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Ⅰ型胶原在胎鼠骺板的表达及其与雌激素的关系

李灵芝 ,张永亮 ,冯凯琳 ,刘建中　　(武警医学院药学教研室 ,天津 300162)

　　提　要:目的　研究胚胎小鼠骺板Ⅰ型胶原的表达情况及雌激素对其表达的影响。方法　采用免疫组

织化学方法 , 研究体外培养胚胎小鼠长骨骺板静止区 、增殖区和肥大区 Ⅰ型胶原蛋白表达情况 , 同时观察

10-7 、10-8、10-9 mol/ L雌酚酮对其表达水平的影响。结果　正常对照组骺板各区均有Ⅰ 型胶原蛋白免疫组

织化学染色阳性细胞。当培养基中雌酚酮浓度为 10-7 mol/L 和 10-8 mol/L 时 , 各区Ⅰ型胶原蛋白免疫组织

化学染色阳性细胞面积与对照组相比均增加。当浓度降至 10-9 mol/L时 , 则与对照组差异不显著。随浓度

升高 ,静止区和肥大区阳性细胞面积呈逐渐增加趋势。除 10-7 mol/L 浓度下 , 静止区阳性细胞数与对照组

相比增加外 ,各实验浓度下 , 各区阳性细胞数与对照组相比差异不显著。结论　在体外培养条件下 , 胚胎小

鼠骺板静止区 、增殖区和肥大区可表达Ⅰ型胶原蛋白 ,且表达水平可被雌激素上调。
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Expression of type Ⅰ collagen in epiphyseal plates of fetal mice and role of e-
strogen in this event
LI Ling-zhi , ZHANG Yong-liang , FENG Kai-lin , LIU Jian-zhong (Medical Collage of Chinese People' s Armed Police Forces , Tianjin
300162 , China)

　　Abstract:Objective　To study the expression of type Ⅰ collagen in epiphyseal plates of fetal mice

and the effect of estrogen on the expression.Methods　The expressions of type Ⅰ collagen protein were

determined with immunohistochemical methods in resting , proliferative and hypertrophic zones of epiphy-

seal plates of in vitro cultured ulnae resected from fetal mice.The effects of estrogen on the expression

were also analyzed at different concentrations of 10-7 , 10-8 and 10-9 mol/L.Results　The positively

stained cells to type Ⅰ collagen protein antibody were observed in the 3 zones in control group.The areas

of positive cells in every zone increased significantly when the concentration of estrogen in the medium

was 10
-7
or 10

-8
mol/L but no difference was founded as compared with the control when the concentra-

tion declined to 10-9 mol/L.The areas of positive cells in resting zone and hypertrophic zone increased

in a dose-dependent manner.Compared with control , the number of positive cells in resting zone was in-

creased at the concentration of 10-7 mol/L estrogen , but there were no significant changes in every zone

when estrogen was at the concentrations was 10-9 mol/L and 10-8mol/L.Conclusion　Type Ⅰ colla-

gen protein is expressed in resting , proliferative and hypertrophic zones of epiphyseal plate of in vitro cul-

tured fetal mouse ulna and the level of expression can be up-regulated by estrogen.

　　Key words:epiphyseal plate;type Ⅰ collagen;estrone;immunohistochemistry

　　既往研究认为 , Ⅰ型胶原是骨特异蛋白 ,主要由成
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骨细胞合成和分泌 。 Ⅱ型胶原是软骨特异蛋白 ,主要

由软骨细胞合成和分泌。但最近有文献表明 ,软骨细

胞也合成和分泌 Ⅰ型胶原[ 1 ～ 4] 。但对胚胎发育期 ,各

种软骨细胞 Ⅰ型胶原的表达情况报道很少 ,雌激素对

其表达的影响尚未见报道 。本实验采用体外培养小鼠

胚胎长骨 ,观察骨发育过程中 ,骺板 Ⅰ型胶原的表达情
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况及雌激素对其表达的影响 ,为研究雌激素对软骨内

骨形成的作用提供基础资料。

1　材料和方法

1.1　主要试剂及设备
　　雌酚酮购自浙江仙居药厂。兔抗鼠Ⅰ 型胶原多克隆抗体

(一抗 , 华西医科大学口腔医学院惠赠)。 兔 SPTM试剂盒(含生

物素化羊抗兔 IgG , 二抗 , 美国 Zymed 公司)。隔水式恒温培养

箱(上海), 旋转培养装置(成都), 超净工作台(蚌埠), Olympus

显微镜(日本), AO型组织切片机(美国), THW-500 型真彩色图

像分析系统(四川联合大学图像研究所)。

1.2　模型与分组
　　将怀孕 16 d 的昆明株小鼠脱颈椎处死 , 取出子宫 , 置于盛

有Hanks 液的培养皿中 , 分离胚胎 , 剪下前肢 , 在解剖显微镜下

剥离肌肉及软组织 ,游离出尺骨。将尺骨放入含有 BGJb 培养

基的培养瓶中 ,置于旋转培养装置上 , 通入混合气体 O2∶CO2∶N2

(45%∶5%∶50%), (37.5 ±0.5)℃旋转悬浮培养 , 转速 35

r/min , 24 h 补充气体 1次[ 5] 。

　　实验设正常对照组及高 、中 、低 3 个雌酚酮剂量组 , 浓度分

别为10-7、10-8和 10-9 mol/ L。每组培养长骨 18根 ,分 6 根×3

次培养。

1.3　Ⅰ型胶原蛋白免疫组织化学染色
1.3.1　骨组织固定与处理　　骨组织培养 48 h 后 , 用4%多聚

甲醛磷酸缓冲液(pH 7.2)固定 , 7%EDTA磷酸缓冲液(pH 7.2 , 4

℃)脱钙 , 石蜡包埋 , 纵向连续切片(5 μm), 裱于涂有明胶的载

玻片上 ,置 37 ℃烤箱 72 h。

1.3.2　免疫组织化学染色方法　　采用 S-P 染色法。组织切

片常规脱蜡入水 ,在 3%H2O2 溶液中孵育30 min , 蒸馏水洗。加

0.4%胃蛋白酶 37 ℃反应 15 min ,以蒸馏水 、磷酸缓冲液依次冲

洗。加新配 2%牛血清白蛋白 , 37 ℃封闭 30 min。加抗 Ⅰ型胶

原抗体(1∶200), 37 ℃反应 2 h。 磷酸缓冲液冲洗 , 加二抗

(1∶200), 37 ℃反应 1 h。 磷酸缓冲液冲洗 , 加 S-P 复合物(1∶

300), 37 ℃反应 1 h。磷酸缓冲液冲洗 , DAB显色 ,自来水冲洗 ,

逐级酒精脱水 ,二甲苯透明 , 封片。阴性对照骨组织染色时以

磷酸缓冲液代替一抗 ,其余步骤相同 。阳性染色物质为棕黄色

或深棕色 ,主要定位于胞浆。

1.4　图像分析及统计方法
　　图像分析系统下观察染色阳性物质的定位及染色强度 ,

测定骺板静止区(Resting zone)、增殖区(Proliferative zone)和肥大

区(Hypertrophic zone)Ⅰ型胶原蛋白染色阳性细胞面积和阳性细

胞数 ,切片放大倍数 40 倍 ,测量窗面积 100μm2 。

　　数据用 PEMS 统计软件包进行方差分析和 q 检验。

2　结果

2.1　正常对照组骺板 Ⅰ型胶原蛋白免疫组织化学染

色阳性物质的分布

　　正常对照组骺板各区均有Ⅰ型胶原蛋白表达 , 染色呈弱阳

性。阳性物质主要定位于细胞浆 ,少量出现于细胞核。基质无

着色 ,见图 1。

图 1　对照组Ⅰ型胶原呈弱阳性 ,棕黄色阳性物

质主要定位于细胞浆 , 少量见于细胞核　

(S-P×100)

Fig 1　Type Ⅰ collagen protein weak positive , light

brown positive substance mainly located in cy-

toplasm and a few was found in nuclei in con-

trol group　(S-P×100)

2.2　雌酚酮对骺板 Ⅰ型胶原蛋白免疫组织化学染色

阳性细胞面积的影响

　　当培养基中雌酚酮浓度为 10-7 mol/L 和 10-8 mol/ L 时 , 各

区Ⅰ型胶原蛋白免疫组织化学染色阳性细胞面积与对照组相

比均增加 ,见图 2。当浓度降至10-9 mol/ L时 ,各区均与对照组

差异不显著。随浓度升高 ,静止区和肥大区阳性细胞面积呈逐

渐增加趋势 ,见表 1。

图2　10-7 mol/ L雌酚酮组Ⅰ 型胶原呈强阳性 , 阳性

物质呈深棕色 , 阳性细胞数增多　(S-P×100)

Fig 2　10-7 mol/ L estrone group, type Ⅰ collagen

protein strong positive , positive substances

dark brown stained, number of positive cells

increased　(S-P×100)
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2.3　雌酚酮对骺板 Ⅰ型胶原蛋白免疫组织化学染色

阳性细胞数的影响

　　雌酚酮对骺板Ⅰ型胶原蛋白免疫组织化学染色阳性细胞

数的影响 ,见表 1。当培养基中雌酚酮浓度为 10-7 mol/ L时 ,静

止区阳性细胞数较对照组显著增加 ,增殖区和肥大区与对照组

差异不显著。雌酚酮浓度为 10-8 mol/L 和 10-9 mol/L 时 ,各区

阳性细胞数与对照组差异不显著。

表 1　雌酚酮对骺板Ⅰ 型胶原蛋白免疫组化染色阳性细胞面积 、阳性细胞数的影响( x ±s)

Tab 1　The effects of estrone on the area and number of immunohistochemical stain positive cells

of type Ⅰ collagen protein in epiphyseal plates( x ±s)

Area of positive cells(μm2) Number of positive cells
Group　　　 n

Resting
zone

Proliferative
zone

Hypertrophic
zone

Resting
zone

Proliferative
zone

Hypertrophic
zone

Control 18 6.62±2.04 9.16±2.68 4.84±1.92 46.2±2.4 54.6±3.8 21.4±3.8

10-9mol/ L estrone 18 6.90±2.92 8.85±2.61 4.89±1.64 53.4±4.2 55.8±2.7 20.8±4.6

10-8mol/ L estrone 18 10.05±2.08＊＊△△ 11.71±3.01＊△ 7.08±2.28＊△ 54.0±3.9 54.2±4.0 23.0±3.2

10-7mol/ L estrone 18 12.99±1.79＊＊■■ 11.92±1.82＊ 9.58±2.61＊＊■■ 65.7±4.7＊＊ 57.1±2.3 25.5±4.9

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs control;■■:P <0.01 vs 10-8 mol/ L estrone;△:P <0.05 , △△:P<0.01 vs 10-9 mol/L estrone

3　讨论

　　一般认为 ,软骨基质胶原富含 Ⅱ型胶原蛋白 ,缺乏

Ⅰ型胶原蛋白。也有文献表明 ,体外培养条件可能促

使软骨细胞从合成Ⅱ型胶原和软骨型糖蛋白向合成Ⅰ

型胶原和非软骨型糖蛋白快速转化[ 6 ,7] 。对于原代培

养的承重实验鸡生长板软骨细胞 ,视黄酸也可促使其

合成Ⅰ型胶原 ,而降低其合成 Ⅱ型胶原和 Ⅹ型胶原的

能力
[ 8]
。近年来的文献证实 ,软骨基质确实含有 Ⅰ型

胶原 。Claassen等[ 1 ] 的研究证实 ,在人童年和少年早

期 , Ⅰ型胶原局限于第 1肋软骨膜 ,而 Ⅱ型胶原则位于

透明软骨基质。老年时 ,在大片软骨细胞基质中心发

现Ⅰ型胶原 ,肋软骨膜下软骨细胞基质则显 Ⅰ型胶原

阴性。提示在发育过程中 ,第 1肋软骨细胞经历了向

Ⅰ型胶原生成细胞变化的过程。Sasano 等[ 3] 发现 ,大

鼠发育过程中 ,在体内生理条件下 ,胫骨关节软骨细胞

合成Ⅰ型胶原 ,并在软骨基质中积累 Ⅰ型胶原蛋白。

Wardale[ 2]也发现 ,正常鸡生长板软骨含有 Ⅰ型胶原蛋

白。采用免疫组织化学方法研究证实 ,胚胎小鼠踝软

骨既含有Ⅰ型胶原 ,也含有 Ⅱ型胶原 。15 d 孕龄的小

鼠踝软骨可检出 Ⅰ型胶原 ,但与 Ⅱ型胶原抗体反应却

很弱。而在成年大鼠生长板软骨则未检出 Ⅰ型胶

原[ 4] 。本实验结果显示 , 胎鼠尺骨培养 48 h后 , 在骺

板静止区 、增殖区和肥大区均有 Ⅰ型胶原表达 。此与

用成年大鼠进行实验所得结果相左[ 4] 。推测可能与下

列因素有关:①在发育的不同阶段 , Ⅰ型胶原在软骨细

胞中的表达可能有差异。胚胎期生长板软骨细胞对胶

原的表达与成年期不同 ,生长板软骨细胞在发育过程

中表达Ⅰ型胶原的能力逐渐降低。 ②在体外培养条件

下 ,软骨细胞表达的胶原类型可能发生转化 。③可能

与种属差异有关。Sandberg等[ 9]曾在早期软骨细胞中

检测到 Ⅰ型胶原 mRNA , 但却未发现 Ⅰ型胶原蛋白的

合成。因此认为在早期软骨细胞中的 Ⅰ型胶原 mRNA

很可能是该细胞先前表型遗留的产物 。Hughes 等
[ 10]

的研究显示 ,大鼠骨折后第 8天 ,具有软骨细胞形态的

细胞中有Ⅰ型胶原 ,说明此时在成骨细胞和软骨细胞

之间存在共有的表型表达 。本实验在传统认为应以Ⅱ

型胶原为主而不存在 Ⅰ型胶原的骺板各区均检测到Ⅰ

型胶原蛋白 ,间接证实这种共有表型表达的存在。可

能软骨细胞在分化过程中 ,基因表型发生了变化 ,因此

在某一特定阶段 , Ⅰ型胶原和 Ⅱ型胶原两种表型同时

出现于软骨细胞 。能表达 Ⅰ型胶原的软骨细胞是否已

经趋于成骨细胞 ,或刚由成纤维细胞样间充质细胞演

化而来有待进一步证实。

　　培养基中加入雌酚酮后 ,可显著上调各区 Ⅰ型胶

原水平 ,并且当雌酚酮浓度由 10
-9
、10

-8
、10

-7
mol/L

逐渐升高时 ,各区Ⅰ型胶原含量也逐渐升高 ,表现出剂

量依赖的特点。但雌酚酮对阳性细胞数影响很小 。表

明雌酚酮可促进骺板软骨细胞表达 Ⅰ型胶原 ,表现为

使单个细胞中Ⅰ型胶原表达增强。

　　原癌基因 c-fos 和 c-jun是转录因子家族成员 , JUN

蛋白可以和 FOS形成异源二聚体 ,或自身形成同源二
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聚体 ,结合至启动子中含有 AP-1结合位点的 DNA序

列 ,启动基因转录。我们在新近的实验中发现 ,雌酚酮

可上调骺板各区 c-fos和 c-jun蛋白质表达水平[ 11] 。 Ⅰ

型胶原基因序列中存在AP-1 结合位点 。因此我们推

测雌酚酮可能通过增强 c-fos 和 c-jun 表达 , 继而经

AP-1位点促进了骺板 Ⅰ型胶原蛋白表达 。

　　TGFβ在软骨内成骨等细胞的组织分化 、演变具有

重要调节作用
[ 12]
。软骨形成期 , TGFβ1 在软骨小岛中

的软骨细胞或未成熟软骨细胞样间充质细胞中均有表

达 ,并在软骨内成骨期 ,随软骨细胞的成熟 、肥大而衰

减。史炜镔等[ 13]发现在骨折愈合过程中 , Ⅰ型前胶原

mRNA和 TGFβ1mRNA 在成熟的肥大软骨细胞中均有

表达。在 TGFβ基因序列中也存在AP-1 结合位点 ,雌

酚酮是否通过激活 TGFβ基因 ,间接激活 Ⅰ型前胶原

基因表达 ,尚需通过进一步实验证实。
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文章编号:1000-5404(2000)12-1169-01　 经验与短篇

25例非癌性血性腹水原因分析

Analysis on the causes of non-cancerous bloody ascites:25 cases
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非癌性血性腹水 25 例 ,男性 21 例 , 女性 4 例 ,平均年龄 42 岁。

其中腹内及腹膜后静脉曲张破裂 5 例;肝再生结节破裂 5 例;

结核性腹膜炎 5例;淋巴管破裂 2 例;腹内血管畸形 2 例;急性

胰腺炎 1例;胰假性囊肿破裂 1例;脾破裂 1例;急性胆囊炎穿
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