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手术诱导膝骨关节炎兔模型的制备方法

文题释义：

膝骨关节炎：是一种以膝关节软骨退变和骨质增生为特征的疾病，主要表现为膝关节疼痛肿胀及活动障碍，多发于中老年人群，早期常需

保守治疗，晚期则行手术治疗，如不及时治疗则会引起关节畸形，甚至残疾。在膝关节部位还常患有膝关节滑膜炎、韧带损伤、半月板损

伤、膝关节游离体等关节疾病。

关节软骨：属于透明软骨，表面光滑，能减少相邻两骨的摩擦，缓冲运动时产生的震动。关节软骨主要的功能是缓解压力的作用，它的结

构非常精细和科学，以适应不同的功能需要。在压力作用下，软骨被压缩，解除压力，又可伸展，起到保护关节作用。老年人关节软骨弹

性、延伸能力减弱，因此老年人的关节软骨易受损伤，易发生退行性骨关节病。

摘要

背景：目前常用的膝骨关节炎动物模型制备方法主要有手术创伤和关节腔内注射蛋白酶诱导两大类。关节腔内注射药物诱导模型并不稳

定，传统的手术造模方法对膝关节损伤较大，且成模过程与临床膝骨关节炎的发展过程差异较大。

目的：通过不同手术方式损伤膝关节制备兔膝骨关节炎模型，探讨膝骨关节炎动物模型的最佳制备方法。

方法：将16只雄性五六月龄新西兰大白兔随机分为假手术组、模型A组、模型B组、模型C组，每组4只。假手术组切开右侧膝关节内侧后

立即缝合；模型A组磨损右侧膝关节半月板、磨损前交叉韧带；模型B组摘除右侧膝关节半月板、磨损前交叉韧带；模型C组摘除右侧膝关

节半月板、切断前交叉韧带。术后连续3 d注射抗生素，记录一般情况。4周后通过X射线片观察关节情况，苏木精-伊红染色观察软骨组织

变化，酶联免疫吸附法检测右侧膝滑膜液和血清中炎症因子水平。

结果与结论：①模型组右侧膝关节明显出现红肿热痛情况，皮温明显高于假手术组；②术后模型组右侧膝关节皮温较假手术组明显升高，

差异有显著性意义(P < 0.05)；③X射线片显示假手术组膝关节未见异常，模型组出现不同程度的关节面破坏及关节间隙狭窄，其中模型C组
最为严重；④苏木精-伊红染色显示假手术组为软骨组织正常形态；模型组出现软骨细胞数量减少，层次紊乱，其中模型C组软骨结构损坏

严重，可见血管生成；⑤酶联免疫吸附实验显示，模型组兔血清炎症因子水平较假手术组明显升高，差异有显著性意义(P < 0.001)；模型

组兔右侧膝关节滑膜液炎症因子水平较假手术组明显升高，差异有显著性意义(P < 0.001)；⑥提示通过对各组兔膝关节一般情况、影像学

及相关因子改变分析发现，以上3种手术损伤膝关节方法均能成功构建兔膝骨关节炎模型，模型C组已达到膝骨关节炎中晚期改变，模型

A、B组符合早中期膝骨关节炎改变；此外实验证实膝骨关节炎病情进展速度与膝关节损伤程度呈正相关，血清中炎性因子水平相比于滑

膜液对膝骨关节炎病情变化更敏感。
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缩略语：基质金属蛋白酶13：matrix metalloproteinase-13，MMP-13
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(1) 假手术组：切开右侧膝关节

内侧皮肤后缝合；
(2) 模型 A 组：磨损右侧膝关节

半月板，磨损前交叉韧带；
(3) 模型 B 组：摘除右侧膝关节

半月板，磨损前交叉韧带；
(4) 模型 C 组：摘除右侧膝关节

半月板，切断前交叉韧带。

观察指标：
(1) 关节皮温；
(2) 关节表面及关节内

部情况；
(3)Lequesne MG 评分；
(4) 膝关节 X 射线片；
(5) 软骨组织学改变；
(6) 血清及滑膜液中炎

症因子水平。

3 种手术损伤膝关

节方法均能成功构

建兔膝骨关节炎模

型，模型 C 组已达

到膝骨关节炎中晚

期改变，模型 A、
B 组符合早中期膝

骨关节炎改变。
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0   引言   Introduction
膝骨关节炎是一种慢性、退行性关节病，病理表现为关

节软骨、软骨下骨的损伤以及滑膜炎症
[1-2]

。膝骨关节炎的

病因十分复杂，主要病因包括慢性劳损、急性创伤、骨质疏

松以及遗传因素等，主要表现为膝关节疼痛以及功能障碍
[3-4]

。

膝骨关节炎已成为中老年人口劳动力流失的主要原因之一，

最终致残率高达 53%，是仅次于心脑血管疾病的全球公共卫

生问题
[5-6]

。

当今人口老龄化越发严重，膝骨关节炎的发病率也逐年

增加
[7]
。临床上膝骨关节炎患者病情往往以中晚期为主，对

于早期膝骨关节炎病情的研究往往需要依赖于动物实验
[8]
，

制备理想的动物模型对于研究该疾病尤为重要。目前膝骨关

节炎模型的制备方法主要有关节腔注射蛋白酶诱导法和手术

创伤法
[9-10]

。关节腔注射蛋白酶诱导法构建的骨关节炎模型

并不稳定，往往在成模两三周后出现炎症指标下降，关节功

能逐渐恢复，不能充分体现关节软骨的退行性改变，与临床

相差较大，不利于该病的深入研究和后期疗效的评估
[11]
。

手术创伤能够使关节产生不可逆损害，成模效果更稳定，因

此大多情况下膝骨关节炎的造模方式以手术诱导为主。手术

诱导法包括传统 Hulth 法及改良 Hulth 法。传统 Hulth 法切

断膝关节的前交叉韧带、后交叉韧带、内侧副韧带以及摘除

内侧半月板，该方法操作要求高且对关节损伤大已被逐渐淘
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Abstract
BACKGROUND: The two methods commonly used for preparing animal models of knee osteoarthritis are surgical trauma and intra-articular injection of 
protease. However, the models induced by intra-articular injection of drugs are not stable, the traditional surgical modeling method has great damage to the 
knee joint, and the modeling process differs greatly from the development of clinical knee osteoarthritis.
OBJECTIVE: To evaluate the best preparation method for the animal model of knee osteoarthritis through establishing a rabbit knee osteoarthritis model by 
injuring the knee joint in different surgical ways. 
METHODS: Sixteen male New Zealand white rabbits aged 5-6 months were randomly divided into sham operation group, model group A, model group B 
and model group C, with four rats in each group. In the sham operation group, the medial side of the right knee joint was incised and immediately sutured. 
In the model group A, the meniscus and anterior cruciate ligament of the right knee were worn. In the model group B, the meniscus of the right knee joint 
was removed and the anterior cruciate ligament of the right knee was worn. In the model group C, the right knee meniscus was removed and the anterior 
cruciate ligament of the right knee joint was transected. Antibiotics were injected for 3 consecutive days after operation, and the general conditions were 
recorded. After 4 weeks, the knee joints were observed by X-ray, the changes of cartilage tissue were observed by hematoxylin-eosin staining, and the levels of 
inflammatory factors in the synovial fluid and serum of the right knee were detected by enzyme-linked immunosorbent assay.
RESULTS AND CONCLUSION: Redness, swelling and heat pain were evident in the right knee joint of the model group, and the skin temperature in the 
model groups was significantly higher than that in the sham operation group. Postoperative skin temperature of the right knee joint in the model groups was 
significantly higher than that in the sham operation group (P < 0.05). The X-ray observation showed no abnormalities in the knee joint in the sham operation 
group, while the model groups showed varying degrees of articular surface destruction and joint space narrowing, with the model group C being the most 
severe. Hematoxylin-eosin staining showed normal cartilage tissue in the sham-operated group, while the model groups showed a reduction in the number of 
chondrocytes with disordered structural levels. In the model group C, the cartilage structure was seriously damaged with angiogenesis being visible. Enzyme-
linked immunosorbent assay showed that serum inflammatory factor levels in the model groups were significantly higher than those in the sham operation 
group (P < 0.05). The level of inflammatory factors in the synovial fluid of the right knee joint was significantly higher in the model groups than the sham 
operation group (P < 0.05). To conclude, through the analysis of the general condition, imaging and related factors of the knee joint of each group, it was 
found that the above three surgical methods of the knee injury could successfully construct the rabbit knee osteoarthritis model. The model group C reached 
the middle and late stage of knee osteoarthritis and the model groups A and B were consistent with the changes in early and middle knee osteoarthritis. In 
addition, this experiment confirmed that the speed of knee osteoarthritis progression is positively correlated with the degree of knee injury, and the level of 
inflammatory factors in serum is more sensitive to the changes of knee osteoarthritis than that in the synovial fluid.
Key words: knee osteoarthritis; animal model; inflammation; joint effusion; cartilage
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汰。改良 Hulth 法虽保留了后交叉韧带，同样对关节损害较

大，严重影响实验动物的日常活动
[12]
。传统 Hulth 法与改良

Hulth 法虽能构建膝骨关节炎模型，但对膝关节损害过大，

成模过程不符合临床上膝骨关节炎的发病机制
[13]
。因此探索

新的更符合临床特征的膝骨关节炎模型成为研究重点。此次

研究采用了新西兰大白兔作为实验动物，相比于大鼠、小鼠、

狗等常用动物，优点主要有：①性格温顺，容易饲养，便于

实验研究；②兔关节较大，便于观察关节内部变化，且与人

体膝关节结构相符；③价格低廉，易于获取。

通过文献研究与初步探索，此次研究采用 3 种不同手术

方式进行造模，综合比较每组模型的一般情况、影像学、组

织学及相关炎症因子改变，全面评价造模是否成功，提出不

同分期的膝骨关节炎模型构建方案，以期为研究膝骨关节炎

提供更符合临床的建模方案。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，统计方法为独立样本 t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 10 月在中国人民解放军中

部战区总医院动物实验室及基础医学实验室开展。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   选取健康的五六月龄雄性新西兰大白兔 16

只，体质量 2.5-3.0 kg，由湖北省实验动物研究中心提供，
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许可证号：SCXK( 鄂 )2008-0005；饲养于中国人民解放军中

部战区总医院动物实验室，许可证号 SYXK( 鄂 )2019-0082，

动物伦理审查编号：中总动 ( 福 ) 第 2021032 号。

实验期间，所有实验兔按标准动物实验要求饲养，实验

期间除术前禁食外，各组兔均可自由进食进水，室内温度处

于 20-25 ℃之间，相对湿度维持在 50%-55%。实验过程遵循

了国际兽医学编辑协会《关于动物伦理与福利的作者指南共

识》和本地及国家法规。

1.3.2   主要试剂与仪器   EDTA 脱钙液 ( 北京索莱宝科技有限

公司，批号：E1171)；苏木精 ( 美国 Sigma 公司，批号：

714094)；兔白细胞介素 1β 酶联免疫分析试剂盒 ( 酶免生

物，批号：MM-0305O2)、兔白细胞介素 17 酶联免疫分析试

剂盒 ( 酶免生物，批号 MM-0220O2)、兔基质金属蛋白酶 13 

(matrix metalloproteinase-13，MMP-13) 酶联免疫分析试剂盒

( 酶联生物，批号：ml027921)、兔肿瘤坏死因子 α 酶联免疫

分析试剂盒 ( 酶免生物，批号：MM-0240O2)；X 射线机 ( 医

院放射科提供 )；组织切片机 ( 医院实验室提供 )；光学显微

镜 ( 医院实验室提供 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   实验分组   将所有实验兔按随机数字表法随机分为假

手术组、模型 A 组、模型 B 组、模型 C 组，每组 4 只。造

模方案根据此次研究的预实验制定，将各组实验动物称质量

后，耳缘静脉注射 3% 戊巴比妥钠 (1 mL/kg)，麻醉后固定于

手术台，取仰卧位，剔除右下肢毛发，充分暴露皮肤，常规

备皮消毒右侧膝关节，皮下注射利多卡因局部麻醉，取髌旁

内侧切口，其中假手术组切开皮肤后立即逐层缝合切口，模

型组逐层切开直至显露髌骨后将髌骨向外侧脱位，尽量屈曲

膝关节，显露前交叉韧带。其中模型 A 组磨损半月板和前交

叉韧带；模型 B 组摘除半月板并磨损前交叉韧带；模型 C 组

摘除半月板并切断前交叉韧带。彻底止血后将髌骨复位，再

次消毒逐层缝合切口。各组兔术后连续 3 d 肌肉注射青霉素

40×104 U/kg，术后 1 周开始各组兔每天活动 1 h，直至术后 4

周。手术过程图见图 1。 

1.4.2   一般情况   记录造模前后各组实验动物体质量、饮食、

体征、性情、毛发等变化。

1.4.3   皮温   分别于手术前 1 d 与术后第 1，3，5，7 天 18：00 

测量各组兔右侧膝关节皮温。

1.4.4   Lequesne MG 评分   术后 1 周评估各组兔的国际骨关

节炎 Lequesne MG 评分
[14]
。每 5 d 进行一次 Lequesne MG 评

分，持续 5 次。评分包括疼痛刺激反应程度、步态、关节活

动范围和关节肿胀程度 4 个方面：(1) 疼痛刺激反应程度：

用棉签轻压患处，按刺激反应程度为 4 级：①无异常疼痛反

应；②患肢收缩；③患肢收缩伴轻度全身反应，如周身颤抖、

回头舔吮等；④患肢收缩剧烈、乱窜、挣扎。(2) 步态：按

患肢行走、奔跑时的步态分为 4 级：①正常行走；②患肢奔

跑时轻度跛行、蹬地有力；③患肢参与行走，但跛行明显；

④患肢无法触地。(3) 关节活动范围：按患肢膝关节活动范

围分为 4 级 ( 伸直为 0°) ：① 90° 以上；② 46°-90°；③ 16°-
45°；④ 0°-15°。(4) 关节肿胀程度分为 3 级：①无肿胀，骨

性标记清楚可见；②轻度肿胀，骨性标记变浅；③骨性标记

消失。总评分Ⅰ级为 0 分，Ⅱ级为 1 分，Ⅲ级为 2 分，Ⅳ级

为 3 分，若总分≥ 3 分认为模型制备成功。

1.4.5   X 射线片检查   手术 4 周后将假手术组、模型 A 组、模

型 B 组、模型 C 组兔用 3% 戊巴比妥钠 (1 mL/kg) 耳缘静脉注

射麻醉，固定好右侧膝关节进行X射线片检查，观察关节情况。

1.4.6   取材   经耳缘静脉取血，经离心后血清置于-80 ℃保存。

逐层打开兔右膝关节，观察滑膜液的颜色、黏稠度、髌上囊

及脂肪垫上的滑膜色泽等大体情况，抽取滑膜液，然后将滑

膜液放入冷冻管中，-80 ℃保存。

1.4.7   苏木精 - 伊红染色观察关节软骨组织形态变化   取下

兔右侧膝关节置于 40 g/L 多聚甲醛中固定 48 h，EDTA 脱钙

液 37 ℃脱钙 4 周后，取股骨内髁软骨中央区继续脱钙 3 d，

经脱水、石蜡纵向包埋后切成 2 μm 切片，并用苏木精 - 伊

红染液进行染色，光学显微镜下观察病变情况。

1.4.8   酶联免疫吸附法检测血清与滑膜液中肿瘤坏死因子 α、

白细胞介素 1β、白细胞介素 17、MMP-13 表达水平   严格按照

说明书操作方法，经过加样、加酶标溶液、温育、配液、洗

涤、显色、终止后 15 min 内进行吸光度 (A) 测定，在 450 nm 

波长下依序测量各孔的 A 值，同时用软件 Ascent software  

for Multiskan 对 A 值进行分析，计算出血清与滑膜液中肿瘤

坏死因子 α、白细胞介素 1β、白细胞介素 17、MMP-13 表达

水平。

组织工程实验动物造模过程中的相关问题：

造模目的 制备更贴合临床发病过程的膝骨关节炎性动物模型

选择动物的条件 健康清洁级新西兰大白兔

模型与所研究

疾病的关系

该模型为膝骨关节炎性动物模型，通过此模型可以更好地研究

膝骨关节炎的发病过程、机制及治疗方案，为临床治疗提供基

础模型

动物来源及品系 五六月龄新西兰大白兔，体质量 2.5-3.0 kg，来源于湖北省实验

动物研究中心

造模技术描述 通过 3 种不同手术方式造模：模型 A 组磨损右侧膝关节半月板、

磨损前交叉韧带；模型 B 组摘除右侧膝关节半月板，磨损前交

叉韧带；模型 C 组摘除右侧膝关节半月板、切断前交叉韧带

动物数量及

分组方法

16 只新西兰大白兔，随机分为 4 组

造模成功

评价指标

① Lequesne MG 评分≥ 3 分；② X 射线片提示骨质破坏；③组

织学观察有软骨细胞较少、细胞层次改变；④血清及滑膜液炎

症因子水平明显升高；⑤出现膝关节活动障碍

造模后观察指标 ①关节皮温；②关节表面及关节内部情况；③ Lequesne MG评分；

④膝关节 X 射线片变化；⑤软骨组织学改变；⑥血清及滑膜液

中肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β、白细胞介素 17、基质金属

蛋白酶 13 水平

造模后动物处理 取血液、滑膜液后耳缘静脉注射空气处死并继续做其他相关检测

伦理委员会批准 此次研究经中国人民解放军中部战区总医院实验动物福利与伦

理委员会批准
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1.5   主要观察指标   ①关节皮温；②关节表面及关节内部情

况；③ Lequesne MG 评分；④膝关节 X 射线片变化；⑤软骨

组织学改变；⑥血清及滑膜液中肿瘤坏死因子 α、白细胞介

素 1β、白细胞介素 17、MMP-13 表达水平。

1.6   统计学分析   应用 SPSS 23.0 软件对所有数据进行统计分

析，所有计量资料以 x-±s 表示，并对所有计量资料进行正态

性检验及方差齐性检验。符合正态检验的组间比较采用独立

样本 t检验，非正态分布组间比较采用 Mann-Whitney U 检验。

P < 0.05 表示差异有显著性意义。文章统计学方法已经武汉

科技大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物实验分析   此次实验共使用雄性新西兰大白兔

16 只，术前健康状况良好，建模过程中模型 B 组、模型 C

组各死亡 1 只 ( 死亡后模型 B、C 组样本量满足 n ≥ 3，对实

验结果影响较小，暂不考虑补充 )，剩余14只生命体征均稳定。

2.2   动物一般情况   各组实验动物手术前后体质量无明显变

化。各模型组术后当天饮食减少，右膝出现明显跛行、皮肤

红肿，并有弓背、呼吸急促、流涎、暴躁等现象；7 d 后跛

行加重，右侧膝关节内出现骨性隆起，质地坚硬。其中模型A、
B 组患膝可有关节活动；模型 C 组患膝疼痛明显，活动时屈

曲状态。见图 2。
2.3   各组兔右侧膝关节皮温测量    术前各组兔皮温无明显差

异 (P > 0.05)，术后 1，3，5，7 d 模型组皮温相比于假手术

组明显升高，差异有显著性意义 (P < 0.05)。各模型组皮温升

高差异无显著性意义 (P > 0.05)。见图 3。
2.4   各组兔 Lequesne MG 评分   各组兔 Lequesne MG 评分显

示，模型组评分明显高于假手术组，差异有显著性意义 (P < 

0.01)；各模型组之间相比差异有显著性意义 (P < 0.05)，见图4。
2.5   膝关节 X 射线片   假手术组 X 射线片显示关节面平整、

光滑，无骨赘、关节间隙狭窄等异常改变；模型 A 组关节边

缘出现轻度骨质增生，关节面轻度粗糙，关节间隙无明显改

变；模型 B 组关节边缘骨质增生明显，关节面粗糙；相比于

模型 A、B 组，模型 C 组有骨赘形成，关节面破坏，关节间

隙明显狭窄。见图 5。
2.6   关节腔内部情况   打开关节囊后观察各组兔膝关节变化

情况，假手术组关节面光滑平整，滑膜光泽清亮，均匀覆盖

于脂肪垫上，无充血；模型 A、B 组关节情况大致相仿，表

面呈现暗黄色，滑膜充血，关节内脂肪相较于假手术组增多；

模型 C 组脂肪垫明显增生，且多于模型 A、B 组，滑膜液浑浊，

滑膜表面出现裂隙，可见淤血。见图 6。
2.7   软骨组织形态   股骨内髁软骨苏木精 - 伊红染色结果显

示，假手术组关节软骨表面平整光滑，表面区、移行区、辐

射区和矿化区 4 层结构清晰，排列规律，细胞分布及染色均

匀，潮线清晰完整；模型 A 组软骨细胞数量减少，潮线部分

消失，层次不清，可见少量血管结构；模型B组潮线崎岖不平，

软骨细胞数量减少；模型 C 组软骨结构损坏严重，层次紊乱，

潮线消失，软骨细胞大量减少，可见血管生成。见图 7。
2.8   炎症因子水平

2.8.1   血清炎症因子水平   与假手术组相比，各模型组血清中

肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β、白细胞介素 17、MMP-13 

水平明显升高，差异有显著性意义 (P < 0.001)，见表 1。

2.8.2   滑膜液炎症因子水平   与假手术组相比，各模型组滑

膜液中肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β、白细胞介素 17、
MMP-13水平明显升高，差异有显著性意义 (P < 0.001)，见表2。

3   讨论   Discussion
膝骨关节炎属于慢性退行性关节病变，不及时治疗会导

致关节功能完全丧失，患者的日常生活将受到严重影响
[15-16]

。

有统计显示，在国内老年人膝骨关节炎发病已超过 50%[17-18]
。 

根据膝骨关节炎症状、体征与影响学改变可分为早中晚3期 [19]
：

①早期：主要表现为膝关节疼痛，关节活动可，X 射线片表

现为边缘骨质增生，关节间隙无狭窄 (0- Ⅰ级 )；②中期：

疼痛加重，关节活动受限，X 射线片显示边缘骨质增生明显

并出现关节间隙狭窄 ( Ⅱ - Ⅲ级 )；③晚期：疼痛严重，关

节活动度明显缩小，X 射线片表现除有前 3 级症状外，还可

见膝关节内部骨质缺损 ( Ⅳ级 )。早期膝骨关节炎可以通过

保守治疗来延缓疾病的进展，减轻患者的临床症状，而晚期

膝骨关节炎则需行关节置换术恢复关节功能，尽早接受治疗

可以有效阻止疾病的进展
[20]
。

膝骨关节炎作为一种常见病，其发病机制与相关治疗的

研究均离不开动物实验，制备合适的动物模型是十分关键的。

近年来，膝骨关节炎动物模型主要围绕关节软骨、软骨下骨

以及滑膜等方面构建，其中手术损伤模型主要包括切断前交

叉韧带、切除半月板、软骨划伤法及 Hulth 法等
[21-22]

。此次

表1 ｜各组兔血清中炎症因子表达水平比较                     (x-±s)
Table 1 ｜ Comparison of the expression levels of inflammatory factors in 
the serum of rabbits among groups

组别 n 白细胞介素 17 肿瘤坏死因子 α 白细胞介素 1β 基质金属蛋白酶 13

假手术组 4 13.52±0.67 145.45±3.90 62.50±2.44 140.90±8.46
模型 A 组 4 19.81±0.89 198.66±7.70 75.27±2.20 231.46±14.37
模型 B 组 3 23.41±0.79 232.11±9.18 63.99±2.20 194.35±10.36
模型 C 组 3 25.16±0.62 264.48±14.63 75.21±1.87 288.42±4.18

F 值 164.48 110.395 35.157 123.41
P 值 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

表2 ｜各组兔滑膜液中炎症因子表达水平比较                   (x-±s)
Table 2 ｜ Comparison of the expression levels of inflammatory factors in 
the synovial fluid of rabbits among groups

组别 n 白细胞介素 17 肿瘤坏死因子 α 白细胞介素 1β 基质金属蛋白酶 13

假手术组 4 14.01±0.59 106.68±8.65 55.62±2.03 145.44±6.74
模型 A 组 4 21.96±1.11 183.11±12.41 67.97±2.54 165.55±12.47
模型 B 组 3 26.33±0.80 195.09±8.47 62.99±2.47 176.99±12.82
模型 C 组 3 28.17±0.76 298.05±9.16 85.29±0.41 185.25±11.66

F 值 197.42 210.67 105.86 8.759
P 值 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001
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图注：图 A 为新西兰大白兔；B 为麻醉后取仰卧位；C 为屈曲膝关节；

D 为摘除的半月板

图 1 ｜兔膝骨关节炎造模手术过程图

Figure 1 ｜ Surgical modeling of knee osteoarthritis in a rabbit

图注：膝关节外观线条用红线标注

图 2 ｜各组膝关节外观形态

Figure 2 ｜ Appearance of the rabbit knee joint in each group

图注：病变位置用红色箭头标出

图 5 ｜各组兔膝关节 X 射线片

Figure 5 ｜ X-ray radiographs of the rabbit knee joint in each group

图注：病变位置用红色箭头标出

图 7 ｜各组兔软骨组织病理情况

Figure 7 ｜ Histopathology of rabbit cartilage in each group

图 6 ｜各组兔关节腔内部情况

Figure 6 ｜ The internal conditions of the joint cavity of rabbits in each 
group

A B C D

假手术组                               模型 A 组                                模型 B 组                         模型 C 组

  假手术组                             模型 A 组                                模型 B 组                               模型 C 组

图注：与假手术组相比，
aP < 0.05

图 3 ｜各组兔膝关节皮温比较

Figure 3 ｜ Comparison of skin temperature of the rabbit knee joint among 
groups

图注：两组之间相比，
aP < 0.05；与假手术组相比，

bP < 0.01
图 4 ｜各组兔膝关节 Lequesne MG 评分比较

Figure 4 ｜ Comparison of Lequesne MG scores of the rabbit knee joint 
among groups
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研究的预实验发现单纯切断交叉韧带或软骨划伤虽可以观察

到膝骨关节炎改变，但效果不明显，且滑膜液等成分极少，

所需研究周期长，不利于实验研究。Hulth 法对实验动物关

节损害大，虽能达到成模要求但其成模过程与人膝骨关节炎

病情演变差异大。作者认为动物模型不仅仅需要成模结果贴

近人类疾病，其动物模型的制备过程也需符合临床发病过程，

这样才能更准确地研究该病。此次实验所采用的 3 种手术方

式 ——A、B、C 组对关节损伤逐渐加重，相比于传统手术诱

导法既能达到成模要求，又可减少膝关节损伤，更贴近临床

膝骨关节炎的发病过程。 

此次研究通过 3 种手术方式成功构建兔膝骨关节炎模

型，通过多种方式评估了各模型之间的差异性。通过各组相

比，关节内部改变主要是关节面、滑膜与髌周脂肪垫的改变。

模型 A、B 组关节表面均呈现暗黄色，关节面未见明显破坏，

滑膜充血，紧贴于脂肪垫上，脂肪垫明显增厚，滑膜液量增多；

模型 C 组关节内脂肪明显增多，滑膜液浑浊，可见淤血。有

研究证实，膝骨关节炎的发生与髌周脂肪垫有密切关系
[23]
。

膝关节髌周脂肪垫分为髌上脂肪垫、髌下脂肪垫、股前脂肪

垫，它是维持关节稳定的重要组织，可以有效缓冲膝关节压

力及摩擦力，髌周脂肪垫的病变会加重膝痛
[24-25]

。有研究指

出随着膝骨关节炎病情加重，髌下脂肪垫体积逐渐减少
[26]
，

此结论与此次研究结果不一致，推测是由于此次研究时间相

对较短，髌下脂肪处于代偿增生期，因此髌下脂肪反而增多。

目前膝骨关节炎的诊断主要依靠影像学及临床表现，影

像学检查是通过宏观观察整个关节的情况，其中X射线片是骨

与关节疾病十分重要的检查方法，更是对膝骨关节炎等骨性

病变具有极高的诊断价值
[27]
。它不仅可以十分清晰地显示出

关节面、关节间隙是否有病变以及是否出现骨质增生、骨赘

的情况，还具有成本低、易操作等优势
[28-29]

。目前有研究表

明 MRI 能够更早地检测到膝骨关节炎的发生，尤其是 MRI 可

以发现早期膝骨关节炎关节积液及软组织结构的变化
[30-31]

。 

但 MRI 对于骨质病变的敏感度低，且 MRI 检测时间长、费用

100 μm100 μm100 μm100 μm
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高
[32]
，结合此次研究所用到动物数量多，动物难以耐受长时

间检查等情况，MRI并不适用。此次研究中X射线片结果显示，

模型 A、B 组均出现早期骨关节炎表现，提示膝骨关节炎的

发生并非需要过大的损伤，关节腔内任意一结构的受损均有

可能逐渐发展为膝骨关节炎，这符合该病的发展规律，也与

临床提倡的早治疗原则相符；模型 C 组关节面受损严重，关

节间隙明显狭窄，伴有骨赘形成，已达到晚期膝骨关节炎表

现，证明膝关节受损越严重病情进展越快。

软骨病理改变：此次研究发现 3 种手术方式导致关节软

骨最主要的改变是软骨细胞数量及层次变化，尤其是软骨与

骨交界处潮线的变化。综合分析各组结果可以得出，潮线的

变化在早期膝骨关节炎阶段已经出现，该结论符合临床膝骨

关节炎病理改变；模型 C 组软骨各个层面完全消失，符合膝

骨关节炎晚期病理改变，其原因与手术创伤程度有关；相较

于 A、B 组模型 C 组关节创伤大，导致关节更加不稳定，从

而加剧了关节软骨的磨损与退变。

炎症因子改变：免疫细胞、促炎因子、补体等成分在

膝骨关节炎发生发展中起到了重要作用。有研究认为膝骨关

节炎的发生是由于软骨、软骨下骨及滑膜释放的炎症因子导

致的
[33]
。尽管炎性因子在膝骨关节炎病情进展中是否处于主

导地位尚有争议，但其所表现出的疼痛、肿胀等临床症状，

与炎性因子水平是密不可分的
[30]
。这些炎症因子也被认为加

速了膝骨关节炎的进展，如白细胞介素 1β、肿瘤坏死因子 α

等
[34-35]

。白细胞介素 1β、肿瘤坏死因子 α 是炎症反应过程

中主要的促炎因子，可以调节其他炎症因子的产生，导致关

节炎症级联反应
[36-43]

。OZLER 等
[44]

通过比较 3 级、4 级膝骨

关节炎患者的血清和滑膜液中肿瘤坏死因子 α、MMP-13 的

水平，发现肿瘤坏死因子 α 的水平与膝骨关节炎病情严重程

度呈正相关。此次研究中，模型组血清与滑膜液中肿瘤坏死

因子 α、白细胞介素 1β、白细胞介素 17、MMP-13 水平相

比于假手术组均有不同程度的升高。各模型组中血清肿瘤坏

死因子 α、白细胞介素 17、MMP-13 水平各组均有明显差异 

(P < 0.001)，模型 C 组升高最为明显；白细胞介素 1β 水平模

型 A 组与 C 组间差异无显著性意义 (P > 0.05)。滑膜液中除白

细胞介素 17 外，各模型组间滑膜液中炎性因子差异无显著

性意义 (P > 0.05)，说明滑膜液中综合分析证实膝骨关节炎与

肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β、白细胞介素 17、MMP-13

等炎症因子密切相关，血清中炎性因子指标相比于滑膜液能

更好地反映疾病进展。

总结：3 种方法均能成功构建兔膝骨关节炎模型，模型

C 组已达到膝骨关节炎中晚期病理改变，模型 A、B 组符合

早中期膝骨关节炎改变。此外，此次实验表明膝骨关节炎病

情进展速度与病情程度呈正相关，血清炎性因子水平相比于

滑膜液对膝骨关节炎病情变化更敏感。
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