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·技术与方法·

兔退变椎间盘纤维环及髓核组织中的ＰＧ、ＭＭＰ３、

ＴＩＭＰ２表达变化及意义

刘　林，骆文远，张　超，宋玉鑫，舍　炜

（甘肃省人民医院骨二科，兰州７３００００）

　　摘　要：目的　观察兔退变椎间盘纤维环和髓核组织中蛋白多糖（ＰＧ）、基质金属蛋白酶３（ＭＭＰ３）、基质金属蛋白酶组织抑

制因子２（ＴＩＭＰ２）的表达，并探讨其意义。方法　新西兰大白兔４２只，直立位下建立椎间盘退变模型，均分为实验组和对照组。

两组分别于建模后４、８、１２周各取７只动物，取Ｌ４～５椎间盘组织采用高碘酸希夫（ＰＡＳ）染色检测髓核与纤维环组织中的ＰＧ，以

灰度值表示其相对表达量；免疫组化ＳＰ法检测椎间盘纤维环和髓核组织中的 ＭＭＰ３及ＴＩＭＰ２，以平均光密度值（ＭＯＤ）表示

其相对表达量。结果　实验组、对照组建模４、８、１２周髓核组织中ＰＧ灰度值均高于纤维环组织（犘＜０．０５）；两组建模１２周时纤

维环、髓核ＰＧ灰度值均高于８周时，且建模８周时髓核ＰＧ灰度值高于４周时（犘＜０．０５）。随着建模时间的延长，实验组中

ＭＭＰ３和ＴＩＭＰ２的相对表达量均增加明显。髓核中，对照组及实验组同一时间点 ＭＭＰ３的平均 ＭＯＤ值明显高于ＴＩＭＰ２。

实验组纤维环中ＴＩＭＰ２较 ＭＭＰ３表达变化明显。结论　椎间盘退变过程中髓核中ＰＧ的含量变化早于纤维环，通过对 ＭＭＰ

３／ＴＩＭＰ２在椎间盘退变中所起作用的研究结合髓核ＰＧ的变化可能会对临床诊断、基因治疗和组织工程技术的应用有一定帮

助。而且对 ＭＭＰｓ和ＴＩＭＰｓ的表达水平的调节来控制椎间盘基质代谢的平衡，可能会成为治疗椎间盘退变的新方向。
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　　近年来研究发现，椎间盘基质的分解是椎间盘退变的一个

主要特征，其中基质、胶原、蛋白多糖等是椎间盘的重要组成成

分，并被椎间盘细胞产生的酶所降解。这些降解酶中最主要的

是基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）。其作用可表现为以下两个方面：

翻译后对蛋白水解酶活性进行调节；激活酶类，通过和基质金

属蛋白酶组织抑制因子（ＴＩＭＰｓ）结合，进一步对 ＭＭＰｓ进行

调节［３］。但是，ＭＭＰｓ及ＴＩＭＰｓ对椎间盘退变的影响尚不清

楚。本实验拟在建立兔椎间盘退变模型的基础上，观察退变椎

间盘组织纤维环和髓核中蛋白多糖（ＰＧ）、ＭＭＰ３和ＴＩＭＰ２

的表达变化。
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１　材料与方法

１．１　实验动物　６月龄普通级新西兰大白兔４２只（影像学检

查排除椎体先天性畸形和椎间盘病变），体质量（２．５±０．５）ｋｇ，

雌雄不限，分为实验组和对照组，各２１只。选择直径１１０ｍｍ、

长７０ｃｍ的ＰＶＣ管，将实验动物固定在ＰＶＣ管中，实验组将

ＰＶＣ管直立，对照组将ＰＶＣ管平放。将动物在管中连续固定

５ｈ／ｄ，建立椎间盘退变模型。经Ｘ线检查实验动物脊柱发生

退变，证实建模成功。分别于建模后４、８、１２周各取７只动物

的Ｌ４～５椎间盘组织。１０％甲醛溶液固定２４ｈ，经脱钙、脱水处

理后，行矢状位取材，石蜡包埋后切片。

１．２　ＰＧ的检测　用高碘酸希夫（ＰＡＳ）染色观察椎间盘中纤

维环和髓核中的ＰＧ。ＰＡＳ染色后细胞外基质中的ＰＧ呈紫红

色［４］。随机从每组７张组织切片中选取１张，在×１００视野下

对纤维环和髓核随机选取５个不重复视野。采用ＩｍａｇｅＰｒｏ

Ｐｌｕｓ６．０软件进行分析处理，将灰度值阈值调为０～２５５，以灰

度值间接反映 ＰＧ 的相对含量（灰度值越高表明 ＰＧ 含量

越低）。

１．３　ＭＭＰ３、ＴＩＭＰ２的检测　采用免疫组化ＳＰ法。鼠抗兔

ＭＭＰ３单克隆抗体、鼠抗兔ＴＩＭＰ２单克隆抗体购自艾美捷科

技有限公司，免疫组化ＳＰ试剂盒购自迈新生物技术公司。取

两组椎间盘组织，石蜡４μｍ切片后常规脱蜡至水化，３％过氧

化氢室温孵育１０ｍｉｎ，消除内源性过氧化物酶活性，微波修复

抗原３ｍｉｎ后自然冷却，用正常羊血清工作液封闭１０ｍｉｎ，加

入一抗稀释液３７℃孵育３ｈ后ＰＢＳ冲洗３次，添加用生物素

标记的二抗３７℃孵育１５ｍｉｎ后ＰＢＳ冲洗３次，添加辣根酶标

记链霉卵白素工作液３７℃孵育１５ｍｉｎ后ＰＢＳ洗３次，ＤＡＢ

显色，自来水充分冲洗，苏木精复染，ＰＢＳ冲洗返蓝，经梯度乙

醇脱水干燥、透明中性树胶封片。从每组７张组织切片中随机

选取１张，Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜×４００视野下对纤维环和髓核

随机选取５个不重复视野拍摄照片，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０

图像分析软件测定每张照片的平均光密度值（ＭＯＤ）。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行数据分析。

计量资料以狓±狊表示，组内均数比较行狋检验，组间均数比较

予单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）。犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　建模不同时间两组椎间盘纤维环及髓核组织中ＰＧ的表

达比较　髓核中染色呈紫红色的物质减少，经４、８、１２周实验

组和对照组相比较髓核的灰度值变化差异有统计学意义（犘＜

０．０５），且实验组、对照组内各造模时间段（４、８、１２周）髓核的

灰度值变化差异也有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　经ＰＡＳ染色实验组及对照组髓核和纤维环中ＰＧ

　　　灰度值比较（狓±狊）

时间
实验组

纤维环 髓核

对照组

纤维环 髓核

４周 １４２．８１±１２．２６ １７９．４９±６．３６ａ １４０．２９±１５．１８ １５６．０２±７．９０ｂ

８周 １４９．２３±６．２２ ９８．７６±１３．４３ａ １４４．５５±９．７１ １８３．３１±１０．８２ｃ

１２周 １７８．７６±６．６８ ２１５．８２±１１．０２ａ １６５．１８±５．３６ ２０１．４５±１１．１１ｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与实验组纤维环平均灰度值相比较；ｂ：犘＞０．０５；ｃ：

犘＜０．０５，与对照组纤维环平均灰度值比较。

２．２　ＭＭＰ３和ＴＩＭＰ２在椎间盘中的表达情况　ＭＭＰ３、

ＴＩＭＰ２阳性为细胞质见棕色颗粒（图１），在纤维环中（表２），

对照组中同一时间 ＭＭＰ３和ＴＩＭＰ２的平均 ＭＯＤ值比较，

差异无统计学意义（犘＞０．０５）；随着造模时间的延长实验组各

时间段 ＴＩＭＰ２较 ＭＭＰ３的平均 ＭＯＤ 值差异明显（犘＜

０．０５），其中在１２周时平均 ＭＯＤ值差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。在相同组别不同时间段比较，对照组中 ＭＭＰ３的平

均 ＭＯＤ值在８周时无明显差异（犘＞０．０５），在１２周时平均

ＭＯＤ值较８周时发生明显变化（犘＜０．０５）；ＴＩＭＰ２的平均

ＭＯＤ值随着造模时间的延长变化明显，其中在８周时差异不

明显（犘＜０．０５），在１２周时差异明显（犘＜０．０１）。实验组中

ＭＭＰ３随着造模时间的延长 ＭＯＤ值逐渐增大（犘＜０．０５），而

ＴＩＭＰ２的平均 ＭＯＤ值在８周时相对４周无明显差异（犘＞

０．０５），在１２周时平均 ＭＯＤ值明显增大（犘＜０．０５）。

　　Ａ：ＴＩＭＰ２蛋白；Ｂ：与 ＭＭＰ３蛋白。

图１　　髓核组织中ＴＩＭＰ２与 ＭＭＰ３的表达（ＳＰ×４００）

表２　　ＭＭＰ３、ＴＩＭＰ２在实验组及对照组纤维环中

　　平均 ＭＯＤ值的变化比较（狓±狊）

时间
实验组

ＭＭＰ３ ＴＩＭＰ２

对照组

ＭＭＰ３ ＴＩＭＰ２

４周 ０．０１４±０．００２ ０．０２４±０．００５ａ ０．００８±０．００３ ０．０１２±０．００２ｂ

８周 ０．０１８±０．００４ ０．０３０±０．００６ａ ０．０１３±０．００３ ０．０１５±０．００２ｂ

１２周 ０．０２３±０．００４ ０．０３８±０．００３ｃ ０．０１７±０．００７ ０．０２４±０．００３ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与实验组 ＭＭＰ３平均 ＭＯＤ值比较；ｂ：

犘＞０．０５，与对照组 ＭＭＰ３平均 ＭＯＤ值比较。

　　在髓核中对 ＭＭＰ３、ＴＩＭＰ２比较平均 ＭＯＤ值（表３）表

明，在对照组及实验组同一时间点 ＭＭＰ３和ＴＩＭＰ２的平均

ＭＯＤ值比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。在相同组别不同

时间段进行比较结果表明随着时间的延长，对照组 ＭＭＰ３及

ＴＩＭＰ２的平均 ＭＯＤ值在８周时差异无统计学意义（犘＞

０．０５），在１２周时平均 ＭＯＤ值均增大明显（犘＜０．０５）；实验组

ＭＭＰ３及 ＴＩＭＰ２的平均 ＭＯＤ值差异有统计学意义（犘＜

０．０５），且 ＭＭＰ３在１２周时平均 ＭＯＤ值增大差异明显（犘＜

０．０１）。

表３　　ＭＭＰ３、ＴＩＭＰ２在实验组及对照组髓核中平均

　　　ＭＯＤ值的变化比较（狓±狊）

时间
实验组

ＭＭＰ３ ＴＩＭＰ２

对照组

ＭＭＰ３ ＴＩＭＰ２

４周 ０．０４２±０．００６ ０．０１２±０．００５ａ ０．０１０±０．００５ ０．００２±０．００１ｂ

８周 ０．０５７±０．０１１ ０．０２７±０．００９ａ ０．０１８±０．００４ ０．００５±０．００４ｂ

１２周 ０．０７６±０．００９ ０．０４４±０．０１４ａ ０．０２５±０．００６ ０．０１４±０．００４ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与实验组 ＭＭＰ３比较；ｂ：犘＜０．０５，与对照组 ＭＭＰ３

比较。

３　讨　　论

本研究考虑到手术中取出的人类椎间盘可能会破坏其完

整性，故选择用动物模型来观察完整椎间盘纤维环和髓核退变

中ＰＧ、ＭＭＰ３、ＴＩＭＰ２的表达变化。通过本实验发现，在椎

间盘的退变过程中早期髓核中ＰＧ的变化明显快于纤维环。

且不论实验组还是对照组髓核组织中ＰＧ均较纤维环组织中
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变化明显。有研究表明，人类椎间盘退变早期改变表现为ＰＧ

聚合体数量的减少以及髓核的脱水［６］，多种因素导致的椎间盘

组织学中改变首先影响终板，其次是髓核，最后是纤维环［７］，本

研究结果与以上研究结论相一致。

本研究发现，随着造模时间的延长，对照组及实验组同一

时间点髓核中 ＭＭＰ３的表达明显高于ＴＩＭＰ２。且随着建模

时间的延长实验组中 ＭＭＰ３和ＴＩＭＰ２的表达均增加明显。

对照组同一时间点随着造模时间的延长纤维环中 ＭＭＰ３和

ＴＩＭＰ２的平均 ＭＯＤ值比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；

实验组随着造模时间的延长各时间段ＴＩＭＰ２较ＭＭＰ３的表

达变化明显。该结果提示在椎间盘退变的过程中 ＭＭＰ３和

ＴＩＭＰ２在椎间盘的纤维环和髓核中表达不同，其中 ＭＭＰ３

主要在髓核中表达，而ＴＩＭＰ２主要在纤维环中表达。这可能

和其所起的作用不同有关。髓核内细胞在胚胎为脊索样细胞，

在健康成人主要以软骨样细胞为主，合成Ⅱ型胶原和ＰＧ。纤

维环中为梭形的类成纤维细胞，主要合成Ⅰ型胶原。ＰＧ及核

心蛋白的表达在髓核最高，由内向外逐渐减弱，在椎间盘退变

过程中，ＰＧ逐渐被富含胶原组织的纤维组织所替代，最后导

致髓核纤维化，水分随之丧失。而 ＭＭＰ３作为一种基质降解

酶，其作用底物范围广，其主要作用底物是基质中ＰＧ和糖蛋

白［８］。ＭＭＰ２作为一种明胶酶，和胶原酶共同在纤维环中降

解胶原，而ＴＩＭＰ２在纤维环中的高表达，可能和 ＴＩＭＰ２在

组织中可以１∶１以非共价键形式与活化的 ＭＭＰ２形成复合

物，有效地抑制 ＭＭＰ２的胶原分解活性及明胶活性有关
［９］。

因此，对 ＭＭＰ３、ＴＩＭＰ２在椎间盘退变中所起作用的研

究结合髓核ＰＧ的变化可能会对临床诊断、基因治疗和组织工

程技术的应用有一定帮助。但是细胞因子作为一种复杂的网

络系统，还需要进一步深入研究其相互之间的作用机制。
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《重庆医学》杂志对运用统计学方法的有关要求

１．统计学符号：按ＧＢ３３５８－１９８２《统计学名词及符号》的有关规定，统计学符号一律采用斜体。

２．研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性或是横断面调查研究），实验设计

（应告知具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等），临床试验设计（应告知属于第几期

临床试验，采用了何种盲法措施等）；主要做法应围绕４个基本原则（重复、随机、对照、均衡）概要说明，尤其要告知如何控制

重要非试验因素的干扰和影响。

３．资料的表达与描述：用狓±狊表达近似服从正态分布的定量资料，用 Ｍ（ＱＲ）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表

时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度

值的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于２０，要清楚区分百分率和百分比。

４．统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计

学分析方法，不应盲目套用狋检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所

具备的条件及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用χ
２ 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散点图，选

用合适的回归类型，不应盲目套用简单直线回归分析；对于具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对于多

因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内

在联系做出全面、合理的解释和评价。

５．统计结果的解释和表达：应写明采用统计学方法的具体名称（如：成组设计资料的狋检验、两因素析因设计资料的方

差分析、多个均数之间两两比较的狇检验等），统计量的具体指（如：狋＝３．４５，χ
２＝４．６８，犉＝６．７９等）；在用不等式表示犘值的

情况下，一般情况下选用犘＞０．０５、犘＜０．０５和犘＜０．０１３种表达方式，无须再细分为犘＜０．００１或犘＜０．０００１．当涉及总体

参数（如总体均数、总体率）时，再给出显著性检验结果的同时，应再给出９５％可信区间。
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