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·创伤性脑损伤专题·
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【摘要】 目的 探讨一定剂量内毒素（LPS）对大鼠颅骨缺损修复的影响以及阿仑膦酸钠（ALN）在

改善颅骨缺损修复中的作用。方法 将 20 只 SD 雄性大鼠随机分为空白组、对照组、LPS 组与 LPS+ALN

组，建立 LPS 诱导及 LPS 联合 ALN 给药的颅骨缺损修复动物模型。采用显微 CT（Micro-CT）观察大鼠颅

骨修复情况，使用酶联免疫吸附法（ELSIA）检测大鼠血液中白细胞介素1β（IL-1β）、白细胞介素6（IL-6）、

肿瘤坏死因子 α（TNF-α）3 种炎症因子水平，利用苏木精 - 伊红（HE）染色法切片染色观察骨组织结构

和细胞，采用抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）切片染色考察颅骨缺损处处破骨细胞的状态，采用免疫组化

研究骨生长及骨吸收的影响机制。结果 检测因子结果表明，与空白组或对照组比较，LPS 引起红细

胞、血红蛋白及血小板表达水平变化（P ＜ 0.05），而 ALN 给药治疗后 IL-1β（P=0.014）、IL-6（P=0.049）及

TNF-α（P=0.006）炎症因子水平变化，差异均有统计学意义。与空白组相比，Micro-CT 显示对照组、LPS

组及 LPS+ALN 组均发生明显骨吸收，但 LPS 组在第 2 天时发生明显颅骨间吸收，而 ALN 治疗后吸收被

抑制。病理结果显示，LPS 导致破骨细胞的增多，引起骨质丢失和骨结构缺损，颅骨发生明显骨吸收现

象；而LPS+ALN组发生骨吸收较少，46 d时成骨细胞分化的标志物骨钙素和转化生长因子-β表达最少，

修复速度高于其他组。结论 LPS 浸泡会导致一定的骨吸收，不利于大鼠颅骨细胞增殖分化，ALN 治疗

可有效加速骨生成并抑制 LPS 导致的炎症骨吸收，从而改善颅骨的修复效果。
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【Abstract】 Objective To explore the effect of a certain dose of endotoxin， lipopolysaccharide （LPS） on 
skull repair in rats and the role of alendronate sodium （ALN） in improving skull repair. Methods Twenty SD 
male rats were randomly divided into blank， control， LPS and LPS+ALN groups to establish an animal model 
of LPS-induced and LPS-combined ALN for skull defect repair. Microscopic computed tomography （Micro-
CT） was used to observe the skull repair in rats， enzyme-linked immunosorbent assay （ELSIA） was used to 
detect the levels of three inflammatory factors， namely interleukin-1β （IL-1β）， interleukin-6 （IL-6） and tumor 
necrosis factor-α （TNF-α）， in the blood of rats， and hematoxylin-eosin （HE） staining was utilized to observe 
the bone structure and cells. The status of osteoclasts at the skull defect was examined using tartrate resistant 
acid phosphatase （TRAP） staining of sections， and the mechanism of bone growth and bone resorption was 
investigated using immunohistochemistry. Results The results of the tested factors showed that， compared 
with blank group or control group， LPS caused abnormal expression of erythrocytes， hemoglobin， and platelets 
with a statistical difference （P ＜ 0.05）， and there were statistically significant differences in inflammatory factors 
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颅骨缺损是常见的神经外科疾病，主要由车祸

伤、外伤等引起，我国颅骨损伤的发病率约为24.1%［1］。 

临床上，长度超过 5 cm 的骨缺损通常采用自体骨组

织修补，具有改善宿主免疫反应、含存活骨生长细胞

及加速新骨生成等优点，被认为是颅骨修复的“金

标准”［2-4］，但自体回植存在感染、骨吸收、脑肿胀

等并发症［5-6］。朱锡德［7］发现回植手术失败最常见

的原因为术后细菌感染，主要以金黄色葡萄球菌为

主。当骨组织感染后，革兰阴性杆菌的特有成分——

内毒素（lipopolysaccharide， LPS），通过激活巨噬细

胞以释放炎性细胞因子，例如 TNF-α、干扰素 -γ

（interferon-γ，IFN-γ）和 IL-6等［8-10］。孙世荃等［11］ 

将大鼠股骨中段取出并浸泡在 LPS 后回植，发现

LPS 诱导会促进破骨细胞的募集和活化。颅骨的皮

质层较薄，骨松质及骨髓腔较骨密质所占比例更多；

移植的颅骨形状不规则，新生区域骨密度低且骨质

疏松，骨髓腔内破骨细胞活跃，溶解吸收大量骨松

质，而成骨细胞状态活性低下，不能有效地新生骨

质［12］。当回植的颅骨受到细菌感染，炎症因子诱导

大量破骨细胞增殖，引起骨代谢的变化，从而干扰骨

骼修复［13］。因此，在修复炎症引起的骨吸收时，关

键在于如何抑制破骨细胞的生成并促进成骨细胞的

活性，使骨再生作用强于骨质吸收［14］。临床上，常

用抑制骨吸收药物（维生素 D［15］、钙盐［16］等）、促进

骨愈合药物（固醇类激素［17］、甲状旁腺激素［18］等），

以及兼具前 2 种功效的双膦酸盐（bisphosphonates，

BPs）等辅助治疗骨修复。BPs 是一种焦磷酸盐的碳

取代类似物，通过抑制破骨前体细胞向骨表面的迁

移和聚集，使破骨细胞前体细胞与骨组织的黏附过

程被阻断，最终抑制多核细胞的分化和破骨细胞形

成，使新形成的破骨细胞数量减少，促进干细胞的

成骨分化［19-22］。BPs 分为含氮类（nitrogen-containing 

bisphosphonates， NBPs）和不含氮（NON-nitrogen-
containing bisphosphonates，NON-NBPs）两 类，其 中

NBPs 如阿仑膦酸钠（alendronate sodium，ALN）、唑来

膦酸以及利塞膦酸钠等可以提高骨密度，降低骨折

风险，广泛用于临床治疗［23］。有研究发现 ALN 或

唑来膦酸相较于利塞膦酸钠可预防骨质流失［24］。

然而，Karpuz［25］使用5 mg唑来膦酸治疗骨质疏松症，

结果显示，42% 的患者出现急性期反应，并伴有短

期自发恢复性贫血、血小板减少症和严重淋巴细胞

减少等症状。

颅骨的自体回植已有广泛研究，但针对 BPs 用

于治疗回植感染后引起的炎症骨吸收及促骨修复尚

未发现。为避免唑来膦酸与LPS炎症反应症状重合，

选用效果相当的 ALN 作为骨修复药物。ALN 的双

膦酸基团与骨内羟基磷灰石有强亲和力，能进入骨

基质中抑制破骨细胞的活性［26-27］。Dirckx 等［28］研

究发现，ALN 不仅可以抑制破骨细胞活性，还有诱

导成骨的作用。基于此，本研究以大鼠颅骨缺损为

模型，考虑动物存活率，通过低剂量的 LPS 诱导促

炎症因子的释放，验证 ALN 是否可以用于治疗炎症

导致的骨吸收，进一步研究 ALN 对炎症骨吸收修复

的调控机制，为治疗颅骨自体回植的术后修复提供

依据。

一、材料与方法

1. 实验材料与仪器：LPS（湛江博康海洋生物有

限公司）；ALN（大连美仑生物有限公司）；无水乙醇

（AR 级，国药集团化学试剂有限公司）；二甲苯（AR

级，国药集团化学试剂有限公司）；苏木素染液（武

汉塞维尔生物科技有限公司）；伊红染液（合肥博美

生物科技有限责任公司）；盐酸（AR 级，成都市科隆

化学品有限公司）；中性树胶（Biosharp 生物公司）；大

鼠 IL-1β ELISA 试剂盒、大鼠 IL-6 检测试剂盒、大

such as IL-1β （P=0.014）， IL-6 （P=0.049）， and TNF-α （P=0.006） after ALN administration. Compared with 
blank group， Micro-CT showed that significant bone resorption occurred in control group， LPS group， and 
LPS+ALN group， but significant intercranial resorption occurred in LPS group on day 2， while resorption was 
suppressed after ALN treatment. （3） Analyzing the pathological results， LPS led to an increase in osteoclasts， 
causing bone loss and bone structure defects， and significant bone resorption occurred in the skull， while less 
bone resorption occurred in LPS+ALN group， and the markers of osteoclast differentiation， osteocalcin and 
transforming growth factor-β， were least expressed at 46 days， with a higher rate of repair than in the other 
groups. Conclusions LPS immersion triggers bone resorption， which is detrimental to the proliferation and 
differentiation of rat skull osteoblasts， and ALN treatment effectively accelerates osteogenesis and inhibits the 
inflammatory bone resorption caused by LPS， thus improving the skull repair. 

【Key words】 Skull repair； Lipopolysaccharide； Alendronate sodium； Bone resorption； Rat
Fund program： Science and Technology Plan and Cooperation Project between Provincial Colleges and 

Universities of Sichuan Province （2022YFSY0003）
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鼠 TNF-α 检测试剂盒（攸克生命科学技术有限公

司）；兽用全自动血液细胞分析仪（深圳迈瑞生物医

疗电子股份有限公司）； SpectraMAX Plus384 酶标

仪（美谷分子仪器有限公司）；组织包埋机（常州郊区

中威电子仪器厂）；Pannoramic 250 数字切片扫描仪

（3DHISTECH）；Micro-CT（Quantum GX Ⅱ，美国珀金

埃尔默）。

2. 实验大鼠来源及分组：4 周龄的 SD 雄性大

鼠 20 只，体重（150±5）g，由成都市达硕实验动物有

限公司提供。饲养环境为 SPF 级动物房，环境温度

23～25℃，湿度 45%～75%。所有大鼠白天和黑夜

交替 12 h，随意饮水和进食，统一无菌鼠颗粒饲料

喂养。适应性喂养 1 周后，采用随机数字表法分为

空白组、对照组、LPS 组与 LPS+ALN 组，每组 5 只。

本研究已经四川里来思诺实验动物伦理委员会审核

批准（伦理批号：LLSN-2023011）。

3. 实验方法：（1）溶液配置。25℃下，将 LPS 溶

解于无菌 0.9% 氯化钠溶液中，配置浓度为 5 EU/ml

的 LPS 溶液；将 ALN 溶解于无菌 0.9% 氯化钠溶液

中，配置浓度为 10% 的溶液，即用即配。应用剂量

参考孙世荃等［11］、Oliveira 等［27］文献所描述。（2）实

验方法。在实验动物颅骨顶部开创 8 mm 直径圆孔，

骨瓣取出后，不同组别按表 1 分别处理；处理后，回

植骨瓣并缝合头皮。手术后，立即皮下注射青霉素 

（15 mg/kg），此后每 24 小时注射 1 次，持续 3 d，所有

操作在无菌条件下进行。

表1 实验不同分组操作方法

组别 操作方法

空白组 去除骨瓣后，不回植

对照组 取出骨瓣浸泡在 0.9% 氯化钠溶液中 10 min 后直接回

植至颅骨原位

LPS 组 取出骨瓣浸泡在LPS溶液中10 min后回植至颅骨原位

LPS+ALN 组 取出骨瓣浸泡 LPS，30 min 后回植至颅骨原位，每周

ALN 给药 1 次（根据大鼠体重注射，0.7 mg/kg），共计

5 次

  注：LPS 内毒素；ALN 阿仑膦酸钠

4. 血常规及炎症因子检测：将实验组大鼠眼眶采

血，一部分置于肝素钠采血管，检测血常规相关指标。

另一部分血液静置30 min后，离心（3 000 rpm，5 min）

获得大鼠血清，通过ELISA试剂盒检测IL-1β、IL-6
和 TNF-α 炎症因子。

5. 微 计 算 机 断 层 扫 描 技 术（micro computed 

tomography， Micro-CT）：术后第 2、10、19、32 天麻醉

取材，4% 多聚甲醛固定 48 h，通过 CT 以横截面方式

扫描颅骨。通过 CT 内置软件生成样品的三维重建

图像，以评估颅骨修复的影像学表现。

6. 苏木精-伊红（hmatoxylin-eosin， HE）染色法：

取颅骨组织固定于 4% 多聚甲醛 24 h 以上，将组织

从固定液取出置于乙二胺四乙酸（EDTA）脱钙液内

脱钙。将颅骨部位组织修平整经后，于脱水机内

依次梯度酒精进行脱水。固定组织经全自动脱水

机脱水，包埋，切片后如下操作：（1）切片脱蜡水化

二甲苯 / 梯度酒精 / 水分别浸泡；（2）经苏木精染色

10～20 min，自来水冲洗 1～3 min；盐酸酒精分化

5～10 s；自来水冲洗 1～3 min；放入 50℃的温水中

或弱碱性水溶液返蓝，直到出现蓝色为止；自来水

冲洗 1～3 min；放入 85% 的酒精 3～5 min；伊红染色

3～5 min；水洗 3～5 s。（3）梯度酒精脱水，放入二甲

苯中至透明，用中性树胶封固。

7. 抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate-resistant acid 

phosphatase， TRAP）染色：将颅骨组织切片脱蜡水

化后，具体操作如下。（1）染液配制：A 液：0.1 mol/L

醋酸缓冲液 pH 5.0；B 液：4% 亚硝酸钠；副品红溶液：

副品红 2.5 g+ 去离子水 50 ml+ 浓盐酸 7.5 ml。临用

前 B 液与副品红溶液等比例混合；C 液：萘酚 AS-BI

磷酸酯 20 mg+N，N- 二甲基甲酰胺 1 ml 溶解。（2）孵

育 液 配 制：A 液 18 ml+B 液 1 ml+C 液 1 ml 混 匀，用 

1 mmol/L NaOH 或 1 mmol/L 盐酸调 pH 至 5.0，再加酒

石酸钾钠 0.282 g，充分溶解过滤后备用即为 TRAP

孵育液。（3）染色：切片置于 TRAP 孵育液内 37℃孵

育 50 min，镜下观察破骨细胞呈酒红色为止，蒸馏

水漂洗。（4）苏木素染细胞核：切片入 Harris 苏木素

染 3～8 min，水 / 盐酸 / 酒精清洗分化，0.6% 氨水返

蓝，流水冲洗。（5）脱水封片：将切片依次放入二甲

苯 / 梯度酒精 / 水分别清洗脱水至透明，晾干后中性

树胶封片。

8. 统计学方法：所有统计分析均使用 GraphPad 

Prism 8.0.2 软件进行。采用 Shapiro-Wilk 检验进行

正态分布检验，符合正态分布的计量资料以均数±

标准差（x±s）表示，时间变量与多组间比较采用重

复测量方差分析（RM-ANOVA）。以颅骨回植时间为

自变量，以检测因子为因变量，采用单因素回归分

析大鼠颅骨回植后病理情况和 LPS 及 LPS+ALN 对

骨修复的干预影响。P＜0.05为差异有统计学意义。

二、结果

1. 各组模型大鼠在不同的颅骨回植时间下血

常规及炎症因子变化比较：各组模型大鼠在不同
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的颅骨回植时间下白细胞、淋巴细胞、单核细胞

计数比较，差异均无统计学意义（均 P ＞ 0.05）；检

测中，LPS+ALN 组在 10 d时中性粒细水平高于空

白 组，差 异 有 统 计 意 义（95%CI：-6.084～-0.116，

t=6.21，P=0.046），见表2。空白组在 19 d 时红细胞计

数与 LPS 组、LPS+ALN 组比较，差异有统计学意义

［LPS 组（95%CI：-5.922～ -0.244，t=5.60，P=0.041）

及 LPS+ALN 组（95%CI：-3.727～ -0.552，t=5.74，

P=0.019）］；LPS 组 在 10 d 时 血 红 蛋 白 与 空 白 组

（95%CI：4.914～21.750，P=0.018）和对照组（95%CI：
5.197～15.470，t=10.96，P=0.009）比 较，差 异 均 有

统计学意义；ALN 给药治疗后，LPS+ALN 组与对照

组比较差异无统计学意义；19 d 时，LPS+ALN 组较

空白组的血红蛋白值随回植时间变化更大（95%CI： 
-35.410～-2.589，t=4.80，P=0.031）；10 d 时，空白

组与 LPS 组的血小板值差异有统计学意义（95%CI： 
-1 527.000～-358.000，t=11.03，P=0.020）。见表 3。 

血清中炎症因子浓度变化分析，见表4，结果显示，

LPS+ALN组在46 d时的IL-1β水平高于对照组（95%CI： 
-0.041～-0.008，t=6.77，P=0.014）；LPS+ALN组 在 10 d

时 的 IL-6 水 平 低 于 空 白 组（95%CI：0.001～0.229，

t=3.64，P=0.049）；LPS+ALN 组 在 19 d 时 的 TNF-α
水平低于空白组（95%CI：1.476～5.191，t=7.31，P= 

0.006）。

表2 各组模型大鼠在不同的颅骨回植时间下白细胞、淋巴细胞、单核细胞、中性粒细胞变化（×109/L，x±s）

组别 只数
白细胞计数 淋巴细胞计数

2 d 10 d 19 d 46 d 2 d 10 d 19 d 46 d

空白组 5 11.867±1.159 13.200±0.173 10.533±1.358 10.267±2.673 8.967±1.935 9.100±1.100 8.067±0.666 6.300±1.637

对照组 5 11.333±1.986 14.233±1.286 11.967±2.501 9.867±1.950 8.233±2.857 7.633±0.404 6.533±1.358 6.100±0.889

LPS 组 5 10.967±1.848 14.567±3.247 10.533±0.404 9.200±2.982 8.567±0.981 7.467±1.935 7.667±1.106 6.933±2.223

LPS+ALN 组 5 10.880±1.389 14.600±2.787 10.800±1.562 8.400±1.101 7.133±1.629 7.367±1.850 6.400±0.300 5.400±1.035

组别 只数
单核细胞计数 中性粒细胞计数

2 d 10 d 19 d 46 d 2 d 10 d 19 d 46 d

空白组 5 0.233±0.058 0.300±0.100 0.267±0.058 0.267±0.058 2.667±0.751 3.667±0.231 2.200±0.794 3.700±1.058

对照组 5 0.300±0.100 0.467±0.058 0.333±0.058 0.267±0.058 2.800±0.819 6.133±0.850 3.533±1.498 3.500±1.114

LPS 组 5 0.233±0.058 0.433±0.115 0.267±0.058 0.167±0.115 2.167±0.808 3.867±0.751 2.600±0.751 1.800±0.854

LPS+ALN 组 5 0.267±0.058 0.467±0.115 0.300±0.100 0.167±0.058 3.400±0.300 6.767±0.833a 4.100±1.732 2.833±0.058

  注：与空白组比较，aP ＜ 0.05；LPS 内毒素；ALN 阿仑膦酸钠

表3 各组模型大鼠在不同的颅骨回植时间下红细胞、血红蛋白、血小板变化（x±s）

组别 只数
红细胞计数（×1012/L）

2 d 10 d 19 d 46 d

空白组 5 7.990±0.709 7.003±0.129 6.550±0.382 7.673±0.656

对照组 5 8.210±0.226 7.367±0.220 8.453±1.139 7.853±0.257

LPS 组 5 8.013±0.318 7.340±0.139 9.633±0.873a 8.313±0.274

LPS+ALN 组 5 8.453±0.539 7.520±0.195 8.690±0.520a 7.350±0.053

组别 只数
血红蛋白（g/L）

2 d 10 d 19 d 46 d

空白组 5 165.333±6.351 150.667±2.309 143.000±4.359 155.000±16.462

对照组 5 170.000±1.000 147.667±1.528 161.000±18.735 154.667±6.506

LPS 组 5 165.333±11.015 137.333±0.577ab 178.667±26.026 153.333±8.083

LPS+ALN 组 5 174.667±11.930 146.333±5.508 162.000±5.292a 151.667±0.577

组别 只数
血小板计数（×109/L）

2 d 10 d 19 d 46 d

空白组 5 1 051.333±177.430 194.000±11.269 1 048.001±63.269 1 145.000±121.897

对照组 5 1 074.333±413.552 774.333±242.042 1 093.000±293.586 1081.667±154.079

LPS 组 5 1 202.000±92.407 1 136.333±147.555a 1 467.000±238.761 1 338.333±321.298

LPS+ALN 组 5 1 200.667±91.664 903.667±330.697 1 053.667±279.525 1 040.667±11.846

  注：与空白组比较，aP ＜ 0.05；与对照组比较，bP ＜ 0.01；LPS 内毒素；ALN 阿仑膦酸钠



· 165 ·神经疾病与精神卫生 2025 年 3 月 20 日第 25 卷第 3 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， March 20，2025，Vol.25，No.3

2. Micro-CT 分析：俯视的大鼠颅骨实况，见图1。 

空白组仅有少量针状骨结构沿缺损边缘生长，而其

他实验组均发生明显的骨吸收。图 1C 显示，LPS 组

浸泡后颅骨中间位置初期 2 d 时即发生较明显的骨

吸收，而对照组在 32 d 出现，说明 LPS 加速骨吸收

的发生。图 1D 显示 LPS+ALN 组在仅缺损颅骨边

缘处发生骨吸收情况，未发生骨间吸收且整体吸

收情况较弱，进一步证实 ALN 可以抑制 LPS 导致

的骨吸收。进一步分析不同组骨密度，表 5 结果显

示，颅骨回植 2、4 d 时，空白组因颅骨缺失，与另外

3 组模型组骨密度值比较差异有统计意义（均 P ＜ 

0.01）。空白组为新生骨组织较原颅骨骨密度偏

低， LPS+ALN 组与其他组比较，差异无统计学意

义（均 P ＞ 0.05），说明该剂量下 ALN 对骨密度影响

有限。但是LPS组出现明显的先下降后上升，LPS表

现出对骨密度的短期降低作用，ALN给药作用减弱。

表6结果显示，空白组因取出自体颅骨组织，故再

生骨面积及骨体积较低，2、4 d 时骨面积和骨体积

与 LPS+ALN 组比较，差异均有统计学意义［骨面积 

（2 d：95%CI：-209.700～-31.650，t=29.47，P=0.031； 

4 d：95%CI：-217.000～-19.580，t=26.06，P=0.038）；骨

体积（2 d：95%CI：-30.210～-4.551，t=29.46，P=0.031；

4 d：95%CI：-31.280～ -2.793，t=26.01，P=0.038）］。

LPS+ALN 组在 32 d 时骨面积最大，且前期在骨面积

和骨体积的修复中更具有优势，但后期略有下降。

对照组和 LPS 组骨面积和体积先减小后增大，LPS

干扰下骨修复前期速度较对照组更慢。

3. 颅骨组织分析结果：见图 2。将各实验组大

鼠安乐死后分别取出脑和颅骨组织，从显微镜下较

难看出不同治疗组之间的显著区别，这同时也说明

较难从外部观察进行比较是否发生骨吸收。

4. HE 染色分析：见图3。将各实验组大鼠颅骨

切片进行 HE 染色，空白组由于没有进行回植，可以

看到大量结缔组织，但没有看到骨矿化和骨增长，

而对照组骨质大量丢失，没有形成完整骨结构，出

现明显骨吸收现象，仅回植但不作任何干预的情况

下，颅骨的自我修复还是会受到影响。LPS+ALN 组

颅骨恢复效果最好，骨面积大于前面三组，骨组织量

和完整程度更高。图3结果显示，LPS组颅骨出现明

显的骨吸收现象，颅骨外层出现明显骨结构破坏，骨

质丢失和骨结构缺损，颅骨内侧也存在轻微骨吸收，

说明LPS对大鼠颅骨增殖分化具有不利影响。

5. TRAP 染色分析：见图 4。将大鼠颅骨组织

进行 TRAP 染色，结果显示，空白对照组由于颅骨

缺失，可以观察到一定数量的破骨细胞。LPS 组

颅骨修复的未成骨缝隙中含有大量破骨细胞，而

LPS+ALN 组相对较少。

6. 免疫组化分析：见图 5。骨钙素（osteocalcin，

OCN）［19］为成骨细胞的分化标记，转化生长因子 β

（transforming growth factor-β，TGF-β）［20］兼具有促

进成骨细胞分化增殖、刺激骨形成，支持破骨细胞

形成、刺激骨吸收的双重作用，是骨形成和与骨吸

收之间重要的偶联调节因子，实验中选取这 2 个标

志物进行免疫组化分析。从图 5 中 OCN 和 TGF-β
的染色结果中可以发现，颅骨回植过程中成骨细胞

一直在促进骨的形成，但是空白组难以在一定时间

内形成致密的骨组织，长期处于分化增殖状态；对

照组由于未经药物干预，在回植颅骨和头部骨组织

的连接处会发现 OCN 和 TGF-β 大量表达；LPS 组颅

骨缺损处 OCN 和 TGF-β 大量阳性表达，反映了骨

表4 各组模型大鼠在不同的颅骨回植时间下 IL-1β、IL-6、TNF-α 变化比较（pg/ml，x±s）

组别 只数
IL-1β IL-6

2 d 10 d 19 d 46 d 2 d 10 d 19 d 46 d

空白组 5 0.039±0.038 -0.006±0.006 -0.009±0.001 0.085±0.114 0.356±0.152 0.300±0.045 0.341±0.050 0.286±0.041

对照组 5 0.003±0.002 0.006±0.001 0.004±0.018 -0.007±0.003 0.271±0.039 0.202±0.028 0.331±0.072 0.262±0.028

LPS 组 5 0.012±0.017 0.002±0.003 -0.001±0.003 -0.000±0.014 0.257±0.031 0.227±0.058 0.355±0.023 0.325±0.055

LPS+ALN组 5 0.005±0.030 0.003±0.005 0.001±0.015 0.018±0.005a 0.249±0.039 0.185±0.030b 0.328±0.085 0.294±0.011

组别 只数
TNF-α

2 d 10 d 19 d 46 d

空白组 5 9.545±1.403 10.076±4.368 10.707±0.569 13.232±3.433

对照组 5 10.202±2.780 11.465±4.597 7.222±0.885 9.167±3.433

LPS 组 5 10.934±1.819 9.672±1.776 13.737±3.652 9.343±3.878

LPS+ALN组 5 10.530±1.219 11.540±3.868 7.374±0.548c 11.818±1.050

  注：与对照组比较，aP ＜ 0.05；与空白组比较，bP ＜ 0.05，cP ＜ 0.01；LPS 内毒素；ALN 阿仑膦酸钠
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形成对骨吸收之间动态过程；LPS+ALN 组由于恢复

的较快，OCN 和 TGF-β 均表达较少。

讨论 颅骨修复与成骨细胞和破骨细胞的平

衡有关［14］，但是由于骨回植并感染时会产生炎症反

应，而 LPS 会诱导炎症反应加剧，进而加剧骨吸收

的发生，破碎的骨片被炎症细胞包围，因此加入药

物改善骨吸收位置的微环境，促使骨再生解决骨缺

损问题。通过小剂量的 LPS 诱导颅骨组织引起促炎

症因子的释放，增加破骨细胞的生成，首次证明了

ALN 可以抑制 LPS 诱导的破骨细胞的生成以及骨吸

注：黑色曲线表示颅骨截面区域，绿色箭头表示骨修复情况，蓝色箭头表示骨吸收情况； LPS 内毒素；ALN 阿仑膦酸钠； Micro-CT 微计算机断层扫描技术

图1 各实验组 2、10、19、32 d 时大鼠颅骨 Micro-CT 图

表5 各组模型大鼠在不同的颅骨回植时间下骨密度变化（g/cm3，x±s）

组别 只数 2 d 4 d 10 d 24 d 32 d

空白组 5 0.000±0.000 0.000±0.000 0.519±0.100 0.541±0.105 0.693±0.094

对照组 5 0.586±0.110a 0.653±0.072a 0.639±0.084 0.723±0.094 0.600±0.014

LPS 组 5 0.642±0.010a 0.647±0.008a 0.523±0.125 0.737±0.028 0.749±0.027

LPS+ALN 组 5 0.659±0.039a 0.639±0.047a 0.624±0.159 0.717±0.165 0.714±0.035

  注：与空白组比较，aP ＜ 0.001；LPS 内毒素；ALN 阿仑膦酸钠

表6 各组模型大鼠在不同颅骨回植时间下骨面积、骨体积变化（x±s）

组别 只数
骨面积（mm2）

2 d 4 d 10 d 24 d 32 d

空白组 5 - - 0.175±0.007 4.545±3.642 23.370±13.958

对照组 5 98.545±7.729 94.770±35.497 81.575±24.077 202.315±3.415 132.910±70.527

LPS 组 5 107.715±68.285 116.050±76.523 87.075±21.899 136.360±47.800 213.290±31.707

LPS+ALN 组 5 120.695±5.791a 118.300±6.421a 175.395±105.621 192.025±142.447 213.980±45.163

组别 只数
骨体积（mm3）

2 d 4 d 10 d 24 d 32 d

空白组 5 - - 0.021±0.001 0.410±0.325 3.365±2.015

对照组 5 14.190±1.117 13.645±5.112 11.750±3.465 18.210±0.311 11.960±6.350

LPS 组 5 15.510±9.829 16.710±11.017 7.835±1.973 16.865±10.798 19.155±0.587

LPS+ALN 组 5 17.380±0.843a 17.035±0.926a 12.790±2.418 17.285±12.820 19.215±4.593

  注：与空白组比较，aP ＜ 0.05；LPS 内毒素；ALN 阿仑膦酸钠； - 无数据
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注：虚线表示回植颅骨区域；LPS 内毒素；ALN 阿仑膦酸钠

图2 实验 46 d 时各组大鼠脑及颅骨拍照图

注：虚线表示回植颅骨放大区域； LPS 内毒素；ALN 阿仑膦酸钠；HE 苏木精 - 伊红

图3 实验 46 d 时各组模型大鼠颅骨 HE 染色图

注：黑色箭头表示破骨细胞； LPS 内毒素； ALN 阿仑膦酸钠； TRAP 抗酒石酸酸性磷酸酶染色

图4 实验 46 d 时各组模型大鼠颅骨 TRAP 染色图
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收，提高骨生成速度。

Shi 等［29］研究发现 ALN 可以通过干扰 Wnt 信

号通路，有效抑制炎症因子的分泌。白细胞数量计

数由淋巴细胞、单核细胞、中性粒细胞等组成，白细

胞整体数量比例可以反映骨细胞炎症程度［30］。中

性粒细胞通过产生单核细胞趋化蛋白 1 富集单核细

胞，单核细胞进一步分化巨噬细胞，随后巨噬细胞

释放促炎症因子［31］。本研究结果显示，在 10 d 时中

性粒细胞数量及单核细胞异常增多，骨修复处于纤

维骨痂形成及骨性骨痂形成阶段，对应 HE 切片有

真状骨结构形成；LPS 参与下干扰了细胞及分泌细

胞因子的骨愈合调节，而 ALN 有效地弥补了 LPS 对

白细胞生成的抑制作用。红细胞与血红蛋白与很多

临床疾病密切相关，如静脉血栓、镰状细胞贫血症

的骨坏死等［32］，血小板具有促凝血和促进骨组织生

长的作用。进一步发现，LPS会导致大鼠体内血细胞

数量和血红蛋白含量偏高，可能是炎症反应与促炎细

胞因子的表达，抑制蛋白水平的表达和活性氧的生

成［33］。本研究结果显示，空白组的血小板值在10 d

时异常低，但后期恢复正常，可能是血小板假性减

低导致；LPS 组整体较其他组偏高，可能是 LPS 诱导

单核细胞的促凝血蛋白分泌，促凝血活性提高［34］。

IL-1β、IL-6、TNF-α是3种促炎性细胞因子，由

辅助性T细胞、T淋巴细胞、巨噬细胞和树突状细胞

分泌而成，在调节免疫系统中发挥着重要作用［35］。

本实验中，因考虑颅骨回植后大鼠存活率问题，采

用小剂量 LPS 浸泡，对炎症因子的调控较微弱，结

果显示，颅骨缺损面积过大其炎症反应指标 IL-1β、

IL-6、TNF-α 水平更高，而 LPS 诱导后即使长期修

复后，炎症反应仍旧偏高，ALN 灌胃口服后集中存

在与生物体内活性骨重塑的部位，通过影响破骨细

胞皱纹边界的形成和调节细胞骨架的分子途径来抑

制骨吸收［26］。

ALN 主要起诱导成骨作用，参与骨组织的修

复。本研究中 Micro-CT 中发现回植颅骨均发生明

显骨吸收，但 LPS 浸泡后骨吸收更严重，Micro-CT 与

骨面积和骨体积结果一致，LPS 引起的骨吸收导致

前期修复缓慢甚至抑制。有研究推测可能是植入骨

注：棕色区域为阳性表达；虚线表示放大区域；LPS 内毒素；ALN 阿仑膦酸钠

图5 实验 46 d 时各组模型大鼠颅骨免疫组化图
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的吸收来源于破骨细胞，LPS 引起破骨细胞的增殖，

导致骨面积及骨体积前期略下降，而 ALN 给药修复

后回植的颅骨本身未发生骨吸收，同时修复速度加

快［28］。受限于打孔的不规则程度，从长期骨损失修

复上 ALN 有一定促骨生成作用。在组织学染色中，

HE 染色中观察到 LPS 会导致明显的骨吸收并破坏

内部骨结构组织，ALN 可以抑制 LPS 诱导的骨吸收，

提高颅骨修复的完整程度。进一步从破骨细胞生成

发现，ALN 通过抑制破骨细胞的关键酶 - 法呢醇焦

磷酸合成酶从而影响破骨细胞功能，进而影响骨吸

收［35］。结合 OCN 和 TGF-β 的表达说明 LPS 会由于

影响骨形成和骨吸收过程，干扰颅骨修复过程，但

ALN 可以抑制 LPS 的干扰进而加速骨缺损的修复。

颅骨自体回植后出现的细菌感染、骨吸收、脑

肿胀等问题促进了抗骨质疏松类治疗药物的临床使

用，但细菌感染导致的 LPS 增多引起炎症骨吸收是

否可以通过 AIN 等药物抑制尚未有动物实验验证。

本实验通过大鼠颅骨回植建模，利用小剂量的 LPS

诱导一定炎症骨吸收，首次证实 ALN 对其具有一

定的抑制作用以及提高骨修复速度。然而，本研究

存在一定的局限性：LPS 的剂量尚未达到最佳的感

染模型以及细菌感染是否与 LPS 感染症状一致；同

时，在临床使用时由于人体骨组织密度更高，对药

物促修复要求也更高。因此，通过该动物模型验证

结果，后期研究可以增加临界 LPS 感染组以及细菌

感染组，结合 ALN 与生长因子如碱性成纤维细胞生

长因子、血管内皮生长因子等联合治疗修复。此外，

ALN的修复机制及对动物修复时间的研究基础也为

感染型骨损伤的临床治疗提供依据。

综上所述，本实验结果表明，LPS 浸泡会导致

一定的骨吸收，不利于大鼠颅骨增殖分化，而 ALN

给药后颅骨恢复较好，可以促进骨生成以及抑制骨

吸收。本次实验发现骨回植样品浸泡 5 EU/ml LPS

溶液时，观察到中性粒细胞及单核细胞明显低于

LPS+ALN 组，LPS+ALN 比空白组的炎症反应调控更

显著；从病理结果中发现，LPS 会引起骨质丢失和骨

结构缺损，颅骨发生骨吸收现象，同时干扰颅骨回

植修复过程；而给 ALN 药物剂量为 0.7 mg/kg 时，骨

吸收减少，从骨修复角度能够显著降低 LPS 影响，

促进骨结构修复的完整性。
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