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　　摘　要　　为了观察骨膜再生软骨中, 骨膜生发层不同的朝向是否影响软骨再生。应用人体

纤维蛋白粘合剂粘合自体骨膜修复兔关节软骨缺损, 对移植骨膜生发层不同朝向 (即朝向关节腔

或软骨下骨)的差别进行比较。结果表明: 6 周前, 朝向关节腔组增殖较快, 6 周后两组无明显差别,

故生发层的朝向不是一个重要影响因素。另外, 应用藏红O 蛋白多糖染色的电镜观察, 证实两组再

生软骨均为透明软骨。
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　　近年来, 国内外的研究结果均证明自体骨膜移

植可再生关节软骨, 但对于生发层的朝向问题则存

在不同看法, 即自体骨膜移植时, 生发层应朝向关节

腔, 还是软骨下骨。另外, 这种新生软骨属透明软骨

还是纤维软骨, 亦缺少超微结构的研究。为应用自体

骨膜再生关节软骨的临床, 提供更好的理论根据, 探

索移植方法, 我们用人体纤维蛋白粘合剂粘合自体

骨膜修复关节软骨缺损, 对生发层的不同朝向进行

了比较研究, 并对这种新生软骨的蛋白多糖进行组

化染色后的超微结构观察。现报道如下。

1　材料与方法

纯种新西兰兔 24 只, 48 侧膝关节, 随机分为骨

膜生发层朝向关节腔组和软骨下骨组。每组 12 只 24

侧膝关节。手术方法: 3% 戊巴比妥钠按 30m gökg 腹

腔麻醉。取骨宾骨内侧旁直切口, 长约 6cm , 逐层进入

关节腔。骨宾骨向外侧牵开。用骨刀在股骨髁滑车部凿

出 0. 6cm ×1. 2cm 大小的关节软骨缺损区, 深达软

骨下骨出血处。在同一切口下端逐层暴露胫骨上端

内侧骨膜, 手术刀划出 0. 75cm ×1. 5cm 大小的骨膜

切迹, 丝线标记骨膜生发层后, 将骨膜取下。取人纤

维蛋白粘合剂 (上海生物制品研究所) 一套, 分别溶

解后, 同时向缺损内注入, 基底部形成一层凝胶状薄

膜。取出骨膜, 按分组情况, 将生发层朝向关节腔或

软骨下骨, 覆盖缺损底部, 轻压 1 分钟, 缝合切口。术

后膝关节用石膏管型制动在屈膝 45°位, 1 周后拆除

石膏, 在笼中自由活动。术后 2 周和 6 周取材进行肉
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眼和光镜观察, 12 周和 20 周取材进行肉眼、光镜和

藏红O (safran in O )组化染色后透射电镜观察。

2　结果

本实验期间无动物死亡, 有 2 侧切口皮肤轻度

感染, 经局部处理, 全部愈合。有 1 侧移植骨膜脱落

于关节腔中, 形成游离体。

2 周组: 肉眼观察, 见两组移植物均为白色, 不透

明, 质软。关节腔组移植物增殖明显, 其中 5 侧完全

填平缺损, 1 侧部分填平缺损。软骨下骨组增殖稍差,

仅 1 侧完全填平缺损, 两组增殖情况有显著差异 (P

< 0. 05)。光镜检查, 两组均见大量细胞增殖, 以成纤

维样细胞为主。关节腔组细胞增殖更明显, 其中部分

出现软骨母细胞, 软骨下骨组则较少软骨母细胞。

6 周组: 肉眼观察, 见两组移植物呈灰白色, 表面

光滑, 质地较 2 周组为硬, 所有缺损均被填平。两组

间无明显差别。光镜检查, 见增殖组织以软骨样组织

为主, 大量软骨母细胞, 两组间在细胞数量及细胞形

态上难以区别。

12 周组: 肉眼观察, 见两组移植物色泽与周围软

骨相似, 表面光滑, 透明, 但与周围软骨界线尚可见。

光镜检查, 见新生组织内大量软骨细胞, 基底部形成

骨性连接, 软骨和软骨下骨移行区交界不明显。电镜

检查, 见细胞器丰富, 细胞膜多突起, 膜周围及细胞

内均可见蛋白多糖颗粒, 基质内蛋白多糖颗粒附着

在胶原微纤维上, 胶原微纤维呈网状排列, 无明显周

期性横纹, 生发层不同朝向组间无明显差别 (图 1)。

20 周组: 肉眼观察, 见两组新生物形态极似正常

关节软骨。光镜检查, 见大量软骨细胞, 陷窝明显, 基
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质较多, 基部已纤维化骨, 但细胞排列不规则, 各层

细胞形态相似, 但无正常关节软骨的潮线结构。电镜

检查, 见细胞形态近似 12 周组, 细胞内细胞器减少,

基质内蛋白多糖颗粒较 12 周组减少, 尚可见到极少

数软骨细胞退化, 生发层不同朝向组间亦无明显差

别 (图 2)。

3　讨论

组织学上, 骨膜分为纤维层和生发层。生发层位

于骨膜内层, 紧贴骨面, 其细胞成分较多。生发层细

胞属于未分化的间充质细胞, 这种细胞具有终身的

潜在分化能力, 其分化作用存在双向性, 即依据所处

环境条件的不同, 可分化为骨母细胞或软骨母细胞。

骨膜正是由于这一特性, 被置于软骨环境下再生软

骨, 修复关节软骨缺损。R ubak [1 ]和O ’drisco ll[2 ]都通

过不同的方法进行了骨膜再生关节软骨的实验, 证

实骨膜再生的软骨形态非常类似正常透明软骨, 不

易退变。其生化成分主要含Ê 型胶原 [3 ]。我们通过组

化染色电镜观察, 证实这种再生软骨不仅在细胞形

态、数量上与关节透明软骨相似, 且其蛋白多糖胶

原、微纤维及其相互间的排列关系与正常透明软骨

也一致。另外, 还可见到部分退变的细胞, 这与正常

关节透明软骨一样, 存在细胞更新过程。

一般认为, 移植骨膜再生关节软骨中的细胞主

要来源于骨膜的生发层细胞[4 ]。但移植的骨膜其生

发层应朝向关节腔还是朝向软骨下骨, 尚未取得一

致看法。R ubak 在实验中修补软骨缺损的移植骨膜

生发层均朝向软骨下骨[1 ]。O ’drisco ll 比较了移植骨

膜生发层不同朝向时软骨的生成量, 结果生发层朝

向关节腔组优于软骨下骨组织, 认为骨膜生发层朝

向关节腔有利于吸收滑液内的营养和关节活动的刺

激, 使细胞迅速增殖[5 ]。Jarom a 等则比较了骨膜生发

层不同朝向对自体骨膜游离移植重建骨宾骨关节面的

影响, 发现生发层朝向关节腔组早期软骨较薄, 但认

为这种差别意义不大[6 ]。我们在观察骨膜生发层两

种朝向时软骨生成情况中发现, 2 周时, 移植骨膜朝

向关节腔的增殖较快, 完全修复的占 5 侧, 而朝向软

骨下骨组仅有 1 侧, 但 6 周后则两组均全部修复, 两

组间无区别。12 周后, 经藏红O 组化染色后的超微

结构观察以及光镜检查, 两组无区别。我们认为这可

能是由于早期营养来源于滑液, 生发层朝向关节腔

有利于物质交换。6 周后, 由于移植物与软骨下骨建

立了血循环, 移植物可从血液中吸取部分营养。由此

认为, 骨膜再生软骨中, 生发层的不同朝向不是一个

重要影响因素。过去对这个问题看法不一致, 可能与

各自的实验方法和研究周期不完全相同有关。

我们发现纤维蛋白粘合剂具有止血、粘合的优

点, 可防止移植物下血肿形成及关节内粘连, 但存在

的缺点是粘合强度不够。我们在预实验时发现若粘

合后膝关节不予制动, 移植物脱落较多。本组实验膝

关节制动 1 周后, 仍有 1 侧移植物膜脱落。因此, 临

床应用时移植膜的固定尚有待探讨。

藏红O 染色是研究软骨的较好方法[7 ] , 尤其是

在电镜下, 既可观察蛋白多糖的分布、含量及与胶原

的排列关系, 同时还能观察胶原的形态结构、细胞和

细胞器, 了解细胞的代谢状况。

　图 1　经藏红O 染色的软骨蛋白多糖颗粒 (↑)附着在

　　　　　胶原纤维上 (Θ ) (×30K)

图 2　20 周组的细胞器较 12 周组减少, 可见少数线粒体

　　　　　 (M )和内质网 (R ) (×5K)
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COM PAR ISION BETW EEN THE D IFFERENT FAC ING D IRECTIONS OF GERM INAL

LAY ER OF PER IOSTEUM IN REPA IR ING ARTICULAR CARTILAGE D EFECT öL i Q i,

H an T ian rong. D ep a rtm en t of O rthop aed ic S u rg ery , Z huj iang H osp ita l of F irst M ilita ry

M ed ica l U n iversity of PL A , Guang z hou 510282

Abstract　　 In o rder to ob serve the effects of d ifferen t facing direct ion s of the germ inal

layer of perio steum on the cart ilage regenera t ion, the hum an fib rin adhesive agen t w as u sed

to adhere au togenou s perio steum to repair the art icu lar cart ilage defect of rabb its. Tw en ty2
fou r rabb its w ith 48 knee jo in ts w ere divided random ly in to tw o group s. A 0. 6cm ×1. 2cm

art icu lar cart ilage defect w as created on the femo ral t roch lea un t il there w as b leeding from

the subchondral bone. A p iece of perio steum , sized 0. 75cm ×1. 5cm , w as removed from the

m edia l aspect of upper t ib ia. T he perio steum w as adhered to the defect by hum an fib rin ad2
hesive agen t. In Group 1 the germ inal layer faced the subchondral bone and in Group 2 the

germ inal layer faced the jo in t cavity. T he cart ilage regenera t ion in bo th group s w as ob served

by naked eyes and ligh t m icro scope in 2nd and 6th w eek s and by electron m icro scope after

Safron in O sta ined in 12th and 20th w eek s. T he resu lts show ed that befo re the 6th w eek,

the cart ilage regenera t ion w as faster in Group 2 than that in Group 1. A fter tha t there w as

no sign if ican t d ifference in regenera t ion betw een the tw o group s. T h is suggested that the

facing direct ion of the germ inal layer w as no t a crit ica l facto r on cart ilage regenera t ion. It

w as also found that the st rength of the adhesive agen t w as no t enough. T he regenera ted car2
t ilage w as p roved to be hyaline cart ilage.

Key words　　Perio steum 　　Cart ilage regenera t ion　　R epair of art icu lar cart ilage　

　F ib rin adhesive agen t
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