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例)并发现
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基因型与颈椎融合有相关性"
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#!而与腰椎后路横突间植骨融合无相关性"
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位点
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单核苷酸多态性
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型胶原蛋白$

N2--0

V

,</

GU

,

(

0-

U

E0-N2-30-

!

+)J'@!

%是

细胞外基质$尤其是骨组织%的最主要组成成分!该蛋白由
+)>

J'@!

和
+)J'@"

两种基因控制!并编码产生两条
0!

和一条
0"

肽链!由三条肽链组合形成三螺旋结构"当基因突变会导致两

者比例失衡!影响软骨及骨形成"有研究表明由
+)J'@!

合

成的有序排列的胶原纤维数量与其形成骨的强度呈正相关-

!

.
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目前国内外对于
+)J'@!

基因的多态性进行了大量的研究!

结果表明其与骨质疏松-

"

.及成骨功能障碍等关系密切!但综合

各项研究发现对该基因多态性与脊柱融合的关系鲜有报道!本

实验旨在通过对山东半岛地区的脊柱融合患者该基因多态性

的研究!探讨
+)J'@!

基因多态性与脊柱融合之间的关系"
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资料与方法
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一般资料
!

本研究分两组!实验组来源于
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年
!

月至
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年
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月在本院行颈腰椎融合手术的部分患者!临床随访

资料较完整!其中男性
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例!女性
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例!年龄
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岁!平

均
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岁"所有患者均接受
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个月的正规保守治疗!效果不

佳而要求行手术治疗"术前均行颈腰椎正侧位
e

线片'动力

位片及颈腰椎
.?'

检查!临床症状体征及影像学资料均符合

手术标准!其中行颈椎前路椎体次全切除减压自体髂骨植骨融

合钛板内固定
!#"

例!腰椎后路椎板切除减压横突间植骨融合

内固定
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例!并于术后
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个月进行随访!给予颈椎或腰

椎正侧位及伸屈动力位
e

线片检查以确定脊柱融合情况"对

照组来自山东青岛大学附属医院健康查体中心体检者!共取
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名正常人外周血"均获参试者知情同意"
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判断融合与否的标准
!

腰椎后路横突间植骨融合标准采

用
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的标准判断#$
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%确实牢固!双侧'体积大'有小梁结构

的融合骨块&$
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%可能牢固!单侧较大的融合块!对侧融合块较

小&$
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%可能不牢固!双侧小而薄的融合块!伴有明显裂缝&$
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%

确实不牢固!双侧植骨被吸收或双侧融合块有明显假关节"颈

椎前路融合标准#$
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%植骨块与上下椎体间有骨桥形成&$
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%植

骨块组织密度增加或不变&$
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%椎间高度维持&$
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%过伸过屈动

态
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线片示椎间相对运动小于
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"反之则未融合"如难以确

定则根据
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等的标准!融合节段在伸屈动力位上出现大于
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位移及大于
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成角者作为不融合的标准"分别将于术后
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个月内达到脊柱融合标准者定义为快'中'慢组"
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外周静脉血并置于
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提取
!

用
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提取试剂盒$
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%按步骤分别

提取实验组和对照组
6B@

!提取后置于
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冰箱冻存"
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目的基因片段扩增
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变性
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退火
*#4
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!经

*#

个循环!扩增产物经
!:&R

琼脂糖凝胶并
!_M\A

电泳液!

电压
!"#X

!电泳时间
*#53<

"然后经溴化乙锭核酸染料染色!

在紫外凝胶成像系统下拍摄电泳图片!片段长度为
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扩增片段酶切
!
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产物经限制性核酸内切酶
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水浴箱中酶切
!"E

!经
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琼脂糖凝胶电泳并行溴化乙锭核酸染料染色!在紫外凝

胶成像系统下!因该基因
j!$$=P

,

M

单点突变!可见电泳图片

中有
*

种基因型条带#
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,

MM

"
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!

统计学处理
!

应用
(I((!!:&

软件进行统计学分析!实

验数据均采用
&

" 检验及
D0F9

G

>C,3<1,F

V

平衡差异的检验"

以
E

'

#:#&

为差异有统计学意义"
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!

结
!!

果
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基因扩增与酶切
!

用
6B@

提取试剂盒$

C7&*!

%按步骤

分别提取两组的
6B@

!扩增后见明显目的片段!长度为
"$*1

U

$图
!@

%"对目的片段酶切!因该基因
j!$$=P

,

M

单点突变!

可见电泳图片中有
*

种基因型条带#

PP

,

PM

,

MM

$图
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%"

!!

@
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I+?

特异性扩增片段&

\

#特异性酶切电泳图"

图
!

!!

基因扩增与酶切

%:%

!

+)J'@!

基因
j!$$=P

,

M

多态性分布频率
!

见表
!

"本

实验组与对照组均符合
D0F9

G

>C,3<1,F

V

定律!

j!$$=P

,

M

多

态性分布无统计学意义$

Eh#:=8&

%"

表
!

!!

实验组与对照组基因型分布

组别
基因型$

&

%

PP PM MM

E

实验组
%# !!# !#

对照组
%7 !"" !& #:=8&

%:&

!

实验组中
j!$$=P

,

M

多态性与脊柱融合的关系
!

见

表
"

'

*

"结果发现
j!$$=P

,

M

多态性与颈椎前路自体髂骨椎间

植骨融合之间有相关性$

Eh#:##8

%!但与腰椎后路横突间植

骨融合之间无相关性$

Eh#:%*!

%"

表
"

!!

实验组
*

种基因型在颈椎前路自体髂骨椎间

!!!

植骨融合中的分布

组别
基因型$

&

%

PP PM MM

E

快组
!% !" 7

中组
!# "* % #:##8

慢组
& % !"

表
*

!!

实验组
*

种基因型在腰椎后路横突间

!!!

植骨融合中的分布

组别
基因型$

&

%

PP PM MM

E

快组
!" !8 =

中组
!% !8 % #:%*!

慢组
!" = 7

总计
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讨
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论

脊柱融合术是治疗脊柱疾患最常用的手术方法之一!骨性

融合重建脊柱稳定性是此类手术治疗远期疗效的保障!随着内

固定材料的发展和各类手术方式的改进创新!现已完全能够实

现对脊柱稳定的内固定!但是无论术中采用何种内固定系统!

如果术后未能达到有效的骨性融合!均可能出现内固定松动'

移位甚至出现断钉短棒等临床并发症!最终会导致手术节段失

稳"脊柱融合过程复杂!其中的各种机制尚未完全阐明"但可

以肯定的是脊柱融合除了依靠坚强的内固定器械以外!还要依

靠植骨材料及植骨部位共同参与来调控植骨融合部位以达到

完全的骨性融合-

*

.

"

有研究认为!

\.I>"

'

P6L>&

'

+)J'@!

等因子是调节骨生

成和骨诱导的重要因子!同时参与骨融合过程!任何基因的异

常均有可能影响脊柱融合的质量!其中
\.I>"

及
P6L>&

经国

内研究表明其基因突变与脊柱融合存在相关性-

8>&

.

!胶原蛋白

为生物体提供机械支撑!其中
+)J'@!

在骨骼的有机质中的

比例超过了
%#R

!是骨基质中含量最高的蛋白!其主要生理功

能为形成和保持骨架的完整性"

(

型胶原编码区的基因突变

会产生常染色体遗传病即成骨不全症"而现阶段对
+)J'@!

的研究多是关于其与骨质疏松'成骨不全及骨折-

7

.等的关系!

国外报道
+)J'@!

基因内含子
!

的
P

,

M

$

4

U

!

%单基因多态性与

腰椎及股骨颈的骨密度相关-

=>$

.

"

dE0<

V

等-

!#

.发现
+)J'@!

4

U

!MM

基因型的绝经后妇女骨折率是其他基因型的
8:%

倍"

在亚洲地区$中国的大部分地区'韩国及日本%对大量人群的试

验研究尚未发现该多态性位点的基因多态性-

!!>!"

.

"而国内

J3<9

等-

!*

.和
+22Z

等-

!8

.

"##8

年报道
!

例
4

U

!PM

外!尚未发现

该位点突变报道!由此可以推断
+)J'@!

基因
4

U

!

位点多态性

存在地区或种族差异!而在亚洲罕见或不存在"

"##"

年!在西

班牙有
"7&

名绝经妇女接受研究表明!在
+)J'@!

基因的启动

子存在单基因$

j!$$=P

,

M

%多态性!且与腰椎的骨密度之间存

在高度相关性!

MM

基因型者较其他基因型者腰椎密度显著减

少"

"##8

年!在我国湖南对
!"7*

名受试者研究显示!

j

!$$=P

,

M

多态性与股骨颈密度显著相关$

Eh#:#*7

%!

PP

基因

型受试者骨密度较
PM

'

MM

基因型者平均高
":8!R

"现尚未

有涉及
+)J'@!

基因多态性与脊柱融合关系的研究!因其可

调节骨生成和骨诱导!并参与骨融合过程!其基因发生异常改

变可能会影响脊柱融合的质量"

本研究结果显示!

+)J'@!

基因
j!$$=P

,

M

单核苷酸多态

性与脊柱融合之间存在相关性!在实验组与对照组中都存在
j

!$$=P

,

M

单核苷酸多态性的
*

种基因型即
PP

'

PM

'

MM

!但其

在两组中的分布差别无统计学意义$

Eh#:=8&

%!实验组多态

性分布差异与颈椎前路自体髂骨椎间植骨融合有相关性$

Eh

#:##8

%!

PP

基因型占快组的一半!因此
PP

可能是促进颈椎融

*"**
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卷第
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期



合的重要遗传因子"而多态性分布与腰椎后路横突间植骨融

合之间无相关性$

Eh#:%*!

%!因为影响腰椎后路横突间植骨

融合的因素较多!脊柱后外侧横突间融合具有独特的局部微环

境!横突细小!去皮质后对移植物的血液供应小!特别是移植物

的中央部位!需要血管再化生&横突间融合是在椎体旁肌肉间

的大段异位成骨!其融合的机制和所受的力学环境比较复杂!

影响因素较多"

骨融合是一个涉及多因子的复杂过程!包括骨生成'骨诱

导和骨传导三个环节直至在成骨和破骨间达到动态平衡!随着

内固定器械的进步!骨融合率得到了巨大提高!但却依然不能

避免融合失败的发生!据报道!脊柱植骨融合术后!无骨融合率

为
&R

!

*#R

!非优良骨融合率高达
8#R

!因此对影响植骨融

合的影响因子的研究变得尤为重要!本实验通过对
+)J'@!

基因
j!$$=P

,

M

多态性的研究发现!该基因多态性与颈椎前

路自体髂骨椎间植骨融合有相关性!可能是促进脊柱融合的关

键因子"由于该实验仅限于山东半岛地区!病例数量相对不

足!还需要继续加大样本量研究"

目前对于进行脊柱融合的患者而言!选择自体髂骨植骨融

合仍然是临床的常规治疗方法!但基因治疗在国内外研究中日

渐广泛!动物试验研究表明局部基因治疗可以促进脊柱融

合-

!

.

"根据本实验研究结果!可尝试将
+)J'@!

基因
PP

型种

子细胞导入需行融合的脊柱节段的特定解剖部位!以期促进局

部脊柱融合"由于该实验尚未成熟!需要继续进行大规模的临

床研究!基因治疗技术有望成为促进脊柱融合的常规手段"
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