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研究原著

同种异体移植物处置方法影响犬前交叉韧带重建术后腱骨愈合界面的骨重塑

文题释义：

同种异体移植物：是指前交叉韧带重建手术中所使用的在同种异体上获取且经过处理的肌腱移植物。

腱骨愈合：是指前交叉韧带重建手术中的移植肌腱与骨道壁之间的生长愈合及转化过程，其特征性结构为形成纤维软骨移行带。

摘要

背景：使用同种异体移植物进行前交叉韧带重建手术后的腱骨愈合过程复杂，愈合不良易导致隧道扩大。术前移植物的处理过程可能对腱

骨愈合存在一定影响，但是具体情况并不清楚。

目的：探讨同种异体移植物术前处置方法对韧带重建术后腱骨愈合过程中骨重塑的影响。

方法：取32只雄性比格犬，建立双侧后膝前交叉韧带断裂模型后，采用抛硬币法随机分4组进行前交叉韧重建手术：A组以新鲜自体跟腱

为移植物，B组以新鲜同种异体跟腱为移植物，C组以γ射线辐照后低温冷藏的同种异体跟腱为移植物，D组以冻干后经γ射线辐照的同种异

体跟腱为移植物，每组8只。术后3，6个月取股骨-移植物-胫骨复合体，行Micro CT扫描和组织切片破骨细胞抗酒石酸酸性磷酸酶染色，

扫描图像进一步行骨微观结构参数测量，并建立3D骨隧道模型测量隧道面积。

结果与结论：①Micro CT扫描：术后3个月，D组连接密度、骨小梁数量、骨小梁厚度、骨体积与总体积比值及结构模型指数均低于A、C
组(P < 0.05)，骨小梁分离度高于A组(P < 0.05)；B组接密度、骨小梁数量及结构模型指数均低于A组(P < 0.05)，骨小梁分离度高于A组(P < 
0.05)，骨体积与总体积比值低于A、C组(P < 0.05)。术后6个月，D组连接密度、骨小梁数量及骨体积与总体积比值均低于A组(P < 0.05)，骨

小梁厚度及结构模型指数均低于A、C组(P < 0.05)，骨小梁分离度高于A组(P < 0.05)；B组连接密度、结构模型指数低于A组(P < 0.05)，骨小

梁厚度低于A、C组(P < 0.05)，骨小梁分离度高于A组(P < 0.05)；②抗酒石酸酸性磷酸酶染色：与A组相比，B、D组破骨细胞染色更深且数

量更多；C组破骨细胞在形态和数量上类似于A组，体积偏小且着色偏淡；③隧道面积：相同时间点下，D组股骨与胫骨隧道扩大程度最

大；B组术后3个月的股骨隧道内口、术后3，6个月的股骨隧道内口与中部面积均大于A组(P < 0.05)，术后3，6个月的胫骨隧道内口面积大

于A组(P < 0.05)；④结果显示：前交叉韧带重建术后腱骨愈合过程中骨隧道扩大现象普遍存在，移植物处置方法通过影响腱骨界面破骨细

胞介导的骨吸收导致骨微观结构的改变，从而干预腱骨愈合过程中的骨重塑。
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0   引言   Introduction
前交叉韧带是膝关节内维持关节稳定的重要静力性稳定

结构，前交叉韧带损伤易导致膝关节不稳，引起半月板和关

节软骨的继发性损伤，最终导致膝关节骨关节炎的发生。目

前关节镜下前交叉韧带重建手术仍是治疗前交叉韧带损伤断

裂的金标准，然而根据文献报道，前交叉韧带重建手术的失

败率为 0.7%-10%，术后仅不足 50% 的患者可以恢复到伤前

运动水平
[1]
，其中 11%-32% 的患者对手术疗效不满意

[2]
。尽

管导致患者术后不满意的原因较多，然而腱骨愈合一直以来

仍是一个重要的问题，有文献报道约有 10% 患者由于腱骨愈

合不良存在关节残余不稳
[3]
。

关节镜下前交叉韧带重建手术后的腱骨愈合问题是学

者们讨论的热门话题，尤其是移植物的选择对腱骨愈合的影

响长期以来困扰着临床医生
[4]
。同种异体移植物临床上已有

使用，其与自体移植物相比的优点是无供区并发症、有多种

规格可供选择等，然而由于使用前需要进行消毒保存等处理

过程，文献报道的临床结果不尽相同
[5-6]

，这种差异被认为

与移植物消毒保存的处置方法相关
[7]
。LANSDOWN 等

[8]
利用

Meta 分析比较不同剂量 γ 射线辐照后移植物生物力学性能的

改变，结果发现，即使低剂量 ( ≤ 20 kGy)γ 射线照射对移植

物生物力学的影响也是非常复杂的，当辐照剂量为 10-12 kGy 

时，移植物的刚度降低 20%；当辐照剂量为 20 kGy 时，移植

物的最大失败载荷降低 20%；而当辐照剂量为 12-18 kGy时，

移植物的生物力学性能没有显著改变。HAMER 等
[9]
通过 γ

射线辐照同种异体移植物后认为，低温下辐照可以降低水分

子的流动性，减少辐照过程中自由基的形成，因此低温对辐

Abstract
BACKGROUND: The process of tendon-bone healing after anterior cruciate ligament reconstruction with allografts is complex, and tunnel enlargement may 
occur due to poor healing. The process of preoperative graft treatment may have some influence on tendon-bone healing, but the specific situation is not clear.
OBJECTIVE: To explore the effects of allograft disposal methods on bone remodeling during tendon-bone healing after anterior cruciate ligament reconstruction 
surgery. 
METHODS: Thirty-two male beagles were randomly divided into four groups (n=8 per group) for anterior cruciate ligament reconstruction by coin toss method 
after establishing bilateral posterior cruciate ligament rupture models. In group A, fresh autogenous Achilles tendon grafts were used. In group B, a fresh 
allograft Achilles tendon was used. In group C, an allograft Achilles tendon irradiated by gamma rays and refrigerated at low temperature was used. In group 
D, lyophilized allograft tendon after γ-ray irradiation was used. Micro CT scanning and osteoclast tartrate-resistant acid phosphatase staining were performed 
in the femor-graft-tibia complex at 3 and 6 months after anterior cruciate ligament reconstruction. Scanning images were selected to measure the bone 
microstructural parameters and a 3D bone tunnel model was established to measure the tunnel area.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Micro CT scan: 3 months after operation, the connection density, trabecular number, trabecular thickness, ratio of bone 
volume to total volume and structural model index in group D were lower than those in groups A and C (P < 0.05). The trabecular separation was higher in 
group D than that of group A (P < 0.05). The connection density, trabecular number and structural model index of group B were lower than those of group A 
(P < 0.05). The trabecular separation was higher in group B than that in group A (P < 0.05). The ratio of bone volume to total volume was lower in group B than 
that in groups A and C (P < 0.05). Six months after surgery, the connection density, trabecular number and the ratio of bone volume to total volume in group 
D were lower than those in group A (P < 0.05). Trabecular thickness and structural model index were lower in group D than those in groups A and C (P < 0.05). 
The trabecular separation was higher in group D than that in group A (P < 0.05). The connection density and structural model index of group B were lower than 
those of group A (P < 0.05). The trabecular thickness was lower in group B than that in groups A and C (P < 0.05). The trabecular separation was higher in group 
B than that in group A (P < 0.05). (2) Tartrate-resistant acid phosphatase staining: Compared with group A, osteoclasts in groups B and D were stained more 
deeply and more in number. The osteoclasts in group C were similar to those in group A in morphology and quantity, with small volume and light staining. (3) 
Tunnel area: At the same time point, the tunnel expansion of the femur and tibia in group D was the largest. The area of the inner opening of the tibial tunnel 
at 3 months after operation and the area of the inner opening and middle part of the femoral tunnel at 3 and 6 months after operation in group B were larger 
than that in group A (P < 0.05). The area of the inner opening of the tibial tunnel at 3 and 6 months after operation was larger than that of group A (P < 0.05). 
(4) Those findings suggest that bone tunnel enlargement is common during tendon-bone healing after anterior cruciate ligament reconstruction. The disposal 
methods may affect bone resorption and the changes in bone microstructure mediated by osteoclasts at the tendon-bone interface. Therefore, it affected bone 
remodeling during tendon-bone healing.
Key words: anterior cruciate ligament reconstruction; allograft; Achilles tendon; disposal method; tendon-bone healing; bone remodeling
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照的移植物产生一定的保护作用。处置方法影响移植物在体

内的转归与塑形，而有关同种异体移植物处置方法对腱骨愈

合影响的报道不多。

腱骨愈合是移植物长入骨隧道并长久提供关节稳定性的

基础，愈合不良会导致骨质溶解隧道扩大
[10-11]

。尽管已有研

究分析认为，隧道扩大是生物学因素 ( 如异体移植免疫反应、

非特异性炎症、毒性反应造成细胞坏死 ) 和机械性因素 ( 如骨

隧道壁应力遮挡、移植物微动、隧道位置不良和激进的康复

计划等 ) 共同作用的结果
[12]
，然而大量文献报道同种异体移

植物重建术后隧道扩大更加明显，进一步的具体情况研究较

少
[13-14]

。鉴于此设计了此次实验，假设是同种异体移植物处置

方法通过影响前交叉韧带重建术后腱骨愈合过程中的骨重塑

而导致骨质溶解隧道扩大，通过比较使用自体移植物和不同

方法处理同种异体移植物进行前交叉韧带重建术后腱骨界面

的骨微观结构变化和破骨细胞的表达，探讨处置方法对腱骨

愈合的影响，为临床合理选择同种异体移植物提供实验依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，组间比较采用 ANOVA 单因素

方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2017 年 9 月在四川大学动物实验中

心开展，部分数据统计及分析在西北民族大学第一附属医院

( 宁夏回族自治区人民医院 ) 实施。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   32只成年健康雄性比格犬来自四川大学动物

实验中心，许可证号：SYXK( 川 )2019-117，体质量 (9.2±3.2) kg。 
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动物精神状况好，运动能力佳，膝部无外伤破溃，被动关节

活动度和关节稳定性检查均正常。动物分笼饲养，仅限笼内

活动，适应性饲养 2 周后进行手术；饲养条件：温度 20-25 ℃ 

和湿度 (45±5)%；喂养和处置均遵照国家实验动物饲养及使

用标准和《关于善待实验动物的指导性意见》执行。实验已

获得四川大学动物实验伦理审查委员会 ( 编号：2019137A)

和宁夏回族自治区人民医院 ( 编号：2020-KY-125) 批准。

1.3.2   实验材料   聚醚醚酮螺钉由上海复旦大学附属华山医

院骨科实验室提供，该螺钉临床上已在使用，螺钉规格：

3.5 mm ×10 mm；批次号：BD1701004。抗酒石酸酸性磷酸

酶试剂盒购自美国 Sigma 公司。速眠新Ⅱ注射液 ( 盐酸赛拉

嗪注射液 )( 批号：2017-070031582)、地西泮注射液 ( 批号：

国药准字 H12020957)、硫酸阿托品注射液 ( 批号：国药准字

H41020324)、青霉素注射液 ( 批号：B160823) 均由四川大学动

物实验中心提供。Analysis 12.0 软件为 Quantum GX micro CT 系

统自带软件；其余包括 ImageJ 13.0 软件、3D-Slicer 4.8 软件、

Netfabb 软件、Fiji 插件和 BoneJ 插件均为开源软件及插件。

1.4   实验方法   

1.4.1   实验分组及干预   采用抛硬币法将32只犬随机分为A、
B、C、D 4 组，每组 8 只。每只犬双侧后膝建立前交叉韧带

断裂模型，4 组按照使用的移植物不同进行前交叉韧带重建

手术。C、D 组的同种异体移植物来源于四川大学临床医学

院实验技能培训中心，系医学生进行临床技能操作实验后获

取的比格犬跟腱，取材动物未进行过感染相关或者药物毒性

相关实验，之前接受过的实验对跟腱性能无显著影响。从动

物死亡到移植物获取的时间间隔小于 0.5 h。
A 组：即新鲜自体移植物，以自体新鲜跟腱的中 1/3 束

作为前交叉韧带重建的移植物。

B 组：即新鲜同种异体移植物组，以同组另一只犬新鲜

跟腱的中 1/3 束作为移植物。

C 组：即 γ 射线辐照后低温冷藏同种异体移植物组。同

种异体跟腱移植物获取后立即分装，25 kGy 剂量下 γ 射线辐

照 24 h，随后逐渐降温 ( 先 4 ℃ 0.5 h→ 随后 -20 ℃ 0.5 h→

最后 -80 ℃ ) 后保存备用。γ 射线辐照在四川省辐射工程技

术中心完成。

D 组：即冻干后经 γ 射线辐照同种异体移植物组。同种

异体移植物获取后先进行预冷冻、升华干燥、解吸干燥等冻

干处理 ( 移植物含水量 < 3%)，接着双层包装分装，25 kGy

剂量 γ 射线辐照 24 h，最后 4 ℃冰箱中保存备用。γ 射线辐

照在四川省辐射工程技术中心完成。

1.4.2   前交叉韧带重建手术   每只动物双侧后膝同时造模，术前

麻醉下证实关节稳定性良好。臀部肌注速眠新Ⅱ (0.1 mL/kg)+ 

地西泮注射液 1 mL+ 硫酸阿托品 1 mL 麻醉。麻醉满意后取

膝正中皮肤切口，沿髌骨内侧缘切开并显露关节腔；确认前

交叉韧带形态及张力良好，关节软骨无磨损。沿前交叉韧带

两端止点切断，预留 1 mm 残端，前抽屉试验和 Lachman 试

验阳性提示前交叉韧带损伤、膝关节不稳造模成功。

C 组移植物术前从冰箱拿出，40 ℃生理盐水中复温 1 h，

随后室温下生理盐水纱布包裹备用，使用前确认冰晶已全部

融化；D 组移植物术前取出，在室温生理盐水中水化 2 h，

充分变软后使用。所有移植物两端用爱惜康 3-0 慕丝线锁边

缝合后备用。

以残端足印区定位前交叉韧带重建的中心点，钻头直径

4.0 mm，先极度屈膝建立股骨隧道，后钻胫骨隧道。钻头方

向与股骨纵轴夹角 65°-70°；与胫骨平台呈 25°-30°，胫骨矢

状面夹角 15°-30°。将移植物依次引入隧道，先用聚醚醚酮

螺钉自外向内固定股骨端，伸直位拉紧移植物后聚醚醚酮螺

钉从外向内固定胫骨侧，两端缝线加强缝合在周围软组织和

骨膜上。复位髌骨被动活动移植物与髁间窝顶部及内、外侧

髁无撞击，前抽屉试验及 Lachman 试验阴性提示重建模型成

功。冲洗后关闭切口，无需包扎，不限制活动。碘伏消毒切

口并肌注青霉素 2.5×104 U/kg 预防感染，1 次 /d，共 3 d，不

必拆线，正常饲养至取材 ( 图 1)。
1.4.3   MicroCT 扫描   术后 3，6 个月，膝关节稳定性测试后

每组处死 4 只动物取材，进行 Micro CT 扫描。大体观察后剔

除周围软组织仅保留前交叉韧带，制备股骨 - 移植物 - 胫骨

复合体扫描标本。自膝关节线远近端各 5 cm 处离断，体积

分数 10% 中性甲醛溶液中固定 72 h 后湿盐水纱布包裹，扫

描前 PBS 冲洗标本 2 次，扫描过程中确保标本湿润。将标本

固定于 Quantum GX micro CT(PerkinElmer 公司，美国 ) 载物

台上，标本纵轴与检查床滑轨的移动方向平行，每个标本获

得 512 张图片。

将 DICOM 格式图像导入 ImageJ 13.0 软件进行骨结构分

析，使用 Fiji 插件和 Bone J 插件自隧道中心位置纵向裁切，

手动选取隧道周围 2 mm 层厚的 6 个点范围为感兴趣区域进

行分析。由 2 名实验员独立测量感兴趣区域内的骨结构指标

参数：①骨小梁数量：每 mm 长度骨小梁平均数量，骨小梁

数量越多提示成骨质量越好；②骨小梁厚度：指骨小梁的平

均厚度，其值越大提示成骨质量越好；③骨小梁分离度：即

2 个骨小梁之间髓腔平均宽度，其值越小提示成骨质量越好；

④连接密度：表示每立方毫米体积内骨小梁网状结构之间的

连接数量；⑤骨体积与总体积比值：表示骨体积与组织体积

的比值，可反映骨量变化情况；⑥各向异性程度：是衡量骨

小梁排列方向和骨小梁对称性承重的指标；⑦结构模型指数：

通过计算骨骼表面的曲率来描述骨小梁板状结构和杆状结构

的程度。测量 3 次后取平均值，进行统计分析 ( 图 2A)。

将 DICOM 格式的连续层面图像导入 3D-Slicer 4.8 软件

进行 3D 建模，勾画隧道的位置和形态，将建好的模型导入

Netfabb 三维后处理软件进行进一步的处理，包括统一坐标、

图像分割、图像渲染、沿骨隧道纵向剖开等。按照 OHORI 等 [15]

的方法，将经过软件处理后的 3D 隧道提取出来，股骨隧道

和胫骨隧道分开测量并分别进行分析；利用 Netfabb 软件自

带的测量工具，经布尔运算计算后可直接读取测量平面面积。

每个隧道选择 3 个平面，隧道内口平面和隧道外口平面根据
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建好的模型直接确定；隧道中间平面确定时首先测量隧道长

度，确定中间 1/2 点，随后调出分割骨隧道的切面，隧道中

间平面为经过隧道长度中间 1/2 点并且垂直分割骨隧道的切

面 ( 图 2B)。

合紧密。

2.3   各组股骨 -移植物 -胫骨复合体 Micro CT 扫描结果    

2.3.1   骨微观结构指标测量结果   见表 1，图 3。

图注：A 为前交叉韧带重建手术过程；B 为聚醚醚酮螺钉；C 为 γ 射线

辐照后低温冷藏同种异体移植物；D 为冻干后经 γ 射线辐照同种异体移

植物

图 1 ｜动物模型制备过程

Figure 1 ｜ Process of animal model preparation

图注：A 为骨微观结构参数测量感

兴趣区域标记点，图中数据代表标

记点，胫骨和股骨每个隧道各选 6
个区域；B 为骨隧道 3D 建模和测

量平面

图 2 ｜骨微观结构参数测量感兴趣

区域与骨隧道 3D 建模和测量平面

Figure 2 ｜ Region of interest for 
measuring bone microstructural 
parameters and 3D modeling and 
measuring plane of bone tunnel

A

A

B

B

C D

1.4.4   抗酒石酸酸性磷酸酶染色组织学评价   Micro CT 扫描完

成后，将标本置于二乙烯四乙酸二钠脱钙液中 6-8 周，随后

沿腱骨界面剖开，并制备成 10.0 mm×5.0 mm×2.0 mm组织块。

常规包埋切片脱蜡及梯度乙醇脱水后，行抗酒石酸酸性磷酸

酶染色。采用 Imager A2 倒置荧光显微镜沿腱 - 骨交界部位

进行图像采集，每张切片各采集 3-6 张图像进行分析。结果

解读：阳性细胞为≥3个核的酒红色多核细胞，细胞核呈蓝色，

提示破骨细胞。

1.5   主要观察指标   各组股骨 - 移植物 - 胫骨复合体骨微观

结构参数测量与骨隧道面积测量结果。

1.6   统计学分析   应用 SPSS 21.0 软件和 Graphpad Prism 7.0

软件进行统计分析和作图。Shapiro-Wilk 检验满足正态分布

时数据以 x-±s 表示，组间比较采用 ANOVA 单因素方差分析

和 SNK 检验进行，P < 0.05 为差异有显著性意义。数据统计

分析已经由宁夏回族自治区人民医院统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   实验过程中动物无死亡，无影响实

验结果的并发症发生，32 只犬全部进入结果分析。

2.2   各组股骨 - 移植物 - 胫骨复合体体视显微镜观察结果   

取材后沿隧道方向剖开进行体视显微镜下观察。术后 3 个月，

除 D 组外，其余 3 组腱 - 骨 - 螺钉界面结合紧密，A 组螺钉

周围见软骨样组织充填；D 组在整个隧道范围内腱 - 骨 - 螺

钉结合情况并非一致，部分区域结合疏松，移植物部分吸收，

遗留明显空隙，螺钉与移植物易于分开。术后 6 个月，D 组

2 例标本胫骨隧道内口仍可见空隙形成，余腱骨螺钉界面结

术后 3 个月，D 组连接密度、骨小梁数量、骨小梁厚度、

骨体积与总体积比值及结构模型指数均低于A、C组 (P < 0.05)，

骨小梁分离度高于 A 组 (P=0.000)；B 组连接密度、骨小梁数

量、结构模型指数低于 A 组 (P < 0.05)，骨小梁分离度高于 A

组 (P=0.002)，骨体积与总体积比值低于 A、C 组 (P < 0.05)；

其余组间各指标比较差异无显著性意义 (P > 0.05)。

术后 6 个月，D 组连接密度、骨小梁数量、骨体积与总

体积比值均低于 A 组 (P < 0.05)，骨小梁厚度、结构模型指数

低于 A、C 组 (P < 0.05)，骨小梁分离度高于 A 组 (P < 0.05)；
B 组连接密度、结构模型指数低于 A 组 (P < 0.05)，骨小梁厚

度低于 A、C 组 (P < 0.05)，骨小梁分离度高于 A 组 (P < 0.05)；

其余组间各指标比较差异无显著性意义 (P > 0.05)。

表 1 ｜各组股骨 -移植物 -胫骨复合体 Micro CT 骨形态结构学参数测量
结果                                                 (x-±s，n=8)
Table 1 ｜ Results of bone morphological and structural parameters 
measured on Micro CT in femor-graft-tibia complex in each group

参数 术后 3 个月

A 组 B 组 C 组 D 组

连接密度 (mm-3) 7.27±0.04 6.36±0.26a 6.93±0.07 5.78±0.17ab

骨小梁数量 (mm-1) 442.25±41.18 322.06±3.27a 389.75±7.07 260.31±38.44ab

骨小梁厚度 (mm) 0.86±0.06 0.61±0.04 0.82±0.02 0.46±0.09ab

骨小梁分离度 (mm) 0.43±0.04 0.54±0.06a 0.45±0.03 0.53±0.06a

骨体积与总体积比值 (%) 0.49±0.02 0.41±0.02ab 0.48±0.01 0.37±0.01ab

各向异性程度 0.71±0.18 0.58±0.21 0.69±0.18 0.52±0.14
结构模型指数 7.97±0.21 6.51±0.22a 7.01±0.05 5.21±0.59ab

参数 术后 6 个月

A 组 B 组 C 组 D 组

连接密度 (mm-3) 8.76±0.67 6.79±0.17a 7.48±0.24 6.19±0.23a

骨小梁数量 (mm-1) 501.37±98.18 331.85±10.04 417.24±2.10 296.50±31.64a

骨小梁厚度 (mm) 1.37±0.06 0.71±0.02ab 1.04±0.06 0.53±0.05ab

骨小梁分离度 (mm) 0.42±0.07 0.52±0.05a 0.43±0.05 0.53±0.04a

骨体积与总体积比值 (%) 0.53±0.03 0.45±0.03 0.49±0.03 0.39±0.01a

各向异性程度 0.79±0.21 0.63±0.26 0.73±0.16 0.54±0.09
结构模型指数 9.83±0.28 7.01±0.15a 8.77±0.73 6.21±0.40ab

表注：A 组以新鲜自体跟腱为移植物，B 组以新鲜同种异体跟腱为移植物，C 组以 γ

射线辐照后低温冷藏的同种异体跟腱为移植物，D 组以冻干后经 γ 射线辐照的同种

异体跟腱为移植物。与同时间点 A 组相比，
aP < 0.05；与同时间点 C 组相比，

bP < 0.05

图注：A组以新鲜自体跟腱为移植物，B组以新鲜同种异体跟腱为移植物，

C 组以 γ 射线辐照后低温冷藏的同种异体跟腱为移植物，D 组以冻干后

经 γ 射线辐照的同种异体跟腱为移植物

图 3 ｜各组股骨 -移植物 -胫骨复合体骨微观结构指标测量结果统计图

Figure 3 ｜ Statistics of bone microstructural parameters in femor-graft-
tibia complex of each group
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2.3.2   骨隧道面积测量结果   见表 2。

术后 3个月，A、C组腱骨界面可见散在分布的阳性细胞，

着色深但体积小；B、D 组沿腱骨界面可见着色深、胞核更

大的阳性细胞，细胞数量多于 A、C 组。

术后 6 个月，A、C 组腱骨界面可见单个分布的阳性细

胞，着色浅体积小，胞核呈单核状，类似于未发育成熟的破

骨细胞前体；B、D 组腱骨界面阳性细胞着色更深、胞核更大，

数量更多，提示破骨细胞更加成熟，功能更加活跃。

3   讨论   Discussion
前交叉韧带重建术后的腱骨愈合是两种性质不同组织的

相互连接融合的复杂过程，涉及到由软的移植物向硬的骨结

构移行的过渡区域，腱骨愈合过程受多种因素的影响，其实

质实际上是腱骨止点重新形成的过程
[16-18]

。尽管前交叉韧带

重建手术从宏观空间上恢复了韧带的连续性，但是想要获得

长久稳定的关节则必须依赖于微观结构上良好的腱骨愈合。

腱骨愈合与手术成败和患者术后恢复情况密切相关，腱骨愈

合不良会导致骨质溶解骨隧道扩大，而最早是在应用同种异

体移植物中发现了隧道扩大现象
[19]
。SCHÄR MICHAEL 等

[20]

在研究中发现，腱骨愈合过程以骨向肌腱方向生长占主要地

位而不是肌腱向骨内长入。隧道扩大与腱骨愈合界面在骨重

塑时的骨形成和骨吸收失衡有关，尤其是与破骨细胞介导的

骨吸收关系密切。然而，以往的研究要么着眼于移植肌腱的

转归方面，要么集中于促进腱骨界面的骨形成方面，对于骨

丢失方面研究的较少
[21-22]

。尽管 HJORTHAUG 等
[23]

在通过单

剂量唑来膦酸抑制破骨细胞来增强腱骨愈合的研究中取得了

阴性结果，然而他指出研究方向是合理的。FENG 等
[24]

也认

为破骨细胞是治疗腱骨界面骨溶解的一个很有前途的靶点，

并与改善腱 - 骨愈合强度和更好的临床结果有关。因此，研

究腱骨愈合界面的骨重塑问题具有重要意义。

同种异体肌腱作为前交叉韧带重建的移植物一直备受争

议，讨论的焦点在于使用前消毒保存的处理上
[8，25-26]

。同种

异体移植物的消毒方法多样，包括物理方法 (γ 射线辐照、电

图注：A组以新鲜自体跟腱为移植物，B组以新鲜同种异体跟腱为移植物，

C 组以 γ 射线辐照后低温冷藏的同种异体跟腱为移植物，D 组以冻干后

经 γ 射线辐照的同种异体跟腱为移植物。A、C 组腱骨界面可见单个分

布的阳性细胞，着色浅体积小，胞核呈单核状，类似于未发育成熟的破

骨细胞前体；B、D 组腱骨界面阳性细胞着色更深、胞核更大，数量更多。

B 代表骨，T 代表肌腱，IF 代表腱骨界面，黑色箭头指示破骨细胞，标

尺 =50 μm
图 4 ｜各组股骨 -移植物 -胫骨复合体抗酒石酸酸性磷酸酶染色

Figure 4 ｜ Tartrate-resistant acid phosphatase staining of femor-graft-tibia 
complex in each group

A 组                                    B 组                                       C 组                                        D 组

表 2 ｜各组股骨 -移植物 -胫骨复合体骨隧道面积比较 (x-±s，n=8，mm-2)
Table 2 ｜ Comparison of bone tunnel area in femor-graft-tibia complex 
among groups

隧道部位 术后 3 个月股骨隧道

A 组 B 组 C 组 D 组

隧道内口 22.00±0.81 23.75±0.96 22.75±0.96 25.25±0.96ac

隧道外口 16.75±0.50 17.50±0.58 17.00±0.82 18.00±0.82
隧道中部 19.75±0.96 21.50±1.29a 20.25±0.96 22.50±1.00ac

隧道部位 术后 6 个月股骨隧道

A 组 B 组 C 组 D 组

隧道内口 23.75±0.50 26.00±0.82a 25.25±0.96 29.50±1.91abc

隧道外口 17.50±0.58 19.00±0.82 18.75±0.96 19.75±0.50a

隧道中部 21.75±0.96 23.25±1.26a 22.25±0.96 26.25±2.21a

隧道部位 术后 3 个月胫骨隧道

A 组 B 组 C 组 D 组

隧道内口 19.50±0.68 24.30±1.50a 21.00±1.50 27.00±1.40a

隧道外口 12.00±0.00 12.50±0.68 12.50±0.68 13.50±0.68
隧道中部 18.50±0.68 22.50±0.68 20.50±2.10 26.00±1.40a

隧道部位 术后 6 个月胫骨隧道

A 组 B 组 C 组 D 组

隧道内口 20.50±1.00 24.50±0.68a 24.00±1.40 27.60±1.50ac

隧道外口 12.50±0.68 13.00±0.00 12.50±0.68 14.00±1.40
隧道中部 20.50±0.68 24.00±0.00 22.00±1.40 27.50±2.10ac

表注：A 组以新鲜自体跟腱为移植物，B 组以新鲜同种异体跟腱为移植物，C 组以

γ 射线辐照后低温冷藏的同种异体跟腱为移植物，D 组以冻干后经 γ 射线辐照的同

种异体跟腱为移植物。与同时间点 A 组相比，
aP < 0.05；与同时间点 B 组相比， 

bP < 0.05；与同时间点 C 组相比，
cP < 0.05

股骨隧道面积：术后 3 个月，D 组隧道内口扩大程度

高于 A、C 组 (P=0.003，P=0.001)，D 组隧道中部扩大程度高

于 A、C 组 (P=0.016，P=0.012)，B 组隧道中部扩大程度高于

A 组 (P < 0.05)；其余组间比较差异无显著性意义 (P > 0.05)。

术后 6 个月，在隧道内口，D 组隧道内口扩大程度均高于其

他 3 组 (P=0.001，P=0.014，P=0.001)，B 组隧道内口扩大高

于 A(P=0.001)；D 组隧道中部扩大程度高于 A 组 (P=0.023)，
B 组隧道中部扩大程度高于 A 组 (P=0.002)；其余组间比较差

异无显著性意义 (P > 0.05)。

胫骨隧道面积：术后 3 个月，D 组隧道内口扩大程度高

于 A 组 (P=0.008)，B 组隧道内口扩大高于 A 组 (P=0.002)；
D 组隧道中部扩大程度高于 A 组 (P=0.022)；其余组间比较差

异无显著性意义 (P > 0.05)。术后 6 个月，D 组隧道内口扩大

程度高于 A、C 组 (P=0.012，P=0.012)，B 组隧道内口扩大程

度高于 A 组 (P=0.005)；D 组隧道中部扩大程度高于 A、C 组

(P=0.012，P=0.018)；其余组间比较差异无显著性意义 (P > 0.05)。
2.4   各组股骨 - 移植物 - 胫骨复合体抗酒石酸酸性磷酸酶染

色结果   见图 4。

抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳性细胞的细胞浆呈紫红色，

细胞核呈蓝色。阳性表达区域位于前交叉韧带重建术后的骨

隧道壁、腱骨界面的新生骨壁及骨髓腔内。阳性细胞主要为

破骨细胞，未完全分化成熟的破骨细胞前体也表达阳性，但

表达稍弱且着色偏淡。

术
后

3
个
月

术
后

6
个
月
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子束、巴氏消毒法、干热及湿热灭菌法等 ) 和化学方法 ( 环

氧乙烷、乙醇等药物浸泡、BioCleanse® 等 ) 等多个方面，

其中 γ 射线辐照是临床上最常用的方法。γ 射线是由同位素
60Co 产生的电子束，通过电离辐射作用产生电离和激发作用

在物体上并释放轨道电子形成自由基，破坏微生物的核酸分

子、蛋白质以及细胞活性酶从而起到灭菌作用。γ 射线辐照

的消毒作用存在剂量依赖性，辐照剂量过大会破坏移植物的

胶原纤维，导致交联密度减少，影响移植物的结构性能和生

物力学特性，然而究竟多大的辐照剂量才是安全的目前仍没

有定论
[27]
。保存是同种异体移植物使用前的重要环节，常用

的保存方法包括冷冻保存、玻璃化法保存和冻干保存 3 类，

冷冻保存可进一步区分为普通低温保存、深低温保存和超深

低温保存。低温冷冻保存过程中移植物细胞周围容易形成大

量的冰晶而对移植物产生损伤作用，为降低冰晶引起的细胞

损害，移植物冻融过程常采取“缓慢降温、快速复温”原则。

冻干保存移植物最大的优势是保存和携带方便，冻干后移植

物含水量低于 5%，室温下可保存 5 年左右。冻干保存的移

植物使用前需要进行充分的水化后才能应用
[28]
。YU 等

[27]
通

过研究以往的手术方案后发现，10 190 例同种异体移植物前

交叉韧带重建的手术中，8 425 例 (82.7%) 同种异体肌腱术前

进行过辐照或者化学方法处理。正是由于同种异体移植物使

用前消毒保存的处理过程，已有大量研究发现相比于自体移

植物，同种异体移植物的细胞爬行替代和再血管化程度都更

加缓慢，容易出现因腱骨愈合延迟导致的隧道扩大现象
[29-30]

， 

然而进一步的具体情况研究较少，尤其是对腱骨愈合过程中

骨重塑带来的影响鲜有报道。此次实验发现，无论是自体移

植物还是同种异体移植物，4 组间隧道扩大程度并不完全一

致：术后同一时间点，冻干组无论在股骨隧道还是胫骨隧道

扩大程度都是最大的；新鲜同种异体组术后隧道扩大也较明

显，与自体移植物组相比有统计学意义；冷藏组尽管术后也

存在隧道扩大，但与新鲜自体组相比无统计学意义。此次实

验结果说明，同种异体移植物处置方法对术后的骨隧道扩大

情况存在影响，与自体移植物相比，不同方法处理的同种异

体移植物重建后的骨隧道扩大存在差异，分析可能的原因：

通过前期 3 个月的预实验电镜扫描发现，处置方式影响移

植物胶原纤维的排列，新鲜自体移植物和低温冷藏移植物

大、小直径纤维分布平整清晰、疏密有致，大直径纤维之间

通过稀疏的小直径纤维连接；新鲜同种异体移植物胶原纤维

相互粘连融合明显，大、小直径纤维相互交织不易分辨；冻

干处理的移植物胶原纤维排列明显紊乱，大、小直径纤维无

层次感，多数纤维已见断裂。组织学染色 ( 苏木精 - 伊红、 

Masson) 也发现，新鲜自体移植物转归进程快、程度高；低

温冷藏的同种异体移植物的转归进程和程度近似于新鲜自体

移植物；新鲜同种异体移植物炎症反应明显，易出现关节内

粘连，胶原纤维间粘连也较明显；冻干处理的移植物脆性高、

柔韧性差易断裂，移植物塑形转归的进程及程度均较差。另

外，LEE 等
[31]

指出，前交叉韧带重建术后的骨隧道扩大并不

局限于特定的方向，并且可以发生在任何位置。此次实验在

动物造模时按照特定的方向和角度钻取隧道，目的是保证实

验组基线的同质性。隧道扩大情况的比较，采用电脑数据建

模提取 3D 隧道形态并选择 3 个平面进行面积测量，更加直

观地再现术后隧道扩大情况。TACHIBANA 等
[32]

报道前交叉

韧带重建术后股骨隧道扩大主要发生在隧道的开口处，而不

是在隧道中部；随着时间推移，由于骨长入股骨隧道开口会

向前方和远端迁移。然而，此次实验发现除隧道开口处外，

隧道中部扩大程度组间比较也有统计学差异。STROBEL 等 [33]

将隧道扩大类型分为 3 类即圆柱型、烟囱型和囊袋型。此次

实验中发现，隧道中部扩大相当于 STROBEL 描述的囊袋型，

部分原因可能为术中挤压螺钉是自隧道外口向关节内方向拧

入的，螺钉并没有完全充填整个隧道，隧道中部及隧道内口

的活动度相比于隧道外口更大，因此造成了隧道的进一步扩

大。国内学者陈永良等
[34]

也发现，隧道内包含无挤压螺钉

部分的比例越大，无螺钉部分就更容易扩大。隧道扩大与骨

微观结构的改变密不可分，也直接影响着前交叉韧带重建术

后腱骨愈合的质量。MARIGI 等 [35]
利用定量 CT 发现，最早

可在前交叉韧带重建术后 8 周内检测到胫骨隧道周围骨密度

的改变。此次实验发现，A、C 组骨微观结构参数均处于较

高水平，提示骨退变较轻，骨量丢失较少，骨小梁数量多、

连续性好，尽管术后骨隧道也有扩大，但是扩大程度较低；

而 B、D组表现较差，尤其是D组测量指标多数处于较低水平，

与 A 组和 C 组相比具有统计学意义，提示骨微观结构退变和

骨量丢失，骨小梁数量减少，骨量丢失和骨微观结构改变导

致骨隧道显著扩大。

腱骨愈合界面同时存在着骨生成与骨吸收，理想状态下

两者处于动态平衡时，骨隧道大小将不会发生变化。然而，

无论是此次实验还是以往的研究，均证实前交叉韧带重建术

后存在骨隧道扩大现象，不管选择的是自体移植物还是同种

异体移植物
[36]
。WEILER 等

[37]
的研究也认为，移植物在隧道

内的早期愈合阶段很重要，当形成坚固的腱骨界面时可能会

出现应力遮挡后的骨吸收。无论骨吸收还是隧道扩大均与破

骨细胞关系密切。RODEO 等
[38]

认为破骨细胞的异常激活是

导致隧道增宽的主要原因。抗酒石酸酸性磷酸酶特异地分布

于破骨细胞中，是破骨细胞的标志酶，常作为鉴定破骨细胞

的重要标志
[39]
。此次实验中组织切片抗酒石酸酸性磷酸酶染

色发现，无论 A 组还是同种异体移植物各组，术后各时间点

腱骨交界处隧道壁上均发现了数量不等胞浆呈紫红色、胞核

呈蓝色的破骨细胞，提示破骨细胞在骨隧道壁上的附着是普

遍存在的，这与 Micro CT 检查中发现的结果相互吻合，即由

破骨细胞介导的骨吸收引起的骨微观结构改变导致的隧道扩

大现象是骨进行重建塑形的一种普遍现象，是腱骨愈合的自

然发展过程。然而，经过不同方法处置后的同种异体移植物

术后抗酒石酸酸性磷酸酶染色结果却存在较大差异：与 A 组

相比，B、D 组前交叉韧带重建术后聚集在隧道壁上的破骨

细胞染色更深且数量更多，形态杂乱且排列粗乱，外形上更

倾向于具有多核巨细胞特征的破骨细胞，提示破骨细胞更加

成熟，功能上更加活跃；C 组术后聚集在骨隧道壁上的破骨
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细胞在形态和数量上类似于 A 组，体积偏小且着色偏淡提示

酶活性较低，说明破骨细胞功能低下，类似于未发育成熟的

破骨细胞前体。破骨细胞数量增多、功能活跃与移植物重建

术后隧道扩大密切相关，但是隧道扩大的严重程度与破骨细

胞的量效关系以及同种异体移植物不同处理方法在诱导破骨

细胞生成和成熟中所起到的作用还没有明确的关系，有待于

进一步的研究。

实验的局限性包括：实验是在比格犬前交叉韧带损伤动

物模型上进行的，犬膝关节解剖结构与人类存在显著性差异，

如胫骨平台后倾角度更大等；另外，研究仅讨论了移植物处置

方式对腱骨愈合过程中骨重塑的影响，没有就腱骨界面移植物

的转归进行讨论，这也是将来实验进一步深入的研究方向。此

次实验结果表明，前交叉韧带重建术后的骨隧道扩大现象普遍

存在，移植物处置方法通过影响腱骨界面的破骨细胞介导的骨

吸收导致骨微观结构的改变，从而干预腱骨愈合过程中的骨重

塑。进一步的研究重点将是施加药物干预，抑制破骨细胞的分

化和活性，从而影响骨吸收，以减少隧道扩大提高腱骨愈合质

量。有关处置方式对同种异体移植物的影响远不止目前已发表

的研究，还有很多的工作需要广大研究者的共同努力。
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