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摘要 利用胫骨近端干骺端骨骺损伤的大鼠动物模型，研究骨桥形成的分子病理机制．通过 Alcian blue染色观察损伤模型的
建立、损伤愈合过程以及骨桥形成情况．采用 Tunel试剂盒原位细胞凋亡检测，了解损伤区及周围细胞凋亡情况．利用免疫
组织化学及原位杂交实验，观察损伤区周围软骨细胞改变，检测损伤区是否有软骨细胞生成，检测 Ihh以及 Ptch1表达阳性
细胞．发现骨骺损伤骨桥形成过程中，完全损伤区中心没有软骨细胞特异的因子 Col2a1和 Col愈以及 Ihh和 Ptch1的表达，
但是完全损伤区和周围正常软骨交界间存在次损伤软骨区，存在软骨细胞凋亡，有 Col愈的表达，Vimentin检测发现，在此
区和周围正常软骨间有正常肥大区软骨细胞异常分化而来的成纤维样细胞并形成软骨外膜样结构，次损伤区和软骨外膜结构

逐渐被骨桥替代，在此过程中软骨外膜样结构存在 Col1a1、Ptch1和 Ihh的表达，提示 Ihh可能参与骨桥形成过程．提出骨
桥形成过程中损伤中心区域存在膜内化骨，边缘区域存在软骨化骨作用机制．
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对于骨骺损伤后骨桥形成机制的研究目前十分

少见，大多数研究围绕在骨桥形成的预防以及形成

后的治疗和临床效果评价上．对于形成骨桥的原

因，早期的研究认为骨桥的发生与位于生长板静止

区的干细胞受损有关[1]，或者是认为它与干骺端基

底膜损伤有关[2]，也有研究认为与骺端、生长板交

接处受损有关[3, 4]． 近期的研究[5]认为骨骺损伤后骨

桥的形成是一种膜内化骨的过程[4]．

对于骨骺损伤诱发的骨桥发生过程中细胞水平

及分子水平机制方面的研究，无疑会为更好地采用

生物学治疗方法预防骨桥的发生及诱导适合的软骨

重建，提供很多有价值的证据．本实验利用胫骨近

端干骺端骨骺损伤的大鼠动物模型，研究骨桥形成

分子病理机制．

1 研究方法

1援1 胫骨近端干骺端骨骺损伤的大鼠动物模型的

建立

6 周 S-D 雄性大鼠，戊巴比妥钠腹腔注射麻
醉．手术操作：取 5 mm皮肤竖直切口，暴露胫骨

近端前内侧，用高速牙科磨钻，2 mm 直径钻头，
在近生长板 5 mm处骨干中间处开窗，再将钻头通
过此窗插入干骺端生长板中间造成骨骺损伤[6]．

1援2 取材及标本处理

实验动物： 24只大鼠单侧胫骨近端骨骺损伤，
右侧损伤侧按照模型损伤，左侧未损伤作为正常

对照．

取材时间点：术后 1，3，7，10，14，28天，
每个时间点 n = 4．

标本处理：保留整个胫骨，所有取材标本经过

4%多聚甲醛过夜固定，0.5 mol/L EDTA脱钙后进
行石蜡包埋，5 滋m厚切片．
1援3 病理组织学、免疫组织化学和原位杂交检测

1援3援1 Alcian blue 染色．形态学观察损伤愈合过
程、骨桥形成．

1援3援2 原位细胞凋亡检测．采用 Tunel试剂盒检测

mailto:orth1@fmmu.edu.cn
mailto:jiqiang@fmmu.edu.cn
http://www.pibb.ac.cn


生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2008; 35 (9)

Fig. 1 Cellular characteristic of chondrocyte within the
sub鄄injury cartilage

(a)～ (d) Alcian blue staining. (a) On day 1 after injury, the chondrocytes
within the sub-injury cartilage ( ) were undistinguishable with the
farside, normal chondrocytes (鄢). (b) On day 3, the chondrocytes within
the sub-injury cartilage ( ) were found dislocated with their cartilage
lacunas. (c) On day 7, the disorganized sub-injury cartilage ( ) began to
degrade and gradually replaced by the future bone-forming cells on day
10 (d). Bar in (a) (also applies to b～d) =100 滋m. Black arrow indicates
the injury direction.

* * * *

* * * *

(a) (b)

(c) (d)

损伤区及周围细胞凋亡情况．

1援3援3 免疫组织化学检测．Col愈：检测周围残留
软骨是否正常表达基质蛋白；Vimentin：肥大区软
骨细胞的标记蛋白，观察损伤区周围肥大区软骨细

胞是否改变．

1援3援4 原位杂交(本实验所有探针均采用 35S标记的
RNA探针)．Col2a1：软骨细胞标记，检测损伤区
是否有软骨细胞生成，确定损伤周边软骨细胞是否

存活；Col1a1：成骨细胞标记，检测损伤区是否有
成骨细胞生成；Ihh：检测 Ihh 表达范围；Ptch1：
检测 Ptc1 表达阳性细胞，损伤区是否有其表达，
及周围未损伤软骨是否正常表达．

2 结 果

2援1 大鼠胫骨组织病理学变化

组织学观察：Alcian blue染色发现，第 1天创
伤形成，炎症发生并伴有大量炎症细胞，第 3天血
肿形成，第 7天血肿机化，富含成纤维细胞样细
胞，第 10天血肿机化继续，2周时骨桥出现，开
始有少量骨桥小梁形成，4周时骨桥重建，成熟骨
小梁并伴有丰富骨髓．

高倍镜下观察发现，在损伤区与正常软骨细胞

间有一次损伤区域，次损伤区和正常软骨细胞间有

一细胞带，有软骨细胞的基本形态但是出现一些异

常，如形态变大，胞核偏移．在损伤毗邻区软骨

中，细胞核已经由于机械力量而离开原有的位置，

而离损伤区较远的部位，位于软骨陷窝中的软骨细

胞看起来很正常．损伤后第 7天，在正常软骨毗邻
次损伤区的位置形成一个明显的膜结构．到骨桥形

成时，膜型结构已经不明显，代替它的是骨组织的

形成(图 1)．
2援2 细胞凋亡检测

在生长板损伤初期，可以看到损伤局部有很多

细胞死亡，而在与创伤毗邻区域的大量软骨细胞也

发生明显的细胞凋亡(创伤区完全红色；次损伤区
有一点蓝色背景，所以看起来有些像紫色的信号；

正常软骨区完全蓝色)．第 3天发现，虽然次损伤
区软骨基质结构完好，没有明显损伤及降解，但是

此区中细胞凋亡仍然明显．随着时间的推移，次损

伤区由于不具备自我更新的能力，从而在后面的阶

段逐渐被周围破骨细胞降解．随着时间推移，凋亡

细胞逐渐减少．当骨桥形成及骨重建发生后，明显

的细胞凋亡很难被检测到(图 2)．

Fig. 2 Chondrocytes in the sub鄄injury cartilage underwent
apoptosis and not express chondrocyte marker Col2a1

(a耀d, TUNEL assay; e耀f, In situ hybridization
using Col2a1 riboprobe)

(a) In the un-injured growth plate cartilage, there were only a few cells in
the chondro-osseous junction showing positive TUNEL signals. (b) The
chondrocytes within the sub-injury cartilage ( ) showed positive
TUNEL signals immediately on day 1 and distinct with farside, normal
chondrocytes (鄢). On the following stages, day 3 (c) and day7 (d), there
still had many sub-injured chondrocytes undergoing apoptosis.
Un-injured chondrocytes expressed Col2a1 as the specific molecular
marker (e). (f～h) Compared to the farside, normal chondrocytes (鄢 ),
the chondrocytes within the sub-injury cartilage ( ) didn蒺t express
Col2a1 on day 1 (f), day3 (g), day 7 (h) and that indicated they were not
functional active. Bar=100 滋m.

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

(g) (h)

* * **

* *

****

**
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Fig. 3 The injured transphyseal cartilage and
the changes of adjacent physeal cartilage

Rat injured growth plate cartilage model was generated on proximal

tibia by a 2-mm dental bur inserted from metaphyseal bone beneath

(a: A , injured tibia, 寅 showing the insertion site; B, un-injured tibia).

The growth plate was interrupted centrally (b and c, section plan and

Alcian blue staining). Compared to the un-injured growth plate cartilage

(d), both the adjacent cartilage ( ) and the farside cartilage (鄢) showed

similar matrix structure indicated by the Collagen-X immunostaining on

day 3 after injury (e). The adjacent cartilage ( ) began to degrade on

day 7(f) and was infiltrated by the bone-forming cells on day 10 (g) and

replaced by the bone bridge gradually on day 14 (h). Bar in (c) =
500 滋m, bar in (d～h) =100 滋m.

A B

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

(g) (h)

**

**
**

**

2援3 免疫组织化学检测

2.3.1 Col愈 (愈型胶原)．
正常肥大软骨细胞区细胞外基质呈现阳性染色

反应，在损伤愈合过程中，与 Alcian blue 染色及
Tunel染色相一致，均可以见到次损伤区软骨逐渐
降解，但是愈型胶原的染色在次损伤区中的表达并
没有改变，仍然呈阳性反应，只是随着时间进展和

骨桥形成，这种坏死组织开始降解而减弱至完全

消失．

作为肥大区软骨细胞的标志蛋白，在损伤区与

正常软骨细胞间检测到，说明该区域软骨外基质完

好．证实在次损伤区虽然有大量的软骨细胞凋亡，

但并不是由软骨基质破坏引起的，猜想可能是该区

域的软骨细胞在创伤发生时力学损伤的结果(图 3).

2.3.2 Vimentin．
未分化间充质细胞和肥大软骨细胞的标记，

Vimentin是细胞骨架成分，位于肥大软骨细胞的细
胞质中，可以让我们清楚地将肥大软骨细胞与增殖

区软骨细胞区分开．另外，在生长板损伤愈合过程

中，从骨髓侵入的未分化间充质细胞也表达

Vimentin蛋白，但细胞形状较小，位于损伤部位，
所以比较容易与肥大区软骨细胞相区分．

损伤后第 3天，在正常软骨组织与次损伤组织
之间有成纤维细胞样细胞形成，鉴于其周围组织完

整，所以它们可能是由软骨细胞异常分化而来．随

着越来越多的软骨细胞异常分化成这种成纤维样细

胞，到损伤后第 7天，在正常软骨毗邻次损伤区的
位置已经形成明显的膜结构，包括很多成纤维样细

胞．到骨桥形成时，膜型结构已经不明显，代替它

的是骨组织的形成．周围组织的完好排除了这种成

纤维状细胞是从骨髓而来．有理由相信，这些成纤

维状细胞可能是成骨细胞或其前体细胞(图 4)．

Fig. 4 Transient presence of the fibroblast鄄like cells
(a) In the un-injured growth plate cartilage, vimentin was expressed
specifically by the hypertrophic chondrocytes. During the bony repair
process, the infiltrated mesenchymal cells were also vimentin positive
[(d) and (e), indicated by black arrow→]. (b) On day 3, the sub- injured
chondrocytes( )didn蒺t express vimentin any more. Interestingly, a few
fibroblast-like cells (indicated by red arrow 寅) came forth between the
sub-injured cartilage ( ) and the normal cartilage (鄢 ). (c) On day 7,
more fibroblast-like cells presented to this region and formed a
perichondrium-like structure. However, this perichondrium-like structure
seemed to disappear gradually from day 10 (d), and replaced by bone
bridge on day 14 (e). Bar=100 滋m.

(b)

(d)

(c)

(e)

****

** **

(a)
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Fig. 5 The perichondrium鄄like tissue expressed Col1a1,
a specific osteoblast marker

The low level expression of Col1a1 (indicated by black arrow → ) in

perichondrium-like tissue between the degraded sub-injured cartilage

( ) and the normal cartilage which expressing Col2a1 (鄢 ) was

detectable from day 7 (a) and became more obvious on day 10 (b). Bar =
100 滋m.

(a) (b)

** **

2援4 原位杂交

2.4.1 Col2a1(域型胶原)．
作为软骨细胞的标志蛋白，采用原位杂交技术

检测次软骨损伤区 Col2a1(域型胶原的基因名称)的
表达．采用 35S(同位素)标记 RNA探针，来检测石
蜡切片中域型胶原的表达，信号为白色的．
在未损伤生长板中，整个软骨板，包括各层软

骨细胞均表达 Col2a1．当损伤发生后，与细胞凋亡
结果相对照，可以发现，每张图的左侧发生细胞凋

亡的软骨细胞和完全损伤区软骨细胞均没有 Col2a1
的表达，而远离损伤局部的正常软骨细胞可以表达

正常的 Col2a1(图 2e～h)．
2.4.2 Col1a1(玉型胶原)．
作为成骨细胞的标志蛋白，采用原位杂交技术

检测次软骨损伤区 Col1a1(玉型胶原的基因名称)的
表达．采用 35S(同位素)标记 RNA探针，来检测石
蜡切片中玉型胶原的表达，信号为黑色的．
生长板损伤后，Col1a1的表达在软骨 -骨交接

处有缺失．损伤后第 7天，在软骨外膜样结构区域
有 Col1a1的低表达，损伤后第 14天，位于该区域
的 Col1a1的低表达逐渐趋强，这表明，有成骨细
胞的逐渐出现，并且随着时间的推移，Col1a1的表
达不仅局限于软骨外膜样组织(图 5)．

2.4.3 Ihh和 Ptch1．在正常生长板中，Ihh由肥大
前区及肥大区软骨细胞分泌，而 Ptch1则在增殖区
软骨细胞及软骨 - 骨交接处表达，这些细胞接受
Ihh信号．生长板刚损伤时，Ptch1 的表达除了在
软骨 -骨交接处缺失外，增殖区软骨细胞并没有明
显改变，损伤后第 3天，在肥大区软骨细胞及成纤

维样细胞有 Ptch1的表达，这表明 Ihh信号可以作
用到毗邻次损伤区的这些细胞，并且激活受体细胞

中的通路，随着时间的推移，Ptch1的表达局限于
软骨外膜样组织(图 6)．

3 讨 论

骨折愈合十分复杂，卷入两种机制：膜内化骨

及软骨内化骨．虽然生长板损伤诱发的骨生长阻滞

是临床骨科所面临的一个难点，有些实验研究试图

在动物模型上探索生长板损伤的治疗方法[6～8]，但

是对于损伤诱导的骨桥发生过程中细胞水平及分子

水平机制方面的研究却很少．

Fig. 6 IHH signaling was involved in the formation
of the perichondrium鄄like tissue

(a), (c), (e), detecting Ihh by in situ hybridization; (b), (d), (f), detecting
Ptch1 by in situ hybridization). In situ hybridizations using Ihh and

Ptch1 probes were carried out on adjacent sections to facilitate the
comparison of their expression patterns. (a), (b) In un-injured growth
plate cartilage, Ihh was expressed in the prehypertrophic and
hypertrophic chondrocytes and Ptch1 was expressed in the proliferating
chondrocytes and chondro-osseous junction cells. (c), (d) On day 3, Ihh
was expressed in the remaining normal chondrocytes (鄢) and the dead,
sub-injured chondrocytes ( ) didn蒺t express Ihh any more (c). Ptch1,
except for the proliferating chondrocytes and chondro-osseous junction
cells, was also expressed between the sub-injured cartilage and the
normal cartilage, where was supposed to form the perichondrium-like
tissue later (d, indicated by the yellow arrow 寅). (e), (f) On day 7, the

Ptch1 expression between the sub-injured cartilage ( ) and normal
cartilage (鄢) was localized the perichondrium-like region (f, indicated
by the yellow arrow寅). Bar=100 滋m.

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

* * * *

* * * *
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有研究通过证明骨桥形成过程中没有软骨细胞

出现，以及侵入损伤区的未分化间充质细胞直接转

变成 Cbfa1阳性的成骨细胞，来验证骨桥形成是通
过膜内化骨的过程[9～11]．软骨内化骨及膜内化骨中

最大的区别虽然是有无软骨细胞的形成，但是目前

新的研究表明，软骨内化骨的本质是软骨外膜组织

中未分化间充质细胞直接转化成成骨细胞，但此分

化过程却需要软骨细胞分泌的各种生长因子的参

与，如 Ihh[11～18]．所以虽然有研究证明在骨桥形成

过程中没有新的软骨细胞产生，但不代表骨桥形成

不受周围软骨细胞分泌的因子影响．

骨骺区域在损伤发生前已有大量成熟的软骨细

胞存在，存在许多与成骨过程有关的因子，损伤后

在邻近区域存在一定数量结构与功能完好的软骨细

胞，因而骨骺损伤的过程可被看作是一种软骨细胞

的死亡或凋亡过程，类似于软骨化骨过程中软骨形

成后过渡过程中的软骨细胞消失．在这一过程中，

软骨细胞损伤后细胞内一些与成骨有关成分释放出

来，可以诱导刺激后续成骨过程．

假设骨骺损伤后，未分化间质细胞、成骨细胞

前体细胞、血细胞等伴随骨髓进入损伤区域，在原

有的各种与成骨有关的因子以及碎裂的软骨细胞释

放出或是从邻近软骨细胞生成后转移来的与成骨相

关的各种因子作用下，出现成骨细胞等一系列变

化，这种成骨过程并不能把它归为单纯的膜内化骨

化过程，可以认为是两种成骨机制共同参与作用的

结果．

我们的研究建立在这种假设基础上，探讨在骨

骺损伤后骨桥形成过程中，邻近的正常软骨细胞在

损伤后是否发生一些变化参与骨桥形成过程，是否

存在各种与成骨有关的因子生成后转移到该区域中

共同作用，进而影响探讨骨桥形成的机制．我们通

过免疫组织化学技术及原位杂交技术，检测骨骺损

伤区域中是否存在由碎裂的软骨细胞释放出或是从

邻近软骨细胞生成后转移到该区域中的与成骨相关

的各种因子，如 Ihh信号通路．
Ihh由肥大前区及肥大区软骨细胞分泌，调节

软骨细胞增殖、分化，还刺激生长板外膜未分化间

充质细胞向成骨细胞分化．在软骨细胞及成骨细胞

中特异性地敲除 Ihh功能的实验证实 Ihh的确参与
软骨内化骨过程中软骨形成及骨形成过程． Ihh基
因剔除的小鼠模型四肢虽然有异常的软骨形成，却

没有骨化过程，而小鼠体内膜内化骨过程却不受影

响，说明长骨骨组织形成过程依赖于软骨细胞分泌

Ihh的作用[14～18]．

Ptch1是 Ihh信号通路受体细胞上的受体蛋白
及下游目标基因，在接受 Ihh 信号的细胞中，
Ptch1 表达上调．由于 Ihh 不参与膜内化骨过程，
所以在膜内化骨过程中未分化间充质细胞/成骨细
胞前体细胞不表达 Ptch1基因，而在软骨化骨过程
中，则刚好相反，成骨细胞前体细胞中 Ptch1基因
表达明显，所以这是区分膜内化骨及软骨内化骨过

程的标志之一[14～18]．

我们发现骨骺完全损伤区的软骨细胞未见生成

Col2a1、Col愈及 Ihh、Ptch1 等特异性因子并且不
能表达其标记蛋白．在生长板损伤过程及其修复过

程中伴有次损伤软骨带的形成及降解，随之骨桥最

后形成．次损伤软骨带的软骨细胞不能表达其标记

蛋白 Col2a1，所以看起来次损伤带中的凋亡细胞也
不能再分泌其他因子参与骨桥形成．但是在组织学

检测及 Vimentin组织化学染色中却发现了介于正
常软骨组织及次损伤软骨带之间有膜样结构形成，

类似于软骨外膜，并随着时间推移逐渐发生骨化．

还发现少量肥大区软骨细胞发生异常增殖并且可能

异常分化到成纤维细胞样细胞，最终在正常软骨细

胞边缘形成一层类似于软骨外膜的组织．Col1a1在
损伤早期出现膜样结构时在此区域有表达，进而表

达增强至出现大量成骨细胞．干骺部生长板损伤后

骨桥形成过程中是否有 Ihh信号参与是证明此过程
是否有软骨内化骨机制参与的最有力证据．骨桥形

成区域的确有 Ptch1的表达，这说明由损伤区邻近
肥大前区、肥大区软骨细胞分泌的 Ihh可以扩散至
损伤区域，诱导受体细胞表达 Ptch1，促进骨桥
形成．

根据本实验结果，我们提出骨桥形成过程是两

种骨形成机制共同参与作用的结果，除了完全损伤

区中形成的骨桥是通过骨髓源性的骨前体细胞聚集

发生的膜内化骨过程外，次损伤软骨带的骨桥形成

是通过软骨源性介导的软骨内化骨过程．但是损伤

区和次损伤软骨带之间的关系还需要进一步的

研究．
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to the injury site are still unclear. The purpose of this investigation was to understand the molecular mechanisms of
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involved in the formation of the transient perichondrium-like structure between the sub-injury cartilage and normal
cartilage, and partially contribute to the bony bridge formation. Investigating the underlying cellular and molecular
changes after the transphyseal injury will contribute us to explore a prevention treatment in the future clinic.
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