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　　［摘要］　目的　探讨体外培养情况下脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）刺激对小鼠骨骼发育和矿
化的影响及其机制。方法　分离 Ｅ１８．５ｄ小鼠跖骨和胫骨，分为空白对照组（Ｂｌａｎｋ组）及 ＬＰＳ组
（１０μｇ／ｍＬＬＰＳ）。分别于培养后第１、７天照相，计算跖骨和胫骨全长增长率（ＴＬｒａｔｅ）、矿化带增长率
（ＣＺｒａｔｅ）、第７天矿化带占骨全长的比例（ＣＺ％）。培养７ｄ后固定、石蜡包埋切片，臧红固绿和甲苯胺
蓝染色观察肥大带宽度、Ⅱ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＣｏｌⅡ）、Ⅹ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅩ，ＣｏｌⅩ）免疫组化染色观
察软骨细胞分化及ＴＵＮＥＬ染色观察软骨细胞凋亡变化。结果　与Ｂｌａｎｋ组比较，ＬＰＳ处理后跖骨和胫
骨ＴＬｒａｔｅ及ＣＺｒａｔｅ明显降低（跖骨ＴＬｒａｔｅＰ＝０．０２５；跖骨ＣＺｒａｔｅＰ＝０．０１９；胫骨ＴＬｒａｔｅＰ＝００１０；
胫骨ＣＺｒａｔｅＰ＝０．０２４）。臧红固绿、甲苯胺蓝染色及形态计量显示ＬＰＳ组胫骨肥大带较Ｂｌａｎｋ组明显变
短（Ｐ＜０．００１）。与Ｂｌａｎｋ组比较，ＬＰＳ组胫骨的软骨分化相关蛋白ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ表达降低，软骨细胞凋亡
明显增加。结论　ＬＰＳ通过抑制软骨增生、分化及促进肥大带软骨细胞凋亡来抑制骨骼发育及矿化。
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　　脓毒症（ｓｅｐｓｉｓ）是由异常的系统性炎症反应引起
的一种复杂的临床疾病。脓毒症过程凶险，治疗花费

高，医疗资源消耗大，对人类健康和社会经济造成巨大

威胁［１－４］。虽然脓毒症的治疗近年来有很大进展，但

其病死率仍高达４７％［５－６］。文献［７－９］对不同地区
ＩＣＵ患者研究统计发现脓毒症例数以每年 １．５％～
８０％的速度增加，每年全球约有５００万人死于该病及
其并发症。除肺损伤、消化道应激性溃疡等内脏器官

损害外，骨骼也是脓毒症作用的重要靶器官。本室赵

子瑜等［１０］研究表明内毒素血症（ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ）及脓毒
症最主要的致病因子脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，
ＬＰＳ）可使成年期小鼠的成骨细胞形态出现异常、成骨
相关基因ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ表达降低，骨细胞塌陷、凋亡，而
破骨细胞数量增多、破骨细胞相关基因 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ的
表达增高，出现骨质疏松，而增强成骨细胞功能可能改

善脓毒症病程进展。Ｚｈａｎｇ等［１１］研究发现新生儿重症

监护病房（ｎｅｏｎａｔａｌｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，ＮＩＣＵ）的新生儿
脓毒症患者血清骨代谢指标异常，且血清骨碱性磷酸

酶（ｂｏｎｅａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＢＡＬＰ）水平与患者罹患
感染及疾病严重程度相关，但 ＬＰＳ对胚胎期骨骼的发
育及矿化的作用及其机制尚不清楚。本实验借助体外

器官培养这种模型，拟通过分离Ｅ１８．５ｄ小鼠跖骨、胫
骨并用ＬＰＳ直接处理的方法来研究 ＬＰＳ对骨骼矿化
和软骨生长的影响并探讨其初步机制，指导临床在积

极对症治疗同时尽早采取干预措施保护新生儿脓毒症

患者的骨骼系统功能少受损害。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠购自第三军医大学大坪医
院野战外科研究所实验动物中心，体质量２５～３０ｇ，动
物合格证号：ＳＣＸＫ（军）２０１２００１３。在１２ｈ明／暗周
期（７：００ＡＭ～７：００ＰＭ）下饲养，室温２３～２５℃，相对
湿度６０％～８０％，投喂小鼠专用饮水和饲料条件下自
由进食。所有实验动物的取材操作严格按照第三军医

大学实验动物管理委员会许可［执行标准 ＳＹＸＫ（军
２００２０３２）］进行，符合动物实验的伦理要求。

１．２　主要器材
　　紫外线消毒车（上海跃进医用光学器械厂），超净
工作台（中国苏净公司），二氧化碳恒温培养箱（德国

Ｔｈｅｒｍｏ公司），体视显微镜及拍摄系统（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司），显微镊（上海医疗器械有限公司手术器械厂），

２４孔板（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），移液器（德国 Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ公司）。
１．３　主要试剂
　　ＬＰＳ（美国 Ｓｉｇｍａ公司），ＢＧＪｂ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司），胎牛血清（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司），ＤＰＢＳ粉末（美
国ＨｙＣｌｏｎｅ公司），青、链霉素（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司），ＢＳＡ
（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司），Ｖｃ（美国 Ｓｉｇｍａ公司），Ⅱ型胶
原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＣｏｌⅡ）、Ⅹ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅩ，ＣｏｌⅩ）
抗体（美国Ｃｈｏｎｄｒｅｘ公司），免疫组化试剂盒（北京中
杉金桥公司），ＴＵＮＥＬ凋亡试剂盒（美国Ｒｏｃｈｅ公司）。
１．４　跖骨、胫骨的分离与培养
　　体视显微镜下分离 Ｅ１８．５ｄ小鼠跖骨、胫骨。用
含抗生素的ＤＰＢＳ漂洗 ２次，放入加有培养基的２４孔
板培养。将跖骨和胫骨分为 ＬＰＳ组和 Ｂｌａｎｋ组，ＬＰＳ
组在第１天照相后换含有１０μｇ／ｍＬＬＰＳ的培养液。
１．５　跖骨、胫骨的观察及统计分析
　　体视显微镜放大倍数调至１２．５倍分别调明、暗背
景拍照。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件测量第１、７天跖骨、胫骨
全长及矿化带长度。计算 ＴＬｒａｔｅ、ＣＺｒａｔｅ、ＣＺ％。增
长率 ＝［（体外培养 ７Ｄ的长度 －体外培养 １Ｄ的长
度）／体外培养１Ｄ的长度］×１００％［１２］。ＣＺ％ ＝矿化
带长度／总长度。胫骨切片染色及肥大带形态计量。
１．６　免疫组化染色检测ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ
　　标本常规脱蜡、复水、封闭、抗原修复，将一抗ＣｏｌⅡ、
ＣｏｌⅩ用抗体稀释液以１∶３００比例稀释备用。后续步
骤参考中杉金桥生物素链霉卵白素免疫组化检测试
剂盒说明书。最后用苏木精复染，中性树胶封片。

１．７　ＴＵＮＥＬ检测凋亡
　　标本常规脱蜡、复水、细胞通透，后续步骤参考罗
氏ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒说明书。
１．８　统计学分析
　　实验数据用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行处理，所有
数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间差异显著性检验采用独立样
本ｔ检验。
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２　结果

２．１　ＬＰＳ抑制胚胎期跖骨和胫骨的生长及矿化
　　跖骨、胫骨培养过程中未见营养不良、污染等情
况，形态正常，未见明显弯曲（图１、２）。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
软件测量培养第１、７天胫骨、跖骨全长及矿化带长度，
计算 ＴＬｒａｔｅ、ＣＺｒａｔｅ、ＣＺ％（图３）。结果表明 ＬＰＳ组
跖骨、胫骨ＴＬｒａｔｅ、ＣＺｒａｔｅ均显著低于Ｂｌａｎｋ组（跖骨
ＴＬｒａｔｅＰ＝０．０２５；跖骨ＣＺｒａｔｅＰ＝０．０１９；胫骨ＴＬｒａｔｅ
Ｐ＝０．０１０；胫骨 ＣＺｒａｔｅＰ＝０．０２４），而跖骨、胫骨的
ＬＰＳ组和 Ｂｌａｎｋ组间 ＣＺ％差异无统计学意义（跖骨
ＣＺ％ Ｐ＝０．２５５；胫骨ＣＺ％ Ｐ＝０．１０５）。
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图１　体视显微镜观察跖骨培养结果　（×１２．５）
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图２　体视显微镜观察胫骨培养结果　（×１２．５）
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１：跖骨 ＴＬｒａｔｅ；２：跖骨 ＣＺｒａｔｅ；３：跖骨 ＣＺ％；４：胫骨 ＴＬ
ｒａｔｅ；５：胫骨ＣＺｒａｔｅ；６：胫骨 ＣＺ％；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｂｌａｎｋ组
比较

图３　跖骨、胫骨矿化带增长率、全长增长率及矿化带
占全长的比例变化

２．２　ＬＰＳ抑制胚胎期胫骨肥大带宽度
　　培养７ｄ后胫骨脱水包埋后给予臧红固绿和甲苯
胺蓝染色。可见 ＬＰＳ组肥大带较 Ｂｌａｎｋ组明显变短

（图４），进一步使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件测量肥大带宽
度并进行统计学分析，发现 ＬＰＳ组胫骨的肥大带宽度
显著小于 Ｂｌａｎｋ组胫骨肥大带宽度［（２７０．３４±
１５２５１）μｍｖｓ（４１７．３５１±８．０７８）μｍ，Ｐ＜０．０１］。
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Ａ、Ｃ：Ｂｌａｎｋ组；Ｂ、Ｄ：ＬＰＳ组；Ａ、Ｂ：臧红固绿染色；Ｃ、Ｄ：甲
苯胺蓝染色

图４　光学显微镜观察胫骨肥大带宽度变化　（×４０）

２．３　ＬＰＳ下调胚胎期胫骨ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ蛋白表达
　　免疫组化检测培养７ｄ后胫骨ＣｏｌⅡ及ＣｏｌⅩ表达
变化，发现 Ｂｌａｎｋ组 ＣｏｌⅡ均匀表达于整个胫骨头，
ＬＰＳ组ＣｏｌⅡ的表达低于Ｂｌａｎｋ组（图５）。与此趋势类
似，免疫组化结果显示 ＬＰＳ组 ＣｏｌⅩ的表达降低
（图６）。

! "

Ａ：Ｂｌａｎｋ组；Ｂ：ＬＰＳ组
图５　光学显微镜观察胫骨ＣｏｌⅡ表达情况　（×４０）
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Ａ：Ｂｌａｎｋ组；Ｂ：ＬＰＳ组
图６　光学显微镜观察胫骨ＣｏｌⅩ表达情况　（×４０）
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２．４　ＬＰＳ促进胚胎期胫骨肥大带软骨细胞凋亡
　　ＴＵＮＥＬ检测培养７ｄ后胫骨肥大带软骨细胞凋亡
情况（图７）。ＴＵＮＥＬ法的凋亡信号为绿色且定位于
细胞核周围呈带状或团块。Ｂｌａｎｋ组凋亡阳性信号细
胞数量几乎没有，ＬＰＳ组凋亡信号明显增加。

! "

Ａ：Ｂｌａｎｋ组；Ｂ：ＬＰＳ组　ＬＰＳ处理后肥大带区域凋亡信号
显著增多，白色箭头示绿色荧光为肥大带区域的凋亡信

号，未用箭头指出的绿色荧光为假阳性凋亡信号或不在肥

大带区域的凋亡信号

图７　荧光显微镜观察胫骨肥大带凋亡情况　（×１００）

３　讨论

　　骨骼是人体的重要器官，具有运动、保护内脏器
官、贮存矿物质等功能。近年来发现骨骼除了上述功

能外，也参与机体的能量代谢，可调节免疫系统、造血

系统、生殖及认知系统，在多种病理生理情况下发挥重

要作用［１３－１６］。既往发现 ＬＰＳ可抑制成年期骨形成、
促进骨吸收，但对胚胎期骨骼发育的作用尚不明确。

本实验利用ＬＰＳ处理胚胎期骨组织的这种可行性高、
适用范围广泛的体外实验方法成功模拟了 ＬＰＳ对于
骨骼的作用及不良影响。与细胞实验相比，体外器官

培养并干预的模型更能反映器官、组织的整体变化，方

便采取不同的干预措施，同时可作为后续动物实验的

基础。经过ＬＰＳ处理后的跖骨和胫骨的全长增长率、
矿化带增长率下降，提示 ＬＰＳ对骨骼纵向生长产生了
明显的抑制作用。Ｃｈｕａ等［１７］研究发现 ＬＰＳ刺激孕鼠
致子代体质量和顶臀长低于对照组，易出现出生缺陷，

而怀孕期间饮食补充锌有利于确保子代生长发育，预

防出生缺陷。Ｘｕ等［１８］研究发现ＬＰＳ刺激孕鼠可导致
仔鼠骨骼生长迟缓，尾椎和跖骨的骨化中心出现延迟。

可见ＬＰＳ对处于生长发育时期的骨骼系统确实产生
了一系列不良影响。

　　骨骼发育主要包括软骨内成骨和膜内成骨，而长
骨生长主要是软骨内成骨，因此接下来我们检测了软

骨的增生、分化及凋亡。通过计算 ＴＬｒａｔｅ、ＣＺｒａｔｅ、
ＣＺ％及统计学分析我们明确了 ＬＰＳ可抑制肥大带增
生。ＣｏｌⅡ是软骨分化标志物，主要在软骨细胞基质中

表达，可作为软骨分化功能鉴定的主要指标。ＣｏｌⅩ是
软骨细胞钙化细胞外基质及启动软骨内成骨的关键蛋

白。本实验通过免疫组化染色检测 ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ表达
情况，结果显示ＬＰＳ处理后的胫骨标本的ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ
表达明显下调，可能导致软骨内成骨这一过程受到抑

制而影响了跖骨和胫骨的纵向生长，与 Ｔａｎ等［１９］发现

ＬＰＳ通过ＴＬＲ４激活固有免疫细胞而产生的促炎细胞
因子ＩＬ１β下调软骨细胞 ＣｏｌⅡ表达从而促进软骨损
耗的结果一致。凋亡是程序性细胞死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）的一种，是细胞自发的死亡机制，受
多种细胞信号通路调控。有研究表明 ＬＰＳ处理软骨
细胞能促进基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）的合成，诱导软
骨基质降解，抑制软骨细胞增殖和蛋白聚糖合成，刺激

细胞因子的生成，产生大量 ＮＯ，ＮＦκＢ通路被激活、
从而促进软骨细胞凋亡［２０］。我们用 ＴＵＮＥＬ检测凋
亡，结果表明ＬＰＳ处理后肥大带软骨细胞的凋亡信号
明显增加。Ｃａｍｐｏ等［２１］也通过 ＬＰＳ处理软骨细胞得
出ＬＰＳ可引起软骨细胞ＤＮＡ链断裂、促使细胞凋亡的
结论。

　　综上所述，ＬＰＳ刺激可对骨组织的纵向生长产生
明显抑制作用，其机制可能是 ＬＰＳ诱导的促炎因子通
过下调ＣｏｌⅡ、ＣｏｌⅩ的表达抑制软骨内成骨这一过程，
同时促进肥大带软骨细胞的凋亡使肥大带变短，最终

抑制骨骼纵向生长。因此，对于处于发育关键时期的

重症感染患者，我们除了对症治疗外还应积极采取措

施保障其骨骼的正常生长发育。
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