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·基础研究·

活动对兔前交叉韧带重建腱-骨愈合的影响△

宋方龙，戴 俊，周晓中*

（苏州大学附属第二医院骨科，江苏苏州 215000）

摘要：［目的］观察不同术后活动对兔前交叉韧带（anterior cruciate ligament, ACL）重建术后腱骨愈合的影响。［方法］ 64
只 6 月龄新西兰白兔随机分为 4 组，每 16 只，分别为固定（immobilization, IM）组、自由活动（free motion, FM）组、低强度活

动（low-intensity motion, LIM）组以及高强度活动（high-intensity motion, HIM）组。所有动物均行右膝关节 ACL 切除，而后采

用自体半腱肌腱行 ACL 重建术。IM 组的动物术后 2 周石膏固定患膝于屈曲 120°位；FM 组术后置于饲养笼中自由活动；LIM
组和 HIM 组分别在跑步台上，以 0.2 m/s 和 0.5 m/s 跑步，1 次/3 d，每次持续 0.5 h。8 周后处死动物，行大体观察、组织学检

查和生物力学测试。［结果］仅 HIM 组 3 只出现轻度跛行，处死后抽屉实验阳性，内固定失效，肌腱出现部分抽出，但隧道内

仍存有一定长度的肌腱。组织学观察，与 FM 组相比，IM 组腱骨界面仍存在较明显的界限、裂隙，更多的炎症细胞和血管组

织，且未见任何软骨细胞。组织学评分由高至低依次为 LIM 组>HIM 组>FM 组>IM 组，差异有统计学意义（P<0.05）。生物力

学测试方面，最大损毁强度由高至低依次为 LIM 组>HIM 组>FM 组>IM 组，差异有统计学意义（P<0.05）。最大位移由小至大

依次为 LIM 组<HIM 组<FM 组<IM 组，差异有统计学意义（P<0.05）。［结论］ 本研究表明，ACL 重建术后适当活动有利于腱-
骨愈合，而完全固定或高强度活动均不利于腱-骨愈合。
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Effect of activities on tendon-bone healing of anterior cruciate ligament reconstruction in rabbits // SONG Fang-long, DAI

Jun, ZHOU Xiao-zhong. Department of Orthopedics, The Second Affiliated Hospital, Soochow University, Suzhou 215000, China
Abstract: [Objective] To explore the effect of different postoperative activities on tendon-bone healing of anterior cruciate ligament

(ACL) reconstruction in rabbits. [Methods] Sixty-four 6-month-old New Zealand white rabbits were randomly divided into 4 groups with
16 rabbits in each group, including the immobilized (IM) , free motion (FM) , low-intensity motion (LIM) , and high-intensity motion (HIM)
groups. All the animals underwent right knee ACL resection followed by ACL reconstruction with autogenous semitendinosus tendon. The
rabbits in the IM group had the knee fixed with plaster cast at 120° flexion after 2 weeks, those in the FM group were placed in free motion
without restriction in the cage, whereas those in the LIM group and HIM group ran at 0.2 m/s and 0.5 m/s respectively on the running plat⁃
form, once every 3 days for 0.5 hour each time. At 8 weeks after operation the animals were sacrificed for gross observation, histological ex⁃
amination and biomechanical tests. [Results] Only 3 animals in HIM group showed mild claudication, with positive drawer test, which
proved internal fixation failure that the tendon was partially pulled out, but certain length of tendon remained in the tunnel. In term of histo⁃
logical observation, the tendon-bone interface in IM group still had more obvious boundaries and fissures, with more inflammatory cells and
vascular tissues, while scanty chondrocytes compared with the FM group. Histological score was ranked from high to low as the LIM group >
the HIM group > FM group > IM group with statistically significant differences among them (P<0.05) . In terms of biomechanical tests, the
maximum strength to failure was ordered from high to low as LIM group > the HIM group > FM group > IM group with statistically signifi⁃
cant differences among them (P<0.05) , whereas the maximum displacement was arranged from low to high as LIM group < the HIM group <
FM group < IM group with statistically significant differences among them (P<0.05) . [Conclusion] In this study, appropriate activities after
ACL reconstruction are conducive to tendon-bone healing, whereas complete immobilization or high intensity activities are harmful to ten⁃
don-bone healing.
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前交叉韧带（anterior cruciate ligament, ACL）重

建术后腱骨愈合较原有腱骨界面无论结构、强度以及

远期效果方面都存在较大差距。由于肌腱/韧带与骨

生物特性方面完全不同，两者之间互相长入较为困

难，通常形成瘢痕连接，机械强度较差［1］。如何提高

腱骨愈合质量是运动医学一直存在的一个重要临床问

题［1，2］。近年来，有学者使用富血小板凝胶预处理移

植肌腱，发现腱骨愈合速度和效率明显提高［3~5］；而

使用慢病毒转染的方法改变腱骨界面一些生长因子的

表达也被证实可以提高腱骨愈合效果［6，7］；也有研究

使用骨髓、肌腱、脂肪等来源的间充质干细胞来促进

腱骨愈合，因为间充质干细胞具有自我更新以及强大

的增殖与分化能力［8，9］。然而上述各种方法均存在其

不可避免的缺陷：药物或者细胞因子无法在局部形成

长期稳定的浓度，而慢病毒转染则可能存在疾病传播

风险，因此难以应用于临床。干细胞治疗因存在伦理

等问题仍然停留在实验室阶段。近年来，研究发现力

学刺激可影响腱骨愈合的质量［10，11］。作为力学刺激

的一种简便方式，ACL 重建术后膝关节适当的功能

锻炼可能有助于腱骨愈合，但其介入的时间以及强度

仍然没有统一的标准，加之存在个体化差异，其对于

腱骨愈合的效果以及功能锻炼的参数均存在争

议［12~15］。作者团队在前期的研究中发现，术后早期

的关节持续被动活动 （continuous passive motion,
CPM）可提高白兔 ACL 重建术后腱骨愈合效果［13］。

然而，术后制动或者高强度的功能锻炼对腱骨愈合产

生何种影响仍存在争议［12，13］，本研究拟通过模拟不

同的关节应力环境来观察 ACL 术后腱骨愈合效果，

通过此研究，为临床 ACL 重建术后功能锻炼的介入

时间、强度以及频率等提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

6 个月龄雄性新西兰大白兔 64 只，体重 3~3.5
kg，购自苏州大学实验动物管理中心 ［许可证号：

SYXK（苏） 2017-0043］，本研究经苏州大学动物研

究伦理委员会批准。采用随机数字表法将动物分为四

组，每组 16 只，分别为固定 （immobilization, IM）
组、自由活动 （free motion, FM） 组、低强度活动

（low-intensity motion, LIM） 组和高强度活动 （high-
intensity motion, HIM）组。

1.2 ACL 重建模型建立

3%戊巴比妥钠耳缘静脉麻醉 （1.0 ml/kg） 后，

术区备皮，固定于仰卧位，碘伏消毒。右膝关节取前

正中切口，髌骨向外侧脱位，暴露并切除 ACL。于

同侧膝关节内侧肌群中游离半腱肌腱性部分，对折成

双股，两端均用 2-0 不可吸收线编织缝合，肌腱两

端留不可吸收线做牵引用。使用 1.5 mm 克氏针在胫

骨关节面以远内侧自骨皮质斜向关节内钻骨隧道，出

口于 ACL 胫骨附着处，然后在 ACL 股骨附着点向后

外侧方钻孔。骨隧道准备完成后使用钩针将编织好的

肌腱分别引入胫骨和股骨隧道，于屈膝位 30°拉紧并

打结固定于隧道开口旁的骑缝钉上。冲洗，逐层缝

合。术后庆大霉素肌注预防感染［13］。

1.3 术后活动处理

IM 组的动物术后 2 周石膏固定患膝于屈曲 120°
位；FM 组术后置于饲养笼中自由活动；LIM 组于术

后 2 周开始，将动物固定于天鹰小型动物跑步台（鲁

泗天鹰），速度 0.2 m/s，1 次/3 d 跑步锻炼，每次持

续 0.5 h；HIM 组于术后 2 周开始，将动物固定于跑

步台，速度 0.5 m/s，1 次/3 d，每次持续 0.5 h，HIM
组参数为预实验中所见白兔已拒绝继续奔跑时的极限

活动量。

1.4 检测指标

经过相应干预后，于 8 周时使用耳缘静脉注射空

气的方法将动物处死。进行以下观察与检测。

1.4.1 大体观察与检查

手术后观察动物进食、活动以及伤口情况。处死

动物后，行抽屉实验检查膝关节稳定性后，切开关节

观察关节内情况并记录。

1.4.2 组织学检查与评分

各组均随机取 8 只动物行组织学检查，将动物股

骨远端-移植物-胫骨近端复合体取下，浸入 4％多聚

甲醛溶液中固定 24 h，EDTA 脱钙液脱钙约 1 个月。

修整出胫骨侧骨隧道（腱-骨部分）居中的组织块，

逐级脱水，以冠状面腱-骨界面石蜡包埋，切制 5 μm
的蜡切片，行常规 HE 及甲苯胺蓝 （toluidine blue,
TB）染色。

在每组的腱骨界面相同位置进行观察分析纤维软

骨形成的情况。整个评价过程由两名观察者以盲法方

式独立进行。评价标准见表 1［13］，分别根据腱骨界面

处炎性细胞数量、成熟软骨细胞的比例、肌腱周围纤

维软骨组织的范围以及界面处骨与肌腱移行的情况评

分，每项最低为 1 分，最高为 4 分，总分 4~16 分。

1.4.3 力学检测
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各组均随机取 8 只动物行力学检测。距关节面

5 cm 处锯断股骨和胫骨，去除 ACL 之外的所有软组

织，拆除术中固定胫骨端移植物的缝线，使胫骨端腱

骨界面成为拉力测试对象。两侧骨端用牙托粉包埋，

固定于 CMT6103 万能力学测试机（MTS 美特斯工业

系统）的夹具，调整样本纵轴与测试机轴线重合。施

加轴向拉力，预加载荷 1 N，10 个循环；然后，以

5 mm/min 的速度持续加载，直至标本损毁，记录样

本损毁模式（拉脱/断裂）形式，绘制载荷-位移曲线

（load-displacement curve），测量最大损毁强度和最大

位移。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 13.0 软件进行统计分析，计量数据以

x̄ ±s表示，资料呈正态分布时，组间比较采用单因素

方差分析，两两比较采用 LSD 法。资料呈非正态分

布时，采用秩和检验。等级资料采用Krushal-Wallis

H 检验，两两比较采用Mann-whitney U检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 大体观察

所有动物在术后没有出现膝关节感染或其他异常

死亡的情况。HIM 组 3 只出现轻度跛行，处死后抽

屉实验（+），见表 2。术后 8 周解剖时发现内固定失

效，肌腱出现部分抽出，但隧道内仍存有一定长度的

肌腱。

2.2 组织学观察与评分

术后 8 周组织学所见如图 1，IM 组腱骨界面存

在较明显的界限、裂隙，裂隙处充斥着大量的炎症细

胞和血管组织，甲苯胺蓝染色未见软骨细胞 （1a,
1e）。FM 标本中腱骨界面区域骨与肌腱的间隙较模

糊，炎性细胞以及纤维血管组织较 IM 稍少，甲苯胺

蓝染色可见少许软骨组织出现，但细胞排列杂乱，基

质染色较浅，提示基质合成并不旺盛（1b, 1f）。
LIM 组的腱骨界面结构最接近于正常腱骨止点，

可见较多量的软骨细胞排列一致且顺着肌腱应力的方

向，提示其与受力方向相对应的生长方式。腱骨移行

区域未见任何纤维血管组织，腱骨界限消失，甲苯胺

蓝染色显示透明软骨细胞体积较为均匀，细胞外特异

性基质合成较少，证明其为较成熟的纤维软骨细胞

（1c, 1g）。
在 HIM 组的标本中，发现腱骨界面处出现了较

明显的愈合和一定量的新生软骨组织，肌腱与骨之间

部分纤维连接，虽然仍隐约可见纤维血管组织，但是

腱骨界限已不明显。肌腱周围被形状不规则的软骨细

胞所包裹，另外，软骨细胞的排列方向似与肌腱中的

纤维方向一致，同时甲苯胺蓝染色提示软骨细胞周围

染色浓聚，提示此时细胞内发生着旺盛的基质合成

（1d, 1h）。
四组动物腱骨愈合组织学评分结果见表 2，IM

组的评分低于 FM 组，但差异没有统计学意义（P=
0.320）。LIM 组评分为四组中最高，与其他三组的差

异均有统计学意义（P<0.05），HIM 组评分低于 LIM
组，但仍高于 FM，差异均有统计学意义（P<0.05）。
2.3 ACL 重建后腱骨愈合效果的生物力学测试

术后 8 周生物力学测试结果显示，所有标本肌腱

均由骨隧道中拔出，未发生肌腱由体部或根部断裂的

情况。IM 组的最大损毁强度显著低于 FM 组 （P=
0.036）；LIM 组最大损毁强度最高，显著高于其余 3
组（P<0.05）。HIM 组中虽有 3 例大体观察内固定失

效，但其最大损毁强度仍显著高于 FM 组 （P=
0.043）。与最大抗拔出强度结果相反，IM 组的最大

位移显著大于 FM 组（P<0.05）；LIM 组最大位移最

小，显著低于其余三组（P<0.05）；HIM 组最大位移

显著低于 FM 组（P=0.016）。

3 讨 论

目前 ACL 重建中使用的人工材料主要是 LARS
韧带［16, 17］，由于人工合成材料与骨之间无法形成生物

学愈合，单纯依靠机械连接可能导致远期的松动；而

使用自体组织包括半腱肌、髌韧带等重建 ACL 仍然

存在腱骨愈合的问题。近年来的研究发现机械应力在

表 1 腱骨愈合组织评分标准

项目

炎症细胞数量

成熟软骨细胞比例

肌腱周围纤维软骨组织范围

腱骨界面连续情况

1
显著

<25%
极少（<25%）

界限明显（<25%）

2
中等

25%~50%
部分（25%~50%）

界限稍模糊（25%~50%）

3
较少

50%~75%
中度（50%~75%）

界限不清（50%~75%）

4
极少

>75%
显著（>75%）

无明显界限（>75%）
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图 1 兔前交叉韧带重建 8 周腱-骨愈合组织学观察（×200） 1a: IM 组 HE 染色，腱骨界面存在较明显的界限、裂隙，较多

的炎症细胞和血管组织 1b: FM 组 HE 染色，腱骨界面区域出现一定量的炎性细胞以及少许纤维血管组织，界面界限稍模

糊 1c: LIM 组 HE 染色，腱骨界面可见较多量的软骨细胞排列一致，杂细胞较少，腱骨界限已消失 1d: HIM 组 HE 染色，

腱骨界面处发生了较明显的愈合且出现一定量的新生软骨组织，肌腱周围被形状不规则的软骨细胞所包裹，腱骨界限已不明

显 1e: IM 组 TB 染色，腱骨界面较多杂细胞，未见明显软骨细胞 1f: FM 组 TB 染色，腱骨界面软骨组织较少，染色较淡且

排列杂乱 1g: LIM 组 TB 染色，腱骨界面透明软骨细胞排列整齐，大小一致，与肌腱受力方向一致，特异性基质合成较少

1h: HIM 组 TB 染色，软骨细胞的排列方向似与肌腱中的纤维方向一致，细胞大小不等，同时细胞周围染色浓聚

1e 1f 1g 1h

1a 1b 1c 1d

腱骨愈合过程中起着重要作用［18］。然而，各报道之

间应力参数差异较大，没有统一的标准，导致结果差

异较大。本研究使用了不同的干预方式，旨在为腱骨

界面创造不同的力学环境，以探讨机械应力对腱骨愈

合的影响。结果发现应力在腱骨愈合过程中扮演着重

要角色，不同的应力环境可导致截然不同的腱骨愈合

效果。

表 2 四组动物 ACL 重建术后 8 周检测结果与比较

指标

大体观察

跛行（n=16，无/轻/重）

前抽屉试验（n=16，-/1+/2+）
组织学

评分（n=8，分， x̄ ±s）
生物力学

损毁形式（n=8，拔出/断裂）

最大损毁强度（n=8，N， x̄ ±s）
最大位移（n=8，mm， x̄ ±s）

IM 组

16/0/0
16/0/0

5.00±1.20

8/0
17.63±2.20
5.16±0.30

FM 组

16/0/0
16/0/0

5.63±1.06

8/0
21.13±2.53
4.09±0.25

LIM 组

16/0/0
16/0/0

11.13±1.36

8/0
30.38±4.31
2.90±0.24

HIM 组

13/3/0
13/0/3

8.63±1.30

8/0
24.5±3.25
3.74±0.30

P 值

0.026

0.026

<0.001

ns
<0.001

<0.001

石膏固定的膝关节模拟的是完全无应力刺激的腱

骨界面，其腱骨界面出现较多的炎症细胞且未出现纤

维软骨连接，也未形成有效的抗拔出强度。此现象说

明若因在 ACL 重建术后放弃早期的功能锻炼，则不
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仅仅造成膝关节周围肌群的废用性萎缩以及关节僵

硬［19］，同时还会使腱骨愈合效果大打折扣［20，21］。然

而，也有研究认为相比于术后即刻功能锻炼以及延迟

的功能锻炼，术后的制动更加有利于腱骨愈合［12, 22］。

作者认为这可能与他们使用的拉力强度较大有关。

术后一直在笼中自由活动的白兔模拟的是无积极

功能锻炼，但也不进行较多制动的情况，腱骨界面的

应力较小，动物因膝关节疼痛可能较少使用患肢。结

果发现腱骨界面出现少量的软骨组织，尽管术后没有

进行更长时间的检测，但这种情况下作者认为腱骨愈

合远期效果是乐观的。较之完全固定的情况，期待疗

法仍然是一种无较大益处，但并未造成太多伤害的办

法。

重建术后 2 周，本研究使用了两种不同强度的功

能锻炼方法，即在跑道上进行不同强度的奔跑锻炼，

此种方案增加了膝关节的活动，客观上增加了腱骨界

面的应力刺激强度。实际上，因为动物有自我保护的

本能，对于超过其承受范围的活动强度，动物即出现

跛行以及拒绝继续奔跑。当运动量可让动物出现跛行

时，作者认为此种情形为高强度的应力刺激，而其

1/2 的活动量以下即为低强度的应力。相比于其他的

研究，本研究使用奔跑的方法来产生腱骨界面的应力

刺激，此方式简单易行且无创，但对于其强度和总量

并没有一个较准确的度量，这是本研究存在的不足。

本研究的结果显示，低强度运动 6 周后腱骨界面结构

已较类似于正常肌腱止点。而高强度应力下早期出现

了内固定失败或者肌腱部分拔出的情况，尽管未拔出

的肌腱与骨界面仍然出现了一定程度的愈合，且有一

定的抗拔出强度，但与低应力下的腱骨愈合效果相差

较大。这与 Packer 等［23］的研究结果一致，他们认为

早期过量的功能锻炼不利于腱骨愈合，易致内植物的

早期失效；而延迟的低强度功能锻炼则有利于腱骨愈

合。

作者前期的研究中比较了自然笼中生活与 CPM
功能锻炼后的腱骨愈合差异，结果与本研究类

似［13］，然而当时并未进行两种极端情况的研究，即

无应力和较高的应力。本文对之前的研究做了很好的

补充。对于术后 2 周进行各种干预，研究认为，尽管

极早期短时长的功能锻炼并不会导致 ACL 重建术的

失败，但炎症反应较为明显［24］，延迟的功能锻炼对

于腱骨愈合的效果优于术后即刻的功能锻炼［14］，根

据作者的经验，2 周后伤口愈合，炎症反应消退，腱

骨界面已经有了一定的强度，动物进行锻炼时比较配

合。

总之，本研究模拟了四种不同的腱骨界面应力情

况，对应力对腱骨愈合的影响做了初步探索，证实合

理的术后功能锻炼可加速腱骨愈合，而较为保守或者

激进的功能锻炼方式均可能导致腱骨愈合进程的缓慢

甚至失败。
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