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文章亮点： 

1 建立实验动物模型，后交叉韧带切断后膝关节未予固定，实验兔能自由活动，但由于饲养笼空间较小，

膝关节活动范围有限，关节载荷一般为较低生理负荷。 

2 通过组织学观察发现在短期内后交叉韧带断裂组的内侧副韧带胶原纤维的数量较完整组增加，但是Ⅰ

型/Ⅲ型胶原纤维的比值与后交叉韧带完整动物存在差别。 

关键词： 

组织构建；组织构建与生物力学；膝关节；后交叉韧带；断裂；内侧副韧带；胶原纤维；组织学特征；

韧带修复；组织构建图片文章 
 
摘要 

背景：通过比较Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原相对数量和 /Ⅰ Ⅲ型胶原的比值可以一定程度上判断韧带的组织学性

能。 

目的：观察膝关节后交叉韧带断裂兔保持较低生理负荷和活动度时内侧副韧带组织学的变化。 

方法：24 只成年雄性家兔双侧膝关节配对为自身对照，实验侧行后交叉韧带完全切断，对照侧只暴露

后交叉韧带而不切断，造模后第 8，16，24，40 周随机处死 6 只实验兔。进行苏木精-伊红染色，天狼

猩红染色检测Ⅰ型和Ⅲ型胶原的相对数量。 

结果与结论：①苏木精-伊红染色结果：8，16，24 周两组内侧副韧带胶原分布、排列无明显差别；40
周时实验组胶原纤维较对照组稀疏。②天狼猩红染色结果：8，16，24 周实验组内侧副韧带的Ⅰ型和Ⅲ

型胶原纤维总和分别较对照组显著增加(P < 0.05)；40 周时实验组较对照组显著减少(P < 0.05)；8 周实

验组和对照组之间内侧副韧带的 /Ⅰ Ⅲ型胶原纤维的比值差异无显著性意义(P > 0.05)；16，24，40 周时

实验组比值显著分别小于对照组(P < 0.05)。说明兔膝关节后交叉韧带损伤后短期内对内侧副韧带组织

学特性无明显影响，随着时间延长，组织学特性显著下降。 
 
 

Effect of posterior cruciate ligament rupture on histological features of medial 
collateral ligament    
 
Yu Fang, Li Kang-hua, Zhang Can, Li Yu-sheng, Gao Shu-guang, Lu Bang-bao 
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Abstract 

BACKGROUND: By comparing the relative quantity of type  and III collagens and type /Ⅰ Ⅰ Ⅲ collagen 
ratio, we can determine the ligament histology performance to some extent. 

OBJECTIVE: To explore the histological effect of posterior cruciate ligament injury on the medial collateral 
ligament under a lower physiological load in rabbits.  

METHODS: Bilateral knees of 24 male rabbits were enrolled for a self-control trial. Posterior cruciate 
ligaments at the experimental side were transected, and those in the control side were only exposed but not    
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transected. At the 8th, 16th, 24th and 40th weeks after modeling, six rabbits were executed randomly, and then the 
histological alteration of the medial collateral ligament was observed through hematoxylin-eosin staining and 
picrosirius-polarization staining.  

RESULTS AND CONCLUSION: (1)Hematoxylin-eosin staining: At the 8th, 16thand 24th weeks, there was no 
obvious difference in the collagen distribution and arrangement of the medial collateral ligament between 
experimental group and control group; at the 40th week, the collagen was thinner in the experimental group. 
(2)Picrosirius-polarization staining: At the 8th, 16th and 24th weeks, the total number of type Ⅰ and Ⅲ collagens 
in the medial collateral ligament of the experiment group was more than that in the control group (P < 0.05); 
however, at the 40th week, the total number of type I and III collagens in the medial collateral ligament of the 
experimental group was much fewer than that of the control group (P < 0.05); at the 8th week, ratio of type Ⅰ/Ⅲ 
collagen in the medial collateral ligament of the experimental group did not differ from that in the control group 
(P > 0.05); however, at the 16th, 24th and 40th weeks, the ratio of type Ⅰ/Ⅲ collagen in the experimental group 
was much fewer than that in the control group (P < 0.05). In short-term, posterior cruciate ligament injury has no 
significant effect on histological properties of the rabbit medial collateral ligament. However, the histological 
properties can decrease significantly with time. 

Key Words: tissue construction; tissue construction and biomechanics; knee; posterior cruciate ligament; fracture; 
medial collateral ligament; collagen fibers; histological features; ligament repair; tissue construction photographs- 
containing paper 
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0  引言 

 
膝关节韧带的损伤在运动和交通事故中非常常见。临床上单纯后交叉韧带损伤并不常

见，目前对单纯后交叉韧带断裂的手术方式较多[1-3]，且对多种方法进行比较[4-7]，但是仍然

没有统一的治疗标准。有些医生考虑到后交叉韧带难以暴露、重建手术复杂等，选择通过加

强股四头肌肌力锻炼来增强膝关节的稳定性。Shelbourne对133例单纯后交叉韧带断裂的运

动员进行保守治疗[8]，平均5.4年的随访发现尽管存在不同程度的关节松弛，还是有一半的运

动员能重返受伤前相同级别甚至更高级的体育项目，因此认为保守治疗可以一定程度恢复膝

关节主观和客观功能。然而这项研究中运动员的受伤平均年龄为22.5岁，而随访的最长时间

只有11.4年。对于年轻患者的而言，长期随访结果才更值得关注。 

目前国内外对后交叉韧带断裂后组织学的发现主要为膝关节软骨退变和骨性关节炎发

生[9-11]，少有关韧带的组织学变化。早期研究发现在韧带组织愈合过程中首先产生Ⅲ型胶    

原[14]，经过一段时间之后转化为Ⅰ型胶原，随着Ⅲ型胶原向Ⅰ型胶原的转化，肌腱和韧带获

得更强大的力学性能。课题组在前期尸体膝关节标本大体力学研究中发现，在200 N的生理

载荷下，后交叉韧带全断后内侧副韧带的应变无显著变化[12]。为了探究后交叉韧带缺失后，

若膝关节保持较低生理负荷和活动度是否会出现内侧副韧带损伤，课题组建立动物模型，观

察实验兔在膝关节后交叉韧带断裂的情况下内侧副韧带组织学的变化。 

 

1  材料和方法 

 

设计：同体自身对照观察。 

时间和地点：于2010年1月至12月在中南大学实验动物中心和中南大学形态学实验室完

成。 

材料： 

实验动物：2月龄家兔24只，雄性，平均体质量(2.5±0.4) kg，由中南大学湘雅医院实验动

物部提供，许可证号SYXK(湘)2005-0005。在干预前适应饲养环境7 d；环境温度(21±3) ℃， 
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图 2  对照组 40 周时内侧副韧带可见一些梭形细胞，纵行

排列，细胞颜色深，大小不一，分布不均，细胞外的

胶原纤维致密(苏木精-伊红染色，×400) 

Figure 2  In the control group, there were some spindle cells in
the medial collateral ligament at 40 wk, presenting 
with vertical rows, deep color, different sizes and 
uneven distribution, as well as dense extracellular 
collagen fibers (Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

图 1  实验组 40 周时内侧副韧带可见一些圆形、椭圆形和

少量梭形细胞，纵行排列，细胞颜色深，大小不一，

分布不均(苏木精-伊红染色，×400) 

Figure 1  In the experimental group, there were some round 
and oval cells as well as a small amount of spindle 
cells in the medial collateral ligament at 40 wk, 
presenting with vertical rows, deep color, different 
sizes and uneven distribution (Hematoxylin-eosin 
staining, ×400)  

相对湿度(55±5)%，光暗周期24 h，为正常昼夜节律，

实验动物进行分笼饲养，自由饮水。每日观察动物饮食、

有无腹泻等。实验过程中对动物的处置符合医学伦理学

标准。 

主要试剂和仪器： 

Main reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

 

方法：                           

实验分组：24只实验兔双侧膝关节随机分为实验组

和对照组，造模后第8，16，24，40周做为观测时间点，

每个时间点随机处死6只实验兔进行组织学研究。 

模型制备：实验兔经耳缘静脉注入3%戊巴比妥溶液

(0.03 mg/kg)，麻醉满意后仰卧位固定，行前、后抽屉

和内、外侧翻应力实验，检查膝关节稳定性。双侧膝关

节区域备皮、消毒、铺巾。实验组行膝髌旁内侧切口，

逐层切开皮肤、皮下组织和髌内侧支持带，将髌骨向外

侧脱位，暴露后交叉韧带，并完全切断，术中保护关节

内组织，仔细止血，生理盐水冲洗后逐层缝合，用纱布

绷带包扎，不予固定。对照组操作步骤同实验组，但只

暴露后交叉韧带而不切断。术后分笼饲养，自由饮水，

每日观察实验兔饮食、有无腹泻、伤口感染等。青霉素

80×104 U肌注，1次/d，连续3 d。按各时间点采用空气

栓塞法分批处死实验兔，立即解剖内侧副韧带。 

主要观察指标：①苏木精-伊红染色观察：生理盐水

冲洗内侧副韧带标本，置入40 g/L多聚甲醛溶液中固定  

24 h，经脱钙、脱水、透明、包埋、切片、贴片，用苏

木精-伊红染色后在显微镜下观察胶原的分布和排列。②

天狼猩红偏振光法观察：常规切片、脱蜡、脱水，后置

于天狼猩红苦味酸染色液中浸泡1 h，冲洗后复染、透明、

封固。每个标本取一张切片，偏振光显微镜下观察Ⅰ型

和Ⅲ型胶原纤维的分布、形状。在400倍下对每张切片随

机抽取5个视野，在同一曝光条件下照相，用Image-Pro 

Plus 6.0图像分析软件分别测定红色、黄色以及绿色的面

积，得到Ⅰ、Ⅲ型胶原纤维相对总面积， /Ⅰ Ⅲ型胶原纤

维比值。胶原纤维相对面积的单位为象素(Pixel)。 

统计学分析：采用SPSS 13.0 for Windows 统计软

件进行统计分析。采用均x
_

±s表示，两样本均数比较采

用t 检验，P < 0.05认为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  共24只家兔，造模后分4个时

间点进行观察，实验过程中动物无脱失。 

 

2.2  组织学观察结果  后交叉韧带切断后8，16，24

周实验组和对照组的内侧副韧带之间无明显差别。40周

时实验组可见一些圆形、椭圆形和少量梭形细胞，纵行

排列，细胞颜色深，大小不一，分布不均，细胞外的胶

原纤维较细小，稀疏，排列整齐，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

对照组可见一些梭形细胞，纵行排列，细胞颜色深，

大小不一，分布不均，细胞外的胶原纤维致密，排列整

齐，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

试剂及仪器 来源 

戊巴比妥钠配制成 3% 
(0.03 mg/kg)的溶液备用 

注射用青霉素粉针剂 
0.1%天狼猩红苦味酸染色液 
BH-2 型奥林巴斯偏振光显微镜 

中国医药集团上海化学试剂 
公司分装 

华北制药股份有限公司 
北京海德生物制剂有限公司 
中南大学形态学实验室 
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图 4  对照组 40 周胶原纤维排列整齐，成束状，走向一致，

Ⅲ型胶原纤维零星分布在Ⅰ型胶原纤维束的内部(天
狼猩红染色结果，×400) 

Figure 4  In the control group, collagen fibers arranged 
regularly and in bundles, and type Ⅲ collagen fibers
scattered inside the fiber bundles of collagen type Ⅰ
(Picrosirius-polarization staining, ×400) 

图 3  实验组 40 周时胶原纤维明显疏松，局部排列欠整齐，

Ⅲ型胶原纤维分布在Ⅰ型胶原纤维束的之间(天狼猩

红染色结果，×400) 

Figure 3  In the experimental group, obviously loose collagen 
fibers were seen and locally arranged irregularly at 
40 wk; type Ⅲ collagen fibers distributed between 
type Ⅰ collagen fiber bundles (Picrosirius- 
polarization staining, ×400) 

2.3  各时间点实验组和对照组内侧副韧带的Ⅰ型和Ⅲ

型胶原纤维的相对总面积比较  8，16，24周时实验组

的内侧副韧带中Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维的相对总面积均

显著大于对照组(P < 0.05)。40周时实验组的Ⅰ型和Ⅲ

型胶原纤维的相对面积显著小于对照组(P < 0.05)，见

表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

偏振光显微镜下发现40周实验组胶原纤维明显疏

松，局部排列欠整齐，大多数走向一致，Ⅲ型胶原纤维

分布在Ⅰ型胶原纤维束的之间，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

对照组的胶原纤维排列整齐，成束状，走向一致，

Ⅲ型胶原纤维零星分布在Ⅰ型胶原纤维束的内部，见图

4。 

 

2.4  不同时间点实验组和对照组内侧副韧带的Ⅰ型/Ⅲ

型胶原纤维的比值比较  各时间点实验组的内侧副韧

带中Ⅰ/Ⅲ型胶原纤维的比值均小于对照组，且16，24，

40周的实验组和对照组间比较，差异有显著性意义   

(P < 0.05)，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

韧带的Ⅰ型胶原是由紧密排列的、粗大的胶原纤维

组成，能够抵抗较高的载荷；而Ⅲ型胶原为细小纤维，

并且强度不及Ⅰ型胶原。因此通过比较Ⅰ型胶原、Ⅲ型

胶原相对数量和 /Ⅰ Ⅲ型胶原的比值可以一定程度上判

断韧带的组织学性能。Amiel等[13]对2，12，36个月龄的

新西兰大白兔内侧副韧带进行研究，发现随着兔子年龄

增长，韧带内的水分含量明显下降，胶原的交联程度也

增加，且胶原合成率从2个月的最高值降到36个月的最

低值，膝关节内侧副韧带的结构逐渐趋向成熟，组织学

性能也不断改善。因此作者选择相同性别和月龄的实验

兔，只进行同一时间点内侧副韧带组织学性能的比较。

另外，兔膝关节只有在伸直和过度屈曲时内侧副韧带拉

紧，而静止站立时膝关节屈曲，后交叉韧带切断后膝关

节未予固定，导致后向不稳。家兔虽能自由活动，但由

于饲养笼空间较小，膝关伸屈节活动范围有限，关节载

表 2  两组Ⅰ/Ⅲ型胶原纤维的比值结果表 

Table 2  Ratio of type Ⅰ/Ⅲ collagen fibers in the experiment 
group and control group                  (x

_

±s, n=5) 
 

时间 实验组 对照组 P 
 
8 周 

 
8.12±2.27 

 
8.52±2.67 

 
> 0.05 

16 周 8.28±3.83 8.80±2.43 < 0.05 
24 周 8.37±1.86 9.02±2.83 < 0.05 
40 周 7.98±1.76 9.07±1.90 < 0.05 

表 1  Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维的相对总面积结果表 

Table 1  Relative total area of type Ⅰ and Ⅲ collagen fibers 
in the experiment group and control group (x

_

±s, Pixel) 
 

时间 实验组 对照组 P 
 
8 周 

 
2 575 819±857 442 

 
2 222 864±624 240 

 
< 0.05 

16 周 2 788 403±476 859 2 390 838±725 751 < 0.05 
24 周 3 026 968±674 192 2 567 293±846 089 < 0.05 
40 周 2 141 352±708 207 2 777 549±708 652 < 0.05 
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荷一般为体质量负荷。 

 

早期研究发现在韧带组织愈合过程中首先产生Ⅲ

型胶原[14]，经过一段时间之后转化为Ⅰ型胶原，随着Ⅲ

型胶原向Ⅰ型胶原的转化，肌腱和韧带获得更强大的力

学性能。发现周期性的拉伸刺激后，内侧副韧带成纤维

细胞表达高水平Ⅲ型胶原mRNA[15]，而Ⅰ型胶原mRNA

无明显增加，7.5%形变刺激可引起内侧副韧带成纤维细

胞Ⅲ型胶原mRNA出现时间依赖性表达增多，而5%形

变却不能。Busch等[16]发现对髌韧带成纤维细胞进行机

械刺激，6 h后Ⅰ型前胶原蛋白及纤维蛋白的释放量明

显增加，而机械刺激30 min的成纤维细胞在12 h后检测

到Ⅲ型前胶原蛋白的释放量明显增加。张蕾[17]对大鼠骨

髓间充质干细胞施以10%形变刺激和周期性单向牵张

刺激，发现12 h后Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原mRNA的表达显

著增加，24 h后Ⅰ型和Ⅲ型胶原胶原蛋白的合成显著增

多。在动物模型中也发现增加应力可以影响韧带组织的

胶原合成。Mark切断兔子内侧副韧带后笼养4周时，在

愈合组织下方植入钢钉以增加应力[18]，一段时间后发现

胶原的总量和 /Ⅰ Ⅲ型胶原的比值比未植入钢钉的自然

愈合组更接近正常，因此认为增加应力可以改善韧带组

织学重塑。细胞外基质为广泛分布在细胞间的动态网状

结构[19]，一直处于不断产生与降解的动态平衡中[20]，在

组织的损伤和愈合过程中伴随着原有细胞外基质的降

解和新细胞外基质的合成。Kjær等[21]认为机械应力增加

时胶原合成增多和基质金属蛋白酶水平下降，转录和翻

译后修饰，以及局部和全身的生长因子的释放都在锻炼

后增加。日常一定范围内的生理机械刺激对于骨与关节

软骨、韧带非常重要。Sun等[22]发现对成纤维滑膜细胞

受到2%的拉伸应力后，基质金属蛋白酶1和基质金属蛋

白酶13的mRNA和蛋白水平都下降。对膝关节前交叉韧

带损伤大鼠的后交叉韧带中基质金属蛋白酶2活性进行

检测[23]，发现随着时间的推移，基质金属蛋白酶2无论

从活化形式或是酶原形式都存在时间依赖性的递增趋

势。力学刺激引起的胶原合成多于基质金属蛋白酶降

解，致使胶原的数量不断增加，短期内形成一种动态平

衡。胶原的合成转化增加，重塑了韧带的结构和功能。

本实验中后交叉韧带切断后膝关节未予固定，实验兔能

自由活动，但由于饲养笼空间较小，膝关节活动范围有

限，关节载荷一般为较低生理负荷。本实验认为8，16，

24周时后交叉韧带缺失可引起胫骨后向移位幅度加大，

导致内侧副韧带的应力一定程度增加，但短期内并不能

造成韧带的损伤，反而刺激韧带结构性重塑和功能性适

应，力学性能出现改善。 

 

韧带的黏弹性可以高度适应膝关节功能，胶原纤维

允许一定范围内的拉伸，但当外力超出其允许范围或长

时间超负荷，便会发生成纤维细胞或胶原的损伤。杨开

英等[24]发现损伤首先发生于韧带细胞，进一步的拉伸会

累计胶原纤维，细胞的严重受损对韧带的修复极其不

利。因此认为虽然后交叉韧带断裂短期内并没有造成内

侧副韧带的损伤，但随着时间的延长，各软组织的松弛

度不断增加，加载于内侧副韧带的应力也相应增加，出

现缓慢的韧带损伤。内侧副韧带中细胞的损伤导致胶原

合成的减少，因此不论是Ⅰ型或是Ⅲ型胶原纤维都出现

减少，导致Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维总量下降。有学者对25

例重建后交叉韧带的病例进行平均9.1年的随访[25]，发

现损伤1年后进行手术重建疗效果欠佳。近来的生物力

学研究表明后交叉韧带损伤的膝关节尤其屈曲>70°  

时[26-27]，内侧、髌股关节面接触的面积或者负荷发生明

显改变。后交叉韧带损伤后胫骨后移的距离过大或者异

常张力负荷长期作用下出现应力重新分布，不但导致软

骨细胞的退变，也将使其他组织力学性能下降。 

 

通过组织学观察发现在短期内后交叉韧带断裂组

的内侧副韧带胶原纤维的数量较完整组增加，但是Ⅰ型

/Ⅲ型胶原纤维的比值与后交叉韧带完整存在差别，因此

认为结构重塑并没有使韧带完全达到正常。40周时内侧

副韧带Ⅰ型和Ⅲ型胶原纤维的数量下降明显。通过这一

系列的研究，实验发现后交叉韧带损伤如果长时间未能

有效的恢复后向稳定性，即使是较低的生理载荷和有限

的活动度，也可以出现内侧副韧带的损伤。 
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