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摘要      该研究主要探讨了体外高浓度全反式维甲酸(all-trans retinoic acid, ATRA)对SD大鼠

骺软骨细胞生物学性状和功能的影响以及体内ATRA对SD大鼠胫骨生长板的影响。以SD大鼠骺

软骨细胞为研究对象、ATRA为干预因素, 采用CCK-8、细胞流式术、HE染色、Annexin V-FITC
细胞凋亡流式检测术、Hoechst染色、细胞划痕、Transwell实验分别评估ATRA处理后细胞的增

殖、周期、形态、凋亡及迁移情况, Western blot检测蛋白聚糖、II型胶原、X型胶原等相关功能蛋

白的变化; 以3周雄性SD大鼠为实验对象, 分为对照组、60 mg/kg·d ATRA组、80 mg/kg·d ATRA组, 
进行10天连续ATRA灌胃处理, 测量每只SD大鼠灌胃第1天、第10天的头尾长, 处理10天后对胫骨

生长板进行HE染色。结果表明, ATRA作用SD大鼠骺软骨细胞后, 增殖能力减弱且细胞周期被阻

滞在S期(P<0.01), 细胞形态由三角形、多边形变为长条状, 凋亡的发生增多(P<0.01), 迁移能力受

到抑制(P<0.05)以及Western blot结果显示蛋白聚糖、II型胶原、X型胶原等功能相关蛋白较对照

组表达均明显降低(P<0.01); 对SD大鼠进行ATRA灌胃处理后, 与对照组比较, 60 mg/kg·d ATRA组

和80 mg/kg·d ATRA组的头尾长均变短(P<0.01); 胫骨生长板HE染色显示, ATRA灌胃组的生长板变

窄甚至闭合。该研究证实了体外高浓度ATRA能够对SD大鼠骺软骨细胞的增殖、迁移起抑制作用, 
同时能够诱导凋亡, 降低相关功能蛋白的表达, 在SD大鼠体内证实, 过量ATRA可影响生长板软骨

内成骨过程, 最终使生长板部分或全部提前闭合, 进而影响SD大鼠身长的增长。

关键词      全反式维甲酸; 骺软骨细胞; 生物学行为; 生长发育 

Effects of All-Trans Retinoic Acid on the Biological Behavior and 
Function of Epiphyseal Chondrocytes
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Abstract       This study investigated the effect of high concentration of ATRA （all-trans retinoic acid) in vitro 
on the biological characteristics and function of epiphyseal cartilage cells in SD rats and the effect of ATRA in vivo 中
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on tibia growth plate in SD rats. The epiphyseal chondrocytes of SD rats were studied and ATRA was used as the 
intervention factor. CCK-8, cytometry, HE staining, Annexin V-FITC apoptosis flow cytometry, Hoechst staining, 
cell scratches and Transwell experiment were used to evaluate the cell proliferation, cycle, morphology, apoptosis 
and migration after ATRA treatment. The changes of proteoglycan, collagen-II and collagen-X related functional 
proteins were detected by Western blot. Male SD rats at 3-weeks were divided into control group, 60 mg/kg·d 
ATRA group and 80 mg/kg·d ATRA group for continuous gavage for 10 days. The length of the head and tail of 
each SD rat was measured on the first day and the tenth day of gavage, and the tibia growth plate was stained with 
HE after 10 days of treatment. The results showed that, compared with the control group, the proliferation ability 
was weakened and the cell cycle was blocked in S phase (P<0.01). Compared with the control group, the occur-
rence of apoptosis increased (P<0.01) and the migration ability was inhibited (P<0.05). Western blot results showed 
that the expressions of proteoglycan, collagen-II and collagen-X were significantly lower than those of the control 
group (P<0.01). Compared with the control group, the head and tail length of the ATRA treatment group were all 
shorter (P<0.01). HE staining of tibia growth plate showed that the growth plate in the ATRA gavage group was 
narrowed or even closed. This study confirmed that high concentration of ATRA could inhibit cell proliferation, 
inhibit cell migration, induce cell apoptosis, and reduce the expression of related functional proteins. Excessive 
ATRA has been shown to affect the endochondral osteogenesis of growth plates in SD rats. Finally, ATRA caused 
the epiphyseal plate to be partially or completely closed in advance, thus affecting the growth of body length of SD 
rats.

Keywords        all-trans retinoic acid; biological behavior; epiphyseal chondrocytes; growth and development

骺板, 也被称为生长板, 是儿童所特有的结构, 
也是生长期骨骼的生长发育重要部位。骺软骨细胞

的增殖、肥大、凋亡等一系列事件决定着骨骼纵向

生长潜能[1-3], 当骺板因各种内外因素损伤后, 儿童

成年后的身高将受到影响, 还有可能出现畸形[4-5]。

全反式维甲酸(all-trans retinoic acid, ATRA)是动物

体内维生素A代谢的中间产物, 也是维生素A生物

活性最强的一种存在形式, 在脊椎动物生长、发育

和细胞分化有重要作用。维生素A易于吸收、清

除率低、半衰期长[6], 当其摄入过量将长时间维持

较高血药浓度, 而骨骼则是对维生素A毒性敏感的

组织[7]。

有动物实验证实, ATRA可以破坏肢体软骨的

形态形成[8]; 也有个案显示, 全反式维甲酸在治疗儿

童血液疾病时患儿出现身高停止增长的现象[9]; 那么

ATRA是否是造成身高停止增长的原因之一呢？所

以本实验拟探究体外高浓度ATRA对SD大鼠骺软骨

细胞生物学行为和功能的影响以及在过量ATRA灌

胃后SD大鼠体内胫骨生长板的情况, 以期望提高对

维生素A及ATRA治疗的相关认识, 避免因过量补充

带来的不良影响。

1   材料与方法
1.1   材料

全反式维甲酸(ATRA)购自美国Sigma公司; SD
大鼠骺软骨细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公

司; DMEM-basic(1×) F12培养基、青链霉素、胎

牛血清、0.25%胰蛋白酶均购自美国Gibco公司; 
CCK-8试剂盒购自日本同仁公司; 苏木素‒伊红(he-
matoxylin and eosin, HE)染色试剂盒购自北京雷根

生物技术有限公司; Annexin V-FITC细胞凋亡检测

试剂盒购自北京欣博盛生物科技有限公司; Hoechst 
33342、结晶紫染色剂、Western blot一抗快速封闭液、

SDS-PAGE凝胶配制试剂盒、SDS-PAGE蛋白上样

缓冲液、SDS-PAGE电泳液以及转膜液均购自上海

碧云天生物技术有限公司; PBS、Transwell小室、

DNA含量检测试剂盒(细胞周期)购自北京索来宝科

技有限公司; 兔源蛋白聚糖(aggrecan)抗体购自沈阳

万类生物科技有限公司; 兔源II型胶原(collagen-II)抗
体购自美国Gene Tex公司; 兔源X型胶原(collagen-X)
抗体购自广东正博生物科技有限公司; 鼠源β-actin
抗体、羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗均购自美国Santa 
Cruz Animal Health生物技术公司; 27只3周龄雄性
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Sprague-Dawley大鼠(SD大鼠)购自重庆医科大学实

验动物中心[动物许可号: SYXK(渝)2007-0001]。
1.2   细胞培养

SD大鼠骺软骨细胞培养于DMEM-basic(1×)
F12培养基中, 内含10%胎牛血清及100 U/mL青霉素

和100 μg/mL链霉素, 置于37 °C、5.0% CO2及饱和

湿度的培养箱中培养。

1.3   CCK-8法检测细胞增殖能力

取对数生长期SD大鼠骺软骨细胞, 以5×104个/mL
的密度接种于96孔板, 每孔100 μL, 置于培养箱中

培养24 h后加药。药物终浓度分别为10、20、30、
40 μmol/L, 对照组加入等体积培养基。于12 h、
24 h、36 h、48 h、60 h时每孔加10 μL CCK-8处
理3 h, 然后酶标仪测其450 nm处的吸光度(D)值, 
对照组和实验组均设6个复孔。

1.4   流式细胞术检测细胞周期

取对数生长期的SD大鼠骺软骨细胞, 按6 cm
培养皿底面积30%的密度接种培养48 h后加药, 药
物浓度为30 μmol/L, 对照组加入等体积的完全培养

基放入37 °C孵箱培养24 h; 消化细胞后1 000 r/min
离心3 min, PBS洗涤1次, 1 000 r/min离心3 min收集

细胞, 调整细胞浓度为1×106个/mL, 用70%预冷乙醇

500 μL于4 °C固定细胞24 h; PBS洗1次后加入100 μL 
RNase A溶液重悬细胞, 37 °C水浴30 min; 再加入

400 μL碘化丙啶(propidium iodide, PI)染色液混匀, 4 °C
避光孵育30 min, 最后上流式细胞仪进行检测分析。

1.5   细胞爬片HE染色检测细胞形态变化

取对数生长期的SD大鼠骺软骨细胞, 按24孔板

底面积30%的密度接种, 培养48 h后加药, 药物浓

度为30 μmol/L, 对照组加入等体积的完全培养基

放入37 °C孵箱培养24 h; PBS洗3次, 4%多聚甲醛固

定30 min后PBS洗3次; 苏木素染15 min, 自来水冲洗

1 min, 伊红染8 min后自来水冲洗1 min, 晾干封片。

1.6   Annexin V-FITC和Hoechst法检测细胞凋亡

1.6.1   Annexin V-FITC法检测细胞的凋亡能力      取
对数生长期的SD大鼠骺软骨细胞, 按6 cm培养皿

底面积30%的密度接种, 培养48 h后加含30 μmol/L 
ATRA的完全培养基, 对照组加入等体积的完全培养

基放入37 °C孵箱培养24 h; 消化细胞后1 000 r/min离
心3 min, 用PBS洗涤细胞2次, 用200 μL结合缓冲液

重新悬浮细胞并使其浓度为3×104个/mL; 取200 μL的
细胞悬液加入5 μL Annexin V-FITC, 混匀后室温避光

孵育10 min后加入10 μL浓度为20 μg/mL PI溶液; 混
匀后上流式细胞仪进行检测分析。

1.6.2   Hoechst法检测细胞的凋亡能力      将24孔爬片

置于24孔板内备用; 取对数生长期的SD大鼠骺软骨

细胞, 按24孔板底面积50%的密度接种, 培养24 h后加

含30 μmol/L ATRA的完全培养基, 对照组加入等体积

的完全培养基放入37 °C孵箱培养, 处理24 h后4%多

聚甲醛固定30 min, PBS洗3次, 每孔加200 μL Hoechst 
33342染色剂避光染色15 min; 于载玻片上滴加抗荧

光淬灭剂, 将24孔爬片细胞面盖在上面后荧光显微

镜拍照。

1.7   划痕法和Transwell法检测细胞的迁移能力

1.7.1   划痕法      取对数生长期的SD大鼠骺软骨细

胞, 按6孔板底面积30%的密度接种, 每孔3 mL, 培养

48 h后用移液管尖在每孔底部中间划一窄线, PBS洗
3次后加入终浓度为30 μmol/L的ATRA, 对照组加入

等体积的完全培养基。药物处理0、12、24、36 h后
置细胞培养板于倒置显微镜下观察拍照。

1.7.2   Transwell法      将Transwell小室置于24孔板

内, 消化、离心后计数细胞; 用无血清培养基稀释细

胞, 按3×104个/孔的细胞加入Transwell上室, 同时在

Transwell下室加入含10% FBS的培养基600 μL, 放
入37 °C孵箱培养; 于12 h后将Transwell下室换成含

30 μmol/L ATRA的完全培养基, 对照组加入等体积的

完全培养基, 处理24 h后4%多聚甲醛固定30 min, PBS
洗3次, 每孔加200 μL结晶紫染色20 min, 然后用棉签

擦拭Transwell小室内膜上的细胞, 显微镜下拍照后每

孔加500 μL无水乙醇避光置于摇床上30 min, 最后将

其每孔液体平均加到96孔板内测其570 nm处的吸光

度值。

1.8   Western blot检测相关蛋白表达含量

配制10% SDS-PAGE, 每孔加30 μg蛋白样品; 
使用半干转法电转至PVDF膜, Western blot一抗快速

封闭液室温封闭15 min, 1:500 TBST稀释一抗, 4 °C
过夜; 加入辣根过氧化酶标记山羊抗兔IgG(1:2 000)
稀释, 室温孵育1 h; 滴加化学发光剂(electrochemi-
luminescence, ECL)在显影仪上进行显影。

1.9   测量SD大鼠检测头尾长和生长板变化

1.9.1   测量SD大鼠头尾长      在灌胃第1天和第10天
将对照组、60 mg/kg·d ATRA组、80 mg/kg·d ATRA
组的SD大鼠麻醉, 使其头尾尽量保持在一条直线上, 
用直尺测量头尾长并拍照。
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1.9.2   HE染色检测ATRA处理后SD大鼠生长板厚度

变化      选取27只3周龄雄性SD大鼠, 分为3组(对照

组、60 mg/kg·d ATRA组、80 mg/kg·d ATRA组), 每
组9只, 进行10天连续灌胃处理, 灌胃第10天后取SD
大鼠胫骨上端再浸泡于4 %多聚甲醛中7天, 然后脱

水、包埋、切片、HE染色, 拍照。

1.10   统计学分析

所有实验重复3次, 结果采用SPSS 20统计软件

及GraphPad Prism 6进行分析, 均值以x
_
±s表示, 采取

单因素方差分析和t检验, *P<0.05为差异有显著性, 
**P<0.01为差异有极显著性。

2   结果
2.1   ATRA抑制SD大鼠骺软骨细胞的增殖

取10、20、30、40 μmol/L的ATRA分别处理

SD大鼠骺软骨细胞后, 于12 h、24 h、36 h、48 h、
60 h行CCK8检测, 结果(图1)显示: 随着ATRA处理浓

度的增加, 对细胞增殖抑制作用越明显; 同时随着处

理时间的延长其抑制作用也越明显, 即ATRA对SD大

鼠骺软骨细胞的增殖抑制存在浓度和时间依赖性。

以IC50为ATRA处理骺软骨细胞的中间浓度, 选取大

于IC50的30 μmol/L作为高浓度ATRA进行后续实验。

2.2   高浓度ATRA处理SD大鼠骺软骨细胞使细

胞周期阻滞于S期
采用流式细胞术检测正常大鼠骺软骨细胞和

30 μmol/L ATRA处理24 h的SD大鼠骺软骨细胞的周期

分布(图2)可知, 未经ATRA处理的SD大鼠骺软骨细胞

绝大部分在G1期(94.81%±0.49%), S期(1.35%±0.10%)
细胞较少; 与对照组比较, ATRA处理后的SD大鼠骺

软骨细胞, G1期(89.09%±0.71%)细胞减少(P<0.05), S
期(6.46%±0.43%)细胞增多(P<0.01), 结合CCK-8结果

提示, ATRA处理后细胞周期阻滞于S期。

2.3   高浓度ATRA改变SD大鼠骺软骨细胞的形态

对照组SD大鼠骺软骨细胞和30 μmol/L ATRA
处理24 h的SD大鼠骺软骨细胞进行HE染色后结果

(图3)显示: 对照组骺软骨细胞呈三角形、多角形, 而
ATRA处理的骺软骨细胞形态发生变化, 多呈现长条

状、纤维状。由此可知, ATRA可改变SD大鼠骺软

骨细胞的形态。

2.4   高浓度ATRA诱导SD大鼠骺软骨细胞凋亡

的发生

Annexin V-FITC细胞流式实验结果显示, ATRA以
浓度30 μmol/L处理SD大鼠骺软骨细胞24 h后, 与空

白对照组相比, 处理组的细胞凋亡率(6.53%±1.01%)
高于对照组(2.99%±0.29%), 差异具有统计学意义

(P<0.01)(图4); 进一步Hoechst染色后结果显示, 凋
亡细胞的核固缩呈浓染, 并且有核偏移、碎裂等现

象(图5)。
2.5   高浓度ATRA抑制SD大鼠骺软骨细胞的迁

移作用

SD大鼠骺软骨细胞贴壁生长24 h后, 用1 mL枪
头紧靠直尺进行划痕, 加入30 μmol/L ATRA继续培

养12 h、24 h和36 h后观察细胞的迁移情况。如图6
所示, ATRA处理组细胞较对照组细胞迁移明显减慢, 
Transwell迁移实验结果(图7)显示, 30 μmol/L ATRA
处理组细胞迁移数量较对照组明显减少(P<0.01)。
2.6   Western blot检测aggrecan、collagen-II、col-
lagen-X的表达

Western blot结果表明, 与空白对照组比较, ATRA
以浓度10、20、30 μmol/L作用SD大鼠骺软骨细胞

24 h后, aggrecan、collagen-II、collagen-X的表达较

对照组均降低, 差异具有统计学意义(P<0.05)(图8)。
2.7   ATRA处理后SD大鼠头尾长和生长板的变化

对照组、60 mg/kg·d ATRA组和 80 mg/kg·d 
ATRA组的生存率分别为100%、100%和66.67%, 
80 mg/kg·d ATRA组的生存率降低, 说明80 mg/kg·d 

ATRA已经达到致死量; 如图9所示, 与对照组比较, 
60 mg/kg·d ATRA组和80 mg/kg·d ATRA组的头尾长

均变短(P<0.01); HE结果(图10)显示: 与对照组比较, 

*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with the control group.
图1   各组细胞的增殖能力变化

Fig.1   Cell proliferation rates of different groups
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A: 对照组流式细胞周期图; B: 30 μmol/L ATRA处理组流式细胞周期图; C: 周期分布统计图。

A: flow cycle diagram of control group; B: flow cycle diagram of treatment group with 30 μmol/L ATRA; C: statistical chart of periodic distribution.
图2   SD大鼠骺软骨细胞的细胞周期变化

Fig.2   Changes of epiphyseal cartilage cell cycle in SD rats

A: 对照组细胞形态图; B: 30 μmol/L ATRA处理组细胞形态图。

A: cell morphology of control group; B: cell morphology of treatment group with 30 μmol/L ATRA.
图3   细胞形态变化

Fig.3   Changes in cell morphology
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A: 对照组流式凋亡图; B: 30 μmol/L ATRA处理组流式凋亡图; C: 流式凋亡统计图。**P<0.01。
A: flow diagram of apoptosis in the control group; B: flow diagram of apoptosis in group treated with 30 μmol/L ATRA; C: flow statistics of apoptosis. 

**P<0.01.

图4   流式细胞术检测ATRA对SD大鼠骺软骨细胞凋亡的影响

Fig.4   Effects of ATRA on epiphyseal chondrocyte apoptosis in SD rats with flow cytometry
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A: 对照组Hoechst染色图; B: 30 μmol/L ATRA处理组Hoechst染色图; C: Hoechst染色凋亡统计图。红色箭头所示为凋亡细胞的细胞核; 
**P<0.01。
A: Hoechst staining of control group; B: Hoechst staining of treatment group with 30 μmol/L ATRA; C: Hoechst staining apoptosis statistics. The red 

arrow shows the nucleus of an apoptotic cell; **P<0.01.
图5   Hoechst检测ATRA对SD大鼠骺软骨细胞凋亡的影响

Fig.5   Effects of ATRA on epiphyseal chondrocyte apoptosis in SD rats with hoechst

A~D: 对照组0、12、24、36 h的划痕图; E~H: 30 μmol/L ATRA处理组0、12、24、36 h的划痕图; I: 划痕愈合率统计图。**P<0.01。
A-D: the scratches of the control group at 0, 12, 24 and 36 h; E-H: scratches of 30 mol/L ATRA treatment group at 0, 12, 24 and 36 h; I: statistical chart 
of scratch healing rate. **P<0.01.

图6   ATRA对SD大鼠骺软骨细胞迁移的影响

Fig.6   Effects of ATRA on epiphyseal chondrocyte migration in SD rats
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A: Transwell diagram of control group; B: Transwell transfer diagram of treatment group with 30 μmol/L ATRA; C:Transwell transfer absorbance sta-
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图7   Transwell实验检测细胞的迁移能力

Fig.7   Transwell assay assayed the migration ability of cells

(A) (B) (C)

D
45

0

0.4

0.3

0.2

0.1

0

**

100 µm 100 µm
Con

tro
l

30
 μmol/

L ATRA
中
国
细
胞
生
物
学
学
报



236 · 研究论文 ·

(A) (B)

** ** **
** *

**
**

**

ATRA /µmol·L‒1 

200 kDa

142 kDa

  66 kDa

  43 kDa

Aggrecan

Collagen-II

Collagen-X

Agg
rec

an

Coll
ag

en
-II

Coll
ag

en
-X

β-actin

Control Control

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f p

ro
te

in
s 1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

   0

10 20 30
10 µmol/L ATRA

20 µmol/L ATRA
30 µmol/L ATRA

A: Western blot检测各组细胞蛋白表达; B: A图蛋白表达水平量化图。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较。

A: Western blot detection of protein expression in each group; B: figure A quantitative diagram of protein expression level. *P<0.05, **P<0.01 com-
pared with the control group.

图8   Western blot检测Aggrecan、Collagen-II、Collagen-X的表达

Fig.8   Expression of Aggrecan, Collagen-II, Collagen-X with Western blot

A、B: SD大鼠灌胃第1天和第10天时对照组、60 mg/kg·d ATRA 组、80 mg/kg·dATRA组的大体对比图; C: 头尾长统计图。**P<0.01, 与对照组比较。

A,B: general comparison of the control group, 60 mg/kg·d ATRA group and 80 mg/kg·d ATRA group on the first and 10th day of gavage of SD rats; C: 
head and tail length statistics. **P<0.01 compared with the control group.

图9   SD大鼠头尾长变化

Fig.9   Changes of head and tail length in SD rats
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A~C: 对照组、60 mg/kg.d ATRA组、80 mg/kg.d ATRA组生长板的HE染色图; D~F: A~C黑色方框中放大图。

A-C: HE staining of growth plates of control group, 60 mg/kg·d ATRA group and 80 mg/kg·d ATRA group; D-F: the picture of the black box in A-C.
图10   SD大鼠生长板厚度变化

Fig.10   Growth plate thickness changes in SD rats
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60 mg/kg·d ATRA 灌胃后的SD大鼠胫骨生长板的增

殖带、肥大带均变窄, 而80 mg/kg·d ATRA灌胃后的

SD大鼠胫骨生长板几乎闭合。

3   讨论
随着人们生活水平的不断提高, 维生素A缺乏的

情况在高速发展中的国家已经明显得到改善, 而维生

素A过量的情况却悄然而至[10-12]。从临床使用角度来

看, 目前预防性补充维生素A强化品或鱼肝油(主要成

分是维生素A和维生素D)的现象日益增多[13-15]。国内

外已有过量使用维生素A和维生素A衍生物ATRA影

响骨骼钙磷代谢[16]、下肢关节畸形[17]、脊椎畸形[18]

的报道, 而本研究也验证了过量维生素A与儿童的

身高停止增长存在一定的关系。

身高增长是骨骼的纵向生长的结果, 而骨骼的

纵向生长依赖于生长板内不断地软骨内成骨[19], 骺
板软骨从解剖上分为三带: 静止带、增殖带、肥大

带[20], 骨骼的纵向生长与生长板的总厚度、增殖带

厚度、肥大带厚度有关[21]。增殖带软骨细胞是静止

带软骨细胞经过不断分裂增殖沿骨长轴形成多行并

列的纵行“软骨细胞柱”[22]。在本研究中ATRA处理

SD大鼠骺软骨细胞后细胞周期S期增加, 可能是由

于ATRA影响了细胞周期的正常进程, 使得S期进入

G2期受阻, 进而影响了细胞的增殖能力, 这就提示

ATRA可以降低增殖带厚度。肥大带软骨细胞由增

殖带软骨细胞分化而来, 体积明显增大[23], 对于骨骼

生长发育阶段, 9%生长源于增殖, 32%生长源于基

质合成, 59%源于细胞增大, 所以肥大带软骨细胞分

化是骨骼纵向生长的推动力[24], 而X型胶原是肥大

软骨细胞分化成熟的标志物[25], ATRA可能通过降低

X型胶原表达进而阻碍肥大带软骨细胞的肥大过程

使生长板上的肥大带厚度变窄。ATRA诱导骺软骨

细胞凋亡的发生加速了生长板的骨化速度, 使得生

长板的总厚度、增殖带厚度、肥大带厚度均可受到

影响。有研究发现ATRA可以破坏胎儿腭软骨细胞

的增殖和分化, 这与本研究结果ATRA抑制骺软骨

细胞的增殖、分化, 促进凋亡相一致[26]。细胞迁移

对于细胞和组织的形态发生以及功能修复是必不可

少的[27], ATRA使生长板各带之间的细胞迁移速度减

慢, 可能影响了各带骺软骨细胞发挥其正常功能, 甚
至导致畸形的发生。蛋白聚糖和II型胶原是评价软

骨功能的主要指标, 蛋白聚糖使软骨具有一定的弹

性, 同时维持软骨形状, 承载外来负荷, II型胶原提供

了软骨特有的张力和硬度, ATRA作用于骺软骨细胞

后蛋白聚糖和II型胶原表达的降低导致生长板失去

原有的弹性和硬度, 使得更易发生骨骺骨折, 从而可

能影响骨骼的纵向生长。在SD大鼠体内进行过量

ATRA灌胃后, HE染色的胫骨生长板部分或完全闭

合, 进一步验证了过量ATRA影响身高的增长。

生长激素(growth hormone, GH)和甲状腺激素

(thyroid hormone, TH)是促进骨骼生长最主要两种激

素。研究发现, ATRA可刺激垂体前叶细胞生长激素

基因表达[28], 这与本研究的结果相悖, 可能是由于骨

骼的纵向生长是多因素共同调控的结果, 也有可能

是本实验采用过量ATRA负反馈作用生长激素轴上

而减少生长激素的分泌, 具体机制需要在下一步实

验中进行验证。也有研究发现, 全反式维甲酸可能

影响下丘脑‒垂体‒甲状腺轴, 引起中枢甲状腺功能

的减退[29], 甲状腺分泌甲状腺激素的减少而影响骨

骼的生长, 与本研究相符。

综上所述, 高浓度ATRA对SD大鼠骺软骨细胞

有较强的生长和迁移抑制作用, 并且改变了其细胞

形态和诱导其凋亡的发生。功能蛋白的降低提示, 
ATRA可能会通过对骺软骨细胞的功能抑制继而导

致骨骼的生长发育异常。本研究可以为新药开发和

临床用药提供一些实验依据, 也为儿童日常生活中

长期过度使用含维生素A的保健品和含ATRA的药

品敲响警钟。
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