲苯中透明 10 min。用中性树脂封

片，在显微镜下观察和拍照。

1.3　免疫组织化学检测肌腱组织中CD31的表达

以 3，3′-二氨基联苯胺为显色剂，采用免疫组织

化学方法检测实验组和对照组肌腱的血管生成情况。

具体步骤如下：将收集的肌腱组织样本放入 4%多聚

甲醛中过夜固定后行脱水、浸蜡、包埋及切片。将切

片在 70 ℃烘箱内烘烤约 3 h后放入二甲苯中脱蜡，放

入梯度浓度乙醇中进行水化。将切片放入浓度为

0.01 mol/L （pH 值为 6）的柠檬酸缓冲液中，并置入

蒸汽锅加热约 20 min。为了完成内源性过氧化物酶阻

断，将其放入 3% 过氧化氢溶液中浸泡约 10 min。将

一抗 （CD31，Abcam，美国） 滴加在载玻片上并置

入湿盒中。在 4 ℃条件下包裹保鲜膜过夜，用PBS清

洗 3次以去除多余的抗体。滴加二抗进行孵育，再使

用蒸馏水清洗多余二抗，使用 DAB 显色。用苏木精
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复染，并用蒸馏水洗净。梯度浓度乙醇脱水后在二甲

苯中透明，中性树胶封片后置于阴凉处晾干。使用显

微镜观察和拍照。

1.4　透射电子显微镜观察肌腱胶原纤维

将处理后第 10日和第 20日大鼠肌腱组织样本放

入 2.5% 戊二醛中固定，使用 1% 的锇酸-PBS 固定溶

液处理 2 h。用 PBS 对其漂洗 2 次，每次 15 min。依

次在 30%、50%、70% 浓度乙醇中梯度脱水 15 min，

再用 70%乙醇（含有 3%醋酸双氧铀）染 15 min。依

次在 80%、95%、100%浓度乙醇中梯度脱水 15 min。

用环氧丙烷置换 2次，每次 15 min。进行浸透、包埋

和切片处理。用枸橼酸铅电子染色后，在透射电子显

微镜 （transmission electron microscope，TEM） 下观

察和拍照。使用 KS400 （3.0，Zeiss） 图像分析软件

进行统计分析。

1.5　蛋白质谱分析

1.5.1　蛋白提取与定量　肌腱组织总蛋白采用苯酚

法提取，总蛋白浓度采用二辛可宁酸测定。根据定量

的浓度，每个样品选取 50 μg蛋白质，使用胰蛋白酶 

（1 μg/μL）消化。在Agilent Zorbax Extend RP色谱柱

（5 μm， 150 mm×2.1 mm） 和 1100 高效液相色谱

（HPLC）系统（Agilent，美国）上进行RP分离。RP

分离梯度溶剂为流动相A （2%乙腈的HPLC水溶液）

和流动相 B （90% 乙腈的 HPLC 水溶液）。胰蛋白酶

肽以 250 μL/min 的流速分离，并在 210 nm 处监测。

共采样 10 min，每分钟将洗脱液依次收集在单独的离

心管中。

1.5.2　质谱分析　将分离获取的冻干肽用于配备

Nanospray Flex 源 的 Q-Exactive HF 质 谱 仪

（ThermoFisher）分析。样品在 EASY-Nlc TM 1200 系

统 （ThermoFisher） 上通过 C18 柱 （50 cm×75 µm）

上样和分离。用Spectronaut系统搜索样本蛋白质数据

库中的原始数据，将半胱氨酸烷基化作为固定修饰，

数据非依赖采集（data independent acquisition，DIA）

数据、定量错误发现率 （false discovery rate，FDR）

设为 0.01，蛋白、肽和肽谱匹配质谱图 （peptide-

spectrum matches，PSM）的FDR也均设为0.01。

1.6　生物信息学分析

使用 R Studio 1.1.463软件进行统计分析和绘图。

将LC-MS/MS原始文件导入 Spectronaut Pulsar软件进

行搜库建库，使用Spectronaut Pulsar软件的“Analysis”

模块，选择“+”新建分析；根据软件提示逐步完成

参数设置，开始分析；分析完成后，进入“Report”

模块导出定量数据。将表达值≥50%的蛋白样本保留，

用同一组样品的均值填充缺失值≤50%的蛋白。通过

log2转换和中位数归一化获得可信蛋白。基于获得的

可信蛋白，选择 2 种不同标准计算样本之间的差值。

在处理数据时，用 1.5倍数变化评估样本之间某一蛋

白表达水平倍数变化。

运 用 欧 易 生 物 有 限 公 司 的 云 平 台 （cloud.

oebiotech.com）对差异表达蛋白进行 GO 和 KEGG 富

集分析，并使用 STRING 数据库 （http：//string-db.

org； version 11.5） 对 差 异 蛋 白 进 行 互 作 网 络

（protein-protein interaction，PPI）分析。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 22.0软件进行统计学分析。采用至少

3 个平行样本进行重复实验，所得数据以 x±s 表示。

不同时间点不同组之间的胶原纤维直径的比较，采用

最小显著差异事后检验和单因素方差分析，P<0.05

表示差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　去应力后肌腱发育异常大体观

手术处理后第 10日和第 20日，大体观显示对照

组肌腱外观呈白色，质韧纤细且有光泽，为富有弹性

的致密结缔组织；实验组肌腱粗大，较对照组直径偏

大，颜色偏深（图1A）。

H-E染色显示，实验组肌腱细胞在处理后第10日

和第 20 日呈无序分布，出现杂乱无章且发育不成熟

的胶原纤维；对照组肌腱细胞有序分布，出现平行排

列且发育良好的胶原纤维，呈现出正常肌腱组织学结

构（图1B）。

2.2　去应力后肌腱发育的组织学观察

免疫组织化学（CD31）染色分析结果显示：与

对照组相比，实验组肌腱组织中可见新生血管形成，

呈现组织血管化倾向，主要发生在去应力后第 20 日

的组织结构中（图2）。
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Note： Immunohistochemical staining images of CD31 (Scale bars=100 μm). The arrows showed CD31-stained vessels.

图 2　去应力组肌腱的组织血管化
Fig 2　Tissue vascularization in stress-deprived tendon
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Note： A. Macroscopic examination of tendon. B.H-E staining of tendon (Scale bars=200 μm).

图 1　应力和去应力刺激的肌腱大体观和 H-E 染色观察
Fig 1　Gross view and H-E staining of tendon with and without mechanical loading
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2.3　去应力肌腱组织胶原纤维变化

TEM 观察显示，实验组肌腱胶原在手术处理后

第 10 日和第 20 日维持发育不良和直径细小的胶原

纤维结构，2 个时间点间无明显差异。对照组肌腱

在手术处理后第 10 日呈现未成熟的纤细胶原纤维，

而至第 20 日时胶原发育良好，胶原纤维直径明显

增大 （P=0.001），亦大于同时间点实验组的胶原纤

维直径 （P=0.001），且呈现出粗细相间的典型的肌

腱 胶 原 纤 维 的 双 极 分 布 （bipolar） 特 征 。 详

见图 3。

2.4　蛋白质谱分析

在手术处理后第 10 日和第 20 日，对 2 组肌腱组

织标本行蛋白质谱分析，检测差异表达蛋白。火山图

（图4A、B）显示：与对照组相比，实验组在处理后第

10 日共鉴定出差异表达蛋白 1 865 种，其中 1 835 种

蛋白上调，30 种蛋白下调 （图 4A）；在处理后第 20

日鉴定出差异表达蛋白 965种，其中 837种蛋白上调，

128种蛋白下调（图 4B）。差异表达蛋白分层聚类热

图见图4C、D。

2.5　GO分析

在手术处理后第 10 日，分析实验组相对于对照
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Note： A. TEM of fibrils in tendon tissues (Scale bars=50 nm). B. Quantitative analysis of collagen fibril diameter.

图 3　实验组和对照组肌腱胶原超微结构和胶原纤维直径比较
Fig 3　Ultrastructural comparison of tendon with and without mechanical loading and quantitative analysis of fibril diameters
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组上调的差异表达蛋白。GO分析结果（图 5）显示：

差异表达蛋白主要参与细胞内蛋白运输、蛋白质稳定

性、mRNA剪接、蛋白质折叠、蛋白质导入细胞核等

生物过程；主要分布于细胞质、核质、线粒体、含蛋

白质复合物等部位；与相同蛋白结合、RNA 结合、

含蛋白质复合物结合、酶结合、肌动蛋白结合等分子

功能密切相关。手术处理后第 20日，GO分析结果与

第 10 日情况相近，差异表达蛋白主要与蛋白合成相

关（图5）。

2.6　KEGG分析

将手术处理后第 10日和第 20日上调差异蛋白分

别进行 KEGG 通路富集，结果显示：处理后第 10 日

富集到 310条信号通路，处理后第 20日富集到 289条

信号通路。对 2 次富集到的信号通路进行筛选

（图 6），发现排名靠前的与肌腱胶原退行病理改变相

关通路包括溶酶体、黏着斑、自噬、血管内皮生长因

子 （vascular endothelial growth factor，VEGF） 信号

通路、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （mammalian target 

of rapamycin， mTOR） 信 号 通 路 、 吞 噬 作 用 等

通路。

2.7　蛋白蛋白 PPI分析分析

PPI 分析结果 （图 7） 显示，α丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶 1 （Akt1）、热休克蛋白 4 （Hspa4）、热休克蛋

白 5 （Hspa5）、延长因子 2 （Eef2）、蛋白质二硫键异

构酶 （P4hb）、心肌肌动蛋白 α1 （ACTC1）、T 复合

蛋白 1 亚单位 β （Cct2）、受体蛋白酪氨酸激酶
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图 4　去应力肌腱和应力刺激肌腱之间差异表达蛋白火山图和聚类热图
Fig 4　Volcanic diagram and cluster thermogram of differentially expressed proteins between tendons with and without mechanical loading
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（EGFR）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（Gapdh）、帕金森病

蛋白 7 同源物 （Park7）、转化蛋白 （RhoA）、Rho 相

关蛋白激酶（ROCK）等表达上调。其中Akt1与其他

蛋白相互作用最强烈，度值最高，主要富集于 PI3K-

Akt 信号通路、mTOR 信号通路和黏着斑信号通

路等。
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Note： A and B represent the differentially expressed protein GO analysis between stress deprivation and stress-stimulated tendons on the 10th and 20th day 

after surgery, respectively.

图 5　去应力肌腱和力刺激肌腱之间差异蛋白 GO 分析
Fig 5　GO analysis of differentially expressed proteins between tendons with and without mechanical loading
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3　讨论

肌腱具有生物力学敏感特性，机械力刺激对肌

腱发育和功能维持至关重要，对 ECM 的稳态和维持

起着十分重要的作用。肌腱断裂或局部微创伤后，

即失去应力刺激后，会导致肌腱组织的蛋白分解，

组织结构和力学性能严重恶化［3］。肌腱去应力退行

性变的动物模型较为罕见，目前肌腱外植体提供了

一种组织模型来研究肌腱退化机制［4］，但同样具有

局限性。主要是因为已经发育成熟的肌腱要通过去

应力造模形成退行性病理改变，通常需要长期的应

力刺激限制，动物造模存在一定的困难，而肌腱外

植体又难以完全模拟内环境作用。相对而言，发育
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Note： A and B represent KEGG analysis of differentially expressed protein between stress deprivation and stress-stimulated tendons on the 10th and 20th day 

after surgery, respectively.

图 6　去应力肌腱和应力刺激肌腱之间差异蛋白的 KEGG 分析
Fig 6　KEGG analysis of differentially expressed proteins between tendon with and without mechanical loading
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and without mechanical loading
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过程中的肌腱对于失应力刺激较为敏感。在前期工

作中，我们将新生大鼠失应力刺激肌腱与正常应力

刺激肌腱比较，发现了力学刺激促进肌腱发育和胶

原成熟的重要机制［5］。

本研究采用同样的模型探索正常发育肌腱失去应

力刺激后的病理改变及相关机制，以进一步探究失应

力刺激导致肌腱退行性变的病理机制。本研究结果显

示，失去力学刺激后，肌腱组织停止发育并发生退行

性变，表现为组织血管化、组织结构紊乱和缺乏排列

有序的胶原纤维。肌腱超微结构观察也显示了失应力

肌腱的胶原纤维直径纤细、发育不成熟和缺乏粗细相

间的双极分布特征。

为了进一步研究失应力导致退行性变的相关机

制，本研究通过蛋白组学和生物信息分析探索相关的

分子机制。结果发现，这些退行性病理改变涉及的主

要机制包括血管化、细胞自噬、组织溶解和纤维化

等。具体而言，在无机械力存在的肌腱组织中，

Akt1、Hspa4、Hspa5、Eef2、Actc1、Rhoa 等多种蛋

白表达上调，其中Akt1与其他蛋白相互作用最强烈，

主要富集于PI3K-Akt信号通路、mTOR信号通路等。

Akt1 属于类丝氨酸/苏氨酸激酶，主要参与细胞

的生存通路和生长控制，可促进肿瘤细胞过度增

殖［6-7］以及血管生成［8］。作为 PI3K-Akt-mTOR 信号

通路中的关键位点，可调控 mTOR，为一种保守的

丝/苏氨酸蛋白激酶。mTOR 信号通路是调控生物体

内蛋白质合成、细胞代谢和生长的重要的途径［9］。

mTOR蛋白通过与不同的配体相互作用，形成 2个不

同的信号复合物 mTORC1 和 mTORC2。在间充质干

细胞诱导肌腱分化模型中，mTORC1 信号通路被激

活，肌腱标志性蛋白 Tnc、Tnmd、CollagenⅠ表达增

高［10］。在肌腱内特异性敲除 mTOR 和 raptor 均导致

小鼠肌腱发育不良，胶原纤维直径变小［11］。尽管

mTOR信号通路的激活可促进肌腱的发育，但mTOR

的高度活化也可导致肌腱发育不正常。本实验也发

现，在失去力学刺激后，尽管肌腱细胞合成并分泌

ECM 的能力增强，但所形成的胶原纤维排列紊乱，

承受外力作用差。这提示，在去应力后，肌腱组织中

AKt表达上调并过度激活mTOR信号通路，可能是导

致肌腱发育不正常的一个内在因素。相关研究［12］也

表明，mTOR与肌腱退行性病变相关，使用mTOR的

抑制剂雷帕霉素可改善衰老导致的肌萎缩、骨质疏

松，以及肌腱退行性病变。

RhoA是一种小GTP蛋白，Rho家族的重要一员，

具有机械敏感性。机械牵伸可使其激活而产生生物学

效应，引起细胞骨架重组，促进细胞骨架装配，转导

力学信号，最终影响各种基因的表达［13］。RhoA是化

学信号和力信号传递过程中的共同信号分子，起着交

通枢纽的作用［14］，参与调节 ERK、JNK、NF-κB 等

信号通路，还可通过调节应力纤维聚合介导黏着斑的

形成与黏着斑激酶（FAK）信号通路相互作用，并进

一步引起下游的反应［15］。ROCK是RhoA家族主要的

下游受体，有 2 种亚型 （ROCKⅠ和 ROCK Ⅱ），广

泛参与细胞黏附、增殖、代谢、凋亡及细胞周期的调

节等。当受到外界应力时，RhoA/ROCK可通过调节

肌动蛋白和肌球蛋白，导致干细胞形状变化，使干细

胞向不同方向分化［16］。有研究表明，在机械牵伸诱

导骨髓间充质干细胞向成骨细胞表型分化过程中，

RhoA/ROCK是重要的调节因子，参与介导细胞骨架

肌动蛋白的组装、细胞形态及软骨细胞相关基因的表

达［17］。本研究中蛋白组学分析也显示，在失去力学

刺激的肌腱中 RhoA、ROCK 蛋白表达上调，主要富

集于肌动蛋白细胞骨架的调节、紧密连接等与细胞外

力信号转导相关的信号通路。这提示，在无外力刺激

情况下，RhoA、ROCK 蛋白的表达上调可激活细胞

内多条信号通路，促使肌腱干细胞向成骨方向分化，

进而阻碍肌腱的发育与成熟。

ACTC1 是心肌肌动蛋白 α1，由位于染色体

15q13~q21的ACTC1基因编码。作为一种细胞骨架蛋

白，除了其经典功能即参与肌肉收缩，ACTC1 也参

与了细胞其他的生理功能，如染色体形态的基因转

录、细胞周期调控、调节各种膜反应、调节酶的活性

和细胞内定位，以及细胞凋亡［18］。本研究结果显示，

在失去力学刺激情况下，肌腱中 ACTC1蛋白表达显

著上调，其主要富集于与肌肉生长发育相关的信号通

路。有研究表明，ACTC1 基因可参与早期肌生成，

对胚胎期肌肉的生长发育起着重要的作用。当

ACTC1 基因表达下调，可导致心肌细胞凋亡增加，

肌肉发育障碍，进而导致各种心脏畸形［19］。也有研

究发现，ACTC1 促进牛成肌细胞和前脂肪细胞的分

化，进而影响成肌细胞的增殖［20］。以上研究提示，

在失去力学的情况下，肌腱组织中表达上调的

ACTC1 可能通过激活体内与肌肉生长发育相关的多

条信号通路，促使肌腱干细胞向成肌方向分化，进而

影响肌腱的分化与发育。
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VEGF 主要包括 VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、

VEGF-D、VEGF-E （病毒编码） 和牛胎盘生长因子

（PLGF），通过结合和激活表现出酪氨酸激酶活性的

膜受体发挥功能，其主要功能是促进血管生成、增加

血管通透性、促进细胞迁移等［21］。虽然新生血管供

应或血管生成对内环境稳态十分重要，但研究表明血

管失调和不受控制的血管生长可促进多种疾病进

展［22］。本研究中，KEGG 分析发现去应力刺激后，

VEGF信号通路表达增强，提示肌腱组织血管化程度

增强。有研究［23］显示血管生成在退行性肌腱疾病中

起作用。本实验大体观和免疫组织化学检测的结果也

印证了此发现。TEMPFER 等［24］研究表明，肌腱细

胞中VEGF-D介导的信号转导通路参与肌腱退行性过

程。有研究［25］发现，在正常成人肌腱中，VEGF 的

表达大多受到抑制，而在慢性过度使用的肌腱中，

VEGF 的表达在过度使用过程的早期和后期显著增

加。PETERSEN等［26］通过实验发现绵羊的跟腱肌腱

切断后，VEGF 表达增加。也有研究［27］表明，肌腱

细胞在损伤反应中上调 VEGF，因此认为 VEGF可能

是诱导新生血管形成的肌腱变性复杂过程中关键分

子。综上，去应力情况下，VEGF 信号通路表达增

强，引起血管过度增生，可能是引起肌腱退化的关键

因素。

本研究结果还显示，去应力刺激后，自噬或者

吞噬可能影响胶原组装。溶酶体是一种分解代谢细

胞器，可通过自噬降解细胞成分，如蛋白质复合物

和细胞器。自噬被认为是一种自我消化过程，使细

胞通过溶酶体降解回收不必要的或功能失调的成

分，在维持细胞内稳态以及细胞对外界刺激的重塑

中起着重要作用［28］。自噬具有保护作用，可促进肌

腱细胞的存活［29］。研究表明，螺内酯通过 NF-κB/

MAPK 途径调节大鼠腱源干细胞的自噬，改善衰老

和钙化［30］。自噬可通过抑制活性氧的过量产生来保

护 PC12 细胞免受三聚氰胺诱导的细胞死亡［31］。越

来越多的证据表明自噬可调节干细胞的自我更新、

分化和体细胞重编程［32-33］。自噬也与细胞凋亡密切

相关，其会导致细胞生存所必需的蛋白质和细胞器

降解，最终导致细胞死亡，即可调节程序性死亡过

程［34-35］。本实验也发现自噬可能是肌腱退化的因素

之一，说明了自噬在肌腱细胞凋亡过程中起重要作

用。有报道认为细胞凋亡和自噬与人肩袖撕裂中

ECM 的损伤程度呈正相关［36］；也有研究表明肥大

细胞可通过吞噬胶原，影响胶原重塑［37］。基于这种

认识，在断裂的肌腱中，自噬也可能以相同的机制

引起肌腱退化。

综上，本研究采用切断肌腱模型模拟失应力刺激

导致的肌腱退行性变，蛋白组学和生物信息分析结果

揭示了可能的分子机制，包括强化的组织血管化过程

和组织纤维化，可能通过 VEGF、mTOR、细胞自噬

等通路介导，最终导致肌腱的退行性变如肌腱组织结

构破坏、胶原发育停滞和组织纤维化血管化等病理改

变。本研究的发现有可能进一步揭示失力学刺激导致

肌腱退行性变的分子机制，为相关的治疗策略发展提

供参考。
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