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腰椎间盘突出症患者髓核组织中受体相互作用的

丝氨酸苏氨酸激酶 ;表达和临床意义

吴茂聪!王令玲!邓信昌

%南方医科大学附属茂名市人民医院脊柱外科&广东 茂名
P!PQ""

$

!摘要" 目的!探讨腰椎间盘突出症"

823R*- A(LF 'G-)(*.(/)

#

STU

$患者髓核组织中受体相互作用的丝氨酸苏氨酸

激酶
;

%

-GFG0./- ().G-*F.()B 0-/.G() LG-()G .'-G/)()G V()*LGL ;

&

WXHY;

$表达和临床意义' 方法!选取
!Q;=

年
;

月至
!Q;?

年

;

月治疗
$Q

例
STU

患者的髓核组织标本为病例组& 另选取同期行手术治疗
%Q

例腰椎骨折患者的髓核组织为对照

组&分别采用聚合酶链反应"

0/8D3G-*LG F'*() -G*F.(/)

&

H&W

$&

NGL.G-) R8/.

法检测两组患者髓核组织中
WXHY; 3W:4

和

蛋白的表达&采用免疫组织化学染色法检测两组患者髓核组织中
WXHY;

蛋白表达&采用
JSXE4

法检测两组患者髓核

组织中
WXHY;

和
1:@Z!

浓度& 采用单因素方差分析髓核组织中
WXHY;

和肿瘤坏死因子
Z!

"

.23/- )GF-/L(L [*F./-Z!

&

1:@Z!

$浓度与
STU

患者
HG*-FG

分级间的关系&采用
HG*-L/)

分析
WXHY;

与
1:@Z!

浓度间的相关性' 结果!

WXHY;

在

对照组髓核组织中呈弱阳性表达&

WXHY;

蛋白在病例组中呈阳性或强阳性表达' 病例组髓核组织
WXHY; 3W:4

表达

量高于对照组"

!\"9"P

$'病例组髓核组织中
WXHY;

蛋白表达量高于对照组"

!\"9"P

$'病例组髓核组织
WXHY;

浓度高于

对照组"

!]"9";!

$'病例组髓核组织
1:@Z!

浓度显著高于对照组 "

!]"9""<

$'不同
HG*-FG

分级的
STU

患者髓核组织中

WXHY;

和
1:@Z!

浓度存在显著性差异"

!^Q5QP

$&髓核组织中
WXHY;

和
1:@Z!

浓度随着
HG*-FG

分级增加而显著升高'

HG*-L/)

相关分析示
STU

患者髓核组织中
WXHY;

和
1:@Z!

浓度间存在显著正相关"

"]Q5>?;

&

!\Q5QQ;

$' 结论!

STU

患

者椎间盘组织中
WXHY; 3W:4

和蛋白表达水平高于正常的椎间盘组织&随着
HG*-FG

分级增高而升高&其可能是参与

STU

炎性病变的重要因子'

!关键词" 蛋白质丝氨酸苏氨酸激酶( 腰椎间盘突出症( 临床意义
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%

WXHY;

$

() .'G )2F8G2L 0280/L2L /[ 0*.(G).L K(.' 823R*- A(LF 'G-)(*.(/)

%

STU

$

5 D*56-0+

!
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L*3G .(3G *L .'G F/).-/8 B-/205 1'G Ga0-GLL(/) /[ WXHY; 3W:4 *)A 0-/.G() /[ -GFG0./- ().G-*F.(/) KG-G AG.GF.GA RD 0/8Db

3G-*LG F'*() -G*F.(/)

%

H&W

$

*)A NGL.G-) R8/.

&

-GL0GF.(`G8D5 1'G Ga0-GLL(/) /[ WXHY; 0-/.G() () .'G )2F8G2L 0280/L2L KG-G

AG.GF.GA RD (332)/'(L./F'G3(F*8 L.*()()B5 1'G F/)FG).-*.(/)L /[ WXHY; *)A .23/- )GF-/L(L [*F./-Z!

%

1:@Z!

$

() )2F8G2L
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&

1:@Z! () )2F8G2L 0280/L2L

*)A .'G HG*-FG B-*AG /[ STU 0*.(G).L K*L *)*8DcGA RD /)G K*D 4:,745 1'G F/--G8*.(/) RG.KGG) WXHY; *)A 1:@Z! K*L *)*b
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!

WXHY; K*L KG*V8D 0/L(.(`G8D Ga0-GLLGA () )2F8G2L 0280/L2L /[ F/).-/8 B-/20

&

*)A WXHY; 0-/.G()
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!\"5"P

$
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%

!\"5"P
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!]"5""<
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腰椎间盘突出症 !

823;*- <(=> '?-)(*.(/)

"

@AB

#

的发病机制尚未阐明"其中椎间盘营养供应不足$免

疫和炎症反应所致的椎间盘组织学及生化性质改变

是导致
@AB

发生的重要原因%

#

&

' 免疫和炎症细胞在

椎间盘髓核中聚集" 诱导细胞坏死! 凋亡及胶原丢

失"最终导致椎间盘组织营养成分枯竭$纤维环断裂

及髓核组织膨出%

!

&

( 受体相互作用的丝氨酸苏氨酸

激酶
#

!

-?>?0./- ().?-*>.()C 0-/.?() =?-()? .'-?/)()?

D()*=? #

"

EFGHI

)是一种位于
J

号染色体上的
EFGHI

基因编码的酶"属于受体相互作用蛋白!

-?>?0./- ()K

.?-*>.()C 0-/.?()

"

EFG

) 激酶家族的
L

个成员之一 %

%

&

(

EFGHI

是参与核转录因子 !

)2>8?*- .-*)=>-(0.(/) M*>K

./-N!O

"

:PN!O

)"蛋白激酶
O

!

0-/.?() D()*=? O

"

GHO

)

和应激活化蛋白激酶!

=.-?==N*>.(Q*.?< 0-/.?() D()*=?

"

R4GH

)细胞信号途径的关键调节蛋白"其在氧化应

激$ 炎症反应和细胞免疫中发挥调节细胞凋亡和坏

死作用%

$

&

( 最近研究发现
EFGHI

蛋白过表达可促进

软骨细胞凋亡 %

S

&

"提示其可能参与
@AB

的发病过

程( 尽管如此"

@AB

患者椎间盘组织中
EFGHI

表达

及与疾病进展间的关系尚不清楚( 本研究通过检测

@AB

与腰椎骨折患者髓核组织中
EFGHI

表达情况"

探讨
EFGHI

在
@AB

发病过程中的潜在机制(

!

资料与方法

!" !

病例选择

!

I

)纳入
!"IJ

年
I

月至
!"IT

年
I

月"南方医科

大学附属茂名市人民医院脊柱外科收治的
$"

例

@AB

患者髓核组织"为病例组"其中接受髓核摘除

术有
I!

例"经皮椎间孔镜手术有
!T

例( 纳入标准*

行
UEF

检查诊断为腰椎间盘突出症并行手术治疗+

临床病例资料完整( 排除标准* 无手术适应证的患

者+合并免疫性疾病或其他全身疾病的患者( ,

!

)另

选取同期
%"

例行手术治疗的腰椎骨折患者髓核组

织为对照组( 纳入标准*年龄
!IT

岁+患者经
&1

等

影像学检查证实无椎间盘疾病( 本研究征得患者及

医院伦理委员会同意实施(

!" #

一般资料

病例组男
!J

例"女
I$

例"年龄,

$$9!VT9LI

)岁"

病程,

%9"WVI9"!

)年"脱出型
!W

例"突出型
II

例"病

变位于
@

!

"

%

节段的
T

例"

@

%

"

$

节段
!!

例"

@

$

"

S

节段
I"

例(

对照组男
IW

例"女
II

例"年龄,

$S9"WVL9!J

)岁(两组

年龄!性别等一般资料差异无统计学意义(

!" $

仪器与试剂

1:PN" X@FR4

试剂盒购自美国
F)Q(.-/C?)

公

司! 蛋白印迹试剂盒购自武汉博士德生物科技有限

公司!酶标仪购自美国
O(/NE*<

公司!聚氰基丙烯酸

正丁酯,

O&4

)购自美国
R*).* &-2Y

公司!

EFGHI

一抗

购自美国
&?88 R(C)*8()C

公司! 二抗购自上海生工生

物科技有限公司!

ZE1NG&E

引物由上海生工生物工

程有限公司合成(

!" %

组织标本

收集两组髓核组织标本"并保存于
NT"[

冰箱中(

!" &

观察项目与方法

!" &" !

髓核组织中
EFGH#

蛋白免疫组化染色 制

备髓核组织
$ #3

厚切片"经脱蜡-水化和高压抗原

修复后采用
GOR

溶液冲洗
%

次( 将切片滴加
EFGH#

一抗!

#\I""

)在
$ [

条件下过夜"取出玻片经
GOR

溶

液冲洗后加入
S" #8

羊抗兔二抗 !

I\$""

)"

A4O

染液

显色后苏木精复染"显微镜下观察
EFGHI

蛋白在髓

核组织中的表达情况(

!" &" #

髓核组织中
EFGHI 3E:4

表达量测定

!

I

)

E:4

提取* 取腰椎间盘髓核组织标本
T" 3C

于

研钵内"加入液氮后研磨得到均匀组织( 加入
1-(Y/8

后"室温下静置至组织完全裂解"常规离心去除沉淀

后"经纯化得到
E:4

"于
N!" [

储存( !

!

)

E:4

浓度

测定*取样品
E:4 ! #8

"

E1NG&E

法检测
EFGHI 3EK

:4

的相对表达量" 引物序列如下* 上游*

S]&4&N

11^4&144411&&14N%]

+下游*

S]N&1&411^^^^11

&&1& 1N%]

+ 反应条件*

WS [

变性
!" =

!

J" [

退火$延

伸
%$ =

" 共
$"

个循环" 以
^4GAB

为对照"

EFGHI

3E:4

相对表达量采用
!

N$$&.方法进行计算(

!" &" $

髓核组织中
EFGHI

蛋白检测 采用
_?=.?-)

;8/.

法"将椎间盘组织
I"" 3C

研磨"将
S"" #8 ` EFG4

裂解液加入以提取蛋白 "混合匀浆后离心 !

$ [

"

I! a"" - ` 3()

)获取上层透亮液体"

N!" [

冰箱保存待

统一检测( 采用
O&4

法测定蛋白浓度后"上样"浓缩

胶
I!" 7 J" 3()

电泳" 分离胶
T" 7 %" 3()

电泳"随

后转膜至
G7AP

膜上"漂洗
%

次后"用
I"b

脱脂牛奶

封闭"加入
EFGH#

一抗!

#\S66

)$

$ [

孵育
#! '

"经洗

涤后"加入羊抗兔二抗!

#\$66

)"室温孵育
! '

后"

XK

&@

液显影曝光 "

^4GAB

为内参 "

EFGH#

蛋白表达

.(?).= c(.' <(MM?-?). G?*->? >8*==(M(>*.(/)

!

!d696S

)

9 1'? >/)>?).-*.(/) /M EFGH# *)< 1:PN" () )2>8?2= 0280/=2= ()>-?*=?< =(CK

)(M(>*).8e c(.' .'? ()>-?*=? /M G?*->? C-*<?9 G?*-=/) >/--?8*.(/) *)*8e=(= ='/c?< .'*. .'?-? c*= * =(C)(M(>*). 0/=(.(Q? >/--?8*.(/)

;?.c??) EFGH# *)< 1:PN" () )2>8?2= 0280/=2= /M @AB 0*.(?).=

!

"f"5LTI

"

!g"5""I

)

5 '()*+,-.()

*

1'? ?h0-?==(/) 8?Q?8= /M

EFGHI 3E:4 *)< 0-/.?() () .'? ().?-Q?-.?;-*8 <(=> .(==2?= /M @AB 0*.(?).= *-? '(C'?- .'*) .'/=? /M )/-3*8 ().?-Q?-.?;-*8 <(=> .(=K

=2?=

"

*)< ()>-?*=?< c(.' .'? ()>-?*=? /M G?*->? C-*<?

"

c'(>' 3*e ;? *) (30/-.*). M*>./- ()Q/8Q?< () @AB ()M8*33*./-e <(=?*=?5

/0123456 G-/.?() =?-()? .'-?/)()? D()*=?=

+

@23;*- <(=> '?-)(*.(/)

+

&8()(>*8 =(C)(M(>*)>?

%J$

" "
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表
!

两组髓核组织中
"#$%&

和
'()*!

浓度比较

!!

!

!"

"

0; < 38

#

'+,-. /012+34506 07 "#$%& +68 '(9*! :06:;6<3+<4065 46

6=:>;=5 2=>205=5 <455=; ,;<?;;6 <?0 @30=25

!!

!

!"

"

0; < 38

$

表
A BCD

患者髓核组织中
"E$%.

!

'(9 *!

浓度与患者

$;+3:;

分级间的关系%!

!

!"

"

0; < 38

$

'+,-A ";>+<4065F42 ,;<?;;6 <F; :06:;6<3+<406 07 "#$%.

+68 '()*! 46 6=:>;=5 2=>205=5 <455=; 07 BCG 2+<4;6<5 +68

<F; $;+3:; @3+8;

!!

!

!"

"

0; < 38

$

组别 例数
=>?@A 1:BC!

病例组
$D !E5!%FE5$% G!H5!%FA!%5$G

对照组
%D $5!%F!5H% $EH5!$FAAH5%$

#

值
%5!%A $5EHD

$

值
D5DA! D5DDI

J=>

分级 例数
=>?@# 1:BC!

"

级
#! #!5!%FK5$% G!H5!%F#!%5#H

#

级
#H #I5!%F$5$% H!H5KGF#$%5I!

$

级
## %#5!%FH5#! I!H5!$F#K#5KK

%

值
!H5K$D H5#!D

&

值
D5DD# D5D%$

图
.

免疫组化示两组患者髓核组织中

=>?@#

表达!

L*- #DD %3MA66 %3

$

.+-

对

照组
.,-

病例组

)4@-. >332)/'(N./O'P3(N.-Q N'/RPS .'P

PT0-PNN(/) /U =>?@# () )2O8P2N 0280/N2N

.(NN2P /U .R/ ;-/20N

!

L*- #DD %3M#DD %3

$

.+- &/).-/8 ;-/20 .,- &*NP ;-/20

!"

!#

量
V=>?@A

蛋白
< W4?XY

蛋白灰度值"实验经重复

%

次"取平均值&

.- H- I

髓核组织中
=>?@A

和肿瘤坏死因子
C!

!

.2Z

3/- )PO-/N(N U*O./-C!

"

1:BC!

$ 浓度检测 取两组椎

间盘髓核组织经匀浆碾碎后 "

% GDD - < 3()

离心

AD 3()

后取上清液& 严格按照试剂盒说明书步骤操

作"采用酶联免疫吸附法!

[\>]>4

$检测两组髓核组

织中
=>?@A

和
1:BC!

浓度&

&- J- J \XY

严重程度的
J=>

评估 从病例资料中

提取
J=>

结果" 根据
\XY

在
J=> 1!

加权像上结

果" 采用
?P*-OP

分级标准 '

KCH

( 将
\XY

患者分级)

?P*-OP

分
G

级"等级越高"表明椎间盘退变越严重"

正常椎间盘为
&C'

级"退变椎间盘为
"C$

级&

.- K

统计学处理

统计学分析软件为
]?]] !D9D

"定量资料采用均

数
'

标准差%!

!

!"

$表示"方差分析用于多组间的比较"

在有统计学意义的基础上" 采用
\]XC#

检验行两两

比较& 例数
<

百分比%

) <^

$用于表示计数资料"

!

!检

验用于定性资料的比较"

=>?@A

和
1:BC!

浓度间的

关系采用
?P*-N/)

相关分析& 以
&_D9DG

为差异有统

计学意义&

A

结果

A- .

两组髓核组织中
=>?@A

免疫组化结果比较

对照组髓核细胞多为单个髓核细胞%图
A*

$"病

例组中髓核细胞轻度聚集" 呈现双核形态和多核形

态&

=>?@A

在对照组髓核组织中呈弱阳性表达"在病

例组中呈阳性或强阳性表达%图
AL

$&

A- A

两组髓核组织中
=>?@A 3=:4

和
=>?@A

蛋白

表达量比较

病例组髓核组织
=>?@A 3=:4

表达量高于对

照组%

A9G$FD9%$ `N D9G$FD9!!

"

#V$9EHK

"

&_D9DG

$"见图

!

& 病例组髓核组织中
=>?@A

蛋白表达量高于对照

组 %

A9!$FD9!A `N D9$$FD9A!

"

#VG9!HK

"

&_D9DG

$"见图

%C$

&

A- L

两组患者髓核组织匀浆中
=>?@A

和
1:BC!

浓

度比较

病例组髓核组织
=>?@A

浓度高于对照组 %

#V

%9!%A

"

&VD9DA!

$" 病例组髓核组织
1:BC!

浓度显著

高于对照组%

#V$9EHD

"

&VD9DDI

$"见表
A

&

M- N \XY

患者髓核组织中
=>?@A

!

1:BC!

浓度与

?P*-OP

分级间的关系

不同
J=>

分级的
\XY

患者髓核组织中
=>?@A

%

(V!H9K$D

"

&VD9DDA

$和
1:BC!

%

(VH9A!D

"

&VD9D%$

$浓

度存在显著差异"髓核组织中
=>?@A

和
1:BC!

浓度

随着
?P*-OP

分级增加而显著升高"见表
!

&

A- J \XY

患者髓核组织
=>?@A

和
1:BC!

浓度间

的相关性

?P*-N/)

相关分析示
\XY

患者髓核组织中

=>?@A

和
1:BC!

浓度间存在显著正相关 %

)VD9HEA

"

&_D9DDA

$"见图
G

&

%KG

" "
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图
!

两组髓核组织中
;<=># 3;:4

表达水平比较!

!

!?696@

"#$%! &/30*-(A/) /B ;<=># 3;:4 CD0-CAA(/) 8CEC8A /B )2F8C2A 0280/G

A2A .(AA2C HC.ICC) .I/ J-/20A

!

!

!?"9"@

图
&

蛋白印迹实验示两组患者髓核组织中
;<=>K

蛋白的表达

"#$%& LCA.C-) H8/. CD0C-(3C). A'/ICM .'C CD0-CAA(/) /B ;<=>K 0-/.C()

() )2F8C2A 0280/A2A .(AA2C /B .I/ J-/20A

图
'

两组患者髓核组织中
;<=>K

蛋白表达量比较!

!

!?"9"@

"#$%' &/30*-(A/) /B ;<=>K 0-/.C() CD0-CAA(/) () )2F8C2A 0280/A2A .(AG

A2C HC.ICC) .I/ J-/20A

!

!

!?"9"@

图
(

髓核组织中
;<=>K

和
1:NO!

浓度之间的相关性

"#$%( &/--C8*.(/) HC.ICC) .'C F/)FC).-*.(/) /B ;<=>K *)M 1:NO! ()

)2F8C2A 0280/A2A .(AA2C

&

讨论

&% ) ;<=>K

在
PQR

疾病中的研究进展

腰椎间盘由髓核"纤维环及软骨终板组成!腰椎

间盘突出症是中老年腰背疼痛的主要病因! 是常见

的脊柱退行性疾病之一#

S

$

% 腰椎间盘突出症发病机

制存在多种假说!其中以椎间盘营养成分枯竭"生物

力学"自身免疫反应最为受到关注#

T

$

% 研究者普遍认

为炎症"免疫"细胞因子网络和多个信号通路相关蛋

白均参与了
PQR

的发生和进展#

K"

$

%深入研究与
PQR

发生和进展相关的蛋白和分子对理解疾病发生和进

展及开发新的治疗方法尤为重要#

KK

$

%

;<=>K

是细胞凋亡和坏死过程中多个信号通路

中的关键节点调节蛋白! 参与
1/88

样受体&

1P;

'!

1:NO!

! 干扰素和白介素
OK!

信号通路的调节 #

K!

$

%

;<=>K

蛋白表达量增加可激活
F*A0*ACOS

诱导细胞

凋亡!并增强
:NO"U

轻链增强子的活化!促进细胞

凋亡%

;<=>K

在缺血性损伤" 慢性和急性炎症性疾

病"轴突变性"自身炎症"免疫病理及肿瘤组织中均

出现不同程度的表达异常 #

K%

$

!其可能是多种疾病潜

在的治疗靶点%

&% ! ;<=>K

在髓核组织中高表达及可能的调控机制

正常腰椎间盘髓核细胞呈卵圆形! 伴有不规则

软骨陷窝!多核巨细胞及细胞团可见%而退变髓核组

织细胞质可呈空泡状!(网巢状) 结构改变为典型的

PQR

病理改变#

K$

$

% 而腰椎间盘髓核组织中
;<=>K

蛋

白染色更为明显!提示
;<=>K

蛋白参与患者腰椎间

盘组织退变的病理过程%

本研究采用
V1O=&;

"

LCA.C-) H8/.

"免疫组化

%

种方法均发现与正常椎间盘组织相比!

PQR

患者

椎间盘髓核组织中
;<=>K 3;:4

表达水平"蛋白表

达量均显著增高!进一步采用
WP<X4

法发现髓核组

织中
;<=>K

蛋白浓度高于正常椎间盘组织!研究结

果提示
;<=>K

参与了
PQR

的发病过程%

PQR

发病

机制复杂!正常的椎间盘能够承受较大压力负荷!弹

性大"缓冲冲击力强!可应对屈伸"挤压"扭转等外力

作用!而
PQR

患者髓核组织中水分及蛋白多糖量骤

减!降解酶活性升高及胶原类型改变!同时伴有炎症

介质释放!引发腰背痛及神经根受累病变 #

K%

$

%

PQR

炎症和免疫反应涉及多种细胞的坏死" 凋亡和细胞

信号通路的激活#

K%

$

%

;<=>K

在
PQR

患者髓核中增加

;<=>K

浓度&

0J Y 38

'

1
:
N
O
!

浓
度

&

0
J
Y
3
8

'

%ZZ

" "
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的机制尚不清楚!有研究显示
;<=>#

激活和高表达

可激活并参与神经细胞的坏死和凋亡"

#?

#

$ 研究者发

现
;<=>#

高表达可促进体外软骨细胞的凋亡"

#@

#

$

!" ! ;<=>#

浓度与
ABC

患者
=D*-ED

分级相关

=D*-ED

分级 "

@FG

#常用于评估
ABC

髓核退行性变

程度!其是根据脊柱
H;<

成像
1!

加权像将
ABC

髓

核退行性病变分成
?

级!其中
!

!

"

级为正常椎间

盘!

H;<

上表现为色白!均质!髓核与纤维环边界清

晰!

H;<

信号强度高或等于脑脊液! 椎间盘高度正

常!而
#F$

级色黑!非均质!髓核与纤维环边界不清

晰!

H;<

信号强度低于脑脊液!椎间盘高度降低或塌

陷$ 林子丰等"

#G

#报道
=D*-ED

分级用于评估腰椎骨折

椎弓根内固定术后疗效$ 周勇等"

#I

#报道
=D*-ED

分级

可用于评估腰椎后路减压内固定治疗腰椎狭窄症$

本研究发现与正常的椎间盘组织匀浆相比!

ABC

患

者组织匀浆中
;<=>#

蛋白浓度显著增加 ! 同时

1:JF %

也显著增加$发现椎间盘组织中
;<=>#

蛋白

浓度随着
=D*-ED

分级增加而显著增加! 提示
;<=>#

蛋白表达水平可能反映
ABC

患者的严重程度$大量

研究证实
1:JF%

与
ABC

关系密切! 是加速炎症和

免疫反应的一个重要的促炎因子"

#K

#

$

1:JF%

也被发

现可引起早期椎间盘退变! 是椎间盘退变的早期致

病因素$本研究发现在
ABC

患者组织中
;<=>#

蛋白

和
1:JF%

浓度均随着
ABC

严重程度而增加! 且两

者之间存在正相关! 在
ABC

患者中!

;<=>#

是否通

过调节
1:JF%

表达而参与椎间盘突出发病过程尚

需要进一步研究$

综上所述!

ABC

患者椎间盘组织中
;<=># 3;L

:4

和蛋白表达水平高于正常椎间盘组织!随着疾病

分级增高而升高!其可能是参与
ABC

炎性病变的重

要因子!有望成为其潜在治疗靶点$
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