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基础研究

膝骨关节炎前交叉韧带I型和Ⅲ型胶原纤维定量

分析及组织学相关研究

薛静 刘玉杰 眭祥 周密 李海鹏 李光辉

【摘要】 目的 探讨老年膝骨关节炎(OA)前交叉韧带(ACI．)退变时I、Ⅲ型胶原纤维的分布、含量与组织学改

变特点。方法选择膝关节OA患者全膝关节置换术中切取的ACI。27例(29膝)和正常膝关节新鲜ACI。标本5

例，采用苦味酸一天狼猩红染色观察并分析ACI。中I、Ⅲ型胶原纤维的分布、含量和比例改变。HE染色观察ACI．

的组织学变化。结果苦味酸一天狼猩红染色发现，正常ACL胶原排列整齐，偏振光下呈横纹肌样排列，主要由I、

Ⅲ型胶原构成，I型胶原粗大，含量较多，在韧带内呈弥漫性分布；11I型较少，多分布在各束韧带的内部。OA患者的

ACL胶原排列紊乱，Ⅲ型胶原含量增多，工型胶原明显减少。HE染色组织学观察到OA患者ACL松散，有不同程

度的纤维结缔组织变性，表现为不均匀的纤维细胞数目增多或减少，可见黏液变性、软骨样化生、囊性变及玻璃样变

性，并有淋巴细胞浸润。结论苦味酸一天狼猩红染色可以应用于观察并计算ACI。中I、Ⅲ型胶原的分布与含量的

变化。膝关节OA伴有ACI。退变时I、Ⅲ型胶原纤维的分布与含量有改变，AcI。退变与OA具有相关性。

【关键词】前交叉韧带；骨关节炎；I／Ⅲ型胶原；苦味酸一天狼猩红染色
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[Abstract] Objective To explore the content and distribution changes and histological features of collagen

types I andⅢin anterior cruciate ligament(ACI。)with knee osteoarthritis(OA)． Methods Twenty—nine ACI。s

from 27 cases of knee OA who underwent total knee arthroplasty were selected as OA group，5 normal ACI。s from

traumatic amputation were selected as control group．All specimens were stained with 1％Sirius Red F3B in saturated

carbazotic acid to observe the distribution feature and analyze the content of collagen types I and llI in ACI。．H E

stain was used to observe histological changes． Results By Sirius Red F3B in saturated carbazotic acid stain。ob—

servation under polarized light found that，slices of normal ACLs were mainly constructed by collagen types I and llI，

the collagen fibers were lined up in order j ust like striped muscle．Among them，collagen type 1 was thicker and was

distributed at most part of ACI。s，while collagen type 111 was less and was only distributed at inner of bundles of the

ligaments．In the slices of OA group，the alignment of collagen fibers was disordered and the content of collagen type

Ill increased obviously．Under HE stain，OA slices looked loose，and had different types of fibrous connective tissue

degeneration，such as inhomogeneous increase or decrease in fibrocytes，mucinous degeneration。chondroid metapla

sia，cystic degeneration or glassy degeneration． Conclusions Sirius Red F3B in saturated carbazotic acid stain is a

proper stain method for observing the distribution feature and calculating the content of collagen types I／Ⅲin

ACI．S．The content and distribution of collagen types I／Ill changed in knee OA combined with ACI。degeneration．

The degeneration of ACI。has relation with OA severity．
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骨关节炎(osteoarthrosis，OA)是中老年人最常见

的疾病之一[1’2]，是65岁以上患者的主要致残原

因L3j。目前认为OA是力学和生物学因素共同作用

下导致的软骨细胞、细胞外基质、软骨下骨降解合成

失衡的结果_4J，国内外对OA的基础研究，多集中于

以上几个方面¨“j。交叉韧带之前交叉韧带(anteri—

or cruciate ligament，ACL)和后交叉韧带(posterior

cruciate ligament，PCL)作为膝关节重要的关节内结

构，损伤后与OA的发生发展有密切的关系口]。虽然

通过大量的研究，已知ACL损伤会导致膝关节

OA[8]，但对于膝关节OA的自然病程中交叉韧带退

变的研究，以及交叉韧带退变与关节的退变之间的相

关性研究，没有得到足够的重视，有必要深入研究以

更全面地了解OA的自然病程凹]。本研究以OA患

者全膝置换术中切取的ACL标本为研究对象，通过

与正常成人ACL标本进行比较，旨在观察OA患者

ACL的组织学改变以及其内部不同胶原纤维的分布

与含量的变化，研究其与OA的相关性。

1资料与方法

1．1标本的收集与处理OA组按收治前后顺序，

非随机收集2005年3～9月期间40例行全膝关节

置换术患者的ACI。，其中13例患者术中发现ACL

完全断裂，磨损消失，故剔出研究对象。本组27例

(29膝)，男性8例，女性19例，平均年龄(61．8±

6．7)岁(50～78岁)。左膝9例，右膝16例，双膝2

例。对照组来自外伤性截肢5个膝关节。

1．2 临床资料 OA组术前均摄双侧膝关节站立

位正侧位片，按膝关节OA严重程度的放射学诊断

指标[1叩进行评分。0分：正常；1分：单纯关节间隙

狭窄或单纯骨赘增生；2分：关节间隙狭窄伴骨赘增

生但胫股角正常；3分：具有上述改变并因关节间隙

不对称改变或严重骨磨损造成的胫股角改变或关节

半脱位。

术中观察ACL的大体形态，对ACL损伤情况

进行评分，0分：ACL完整，张力良好；1分：ACL稍

松弛，轻度变细，少部分纤维磨损断裂；2分：ACL

退变较重，张力降低，但未断裂；3分：ACI．断裂，甚

至消失。

术中观察膝关节软骨损伤程度，以股骨内侧髁

负重面软骨损伤程度进行比较，按Noyes软骨损伤

分级系统分级。具体分级为，工级：软骨面完整但变

软；II级：软骨有龟裂和纤维化(龟裂和纤维化波及

范围<50％软骨层为ⅡA级，>50％为ⅡB级)；lII

级：骨外露。

1．3标本处理及统计方法 取标本中段1cm，以

10％福尔马林固定1周后，常规采用石蜡包埋，按纵

向纤维方向制切片，行HE染色及苦味酸一天狼猩红

染色。切片采用Olympus BX51生物显微镜观察，

采用Olympus DPT0数码照相设备进行照相。苦昧

酸一天狼猩红染色切片采用偏振光下观察，每张切片

随机连续取5个40倍下视野，在同一曝光条件下照

相，用ImagePro Plus 5．0软件进行图像分析，计算

每张照片中I、Ⅲ型胶原所占相对面积，得出Ⅲ型胶

原所占的比例。每张切片取5个视野的平均值作为

其Ⅲ型胶原的含量，所得结果用SPSSll．0软件进

行统计学分析。

2结 果

2．1 临床资料OA组29例膝关节放射学评分均

为中重度(表1)，软骨退变明显(表2)，多数ACI。有

不同程度的磨损，表现为变细、松弛或部分断裂(表

3)。多数患者内侧半月板磨损殆尽，仅残留边缘少

量组织，外侧半月板有不同程度的磨损，但较内侧半

月板磨损为轻。

对照组放射学评分均为0分，软骨无退变，前交

叉韧带完整无损伤。

表1膝关节放射学评分表

注：0分：正常：1分：单纯关节间隙狭窄或单纯骨赘增生；2

分；关节间隙狭窄伴骨赘增生但胫殷角正常；3分：胫

股角改变或关节半脱位

表2软骨评分表(按Noyes软骨损伤分级法)

注：‘对照组5例软骨均完整光滑，无损伤。I级：软骨面
完整但变软；1I A级：龟裂和纤维化波及范围<50％软
骨层；11B级：龟裂和纤维化波及范围>50％软骨层；

Ⅲ级：骨外露
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表3 ACL大体观察评分表

注：”OA组术中发现有13例ACI。断裂，甚至消失，无法
进行组织学切片观察，剔出OA组。0分：完整，张力

良好；1分：稍松弛，轻度变细；2分：退变较重，但未断
裂；3分：断裂，甚至消失

2．2 ACL的组织学观察结果 HE染色：对照组

正常ACL胶原纤维呈波浪状紧密排列，纤维细胞

核较少呈梭形(图1)。OA组ACL松散，有不同程

度的纤维结缔组织变性，表现为纤维细胞数目不均

匀，有黏液变性、软骨样化生、囊性变及玻璃样变性，

并有淋巴细胞浸润(图2，3)。

胶原纤维呈波浪状紧密排列，

纤维细胞核较少，呈梭形

图l正常ACL(HE，×40)

纤维结构松散、断裂，梭形核消失，

并出现粘液囊性变

图2退变的ACL(HE。×40)

卵圆形胞浆淡染的类软骨样

细胞明显增多，梭形核细胞减少

图3退变的ACL(HE，×40)

2．3 ACL中I、Ⅲ型胶原纤维的分布变化 苦味

酸一天狼猩红染色用于在偏振光镜下区分I、Ⅲ型胶

原。工型胶原呈黄红色，光谱峰值为700nm，有较

强的双折射光，纤维直径越粗，红色越明亮。Ⅲ型

胶原呈绿色，光谱峰值为550nm，应用免疫组化证

实与其观察结果一致口1|。苦味酸一天狼猩红染色偏

振光法，同时在一张切片上显示出工，Ⅲ型胶原纤

维，可直接分析不同胶原纤维含量的变化。

正常ACI．以I型胶原为主，在韧带内分布广

泛，韧带纤维束的边缘仅有I型胶原，无Ⅲ型胶原。

Ⅲ型胶原在正常ACL中含量较少，分布在韧带部

分纤维束的内部(图4)；退变的ACL仍以I型胶原

为主，但含量降低，Ⅲ型胶原含量增多，出现在更多

的纤维束中，且在同一交叉韧带的不同纤维束中含

量不一，弥漫分布，结构紊乱(图5)。

胶原排列整齐，呈横纹肌样，以I型胶原(红黄色)

为主，Ⅲ型胶原(绿色)分布在韧带束的内部

图4正常ACL(偏振光，苦昧酸一天狼猩红染色，X40)
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胶原分布紊乱，Ⅲ型胶原含量增多

图5退变的ACL(偏振光。

苦味酸一天狼猩红染色，X 40)

2．4 ACL中工、Ⅲ型胶原纤维定量研究 对照组

Ⅲ型胶原占I、Ⅲ型胶原总面积的(9．9 4-3．5)％，

OA组占(17．3±13．1)％(表4)；经t’检验，得出Ⅲ

型胶原的相对面积两组有统计学差异(P一

0．0167)，即退变的ACL中Ⅲ型胶原含量增加。

OA组Ⅲ型胶原含量变化以65岁以上与以下

的年龄组无统计学差异(t检验，P一27)；性别之间

无统计学差异(t’检验，P一0．7391)；侧别不同无统

计学差别(￡’检验，P一0．4737)。

表4 11]型胶原含量比较

3讨 论

3．1 膝关节ACL的退变与OA的相关性 电镜显

示ACL纤维由波浪状和束状胶原纤维以不同的方

向排列，由2种不同直径的胶原纤维组成。众多的

成纤维细胞呈纺锤形，并且有分支和短细胞浆突。

弹力系统由弹力纤维和耐酸纤维组成。ACI。有众

多不同走行方向的纤维束，复杂的超微组织结构，以

及丰富的弹力结构，使ACL可以承受多轴向的应

力和拉伸力口2I。本体觉在关节活动过程中提供关

节的位置和运动信息，其反馈机制在维持关节功能

和稳定性中起重要作用。ACL损伤后膝关节的本

体觉会减弱或消失。13·14]，可能加重膝关节不稳，造

成进一步的损伤和退变。我们也发现，伴随膝关节

的软骨及半月板退变，OA患者的ACL变得松散，

胶原纤维发生变性，X线片上显示膝关节退变的越

严重，软骨磨损越重，ACL相对越松散变细，组织学

上退变的程度越重，这与关节镜手术中所见相符

合‘¨]。而这一改变必然使ACI．的抗拉强度下降、

本体觉受损。可能由于软骨及半月板磨损、退变，变

薄或消失造成关节问隙狭窄，导致交叉韧带以及关

节囊相对松弛，从而使关节活动时不稳，进而加速

OA的进展和交叉韧带的退变。这是一个互为因

果，相互促进，不断恶化的过程，从而促使OA进展。

ACL的组织学研究，我们的观察结果同Cush—

net等[161的观察结果类似。他们通过对OA患者和

正常人的ACL进行组织学比较，认为OA患者的

ACL退变程度较正常对照组明显严重，还发现

ACI。退变与性别无关；正常对照组与65岁以上者

之间无统计学差异，ACL不同部位的组织切片显示

其退变程度无统计学差异。

ACL退变的最终结果是断裂。Hill等。90对360

例OA患者行MRI检查，发现ACL断裂者占22．8％，

且其中一半以上无明确的损伤史，ACL断裂者膝关

节X线片退变更加严重，内侧关节间隙更窄。本研究

中也有1／3(13／40)的OA患者无明确损伤史，却在手

术发现ACL断裂或消失而剔出(因无法进行切片观

察)。因此，即便无ACL损伤史，ACL退变甚至断裂

与OA之问也有明确的相关性，ACL退变在OA进

展中的作用常常被忽视，仍需进一步重视。

3．2 OA患者ACL工型与Ⅲ型胶原含量的变化有人

采用免疫组化法对兔和狗ACL的研究，发现正常

ACL中以I型胶原为主，Ⅲ型胶原只在韧带边缘及纤

维束内边缘分布[17J引。文献口朗报道人正常交叉韧带

中只有9％～12％的Ⅲ型胶原，我们对苦味酸一天狼猩

红染色切片进行图像分析得出正常ACL 11I型胶原含

量为(9．94-3．5)％，无明显差别。通过苦味酸一天狼

猩红染色，我们在同一张切片中观察NI、Ⅲ型胶原的

分布及相互关系，发现多数退变的ACL中Ⅲ型胶原

明显增多，变得弥漫而形态紊乱；工型胶原含量减少。

Ⅲ型胶原一般是在损伤组织愈合的早期呈高表达，这

是因为Ⅲ型胶原中含有一对半胱氨酸，因此Ⅲ型胶原

在形成三螺旋结构时，在C端处出现二硫键，这样Ⅲ

型胶原比I型胶原更快形成聚合体，有利于快速填充

损伤组织，促进伤口愈合。并且Ⅲ型胶原生物力学强

度比工型胶原明显脆弱[2⋯。因此。我们认为OA患者

的ACL类似于反复损伤的组织表现，Ⅲ型胶原增多，

较正常脆弱。但需要注意的是，在本研究中OA组29

个ACL标本中有6个标本其Ⅲ型胶原含量<9％，比

正常ACL中Ⅲ型胶原含量还少，主要为工型胶原，说明
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ACL退变不是简单的都表现为Ⅲ型胶原增多，ACL

退变后胶原纤维的变化及原因仍需进一步研究。 11
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●

《中华老年多器官疾病杂志》变更刊期的启事

启 事

在总政治部、总后勤部、解放军总医院领导的关心和众多编委、作者、读者的大力支持下，《中华老年多器官疾病杂志》自

2002年创刊以来，质量逐年提高，因之，已于2004年加入了中国科技论文统计源期刊(中国科技核心期刊)。

鉴于来稿数量的逐年增多，为缩短出版周期，加速信息流通，本刊将从2007年起由季刊变更为双月刊，逢双月末出版。每

本定价仍为12元。
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