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石膏外固定修复兔髌骨-腱连接点断裂的组织形态学变化★ 
王  靖1，张朝跃2，谭财福3 

Effect of plaster external fixation on the histomorphological changes for bone-tendon junction 
healing     

Wang Jing1, Zhang Chao-yue2, Tan Cai-Fu3 

Abstract 
BACKGROUND: Plaster external fixation has a positive effect on bone-tendon junction healing, but there is no in-depth study on 
the repair mechanism.  
OBJECTIVE: To investigate the effect of plaster external fixation on the histomorphological changes for bone-tendon junction 
healing.  
METHODS: The bone-tendon junction healing models were established by cutting off the junction between the patellar tip and the 
patellar tendon as well as the distal part of the patella. The models were divided into experimental group and model group. The 
models in the experimental group were performed with plaster external fixation and those in the model group were without fixation. 
Each group got the sample at 2, 4 and 8 weeks after operation.  
RESULTS AND CONCLUSION: Hematoxylin-eosin staining, Safranin’O staining, macrophages immunohistochemistry staining 
and integral absorbance showed that the tissue edema and adhesion at the bone-tendon junction in the experimental group were 
better than those in the model group, cartilage cells and bone tissue formation and differentiation in the experimental group were 
significantly better those those in the model group, and degree of the inflammation in the experimental group was light and 
disappeared quickly. External fixation can accelerate the process of bone-tendon repair and promote the healing.   
 
Wang J, Zhang CY, Tan CF. Effect of plaster external fixation on the histomorphological changes for bone-tendon junction 
healing.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(13): 2362-2365.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：石膏外固定对髌骨-腱连接点断裂的治疗作用肯定，但相关修复机制一直未有深入研究。 
目的：观察石膏外固定对髌骨-腱连接点断裂修复的组织形态学改变。 
方法：切断髌尖与髌腱连接处并切除远端部分髌骨建立兔髌骨-腱连接点损伤模型，实验组在造模的基础上给予石膏外固定，

模型组不予固定，分别在造模后 2，4，8 周取材。 
结果与结论：苏木精-伊红染色、Safranin’O 染色和巨噬细胞免疫组化染色及其积分吸光度检测均显示实验组造模后骨-腱结

合部组织修复快，软骨细胞及骨组织的形成、分化明显优于模型组，且炎症反应程度轻、消失快。说明外固定可加快骨-腱

组织修复进程，促进其愈合。 
关键词：骨-腱连接点；外固定；组织形态学；积分吸光度值 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.13.019 
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0  引言 
 

骨-腱连接点是骨通过软骨与肌腱、韧带

接触的部位，典型的纤维软骨性骨-腱连接点

的结构有4层组织：纯纤维连接组织、非钙化

的纤维软骨、钙化的纤维软骨和骨[1]。骨-腱连

接点在微小的距离内肌腱、韧带等软组织转换

为骨组织。由于骨-腱连接点损伤发生在骨和

腱这两种不同组织结构之间，其修复过程缓慢

而困难，临床上也缺乏有效康复方法。单纯外

科修复疗效欠佳，远期可能遗留疼痛、关节活

动受限等后遗症状。固定制动韧带对韧带及骨

创伤的保护作用肯定。但即使同样制动固定对

骨-腱连接点愈合的疗效会逊于单纯骨创伤或

韧带创伤，制动在骨-腱连接点损伤修复过程

中有什么治疗作用，对其修复过程的促进作用

有何不同？ 
实验采用苏木精-伊红染色、Safranin’O染

色、巨噬细胞免疫组化染色及其积分吸光度值

检测等方法观察制动对骨-腱连接点损伤的修

复过程。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：于2010-05在湖南省人民医

院完成。 
材料：成年健康新西兰大白兔36只，18周

龄，雌雄不限，体质量2.20~3.10 kg，购自长

沙市开福区东创试验动物科技服务部，许可证

号：SCXK(湘)2009-0012。
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方法： 
实验分组、造模与干预：将36只兔随机分为2

组：实验组和模型组，每组18只。静脉注射体

积分数2.5%戊巴比妥钠(0.8 mL/kg)麻醉白兔，

膝关节前外侧入路在髌骨中远端1/3处横行截

骨，切断髌尖与髌腱连接处并切除远端部分髌

骨，清除纤维软骨带。近端髌骨纵向钻孔，3-0
丝线编织缝合髌腱与髌骨，间断缝合加固，并

在胫骨结节下钻孔张力钢丝“8”字固定，缝合

皮肤[2]。实验组屈膝90°位管型石膏制动，3周
后去除。模型组同法造模，术膝不固定。 

组织标本制备：分别于造模后2，4，8周取

每组兔各6只，空气栓塞处死，取带胫骨结节及

部分股四头肌的髌骨-髌腱复合体-20 ℃保存，

用于组织学观察。 
组织学观察：标本从中间纵行剖开，用体积

分数10%中性甲醛固定24 h，体积分数10%甲

酸脱钙4周，系列乙醇脱水、透明、石蜡包埋，

在中央矢状位将标本切成5 μm厚的切片。参照

文献方法行苏木精-伊红染色、Safranin’O染色

和巨噬细胞免疫组化染色[3-4]。 
Safranin’O染色的积分吸光度值测定：在每个

时间点采用系统抽样法抽取切片，每间隔其  
50 μm抽取1张切片，共取5张，采用Image图像

分析软件，每张切片取3个点并对其结果进行评

估。计算实验组和模型组Safranin’O阳性染色的

积分吸光度值。 
巨噬细胞免疫组化染色积分吸光度值检测：采

用激光共聚焦显微镜照相，观察计数巨噬细胞。

通过与电脑相连的显微镜将采集到的图像存入

电脑，用Image图像分析软件计算巨噬细胞免

疫组化染色的积分吸光度值反映被测个体截面

或投影轮廓内总的吸光度，由各像素点吸光度

值直接相加，计算每个视野阳性表达的积分吸

光度值。 
主要观察指标：两组兔髌骨-髌腱复合体的

组织学改变。 
统计学分析：采用SPSS 13.0统计软件进

行处理，计量资料用x
_

±s表示，不同时间点结果

的比较采用单因素方差分析，组间比较采用t 
检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  实验共纳入36只兔

均进入结果分析。 
2.2  苏木精-伊红染色结果  实验组造模后2

周时可见纤维母细胞增生及少量散在的类软骨

细胞，沿纵轴方向紊乱排列。模型组有少量纤

维母细胞增生，未见类软骨细胞；4周时实验组

见大量类软骨细胞和纤维母细胞增生，部分细

胞沿骨-腱的纵轴方向排列，趋向有序，见新生

松质骨自截骨面向远端肌腱部分长入，可见少

量类软骨细胞灶状分布及散在的小钙化灶。模

型组可见类软骨细胞和纤维母细胞增生，细胞

和胶原沿骨-腱的纵轴方向无序排列，少量松质

骨长入肌腱，散在类软骨细胞灶状分布，未见

钙化灶。造模后8周实验组髌腱与松质骨接触处

可见纤维软骨带新生，未见潮线形成，大量类

软骨细胞增生且排列相对有序，近端新生松质

骨向髌腱内长入且与髌腱呈现融合趋势，小钙

化灶较前增多。模型组仍可见大量增生的纤维

母细胞，髌腱与松质骨接触处未见明显纤维软

骨带新生，无潮线形成；大量类软骨细胞增生，

排列相对无序；骨-腱连接点近端新生松质骨向

髌腱内长入，未见融合趋势，有散在钙化灶出

现，较实验组的钙化灶要小且少，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  Safranin’O染色结果  造模后2周，实验组

新生的骨-腱连接点处基质部分红染，主要分布

于骨-腱连接点的骨侧。模型组基质染色较浅，

在骨-腱连接点的骨侧染色面积较小。造模后4
周，实验组新生骨与肌腱交界处基质红染部分

较之前加深，染色范围增大，红染主要分布于

a: Experimental group 

Figure 1  Pathological changes of the rabbits’ 
bone-tendon junction at 8 wk after 
modeling (Hematoxylin-eosin staining, 
×100) 

图 1  造模后 8 周兔髌骨-髌腱复合体的病理学改
变(苏木精-伊红染色，×100) 

b: Model group 
Arrows show the formation of cartilage-like cells and 
chondrocytes 
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骨-腱连接点的两侧。模型组基质染色较浅，染色深度

以及面积较造模后2周时增加，红染区域主要分布于骨-

腱结合部偏骨侧。造模后8周，实验组新生骨与肌腱交

界处基质可见红染深度未有加深，染色范围较4周时无

明显区别，红染主要分布于骨-腱连接点的两侧且沿类

软骨细胞走行分布。模型组新生骨与肌腱交界处基质面

积较4周时增大，染色加深，主要集中于骨-腱结合处的

类软骨细胞聚集处，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
对Safranin’O阳性染色的积分吸光度值进行统计学

分析发现，随着造模后时间的延长，两组Safranin’O阳

性染色的积分吸光度值均明显增加，其中实验组的积分

吸光度值的峰值在造模后4周出现，8周后下降。模型组

的积分吸光度值在造模后8周还未达到峰值，其峰值延

后出现。其中造模后2，4周，实验组积分吸光度值高于

模型组(P < 0.01)，而造模后8周实验组积分吸光度值低

于模型组(P < 0.01)，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  巨噬细胞免疫组化结果  造模后2周，实验组可见

少量散在阳性染色颗粒，主要集中在骨-腱连接点的肌

腱部；模型组散在阳性染色颗粒较实验组明显，散在分

布。造模后4周，实验组阳性染色颗粒较2周时减少，染

色强度减小；模型组阳性染色颗粒较2周时有所减少，

染色强度及面积实验组均不及模型组。造模后8周，实

验组染色强度进一步减小，染色区域进一步较少，染色

主要分布于骨-腱连接点的骨侧，模型组染色面积及强

度较4周有所减小，主要分布于骨-腱连接点的两侧，见

图3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
巨噬细胞免疫组化阳性染色的积分吸光度值检测

发现，随着造模时间的延长，两组的积分吸光度值逐渐

下降，与模型组比较，实验组对应时间点积分吸光度值

明显降低(P < 0.01)，见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
骨-腱连接点形态学上分为直接止点和间接止点，

直接止点通过sharpey纤维成锐角与骨膜相连[5]。间接止

点通过肌腱、纤维软骨、钙化的纤维软骨、骨4层结构

使肌腱与骨相连。实验所研究的是骨-腱连接处间接止

点，正常兔髌骨-腱标本在髌骨可见通过髌骨表面骨、

钙化的软骨、非钙化的软骨以及肌腱组成一个4层结构

的骨-腱结合部，其中钙化的软骨、非钙化的软骨其间

又有纤维软骨带，标志性的结构为纤维软骨带中间的潮

线[6-7]。影响骨-腱连接点修复过程的因素相对较多，如

手术技巧、方式、局部生物力学环境、外固定时间等[8-9]，

目前认为特殊的组织结构是骨-腱连接点损伤难以修复

的主要因素。实验以兔膝髌骨-腱连接点损伤为模型，

探讨制动对骨-腱连接点损伤修复的影响。 
文献报道愈合进程随着时间延长出现纤维母细胞、

类软骨细胞及其细胞群、微小钙化灶、骨细胞及松质骨

形成、纤维软骨带及骨-软骨融合及组织细胞无序趋向

有序性排列等组织变化[10-11]。实验发现随着时间的推

移，两组骨-腱连接点部位均出现愈合倾向，模型组的

类软骨细胞微小钙化灶、骨细胞及松质骨形成、纤维软

表 1  两组 Safranin’O 阳性染色的积分吸光度值的比较 
Table 1  Comparison of the integral absorbance values by 

safranin’O staining in two groups          (x
_

±s, n=6)

aP < 0.01, vs. model group 

Time Experimental group Model group 

2 wk 232.47±18.56a 185.95±13.24 
4 wk 1 654.22±163.43a 897.50±102.38 
8 wk 432.54±87.05a 1 023.52±122.92 

a: Experimental group 

Figure 2  Pathological changes of the rabbits’ bone-tendon 
junction at 8 wk after modeling (Safranin'O staining, 
×100) 

图 2  造模后 8 周兔髌骨-髌腱复合体的病理学改变
(Safranin’O 染色，×100) 

b: Model group 
Arrows show the red stained matrix around the cartilage-like cells

a: Experimental group 

Figure 3  Pathological changes of the rabbits’ bone-tendon 
junction at 8 wk after modeling 
(Immunohistochemical staining,×400) 

图 3  造模后 8 周兔髌骨-髌腱复合体的病理学改变(免疫组
化染色，×400) 

b: Model group 
Arrows show the positive macrophage particles 

表 2  两组巨噬细胞免疫组化阳性染色的积分吸光度值比较 
Table 2  Comparison of integral absorbance of the macrophage 

in two groups by immunohistochemical staining    
                             (x

_

±s, n=6)

aP < 0.01, vs. model group 

Time Experimental group Model group 

2 wk  78.23±15.15a 112.62±22.03 
4 wk 53.57±11.20a 97.19±24.56 
8 wk  38.28±6.30a 56.58±8.41 
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骨带及骨-软骨融合变化均迟缓于实验组，且转化程度

及速度不如实验组，在造模后8周时，模型组仍未出现

明显骨-软骨融合现象。整个实验过程中，两组均未见

明显潮线形成，可能与观查时间不够长有关。实验通过

Safranin’O染色方法对糖氨多糖分布进行研究，发现实

验组染色面积与强度均高于模型组，提示实验组类软骨

细胞及细胞外基质分化形成更快。巨噬细胞是单核吞噬

细胞系统中高度分化、成熟的细胞类型，主要功能是以

固定细胞或游离细胞的形式对细胞残片及病原体进行

噬菌作用。在炎症早期，大量的嗜中性细胞会占据炎症

处，当这些细胞灭亡时，就会被巨噬细胞所吞噬。Dagher 
等[4]在兔前交叉韧带修复模型中使用外固定支架固定造

模后兔膝关节，发现造模后早期的固定作用可以减少兔

的巨噬细胞聚集，认为巨噬细胞早期表达减少能够促进

骨-腱连接点的愈合。实验采用免疫组化方法检测发现

实验组巨噬细胞阳性染色的积分吸光度值显著低于模

型组。表明适当外固定可以减少损伤后的骨-腱连接点

的炎症反应，减少巨噬细胞聚集。 
一般来说，骨-腱连接点损伤愈合过程经历了炎症

机化、新骨形成、编织骨再建和纤维软骨结合部成熟、

骨再塑形等4个阶段[12]。关于骨-腱修复的具体机制尚未

完全明确，正常状态下骨-腱损伤的修复过程中，早期

是纤维瘢痕组织修复[13]，瘢痕组织不同于正常组织，不

能达到正常生理功能。Wong等[14]采用异体组织工程软

骨细胞移植治疗兔髌骨骨-腱损伤，实验仅证实无免疫

排斥，有促进愈合潜能。有学者采用低能脉冲超声及组

合磁场刺激兔髌骨骨-腱连接点损伤，证实其能促进骨-

腱连接点新骨形成及纤维软骨再生[15]。Kim等[16]研究证

实转化生子因子β及骨形态发生蛋白2也能促进其修复。

但离临床上应用有很大距离。关于其修复机制的研究，

Zhu等[17]认为SOX9对腱-骨连接处修复时Ⅱ型胶原的生

成起到关键作用。Zhao等[18]认为局部缺氧是腱-骨连接处

修复的必要先决条件。制动对局部环境缺氧是否有影响，

实验中未涉及，也是实验的局限所在。有报道称过长时

间制动导致韧带极限载荷下降，反而影响愈合[19]。实验

中兔膝固定3周后即行解除，避免过长时间制动阻碍其

修复及力学功能重建。 
总之，实验结果显示，造模后外固定制动可减少机

械刺激对骨-腱连接点的影响及巨噬细胞聚集，推测其

可能减轻骨-腱连接点处的炎症反应，进而促进其愈合。

同时石膏外固定可增加骨-腱连接点间质细胞增殖、分

化及细胞外基质的合成，促进其愈合。 
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