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椎间盘纤维环中糖胺多糖的实验研究
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　　【摘要】　目的 　研究正常和退变腰椎间盘纤维环中糖胺多糖 ( GA G) 含量及其主要成份百分组成 ,

探讨椎间盘退变的发生机理。方法 　对 34 个正常纤维环和 35 个椎间盘突出症纤维环标本中 GA G含

量进行测定 ,并用醋酸纤维素膜电泳和光密度扫描的方法对 GA G主要成份百分组成进行测定。结果 　

正常纤维环 GA G含量为 4117 ±0194 g/ 100 g ,退变纤维环 GA G含量为 3157 ±0198 g/ 100 g ,低于正常

组 ( P < 0105) ;退变组 GA G中硫酸软骨素 (CS)百分值低于正常组 ( P < 0105) ;而其透明质酸 ( HA) 和硫

酸角质 ( KS)高于正常组 ( P < 0105) 。结论 　椎间盘纤维环中 GA G含量下降 ,是引起纤维环胶原纤维稳

定性降低 ,影响纤维环板层滑动 ,导致椎间盘退变、突出症发生的重要原因之一。退变纤维环 GA G含量

下降由其主要成分 CS含量下降所致。
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　　【Abstract】　Objective 　To study the glycosaminoglycan ( GA G) content and its percentage composition

in annuli fibrosus of normal and degenerated intervertebral disci ,and to discuss the pathogenesis of degenera2
tion of intervertebral disc1Methods 　The GA G content and its percentage composition were determined in 34

specimens of normal annulus fibrosus(from autopsy specimens of patients of cerebral injury and in 35 degener2
ated specimens of annulus fibrosus1Celluloseacetate membrane electrophoresis and optical density scanning were

used in this experiment1Results 　The GA G content in normal group was higher than those in degenerated

group ( P < 0105) ; The percentage composition of chondroitin sulfate (CS) in the degenerated group was lower

than that in the normal group ( P < 0105) ; The percentage composition of hyaluronic acid ( HA) and keratin sul2
fate ( KS) was higher than that in the normal group ( P < 0105) 1Conclusion 　The decrease of GA G content in

annuli fibrosus plays an important role in the decrease of stability of collagenous fibers1It also affects sliding of

annuli fibrosus lamella and leads to the degeneration and herniation of intervertebral disc1The decrease of GA G

content in the degenerated annuli fibrosus is mainly caused by the decrease of CS1
　　【Key Words】　Glycosaminoglycan 　Intervertebral disc displacement ,lumbar 　Pathology 　Hyaluronic

acid 　Keratosulfate

　　本文采用蛋白多糖分解后的提取物 ———糖胺多

糖 ( Glycosaminoglycan , GA G)生化测定分析方法[1 ]对

正常纤维环和椎间盘突出症纤维环标本进行了研

究。

1 　材料和方法

111 　取材 　正常纤维环标本取自 7 例急性脑外伤

患者 ,范围 L1～S1 ,共 34 个标本 ,均为男性 ,平均年

龄 2619 岁 (21～34 岁) ;退变纤维环标本取自 29 例

腰椎间盘突出症手术患者 ,范围 L3～S1 共 35 个 ,男

性 20 例 ,女性 9 例 ,平均年龄 2714 岁 (20～34 岁) 。

标本取出后用 0 ℃生理盐水洗去表层血液 ,小玻璃

瓶中密封 - 30 ℃短期保存。

112 　匀浆制备 　切取少许纤维环标本 ,称取每份标

本用量 ;切碎后加入 011 MNaOH115 ml ,在冰水槽中

用匀浆器制成乳白色匀浆 ;加入 011 MHCl 调至中

性 ,加入 2 %NaN3 两滴。

113 　GA G提取 　在各试管中加入胰蛋白酶 1 mg/

ml ,混匀后 37 ℃保存 24h ;加入 60 %三氯醋酸至终浓

度为 10 % ,混匀后放置 24 h ;以 14000 r/ min 离心 20

min ,留上清液 ,加入 4 倍体积无水乙醇 ,放置 48 h 出
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现白色絮状沉淀 ;以 14000 r/ min 离心 20 min ,弃上

清液 ,沉淀溶于 1 ml 蒸馏水中即得 GA G溶液。

114 　GA G含量测定 　取 GA G溶液 011 ml (标准管

中取 1 mg/ ml 氨基半乳糖 011 ml) ,以 6 MHCl 水解

GA G游离出氨基己糖 ;加入乙酰丙酮 1015 ml ,90 ℃

水浴 30 min ,使氨基己糖生成吡咯衍生物 ;冷却后加

入 95 %乙醇 215 ml ,混匀后放置 20 min ,加入对二甲

氨基苯甲醛混匀后显红色 ,10 分钟内用 530 nm 分光

光度计测定吸光值 OD。纤维环 GA G含量 = (样本

管 OD 值/ 标准管 OD 值) ×1 ×011 ×(沉淀物稀释倍

数/ 样本用量) (单位 :g/ 100 g 湿重纤维环) 。

115 　GA G成份分析 　GA G为多聚阴离子 ,主要成

份有透明质酸 ( hyaluronic acid , HA ) 、硫酸角质

(karatin sulfate , KS) 和硫酸软骨素 (chondroitin sul2
fate ,CS)等。本实验标准品和样本 GA G点样经醋酸

纤维素膜吡啶甲酸缓冲液电泳 , 8 V/ cm ,通电 60

min ,取出后用阿利新蓝染色 ,经过脱色液 10 min、20

min、40 min 脱色后烘干 ,用岛津2930 荧光密度仪扫

描 ,自动积分记录各区带相对百分值 ,得到 GA G 主

要成份相对百分值。

116 　统计学处理 　电泳扫描图上由 GA G点样端向

阳极端多呈 HA、KS、CS 三条区带 ;但有的只有两条

区带 ,为 KS 不明显 ;有的有四条区带 ,为 CS 分为 42
CS 和 62CS 之故。为便于统计分析 ,考虑 KS 区带不

明显或 KS 和 HA 区带未完全分开 ,本文将 HA + KS

百分值之和作为一组数据进行处理。计算正常组和

退变组的 GA G、CS 和 HA + KS 共六组数据的均数加

减标准误 ,并对正常组和退变组数据之间存在的差

异是否有显著性 ,作 t 检验。

2 　结果

211 　纤维环 GA G含量 (单位 :g/ 100 g 湿重纤维环)

　正常组含量为 4117 ±0194 ;退变组含量为 3157 ±

0198 ,低于正常组 ,差异有显著性 ( P < 0105) 。

212 　纤维环 GA G主要成份分析 (单位 : %) 　正常

组 CS 百分值为 7216 ±1513 ;退变组 CS 百分值为

5719 ±1310 ,低于正常组 ,差异有显著性 ( P < 0105) 。

正常组 HA + KS 百分值为 2712 ±1313 ;退变组 HA

+ KS 百分值为 4210 ±1219 ,高于正常组 ,差异有显

著性 ( P < 0105) 。

3 　讨论

　　正常椎间盘纤维环中 ,水含量占 60 %～70 % ,胶

原蛋白占其干重的 60 % ,蛋白多糖占干重的 20 % ,其

余为少量的弹性蛋白、年龄色素[2 ] 。GA G糖链与纤

维环中胶原纤维直接连接 ,使胶原纤维更加稳定[3 ] ;

同时蛋白多糖在纤维环板层间沉积 ,其 GA G糖链与

水结合 ,使纤维板层之间具有粘性 ,当脊柱在伸屈等

运动过程中有利于纤维环板层间的滑动[4 ] 。椎间盘

纤维环 GA G含量的下降 ,会影响纤维环中胶原纤维

的稳定性和纤维板层间的滑动 ,加剧纤维环退变进

程 ,进一步诱发椎间盘突出。

根据 GA G不同成分所带电荷的不同 ,电泳时迁

移率也就不同 ,在实验中可将 GA G分离。椎间盘纤

维环中蛋白多糖水解出的 GA G 糖链 ,主要有 CS、

KS、HA 和少量的硫酸肤质 (DS) 。椎间盘中大多数

细胞 (约 60 %)能产生 CS、KS 等 GA G成份[5 ] 。本实

验结果发现 :退变组 GA G 含量较正常组下降的同

时 ,其 GA G中的 CS 百分值也较正常组下降 ,而退变

组 HA + KS 百分值较正常组上升。纤维环中 GA G

主要成份以 CS 占绝大多数 ,因此退变纤维环中

GA G含量下降由 CS 含量下降所致。椎间盘纤维环

主要基质成份中 ,以 GA G含量与其中水含量直接相

关 ,而 GA G 不同主要成份中 CS 与水的亲和力最

强[6 ] 。随年龄增长而逐渐加剧的椎间盘退变过程

中 ,虽然 HA + KS 随年龄增长而增加 ,但是不足以补

偿其中 CS 含量的下降 ,从而引起椎间盘纤维环中

GA G含量和水含量下降[4 ] 。国外有关椎间盘 GA G

主要成份 HA + KS 的实验研究结果有较大的差异 ,

可能与实验取材部位、方法的差异、实验误差有关。

有实验研究发现 ,椎间盘退变时首先是 GA G和水丢

失 ,早期可刺激组织修复 ,当退变程度加重时这种修

复不易进行 ,纤维环和髓核变性[7 ] 。

当压力、扭转外力作用于脊柱时 ,先作用于椎间

盘软骨终板 ,再经过凝胶状髓核均匀地传递到纤维

环 ,纤维环的作用为抗张力、保持椎间盘髓核容积、

限制椎体间运动、维持椎体骨与韧带间解剖关系的

稳定[8 ] 。GA G含量和水含量减少会影响椎间盘纤维

环生物力学性能 ,在退变的基础上易于破裂 ,引起椎

间盘髓核突出。

总之 ,椎间盘纤维环中 GA G含量 (主要是 CS 含

量)下降 ,是引起胶原纤维稳定性降低、影响纤维环

板层滑动、导致椎间盘组织退变、椎间盘突出的重要

原因之一。
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·手法介绍·

手法复位治疗股骨粗隆间骨折 152 例

邬强 　杨宗显 　赵泰晟 　何年东
(成都军区八一骨科医院 ,四川 　成都 610011)

　　我院自 1988 年 5 月～1995 年 2 月 ,运用拉旋挤靠瞬间

复位法治疗股骨粗隆间骨折 152 例 ,疗效满意 ,现报告如下。

1 　临床资料

　　本组 152 例中男 80 例 ,女 72 例 ;年龄 22～92 岁 ;左侧 87

例 ,右侧 65 例 ;受伤至就诊时间半小时至 6 天。跌伤 106 例 ,

交通事故 31 例 ,高处坠下 9 例 ,其它损伤 6 例。骨折类型 :按

天津医院骨科分类法 Ⅰ型 (顺粗隆间型) 42 例 , Ⅱ型 (顺粗隆

间粉碎型) 89 例 , Ⅲ型 (反粗隆间型) 8 例 , Ⅳ型 (粗隆下型) 13

例。

2 　治疗方法

211 　整复方法 (以左侧为例) 　患者仰卧 ,近端助手双手按住

患者骨盆两侧髂嵴固定 ,远端助手的右手扶住患者左侧�窝

及膝外侧 ,左手握住左内踝及后踝。术者立于患者左侧 ,左手

由内侧握住骨折远端小粗隆部 ,右手由外侧扶住骨折近端大

粗隆部。远端助手使患者左下肢屈髋屈膝并外展外旋 ,然后

内收内旋顺势牵引左下肢向下 ,与此同时 ,术者左手卡靠小粗

隆 ,右手向下推挤大粗隆并内旋患肢 ,远端助手将患肢拉直放

平 ,左下肢置于外展中立位 ,测量双侧髂前上棘至内踝尖等

长 ,左下肢不外旋 ,则复位成功。

212 　固定方法 　给予患肢水平皮牵引 ,重量 4～5 kg ,皮肤对

胶布过敏者改用泡沫套牵引。患髋外敷活血化瘀、消肿止痛

药物 ,用绷带由外向内缠绕 ,经胯部到腰部作单髋人字包扎几

圈 ,用一小弧形压垫 ,上方剪成弯月形 ,内垫棉垫 ,抵住小粗

隆 ,再用一大椭圆形压垫放置股骨大粗隆外侧 ,用胶布粘贴。

外用股骨小夹板 (外侧板上至髂嵴 ,下至股骨外髁上 3 cm ;内

侧板上至耻骨 ,下至股骨内髁上 3 cm ;前侧板上至腹股沟 ,下

至髌骨上 3 cm ;后侧板上至臀横纹 ,下至�窝上 3 cm) ,用系

带、绷带包扎固定。嘱患者做踝、趾关节的背伸跖屈活动及股

四头肌静力性功能锻炼 ,患肢置于外展中立位。每周换药 3

次。2 周后皮牵引重量减为 2 kg ,4 周后去除皮牵引 ,6 周后

带夹板扶双拐患肢不负重下地行走锻炼 ,待骨折临床愈合后

去除夹板渐次负重直至弃拐行走。

3 　治疗结果

本组 152 例均获临床随访及 X片复查 ,随访时间为 13～

80 个月 ,平均 46 月 ,全部获骨性愈合 ,无延迟愈合或不愈合 ,

临床愈合时间为 4～9 周 ,平均 718 周 ,后遗髋内翻 (颈干角在

115°～125°之间) 11 例 ,其中 9 例合并肢体短缩 (115～2 cm) ,

此 11 例均属不稳定骨折 ,年龄在 85 岁以上 ,计顺粗隆间粉碎

型 9 例 ,反粗隆间型 1 例 ,粗隆下型 1 例。除 8 例轻度跛行

外 ,髋膝关节功能基本恢复正常。

4 　讨论

　　由于患者多系高龄老人 ,本身有诸多内科疾病 ,对疼痛的

耐受性差。因此手法复位前一定要详细询问病人的既往史 ,

仔细进行体格检查 ,给予心电图检查 ,以免患者复位时出现疼

痛性休克以及继发心肌梗塞而死亡。运用何氏骨科的“骨折

瞬间复位法”,[1 ]以瞬间复位达到准确的整复 ,既减轻了患者

的痛苦 ,又促进了骨折的愈合 ,有利于关节功能的提前恢复。

对于骨折远端向前移位的患者 ,复位时屈髋屈膝的角度应小

些 ,以免造成骨折近端向前移位。

无移位的股骨粗隆间骨折或有移位的股骨粗隆间骨折复

位后 ,采用何氏骨科联合夹缚固定术 ,用夹板、压垫、绷带、胶

布、皮牵引外固定。在股骨粗隆间骨折整复后的固定中 ,夹板

起着主要的固定作用 ,夹板的侧方压应力对骨折进行有效的

固定 ,能矫正或控制骨折的旋转成角移位 ,使断端接触紧密 ,

有利于骨痂的生长 ,促进骨折的愈合。两块压垫面积大 ,无特

殊作用力方向 ,是使夹板在局部压应力增加 ,在一定程度上可

矫正侧方移位 ,起辅助夹板的作用。绷带增加夹板的环周约

束力 ,皮牵引保持轴向位置相对稳定 ,对抗内收肌和髂腰肌的

紧张和回缩 ,防止骨折远端向内向上移位和髋内翻的发生。

胶布固定压垫 ,起次要作用。患肢固定于外展中立位。患者

皮牵引和卧床时间较短 ,有利于预防合并症及髋膝关节功能

的恢复。
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