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兔后交叉韧带断裂后外侧胫骨平台退变的组织学研究
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摘要 目的：探讨兔后交叉韧带（Posterior cruciate ligament，PCL）断裂对外侧胫骨平台组织学的影响。方法：48 只家兔膝关节随机

配对为实验侧和对照侧造模，造模后第 4、8、16、24 周各随机处死 12 只，行外侧胫骨平台大体观察、HE 染色、免疫组化检测基质

金属蛋白酶 13（matrix metalloproteinase-13，MMP-13）、基质金属蛋白酶抑制剂 1（Tisse inhibitor-1 of matrix metalloproteinase1,
TIMP-1）表达。结果：①大体观察，随时间延长，实验组外侧胫骨平台软骨出现磨损，呈灰黄色，弹性差，骨赘形成。②组织学观察，

随时间延长，胫骨平台软骨纤维化，细胞排列紊乱，簇聚细胞出现频率增加。③实验组 MMP-13、TIMP-1 表达均高于对照组，有显

著性差异，P＜0.05。④实验组 MMP-13、TIMP-1 表达阳性率第 4、8、16 周逐渐升高，24 周下降，各组比较有显著性差异，P＜0.05。
结论：①兔膝关节 PCL 断裂会引起外侧胫骨平台软骨退行性变，且该退变随着时间的推移逐渐加重。② MMP-13 与 TIMP-1 在

PCL 断裂膝关节外侧胫骨平台中的表达呈现先高后低的变化规律，造成 MMP-13 与 TIMP-1 的失衡，加速软骨退变。③MMP-13
与 TIMP-1 表达增高提示 MMP-13 与 TIMP-1 可能参与了 PCL 断裂后外侧胫骨平台软骨的退变过程。
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ABSTRACT Objective: To explore the histological influence on lateral tibial plateaus which was caused by rupture of PCL.
Methods: The modes of lateral tibial plateaus of 48 rabbits were matched in pairs randomly including experiment group which PCL were
transacted and control group，at the 4th,8th,16th and 24th week, 12 rabbits were sacrificed randomly, then lateral tibial plateaus were
observed in general and through HE staining and immunohistochemistry staining, the expression of matrix metalloproteinase-13
(MMP-13)and Tisse inhibitor-1 of matrix metalloproteinase1 (TIMP-1) was detected. Results: 1）. The observation in general showed that
along with the increase of the time, lateral tibial plateaus of experiment group are gradually presented with abrasion, luidity, bad elasticity
and formation of osteophytes. 2). Along with the increase of the time, the observation of histology showed fibering of lateral tibial
plateau, meanwhile, there are abnormal cell disposition and increasingly clustered cell. 3). Expression of MMP-13 and TIMP-1 was
higher in experimental group than that in control group, showing significant difference, P<0.05. 4）. In experimental group, the positive
rate of expression of MMP-13 and TIMP-1 were increased gradually at the 4th,8th and 16th week, and decreased at 24th week, showing
significant difference, P<0.05. Conclusions: 1). Rupture of PCL could cause the degeneration of the lateral tibial plateau. As time goes
on, this condition will be aggravated. 2). The expression of TIMP-1 and MMP13 in lateral tibial plateau of ruptured PCL of knee tend to
be low→high, causing the unbalance between MMP-13 and TIMP-1.3L, therefore, sped up the degeneration of the cartilage. 3). The
increase of the expression of MMP-13 and TIMP-1 indicated that they may participate in the course of degeneration of the lateral tibial
plateau cartilage.
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后交叉韧带（Posterior cruciate ligament，PCL）损伤是临床

常见的运动损伤。当 PCL 断裂后，由于解剖结构发生变化，膝

关节所承担的载荷及应力重新分布，从而引起半月板、关节软

骨等损伤。本研究拟通过观察兔膝关节 PCL 断裂后外侧胫骨

平台软骨组织结构的变化及基质金属蛋白酶 13（matrix metal-
loproteinase-13，MMP-13）、基质金属蛋白酶抑制剂 1（Tisse in-
hibitor-1 of matrix metalloproteinase1,TIMP-1）的表达，探讨 PCL
断裂对外侧胫骨平台退变的影响，为临床诊治后交叉韧带损伤

提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料
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实验动物：家兔 48 只，雄性，6 月龄，实验初始体重 2.6±
0.4kg，由中南大学动物实验学部提供。抗兔 MMP-13 多克隆抗

体、抗兔 TIMP-1 多克隆抗体（均由武汉博士德公司）。
1.2 兔膝关节 PCL 断裂模型的制备及实验分组

双膝关节按简单随机法随机分为实验侧和对照侧配对造

模[1]。家兔耳缘静脉注射麻醉，作膝关节髌旁前内侧纵行切口，

长约 1.5cm。逐层切开进入关节囊，脱位髌骨，显露 PCL，将膝

关节屈曲至 90°，在 PCL 中段完全切断。对照侧经同样切口显

露 PCL 但不行切断。48 只家兔按 4、8、16、24 周随机分为 4 组，

每组 12 只，各组实验兔按设定时间点分批处死。
1.3 观测指标与方法

1.3.1 显微镜下大体观察 实验兔处死后立即解剖膝关节，在

10 倍手术显微镜下观察外侧胫骨平台关节面的病理改变。
1.3.2 显微镜下组织学检查 实验兔处死后切取厚约 5mm 完整

外侧胫骨平台（包括部分软骨下骨），保持关节面完整，甲醛溶

液中固定 24h、脱钙、脱水、透明、包埋、切片与烤片，HE 染色。
1.4 免疫组化染色及结果判断

按 S-P 免疫组化染色检测试剂盒所附操作程序进行。阳性

染色结果为棕褐色染色。形态计量学研究：参考 Pelletier 等[2]的

方法，计算每个视野里的阳性细胞数和细胞总数。表达量用细

胞分数即阳性细胞数占细胞总数的百分比来表示。
1.5 统计学方法

SPSS 18.0 统计软件进行统计分析。采用均数±标准差表

示，样本均数行单因素方差分析（One-Way ANOVA），有方差齐

性后采用 SNK-q 检验进行组间两两比较，方差不齐性行 Dun-
nett -T3 检验组间两两比较。P<0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 外侧胫骨平台软骨大体观察结果

实验组 4 周，软骨淡蓝色，表面光滑，触之有弹性；8 周，软

骨黄白色，表层略不平整弹性较差，胫骨外侧平台周缘可见骨

赘形成；16 周，软骨呈灰黄色，表面绒毛状，弹性差，胫骨外侧

平台周缘骨赘形成较明显；实验组 24 周，软骨呈灰黄色，部分

软骨有溃疡面，胫骨外侧平台周缘骨赘形成明显。
2.2 外侧胫骨平台软骨 HE 染色观察结果

对照组染色均匀一致，胶原纤维、软骨细胞形态正常。实验

组 4 周，染色均匀一致，软骨细胞分布均匀，无簇集软骨细胞，

潮线完整；8 周，染色尚均匀，细胞排列欠规整，偶见少量簇集

的软骨细胞；16 周，细胞排列紊乱 ,潮线不规则 ,簇聚细胞出现

频率增加（图 1）；24 周，可见范围较大的软骨纤维化，细胞数减

少，潮线消失，钙化层难以分辨。
2.3 外侧胫骨平台软骨免疫组化观察结果

各时间点 MMP-13 免疫组化阳性表达率及比较如表 1 所

示。各时间点 TIMP-1 免疫组化阳性表达率及比较如表 2 所示。
对照组 MMP-13 表达，表层弱阳性，胞浆和基质均无表达。实验

组 4 周时，表层、基质及胞浆中 MMP-13 均表现为弱阳性，部分

胞浆表达；8 周时表层表达呈阳性，基质、胞浆染色稍弱；16 周

时，表层、基质及胞浆中的表达均呈强阳性，基质部分降解，部

分细胞变形（图 2）；24 周的染色程度较 16 周下降，基质降解。
对照组 TIMP-1 表达，表层弱阳性，胞浆和基质均无表达。实验

组 4 周时细胞，基质 TIMP-1 表达呈弱阳性；8 周时可见较多的

阳性细胞，细胞胞浆与基质深染；到 16 周时，表层、基质和胞浆

均呈强阳性表达，基质部分降解（图 3）；24 周时可见软骨细胞

减少，胞浆内表达减弱，基质降解，染色程度亦下降。4、8、16、24
周时实验组 MMP-13、TIMP-1 表达均高于正常对照组，均有显

著性差异（P<0.05）。对照组间比较无显著性差异（P>0.05）；从

第 4 周至第 16 周 MMP-13、TIMP-1 表达逐渐加强（P<0.05），第

24 周 MMP-13、TIMP-1 表达较第 16 周时有所减弱（P<0.01）。

Group 4w 8w 16w 24w

Control group 1.05±0.13 1.10±0.15 1.15±0.15 1.18± 0.16

Experimental group 9.65± 1.15 46.76±2.61 63.08±2.56 34.66±2.21

P ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05

表 1 不同时间点实验组、对照组 MMP-13 阳性表达率（x±s,%）

Tab.1 Positive rate of MMP-13 expression between experimental group and control group at different time points（x±s,%）

表 2 实验组、对照组不同时间点 TIMP-1 阳性表达率（x±s,%）

Tab.2 Positive rate of TIMP-1 expression between experimental group and control group at different time points（x±s,%）

Group 4w 8w 16w 24w

Control group 1.07±0.11 1.13±0.11 1.13±0.15 1.16±0.15

Experimental group 6.83±0.82 36.48±3.34 55.60±3.79 44.34±3.38

P ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05

3 讨论

PCL 是膝关节内主要的后向稳定结构之一，PCL 损伤后期

将导致关节软骨退变，出现骨关节炎(Osteoalthritis，OA)，并随

时间延长日益加重[3]。MMPs 是依赖 Zn2+ 和 Ca2+，参与降解细胞

外基质(ECM)的蛋白水解酶家族[4]，对细胞外基质的生理性和

病理性降解过程中起重要作用[5]。MMP-13 在正常组织中不表

达，而在 OA 软骨细胞中有高表达，MMP-13 是所有已知酶中

最有效的Ⅱ型胶原降解酶。关节软骨细胞外基质主要成分为Ⅱ

型胶原，其次为蛋白多糖。MMP-13 可将胶原的三重螺旋结构
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图 1 实验组 16 周 HE 染色示软骨细胞排列紊乱 ,簇聚细胞出现频率

增加(×40)

Fig.1 HE staining shows abnormal disposition of cartilage cell and

increasingly clustered cell in experimental group at 16th week (×40)

图 2 实验组 16 周 MMP-13 表达呈强阳性（×40）
Fig.2 Expression of MMP-13 showed strong positive in experimental

group at 16th week(×40)

进行 α- 链解旋，解旋后的胶原更易被降解，使关节软骨基质中

的胶原纤维网破坏、抗剪切力作用下降，最终导致关节软骨进

行性破坏。吴宏斌等[6]研究发现 MMP1 和 MMP13 在 OA 早中

期软骨、滑膜中的检出率明显高于对照组，随时间延长，MMPl
仍可维持较高的检出率，且表达量持续增高，但 MMP13 的检

出率却明显下降，提示 MMP13 主要在 OA 早中期起作用。

TIMPs 是 MMPs 天然的、特异性的抑制剂，在通常情况下，

每一种 TIMP 都可与几种 MMPs 以共价键形式生成 1:1 的复

合物，对活性 MMPs 具有专一的抑制作用[7-10]。众多研究证明

MMP-13 和 TIMP-1 在骨性关节炎滑膜组织及关节滑液中高表

达[11-15]。OA 软骨退变可以说是软骨细胞外基质降解与合成明显

失衡引起的病变[15]。王玉彬等[11]实验发现 TIMP-1 虽然在 OA
软骨的深层出现了过量表达，但与 MMPs 的升高并不同步，相

对 MMPs 仍呈低量表达。在正常关节软骨中 MMPs 和 TIM Ps
的分泌水平保持平衡，TIMP-1 基本分泌量对维持关节软骨的

完整性具有重要作用。但在 OA 软骨中，由于 TIMP-1 的相对表

达量少于 MMPs，这就使得 MMPs 的降解作用过分发挥，所对

应的 ECM 组分过量降解，促进软骨退变。
本实验结果显示，随着兔 PCL 断裂时间的延长，外侧胫骨

平台软骨的退变呈进行性发展，在 4、8、16 周等时间点上，

MMP-13 与 TIMP-1 的表达也逐渐增强，到第 24 周 MMP-13 与

TIMP-1 的表达却减弱，而此时镜下软骨的损伤进一步加重，后

期改变可能与较多的软骨细胞凋亡有关。在 4、8、16 周等时间

点上，相对 MMP-13，TIMP-1 表达偏低，MMP-13/TIMP-1 比值

升高，从而加速细胞外基质降解。兔 PCL 切断后第 8、16 周时

软骨退变以 OA 早中期改变为主，24 周时软骨退变则以溃疡形

成等 OA 晚期的改变为主。不论从大体观察、显微结构观察还

是免疫组化结果均提示兔 PCL 断裂后可引起外侧胫骨平台软

骨的退行性变，也提示 MMP-13 与 TIMP-1 可能参与了 PCL 断

裂后的外侧胫骨平台软骨退变过程。
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封面说明
共同的画卷

封面设计说明

自 1997 年第一只克隆羊多利的诞生拉开了人造生命的序幕，2010 年，可谓是人造生命科学发展的一个新

的里程碑。本刊 2011 年封面设计的灵感来自于人造生命技术的蓬勃发展：①封面背景以第三代测序技术即基

于纳米孔的单分子实时 DNA 测序技术的研制成功为契机（图中，偏下），这为人造生命及人类健康提供了强有

力的技术支撑。②封面图案以 2010 年诺贝尔生理与医学奖的体外受精技术（即试管婴儿），最强壮晶胚的筛选

技术，人工卵巢及人类卵细胞的培育技术为主体（图上，右，中，左），这些不仅为不孕不育患者带来了福音，同

时为社会的稳定与和谐贡献了力量。③封面图案同时也融合了人造生命的最新研究成果即首个能自我生长，

繁殖的人造生命细胞 Synthia 的问世（六边形图，右），由干细胞培育出的肺脏（六边形图，左）等最新研究成果。
④封面图案同时也展示了人造生命发展的伦理学争议与潜在的危机，关于艾滋病的研究取得了很多成就，但

我们还没有攻克艾滋病，特别是 Superbug 耐药性超级细菌的出现，让无数人感到前所未有的恐慌 （六边形，

中）。⑤生命科学的一切研究成果，只不过是生物医学历史的长河中一朵浪花，因此图片采用波浪形设计，如河

流奔涌向前，如画卷色彩缤纷，如电影胶片所有的成就与辉煌一闪而过，未来会更加让人期待。新技术新理论

的发明与发展，需要有准备的大脑，也需要灵光突闪的思想火花。对于与人类密切相关的生物医学领域，我们

如图中的小孩一样，睁大纯真的眼睛，好奇的观察、了解；我们也需要运用一系列的技术手段，面对未知的一个

个 " 黑箱 " 问题，需要细心大胆的研究、推断；同时我们需要时刻警觉生命科学技术发展应用这把双刃剑潜伏

的危机，应当科学探索并利用自然规律来更好的为人类服务。
我们坚信，《现代生物医学进展》正是为生物医学领域的科研工作者提供了这样一个可以充分挥洒展示的

画卷的平台，不断记录着生物医学领域最新最成功的成果。这是我们共同的画卷，让我们与你们共同分享灵感

与喜悦，成功与辉煌！
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