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成年与幼年猪半月板损伤愈合的体外实验*★ 

戴  祝1，杨乐忠2，陈志伟1，刘春磊1 

 

In vitro experimental study on the healing of meniscus injury between mature and immature 

swines    

Dai Zhu1, Yang Le-zhong2, Chen Zhi-wei1, Liu Chun-lei1 

文章亮点： 

将成年猪与幼年猪半月板从体内分离出来，建立全层纵裂模型，进行体外器官培养，排除血运的影响，观察成年猪

及幼年猪半月板损伤愈合情况，结果证明幼年半月板愈合优于成年半月板。 

 

Abstract 

BACKGROUND: The reason why the healing of immature meniscus injury is better than that of mature meniscus is the 

richer blood supply in immature meniscus than in mature meniscus in traditional opinion.  

OBJECTIVE: To observe the differences in the interface healing of meniscus injury between mature and immature swine 

through in vitro organ culture models and to investigate the underlying mechanism of the healing of meniscus injury. 

METHODS: The medial and lateral meniscuses were harvested from the posterior knees of local mature swine (6 months 

old) and local immature swine (1 month old) after death. The specimens were divided into mature group and immature 

group with 32 specimens in each group. A full-thickness tear model was established. The specimens were cultured in 

vitro for 0, 2, 4 and 6 weeks. Tear interface healing was investigated by using histology analysis and semi-quantitative 

scores were recorded. 

RESULTS AND CONCLUSION: In the mature group, no reparative response was observed in all specimens except two 

specimens showed little reparative tissue at the interface at week 6 after culture. In the immature group: a few reparative 

tissues could be observed in three specimens at week 2 after culture; reparative response was observed in all specimens 

and bridge linking could be found in three specimens at week 4 after culture; the defects vanished in five specimens and 

bridge linking could be found in another three specimens at week 6 after culture. Semi-quantitative scores in the 

immature group were both higher than those in the mature group at weeks 4 and 6 after culture (P < 0.05). Significant 

differences could be found at all the time points except for 0 and 2 weeks (P < 0.05). These findings suggest that 

excluding the influence of vascular supply, synovium and cell factors in in vitro organ culture models, the reason why the 

healing potential in the immature meniscus is superior may contribute to its better meniscal healing than mature meniscus. 

 

Dai Z, Yang LZ, Chen ZW, Liu CL. In vitro experimental study on the healing of meniscus injury between mature and immature 

swines. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(33): 6107-6110.     

[http://www.crter.org/crter-2012-qikanquanwen.html] 

 

摘要 

背景：幼年半月板损伤后的愈合能力要优于成年半月板，以往认为是由于幼年半月板血运较成年半月板丰富。 

目的：通过在体外器官培养模型中观察成年及幼年猪半月板损伤界面愈合的差异，探讨半月板损伤愈合的机制。 

方法：6月龄成年猪、1月龄幼年猪处死后取双侧膝关节内、外侧半月板，每组 32份标本，建立全层纵裂模型。标

本行体外器官培养，培养 0，2，4，6周后观察纵裂界面愈合情况并半定量评分。 

结果与结论：成年组培养 6周后，2份标本有少量修复组织产生。幼年组培养 2周后，3份标本已有少量修复组织产

生；4周后所有标本有修复反应，其中 3份有桥接；6周后 5份标本裂隙消失，其余 3份有桥接。培养 4，6周后，

幼年组组织学半定量得分高于成年组(P < 0.05)；幼年组除 0周与 2周以外，其余各时间点比较差异均有显著性意义

(P < 0.05)。说明体外器官培养模型排除了血运、滑膜、细胞因子等的影响，幼年半月板愈合优于成年半月板是由于

其内在愈合能力强于成年半月板。 

 

关键词：半月板；损伤；器官培养模型；愈合；体外实验；猪；组织构建 
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0  引言 

 

膝关节半月板损伤后的愈合一直是运动医

学领域内研究的一个热点
[1]
。以往认为半月板损

伤后能否愈合主要依赖于血运
[2]
，即有血运区损

伤能自然愈合，可以缝合，而无血运区损伤不

能自然愈合，需行半月板成形或切除。动物实

验和临床观察发现
[3]
，幼年半月板损伤后的愈合

能力要优于成年半月板，以往认为主要是由于

幼年半月板血运较成年半月板丰富。然而，除

了血供不同，两者的内在愈合潜能是否也不同

呢？为了解决这一疑问，本实验将成年猪与幼

年猪半月板从体内分离出来，进行体外器官培

养，排除血运的影响，观察成年猪及幼年猪半

月板损伤愈合情况。 

 

1  材料和方法 

 

设计：开放性实验。 

时间及地点：2010-09/2011-03在南华大

学附属第一医院临床研究所完成。 

材料： 

实验动物：6月龄本地成年猪8头，体质量

75~85 kg，雌雄不限，购自本地屠宰场；1

月龄幼年猪8头，体质量5.5~7.5 kg，雌雄不

限，购自本地饲养场。经检查所有半月板均

没有退变或撕裂，试验过程中符合医学伦理

学标准。 

试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

半月板损伤模型的制作：所有猪处死后，立即

取下双侧膝关节，用双氧水、生理盐水冲洗，

络合碘消毒，无菌巾包裹后冰敷，迅速带回实

验室。稀释络合碘，双氧水，生理盐水冲洗，

络合碘消毒，铺无菌巾单，去除皮肤及膝关节

周围软组织，再次络合碘，双氧水，生理盐水

冲洗，加盖无菌巾单，切开关节，完整取出内、

外侧半月板，切除周边滑膜，PBS冲洗5遍。每

个半月板体部由外向内切取宽约8 mm大小的

标本1份，成年半月板标本32份，幼年半月板标

本32份。用尖刀片在标本中、内1/3交界处造长

约4 mm的全层纵裂模型。 

体外器官培养：将制作好的标本放入6孔培养

板内，每孔1份标本。加入DMEM/F12(1∶1)

培养液至完全浸没标本，培养液的配制参照

Kobayashi等
[4]
的方法：含体积分数10%胎牛血

清、10 000 U/mL青霉素、10 g/L链霉素、     

25 mg/L两性霉素B。置于体积分数5%CO2、   

37 ℃恒温培养箱内培养。第24小时更换培养液

1次，此后每3 d更换培养液1次，每周更换培养

板1次。分别于培养0，2，4，6周后每组随机

取8份标本进行检测。 

检测指标：标本用40 g/L多聚甲醛固定24 h，

脱水，石蜡包埋，垂直于纵裂切片，厚5 μm，

纵裂两端及中间各取1个切片，苏木精-伊红染

色，观察纵裂界面愈合情况，参照Kobayashi  

等
[4]
的评分标准进行半定量评分：0分，无明显

修复反应；1分，有修复反应，无桥接；2分，

有桥接，但存在裂隙；3分，裂隙消失。每份标

本取3张切片的最大得分作为该标本得分。 

统计学分析：采用SPSS 17.0统计软件包

进行分析。数据以x
_

±s表示，组间比较非参数秩

和Mann-Whitney U 检验，组内各时间点比较

采用非参数秩和Kruskal-Wallis H 检验，两两

比较采用非参数秩和Mann-Whitney U 检验，

检验水准α=0.05。 

   

2  结果 

 

2.1  成年组样本观察结果  除有1个标本在6

周时有很少量修复组织产生外，其余标本在各

时间点均无明显修复反应，见图1。 

2.2  幼年组观察结果  培养2周后3份标本已

有少量修复组织产生；4周后所有标本均出现修

复反应，其中3份标本出现桥接，但仍有裂隙存

在；6周后5份标本裂隙消失其余3份有桥接，见

图2。 

试剂及仪器 来源 

DMEM/F12培养液(1∶1)                      

无支原体胎牛血清   

                        

两性霉素 B                                  

6孔培养板                                  

K60-4-1型 CO2培养箱                        

TS100-F型倒置相差显微镜    

美国 Hyclone公司 

浙江天杭生物科技有限 

公司 

美国 Amresco公司 

美国 Costar公司 

美国 Thermo公司 

日本 Nikon公司 
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2.3  各时间点两组半定量评分结果  见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

培养0，2周，两组间比较差异无显著性意义(P > 

0.05)；培养4，6周，幼年组得分高于成年组 (P < 

0.05)。成年组在各时间点间的比较，差异无显著性

意义(P > 0.05)。幼年组中，0周与2周比较，差异无

显著性意义(P > 0.05)；0周与4周、0周与6周、2周与

4周、2周与6周、4周与6周比较，差异均有显著性意

义(P < 0.05)。 

 

3  讨论 

 

半月板组织中的纤维软骨细胞具有一定的惰性，自身

代谢不活跃，对营养的要求相对较低，适合在体外进行器

官培养
[5-9]
。国内外已有少量采用体外器官培养模型进行

了半月板损伤修复的研究报道
[10-12]

。本实验成功建立了半

月板器官培养系统，部分标本培养达6周，没有出现组织

坏死。本实验很好克服了标本污染的难题，标本制作过程

严格无菌操作，培养的第24小时换液1次，培养液抗生素

浓度较细胞培养高。半月板器官培养系统能够消除血供、

滑膜及生长因子等外部因素对半月板损伤愈合的影响，为

研究半月板内在愈合能力提供了一种理想模型。 

成年半月板无血运区损伤不能自然愈合，临床中半月

板损伤在成年患者中多见，而幼年患者非常少。有研究认

为幼年患者半月板损伤其实并不少，由于其自然愈合能力

较强，多能自然愈合，因而呈隐匿性
[13-14]

。幼年患者半月

板损伤能自然愈合的原因以前认为主要是由于幼年半月

板血运较成年半月板丰富，Petersen等
[15]
通过免疫组化染

色的方法研究半月板的血供，在新生儿及11个月大的婴

儿，半月板全部区域均有血运，15岁时半月板中央成为无

血运区，至18岁成年时仅周围1/3存在血运。幼年半月板

与成年半月板在组织结构上存在明显差异
[16]
，在幼年半月

板，细胞密度高，胶原束较细小而少，随着年龄的增长，

细胞密度逐渐降低，而胶原纤维含量则逐渐增加
[3]
。此外，

而半月板损伤愈合还需要滑膜、生长因子、生物力学稳定

性等因素的协同作用
[17-20]

。本实验成功建立了半月板器官

培养系统，消除了血运、滑膜及生长因子、生物力学稳定

性等外部因素的影响，研究结果能反应成年及幼年半月板

内在愈合能力的差异。 

半月板内在愈合能力主要与细胞密度及细胞活性相

关，半月板损伤后的愈合过程依赖于纤维软骨细胞的基质

合成和胶原交联的形成。幼年半月板纤维软骨细胞密集，

并且具有更高的活性，在损伤区能够合成更多的胶原和细

胞外基质，有利于损伤的愈合；成年半月板纤维软骨细胞

相对稀疏，且为分化终末细胞，活性低。本实验中，成年

组在6周后有2份标本出现了修复反应，但无有效的桥接形

成；而幼年组在2周时已有修复反应，4周时已有标本出现

表 1  两组各时间点半定量评分 
Table 1  The semi-quantitative scores of the two groups at each 

time point                               (x
_

±s, n=8) 

a
P < 0.05, vs. 0, 2 wk;

 b
P < 0.05, vs. 0, 2 , 4 wk 

Group 0 wk 2 wk 4 wk 6 wk 
Statistics 

H P 

 

Mature 

Immature 

 

Z 

P 

 

0.0±0.0 

0.0±0.0 

 

0.000 

1.000 

 

0.0±0.0 

0.4±0.5 

 

-1.861 

 0.063 

 

0.0±0.0 

1.4±0.5
a
 

 

-3.664 

 0.000 

 

0.3±0.5 

2.6±0.5
b
 

 

-3.520 

 0.000 

 

6.200 

26.550 

 

0.10

2 

 

0.000 

 

Figure 1  Observation of mature group at each time point 
(Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

图 1  成年组各时间点苏木精-伊红染色观察(×400) 

0 wk                               2 wk 

4 wk                               6 wk   

Figure 2  Observation of immature group at each time point 
(Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

图 2  幼年组各时间点苏木精-伊红观察(×400) 

0 wk                             2 wk 

4 wk                              6 wk  
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桥接，6周时大部分标本裂隙已完全被修复组织充填。4，

6周时，两组比较有统计学差异。但是半月板纤维软骨细

胞并非完全惰性，Kobayashi等
[2]
在体外器官培养模型中

发现，成年半月板损伤后有潜在的愈合能力。本实验体外

培养6周时观察到部分标本有少量修复反应发生。 

在本实验中观察到，幼年半月板产生的愈合方式为瘢

痕样愈合，愈合组织与周围正常半月板在组织学上还有一

定的差异。而兔体内实验研究发现，半月板缝合6周时裂

口由纤维组织修复，可见少量纤维软骨细胞
[21]
。这可能是

由于器官培养环境只能提供半月板体外存活必需的营养

物质，与体内环境有较大的差异，这种瘢痕样愈合组织改

建为正常的纤维软骨组织可能还需要更长的时间。 

总之，本实验成功建立了半月板器官培养模型，体

外器官培养模型排除了血运、滑膜、细胞因子等的影响，

体外器官培养下幼年半月板愈合优于成年半月板是由

于其内在愈合能力强于成年半月板。本研究为进一步在

体外器官培养模型中研究半月板提供了实验依据。 

致谢：感谢南华大学附属第一医院临床实验室对本

研究的大力支持。 
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