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ＣＲＬＦ １激活 ＥＲＫ１ ／２信号通路调控 ＴＧＦ－

ｐ ｉ

介导的黄韧带肥厚的机制研究

博士研宄生 ： 郑振雨

指 张忠民教授

摘 要

背景

黄韧带肥厚是腰椎椎管狭窄的
一

个重要因素 ， 严重时会压迫神经根和马尾 ，

导致腰部疼痛及间歇性跛行 。 尽管有研究认为黄韧带肥厚可能和各种炎症因子 、

生长因子 、 老龄及机械应力有关 ， 但是导致黄韧带肥厚的关键分子及其调控机

制仍然未知 。 另外 ， 由于缺乏有效的黄韧带肥厚动物模型 ， 尚未发现关于黄韧

带肥厚分子机制 的体 内研究 。

目 的

本研究 旨在 ： １ ．发现黄韧带肥厚的关键调控蛋 白 ， 探索其调控细胞外基质形

成的机制 。 ２ ．建立小 鼠黄韧带肥厚模型 ， 对黄韧带肥厚的分子机制进行体 内验证 。

方法

１ ．收集正常和肥厚的人黄韧带组织 ， 组织学染色检测两组纤维化情况 。 用 同

位素相对标记与绝对定量 （
ｉ ｓｏｂａｒｉｃｔａｇｓｆｏｒｒｅ ｌａｔｉｖｅａｎｄａｂｓｏ ｌｕｔｅｑｕａｎｔ ｉｔａｔｉｏｎ ，

ｉＴＲＡＱ）
技术对两组样本进行分析 ， 整合转录组与蛋 白质组数据 ， 发现关键蛋 白 ：

细胞因子受体样因子 １（ ＣｙｔｏｋｉｎｅＲｅｃｅｐｔｏｒＬ ｉｋｅＦａｃｔｏｒ１ ， ＣＲＬＦ １ ） 。 使用免疫组

化和 ｑＰＣＲ 技术对结果进行验证 。

２ ．分离并体外培养人正常黄韧带细胞 ， 使用 ＴＧＦ－

β
１ 和成熟的重组人 ＣＲＬＦ １

刺激黄韧带细胞 ， 通过免疫荧光 、 ＷｅｓｔｅｎＢ ｌｏｔ 及 ｑ
ＰＣＲ 技术检测各组细胞纤维

Ｉ





摘 要


化相关标志物的 ｍＲＮＡ 、 蛋 白表达和 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路活化情况 ； 加入 ＥＲＫ １ ／２

通路抑制剂 ， 观察其对 ＣＲＬＦ １ 和 ＴＧＦ －

β
１ 生物学作用 的影响 ； 加入 ＳＭＡＤ３ 通

路

抑制剂， 观 察其对Ｔ ＧＦ－ β

１
诱 导的Ｃ ＲＬＦ１ 的 ｍ ＲＮＡ表 达的影响。 使 用ｓ ｉ ＲＮＡ技

术抑制Ｃ ＲＬＦ１ 表 达， 观 察Ｔ ＧＦ－ β

１
、 Ｉ Ｌ－ １

β
及 机械应力诱导的纤维化是否受到影

响。 ３

． 建立双足站立小鼠 黄韧带肥厚模型， 有 限元分析黄韧带受力情况， 组 织学染

色观察其病理改变与人的肥厚黄韧带病理改变是否相同 。 ４

． 构建Ｃ ＲＬＦ１ 过 表达和抑制的腺相关病毒载体， 体 内验证Ｃ ＲＬＦ１ 在 黄韧带肥

厚发展过程中的 作用。 结

果１

． 肥 厚黄韧带组织中有序的弹力纤维明显减少， 胶 原纤维和肌成纤维细胞明

显增加， Ｐ － ＥＲＫ１ ／ ２表 达量增加， Ｃ ＲＬＦ１ 在 肥厚黄韧带中高表达， 且 Ｃ ＲＬＦ１ 阳

性细胞数与ａ －ＳＭＡ阳 性细胞数成正相关， 黄 韧带内 肌成纤维细胞可以 分泌Ｃ

ＲＬＦ１ 。 ２

． ＴＧＦ－β １

在
转 录水平调节纤维化相关标志物ｍＲ ＮＡ的合 成，而 Ｃ Ｒ ＬＦ１主  要在

转录后水平促进这些标志物的合成；Ｃ Ｒ ＬＦ１和 Ｔ Ｇ Ｆ－β １

均
可 激活ＥＲ Ｋ１／ ２ 信 号通

路，阻 断 ＥＲ Ｋ１／ ２ 通路后ＣＲ ＬＦ１和 Ｔ Ｇ Ｆ－β３

１

的 促 纤维化作用均被抑制。Ｔ Ｇ Ｆ－β１


可以

促 进ＣＲ ＬＦ１ ｍＲＮＡ的合 成，而 Ｃ Ｌ ＣＦ１ｍＲＮＡ升 高不明显， 使 用Ｓ Ｉ Ｓ３阻 断Ｓ

ＭＡＤ３ 通 路后， Ｔ ＧＦ－β

１

诱 导 的ＣＲ ＬＦ１的 ｍ Ｒ ＮＡ表达 明显下调。抑 制 ＣＲ ＬＦ１ 可以

降 低ＴＧ Ｆ－β １

、

Ｉ Ｌ － １β 和

机
械 应力导致的纤维化。 ３．双

足 站立小鼠黄韧 带受力显著增加，双足 站 姿小鼠黄韧 带肥厚模型可以有 效模拟

人肥厚黄韧带的病理变化。 ４．双

足 站立组小鼠黄韧 带中ＣＲＬ Ｆ１阳性 细 胞数明显增加。ＣＲ Ｌ Ｆ１可以 在 体 内促进

黄韧带肥厚的形成，抑制 Ｃ ＲＬ Ｆ１可以 减 少 黄韧带肥厚的形成。 结论

ＣＲＬ

Ｆ１在多 种 刺激诱导纤维化的过程中都起到核心节点作用。抑制 ＣＲＬ Ｆ１

ＩＩ





博士学位论文


可以减少黄韧带肥厚的形成 。

关键词 ： ＣＲＬＦ １ＥＲＫ １ ／２ＳＭＡＤ ３ 黄韧带肥 厚 小鼠模型

Ｉ Ｉ Ｉ
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前 言

随着我国 医疗技术的进步和经济水平的提高 ， 中老年人 口 比例逐渐增加 ，

与年龄相关的疾病也随之增加 。 例如 ， 腰椎管狭窄症 ， 它是造成老年人腰腿痛

的常见病因之
一 ［

１
，
２

］

。 椎管位于脊柱的中后部 ， 在维持躯体姿势 、 力量传导 、 保

护神经结构等方面起着重要作用 。 流行病学研宄发现 ， 腰椎管狭窄症的患病率

约为 ９ ． ３％ ， 通常在 ６０ 岁至 ７０ 岁左右发病
［
３
］

。 ６５ 岁 以上接受脊柱外科手术的人

群中 ， 大多是 由于椎管狭窄症所致
［
４

］

。 腰椎管狭窄可由骨或软组织的增生引起
［
５

］

，

其特征是椎管管径变小或神经根孔的直径变窄 ， 神经结构受到挤压 ［
６

］

。 常见的临

床症状表现为腰腿痛 ［
４

］

、 间歇性跛行 ， 病情严重时可导致下肢活动功能受限 、 丧

失劳动能力 ， 虽然腰椎管狭窄症不会对生命构成威胁 ， 但它会对 日 常活动造成

严重的影响 ［
＞９

］

。

腰椎管狭窄症的诊断较为复杂 ， 其分类涉及到多种因素 。 Ｉｓｈｉｍｏｔｏ 等人研宄

发现 ， ４０ 岁 以上有严重椎管狭窄的患者中 （椎管横截面积减少三分之二以上 ）

只有 １ ７ ． ５％的患者有症状 ［
１ （）

］

。 Ｂｏｄｅｎ 等发现 ， ６０ 岁 以上有椎管狭窄的人群中 ，

有 ２ １％是无症状的
［

１ １
］

。 由于无症状的腰椎管狭窄发生率很高 ， 所 以患者的症状

是腰椎管狭 窄症分类的关键 。 目 前多数学者根据临床症状和狭窄部位 ， 将椎管

狭窄症分为 中 央型 、 侧方型和混合型 。 中央型椎管狭窄患者通常有神经源性跛

行 ， 表现为下腰部 、 臀部和 ／或大腿后部疼痛 ， 腰椎伸直时疼痛加重 ， 腰椎屈 曲

时疼痛减轻 ； 外侧型椎管狭窄可能导致神经根症状 ， 例如皮肤麻木 、 无力等 。

虽然经典的症状和影像学检查有助于临床评估 ， 但是北美脊柱学会研究后发现 ，

没有足够的证据表 明哪些症状与椎管狭窄相关 ， 患者病史在诊断中可能更加重

要
［

１ ２
］

。 并且 由于疾病进展缓慢 ， 诊断可能会被延迟 。

腰椎管狭窄 的治疗方法相对有限 。 保守治疗方法可用 于早期和 中度严重的

患者 ［
１ ３

］

。 包括改变不 良生活工作习惯 、 消炎镇痛 、 物理治疗 、 糖皮质激素药物

注射 、 针灸 、 按摩等治疗 。 但是保守治疗也有其局限性 ， 例如 ， 非 甾体类消炎

］



■Ｗ＿Ｊ！—

ｍ§

止痛药物可能有肾脏毒性和消化系统溃疡等副作用
［

１ ４
］

， 并且缺乏长期研宄数据 。

物理治疗的效果还没有 明确证据 ， 目 前还不确定哪些是有效的治疗方法
［
１ ３

］

。 硬

膜外糖皮质激素注射早期效果较好 ， 但是随着时间的推移 ， 疗效会下降 ， 长期

使用还会增加糖尿病 、 高血压和骨质疏松的发病风险
［

１ ３
］

。 而针灸按摩等疗效缺

乏实验数据支持 。

一

旦病人的病情发展到 中度 以上 ， 保守治疗方法可能会变得

无效 ， 手术是其唯
一

的选择 。 Ａｍｕｎｄｓｅｎ 等人进行 了
一

项为期 １ ０ 年的前瞻性随

机实验 ， 他们发现 ， 手术组患者的预后优于保守治疗组 。 保守治疗的患者中有

５ ０％效果 良好 ， 而手术的患者中有 ８０％效果 良好 ［
１ ５

］

。

然而令人遗憾的是 ， 虽然 目 前手术方式较为成熟 ， 但是不管是切开减压还

是微创手术都有可能导致并发症。 Ｃｏｓｔａｎｄ ｉ 等研宄 了椎管狭窄症切开手术和微创

手术 的 并发症后 发现 ： 脑脊液漏开放手术发生率为 ２％－２０％ ， 微创手术为

１ ． １％－

１ ２ ． ５％
； 硬膜外血肿 发生率都为 ０％－

５％
； 术后感染开放手术发生率为

０％－

５ ．７％ ， 微创手术为 ０％－４％
［
１ ３

］

。 另外手术本身也会加重患者心理和身体负担 。

因此 ， 对于椎管狭窄 ， 临床上迫切需要
一

种安全 、 有效 、 治疗成本相对较低的

治疗方法 。

引 起腰椎管狭窄症的病理原因较多 ， 其中最重要的因素是黄韧带的退变 ［
８

，
９

，

１ ６
－

１ ８
］

〇１ ９ １ ３ 年 ， Ｅ ｌ ｓｂｅｒｇ 第
一

次描述 了 由黄初带肥厚 引起的神经症状 【
丨 ９

］

。 Ｐａｒｋ 等

人首先明确 了肥厚的黄初带是造成椎管狭窄 的原因 。 他们发现椎管狭窄患者黄

韧带的平均厚度为 ４ ．４４＿ ， 对照组无椎管狭窄患者的黄初带平均厚度为 ２ ． ４４

＿
［
２〇

］

。 所以寻找黄韧带肥厚的主要致病因子及其作用机制 、 并在此基础上阻断

或减缓肥厚的进展 ， 将成为防治腰椎管狭窄症的最佳方案 。

黄軔带起源于上位椎板前面的 中下部 ， 止于下位椎板上缘 ， 黄軔带 向两侧

可以延伸到椎间关节的关节囊 ， 两侧黄初带在 中线处汇合
［
２ １

］

。 黄韧带构成 了椎

管后方和外侧的重要保护结构 ， 维持硬脊膜后表面的光滑 。 它与后方韧带复合

体的其他韧带
一

起控制着椎体间运动 、 限制脊柱过度前屈 ， 在维持脊柱稳定和

姿势 中起着重要作用 ［
２２

］

。 Ｄｅｎｉｓ 创立的脊柱三柱理论学说也强调 了軔带对脊柱稳

２





博士学位论文


定的作用 。 病理学研究发现 ， 正常的黄初带 中含有大量排列有序的弹力纤维和

少量胶原纤维 ［
２３ ＿２６

］

。 但是随着黄韧带的退变 ， 弹力纤维与胶原纤维比例逐渐降

低 ， 并且 ， 发生纤维性变 ， 常伴有钙化
［
１ ８

，
２７

，
２８

］

。

已有许多报道对黄軔带肥厚的外部因素进行 了 相关研究 。 但迄今为止 ， 年

龄和机械应力这两个因素中哪
一

个是黄韧带肥厚的主要原因
一

直缺少直接的研

宄证据 。 有学者认为患者的年龄与黄韧带退变及腰椎管狭窄症发病密切相关 ［
２ ８

］

。

Ｋｏ ｉｃｈｉＳａｉｒｙｏ 发现伴随着患者年龄的增长 ， 黄韧带厚度逐渐增加 ， 并且在 Ｌ３ ／４

和 Ｌ４／５ 节段的黄初带增厚最明显 ［
２４

］

。 Ｏｋｕｄａ
［
２７

，

２９
，
３ Ｑ

］等人研究发现衰老不仅会引

起椎间盘退变和小关节疾病等退行病变 ， 还会导致黄韧带纤维化 、 失去弹性 、

折叠 、 最终形成肥厚的黄韧带 。 Ｐｏ ｓｔａｃｃｈｉｎｉ 等人
［
３ １

］使用显微镜和透射电镜发现 ，

黄韧带在衰老过程中发生 了纤维化和软骨化改变 ， 纤维变性 、 软骨样化生和钙

化降低 了黄韧带的弹性 ， 即使卧位时韧带厚度正常 ， 纤维化的黄初带也可能在

站立位时突入椎管 。

另 外
一

种观点认为黄靭带肥厚可能与 异常增加 的机械应力有关 ［
３２

＿

３４
］

。

Ｋａｚｕｎｏｒ 的研究显示 ， 异常的应力刺激会使弹力纤维发生断裂 ， 并使黄韧带发生

软骨性改变 ［
３４

ｌＮａｋａｔａｎｉ 发现机械应力可 以在转录水平刺激黄軔带细胞胶原蛋 白

和 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 的表达 ［

３ ５
］

。

一

些学者认为 ， 椎体滑脱 、 长期不 良姿势 ， 都可 以使黄韧

带长时间处于机械拉伸状态 ， 机械负荷可引 起黄初带组织的弹力纤维发生微损

伤 ［
３？ ８

］

， 反复的微损伤可导致黄韧带细胞分泌大量生长因子及各种炎症因子 ，

这些因子会使黄韧带的弹力纤维发生降解 ， 胶原纤维替代原有的弹力纤维 ， 发

生瘢痕性重塑 ［
２ ６

，
３９

］

， 由于瘢痕组织的机械弹力性能较差 ， 应力刺激更容易使之

发生断裂 ， 在不断的损伤与修复当 中 出现胶原纤维沉积 ， 最终导致黄軔带肥厚 。

因此 ， 构建合适的动物模型研究黄軔带肥厚的主要外部因素是 目 前急需解决的

问题 。 本课组的前期研究 已发现双足站立小 鼠可导致椎间盘退变
［
４ Ｇ

］

。 在此基础

之上 ， 本课题拟探讨使用双足站立小 鼠构建黄韧带肥厚模型的可能性 。

目 前 ， 对于黄韧带肥厚的 内 部分子机制研究主要集中在炎症因子 、 基质金

３



前 言

属蛋 白酶和生长因子方面 。 有研宄发现 ， 肿瘤坏死因子 －ａ
（
ＴＮＦ －ａ

）
、 白细胞介素

－

Ｉ
Ｐ（ ＩＬ －

１
Ｐ ） 、 白细胞介素 －６

（
ＩＬ－

６
）等炎症因子可以刺激黄韧带细胞高表达胶原纤

维 ［
２６

，
４ １

，

４２
］

。 Ｋｉｍ 和 Ｐａｒｋ 等 ［
４ １

，

４３
］

发现肥厚黄韧带 中基质金属蛋 白酶 （ｍａｔｒｉｘ

ｍｅｔａｌ ｌｏｐｒｏｔｅ ｉｎａｓｅ ， ＭＭＰ ） 升高明显 ， 并发现炎症因子可 以促进黄初带细胞分泌

ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ ， 他们认为炎症因子刺激产生的基质金属蛋 白酶可能参与 了黄

軔带弹力纤维的 降解 ， 为胶原纤维的增生提供空间 。 在生长因子方面 ， 目 前研

宄较多 的是转化生长因子Ｐ
Ｉ（

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

－

ｐ
ｉ

，
ＴＧＦ －

ｐ
ｉ
）

。 ＴＧＦ －

ｐ
ｉ

是 目 前公认的主要促纤维化因子
［
４４

，
４５

］

。 ＴＧＦ －

Ｐ
１ 可以激活成纤维细胞 ， 促进其向

肌成纤维细胞的转化 ， 肌成纤维细胞可以高特异性的表达 ａ
－ＳＭＡ 并增强细胞外

基质合成 （ ＥＣＭ ）
［
４６

］

。 Ｍａｒｉｏ 等发现血管 内皮细胞和 巨噬细胞分泌的 ＴＧＦ－

ｐ
ｉ 促

进了黄钿带的肥厚
［
４７

］

。 Ｎａｋａｔａｎｉ 等人发现 ， 机械应力刺激人黄靭带细胞可 以 引起

ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 水平升高和胶原纤维分泌增加

［
３ ５

］

。 然而 ， 虽然 ＴＧＦ －

ｐ ｌ 可能与黄韧带肥

厚过程中 的纤维化有关 ， 但是对 ＴＧＦ －

ｐ
ｉ 在黄初带肥厚中 的具体作用仍缺乏深入

的认识 。 由于 ＴＧＦ－

ｐ
ｉ 具有多种生物学效应 ， 其抑制剂会产生多种副作用 。 因此

我们还是希望能够找到阻断 ＴＧＦ －

Ｉ

３ １ 下游的调控纤维化功能的靶蛋 白
，
选择性阻

断 ＴＧＦ－

（

３ １ 促纤维化的功能 ，
而不影响其他功能 。

在各种刺激诱导的组织纤维性变过程中 ， ＥＲＫ １ ／２ 信号通路都起了很重要的

作用
［
４８

，
４９

］

， 有研究显示 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路参与调控了肌成纤维细胞转化和细胞外

基质 的分泌
［
５ （ ）

，

５ １
］

。 具有较高特异性的 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路抑制剂不断被发现 ， 为精

确地分析各种细胞因子和 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路在纤维形成过程中 的作用提供了 重

要工具 。 因此有必要研究 ＥＲＫ １ ／２ 是否参与 了黄韧带肥厚的过程 。

在生理和病理发生发展过程中 ， 蛋 白 质是基因功能得 以体现的最终形式 ，

ｍＲＮＡ 是基因信息表达的传递单位 。 目 前 ， 将基于二代和三代测序技术的转录

组测序技术称为 ＲＮＡ 测序 （ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ ，ＲＮＡ－

ｓｅｑ ） ， 将鉴别差异蛋 白表达

的技术称为 同位素相对标记与绝对定量技术 （
ｉ ｓｏｂａｒｉｃｔａｇｓｆｏｒｒｅ ｌａｔｉｖｅａｎｄａｂｓｏ ｌｕｔｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ
，

ｉＴＲＡＱ ）技术
［
５ ２

］

。 现在 ， 多组学综合分析方法 己经开始用于研宄动物

４
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的病理生理变化 、 生殖调控以及生长发育等方面 。 例如 ， Ｃｈｒｉ ｓｔｉａｎｏ 综合分析转

录组与蛋 白组测序数据 ， 研宄哺乳动物感染布 氏锥虫后细胞转录水平和蛋 白质

表达的变化 ［
５ ３

＾ Ｚｈａ〇 等利用蛋 白质组和转录组数据研宄螨虫的发育停滞原因 ［
５４

］

。

理论上讲 ， 使用 ｉＴＲＡＱ 和 ＲＮＡ－

ｓｅｑ 技术分析病理状态相同的组织 ， 其数据之间

的
一

致性能够在
一

定程度上验证高通量筛选数据的可靠性 。 在此 ， 我们对正常

和肥厚的黄軔带组织进行 ｉＴＲＡＱ 分析 ， 并与数据库中 己有的转录组数据进行整

合 ， 从而缩小差异蛋 白 的范围 ， 再将候选蛋 白质通过 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 和免疫组织化学

技术进行验证 ， 为探索潜在的治疗靶点提供具体方向 。 使用这种方法 ， 我们发

现 ， ＣＲＬＦ １ 的表达显著增加 ， 有可能是黄韧带肥厚的关键靶点 。

ＣＲＬＦ １ 是
一

种分泌型可溶性蛋 白 ， 与两种分泌受体 ＩＬ １ ２Ｂ 和 ＥＢ Ｉ３ 具有 同源

性 ， 可以参与机体的炎症反应
［
５ ５

，５ ６
］

。 另外临床上发现 ， ＣＲＬＦ １ 基因突变可 引起

冷汗综合征
［
５ ７

］

和 Ｃｒｉ ｓｐｏｎｉ 综合征 ［
５ ８

］

， 并且常伴面部肌肉萎缩 、 脊柱侧凸 、 异常

的体温升高和颅面畸形
［
５ ９

］

。 另外 ， Ｃ ｌａｎＣｙ
［
６ １

］

使用 ＢＭＰ－２ 蛋 白注射到小 鼠股四

头肌中研宄其成骨作用时 ， 用肌肉切片原位杂交发现 ， ＣＲＬＦ １ 在软骨细胞和成

骨细胞中表达升高 ， 他们认为 ＣＲＬＦ １ 蛋 白可能在软骨形成或骨形成的过程中发

挥重要作用 。 在这里我们推测 ， ＣＲＬＦ １ 可能不仅会参与异位骨化中细胞外基质

的合成过程 ， 也可能会参与纤维化过程中细胞外基质 的合成 。

目 前 ， 己有研究发现
一些促纤维化因素可 以促进 ＣＲＬＦ １ 的表达 。 例如 ，

Ｋａｔｓｕｋ ｉ 等研究发现 ， ＴＧＦ －

（

３ １ 可 以促进软骨细胞分泌 ＣＲＬＦ １

１
６２

１

。 Ｅ ｌ ｓｏｎ 发现
一些

炎症因子 ： ＴＮＦ －ａ 、 ＩＬ －６ 和 Ｙ
－干扰素均可诱导 ＣＲＬＦ １ 的表达 ［

６３
］

。 Ｄｅｔｒｙ 等研究

发现 ， ＣＲＬＦ １ 可 以和 白细胞介素 １ ２
（

Ｉｎｔｅｒ ｌｅｕｋｉｎ－

１ ２
，ＩＬ －

１ ２
）
亚单位 （ｐ３ ５ ）结合

［
６４

］

，

既参与 了免疫调节又参与 了 多种关节炎的发生发展 ［
６５

］

。 Ｆ ｌｅ ｉ ｓｓ ｉ

ｇ 发现机械应力可

以在牙周膜纤维细胞中上调 ＣＲＬＦ －

１ 的表达 ［
６６

］

。 考虑到炎症因子 、 生长因子和机

械应力都能促进纤维化相关标志物的表达 ， 我们推测 ＣＲＬＦ １ 可能参与 了这些因

素的促纤维化过程中 。

既往的观点认为 ， ＣＲＵＦ １ 与心肌营养因子样细胞因子 １（ Ｃａｒｄ ｉｏｔｒｏｐｈｉｎ Ｌｉｋｅ

５



前 言

Ｃ
ｙ
ｔｏｋｉｎｅＦａｃｔｏｒ１ ， ＣＬＣＦ １ ） 结合形成异源二聚体 ， 该二聚体与睫状神经营养因

子受体 （ ＣＮＴＦＲ ） 结合 ， 从而完成细胞的信号转导 ［
６７

］

。 但是 ， 目 前 已经有研宄

者对 ＣＲＬＦ １ 的配体地位提 出 了质疑 ， 并认为 ＣＲＬＦ １ 可能还具有成为 ＣＬＣＦ １ 配

体之外的功能 。 其原因如下 ： 由于 ＣＬＣＦ １ 基因突变也会导致冷汗综合征 ， 所 以

人们才普遍认为 ＣＲＬＦ １ 作为 ＣＬＣＦ １ 的配体而发挥生物学功能 ， 但是 ， ＣＲＬＦ １

基因敲除小 鼠会丧失吸吮功能 ， 而在围产期死亡 ， 这表明 ＣＲＬＦ １ 基因缺失更加

致命 ， 其功能不止是与 ＣＬＣＨ 形成配体发挥作用 另外 ， Ｂｒｅｎｄａｎ 等在神经

细胞瘤细胞中研宄发现 ＣＲＬＦ １ 自 身具有增强神经细胞瘤细胞抵抗 ６ －羟多 巴胺

（
６ －０ＨＤＡ

）诱导的氧化应激作用 ， 肯定了ＣＲＬＦ １ 具有成为 ＣＬＣＦ １ 配体之外的作

用
［
６８

］

。

在 以前的研宄中 ， 由于缺乏黄韧带肥厚动物模型 ， 只有在术中采集的人黄

韧带样本和培养的人黄韧带细胞被用来研究黄韧带的退变 。 无法进行体 内实验 。

然而 ， 疾病严重程度 、 病程长短等因素会影响研宄的结果 。 因此 ， 有必要在动

物体 内建立
一

个黄軔带肥厚模型 ， 以 阐明黄初带肥厚的分子机制 。 近年来 ， 利

用小 鼠模型来研究机械加载的效果越来越受到关注 ， 部分原因是 由于这些模型

在使用成本 、 获取标本和可控的加载水平等方面具有优势 。 目 前唯
一

的小 鼠黄

軔带肥厚模型是 由 Ｓａｉｔｏ 开发的
一

种应力加载装置实现的
［
６９

］

。 这个装置由两个移

动的床板 、 牵拉带和 电机驱动器组成 。 小 鼠 四肢被牢牢地绑在床上 。 当床的上

半部分不断地移动时 ， 脊柱被 以每分钟 ２０ 个周期的速度不断地弯 曲和伸展 ， ３

小时／天 ， 进行 １ ２ 周的加载后可 以观察腰 ５ ／６ 水平黄韧带肥厚程度 。 虽然这套装

置能使小 鼠黄韧带在实验中承受连续的机械应力 。 但是 ， 可 以发现 ， 这种黄韧

带肥厚小 鼠模型需要复杂的拉伸器械 ， 在试验过程中小 鼠需要每小时进行
一

次

进行腹腔 内麻醉 ， 且并不能够模拟人长期脊柱前屈的姿势 。 这个模型构建困难 ，

操作复杂 。 另外
一

种黄韧带肥厚动物模型是 由 Ｈａｙａｓｈｉ 建立的兔子黄韧带肥厚模

型 ［
３４

］

， 采用手术切开 内 固定技术 ， 钉板固定 Ｌ２／３ 和 Ｌ４／５
，从而获得 Ｌ ３

－４ 水平的

机械应力集中 。 他发现 ， 该模型会造成兔子黄初带肥厚 。 但是该模型缺点 明显 ，

６





博士学位论文


需要手术造模 ， 使用 内 固定限制椎体活动 ， 这破坏 了椎体周 围组织结构 。 最重

要的是这两种模型都不符合人脊柱受力的特点 ， 也没有相应的应力分析 。 这些

模型的实用性有待进
一

步验证 。 我们 的前期研宄发现 ， 双足站立小 鼠可有效的

造成椎间盘和小关节退变 ， 这为我们进
一

步建立小 鼠黄初带退变模型并进行体

内研宄打下 了基础 。 另 外 ， 有限元分析在脊柱力学研宄中非常有用 ， 可 以帮助

我们 了解黄軔带受机械应力影响的程度和方式 。

综上所述 ， 为发现调控黄韧带肥厚的主要细胞因子及其调控机制 ， 并为体

内研宄提供实用 的黄韧带肥厚动物模型 ， 我们的研宄策略如下 ：

１ ． 收集患者肥厚和正常黄韧带组织 ， 实用 ｉＴＲＡＱ 技术获得蛋 白质组学数据 ，

分析数据库中 己有的转录组数据 ， 将两组数据进行整合 ， 发现 目 标蛋 白 ： ＣＲＬＦ １ ，

验证探索 目 标蛋 白 的细胞来源及表达情况 。

２ ． 培养人黄韧带细胞 ， 体外研究 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 、 ＣＲＬＦ １ 对与细胞纤维性变的调控

作用及其可能的机制 。

３ ． 在前期研宄的基础之上 ， 探讨使用双足站立小 鼠构建黄初带肥厚模型的

可能性 。 使用有三维限元分析研究双足站立姿势对小 鼠黄初带受力 的影响 。 研

宄使用双足站立小 鼠模型模拟人黄初带肥厚病理改变的可能性 。

４ ． 构建 ＣＲＬＦ １ 过表达和抑制载体 ， 在小 鼠体 内验证其对黄初带肥厚的调控

作用 。

参考文献

［
１

］Ａｌ ｔ ｕｎＩ，
Ｙｕｋｓｅｌ ＫＺ．Ｈ ｉｓｔ ｏ ｐａｔｈｏｌｏｇ ｉｃａ ｌＡｎａｌｙｓｉｓ ｏｆＬｉｇａ ｍｅｎｔｕｍＦｌａｖｕｍｉｎＬｕｍ

ｂａｒＳｐｉｎａ ｌＳｔｅｎ ｏｓｉｓ  ａ ｎｄＤｉｓｃ  Ｈｅｒｎｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａ
ｓ
ｉ

ａｎｓ ｐｉｎｅｊ ｏｕｒ
ｎａ ｌ，２０１７

，１ １ （
１）：

７ １
－

４

．
［ ２

］Ｂ ａｃｋ

ｓ
ｔ

ｒｏｍ ＫＭ，Ｗｈｉｔｍａｎ
ＪＭ ， ＦｌｙｎｎＴ

Ｗ．Ｌ ｕｍｂａｒｓｐｉｎａｌｓｔｅｎｏｓ ｉｓ－ ｄｉａ ｇｎｏｓ ｉ ｓ 
ａ ｎｄｍａ ｎ ａ ｇｅｍ

ｅｎｔｏｆｔｈｅａｇｉｎｇ ｓｐｉｎｅ［Ｊ
］．Ｍａ

ｎｕ ａｌ
ｔｈ
ｅ
ｒ

ａｐｙ，２０１１，１６（４）：３０８
－１ ７ ．

［ ３
］
Ｉ

ｓ
ｈｉｍ ｏ ｔ

ｏ

 Ｙ ，Ｙｏ

ｓ
ｈ

ｉｍｕ ｒａＮ，Ｍｕｒａ
ｋｉＳ ， ｅｔａｌ．Ｐ

ｒｅｖａｌｅｎ ｃｅ
ｏｆｓｙｍｐ ｔｏｍａｔｉｃｌｕｍｂａｒ

７





則５



ｓｐ ｉｎａｌｓｔｅｎｏｓ ｉ ｓａｎｄｉｔｓａｓｓｏｃ ｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｐｈｙｓ ｉｃａｌｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｉｎａ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ－ｂａｓｅｄｃｏｈｏｒｔｉｎＪａｐａｎ ：ｔｈｅＷａｋａｙａｍａＳｐｉｎｅＳｔ ｕｄｙ［Ｊ］．Ｏ
ｓｔｅ ｏａｒｔｈｒｉｔｉｓａｎｄ

ｃａｒｔｉｌａｇ ｅ，２０ １２
，２ ０ （

１０
）：

１
１ ０

３
－８．  ［

４

］ Ｄｅｙ

ｏ


ＲＡ，ＧｒａｙＤ
Ｔ
，Ｋｒｅｕ

ｔｅｒ
Ｗ
，ｅｔａｌ．Ｕｎ

ｉｔ
ｅｄＳｔ ａｔｅｓ Ｔｒｅｎｄ ｓｉｎＬｕｍｂａｒＦｕｓｉｏｎＳｕｒｇｅｒ ｙｆｏｒ

Ｄｅｇｅｎｅｒ
ａｔｉｖｅＣｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｓ ｐｉｎｅ，３

０（
１
２

）：１４ ４１－
５．


［
５ ］

Ｋ
ａｔｚ Ｊ 

Ｎ

， Ｈａｒ

ｒ
ｉ
ｓＭＢ．Ｃｌｉｎ

ｉｃａｌｐｒａｃｔｉｃ ｅ．Ｌ ｕｍｂａｒｓ
ｐｉｎａｌｓｔｅ ｎｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｔｈ ｅＮｅｗＥｎｇ ｌ ａ ｎ

ｄ
ｊ

ｏ
ｕｒｎａｌｏｆｍｅ

ｄｉｃ ｉｎｅ，
２０
０８，３５８（８） ：８１８－２ ５．

［
６］Ｃ ｈ

ｅｎ Ｈ ， Ｋ
ｅ
ｌ

ｌｉｎ ｇ 
Ｊ

．Ｍ ｉｌｄ



ｐ
ｒｏｃｅｄｕｒｅ

ｆ
ｏｒ  ｌ ｕｍｂａ

ｒ ｄｅ ｃ ｏｍ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｐａｉｎｐｒａｃｔ ｉｃｅ ：ｔｈｅｏｆ ｆｉｃ

ｉａ
ｌ


ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆＷｏｒｌｄ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｏ ｆＰ
ａｉ
ｎ，２０１３，１３ （２）：１４６－５３．［７］Ｙｏｓ ｈｉｉｗａ

Ｔ
，Ｍ ｉ ｙ

ａ
ｚ ａ

ｋ
ｉ


Ｍ，Ｎ ｏｔ ａｎ ｉ Ｎ，

ｅ
ｔ

ａｌ．Ａｎ ａ ｌｙｓｉｓ


ｏ ｆｔｈｅＲｅｌ
ａ
ｔｉｏｎｓｈｉｐ


ｂｅｔｗｅ ｅｎＬｉｇａ ｍ ｅｎｔｕ ｍＦｌａｖｕｍＴｈｉｃｋｅｎｉｎ

ｇａｎｄＬｕｍ

ｂ ａｒＳｅｇｍｅｎｔａ ｌＩｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＤｉｓｃＤｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ａｎｄＦａｃｅｔＪ ｏ ｉ ｎ ｔＯｓｔ ｅ ｏａｒｔ

ｈｒｉｔｉｓｉｎＬｕ
ｍｂａｒＳｐｉｎａｌＳｔ ｅｎｏｓｉ ｓ［Ｊ］．Ａｓｉ ａｎ ｓｐｉｎｅｊｏｕｒｎａｌ，２０１６， １０（６ ） ： １１３

２
－

４０．

 ［８］Ｓａｋａｉ
Ｙ，
ＩｔｏＳ，

Ｈｉ
ｄａ  Ｔ

，ｅｔ 
ａ
ｌ
．

Ｃｌｉ ｎ ｉｃ ａｌ ｏｕｔ

ｃ
ｏ
ｍｅｏｆｌｕｍ

ｂａ
ｒｓｐｉ

ｎａ
ｌ ｓｔｅｎ

ｏｓ
ｉｓｂａ ｓｅｄ  ｏｎｎｅｗｃｌａｓｓｉｆｉｃ ａ ｔｉｏｎａｃｃｏ ｒｄｉｎｇｔｏｈｙ ｐ ｅｒｔｒｏｐｈｉｅｄｌ

ｉｇａｍｅ ｎｔｕｍ  ｆｌａｖｕ ｍ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏ
ｆｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｓｃｉ ｅｎｃｅ，２０１７，２２（１）：

２７
－
３

３．［９］Ｃｈｅｕｎｇ

ＰＷＨ，Ｔａｍ Ｖ，Ｌｅ ｕｎｇＶ
Ｙ
Ｌ ， ｅ

ｔ
ａｌ

．
Ｔ
ｈ

ｅｐａ ｒ

ａ ｄ ｏｘｉ

ｃ
ａ

ｌｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅ

ｅｎｌｉｇ
ａｍ
ｅｎｔｕｍ

ｆｌａｖｕｍ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙａｎｄｄｅｖ ｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌ

ｕｍｂａｒｓｐ ｉ ｎ
ａｌｓｔｅｎｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｓｃｏｌｉｏｓｉｓａｎｄｓｐｉｎａｌ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ，２０１６，１１（ １）：２６．

［１０］ Ｉ ｓ
ｈｉ
ｍ
ｏ

ｔｏＹ， Ｙ ｏｓｈ ｉ ｍｕｒａＮ，Ｍ ｕｒａｋｉ Ｓ ，ｅｔａｌ．
Ａ
ｓｓ ｏ ｃ

ｉ
ａ ｔ

ｉ
ｏ
ｎ

ｓｂｅ ｔｗｅ

ｅ

ｎ 
ｒａ

ｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ
ｌｕ ｍｂａｒｓｐｉｎ

ａｌｓｔｅｎｏｓｉ
ｓａｎｄｃ ｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓｉｎｔｈｅｇｅ ｎｅｒａｌｐｏｐｕｌ

ａｔｉｏｎ：ｔｈｅＷａｋａｙａｍａ Ｓ ｐｉｎｅＳｔ ｕ ｄｙ ［Ｊ］．Ｏｓｔｅｏａｒｔ ｈｒｉｔｉｓａｎｄｃａｒｔｉｌａｇｅ， ２０１３，２ １（６）：７８

３－８．［１１］
Ｂ ａｋｅｒ ＡＤＬ．

Ａ
ｂ

ｎｏｒ ｍａｌＭａｇｎｅｔ ｉｃ －Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ  Ｓｃａｎ ｓ
ｏｆ  ｔ

ｈｅ
 Ｌ

ｕ
ｍ
ｂ

ａ ｒ Ｓ
ｐ

ｉ ｎｅ

ｉ
ｎ 

Ａ
ｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃ Ｓｕｂｊｅｃｔｓ．ＡＰｒｏｓｐ ｅｃ

ｔｉｖｅＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ［Ｍ］．ＣｌａｓｓｉｃＰａｐ ｅｒｓｉｎ

Ｏ ｒｔｈｏｐａｅｄｉ ｃｓ，２０１
４
，２４５ －２４７． ［１２］ＳｃｏｔｔＫ，ＳｔｅｖｅｎＷＨ， Ｊ

ｏ
ｈ

ｎＥ Ｅｅ ｔａｌ．Ａｎｅｖｉｄｅｎ

ｃｅ－ｂａｓｅｄｃ ｌ ｉ
ｎ ｉ

ｃａ ｌ 
ｇｕ
ｉｄｅ ｌｉｎｅ ｆｏ

ｒ

８





博士学位论文


ｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｌｕｍｂａｒｄｉｓｃｈｅｒｎｉａｔｉｏｎｗｉ ｔｈｒａｄ ｉｃｕｌｏｐａｔｈｙ［Ｊ
］
．

Ｓ

ｐｉ ｎｅＪｏｕｒｎａｌＯｆ ｆｉｃｉ ａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆ ｔｈｅＮｏｒｔｈＡｍｅｒｉｃａｎＳｐｉ ｎｅＳｏｃｉ ｅｔｙ，２０
１４ ， １

４（１ ）
：



１８０

－ ９１ ．

  ［１３

］
Ｃ ｏ

ｓｔ
ａｎｄｉＳ， Ｃｈｏ

ｐｋｏＢ，Ｍｅｋｈ ａｉｌＭ，ｅｔ ａｌ
．Ｌｕｍｂａｒ ｓｐｉｎａｌｓｔｅ ｎｏｓｉｓ：ｔｈｅｒ ａ ｐｅ ｕｔｉｃｏｐｔｉｏｎｓｒ

ｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｐａ ｉｎ
ｐｒ
ａ
ｃ

ｔｉｃｅ，２
０１５，１５（１）

：６
８－ ８ １

． ［
１
４
］

Ｄ ｊ ｕ
ｒ

ａ ｓ ｏｖｉ

ｃ
 Ｍ

，Ｇ
ｌ

ａ
ｓｓｍａｎ ＳＤ，

Ｃａ
ｒ ｒｅｏｎＬＹ，ｅｔ

ａ
ｌ．Ｃｏｎｔｅｍｐｏｒ

ａｒｙＭａｎ ａｇｅｍｅｎｔｏｆＳｙｍ
ｐｔｏｍａｔｉｃＬｕｍｂａｒ

Ｓｐｉ
ｎａｌＳ ｔｅｎｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｏ ｒｔｈｏｐＣｌｉｎ Ｎ ｏｒｔ

ｈ


Ａｍ，２０１０，４１ （ ２）：１８３－９１
．［ １ ５

］Ａ
ｍ ｕ

ｎ
ｄ

ｓ
ｅｎ

Ｔ ，Ｗ
ｅ

ｂ ｅ ｒＨ

，
Ｎ ｏ

ｒｄ
ａｌＨＪ，ｅｔ

ａｌ
．Ｌｕｍｂａｒ

Ｓ
ｐｉｎａｌＳｔｅｎ

ｏｓ
ｉｓ：Ｃｏ ｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｏｒＳｕｒｇｉｃ ａ ｌ  Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ？：ＡＰｒ

ｏｓｐｅｃｔｉ
ｖｅ１０－ＹｅａｒＳｔｕｄｙ［ Ｊ］．Ｓｐｉｎ ｅ，２０００，２５（ １ １）：１４２４．［

１
６

］Ａｌｔｉｎｋ
ａｙ
ａＮ，

Ｙｉ
ｌｄ

ｉ
ｒ ｉ

ｍ
Ｔ，

Ｄ ｅｍｉ ｒＳ

，
ｅ ｔ

ａ
ｌ．Ｆａｃｔｏｒｓ ａ

ｓ
ｓｏ ｃｉａｔｅｄｗ

ｉ
ｔｈｔｈｅ

ｔ
ｈｉｃｋｎ ｅｓｓｏｆｔｈｅ ｌｉｇ ａｍｅｎｔｕｍｆｌａｖｕｍ：ｉｓｌｉｇａｍｅｎｔｕｍ

ｆｌａｖ ｕ ｍｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇｄｕｅ ｔｏ ｈｙ ｐｅｒｔｒｏｐｈｙｏｒｂｕｃｋｌｉ ｎｇ？［Ｊ］．Ｓ
ｐｉｎｅ，２０１１，３６（１６）：Ｅ１

０９３－

７． ［ １７］Ｋｏｓ
ａ

ｋ
ａＨ， Ｓａｉ

ｒ

ｙｏ  Ｋ
，
Ｂ ｉ

ｙ
ａ ｎ

ｉ
Ａ， ｅ ｔａ ｌ

． Ｐａｔ

ｈ
ｏ ｍ

ｅｃ
ｈａ ｎｉｓｍｏ

ｆｌｏｓｓｏｆ ｅｌａ ｓｔｉｃ ｉｔｙ
ａｎｄｈ ｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｏｆｌｕｍｂａｒ ｌ ｉｇａｍｅｎｔ ｕｍｆｌａ ｖ ｕｍｉｎｅｌ

ｄｅｒｌ ｙｐａｔｉｅｎ
ｔｓ  ｗｉｔｈｌｕｍ ｂａｒｓｐｉｎａｌｃａｎａｌｓｔｅ ｎｏｓｉ ｓ［Ｊ］．

Ｓ ｐｉｎｅ，２０ ０ ７，３２（２５）：２８０５－１１．

［１８］Ｙｏｓｈｉｄ ａ  Ｍ
，Ｓ
ｈ
ｉ

ｍａＫ ，Ｔａ
ｎｉ
ｇｕｃｈ

ｉ
Ｙ，

ｅ
ｔ

ａ
ｌ．Ｈ ｙｐｅ

ｒ

ｔ ｒ ｏｐｈ

ｉ
ｅ ｄ

ｌ
ｉｇａｍ ｅｎｔｕｍ

ｆｌａ ｖｕｍｉ
ｎｌｕｍ

ｂａｒｓｐｉ
ｎａｌｃａｎ ａｌｓｔｅｎｏｓｉｓ． Ｐａｔｈｏ ｇ

ｅｎｅｓｉｓａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇ

ｉｃａｎｄｉ ｍｍｕｎｏｈｉｓｔ ｏｃｈｅｍｉｃａ ｌ  ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］．Ｓｐｉｎｅ，１９９２ ，１７ （１１）：１３５

３－６０． ［ １９］Ｅｌｓｂ ｅｒｇＣＡ．Ｅｘｐｅｒ ｉｅｎ
ｃｅ
ｓ


ｉｎｓ ｐｉｎ
ａｌ

 ｓｕｒ
ｇｅｒ ｙ ：

Ｏ ｂ
ｓ

ｅｒｖ ａ ｔ ｉ
ｏｎｓ ｕｐ

ｏ
ｎ 

６０
  ｌａｍｉｎｅｃｔｏ ｍｉｅｓｆｏ ｒｓｐｉｎａｌｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｓｕｒｇ ＧｙｎｅｃｏｌＯｂｓｔｅｔ，１９１３，１６，

１１７ －３２．［２ ０ ］ＰａｒｋＪ Ｂ，Ｃｈａｎ ｇＨ，Ｌｅ
ｅ
Ｊ


Ｋ．Ｑｕａ
ｎｔ
ｉｔａｔｉｖ ｅａｎａｌｙｓ

ｉｓ ｏ ｆ 
ｔｒａ ｎ

ｓ
ｆ ｏ ｒ ｍ

ｉ ｎ ｇｇ

ｒ
ｏｗ

ｔｈ
ｆａｃｔｏｒ

－ｂｅｔａ１ｉ ｎｌｉｇａｍｅｎ ｔｕｍｆｌａ ｖ ｕｍ ｏｆｌｕｍｂａｒ ｓ ｐｉｎａｌｓｔｅｎｏｓｉｓ ａｎｄｄｉｓｃｈｅ

ｒｎｉａｔｉ
ｏｎ［Ｊ］．Ｓｐｉ ｎ ｅ

，２００１，２６（２１）：Ｅ４９２－ ５ ．［２１］Ｇｏ ｌｄｗｙｎＲ．Ｇｒ ａ ｙ ＇ｓＡｎａｔ ｏ ｍｙ［Ｊ］．Ｐ ｌａｓ ｔｉｃａ

ｎ
ｄ


Ｒｅｃｏ ｎｓｔ

ｒｕ
ｃｔｉ ｖ

ｅ
Ｓｕ

ｒ
ｇ ｅ

ｒ
ｙ，１９８５ ，

９





前 言


７６
（
１
）

：１４ ７－ ８

． ［

２
２］

Ｌｏ
ｓｉｎ ｉｅｃｋｉＡＪ ，

Ｓｅ
ｒｒｏｎｅＪＣ，Ｋ

ｅｌ
ｌｅ ｒ ＪＴ，ｅｔ

ａ
ｌ．Ｌｕｍ ｂａｒｌｉｇａｍｅｎｔｕｍｆｌａｖｕｍ：ｓｐａｔｉ ａｌｒｅ ｌａｔｉｏ

ｎｓ ｈｉｐｓｔｏｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇａｎａ ｔｏｍｉｃ
ａｌｓｔ ｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄｔ ｅｃｈｎｉｃａｌｄｅ ｓｃｒ ｉｐｔｉｏｎｏｆｅｎｂｌｏｃ

ｒｅｓ ｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］．ＪＮ
ｅｕ
ｒ
ｏ

ｌＳ ｕｒｇＡ ＣｅｎｔＥｕ

ｒ Ｎｅｕｒｏｓｕｒ ｇ，２０１３ ，７４（ ６）
：３ ８ ８

－９
２．



［

２３］ Ｓ ａ
ｆ

ａｋ Ａ

Ａ
，Ｉ

ｓ
Ｍ，Ｓｅｖｉｎｃ

Ｏ，ｅｔａ ｌ．Ｔｈｅｔｈｉｃ
ｋｎｅｓｓｏ ｆｔｈｅｌｉｇａｍｅｎｔｕｍｆｌａｖｕｍ ｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏａｇｅａ

ｎｄ ｇｅ ｎｄｅｒ［Ｊ］．Ｃｌｉｎｉｃ
ａｌａｎａｔｏｍｙ，

２０１ ０ ，２３（１）：７９－８３．［
２４ ］ Ｋ

ｏｉ
ｃ ｈ

ｉ

Ｓ

ＡＢ ，

Ｖｉ ｊａｙ


Ｇ，

Ｄｏ
ｕｇ ｌａｓＬ， ｅ ｔ

ａｌ．
Ｐ
ａｔｈｏ ｍｅｃｈａｎ ｉｓｍｏ

ｆＬｉｇａ ｍ ｅｎｔｕｍＦｌａｖｕｍ Ｈｙｐｅｒｔｒ ｏ
ｐｈｙＡＭｕｌｔ

ｉ ｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ Ｂａ ｓｅ ｄ ｏｎＣｌｉｎｉｃ ａｌ，Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ，Ｈ ｉ ｓｔｏｌｏｇ
ｉｃ，

ａ ｎｄＢｉｏｌｏｇｉｃ
Ａｓｓ ｅｓｓｍ ｅｎｔ ｓ ［

Ｊ］．Ｓｐｉｎ ｅ， ２００ ５，３０（ ２３） ：２６４９－
５
６

．［２５］
Ｋｏｓａｋａ Ｈ Ｓ 

Ｋ，
Ｂ

ｉｙａ

ｎｉＡ ，

Ｌｅ ａｍａ

ｎ
Ｄ

，ｅ
ｔａｌ．Ｐａｔｈｏｍｅ

ｃ
ｈ ａｎｉｓｍｏ

ｆｌｏｓｓｏｆ
ｅｌａｓｔｉ ｃｉｔｙａｎｄｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｏｆ ｌｕｍｂａ

ｒｌｉｇ ａｍ ｅ ｎｔｕ
ｍｆｌａｖｕｍｉｎｅｌｄｅ

ｒｌ ｙｐａｔｉｅｎｔ ｓｗｉｔｈｌｕｍｂａｒｓｐｉｎａｌ ｃａｎａｌｓｔｅｎｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｓｐｉ

ｎｅ，２００７，３２（２５）：２８０５－１１． ［ ２ ６
］Ｓ
ａ
ｉ

ｒｙｏ Ｋ，Ｂ
ｉｙ
ａｎｉ

Ａ，
Ｇｏ

ｅ
ｌ 

Ｖ
Ｋ， ｅｔ ａ

ｌ ． Ｌｕｍ

ｂ
ａｒ

ｌｉｇ
ａｍｅｎｔｕ

ｍ
ｆ ｌａｖｕｍｈ

ｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ
ｉｓｄｕ ｅｔｏａｃｃｕｍ ｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

－ｒｅｌａｔ
ｅ ｄｓ

ｃａｒｔｉｓｓｕｅ［Ｊ］．Ｓｐｉｎｅ，２０ ０７，３２（１１）：Ｅ３

４０ －７．［２７］Ｏｋｕｄａ Ｔ，
Ｂａ
ｂ
ａ

Ｉ，Ｆｕｊｉ
ｍｏ
ｔｏＹ

，ｅ
ｔ 

ａ
ｌ ．

Ｔ
ｈｅ

ｐａｔｈ ｏ

ｌ ｏｇｙ


ｏｆ

ｌ
ｉｇａｍｅｎｔ

ｕｍｆｌａｖｕ
ｍｉｎ ｄｅｇｅｎｅ

ｒａｔｉｖｅ ｌｕｍｂａ
ｒｄｉｓｅ ａｓｅ［Ｊ］．Ｓｐｉｎｅ，２００４，２９（１５）：１６８９－

９７．［２８］ＳｃｈｒａｄｅｒＰＫ， Ｇｒｏｂ
Ｄ，
Ｒ
ａ

ｈｎＢ Ａ，
ｅｔ
ａｌ．

Ｈｉ
ｓｔ

ｏ
ｌ ｏ

ｇ
ｙｏ ｆ ｔ ｈｅ ｌｉｇ

ａ
ｍｅ

ｎｔ
ｕｍｆｌａｖｕｍｉｎ

ｐａｔｉｅｎ
ｔｓ
ｗｉｔｈｄｅ

ｇｅｎｅｒａｔ ｉｖｅ ｌｕｍ ｂａｒｓ
ｐｉｎａｌｓｔ ｅ

ｎｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｅｕｒｏｐｅａｎｓｐ

ｉｎｅｊｏｕｒｎａｌ ，１９９９，８（４）：３２３－８．［２９］ ＦｕｋｕｙａｍａＳ ， Ｎ ａｋａ
ｍ
ｕ

ｒａＴ，ＩｋｅｄａＴ， ｅｔ
ａｌ
．Ｔｈｅｅ

ｆｆｅ

ｃ ｔｏ
ｆ
ｍ
ｅ
ｃ
ｈ

ａｎｉｃａ ｌ

 ｓｔｒ

ｅ
ｓｓ

ｏ
ｎｈｙｐｅｒｔｒ

ｏｐｈｙｏｆｔｈｅ
ｌｕｍｂａｒｌｉ

ｇａｍｅｎｔｕ ｍｆｌａｖｕ ｍ［Ｊ］．ＪＳｐｉｎａｌＤｉｓｏｒｄ，１９９５，８（２）：

１２６－３０．［３０］ＮａｃｈｅｍｓｏｎＡ Ｌ，ＥｖａｎｓＪＨ．Ｓｏｍｅｍ
ｅ
ｃ

ｈａｎｉｃａ ｌｐｒｏｐ ｅ ｒｔｉｅ
ｓｏ ｆｔ

ｈｅ ｔ
ｈ
ｉ

ｒｄ

ｈ ｕｍ ａ

ｎ  ｌｕ

ｍ
ｂ ａ

ｒ
ｉｎｔｅｒｌａｍｉｎａｒ

ｌｉｇａｍｅｎｔ（ｌ ｉｇａｍｅｎｔｕｍｆｌａ ｖｕｍ）
［Ｊ

］．ＪＢｉｏｍｅｃｈ，１９６８，１（３）：

１ ０





博士学位论文


２ １ １
－２０ ．

［
３ １

］Ｐ
ｏｓ ｔａｃｃｈｉｎｉＦ，

Ｇｕｍｉｎ ａＳ，Ｃ
ｉｎｏ ｔｔｉＧ，ｅｔ

ａｌ．Ｌｉｇ ａｍｅ ｎｔａｆｌａｖａｉｎｌｕｍｂａｒｄｉｓｃｈ ｅｒｎｉ

ａｔｉｏ ｎａｎｄｓｐｉｎａｌ ｓｔｅｎｏｓｉｓ．Ｌｉ ｇ ｈ ｔａ ｎ
ｄｅｌｅｃｔｒｏ ｎｍｉｃｒｏｓｃｏ ｐｉｃ ｍｏｒ ｐｈｏｌｏｇｙ［Ｊ ］．Ｓｐ

ｉ
ｎ

ｅ，１

９９ ４，１
９（８ ）：９

１
７ －

２
２
．

［ ３ ２
］Ｈｕ ｒＪ


Ｗ ，

Ｋｉ
ｍＢＪ，Ｐ

ａｒｋＪＨ，ｅ
ｔａｌ．ＴｈｅＭ ｅｃｈａｎｉｓ ｍｏｆＬｉｇａｍｅｎｔ ｕｍＦｌａｖ ｕｍ

Ｈｙｐｅｒｔｒ ｏｐｈｙ：Ｉｎ

ｔｒｏｄｕｃｉｎｇＡ ｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉ ｓａｓａＣｒｉｔｉｃａ ｌＬｉｎｋＴｈａｔ Ｃｏｕｐｌｅ ｓＭｅｃｈａｎｉｃａｌＳｔｒｅ

ｓｓａｎｄＨｙｐｅｒｔｒｏｐ ｈｙ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ，
２
０

１５，７７（２）：２７４－８１
 ［ ３

３］
Ｃｈ

ｅ
ｎ


Ｊ，Ｌｉｕ 

Ｚ ，Ｚｈ

ｏ
ｎ ｇ


Ｇ，ｅｔａ

ｌ．Ｃ ｙｃｌｉ
ｃｓｔｒｅｔｃｈ ｅｎｈａｎｃ ｅｓａｐｏ ｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｌｕｍｂａｒｌｉｇ ａｍｅｎｔｕｍｆｌａｖｕ

ｍｃｅｌｌｓ ｖｉａｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｇｅｎ ｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏ ｕｒｎ

ａｌｏｆＳｐｉｎ
ａｌ

Ｃ

ｏｒｄＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１ ６，３ ９（４）：４５０－４． ［３ ４］Ｈ
ａｙａｓ ｈ ｉ

Ｋ
， Ｓ

ｕ
ｚ
ｕ

ｋｉＡ ，
Ａｂ ｄｕｌ

ｌ
ａ ｈ

Ａ
ｈｍａｄｉＳ，ｅ

ｔａｌ．Ｍｅ ｃｈａ
ｎｉｃａｌ ｓ ｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅ

ｓｅｌａｓ ｔｉｃｆｉｂｒｅ ｄ ｉｓｒｕｐｔｉｏｎａｎｄｃａｒｔ

ｉ ｌａｇｅ ｍａｔｒｉｘｉｎ ｃ ｒｅａｓ
ｅｉｎｌｉｇａｍｅｎｔｕ ｍｆｌａｖｕｍ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｒｅｐｏｒｔｓ，７（１）：１３０

９２
．


［３

５］ ＮａｋａｔａｎｉＴ，Ｍａｒｕｉ Ｔ
，

Ｈ
ｉ
ｔ

ｏｒａ Ｔ，ｅ ｔａ

ｌ
． Ｍ

ｅ
ｃｈａｎｉｃａ ｌｓ

ｔｒｅｔｃｈｉｎｇ
ｆｏｒ ｃｅｐｒｏ

ｍｏｔｅｓ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｂｙｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓｆｒｏ

ｍ ｈ ｕｍａｎｌｉｇａ
ｍｅｎ ｔ ｕ ｍｆ

ｌａｖｕ ｍｖｉａｔｒ ａｎ ｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗ ｔ ｈｆａｃｔｏｒ－ｂｅｔａｌ［Ｊ］． Ｊｏｕｒ

ｎａｌｏｆｏｒ ｔｈｏｐａｅｄｉｃｒｅｓｅａｒｃ
ｈ，２００ ２，


２

０（６）：１３８０－６．［３６］ＬａｎｄｉＡ．Ｓ ｏｆｔＳｔ
ｅｎｏｓｉｓ ｏｆ

ｔ
ｈ
ｅ


Ｌｕｍ ｂ ａｒ
Ｓ ｐｉｎ

ｅ
：Ｔ

ｈｉ
ｃｋｎｅ ｓｓ ｖｓＨｙｐｅｒｔｒｏｐｈ ｙｏｆｔｈｅＬｉｇａｍｅｎｔｕ ｍＦ ｌａｖｕ ｍ．ＡＰａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｐ ｏ

ｉ
ｎｔｏｆＶｉｅ ｗ［Ｊ］． ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｐ ｉｎｅ，２０１３， ２：ｅ１ １１［３ ７］ＨｕｒＪＷ ，Ｂ

ａｅ


Ｔ
，ＹｅＳ，ｅｔａｌ

．Ｍ ｙｏｆｉｂｒ
ｏ
ｂｌ ａ ｓ

ｔ
ｉ ｎ  ｔ ｈｅ ｌｉ

ｇ
ａ ｍ

ｅｎ
ｔｕｍｆｌａ

ｖｕｍｈｙ
ｐｅｒｔｒｏ

ｐ
ｈｉｃａ ｃｔｉｖｉ ｔｙ［Ｊ］．Ｅｕｒｏｐ ｅａｎｓｐｉｎ ｅｊｏｕｒｎａｌ，２０１７，２６（

８）：２０２１－３０．［３８］Ｎａ ｆｆｚｉ
ｇ
ｅ

ｒＨＣ，ＩｎｍａｎＶ ，Ｓａ
ｕｎ
ｄｅｒｓＪ

Ｂ
．Ｌ ｅ ｓ

ｉｏ
ｎｓ


ｏ
ｆ

ｔｈｅ ｉ
ｎ

ｔ ｅ ｒｖｅ

ｒ
ｔ ｅ

ｂｒ
ａｌｄｉ ｓｃａｎｄ

ｌｉｇａｍｅｎｔａ
ｆｌａｖａ［Ｊ］．Ｓｕｒｇ Ｇｙｎｅ ｃｏｌＯｂｓｔｅｔ，２ ０２０，６６（１）：２８８－９９ ． ［３９］Ｚｈ

ａ ｎ

ｇＹ ，ＣｈｅｎＪ，Ｚｈ
ｏｎ
ｇ


ＺＭ，ｅｔ
ａ
ｌ
．Ｉｓ Ｐｌａｔｅ ｌｅｔ

－Ｄ
ｅｒｉｖ

ｅｄ
Ｇ

ｒ
ｏ
ｗ

ｔｈ Ｆ ａ
ｃｔｏ ｒ－Ｂ

Ｂ
 

Ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎＰｒｏｐｏｒ ｔｉｏｎａｌｔｏＦ ｉｂｒｏｓｉｓ ｉ ｎ ｔｈ ｅＨｙ ｐｅｒ

ｔｒｏｐｈｉｅｄＬ ｕｍｂｅｒＬｉｇａｍｅ
ｎｔｕｍ

ｌ ｉ





前 言


Ｆ ｌａｖｕｍ
［Ｊ
］
．

Ｓｐｉｎ ｅ，２
０１
０， ３ ５

（２
５ ）

：
Ｅ１

４
７９－ Ｅ ８６． ［４ ０］Ｘ

ｉ
ａｎ

ｇ
Ａ ，Ｌｉａｎｇ Ｗ，ＹａｎＳ，ｅｔ

ａｌ．Ｄ
ｅｖｅｌｏｐｍ ｅｎｔａｎ ｄＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａＮｏｖｅｌ Ｂｉｐｅｄａｌ Ｓｔ

ａ ｎｄｉｎｇＭｏ ｕｓｅ ＭｏｄｅｌｏｆＩｎｔｅｒ ｖｅｒｔｅｂｒａｌＤｉｓｃａｎｄＦａ ｃ ｅｔＪｏｉｎｔＤｅｇｅｎ ｅｒａｔｉ

ｏｎ［Ｊ］．Ｃｌｉｎｉｃａｌ

Ｏ

ｒｔｈ ｏ ｐａｅｄｉｃｓａｎｄＲｅｌａｔｅｄＲｅｓｅａｒ ｃｈ，２０１９， ４７７（６）
：１ ４ ９

２－５０４ ．



［４１

］Ｋｉｍ 

Ｂ Ｊ ，Ｈｕ

ｒ
 Ｊ

Ｗ
，ＰａｒｋＪ

Ｓ
，ｅｔａｌ

．Ｅ
ｘｐｒｅｓｓｉｏ

ｎｏｆｍａ ｔｒｉｘｍｅ ｔ ａ ｌｌｏｐｒｏ ｔｅｉｎａｓｅ－２ａｎｄ－９ｉｎ ｈｕｍａｎｌｉｇａｍｅ

ｎ

ｔｕｍｆｌａｖｕｍｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔ ｕ ｍ ｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ ａ ｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１ｂ

ｅｔａ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏ

ｆ ｎｅｕｒ
ｏｓ
ｕ

ｒ
ｇｅｒｙＳｐｉｎｅ，２ ０１６，２４（３）：４２８－

３５．
［４
２］ Ｎ ａ

ｋａ
ｍｕ

ｒ
ａ


Ｔ，Ｏｋａ ｄ

ａ  Ｔ，Ｅ

ｎ
ｄｏ

Ｍ
，ｅｔａｌ．Ａｎｇ

ｉｏｐｏｉｅｔｉｎ－ｌｉｋｅｐｒ ｏｔｅｉｎ２ ｐｒｏｍ ｏｔｅｓ ｉｎｆｌ

ａ ｍｍａｔｏｒｙｃ ｏｎｄｉｔｉｏｎｓｉｎ ｔｈ

ｅｌｉｇａｍｅｎｔｕｍｆｌａｖ ｕｍ ｉｎｔｈｅｐａｔｈ ｏ ｇｅｎｅｓｉｓｏｆｌｕｍｂａ ｒｓｐｉｎａｌｃａｎａｌｓ ｔ ｅｎｏｓｉｓ

ｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ － ６ｅｘｐｒ
ｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｅ

ｕｒｏｐｅａｎｓｐｉ
ｎ

ｅｊｏｕｒｎａｌ，２０
１５
，
２

４（９）：２００１－９．

［４３
］Ｐ
ａｒｋＪ

Ｂ
， Ｋ ｏ

ｎｇ
Ｃ


Ｇ
，

Ｓｕｈｌ Ｋ
Ｈ ，ｅｔ


ａ ｌ

．Ｔ
ｈｅｉｎｃｒｅ

ａｓｅｄｅｘｐｒｅ ｓｓｉｏｎｏｆｍ
ａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓａｓｓｏ ｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｅｌａ

ｓｔｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓｏｆｔｈｅ ｌｉｇａｍｅｎｔｕｍｆｌａｖｕｍｉｎｐａｔｉｅ ｎｔ ｓｗｉｔｈｌｕｍ

ｂ ａｒｓｐｉｎａｌｓｔｅｎｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎｉｃｓ ｉｎｏｒｔｈｏｐｅｄｉ ｃｓｕｒｇｅｒｙ， ２ ００９，
１
（

２）： ８ １－９．［４４］

ＢｉｅｒｉｅＢ，ＣｈｕｎｇＣＨ，
Ｐａｒｋ

ｅｒ Ｊ

Ｓ

，ｅｔ 
ａｌ ．Ａｂ

ｒ
ｏｇ

ａｔ
ｉ ｏｎｏｆＴ

ＧＦ－ｂｅｔａｓｉｇ ｎａｌｉｎｇｅｎｈａ ｎｃｅｓｃｈ ｅｍｏｋｉｎｅｐ ｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄｃｏｒ ｒ
ｅｌａｔ ｅｓｗｉ

ｔｈｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎｈｕ
ｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ．Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎ

ａｌｏｆｃｌ ｉｎｉｃａｌｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ

，２００９，
１１
９

（
６）：１５７１－８２．［４５ ］Ａ ｋ ｈｕ ｒｓｔＲＪ，ＨａｔａＡ．Ｔａｒ

ｇｅ
ｔｉｎｇ

ｔｈ ｅ 
Ｔ
Ｇ
Ｆ

－ｂｅ ｔ ａ 
ｓ

ｉｇ ｎａｌ

ｌ
ｉ ｎ

ｇ
ｐａｔｈｗａｙｉｎ

ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ
ｒｅｖｉｅｗｓ Ｄｒｕｇｄ ｉｓｃｏｖ ｅ ｒｙ，２０１２，１１（１

０）：７ ９０－８１１
．

［

４６］

ＷｙｎｎＴＡ．Ｃｅｌｌｕｌａｒａｎ
ｄ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｍ ｅ ｃ
ｈａｎ ｉ

ｓ
ｍ ｓ


ｏｆｆｉ

ｂ

ｒ ｏ ｓ ｉｓ［

Ｊ
］．

Ｊ
Ｐａｔｈｏｌ，２ ００８ ，  ２１４（２）：１９９－ ２１０． ［４７］ＬｏｈｒＭ，Ｈａｍｐｌ ＪＡ ， Ｌ ｅｅ

Ｊ


Ｙ，ｅｔａｌ．Ｈ ｙ
ｐｅｒｔｒ ｏ ｐｈｙ

 ｏ ｆ

ｔ
ｈ

ｅｌ ｕｍ ｂａ ｒ  ｌｉｇ

ａ
ｍｅ

ｎｔ
ｕｍｆｌ

ａｖｕｍｉ
ｓａｓｓ

ｏｃｉａｔｅｄｗ
ｉｔｈｉｎ ｆ ｌａｍｍａｔｉｏｎ－ｒ

ｅｌａｔｅｄＴＧＦ－ｂｅｔａｅｘ ｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］

．Ａｃｔａｎ ｅｕｒｏ ｃｈｉｒｕｒｇｉｃａ，２０１１，１５３（１）：１３４－

４１ ．

１ ２



［

博士学位论文
４８］

Ｄ
ａｖ

ｉｓ
Ｊ，Ｍ ｏｌｋ

ｅｎ
ｔｉ ｎＪＤ．Ｍｙｏｆｉ ｂｒｏｂｌ ａｓｔｓ：ｔ ｒｕｓｔ ｙｏｕｒｈｅ

ａｒｔａｎｄｌｅｔｆａｔｅｄｅｃｉｄｅ［Ｊ］． Ｊｏｕｒ
ｎ

ａ
ｌｏ

ｆｍｏｌｅｃｕｌａ ｒａ ｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｃａ ｒ ｄｉ ｏｌｏｇｙ，２０ １４ ，７０（９）
：９ － １

８．


［
４
９

］Ｍａｄ

ａ ｌ ａＳ

，
Ｓｃ

ｈｍ
ｉｄｔＳ，Ｄａ

ｖｉｄｓｏｎＣ，ｅｔ
ａｌ．Ｍ ＥＫ－ＥＲＫ

Ｐａｔｈｗａｙ Ｍｏｄｕ ｌａｔｉｏｎＡｍｅｌｉｏｒａｔ ｅｓＰｕｌｍｏ

ｎａｒ ｙ Ｆｉｂｒｏｓｉｓ Ａｓｓｏｃｉａｔｅ ｄｗｉｔ ｈＥｐｉｄｅｒ ｍａｌＧｒｏｗ ｔｈＦａｃｔｏｒＲｅｃｅｐｔｏｒＡｃｔｉｖａｔｉ

ｏｎ［Ｊ］．Ａｍｅｒｉｃａｎｊｏｕｒｎａ
ｌ


ｏｆｒｅｓｐｉｒａ
ｔｏ
ｒｙｃｅｌｌａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂ ｉ ｏｌｏｇｙ，２０ １２，４ ６ （３）：

３ ８０ －８．［
５０ ］ Ｍ

ｃＣ
ｕｂ

ｒ
ｅ
ｙ

Ｊ Ａ，
Ｓ

ｔ ｅｅｌ

ｍ
ａ ｎ

Ｌ
Ｓ，Ｃｈａｐｐｅ

ｌｌ
ＷＨ，ｅｔ ａｌ．Ｒｏｌｅ

ｓ
ｏｆｔｈｅ  Ｒａｆ／Ｍ

ＥＫ
／ＥＲＫ ｐａｔ ｈｗａｙｉ ｎｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ，ｍａｌｉ

ｇｎａｎｔｔｒａｎｓｆｏ ｒ ｍａｔｉｏｎａ
ｎｄｄｒ ｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］． Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔｂ ｉ ｏ ｐｈｙｓｉｃａ


ａ

ｃｔａ

， ２００７，１ ７７３（８）：１ ２６３－８４ ．［５１］Ｘ
ｕ
ＳＷ，

Ｈｏ ｗ ａｔ

Ｓ


Ｌ，Ｒ ｅｎｚ ｏｎｉ Ｅ

Ａ
， ｅ

ｔ
ａｌ．Ｅｎｄ

ｏｔｈｅｌｉｎ－１ｉ
ｎｄｕｃｅｓｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆ ｍａｔｒｉｘ－ ａ ｓｓ ｏ

ｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｌ ｕｎｇｆｉｂｒ

ｏｂｌａｓｔｓｔｈｒｏ ｕｇｈＭ
ＥＫ／ＥＲＫ［Ｊ］．ＪＢｉｏ

ｌＣｈｅｍ ，２００４，２７９（２２）：２３０９８
－１
０
３

．［５ ２］ＤｕＣ，Ｌ
ｉａｎ

ｇＪ
Ｒ，
Ｃｈｅ

ｎ
Ｄ


Ｄ，ｅｔ ａｌ

．

ｉ ＴＲ ＡＱ－

ｂ
ａｓ

ｅｄ
ｐｒｏ

ｔｅｏｍｉｃａｎａｌ ｙｓｉｓｏｆｔｈ ｅｍｅｔａ ｂｏｌｉｓｍ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉ ｔ ｈｓｉｌｉｃｏｎ

ｒｅｓｐｏｎ ｓ ｅ ｉｎｔｈｅｍａｒｉｎｅｄｉａ ｔｏｍＴｈａｌａｓｓｉｏ ｓ ｉｒａｐｓｅｕｄｏｎａｎａ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆｐｒｏｔｅｏｍ

ｅｒｅｓｅ ａ ｒｃ ｈ ，２０
１４ ，１３（２）：７２

０－
３
４

．［５３］Ｃｈｒｉｓ
ｔｉａｎｏＲ，ＫｏｌｅｖＮＧ，

Ｓｈ
ｉ Ｈ ，

ｅｔ ａ
ｌ
．
Ｔ

ｈｅｐｒ ｏ

ｔｅ ｏｍｅ


ａｎ

ｄ
ｔｒａｎ ｓｃ ｒ ｉｐｔｏｍ

ｅｏｆ ｔｈｅｉ
ｎｆｅｃｔｉｏ

ｕｓｍｅｔ ａ ｃｙｃｌｉ
ｃｆｏｒｍｏｆＴｒｙｐａｎｏｓｏｍａｂｒｕｃｅｉｄｅｆｉｎｅ

ｑｕｉｅｓｃ ｅｎｔｃｅｌｌｓｐｒ ｉ ｍ ｅｄ ｆｏｒｍ ａｍｍａｌｉａｎ ｉｎｖａｓｉｏｎ［ Ｊ］．Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａ ｒ ｍｉｃｒｏｂｉｏ ｌ ｏ ｇ

ｙ，２０１７，１０

６（１）：７４－９２ ． ［５４］Ｚｈ ａｏ
Ｊ
Ｙ
，

Ｚｈａｏ ＸＴ ，Ｓｕｎ ＪＴ，ｅ ｔ ａｌ．Ｔｒａ
ｎｓ ｃ ｒ

ｉｐｔ ｏｍ
ｅ


ａ

ｎｄｐ
ｒ

ｏｔ ｅｏｍ

ｅ
ａ

ｎａ
ｌｙｓｅｓｒｅ

ｖｅ
ａｌｃｏｍｐ

ｌｅｘｍｅｃｈａ
ｎｉ
ｓｍｓ ｏ ｆｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｄｉａｐ

ａｕ
ｓｅｉｎｔｈｅｔ ｗ

ｏ－ｓｐｏｔｔｅｄｓｐｉ

ｄｅｒ ｍｉｔｅ，Ｔｅｔ ｒａｎ ｙｃｈｕｓｕｒｔｉｃａｅ［Ｊ］．Ｉｎ ｓｅｃｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏ ｌ

ｏｇｙ，２０１７，２ ６（２）：２１ ５－
３２．

［５５］ＳｈｉＹ，Ｗａｎ ｇＷ，
Ｙｏ
ｕ
ｒ

ｅｙＰＡ，ｅｔａ ｌ．Ｃｏ ｍｐｕｔａ ｔｉ ｏｎａｌＥ
ＳＴ  ｄ

ａｔ
ａｂ

ａ
ｓ

ｅ
ａｎ ａ ｌ

ｙ

ｓｉ ｓ

ｉ
ｄ ｅ

ｎｔ
ｉｆｉｅｓ

ａｎｏｖｅｌｍｅｍｂｅｒｏｆｔ ｈｅｎｅｕｒ ｏｐｏｉｅｔｉｃｃｙｔｏｋｉｎｅｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ ｉ ｃａｌ

ａｎｄｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈｃ ｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ ｓ，１９９９，２６２（１）：１３２－ ８ ．［
５
６

］Ｓｅ ｎａｌｄｉＧ，Ｖａｒｎ

ｕｍＢ Ｃ，Ｓａｒｍ ｉｅｎｔｏＵ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌ ｎｅｕｒ ｏｔｒｏ
ｐｈ

ｉ ｎ－１
／Ｂ
ｃ

ｅ
ｌ
ｌ

－ｓｔ ｉ ｍ
ｕ

ｌ ａｔｉ

ｎ
ｇ

ｆａｃｔｏｒ－３ ：ａ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｏｆ ｔｈ ｅＩ Ｌ－６ｆａｍ

ｉ
ｌ ｙ［Ｊ ］ ．Ｐｒｏｃｅ ｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ

１ ３



前 言

ＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃ ｉｅｎｃｅ ｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅ ｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ
，１９ ９９，

９６（２ ０
）：


１１

４ ５ ８－ ６
３． ［５

７
］ Ｋ

ｎａ
ｐｐｓｋｏｇＰＭ

，Ｍａ
ｊｅ
ｗｓ

ｋ
ｉＪ， Ｌｉ

ｖｎ
ｅ ｈＡ，ｅｔ

ａｌ
．Ｃｏｌｄ －ｉｎｄ ｕｃ

ｅ

ｄｓｗｅａｔｉｎｇｓｙｎｄｒｏｍｅｉｓｃａｕ

ｓ ｅｄｂｙｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅＣＲＬＦ１ｇｅｎｅ ［Ｊ］．Ａｍｅｒ
ｉ
ｃ

ａｎｊｏｕ ｒｎａｌ
ｏ
ｆｈｕｍａｎｇｅｎｅｔｉｃｓ

，２００３，７ ２
（２
）：３７

５－８３ ．



［５８ ］Ｃ
ｒｉｓ ｐｏｎ

ｉ
 Ｌ

，Ｃ
ｒｉｓ ｐｏｎｉＧ，

Ｍｅｌｏｎ ｉＡ，ｅｔ
ａｌ．Ｃ ｒｉｓｐｏｎ

ｉｓｙｎｄｒ ｏｍｅｉ ｓｃａｕｓｅｄｂｙｍｕｔ ａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅ

ＣＲＬＦ１ｇｅｎｅａｎｄｉｓａｌ ｌ
ｅｌｉｃｔｏｃｏｌ ｄ－ｉｎ ｄｕ ｃ ｅｄｓｗｅａｔ ｉｎ ｇ

ｓｙｎｄｒｏｍｅｔｙｐｅ１［Ｊ］．Ａｍｅｒｉｃ

ａｎｊｏｕｒｎ
ａ

ｌ
ｏｆｈｕｍａｎ

ｇｅ
ｎｅｔｉｃｓ，２０ ０７，８０（

５）：９７１－８１
．
［５９

］Ｙ
ａ ｍ

ａ
ｚ
ａ

ｋｉＭ ，
Ｋ

ｏ ｓ ｈｏ

Ｔ
， Ｋ

ａｗ
ａｃｈｉＳ，ｅｔ

ａｌ
．Ｃ ｏｌｄ－ｉ

ｎｄ
ｕｃｅｄｓｗｅａ

ｔｉ
ｎｇｓｙ ｎｄｒｏ ｍｅ 

ｗｉｔｈｎｅｏｎａｔａｌｆｅ
ａｔｕｒｅｓｏｆＣｒｉｓｐ

ｏｎｉｓｙｎｄｒｏｍｅ：ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａ ｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆａ
ｐ

ａｔｉｅ ｎｔｈｏｍ ｏｚｙｇｏｕｓｆｏｒａ
ＣＲＬ

Ｆ１ｍｕｔａ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｍｅｒｉｃａｎｊｏｕｒ ｎａｌｏｆ ｍｅｄｉｃ
ａ
ｌ

ｇｅｎｅｔｉｃｓ
Ｐ
ａｒｔＡ，２０１０，１５ ２ａ（３

）：７６４－９． ［

６０］Ａ ｌｅ
ｘ
ａｎ ｄ ｅ

ｒ
Ｗ Ｓ，

Ｒ
ａ

ｋ
ａｒＳ， Ｒ

ｏ ｂｂ

Ｌ
，

ｅｔ
ａｌ．Ｓｕｃｋｌｉｎｇ

ｄｅｆｅｃｔｉｎ
ｍｉｃｅｌａ

ｃｋｉｎｇｔ ｈｅｓｏｌ ｕｂｌｅｈ
ａｅｍｏｐｏｉｅｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒＮＲ６［Ｊ

］． Ｃｕｒ ｒ ｅｎｔｂｉｏｌｏ ｇ ｙ，１９９９，９（１１）：６０５－
８．



［６１］Ｃｌａｎｃ ｙＢ Ｍ，Ｊｏｈｎ
ｓ ｏｎ

Ｊ
Ｄ
，
Ｌ ａ

ｍ
ｂｅｒｔ Ａ  Ｊ，ｅ

ｔ
 ａ

ｌ．
Ａ ｇｅｎｅｅｘｐ ｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉ

ｌｅ ｆｏｒｅｎｄｏｃ
ｈｏｎｄｒａｌ ｂｏ

ｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ： ｏｌｉ
ｇｏｎｕｃｌ ｅｏｔｉｄｅｍ

ｉｃｒｏａｒｒａｙｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｎｏｖｅｌ ｃｏ ｎ ｎｅｃｔｉｏ ｎｓｂｅｔｗｅｅｎｋｎｏｗｎｇｅｎｅｓａｎ ｄ ＢＭＰ－２－ｉ ｎｄｕ

ｃｅｄｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ［Ｊ ］

．Ｂｏｎｅ，２００３，３３（１）：４６－６３． ［６

２］Ｔｓｕ
ｒｉｔａｎｉＫ，Ｔａ

ｋｅ
ｄ

ａ
Ｊ，Ｓａｋ

ａｇ
ａｍｉ

Ｊ，
 ｅ

ｔ

ａ

ｌ．Ｃｙ
ｔｏｋ ｉｎｅ


ｒｅ

ｃｅ
ｐｔｏｒ－ｌｉｋｅｆ

ａｃ
ｔｏｒ１ｉｓ

ｈ
ｉｇｈｌｙｅｘｐ

ｒｅ
ｓｓｅｄ ｉｎｄａｍａｇｅｄｈｕｍａｎｋｎ

ｅ

ｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉ ｃｃａｒｔｉｌａｇ

ｅａｎｄｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆＴＧＦ－ ｂｅｔａ［Ｊ］．Ｃ ａｌｃｉ ｆｉｅｄ ｔｉｓｓ

ｕｅｉｎｔｅｒｎａｔ ｉｏ ｎａｌ，２０１０，８６（１）：４７－５７．
［
６
３

］Ｅｌｓｏｎ ＧＣ，Ｇｒａ ｂｅｒＰ，ＬｏｓｂｅｒｇｅｒＣ，
ｅｔａ ｌ ．

Ｃｙｔ

ｏ ｋ
ｉ
ｎ
ｅ

－ｌｉｋ ｅ ｆ ａｃｔ

ｏ
ｒ －

１，
ａ  ｎｏｖｅｌｓ

ｏｌｕｂｌｅｐｒ
ｏｔｅｉ ｎ，ｓｈａｒｅｓ ｈｏｍｏｌｏｇ ｙｗｉｔｈｍｅｍ ｂ

ｅ ｒｓｏｆｔｈｅｃ ｙ
ｔｏｋｉｎｅｔ ｙｐｅ Ｉｒ ｅｃｅｐ

ｔｏｒｆ ａｍ
ｉｌｙ［Ｊ］．Ｊｏｕｒ ｎａｌｏｆ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９９８，１６１（３）：１３７１－９．［６４］ＤｅｔｒｙＳ，Ｓｋｌ ａｄａｎ

ｏ
ｗ
ｓ

ｋａＫ，Ｖｕｙｌｓｔ ｅｋｅＭ，ｅ ｔ
ａｌ．Ｒｅ ｖｉｓ

ｉｔｉ ｎ ｇ

ｔ
ｈ

ｅｃ ｏ ｍ ｂ
ｉｎ ａｔｏ

ｒ
ｉａ

ｌ

１ ４





博士学位论文


ｐｏ ｔｅｎｔｉａｌｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｕｂｕｎ ｉ ｔ ｓｉｎｔｈｅＩＬ －

１ ２ｆａｍ ｉ ｌｙ［Ｊ
］

．
Ｂｉｏ ｃｈｅｍｉｃ ａｌｐｈ

ａｒｍａｃｏｌｏ ｇｙ，２０１
９， １ ６

５（
２ ４ ０

－
８．



［ ６５］

Ｆ
ｉｎ

ｎｅ
ｇａｎＡ，Ｇｒｕｓ ｂｙＭＪ，Ｋａｐｌａ

ｎＣＤ ，ｅｔａｌ．
ＩＬ－４ａｎ ｄＩＬ －１２Ｒｅｇｕｌ ａ

ｔ ｅＰｒｏ ｔｅｏｇｌｙ

ｃａｎ－Ｉｎｄｕ
ｃ
ｅｄＡ

ｒｔｈｒｉｔｉｓＴｈｒｏｕｇｈＳｔａｔ－Ｄｅｐｅｎ ｄｅｎ
ｔＭｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．Ｔｈｅ Ｊｏ

ｕ
ｒ

ｎａｌｏｆ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ，２００２，１ ６９（６）：
３３４５

．
 ［６

６
］

Ｆ
ｌｅｉ ｓ ｓｉ ｇＯ

，
Ｒｅ

ｉｃ
ｈ ｅｎｂ ｅｒｇＥ， ＴａｌＭ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒ ｐｈｏｌｏｇｉ

ｃａｎｄｇ ｅｎｅｅｘｐｒ ｅｓｓ ｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ ｐｅ ｒｉｏｄｏ

ｎｔａ ｌｌ ｉｇａｍｅ
ｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｐｒｅｓｓｕｒｅ［

Ｊ
］．Ａｍｅｒｉｃ

ａｎＪ ｏｕｒｎ
ａｌ

ｏ

ｆＯｒｔｈ ｏｄｏｎｔｉ

ｃｓａｎｄＤｅｎ ｔｏｆａｃｉａｌＯｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ，２０１８，１５４（５）：６６４－７６．
［
６７ ］ Ｅ

ｌｓｏ ｎ
Ｇ

Ｃ

，Ｌｅｌｉｅｖｒ ｅＥ

，
Ｇｕ

ｉｌ
ｌ ｅ ｔＣ，ｅｔ

ａｌ．Ｃ Ｌ Ｆａｓｓｏｃ
ｉａｔｅｓ  ｗｉｔｈ

ＣＬＣｔｏ ｆｏｒｍａｆｕｎ ｃｔｉｏｎａｌ ｈｅｔｅｒｏｍｅｒｉｃｌｉｇａｎｄ

ｆｏｒｔｈｅＣＮＴＦｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃ ｏｍｐｌｅｘ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，２
０００，３

（
９

）：８６７－７２．

［６８］ Ｌｏ ｏｙｅｎｇ
ａ
ＢＤ，

Ｒｅ
ｓ

ａ
ｕ


Ｊ，Ｍ ａｃ

Ｋ

ｅｉ ｇａｎ


Ｊ

Ｐ
．Ｃｙｔｏｋｉｎｅｒｅ

ｃｅ
ｐｔｏｒ－ｌｉ

ｋｅ
ｆａｃｔ ｏｒ１（ＣＲＬＦ１）ｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉ

ｎ

ｓ ｔ６－ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎ ｅ
ｔｏ

ｘｉｃｉｔｙｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆｔｈｅｇｐｌ３０／ＪＡＫｓ ｉ ｇ ｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＰｌｏＳｏｎ ｅ ， ２０１３，８（

６ ）：ｅ６６ ５４８．［６９］Ｓａｉ
ｔ
ｏ

Ｔ， Ｙｏｋｏｔａ
Ｋ，
Ｋｏ ｂ ａ

ｙａ
ｋ
ａ
ｗ
ａ

Ｋ，ｅｔａ ｌ ．Ｅｘ

ｐ
ｅｒ

ｉｍｅｎｔ ａｌＭ
ｏｕ
ｓｅＭ ｏｄｅｌ

ｏ
ｆＬｕｍｂａｒＬｉ

ｇａｍｅｎｔｕ ｍＦｌａｖｕｍＨｙｐｅ ｒｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．Ｐ ｌｏＳ ｏｎｅ，２０１７，

１ ２
（
１）：ｅ０１６９７ １７．

１ ５





第一章 肥厚黄軔带 中 ＣＲＬＦ １ 起源及表达作 用研究


第
一

章 肥厚飾带中 ＣＲＬＦ １ 起源及表达作用研宄

引言

正常的黄韧带 由约 ８０％ 的弹性纤维和 ２０％ 的胶原纤维组成
［
１

］

。 病理学研究

发现 ， 未增生的黄韧带中弹力纤维排列有序 ， 黄韧带细胞数量较少
［
２

＿４
］

。 增生的

黄韧带中弹力纤维比例下降并且发生断裂 ， 胶原纤维与黄韧带细胞数量增多
［
５１

。

另有研宄发现肥厚黄靭带中存在严重的纤维化病灶 ， 纤维化的程度和黄軔带肥

厚程度有密切关系
［
４

］

。

炎症反应会 引 起组织基质破坏和瘢痕组织形成 ， 可能是导致黄韧带肥厚的

重要 内部原因 。 有研宄发现消炎镇痛药物可能会预防黄軔带肥厚
［
４

’
８

’
９

］

。 另 外
一

些学者研宄发现 ，
ＴＧＦ ＿

ｐ
ｉ

［
１ （ ）

＿

１ ２
］

、 血管 内皮生长因子 （ ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅ ｌ ｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ ， ＶＥＧＦ ）

［
１ ３

］

、 结缔组织生长因子 （ ＣｏｎｎｅｃｔｉｖｅＴｉ ｓｓｕｅＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ ， ＣＴＧＦ ）

［
１ ４

］和血小板衍生生长因子 （ Ｐｌａｔｅｌｅｔ
－ＤｅｒｉｖｅｄＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ ， ＰＤＧＦ ）

［
１ ５

］

高表达可

能促进了黄韧带肥厚的发展 。 但是 ， 到 目 前为止 ， 黄軔带肥厚的关键调控因子

和确切 的调控机制仍 旧不清楚 。 有必要通过高通量筛选找到调控黄韧带肥厚的

关键细胞因子 。 而单
一

组学分析很难确定黄韧带肥厚过程中最重要的调控因子 。

因为可能会发现多种基因表达的上调和下调 ， 这
一

点通过现有的转录组数据就

能发现问题 。 在分析 ＧＥＯ 数据库中黄軔带的转录组学数据时我们发现 ， 肥厚黄

韧带中上调倍数超过 ２ 倍 （
ｌｏｇ２ （

ｆｃ
）
＞

２
）的 ｍＲＮＡ 总共有 １ ９８ 个上调基因 ， 上调

倍数超过 １ ． ５ 倍 （
ｌｏｇ２ （

ｆｃ
）
＞１ ． ５

）
的 ｍＲＮＡ 总共有 ５９４ 个上调基因 。 多组学分析既

能缩小 目 标基因 的范 围 ， 又能提高数据的可靠性 ， 是找到关键调控分子的有效

办法 。 本章研宄釆用 了ｉＴＲＡＱ 技术发现肥厚黄初带中差异表达的蛋 白质 ， 结合

现有的转录组数据 ， 通过整合转录组和蛋 白 质组学分析 ， 最终发现 了 目 标蛋 白 ：

ＣＲＬＦ １ 。

ＣＲＬＦ １ 是
一

种分泌型可溶性蛋 白 ， 属于 １ 型细胞因子受体家族 。 Ｅ ｌｓｏｎ 发

现某些炎症因子 ， 如 ＴＮＦ －ａ 、 ＩＬ －

６ 和 丫
－干扰素等可在

一

些组织的纤维细胞中诱

１ ６
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

导 ＣＲＬＦ １ 的高表达 ［
１ ６

］

。 Ｔｓｕｒｉｔａｎｉ 等人
［
１ ７

］发现 ＣＲＬＦ １ 在膝关节骨性关节炎受损

的关节软骨中高表达 ， 他们认为 ＣＲＬＦ １ 可 以作为骨性关节炎的生物标志物 。 所

以 ＣＲＬＦ １ 可能参与到 了炎症引 起的组织修复过程中 。但遗憾的是 ， 到 目 前为止 ，

在黄韧带肥厚的研宄中 ， 还没有关于 ＣＲＬＦ １ 的报道 。

Ｔｏｍａｓｅｋ 等发现 ， 在组织进行纤维性修复过程中 ， 成纤维细胞转化为肌成纤

维细胞
［

１ ８
］

。 肌成纤维细胞的特异性标志物是 ａ
－ＳＭＡ ， 肌成纤维细胞增多是纤维

化的
一

个重要特征
［

１ ９
，
２ （ ）

］

。 有研宄发现 ， 在伤 口 愈合的过程中 ， 机械应力和 ＴＧＦ－

ｐ
ｌ

调控了肌成纤维细胞的转化数量和 Ｉ 型胶原纤维的分泌 ［
２ １

］

。 因此 ， 如果黄軔带

肥厚是
一

种慢性损伤与纤维性修复的过程 ， 那么 需要 明确肥厚黄韧带中肌成纤

维细胞的含量是否变化 。

本课题提 出假设为 ： 脊柱退变或机械应力等因素刺激下黄初带可能会发生

微损伤 ， 在损伤与修复的循环中有可能产生大量的促纤维化因子 ， ＣＲＬＦ １ 有可

能参与到 了这些因子的促纤维化作用过程中 ， 促进 了黄韧带细胞向肌成纤维细

胞的转化 ， 介导 了黄韧带的肥厚 。 所 以本章研宄拟利用组织学染色技术对黄韧

带病理变化进行研究 ， 并使用免疫组化和 ＰＣＲ 技术对高通量筛选结果进行验证 ，

使用免疫荧光双标技术探索 ＣＲＬＦ １ 的细胞来源 。

１ 实验材料

１ ． １？＾剂

生理盐水广州 白云 山制药厂中 国

Ｍａｓ ｓｏｎ 染色试剂盒南京建成公司中 国

苏木素粉剂 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉ ｃｈ 公司美国

伊红粉剂 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｄｒ ｉ ｃｈ 公 司美 国

ＰＢ Ｓ 博士德公司中 国

酒精 广州化学试剂厂中 国

中性树脂 广州化学试剂厂中 国

１ ７
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中性 甲醛广州化学试剂厂中 国

二 甲苯 广州化学试剂厂中 国

ＤＡＰ Ｉ 细胞核染色液 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｄｒｉｃｈ 公司美国

辣根过氧化物酶显色试剂盒 碧云天生物试剂公司中 国

即用型 山羊血清 Ｂｏｓｔｅｒ 公司中 国

牛血清 白 蛋 白组分五 （ Ｂ ＳＡ ） 索莱宝公司中 国

Ｉ 型胶原
一

抗Ａｂｅａｍ 公司英国

ＩＩＩ型胶原
一

抗Ａｂｅａｍ 公司英国

ＣＲＬＦ １
—

抗Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司中 国

ｐ
－ＥＲＫ ｌ ／２

—

抗Ａｂｅａｍ 公司英国

ａ
－ＳＭＡ

—

抗Ａｂｅａｍ 公司英国

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
—

抗ＡＢｃ ｌｏｎａｌ公司中 国

ＧＡＰＤＨ
—

抗锐抗公司中 国

ＨＲＰ －抗鼠二抗锐抗公司中 国

ＨＲＰ －抗兔二抗锐抗公司中 国

Ｆ ＩＴＣ －抗鼠二抗ＡＢｃ ｌｏｎａｌ 公司中 国

Ｃｙ
－

３
－抗兔二抗ＡＢｃ ｌｏｎａｌ 公司中 国

Ｔｗｅｅｎ
－２０ＡＢｃ ｌｏｎａｌ公司中 国

５ 

ｘＰｒｉｍｅｒＲＴ ＭａｓｔｅｒＭ ｉｘＴａｋａｒａ公司中 国

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍ ｉｘＴａｑ Ｔａｋａｒａ公司中 国

ＤＥＰＣ 水 Ｖａｚｙｍｅ 公司中 国

ｑＲＴ
－ＰＣＲ 引物设计与合成上海生物工程有限公司中 国

ｉＴＲＡＱ试剂盒 Ａ
ｐｐ ｌ ｉｅｄＢ ｉｏ ｓｙｓｔｅｍ ｓ美国

细胞培养皿 Ｃｏｍｉｎ
ｇ 公司美国

离心管 Ｃｏｍｉｎｇ 公司美国

１ ８
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

１ ．２ 主要设备仪器

无菌工作台 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒ美国

生物安全柜苏州 医疗设备厂中 国

包埋机 Ｌｅ ｉｃａ 公司德国

脱水机 Ｔａｉｖａ 公司 中 国

组织切片机 Ｌｅ ｉｃａ 公司德国

－

８０

°

Ｃ
冰箱 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ美国

普通冰箱新飞公司中 国

高速冷冻离心机ＢＥＣＫＭＡＮ 公司 美国

雪花制冰机上海虔钧科学仪器有限公司 中 国

超微量紫外分光光度计ＤｅＮｏｖｉｘ 公司美国

荧光定量 ＰＣＲ 仪 Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ 公司美国

组织研磨机 ＳＣ ＩＥＮＴＺ 公司中 国

体视显微镜 ＺＥＩＳＳ 公司德国

恒温水浴箱上海
一

恒科学仪器有限公司 中 国

恒温干燥箱上海飞跃实验仪器有限公司 中 国

磁共振扫描仪 Ｐｈ ｉ ｌ ｉｐ ｓ 公司荷兰

台式振荡器精宏公司中 国

台式磁力搅拌器常州诺基仪器有限公司中 国

移液枪 索莱宝公司中 国

台式多连管离心机ＡＢＳＯＮ 公司美国

高压蒸汽灭菌锅上海 申 安医疗器械厂中 国

电子天平舜宇恒平科学仪器有限公司 中 国

普通光学显微镜Ｎ ｉｋｏｎ 公司 日 本

焚光微镜 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司 曰 本

显微照相装置Ｏ ｌ
ｙｍｐｕｓ 公司 日 本

台式摇床 Ｈ ｅ ｉｄｏ ｌｐｈ 公司德国

１ ９
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１ ．３ 主要试＿制 ：

１ ．３ ． １ 脱蜡溶液的制备 ： 取 ３ ６０ｍｌ 无水酒精 ， 加入超纯水 ４０ｍｌ ， 配成酒精浓

度为 ９０％的溶液 ４００ｍ ｌ 。 取 ３ ２０ｍｌ 无水酒精 ， 加入超纯水 ８０ｍ ｌ ， 配成酒精浓度

为 ８０％的溶液 ４００ｍｌ 。 取 ２８０ｍ ｌ 无水酒精 ， 与 １ ２０ｍｌ 超纯水充分混合 ， 配成 ４００ｍ ｌ

７０％酒精溶液 。 使用量筒取无水酒精 ２００ｍｌ ， 加入等体积的超纯水 ２００ｍ ｌ 配成酒

精浓度为 ５ ０％的溶液 ４００ｍｌ 。 二 甲苯溶液可 以直接使用 ， 但使用时注意顺序保持

不变 。

１ ．３ ．２ 组织分化液的制备 ： 浓盐酸被稀释时会释放大量热量 ， 所以分两次制

备 。使用 １ 〇〇ｍ ｌ 量筒量取 ９９ｍｌ 无水酒精 ， 再慢慢的将 １ ｍｌ浓盐酸加入 ， 配成 １ ００ｍｌ

的分化液 ， 如此配两次 ， 共配成 ２００ｍ ｌ 的分化液 ， 封装于玻璃瓶中 ， 室温保存

备用 。

２ 实验施

２ ． １ 患者选择与黄韧带厚度测量方法

本研究经广东省广州市南方医科大学第三附属医院伦理委员会批准 。 进入

实验的患者都签署知情 同意书 。 研究成员 向 患者详绍研究 目 的和方法 。 告知患

者需要获得其术前影像学资料 ， 术中 需要获得其切除的病理标本 ．

？ 黄初带 ， 但

不影响其手术过程及治疗效果 。 收集 ２０ １ ８ 年 ４ 月 至 ２０ １ ９ 年 ４ 月 入住我科室的

患者信息 ， 共 ４０ 例 。 患者住院后 ， 调阅患者的腰椎影像学资料 ， 将患有腰椎间

盘突 出症并接受椎管减压但黄初带厚度正常者 ２０ 例 ， 作为对照组 。 患有椎管狭

窄症且黄韧带肥厚者 ２０ 例 ， 作为肥厚组 。 由于 内分泌疾病 ［
２２

，

２３
］和年龄因素 ［

２４
，
２ ５

］

可能会影响到黄初带的退行性变 ， 所以两组取年龄构成相近并排除患有 内分泌

系统疾病的患者 。 为了排除不同腰椎节段对黄軔带退变的影响 ， 只选择腰 ４／５ 经

关节突平面且较厚
一

侧 的黄韧带进行测量 。 为 了排除不同病变程度对黄韧带病

理变化的影响 ［
１ ２

］

， 我们选择的 ２０ 例实验组患者的黄軔带厚度均大于 ４＿ ， ２０

例对照组患者的黄軔带厚度均小于 ３ｍｍ。

２０
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

２ ．２ 术中人黄巷Ｉ带样本的采集

患者选择完成后 ， 黄軔带收集在患者接受手术时进行 。 所有黄韧带标本全

部取 自腰 ４／５ 节段 。 为 了排除不同病变病变部位对黄軔带病理变化的影响
［

１ ２
］

， 取

材部位均为黄韧带背侧部 。 术中无菌条件下仔细剔除黄韧带上面的脂肪和骨组

织 ， 生理盐水反复冲洗组织上的血迹 ， 将黄軔带沿冠状面剪开 ， 只取背侧部分 ，

然后再将该部分分为两份 ，

一

份立即放入中性 甲醛固定液中 ， 放置在 ４

°

Ｃ冰箱里

固定 ４ ８ 小时 。 另外
一

份放入冻存管 ， ｍａｒｋｅｒ 笔标记后立即放入液氮内冻存 。 以

备后续的 ｉＴＲＡＱ 和 ｑＰＣＲ 使用 。 同时记录对应的患者信息和取材时间 。

２ ．３黄軔带组织标本切片制备

２ ．３ ． １ 黄初带组织标本脱水

将中性 甲醛固定 ４８ 小时后的黄韧带组织使用 自来水冲洗 ８ 小时 ， 然后将黄

初带组织放入脱水机中 ， 设置程序为软组织脱水程序 。 １ ） 梯度酒精脱水 ： 在酒

精含量分别为 ５ ０％ ，７０％ ， ８０％ ， ９０％ ，１ ００％ ， １ ００％的溶液中各处理 ３ ０ｍ ｉｎ ；２ ）

二 甲苯 Ｉ 号溶液 、 二 甲苯 Ｉ Ｉ 号溶液中处理各 ３ ０ｍ ｉｎ ；３ ） 液体石蜡 １ 号处理 ４０ｍ ｉｎ 、

液体石错 ２ 号处理 ４０ｍ ｉｎ 。

２ ．３ ．２ 石蜡包埋辦

黄初带标本脱水结束后使用包埋机包埋黄初带组织 。 首先打开冰冻 台 、 预

热包埋机 。 使包埋机中 的石蜡融化成液体蜡后再放入黄韧带组织和包埋盒 ， 待

液体蜡完全进入包埋盒 内后 ， 取出黄軔带组织和包埋盒 ， 摆好位置 ， 确保黄初

带纵轴方向能够与切片方向
一

致 ， 灌蜡后迅速置于冰台上冷却 ３ ０ｍ ｉｎ 。 包埋好的

黄韧带蜡块可常温保存 。

２ ．３ ．３ 黄韧带组织婿块切片

预先加热水浴锅 ， 使之达到 ４０

°

Ｃ 。 首先将黄钿带蜡块放入－２０

°

Ｃ冰箱 内 １ 小

时 ， 然后放置于冰面上 ， 保持蜡块处于低温状态 。 切片时将蜡块固定在切片机

上 ， 沿黄軔带组织长轴方向进行切片 。 首先进行修片 ， 修片时切片厚度设定为

２ １
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ｌ 〇Ｋｍ ， 连续切片 ， 显微镜观察 ， 待切到所需部位时 ， 将切片厚度设置为 ４
ｐｍ 继

续切片 。 观察前先将切好的组织片放入水浴锅中充分展平 ， 然后用载玻片捞出 ，

显微镜观察是否切到标本合适位置 。 切片时间过长后应该将蜡块再次放置于冰

面上 ， 以保持蜡块表面硬度 。 将附有黄初带切片的载玻片存放于常温下保存 。

２ ． ４ 人黄初带组织学麵

２ ．４ ． １Ｈ＆Ｅ
染色

（ １ ） 烤片 ： ６５

°

Ｃ烤箱将石蜡切片烤片 ２ｈ ， 观察烤片情况 ， 确认无掉片情况

后进行脱蜡水化 。

（２） 脱睹水化 ： 其步骤为 ： 先脱蜡 ， 在二 甲苯 Ｉ 号和 Ｉ Ｉ 号溶液中浸泡 ８ ｍ ｉｎ

分钟 。 然后水化 ， １ ００％酒精 Ｉ 号和 Ｉ Ｉ 号溶液中各浸泡 ５ 分钟 ， ９０％ 、 ８０％ 、 ７０

％和 ５０％酒精溶液分别浸泡 ５ 分钟 。 将切片放入蒸馏水中 。

（３ ）Ｈ＆Ｅ染色具体步骤 ：

Ａ ． 切片放入湿盒中 ， 每个切片加苏木素染液 １ ００ 叫 染色 ６０ｓ ， 去除染色液 ，

流水冲洗 ５ｍ ｉｎ ， 终止染色 。

Ｂ ．分化液分化 ３ｓ ， 取出切片 ， 放置于盛有去离子水的溶液缸中终止分化 ；

Ｃ ． 使用 自来水冲洗切片返蓝 ， 显微镜观察 ， 至细胞核变成蓝色后即可停止

冲洗 。

Ｄ ． 每个片子加伊红染液约 ５ ０ 汕 染色 ｌｍ ｉｎ ， 甩掉伊红染色液 ， 流水冲洗 ，

控制冲洗时间在 ｌ
－

５ｍｉｎ 之间 ， 光学显微镜下观察染色情况 ， 如果染色欠佳 ， 可

从新进行伊红染色 。

Ｅ ． 将切片依次放入二甲苯溶液 ５ｍ ｉｎ 进行透明处理 ， 将切片放入通风橱 内风

干 。

Ｆ． 待切片风干后使用 中性树胶封片 ， 封片时每个玻片上滴加 １ 滴中性树脂 ，

盖玻片从
一

边开始慢慢覆盖组织 ， 使气泡得以排 出 。

Ｇ ． 待盖玻片 固定 以后 ， 使用正置显微镜观察黄軔带形态并拍照 。

２ ．４ ．２ 免疫组织化学染色 （ ＩＨＣ ） 实验

２２
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

Ａ ． 将各组黄钿带组织切片用显微镜选好并做标记 ， 烤片 、 脱蜡水化步骤同

Ｈ＆Ｅ 染色 。

Ｂ ． 抗原修复 ： 切片放入盛有 自来水的溶液中清洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ ， 然后将

切片置于盛有枸橼酸盐修复液的缸子中 ， 将缸子放入 ６０

°

Ｃ水浴锅 ， 修复时间为

１ ６ｈ 〇

Ｃ ． 抗原修复时间结束时 ， 将盛有枸橼酸盐的缸子从水浴锅中取出 ， 自然冷

却 ２ 小时 。 将切片放入盛有 ＰＢ Ｓ 的溶液缸 内清洗黄韧带组织切片 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ 。

Ｄ ． 淬灭 ： 使用免疫组化笔围绕黄韧带组织周边画 圈 。 用约 ５０
０ 的 ３％双氧

水滴加在组织上 ， 确保完全覆盖组织 ， 常温淬灭 １ ５ｍ ｉｎ 。 时间结束后甩去切片上

的双氧水 ， 将切片置于盛有 ＰＢＳ 的溶液缸中 ， 放于慢摇床上清洗 ３ 次 。

Ｅ ． 山羊血清封闭 ： 将切片放入湿盒 ， 每个切片上滴加即用型 山羊血清约 ５ ０

Ｗ ， 室温封闭 ６０ｍｉｎ 。 时间结束后甩去切片上的 山 羊血清 ， 注意此时不要清洗 。

Ｆ ．

—

抗敷育 ： 按照说明书上的 比例用 １％ Ｂ ＳＡ 的 ＰＢＳ 稀释好
一

抗 ， 移液枪

吸取约 ２０ 叫 滴到黄韧带切片上 ， 置于 ４

°

Ｃ冰箱 中孵育 １ ６ｈ 。

Ｇ ． 滴加二抗 ：

一

抗孵育时间结束后 ， 取出湿盒 ， 室温复温 ３ ０ｍ ｉｎ ， 甩去切

片上的
一

抗孵育液 ， 放入盛有 ＰＢ Ｓ 的溶液缸中清洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ 。 然后将按

照说明书建议比例稀释好的二抗滴加在组织上 ， 在室温条件下孵育 １ 小时 。 再

次 ＰＢ Ｓ 清洗 。

Ｈ ．ＤＡＢ 显色 ： 吸取 ｌ ｍ ｌ 的稀释液 ， 向其中滴加
一

滴 ＤＡＢ 显色液 ， 避光条

件下将显色液滴加到黄軔带组织切片标本上 ， 务必使之完全覆盖组织 ， 暗室 内

用显微镜观察 ， 控制显色程度并用计时器计时 。 当发现感兴趣区域呈现棕黄色

时 ， 将切片浸泡在盛有 自 来水的溶液缸中停止反应 。

Ｉ ． 苏木素染色 ： 使用移液枪滴加 ３ ０
Ｗ 的苏木素 ， 复染细胞核的时间设定为

３０ｓ ， 然后将切片放入盛有去离子水的溶液缸 内 ， 清洗方法如前所述 ， 使细胞核

反蓝 。

Ｊ ． 透明 ： 将切片浸泡在二 甲苯溶液中 ５ｍ ｉｎ 、 晾千 ， 封片时每个玻片上滴加

２ ３
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１ 滴中性树脂 ， 盖玻片从
一

边开始慢慢覆盖组织 ， 使气泡得以排出 。 待中性树脂

凝固后显微镜下观察 。

２ ．４ ．３Ｍａｓｓｏｎ 染色实验

烤片 、 脱蜡水化步骤同Ｈ＆Ｅ染色 。

Ｍａｓｓｏｎ染色具体步骤 ：

Ａ ． 将切片放入盛有ＰＢＳ的溶液缸中 ， 置于慢摇床上缓慢清洗切片 。

Ｂ ． 将切片在湿盒 内摆放好 ， 将 ５ ０ 叫 １号核染液小心滴加到切片上 ， 染色 １

ｍｉｎ 。 甩去核染液 ， 立即用 ３号冲洗液冲洗 ３ ０ｓ 。

Ｃ ． 将 ５ ０
ｐｉ２号浆染液小心滴加到切片上 ， 染色 １ｍ ｉｎ 。 甩去浆染液 ， 立即用

３号冲洗液冲洗 ３０ｓ 。

Ｄ ． 滴加 ４号分色液 １ ００Ｗ ，
１ ０ｍ ｉｎ

，
甩干净 ；

Ｅ ． 滴加 ５号复染液 １ ００卟 ５ｍｉｎ 。

甩干净后无水 乙醇清洗 ；
Ｆ ．切片干燥后 中性树脂封片 ， 封片时每个玻片上滴加 １

滴中性树脂 ， 盖玻片从
一

边开始覆盖组织 ， 使气泡得以排 出 。 待 中性树脂凝固

后倒置显微镜下观察 。

２ ．４ ．４ 免疫荧光染色 （ ＩＦＣ ）

脱蜡水化 、 抗原修复 、 淬灭 、 山羊血清封闭 、 特异性
一

抗敷育等操作与

前述免疫组织化学染色步骤相 同 。

Ａ ． 孵育二抗 。

一

抗孵育时间结束之后甩去切片上的
一

抗衅育液 ， 再次放入

盛有 ＰＢ Ｓ 的溶液缸中 ， 在慢摇床上清洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ 。 在暗室中将 ＦＩＴＣ 和

ＣＹ３ ０ 标记的二抗按照说明书推荐的 比例用稀释液进行稀释 ， 充分混匀后用移液

枪将其滴加在相应的切片上 ， 确保黄韧带组织被完全覆盖 ， 切片继续放在湿盒

内避光孵育 １ｈ ， 然后放入盛有 ＰＢＳ 的溶液缸中 ， 慢摇床上清洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ 。

注意清洗时同样要求避光 。

Ｂ ． 封片 。 在避光条件下将切片放入通风橱 内 ， 待切片风干后用指 甲油在黄

軔带切片周 围画 圈封闭 ， 然后在使用 中性树胶封片 ， 封片时每个玻片上滴加 １

滴 ＤＡＰ Ｉ 细胞核显色液 ， 盖玻片从
一

边开始慢慢覆盖组织 ， 使气泡得以排出 。 待

２４
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盖玻片固定后荧光显微镜下观察染色结果并拍照记录 。

２ ．４ ．５黄軔带组织中 ＣＲＬＦ １ 及 ＣＬＣＦ １ 的 ｍＲＮＡ表达水平检测

Ａ ． 在进行 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 实验之前先做好准备工作 。 首先预冷离心机至 ４

°

Ｃ ， 设

定离心机转速为 １ ２０００ｒｐｍ 。 取出高温消毒后的研钵 ， 将研钵中倒入液氮 ， 使之

冷却 ， 然后将组织放入研钵在液氮中研磨 ， 待液氮挥发后加入 〇 ．２ｍ ｌＴｒｉｚｏ ｌ 液继

续研磨 ， 直至看不见碎块 ， 再次加入 〇 ． ３ｍ ｌＴｒｉｚｏ ｌ 液清洗 ， 将混匀后标本转移到

１ ． ５ｍ ｌ 的 ＥＰ 管中 。 放置 ５ 分钟 ， 然后在 ０ ． ５ｍ ｌＴｒｉｚｏ ｌ 中加入 ０ ． １ｍｌ 的氯仿 ， 上下

摇晃离心管 ３ ０ 秒 。

Ｂ ． 在室温条件下静置 ５ｍ ｉｎ 后放入设定好的离心机离心 １ ５ 分钟 。 取出离心

管 ， 可见其溶液分为三层 ， 下层呈红色 ， 中 间层为 白色的膜状 ， 是蛋 白和 ＤＮＡ ，

上层呈无颜色透明状 ， ＲＮＡ 存在于上层中 。

Ｃ ．将含有 ＲＮＡ 的上层溶液小心的用移液枪转移到另
一

干净的无酶 ＥＰ 管中 。

吸取时
一

定注意枪头不要碰到中 间层或下层 ， 以免提取的 ＲＮＡ 中含有杂质 ， 影

响后续检测效果 。 加入等体积的异丙醇后轻柔上下颠倒 ， 室温静置 １ ０ 分钟 。 然

后继续离心 １ ０ｍ ｉｎ 。 在管底部看到羽毛状的 ＲＮＡ 沉淀 。

Ｄ ． 轻轻倒掉液体 ， 用移液枪小心地吸取残留的液体 ， 注意不要吸掉 ＲＮＡ ，

加入 ７５％乙醇洗涤 ， 离心 ５ｍ ｉｎ 。 弃去酒精 ， 放在通风橱 内干燥 ， 注意不能将

ＲＮＡ 沉淀过于烦躁 ， 否则影响溶解 。 然后加入 ５ ０
ｐ ｌ ＤＥＰＣ 水 ， 使之充分溶解 。

Ｅ ． 超微量分光光度计检测 ＲＮＡ 的浓度和纯度 ， 以 ＤＥＰＣ 水作空 白对照 。

如果 Ａ２６０／Ａ２８０ 值在 １ ． ８
－２ ．０ 之 内 ， 则可用于下

一

步试验 。

Ｆ ． 逆转录实验

第
一

步

５ 

ｘ
Ｐｒ ｉｍｅｒＲＴ ＭａｓｔｅｒＭ ｉｘ ４

ｎ ｌ

ＲＮＡ 样本 ４
ｎ ｌ

无酶水 １ ２
Ｒｌ

轻轻吹打

２ ５
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第二步反转录条件

直接将上
一

步的反应液进行 ３ ７

°

Ｃ１ ５ ｍｉｎ ， ８ ５

°

Ｃ５ ｓ ， ４
°

Ｃ 的反应 。 逆转录结束 。

Ｇ ．ＰＣＲ 实验

ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＴａｑ １ ０
 ｜

〇 ， １

上游引物 （终浓度 ： １ 〇ｍＭ ） ０ ．４ ＾１

下游 引物 （终浓度 ： １ 〇ｈＭ ） ０ ．４＾ １

模板ｃＤＮＡ ２ ＾ １

ＤＥＰＣ水 Ｔｏ２０
ｐｉ

ＰＣＲ程序设定 ：

① 设定预变性循环次数为 １ 次 ， ９５
°

Ｃ３ ０ｓ
；

② ＰＣＲ 反应设定循环次数为 ４０ 次 ， ９５
°

Ｃ １ ０ｓ ；６０
°

Ｃ３ ０ｓ
；７２

°

Ｃ ，２０ ｓ
；

③ 溶解曲线设定为 ９５
°

Ｃ １ ５ ｓ ；６０
°

Ｃ６０ ｓ ；９５
°

Ｃ １ ５ｓ
；

ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ 表达水平作为 内部参照 ， 使用 Ｆ
ＡＡａ
方法来计算分析数据 。

表 １
－

１ ． 实验中所用 的 引物序列

Ｔａｂ ｌｅ１
－

１ ．Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅ
ｒｉｍｅｎｔ

ＧｅｎｅＮａｍｅ

ＣＲＬＦ １Ｆｏｒｗａｒｄ５
，

－
Ｇ Ａ ＴＧＣ Ａ Ｇ ＡＡ ＧＴ ＣＧＣ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｇ

－

３
，

Ｒｅｖｅｒｓｅ５
，

－
Ｔ Ｔ Ａ Ｔ ＣＴ ＧＧＣ Ａ ＧＧ Ａ ＣＣＴ ＣＴ ＣＧ

■

３
’

ＣＬＣＦ １Ｆｏｒｗａｒｄ５
，

－
Ｃ Ｔ ＧＧＧ Ａ ＣＣ Ｔ Ａ Ｔ ＣＴ Ｇ ＡＡ ＣＴ Ａ ＣＣＴ

－

３
，

Ｒｅｖｅｒｓｅ５
，

－
Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ ＣＧ －

３
’

ＧＡＰＤＨＦｏｒｗａｒｄ５
，

－
ＴＧ ＴＴ ＣＧ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ ＧＧＧ ＴＧＴ Ｇ ＡＡ Ｃ

－

３
，

Ｒｅｖｅｒｓｅ５
，

－ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ －

３
，

２ ．５ 蛋白质组学分析

（ １ ） 样品制备

从液氮灌 中取 出 ３ 个肥厚和 ３ 个正常的组黄韧带组织 ， 使用组织研磨机研

２６
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磨 。 为了研磨充分 ， 在研磨钵中再次手工研磨 ， 加入含有蛋 白酶抑制剂的裂解

液 ， 移入 ＥＰ 管中 ， 使用超声裂解 。 在 ４

°

Ｃ 、 １ ２０００ ｘ
ｇ 离心 １ ０ 分钟 。 收集上清 。

ＢＣＡ 法检测样品蛋 白质浓度 。

（２ ） 胰蛋白酶消化和 ｉＴＲＡＱ标记

首先 ， 在６０

°

Ｃ条件下用Ｔｒｉ ｓ
（
２ －

ｃａｒｂｏｘｙｅｔｈｙ ｌ
）ｐｈｏｓｐｈｉｎｅ（ ＴＣＥＰ ） 还原剂还原

２００ｕｇ样本 ， １小时 。Ｍｅ ｔｈｙ ｌｍｅｔｈａｎｅｔｈｉｏｓｕ ｌｆｏｎａｔｅ（ＭＭＴＳ
）半肮氨酸综基化 

３ ０ｍ ｉｎ ，

然后用胰蛋 白酶消化蛋 白质过夜 。 根据试剂盒说明进行 ｉＴＲＡＱ 标记 。 每个样品

分别标记上两个标签 （ ｐｒｅｍｉＲ－

１ ９５ ： １ １ ３ 和 １ １ ４ 标签 ； ｐｒｅｍｉＲ－０００ ： １ １ ５ 和 １ １ ６ 标签 ；

ｐｒｅｍ ｉＲ－

３ ０ｄ ： １ １ ７ 和 １ １ ８ 标签 ； 空 白 ： １ １ ９ 和 １ ２ １ 标签 ） 。 将标记好的多肽混合在

一

起 。

（３） 髙 ｐＨ 反相色谱分析

将标记好的多肽样本装入 Ｕ ｌｔｉｍａｔｅ３ ０００ 高效液相色谱系统 内 的柱上 ， 用于

分馏 。 洗脱液 Ａ 等比例洗涤 。 肽分馏时 ， 使用浓度梯度为 １ ５％到 ５０％的 Ｂ 液持

续冲洗 ，
０ ．２ｍ ｌ／ｍ ｉｎ ， 持续 ４５ 分钟 。 然后使用 ９０％的 Ｂ 液冲洗柱子 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 置于

９ ５％的 Ａ 液中 １ ０ 分钟 ， 紫外探测器探测 ２０ 次 ， 每 １ 分钟
一

次 。 真空离心干燥 。

（ ４ ）反相液相色谱－串联质谱 （Ｒｅｖｅｒｓｅｄ－ＰｈａｓｅＬ ｉｑｕ ｉｄＣｈｒｏｍａ ｔｏｇｒａｐｈｙ
Ｔａｎｄｅｍ

ＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍ ｅｔｒｙ，
ＲＰＬＣ －ＭＳ／ＭＳ ） 分析

将上
一

步的产物在上样缓冲液中进行重悬 ， 并使用 Ｕ ｌ ｔ ｉｍａｔｅ３ ０００ｎａｎｏ －ＬＣ

ｓｙ ｓｔｅｍ 系统进行分离 ， 共 ７０ｍ ｉｎ 。 分离完成后使用 Ｑ
Ｅｘａｃｔ ｉｖｅ 进行质谱分析 。 以

高灵敏度模式 （分辨率 ＞１ ５ ０００ ） 记录 。

（ ５） 肽段分析

将发现的多肽数据先导入软件 Ｐｒｏｔｅ ｉｎＰ ｉ ｌｏｔＳｏｆｔｗａｒｅ４ ． ０
（
ＡＢＳＣ ＩＥＸ

，
ＣＡ

） ，对

多狀数据进行分析 。 参数设置如下 ： Ｃｙ ｓａｌｋｙ ｌａｔ ｉｏｎ ：ＭＭＴＳ
；

ＩＤｆｏｃｕｓ ： ｂ ｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌ

ｍｏｄ ｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ
；
Ｄａｔａｂａｓｅ ：Ｕｎ ｉｐｒｏｔ

－ＨＵＭＡＮ
；
Ｓｅａｒｃｈｅｆｆｏｒｔ ：ｔｈｏｒｏｕｇｈＩＤ 。 数据分析时 ，

以ｌｏｇ２（
ｆｃ

）
＞１ ． ５

，ｐ
－ｖａ ｌｕｅ＜０ ．０５ａｎｄＣＶ＜０ ？５作为选择标准 。

Ｃ６ ）ＧＯ 分析

２ ７
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本研宄使用 ＱｕｉｃｋＧＯ 进行注释 ，

（
ｈｔｔｐ ： ／／ｗｗｗ ． ｅｂｉ ．ａｃ ．ｕｋ／ＱｕｉｃｋＧＯ／

）
该注释工具

联合利用 了生物信息领域的权威数据库 ， 比如 Ｅｎｓｅｍｂ ｌ 、 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 、 ＧＯＣ 、 ＵｎｉＰｒｏｔ 、

ＨＧＮＣ 等等 ３ ７ 个数据库 ， 同时对蛋 白进行 ＧＯ 注释 ， 保障了数据的注释质量

和准确性 。

２ ．６ 差异表达基因的鉴定

转录组数据 ＧＳＥ １ １ ３２ １ ２ 的基因表达情况是从 ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ

（
ＧＥＯ

）
ｄａｔａＳｅｔｓ（ｈｔｔｐ ： ／／ｗｗｗ ．ｎｃｂｉ ． ｎｌｍ．ｎｉｈ ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／）数据库下载的 。 该数据集比较

了４个肥厚黄韧带和 ４ 个正常黄軔带 ｍＲＮＡ表达 。将数据下载完成后用 Ｒ 语言 、

ｌｈｎｍａ 软件包 （
３ ． ３４ ． ８ 版 ）对差异基因进行分析 。 以 ｌｏｇ２（

ｆｃ
）
＞２ 和 ｐ

－ｖａｌｕｅ＜ ０ ．０ １

为截止标准 。 筛选出 的转录组和蛋 白质组数据输入 Ｅｘｃｅｌ 软件 ， 发现共同上调的

基因 。

２ ．７ 统计分析

采用 ＳＰＳＳ２０ ．０
（
ＳＰＳＳ

，
Ｃｈｉｃａｇｏ ，

ＩＬ
，
ＵＳＡ

）
进行数据统计分析 。 所有的体外数

据都进行至少三次独立实验 。 使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉ ｓｍ７ 制作统计图 。 数据 以均数士

标准差表示 。两组间均数比较方差齐时 ， 采用两独立样本 ｔ检验法 （ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ
’

ｓｔ ｔｅｘｔ ）

方差不齐时采用矫正 的 ｔ 检验 。 多组 间 比较方差齐时采用 单因素方差分析

（
Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）

， 多重比较采用 ＬＳＤ 法 。 方差不齐时采用 Ｗｅ ｌｃｈ 检验 ， 多重

比较采用 Ｄ＿ｅｔｔ
’

ＳＴ３ 法 ， ｐ
－ｖａｌｕｅ

＜
０ ． ０ ５ 视为差异有统计学意义 。

３ 结果

３ ． １ 増生的寅漸带中纤维性变改变明显

术前收集患者的信息显示患者的年龄差异无统计学意义 ， 患者的黄韧带厚

度 ： 对照组２ ．２３±０ ． １ １ｍｍ ， 肥厚组５ ．２９±０ ． １ ４ｍｍ 。 ｐ
＜０ ． ０００ １（表１

－

１ ） 。 对收集

到 的黄軔带样本进行组织学分析 ， Ｈ＆Ｅ 染色显示 ， 正常黄初带中可见纤维排列

规则 ， 没有发生断裂现象 ， 增生黄軔带中纤维发生断裂 ， 排列不规则 ， 部分呈

２ ８
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

扭 曲状 （ 图 １
－

１Ａ ，Ｂ ） 。 Ｍａｓ ｓｏｎ 染色显示 ： 正常黄初带 中含有丰富 的红色排列

规则 的弹力纤维 ， 有少量蓝色的胶原纤维 。 而肥厚的黄靭带中红色的弹性纤维

减少 明 显 ， 被大量紊乱的蓝色胶原纤维替代 （ 图 １

－

１Ｃ ，Ｄ ） 。

表 １
－

１ ． 患者
一

般信息

Ｔａｂ ｌｅ １ 
－

１ ．Ｐａｔ ｉ ｅｎｔ ｓ ｉ ｎｆｏ ｒｍ ａｔ ｉ ｏｎ

Ｎ ｏｎ
－Ｈ ＬＦ（ ｎ

＝

２ ０ ）ＨＬＦ （ ｎ
＝

２ ０ ）Ｐ Ｖａ ｌｕｅ

Ａｇ ｅ ６２ ． ９±１ ． ８ ６ ５± ２ ． ２ ０ ． ４

Ｇｅｎｄｅ ｒ １ ０ｍａ ｌ ｅ ， １ ０ｆｅｍａ ｌｅ １ ０ｍａ ｌ ｅ ， １ ０ｆｅｍａ ｌ ｅ

Ｌ ｕｍ ｂ ａ ｒ ｌ ｅ ｖ ｅ ｌＬ４ ．

５ Ｌ４
．

５

ＬＦｔｈ ｉ ｃｋｎｅ ｓ ｓ＜３ｍｍ
（
２ ． ２ ３±０ ． １ １ｍｍ

）＞４ｍｍ
（
５ ． ２ ９±０ ． １ ４ｍｍ

）＜０ ． ０００ １

Ａ Ｂ

ｍｍ
对照组肥厚组

图 １

－

１ ． 黄初带组织标本 Ｈ＆ Ｅ 和马松染色 ： Ａ ． 正常黄軔带 中 纤维排列规则 ； Ｂ ． 增生黄钿带

中纤维排列不规则 ， 发生断裂 。 Ｃ ． 正常黄韧带 中 含有丰富的红色排列规则 的弹 力纤维 ， 少

量蓝色 的胶原纤维 ；
Ｄ ．肥厚的黄韧带 中红色的弹性纤维减少 明 显 。

（
ｎ
＝
２０

）
， 标尺

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ １

－

１ ．Ｈ＆ Ｅａｎ ｄＭ ａｓ ｓｏｎｓ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎｇ
ｏ ｆ  ｌ ｉ ｇａｍ ｅ ｎ ｔｕｍｆ ｌ ａｖ ｕｍ ：Ａ ．Ｔｈ ｅｆ ｉ ｂｅ ｒｓａｒｅａ ｒｒａｎｇｅｄｒｅｇ ｕ ｌ ａ ｒ ｌ ｙ

ｉ ｎｔ ｈ ｅｎ ｏ ｒｍ ａ ｌ ｌ ｉ

ｇ
ａｍ ｅ ｎ ｔｕｍｆｌ ａｖ ｕｍ

；Ｂ ．Ｔｈ ｅｆ ｉ ｂｅ ｒｓａ ｒｅ ｉ ｒｒｅｇｕ
ｌ ａｒ ｉ ｎｔ ｈ ｅｈｙｐｅ ｒｔ ｒｏ ｐ ｈ ｉ ｅｄ ｌ ｉ

ｇａｍ ｅ ｎ ｔ ｕｍ

２ ９
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章 肥厚黄韧 带 中 ＣＲＬＦ １ 起源及表达作 用研 究

ｆ ｌ ａｖ ｕｍａｎ ｄｂ ｒｏ ｋｅｎ ．Ｃ ．Ｔｈｅｎｏ ｒｍ ａ ｌ ｌ ｉ ｇａｍ ｅｎ ｔｕｍｆ ｌ ａｖ ｕｍｃｏｎ ｔａ ｉ ｎ ｓａｂ ｕｎｄａｎ ｔｒｅｄｅ ｌ ａｓｔ ｉ ｃｆｉ ｂ ｅ ｒ ｓｗ ｉ ｔ ｈ

ｒｅｇｕ ｌ ａ ｒａｒｒａｎｇｅｍ ｅｎ ｔ ，ａｎｄａｓｍ ａ ｌ ｌａｍ ｏ ｕｎ ｔｏｆｂ ｌ ｕｅｃ ｏ ｌ ｌ ａ
ｇ
ｅｎｆｉ ｂｅ ｒｓ

；Ｄ ．Ｔｈ ｅｒｅｄｅ ｌ ａｓ ｔ ｉ ｃｆ ｉ ｂｅ ｒ ｓ ｉ ｎｔ ｈｅ

ｔｈ ｉ ｃ ｋ ｌ ｉ ｇａｍ ｅｎ ｔ ｕｍｆｌ ａｖｕｍａ ｒｅｓ ｉ

ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ ｌ

ｙ
ｒｅｄ ｕ ｃ ｅｄ ．

（
ｎ
＝
２ ０

）
，Ｓ ｃａ ｌ ｅｂａ ｒｓ

＝

 １ ００
 （

ｉｍ ．

３ ．２ 肥厚组黄韧带中 Ｉ 、 Ｉ 丨 丨 型胶原纤维增多 ， 肌成纤维细胞增多 ， ｐ
－ＥＲＫ ｌ ／２ 表

达升髙 。

免疫组化染色结果 ： 对照组黄韧带组织 中 ；
Ｉ 型胶原纤维 、 Ｉ Ｉ Ｉ 型胶原纤维

较少 ， 肥厚黄軔带标本中 Ｉ 型胶原纤维 、 Ｉ Ｉ Ｉ 型胶原纤维明显增多 （ 图 １
－２ ） 。 肌

成纤维细胞标志物 ａ
－ＳＭＡ 在肥厚黄軔带中表达升高 ， ｐ

－ＥＲＫ ｌ ／２ 在肥厚的黄初带

中表达增高 （ 图 １
－

３ ） 。 差异有统计学意义 （ 图 １
－４ ） 。

Ａ Ｂ

Ｃ Ｄ

ｖ
＊

Ｊｖ

？
？

＊

 ｖ

Ｖ＊ 
＊

、
■

 ｔ

对照组肥 厚组

图 １

－

２ ． 黄韧带组织标本 Ｉ 型和 Ｉ Ｉ 丨 型胶原纤维免疫组化染色 ， 棕色为阳性 。 Ａ ． 对照组黄初

带 中 Ｉ 型胶原纤维很少 ；
Ｂ ． 肥厚组黄初带 中 Ｉ 型胶原纤维 明 显增 多 。 Ｃ ． 正常黄籾带中 丨 丨 Ｉ

型胶原纤维很少 ；
Ｄ ． 肥厚的黄韧带 中 丨 丨 １ 型胶原纤维 明显增 多 。

（
ｎ
＝

２ ０
）

， 比例尺 ＝
１ ０ ０

ｐｍ 。

Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ １

－２ ． Ｉｍｍ ｕ ｎ ｏ ｈ ｉ ｓ ｔｏ ｃ ｈ ｅｍ ｉ ｃ ａ ｌｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｉ ｎｇ
ｏ ｆ ｃｏ ｌ ｌ ａ

ｇ
ｅ ｎｆｉ ｂｅ ｒ ｓｏｆ  ｔｙ ｐｅ

 Ｉａｎｄｔ
ｙ ｐｅ

 Ｉ Ｉ Ｉｏｆ  ｌ ｉ

ｇａ
ｍ ｅｎ ｔｕｍ

ｆ ｌ ａｖ ｕｍ ，  （
ｂ ｒｏｗ ｎ ｉ ｓ

ｐ
ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅａ ｒｅａ

）
．Ａ ．Ｔｈ ｅ ｒｅｗ ｅ ｒｅｆｅｗＣＯＬ １ｆｉ ｂｅ ｒ ｓ ｉ ｎ ｔｈ ｅｃ ｏｎ ｔｒｏ ｌ

ｇ ｒｏ ｕ
ｐ

ｌ ｉ ｇａｍ ｅｎ ｔ ｕｍ

ｆｌ ａｖ ｕｍ ：Ｂ ．ＣＯ Ｌ １ｆｉ ｂｅ ｒｓ ｉ ｎ ｔ ｈ ｅｈｙｐｅ ｒｔ ｒｏｐ
ｈ ｉ ｃ

ｇ ｒｏｕｐ
ｌ ｉ

ｇａｍ ｅ ｎ ｔ ｕｍｆ ｌ ａｖｕｍｗｅ ｒｅｓ ｉ

ｇｎ
ｉｆｉ ｃａｎ ｔ ｌ ｙ

３ ０
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ｌ ｉ
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２０

）
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／ ？ ￥
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图 １

－

３ ． 黄韧带组织标本 ａ
－

ＳＭＡ 和 ｐ
－ＥＲＫ ｌ ／２ 免疫组化染色 ， 棕色为阳性 。 Ａ ． 对照组黄韧

带组织中很少会发现 ａ
－ ＳＭＡ 阳性细胞 ；

Ｂ ． 增生组黄初带 中组织 中可见大量 ａ
－ ＳＭＡ 阳性细

胞 。 Ｃ ． 对照组黄軔带 中 ｐ
－ＥＲ Ｋ ｌ ／２ 阳性细胞很少 ；

Ｄ ．肥厚组黄軔带组织 中可见较 多 的

ｐ
－ ＥＲＫ ｌ ／２阳性细胞 。

（
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３ ．２ 转录组和蛋 白质组学综合分析结果

对 ｉＴＲＡＱ 数据进行分析 ， 共鉴定 出 ９２ １ 个差异蛋 白 （ 图 １
－

５Ａ ） ， 通过 ＧＯ

分析发现 ， 这些基因 与细胞外空间 、 细胞外区域部分高度相关 （ 图 １
－

５Ｂ ） ， 其

中符合条件的上调大于 １ ． ５ 倍的蛋 白 质有 １ ２ ７ 个 。 对 ＧＥＯ 数据库 中正常和肥厚

黄韧带的转录组学高通量筛选数据进行分析后 ， 总共发现 了 １ ９ ７ 个上调 ２ 倍的

基因 （ 图 １
－

５ Ｃ ） 。 对 ２ 个数据集的综合分析确定 了 肥厚黄韧带组织 中有 ９ 种蛋

白 质 的表达共同上调 （ 图 １
－

５Ｄ ， 表 １
－２ ） 。 其中 ， 肥厚黄初带 中 Ｃ ＲＬＦ １ 蛋 白 的

表达差异最明显 ， 上调 了２ ３ ． ７ 倍 。 数据 以火 山 图的形式呈现 。
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图 卜 ５ ． 肥厚黄初带 中差异表达 的蛋 白 质筛选结果 。 火 山 图是使用样本数据经过 ｌｏｇ２转化之后

构建的 。 （ Ａ ）ＨＴＬＡＱ 筛 出 的差异蛋 白 数据制作 的 的火 山 图 。 垂直线位置代表蛋 白表达差异

在 １ ． ５倍水平 ， 水平线表示 ｐ

＝
０ ． ０ ５ ． 图 中 的红点代表表达上调且具有统计学意义 的蛋 白 质 。

（ Ｂ ） 肥厚黄韧带相对于正常黄韧带差异表达基 因生物过程 Ｇ０ 分析结果 。 （ Ｃ ） 转录组数据

中 ｎ ｉ ＲＮＡ差异表达 的火 山 图 。 垂线所在位置代表表达差异在两倍水平 ， 水平线位置表示 ｐ

＝

０ ． ０ ５ 。 图 中 的红点代表上调 表达 ｌｉ具有统计学意义的 ｍＲＮＡ 。 （ Ｄ ） 将这 两个数据集进行整

合后发现 了 
９个共 同表达上调 的基因 。
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Ｄ
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表 １
－

２ ． 蛋 白组学和转录组学综合分析结果

Ｔａｂ ｌｅ １
－２ ．Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆ ｉｎｔｅｇｒａ

ｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎｄ
ｐｒｏｔｅｏｍ ｉｃ ｓａｎａｌｙｓ ｉｓ

ＧｅｎｅＮａｍｅＦｏ ｌｄＣｈａｎｇｅＰｖａｌｕｅ

ＣＲＬＦ １ ２３ ．６８６ １ ６３ ３ ． ００Ｅ －０９

Ｃ ＩＬＰ １ ６ ． ８ ８ １ ３ ９９ １ ． ０２Ｅ －０５

ＴＨＢＳ １ ９ ． ７０８６２３ ８ １ ．４２Ｅ －０６

ＳＥＲＰ ＩＮＥ２８ ． ７７９５ ０ １ ４ ０ ． ０００ １ ４ １

ＡＣＡＮ７ ． ８ １ ４３ ０ ８６ ０ ． ０００ １ ２ １

ＨＡＰＬＮ １５ ． ８２５ ９６３ ４ ８ ． ７０Ｅ －０７

ＦＧＦＢＰ２４ ． １ ００８４５９ ３ ．４７Ｅ －

０９

ＣＲＴＡＣ １ ３ ．２６ １ ４８ １ ２ ２ ． ０９Ｅ －

０５

ＣＯＬ２Ａ １



１ ． ７２４６ ３ ５ ３


０ ． ０００８ ８４


肥厚黄韧带中共９个相同 的表达上调 的基因 。

Ｎ ｉｎｅ
ｇｅ

ｎｅ ｓｗｅｒｅｃｏ
－ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈ

ｉｅｄＩ ｉｇａｍｅｎｔｕｍｆｌａｖｕｍ ．

３ ．３ 对髙通量分析结果的验证和 ＣＲＬＦ １ 细胞来源探索

为 了检验高通量分析结果的可靠性 ， 我们使用 免疫组织化学和ＲＴ－

ｑＰＣＲ技

３ ４
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

术来验证高通量数据的分析结果 。 为 了探宄 ＣＲＬＦ １细胞来源 问题 ， 我们使用 免

疫荧光双标技术研宄ＣＲＬＦ １ 蛋 白 的来源 。 结果显示 ， ＣＲＬＦ １和 ａ－ＳＭＡ在所有肥厚

黄軔带组织中 的表达都上调 （ 图 １
－

６Ａ ，Ｂ ） 。 差异有统计学意义 （ 图 １
－

６Ｃ ｈ ＣＲ Ｌ Ｆ ］

阳性细胞与肌成纤维细胞数呈正相关 （ ｒ
＝

０ ． ６２ ９ ， Ｐ
＝

０ ． ００ ３
；Ｓｐｅａｒｍａｎ相关 ） （ 图

１
－

６Ｄ ） 。 此外 ， ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ显示 ， 与对照组黄韧带相 比 ， 肥厚组黄韧带 的 ＣＲＬＦ １

ｍＲＮＡ显著增加 （ 图 １
－

６ Ｅ ） ， 而ＣＬＣ Ｆ ｌ ｍＲＮＡ（ 图 １
－

６ Ｆ ） 无明显变化 。 这
一

结果

也与高通量分析数据
一

致 。 用 ＣＲＬＦ １抗体和肌成纤维细胞标志物ａ－ ＳＭＡ特异性抗

体对肥厚黄韧带组织样品进行免疫荧光双标染色 。 结果显示ＣＲＬＦ １ 和 ａ
－ＳＭＡ有 良

好的共表达 （ 图 １
－

７ ） 。 这些结果提示ＣＲＬＦ １是 由肥厚黄韧带 中 的肌成纤维细胞产

生的 。

Ａ Ｂ

＇

＼．

ｃ〇 照汛Ｄ肥 丨ｖ ｍ Ｅｏ ｈ
？

： 丨ｍ Ｆ吧 丨ｖ ： ｍ

ｉ

‘

ｉ ｉ ： ． ． ：ｉｉｉ

＾

ａ ｉ
Ｌ羅 ，

旨

．
１＿ 圏ｄ ＿ 國

＜
．ｍ ！ｍＨｃ ｉ ｖ ｍ ＜

．ｍ 丨ｍ肥 丨 ｖ ｌｆ ｎｏｖ ｍ

图 丨

－

６ ．Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ ｌ 在肥厚 的黄軔带组织 中表达升高 。 （ Ａ ） 正常与肥厚黄軔带组织ＣＲ Ｌ Ｆ ｌ 染色代

表照片 （ Ｂ ） 正常与肥厚黄韧带组织 ａ
－ ＳＭＡ染色代表照片 。 比例尺 ＝

２０， 。 （ Ｃ ） 肥厚黄韧

带和正常黄初带中 的ＣＲＬＦ １ 阳性细胞数定量分析 。 （ ｎ
＝

２０ ） ，

＊ ＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ００ １ 。 （ Ｄ ） 肥厚黄初

带 中 ＣＲＬ Ｆ １ 阳 性细 胞 数 与 ａ
－ＳＭＡ 阳 性细 胞 数呈 正 相 关 （ ｒ

＝０ ． ６２ ９ ， Ｐ＝０ ． ００３ ） 。
（
Ｅ ）

Ｃ ＲＬ Ｆ ｌ ｍ ＲＮ Ａ在肥厚黄初带和正常黄初带 中 的表达差异 明 显 。 （ ｎ
＝４ ） ，＊

ｐ
＜０ ． ０５ 。 （ Ｆ ）

Ｃ ＬＣ Ｆ ｌ ｍ ＲＮＡ在肥厚黄初带和正常黄初带 中 的表达差异无统计学意 义 。 （ ｎ
＝

４ ） ， ｐ

＝

０ ． ９６ 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ １

－６ ．

 （
Ａ

）
Ｉ ｍｍ ｕｎ ｏ ｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｉ ｎｇ

ｏ ｆ Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ １ ｉ ｎｎｏ ｒｍ ａ ｌ ｌ ｉ

ｇａｍｅｎ ｔｕｍｆ ｌ ａｖ ｕｍ ． （
Ｂ

） ｌ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｓ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎ
ｇ
ｏ ｆ

３ ５
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ＣＲＬ Ｆ １ ａ ＳＭＡ ＤＡＰ ｌ Ｍｅｒｇ ｅ ｜

图 ｌ

－ ７ ． 在肥厚黄韧带中 ＣＲＬ Ｆ １ 和 ａ
－

ＳＭＡ 双重免疫荧光染色 。 用 ＤＡＰ Ｉ 染色细胞核 。 比例

尺 ＝
２ ０

 ｝

ｉｍ 〇

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ１
－

７ ．Ｄｏ ｕｂ ｌ ｅ ｉｍｍ ｕｎｏｆ ｌ ｕｏ ｒｅ ｓｃｅｎｃ ｅｓ ｔａ ｉｎ ｉ ｎｇ
ｆｏ ｒＣＲＬＦ １ａｎｄａ－ＳＭＡ ．Ｎ ｕｃ ｌ ｅ ｉｗｅ ｒｅｓ ｔａ ｉｎ ｅｄ

ｗ ｉ ｔｈＤＡＰ Ｉ ．Ｓｃ ａ ｌ ｅｂａｒｓ
＝

２ ０
 ｜

ｉｍ ．

４ 讨论

目 前研究发现纤维化是黄軔带增生的主要病理改变 。 纤维化有许多致病 因

子 ， 比如各种生长因子 、 炎症因子 、 基质金属蛋 白 酶等 。 尽管发现这些细胞因

子也能促进黄韧带细胞的纤维性变 ， 但是 ， 哪种因子能起到关键 的调控作用 依

旧未知 。

纤维化的
一

个重要特征是成纤维细胞转化为活化的肌成纤维细胞 ， 肌成纤

维细胞表达 ａ
－ＳＭＡ ， 可 以大量分泌细胞外基质 Ｉ

２

＇ 在增生的黄韧带 中 ， 弹性纤

维被过量的胶原组织所取代 ｜

Ｍ
｜

。 所 以如果肥厚黄初带是损伤性瘢痕修复 ， 那么

肥厚的黄韧带中应该存在大量活化的肌成纤维细胞 。 本章研究结果显示 ， ａ
－ ＳＭＡ

３ ６





博士学位论文


阳性细胞数确实 明显增多 ， 并且肥厚黄韧带 中 Ｉ 型和 ＩＩＩ型胶原纤维大量增生 。

说明我们成功收集到 了 正常和肥厚的黄初带组织 。

ＥＲＫ １ ／２ 信号通路对各种刺激诱导成纤维细胞发生纤维性变的过程中起很

重要 的作用
［
２６

，

２７
］

。 有研究证实 ， 在器官或组织纤维化时 ， 丝裂原活化蛋 白激酶

（
ＭＡＰＫ

）
／ＭＡＰＫ 激酶 （

ＭＥＫ
）
／细胞外信号调节激酶 （

ＥＲＫ
）信号级联调节 了细胞纤

维化的过程
［
２８

，
２９

］

。 我们的研究显示 ， 肥厚黄韧带中 Ｐ
－ＥＲＫ １ ／２ 明显增多 ， 因此有

必要在后续研宄中探讨 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路是否参与 了黄韧带肥厚的过程 。

在本研宄中 ， 我们通过 ｉＴＲＡＱ 技术对肥厚黄初带和正常黄初带组织的蛋 白

表达差异进行筛选 ， 然后分析 ＧＥＯ 数据库 中 已有的转录组数据 ， 最后将两组数

据进行整合 ， 发现 了９ 种蛋 白在两组数据 中共同升高 ， 其中 ＣＲＬＦ １ 是表达差异

最大的蛋 白 。 使用这种方法缩小 了 差异蛋 白 的范围 ， 提高 了数据的可靠性 。 为

了进
一

步提高数据的可靠性 ， 我们对候选蛋 白通过 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 和免疫组化方法进

行验证 ， 结果进
一

步证实了ＣＲＬＦ １ 在肥厚的黄韧带中髙表达 。 另外我们发现 ，

虽然 ＣＲＣＨ 在肥厚的黄靭带中上调 明显 ， 但是 ＣＬＣＦ １ 表达未见升髙 ， 因此

ＣＲＬＦ １ 可能是黄軔带细胞信号 系统 中 的独立调节 因子 。 这与 以前人们认为

ＣＲＬＦ １ 与 ＣＬＣＦ １ 形成复合体结构才分泌进而发挥生物学作用 的观点不
一

样
［
３ ＜ ）

’
３ １

］

。

目 前 ， 只有 Ｂ ｒｅｎｄａｎ 等在神经细胞瘤细胞中研宄发现 ＣＲＬＦ １ 自 身具有增强神经

细胞瘤细胞抵抗 ６
－羟多 巴胺 （

６－０ＨＤＡ
）诱导的氧化应激作用

［
３ ２

］

。他们推测 ， ＣＲＬＦ １

的生物学作用可能不仅仅是成为配体 ， 这与本研宄的发现
一

致 。

目 前关于 ＣＲＬＦ １ 蛋 白研究相对较少 ， 黄初带中 ＣＲＬＦ １ 的细胞来源依 旧未

知 。 本研宄发现 ， ＣＲＬＦ １ 的表达与成纤维细胞转分化为活化的肌成纤维细胞成

正相关 。 免疫荧光共染的方法证明 了ＣＲＬＦ １ 来源于黄韧带肌成纤维细胞 。 所 以

我们认为 ， 内源性的 ＣＲＬＦ １ 可能参与 了黄韧带的肥厚过程 。

综上所述 ， 我们成功收集到 了 患者正常和肥厚的黄靭带 ， 通过多组学分析

和组织学染色证实 了肥厚黄初带中 ＣＲＬＦ １ 明显上调 、 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路活性增

力口 、 并 明确 了ＣＲＬＦ １ 的细胞来源 。 在接下来的研究中 ， 我们将深入探讨 ＣＲＬＦ １

３ ７
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对黄韧带细胞可能的生物作用及潜在机制 ， 揭示其他促纤维化因子与 ＣＲＬＦ １ 在

黄韧带肥厚形成过程中 的调控关系及其机制 。 探索 ＣＲＬＦ １ 是否有望成为的
一

个

新的治疗黄軔带肥厚的靶点 。
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ａｎｇｅｎｅｔｉ ｃｓ，
２０１１，１９ （

５

）：５２５ －３３．

４ １
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］Ｌ
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ｅｓ ａｕＪ，
Ｍ
ａｃＫｅｉ ｇ

ａｎＪＰ． Ｃｙｔｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌ
ｉ

ｋ ｅｆａｃｔｏｒ１（Ｃ

Ｒ
ＬＦ１） 
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第二章 ＣＲＬＦ １ 调控黄初带肥厚的机制研究

引言

纤维化是黄韧带肥厚的主要病理特点 。 黄钿带肥厚时 ， 弹力纤维被降解 ，

含量逐渐减少 ， 细胞外基质合成增加并逐渐积累 ， 弹力纤维逐渐被胶原纤维取

代 ， 有时在肥厚的黄韧带中还可发现软骨的形成 ［
１
—

３
］

。

在第
一

章的研究中我们发现肥厚黄韧带中 ＣＲＬＦ １ 表达明显上调 。 ＣＲＬＦ １ 作

为
一

种分泌型可溶性蛋 白 ， 属于 Ｉ 型细胞因子受体家族 。 ＣＲＬＦ １ 基因突变除 了

会产生冷汗综合征
［
４

］和 Ｃｒｉ ｓｐｏｎｉ 综合征 ［
５

］外还会引 发面部肌肉萎缩 、 脊柱侧凸与

颅面畸形 ［
６

］

。 早期研宄认为 ＣＲＬＦ Ｉ 与其配体 ＣＬＣＦ １ 结合后才能分泌 出细胞发挥

生物学作用 ， 但是已经有研究证实 ＣＲＬＦ １ 本身具有独立的生物学作用
［
７

］

。

机械应力 、 炎症因子和生长因子是黄初带肥厚重要的始动因素 。 Ｎａｋａｔａｎｉ

等人发现 ， 机械应力刺激人黄韧带细胞可以 引起胶原纤维分泌的增加 ［
８

］

。 Ｆ ｌｅｉｓｓｉｇ

发现机械应力可 以在牙周膜纤维细胞中上调 ＣＲＬＦ －

１ 的表达 ［
９

］

。 ＴＧＦ －

Ｐ
１ 是主要

的促纤维化因子 。 Ｋａｔｓｕｋ ｉ 等发现 ， ＴＧＦ －

Ｐ
１ 可 以促进软骨细胞分泌 ＣＲＬＦ １

＿
。

慢性炎症刺激在黄初带肥厚的发生过程中起重要作用 ， ＴＮＦ －ａ 、 ＩＬ －

ｌ
ｐ

、 ＩＬ６ 等炎

性因子可能促进 了黄初带肥厚的发生 ［
３

，
１ Ｋ １ ３

］

。 Ｅ ｌ ｓｏｎ 发现 ＴＮＦ －

ｃｕＩＬ －６ 和 ｙ
－干扰

素等均可 以在纤维细胞中可诱导 ＣＲＬＦ １ 的表达 ［
１ ４

］

。 并且 ， Ｃ ｌａｎｃｙ
［

１ ５
］认为 ＣＲＬＦ １

可能在软骨形成的过程中发挥重要作用 。 所有这些研究结果都提示 ＣＲＬＦ １ 在细

胞外基质合成 中 的重要作用 。 考虑到炎症因子 、 生长因子和机械应力在组织纤

维性修复中 的重要作用 ， 我们推测 ＣＲＬＦ １ 可能在黄軔带肥厚中扮演了重要角色 。

ＥＲＫ １ ／２ 信号通路广泛参与 了细胞的增值 、 分化等生物过程 ， 在成纤维细胞

发生纤维性变的过程中起很重要的作用 ［
１ ６

’ １ ７
］

。 有研究证实 ， 在多种器官和组织

的纤维化过程中 ， ＥＲＫ １ ／２ 信号信号通路都调节 了细胞外基质 的分泌
［

｜ ８
＿

２

＼ 但是

目 前为止 ， 关于 ＣＲＬＦ １ 与 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路的研宄仅仅局限于肿瘤系统研究中 。

另外 ， ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 参与 了 多种组织的纤维性修复过程 ， 在促进成纤维细胞分泌胶原

４ ３
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纤维时可通过多种信号通路 ， 其中既包括 Ｓｍａｄ２／３ 通路又包括 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路

［
１ ６

］

。 因此有必要在黄韧带细胞纤维性变过程中研究 ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 、 ＣＲＬＦ １ 和 Ｓｍａｄ 、

ＥＲＫ １ ／２ 信号通路之间的关系 。

结合前人的研宄成果和前
一

章的研宄发现 ， 我们推测 ＣＲＬＦ １ 可能是
一

种新

的促纤维化因子 ， 通过调控细胞外基质 的分泌促进了黄韧带肥厚 。 本章 内容拟

首先提取人正常黄韧带细胞 ， 使用 ＴＧＦ－

Ｐ １ 建立纤维性变的细胞模型 ， 使用哺乳

动物来源的成熟人重组 ＣＲＬＦ １ 蛋 白研究其生物作用 ， 利用 ＲＮＡ 干扰技术抑制

ＣＲＬＦ １ 表达 ， 研宄其对黄韧带细胞纤维性变的影响 。 同时使用 Ｓｍａｄ３ 和 ＥＲＫ １ ／２

通路抑制剂研究 ＣＲＬＦ １ 上下游调控机制 。

１ 魏材料

１ ． １ 实验仪器

无菌工作台 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ美国

细胞培养箱 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ美国

ＦＸ－

５０００ 细胞拉伸仪 Ｆ ｌｅｘｃｅ ｌ ｌ 公司 美国

Ｂ ｉｏＦ ｌｅｘＩＶ 细胞牵拉板 Ｆｌｅｘｃｅ ｌ ｌ 公司美国

低温离心机 Ｓ ｉｇｍａ 德国

普通离心机湘仪公司湖南

普通电子秤 ｓａｒｔｏｒｉｕｓ德国

荧光定量 ＰＣＲ 仪 Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ 公司美国

倒置荧光显微镜 Ｚｅ ｉ ｓｓ德国

普通光学显微镜 ＯＬＹＭＰＵＳ 日本

显微镜照相设备 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司 日本

台式摇床 其林贝尔 中 国

台式多连管离心机 ＥｘｔｒａＧｅｎｅ 公司美国

碎冰生成装置 Ｇｒａｎｔ 公司美国

４４
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

垂直电泳仪 Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ

ｐｏ
ｗｅｒ

－

ｐａｃ２００美国

普通冰箱 新飞公司 中 国

－

８０

°

Ｃ低温冰箱 Ｒｅｖｃｏ 公司美国

台式磁力搅拌器杭州仪表公司中 国

４ ． ５
（

ｊ ＿ｍ 过滤器 Ｇｅ ｌｍａｎ 美国

超纯水净化系统装置Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ美国

水浴锅
一

恒仪器有限公司中 国

髙压水蒸汽灭菌装置Ｈｉｒａｙａｍａ 日 本

Ｐｈ 测定仪 奥豪斯 中 国

１ ．２ 实麟剂

ＭＴＴ 检测盒 Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司中 国

蛋 白分子量标记 Ｍａｒｋｅｒ Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司中 国

成熟重组 ｒｈＣＲＬＦ ｌ 蛋 白 ＩｍｍｕｎｏＣ ｌｏｎｅ 公司美国

重组ｒｈＴＧＦ －

ｐ
ｌ Ｓ ｉｎｏＢ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａｌ公司中 国

ＴｒｉｔｏｎＸ －

１ ００ Ｓｏ ｌａｒｂｉｏ公司中 国

ＤＡＢ 辣根过氧化物酶显色试剂盒 碧云天 中 国

抗兔 Ｃｙ３
－荧光二抗ＡＢ ｃ ｌｏｎａｌ 公司中 国

抗鼠 ＨＴＣ －荧光二抗ＡＢｃ ｌｏｎａ ｌ 公司中 国

ｖｉｍｅｎｔｉｎ
—

抗 Ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ公司 美国

Ｃｏ ｌ ｌａｇｅｎＩＡ １
—

抗Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司美 国

Ｃｏ ｌ ｌａｇｅｎＩ Ｉ Ｉ Ａ １

—

抗 ＧｅｎｅＴｅｘ公司美 国

ＭＭＰ２
—

抗 Ａｆｆｉｎ ｉ ｔｙ 公司英 国

ａ
－ＳＭＡ

—

抗ＡＢｃ ｌｏｎａｌ 公司中 国

ＥＲＫ １ ／２
—

抗 Ｒ ＆ Ｄ 公司美国

ｐ
－ＥＲＫ ｌ ／２

—

抗 Ｒ ＆ Ｄ 公司美国

ＤＡＰ Ｉ ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ公司美国

４ ５
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Ｕ０ １ ２６ＭＥＣ 公司美国

Ｓ ＩＳ３ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司美国

ＧＡＰＤＨ
—

抗北京锐抗公司中 国

辣根过氧化物酶标记抗 鼠二抗北京锐抗公司中 国

辣根过氧化物酶标记抗兔二抗北京锐抗公司中 国

超敏 ＥＣＬ 显影液 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司美国

Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣＬ Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ公司中 国

Ｔｗｅｅｎ －２０ Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｄｒｉｃｈ美国

脱脂奶粉 蒙牛公司 中 国

甲醇 广州化学试剂厂中 国

ｐｍｓｆ Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司中 国

Ｔｒｉｚｏ ｌ Ｓ ｉ
ｇｍａ－Ａ ｌｄｒｉｃｈ美国

ｐｍｓｆ 碧云天公司 中 国

细胞裂解液 碧云天公司 中 国

ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 设计与合成上海生物工程公司中 国

ＲＦｅｃｔｔｒａｎｓｆｅｃｔ ｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ常州百代公司中 国

Ｇ ｌｙｃｉｎｅ 粉剂广州化学试剂厂中 国

ＤＭＳＯ Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司中 国

ＮａＣ ｌ 粉剂 广州化学试剂厂中 国

无水酒精 广州化学试剂厂中 国

Ｔｒｉｓ 碱 Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ 公司美国

ａｃｒｙｌ ｉｃａｍｉｄｅ Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ公司美国

胶原酶 Ｉ 型 Ｇ ｉｂｃｏ 公司美国

细胞培养用青霉素 －链霉素碧云天公司 中 国

四 甲基二乙胺 （ ＴＥＭＥＤ ） Ｓ ｉｇｍａ 公司美国

过硫酸铵 （ ＡＰ ） Ｓ ｉｇｍａ 公司美国

４６
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

十二烷基磺酸钠 （ ＳＤ Ｓ ） Ｓ ｉｇｍａ 公司美国

ＢＣＡ 蛋 白浓度测定试剂盒 Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司中 国

胰蛋 白酶 －ＥＤＴＡ 消化液 （
０ ．２５％

）Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司中 国

硝酸纤维素膜 ＮＣ 膜 Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司中 国

Ｔｗｅｅｎ
－２０ ｓｅｅｂｉｏ公司 中 国

胎牛血清 Ｇ ｉｂｃｏ 公司美国

细胞培养板 Ｃｏｍｉｎｇ 公司美国

ＥＰ 管 碧云天公司 中 国

ＤＭＥＭ 培养基 含糖 ４ ． ５％Ｇ ＩＢＣＯ 公司美 国

１ ．３ 试＿制

Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 实验缓冲液的制备 ：

１０ ＸＴＢＳ ： 使用量杯量取 ８００ｍ ｌ 去离子水 ， 使用 电子天平和干净的称量纸称

取 ８ ０ｇ ＮａＣ ｌ 和 ２４ ．２ｇ Ｔｒ ｉ ｓ 粉末加入去离子水中 ， 放入磁力搅拌棒 ， 塑料膜覆盖量

杯 口 ， 置于磁力搅拌器上搅拌过夜使之彻底溶解 ， 待完全溶解后 ， 定容至 １ ０００ｍ ｌ

室温保存备用 。

ｌ ｘＴＢＳＴ 缓冲液 ： 将 １ ００ｍ ｌｌ 〇 ｘＴＢ Ｓ 加入 ９００ｍ ｌ 离子水混勾 ， 滴加 ｌｍ ｌ０ ． １％

Ｔｗｅｅｎ －

２０ ， 放入磁力搅拌棒 ， 塑料膜覆盖量杯 口 ， 置于磁力搅拌器上搅拌 ， 充分

混匀后立即使用 。

封闭液 ： 电子天平枰取 ５ ｇ 脱脂奶粉 ， ｌ ＯＯｍ ｌ ｌ
ｘＴＢ ＳＴ 中 ， 振荡器振荡 。 注

意
一

定要充分溶解 ， 如果奶粉溶解不充分 ， 曝光时会产生污染光点 。

抗体稀释液 ： 电子天平称取 ２ ． ５ｇ 牛血清 白 蛋 白组分五 （
Ｂ ＳＡ

）粉末加入到

５ ０ｍｌＴＢ ＳＴ 溶液中并振荡 ， 使之充分溶解 ， 配成含 ５％ 胎牛血清 白蛋 白 的溶液 。

稀释二抗时用 电子天平称取 ５ｇ 脱脂奶粉加入到 １ ００ｍ ｌｌ
ｘＴＢＳＴ 溶液中 ， 充分溶

解后放于 ４
°

Ｃ冰箱 ，

一

周 内使用 。

３０％丙嫌酰胺的制备方法 ： 称取 ５ ８ｇ 丙烯酰胺和 ２ｇ 甲叉丙烯酰胺 ， 与 １ ６０ｍ ｌ

去离子水混匀 。 去离子水定容至 ２００ｍｌ ， 分装后锡纸包裹避光 ， 置于 ４
°

Ｃ冰箱 内

４７
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备用 。

５ ｘ ｌ〇ａｄ ｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ ： 量取ｌＭｔｒｉ ｓ

－ＨＣ ｌ２ ． ５ｍ ｌ ， ＳＤＳｌ ｇ ， 溴酸蓝５０ｍｇ ， 甘油５ｍ ｌ ，

用超纯水混匀并定容至 ５ｍ ｌ 。 振荡器振荡充分溶解后分装 ， 每管 ｌｍｌ ， 置于 －２０

°

Ｃ

冰箱冻存 。

ｌ Ｏ ｘＴｒｉｓ
－甘氣酸电泳缓冲液 ： 电子天平秤取 Ｔｒｉ ｓ６０ ． ６ｇ ， 甘氨酸 ３ ７６ｇ ， ＳＤＳ２０

ｇ 。 加入到装有 １ ６００ｍ ｌ 去离子水中 的量杯中 ， 放入磁力搅拌棒 ， 塑料膜覆盖量

杯 口 ， 置于磁力搅拌器上搅拌过夜 ， 待完全溶解后 ， 离子水定容至 ２０００ｍ ｌ 。

ｌ〇 ｘ电泳转移液 ： 用 电子天平称和干净成称量纸称取 ６０ ． ６ｇ Ｔｒｉ ｓ ， ２８ ８ｇ 甘氨

酸 ， 加入 １ ４００ｍ ｌ 去离子水中 ， 放入磁力搅拌棒 ， 塑料膜覆盖量杯 口 ， 搅拌过夜 。

加去离子水 ， 使总体积为 ２０００ｍ ｌ 。

２ 实验摊

２ ． １ＡＩＨ常飾带细胞的提取

本研宄经中 国广东省广州市南方医科大学第三附属医院伦理道德审查委员

会批准 。 所有纳入对象均签署知情同意书 。 研究者 向 患者详细介绍研究 目 的和

研究方法 。 告知患者需要获得其术前 ＭＲＩ 影响资料 ， 术中 需要获得其切除的病

理标本 ， 但不影响其手术过程治疗效果 。 将患有腰椎间盘突 出症并接受椎管减

压者定义为黄韧带正常组 。 将患有椎管狭窄 ， 黄韧带肥厚的患者定义为黄韧带

肥厚组 。 排除患有 内分泌系统疾病的患者 。 术前在患者腰椎磁共振 图像上测量

腰 ４／５ 节段小关节处黄初带厚度 ， 确定黄軔带正常组厚度小于 ３＿ ， 肥厚组黄

韧带厚度大于 ４ｍｍ 。 术中无菌条件下仔细剔除黄軔带上面的脂肪和骨组织 ， 无

菌生理盐水反复冲洗组织上的血迹 ， 将黄韧带组织立即放入装有 ４０ｍｌ 无菌生理

盐的离心管 中 ， 外部包上无菌 巾 后放入碎冰冰面上 ， ｌ Ｏｍ ｉｎ 内送入实验室 。

使用消毒好的器械取 出黄韧带 ， 用 １％青霉素 －链霉素的生理盐水清洗黄韧带

３ 次 。 确保其表面没有杂质 。 在培养皿中用手术刀及眼科剪将黄軔带组织切成直

径约 ０ ． ５＿ 的碎块 ， 将切好的碎块放入 １ ０ｍ ｌ 离心管并加入 ０ ．２％Ｉ 型胶原酶 ，

４８
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放入细胞培养箱 内 ， ３ ７

°

Ｃ 下用消化 ｌ ｈ 。 消化时间结束后用移液枪吸除消化液 ，

加入含有 １％青霉素 －链霉素的 ＤＭＥＭ 吹打洗涤 ， 然后放入离心机离心 ５ 分钟 ，

转速为 １ ０００ 转 ／分钟 。 洗涤两次以后将黄韧带组织碎块均匀 的放入培养皿中 ， 使

用含有 １ ０％胎牛血清 （
ＦＢ Ｓ

）
、 １％青霉素 －链霉素的高糖培养基孵育 ， 孵育条件是

３ ７

°

Ｃ 、 ５％ Ｃ０ ２ 〇

在孵育期间 ，

一

定保持培养皿处于静止状态 ， ７ 天时可换液
一

次 ， 换液时轻

拿轻放 ， 避免组织块移动 ， １ ０ 天后 ， 黄韧带细胞从组织中迁移 出来 。 根据黄初

带细胞生长的量决定换液频率 ， 较少时 ５ 天换
一

次液 ， 较多时 ３ 天换液 。 待细

胞长满培养皿约 ５０％左右的面积时 ， 将黄軔带组织块去除 ， 进行传代 。 传代时

基础培养基清洗 １ 次 ， ３ ７

°

Ｃ ， ０ ．２５％ 胰蛋 白酶消化液消化 １ 分钟 ， 见部分细胞

脱落时 ， 吹打细胞并吸入 １ ０ｍ ｌ 离心管离心 ， １ ０００ 转 ／分钟 。 然后将细胞按 １ ： ３ 的

比例进行传代 。 所有实验均在细胞传代小于 ５ 代时进行 。 所有细胞在处理前饥

饿培养 １ ６ 小时 。

２ ．２ 鉴定飾带细胞

黄初带细胞主要表达波形蛋 白和少量的 Ｉ 型胶原蛋 白 ， 根据 以前的文献 ， 我

们选用这两种标志物对细胞进行免疫荧光鉴定 。

Ａ ． 取第三代黄軔带细胞 ， 消化后接种于底部放有细胞爬片的六孔板 中 。 细

胞贴壁后用 中性 甲醛溶液固定细胞 １ ０ｍ ｉｎ ， 倒掉中性 甲醛 ， ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ３ 次 ，

每次 ５ 分钟 。 ０ ． ５％Ｔｒｉ ｔｏｎ 对细胞进行通透化处理 １ ０ｍ ｉｎ ， ＰＢ Ｓ 漂洗 ３ 次 ， 每次 ５

分钟 。 然后用含有 １％Ｂ ＳＡ 的 ＰＢＳ 溶液封闭 ３０ｍ ｉｎ 。

Ｂ ．细胞爬片分别使用 Ｖ ｉｍｅｎｔ ｉｎ
—

抗孵育液和 Ｃｏ ｌ ｌａｇｅｎ ｌ Ａ ｌ
—

抗孵育液孵育 ，

置于 ４

°

Ｃ冰箱 内 过夜 。

Ｃ ． 吸 出
一

抗后 ， ＰＢ Ｓ３ 次 。 然后在暗室 内加入稀释好的 Ｆ ＩＴＣ 和 Ｃｙ３ 荧光

标记的二抗 ， 湿盒密 闭孵育 １ 小时 。 暗室 内 ＰＢ Ｓ 洗 ３ 次 ， 加入 ＤＡＰ Ｉ 染核 ５ 分

钟 ， 去除多余的 ＤＡＰ Ｉ ．

Ｄ ． 焚光显微镜下观察 ， 波形蛋 白为绿色 ， Ｉ 型胶原纤维为红色荧光 。

４９
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２ ．３ 细胞增殖活性检测

本研宄使用 ３
－

（
４

，
５
－二 甲基－２ －噻唑基 ）

－２
，
５

－二苯基－２ －ｈ－四唑溴化铵 （
ＭＴＴ

）检

测 ＣＲＬＦ １ 对黄韧带细胞增殖的影响 。 将黄軔带细胞接种于 ９６ 孔板 ， ５０００ 个细

胞／？Ｌ 。 细胞培养箱 内孵育 ６ 小时 。 加入浓度梯度的 ＣＲＬＦ １ ， 设置对照组 （ Ｃｏｎ ） 、

２０ｎｇ／ｍ ｌＣＲＬＦ １组 、 ２００ｎｇ／ｍｌＣＲＬＦ １组、 ５００ｎ
ｇ／ｍ ｌＣＲＬＦ １组 ， 每组６个复孔 ，

处理 ４８ 小时 ， 进行 ３ 次试验 。 ＰＢＳ 洗 ３ 次 。 每孔加入 ２００
５ｍｇ

／ｍｌＭＴＴ ， 在细

胞培养箱 内孵育 ４ 小时 。 吸去 ＭＴＴ 孵育液 ， 加入 １ ５０叫 二 甲亚砜 （
ＤＭＳＯ

）
。 在

震荡仪上振荡 １ ０ｍｉｎ ， 用酶标仪在 ５ ７０ｎｍ 吸收波长下测吸光度 ， 以判断细胞增

值情况 。

２ ．４ 细艇移能力分析

ＣＲＬＦ １ 对黄軔带细胞迁移能力的影响使用划痕实验检测 。 ＣＲＬＦ １ 处理黄韧

带细胞 ４８ｈ ， 用 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 作为阳性对照 。 具体方法如下 ： 将黄韧带细胞接种于 ６

孔板 内 ， 密度 ｌ
ｘ

ｌ Ｏ
５

个 ／孔 ， ３ 个复孔 。 待细胞长满至 ９０％面积后 ， 换用含有 ０ ．２％

胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基饥饿 １ ６ 小时 。 用剪去微量枪头前端的枪头划直线 。

无血清培养基洗掉划落的细胞 ， 换新的 ０ ．２％胎牛血清培养基 ， 分组如下 ： 对照

组 、 ５００ ｎｇ／ｍ ｌ ＣＲＬＦ ｌ 组 ， 及 ５ ｎｇ／ｍ ｌ ＴＧＦ－

ｐ ｌ 组 ， 细胞培养箱 中培养 ４８ｈ ， 用显

微镜分别记录开始和结束时的细胞迁移情况 。 用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析创面闭合度 ，

用创面变化百分比量化划痕愈合率 。

２ ．５ 细胞免疫荧光检测 ＣＲＬＦ １ 对黄初带细胞向肌成纤维细胞转分化的影响

Ａ ． 黄軔带细胞消化后接种于底部放有细胞爬片 的六孔板中 。 待细胞长满至

８０％面积后 ， 换用 ０ ．２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基饥饿 １ ６ 小时 。 分组如下 ： 对

照组 ， 浓度 ＣＲＬＦ １ 组 （浓度为 ５００ｎｇ／ｍｌ
）

， ５ｎｇ／ｍ ｌＴＧＦ －

ｐ
ｌ 组 。 各组处理 ２４ｈ

后弃去培养基 ， ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ２ 次 。

Ｂ ． 中性 甲醛溶液固定细胞 １ ０ｍ ｉｎ ， 倒掉 中性甲醛 ， ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ３ 次 ， 每

次 ５ 分钟 。 ０ ． ５％Ｔｒｉ ｔｏｎ对细胞进行通透化处理 １ ０ｍｉｎ ， ＰＢＳ 再次漂洗 ３ 次 。 １％Ｂ ＳＡ

５０
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封闭 ３ ０ｍｉｎ 。

Ｃ ． ａ
－ＳＭＡ

—

抗孵育细胞爬片 ， 置于湿盒中 ， ４

°

Ｃ冰箱 内过夜 。

Ｄ ． 次 日 ＰＢＳ轻轻洗去
一

抗孵育液 。然后在暗室 内加入 Ｃｙ３ 荧光标记的二抗 ，

湿盒 内避光孵育 １ 小时 。 ＰＢＳ 洗 ３ 次 ， ＤＡＰ Ｉ 染核 １ ０ 分钟 ， 荧光显微镜下观察

蛋 白表达情况 ， ａ－ＳＭＡ 为红色荧光 。

２ ．６ＣＲＬＦ １ 对黄軔带细胞纤维化相关蛋白及 ｍＲＮＡ 合成的影响

２ ．６ ． １Ｗｅｓ ｔｅｎｂｌｏｔ检测黄軔带细胞中纤维化相关蛋白表达

（ １ ） 总蛋白提取 ： 将黄韧带细胞种于 ６ 孔板 ， ｌ
ｘ

ｌ 〇
５

个／孔 。 待细胞长满至 ８０％

面积后 ， ０ ．２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基处理 ， 饥饿 １ ６ 小时 。 对细胞分组处理 ，

时间结束后弃去培养基 ，
ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ２ 次 ， 然后将细胞培养皿置于碎冰面上 ，

使用 ２０ （＾ １ＲＩＰＡ 裂解液裂解 ５ｍ ｉｎ ， 塑料刮刀刮取细胞 ， 务必刮取干净 ， 然后吸

至 １ ． ５ｍ ｌＥＰ 管中 ， ４

°

Ｃ下 １ ２０００ｒｐｍ 离心 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 将上清吸至另
一

个 ＥＰ 管中 ，

取 ２０ｕｌ 用于 ＢＣＡ 蛋 白测定 。 其余按 １ ／９ 体积加入
（

３
－巯基乙醇 ， １ ００

°

Ｃ 金属浴

１ ０ｍ ｉｎ 使蛋 白质变性 ，

－

８ ０

°

Ｃ保存 。

（ ２）ＢＣＡ法测定蛋白质浓度 ： 将蛋 白标准品用 ＰＢ Ｓ稀释成 ５０ （Ｈｉｇ／ｍ ｌ 。 根据试剂

盒说明 ， 将Ａ液和Ｂ液按照体积 比为 ５ ０ ：１配制成工作液 ， 振荡充分混匀 。 用 ＰＢＳ

将黄韧带样本裂解液稀释 １ ０倍 ， ＥＰ管分装 ， 每管 １ ０ｕｌ ， 用移液枪向各个ＥＰ管 中

加入２００
ｐ ｉ工作液并混匀 。 然后将混合液逐孔加到 ９６孔板中 。 室温下振荡器振荡

３０ｍ ｉｎ 。 酶标仪在 ５ ７０ｎｍ处测定吸光度 ， 根据标准 曲线算计样品 的蛋 白浓度 。

（ ３）ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ实验步骤 ：

首先取出跑胶专用 的玻璃板 ， 使用 自来水反复冲洗 ， 擦拭干净后放入 ６５

°

Ｃ

烤箱 内烘干 。 把将干燥且干净的玻璃板对齐后置于制胶夹板 中 卡紧 ， 再次观察

两块玻璃板底部是否对齐 ， 将制胶夹板牢固 的 固定在制胶架上 ， 注意玻璃板与

底部与胶垫连接处不能有空隙 。

ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 电泳凝胶的配制 ：

按成分表上面的 比例进行下胶的配制 ， 根据蛋 白 分子量的大小 ， 我们配制

５ １
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的下胶为 １ ０％的分离胶 ， 小心加入配胶用 的各组分溶液 ， 可 以使用移液枪适当吹

打 ， 吹打时避免产生气泡 。 ＴＥＭＥＤ溶液最后加入 ， 吹打混匀后立即加入灌胶 ，

因为这时胶会较快凝固 ， 时间过长会影响灌胶效果和蛋 白 电泳效果 。 灌胶时用

枪头津贴玻璃板 ， 均匀 的将胶加入玻璃板 内 。 当胶的液面距离短的玻璃板上缘

１ ． ５ｃｍ时停止加胶 。 使用去离子水压胶面 。 静置３ ０ｍｉｎ后观察可见去离子水与分

离胶交界处有
一

条折射线时 ， 说明胶 已凝固 ， 将分离胶上层的去离子水倒掉 ，

把滤纸剪成长条形 ， 将滤纸放入玻璃板的缝隙 中 ， 将残余液体吸干净 。

再次查阅配交表 ， 我们使用的浓缩胶的浓度为４％ 。 同样加入ＴＥＭＥＤ之后加

胶 ， 将浓缩胶填满两玻璃板之间 的空间 ， 将ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ样品模板梳从
一

侧开始

插入浓缩胶 中 ， 插入时使胶面逐渐与模板梳接触 ， 且动作要缓慢 ， 最后使梳子

保持在水平位置 ， 这样插入过程中会减少产生气泡的机会 ， 保证最佳的 电泳结

果 。 另外 ， 由于胶在凝固过程中体积会有少量的减小 ， 要注意补胶 。 ３ ０ｍ ｉｎ后浓

缩胶就可 以凝固 ， 要轻柔的将样品梳垂直向上拔出 。

安装电泳槽 。 将配置好的胶板从配胶架子上拆下 ， 固定到Ｕ型 电泳槽的两侧

凹面 内 ， 使小玻璃板的上缘紧贴电泳槽的胶条 ， 避免 出现缝隙 。 然后向其中加

入配置好的 电泳液 ， 仔细观察是否有液体漏出 ， 如有漏出则需从新安装胶板 。

蛋 白样品上样 。 将提取的黄初带蛋 白样品放在金属浴中 ， 温度调整为 １ ０ （ＴＣ ，

煮 １ ０ｍｉｎ以使蛋 白样品发生变性 。 放置 ５ｍ ｉｎ使其降温 ， 此时可见管壁上有少量凝

结的水珠 ， 用离心机离心 ， ２０００ｒｐｍ ， 然后用移液枪轻轻吹打样品 ， 将电泳槽安

装到 电泳仪 内 ， 然后用 １ ０ｕｌ的移液枪头将蛋 白样品按顺序加入到上样孔中 ， 在

最左侧上样孔 内加入蛋 白质分子量指示剂Ｍａｒｋｅｒ ， 在样品两边的上样孔 内 也加入

Ｍａｒｋｅｒ 。 加样动作要轻柔 以避免气泡产生或样品流入别的上样孔 内 。

电泳 。 将电泳仪 内 的 电泳液补充到指定位置 ， 检查正负极是否正确连接 ，

本研究 中用恒流电泳法 ， １ ６ｍＡ 的 电流强度适用于只有
一

块电泳凝胶电泳时 ，

如果有两块电泳凝胶电泳时侧泳 ３２ｍＡ 的 电流强度 ， 依次类推 ， 电泳过程密切

观察电压大小 ， 电压通常不要超过 １ ００Ｖ 。 由于分子量不同 ， 电泳时蛋 白移动速

５ ２
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

率不同 ， 所以电泳时间也要相应调整 ， 观察 Ｍａｒｋｅｒ 在凝胶中迁移的位置 ， 适时

关闭 电源停止电泳 ， 我们的实验中 电泳时间通常在 ｌ ｈ－２ ｈ 之间 。 为了保证电泳

具有最佳效果 ， 电泳液不回收 ， 每次 电泳都从新配制 ｌ
ｘ的 电泳液 。

转膜 。 由于转膜过程产热较多 ， 因此 ， 我们在转膜之前就将转膜液放入－２０
°

Ｃ

冰箱进行冷冻 。 电泳完成以后 ， 将冰冻好的转膜液少量倒入转膜盘中 ， 在其中

放置好滤纸 。 然后拆下 电泳槽取出玻璃板 ， 塑料尺撬开玻璃板 ， 根据蛋 白 的分

子量在胶上的位置决定切胶的面积 。 在切胶时 ， 切除胶的
一

角进行标记 ， 防止

颠倒样本的顺序 。 根据胶的面积 ， 裁剪 出于硝酸纤维素膜 （ＮＣ 膜 ） ， 注意手套

等不能碰触 ＮＣ 膜 ， 在转膜液里将 ＮＣ 展平后 ， 将凝胶铺在 ＮＣ 膜上 ， 然后将凝

胶和 ＮＣ 膜包在两层滤纸之间 。 剪刀减去多余的部分 ， 使膜的四周变得整齐 ， 确

保两层滤纸不能相互碰触 ， 使用压平板进行压平 ， 挤 出 内部气体 。 然后将其夹

入黑色和 白色两个海绵垫之中 ， 确保黑色海绵对着凝胶 ， 白色海绵对着 ＮＣ 膜 ，

用转移液浸透海绵垫 ， 再次用压平板压平 ， 确保没有气泡产生 。 将海绵垫安装

到转移夹中夹紧 ， 确保夹子的黑面对着黑色的海绵 。 将夹子安装到转膜槽里 ，

倒入适量的 ｌ
ｘ冰冻转膜液 ， 并在转膜槽 内放入两个冰袋 ， 转膜槽周 围加满碎冰

块 ， 加快热量散发 。 转膜电压设定为 １ ００Ｖ ， 密切观察转模时 电流大小 。 根据

转膜蛋 白分子量的不同 ， 调整转膜时间 ， 本实验采用 的方法是分子量在 １ ０－６０ｋＤａ

的蛋 白转膜 １ｈ ， 分子量在 ６０
－

１ ００ｋＤａ 的转膜时间为 １ ． ５ｈ ， 分子量超过 １ ００ｋＤａ

的转膜时间为 ２ｈ 。

封闭 。 设置的转膜时间结束后 ， 小心取 出 ＮＣ 膜 ， 避免破碎 ， 直接放进盛有

５％脱脂奶粉的湿盒 中进行封闭 ， 室温下慢摇床上以适当 的速度封闭 １ｈ 。

剪膜 。 待封闭时间结束后 ， 使用 ＴＢ ＳＴ 在慢摇床上洗膜 ２ 次 ， 每次 ３ｍ ｉｎ 。

根据 Ｍａｒｋｅｒ 所标记的蛋 白分子量 ， 剪切 出检测的条带 。 剪膜时要注意标记好样

本的顺序 ， 避免颠倒 。 剪膜过程中还要及时用 ＴＢ ＳＴ 溶液湿润 ＮＣ 膜 ， 避免长时

间暴露的空气中 ， 影响检测效果 。

孵育抗体 。 将配制好的
一

抗孵育液 ３ｍ ｌ 倒入湿盒中并做好标记 ， 将剪切好

５ ３
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的条带标记加入孵育盒中 ， 于 ４
°

Ｃ冰箱里 ， 将孵育盒放在慢摇床上摇晃过夜 。 第

二天 ， 回收孵育盒 内 的抗体稀释液到标记好的 １ ５ｍ ｌ 离心管 内 ， 此时也应注意不

应让 ＮＣ 条带长时间暴露于空气中 ， 避免相应的蛋 白被氧化 ， 影响检测效果 。 立

即用 ＴＢ ＳＴ 溶液清洗 ＮＣ 膜 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ ， 同样在慢摇床上进行 。 孵育二抗

时 ， 用 ５％的脱脂奶粉按照 １ ： ３ ０００ 的稀释比例稀释好二抗后 ， 加入到相应的孵育

孔中 ， 适当摇晃孵育盒 ， 使液面完全覆盖住 ＮＣ 膜 ， 室温下进行孵育将孵育盒放

在慢摇床上孵育 １ｈ 。

使用 ＥＣＬ 曝光液曝光 。 孵育时间结束后 ， 倒掉孵育盒中的二抗稀释液 ， 立

即应用 ＴＢ ＳＴ 清洗 ＮＣ 膜 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ ， 同样在慢摇床上进行 。 在暗室 内将

将 ＥＣＬ 显影液 Ａ 液 ｌ ｉｎｌ 和 Ｂ 液 ｌｍｌ 混合并摇晃均匀 。 打开曝光机 ， 滤纸擦拭曝

光板 ， 确保曝光板上清洁 ， 然后将 ＮＣ 膜放入曝光板上 ， 立即用配置好的显影液

滴加到 ＮＣ 膜上 ， 前后左右晃动使曝光液充分覆盖在 ＮＣ 膜上 ， 然后将 ＮＣ 膜放

入化学发光曝光机 。 使用预先设置好的曝光时间 ， 时间为 ５ｓ ，１ ０ｓ ， ２０ｓ ， １ｍｉｎ ，

２ｍ ｉｎ ， ４ｍ ｉｎ 。 根据条带显影效果确定曝光时间 ， 待曝光完成后 ， 保存结果

并记录分析 。

２ ．６ ．２ＲＴ－

ｑＰＣＲ检测黄韧带细胞中纤维化相关 ｍＲＮＡ表达

将黄韧带细胞种于 ６ 孔板 。 ｌ ｘ ｌ 〇
５

个 ／孔 。 待细胞长满至 ８０％面积后 ， 饥饿培

养 １ ６ 小时 。 分组处理细胞 ， 各组处理 ２４ｈ 后弃去培养基 ， ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次 。

每个孔中加入 ｌ ｘｎｌＴｒｉｚｏ ｌ ， 完全覆盖细胞 ， 轻柔吹打 １ 分钟后装入无酶的 ＥＰ 管

内 。 后续步骤 同第
一

章 。

用于 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 的 引物序列 ：

ＧｅｎｅＮａｍｅ


ＣＯＬ １Ａ １
—

Ｆｏｒｗａｒｄ

＇

５
？

－
Ｇ Ａ ＧＧＧＣＣＡＡ Ｇ Ａ ＣＧ ＡＡ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ

－

３
７

Ｒｅｖｅｒｓｅ

＂

５
；

－
Ｃ Ａ Ｇ Ａ ＴＣ Ａ ＣＧ ＴＣ Ａ ＴＣＧＣ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ

－

３
，

ＣＯＬ３Ａ １Ｆｏｒｗａｒｄ

＂

５
；

－
ＧＣＣ ＡＡＡ Ｔ Ａ Ｔ ＧＴ Ｇ Ｔ ＣＴＧ Ｔ Ｇ Ａ ＣＴ Ｃ Ａ 

－

３
７

Ｒｅｖｅｒｓｅ５
，

－

ＧＧ ＧＣＧ Ａ ＧＴ Ａ ＧＧ Ａ ＧＣ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ
－

３
’

ＭＭＰ２
—

Ｆｏｒｗａｒｄ

—

５
，

－ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ －

３
’

Ｒｅｖｅｒｓｅ

＂

５
’

－ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ －

３
’

ａ
－ＳＭＡＦｏｒｗａｒｄ ［

５
，

－ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ －

３
，

５４
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

—

Ｒｅｖｅｒｓｅ
 ｜

５
，

－ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ ＡＡ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ －

３
，

￣

ＧＡＰＤＨ
￣

Ｆｏｒｗａｒｄ
￣

５
；

－
Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ ＣＧ Ｔ Ｃ Ａ ＴＧＧＧＴＧ ＴＧ ＡＡ Ｃ

－

３
；

￣

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｜
５

，

－ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ －

３
’

２ ．７ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 转染步骤

目 前 ， 在全世界范围 内 ， 原代细胞的核酸转染都是个难点 ， 本实验选用 了

ＲＦｅｃｔＰＭ 原代细胞小核酸转染试剂 ， 这种新型试剂特别适合用于原代成纤维细

胞的转染 。 在转染 ｓ ｉＲＮＡ 时 ， 该试剂不需要细胞饥饿 ， 血清的存在不影响转染

效果 。

具体步骤 ：

Ａ ． 细胞接种 ．

？ 将第 ４ 代黄韧带细胞消化后接种于于 ６ 孔培养板 ， 每孔 ｌｍｌ

培养基 （不加抗生素 ） ， 使细胞在转染时密度在 ６０％ ， 饥饿 １ ６ 小时 。

Ｂ ．ｓ ｉＲＮＡ－ＲＦｅｃｔＰＭ混合物准备 ： ２５
ｐｍｏ ｌｓ ｉＲＮＡ和８… Ｒｆｅｃ ｔＰＭ分别用

２００卩 无血清的 ＤＭＥＭ 培养基稀释 ； 室温孵育 ５ｍ ｉｎ
； 孵育 ５ｍ ｉｎ 后 ， 将两种稀

释液混合 。 混匀后继续孵育 ２０ｍｉｎ 。

Ｃ ． 转染 ： 上一步配好的转染液 ４００叫 加入到含有 ｌｍ ｌ 培养液的 ６ 孔细胞培

养板 内 。 轻轻晃动培养板 ， 使转染液能够均匀分布 。

Ｄ ． 细胞培养箱 内 ３ ７
°

Ｃ 培养 ４８ｈ ， 检测基因抑制效果 。 如果需要 ， 细胞培

养 ４－６ｈ 时可 以更换培养基 ， 但不是必须 。

Ｅ ．４８ 小时后转染好的细胞用含 ０ ．２％的胎牛血清饥饿 １ ６ 小时 ， 用于后续实

验 。

用于转染的人靶 向 ＣＲＬＦ １ｓ ｉＲＮＡ 序列

ＣＲＬＦ １
－

ｔａｒｇｅｔ ｉｎｇ
ｓ ｉＲＮＡ ｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｓｏｆ ｈｕｍａｎ

Ｈｕｍａｎ

ＲＮＡ ｉ１ ＃Ｓｅｎｓｅ ５
９

－
ＧＧ Ａ ＵＧＣ Ａ Ｇ ＡＡ Ｇ ＵＣＧＣ Ａ Ｃ ＡＡ Ｔ Ｔ －

３
５

Ａｎｔ ｉ ｓｅｎｓｅ５
，

－ Ｕ Ｕ Ｇ Ｕ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｕ Ｕ Ｃ Ｕ Ｇ Ｃ Ａ Ｕ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ －

３
，

ＲＮＡｉ２＃Ｓｅｎｓｅ ５
、 ＧＣＣ Ａ Ａ Ａ Ｕ Ａ ＣＣＡ Ｇ Ａ ＵＣＣＧＣＵＴ Ｔ 

－

３
’

５ ５
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Ａｎｔｉ ｓｅｎｓｅ５
，

－ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｕ Ｃ Ｕ Ｇ Ｇ Ｕ Ａ Ｕ Ｕ Ｕ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ －

３
’

ＲＮＡｉ ３ ＃Ｓｅｎｓｅ５
，

－

ＧＧ ＣＵＣＵＣＵＵＵ Ａ ＣＧＣＣＣＵ Ａ Ｕ Ｔ Ｔ －

３
’

Ａｎｔｉ ｓｅｎｓｅ５
，

－

Ａ Ｕ Ａ ＧＧＧＣＧＵ ＡＡ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ ＧＣＣＴ Ｔ 
－

３
’

２ ．８ＴＧＦ －

ｐ ｌ 经 ＳＭＡＤ３ 途径调控 ＣＲＬＦ １ 表达的相关研宄

Ａ ． 首先使用 ＴＧＦ－

ｐ ｌ 处理黄韧带细胞 ， 观察 ＴＧＦ －

Ｐ １ 是否能促进 ＣＲＬＦ １ 分

泌 。

具体方法 ： 将黄韧带细胞种于 ６ 孔板 ， ｌ
ｘ

ｌ 〇
５

个 ／孔 。 待细胞长满至 ８０％面积

后 ， ０ ．２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基处理 ， 饥饿 １ ６ 小时 。分组如下 ： 对照组 （ Ｃｏｎ ） ，

５ｎｇ／ｍ ｌＴＧＦ－

ｐ
ｌ 处理组 。 各组处理 ２４ｈ 后弃去培养基 ， ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次后收

集各组细胞总蛋 白及 ｍＲＮＡ 。 Ｗｅ ｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 检测 ＣＲＬＦ １ 蛋 白 的表达 ， ＲＴ－

ｑＰＣＲ

检测 ＣＲＬＦ １ 和 ＣＬＣＨｍＲＮＡ 表达情况 。

Ｂ ． 观察 ＴＧＦ－

ｐ ｌ 是否促进了ｐ
－ＳＭＡＤ３ 的核转位 。

具体方法 ： 人黄韧带细胞按前述方法接种于底部附有细胞爬片的 ６ 孔板里 ，

培养和饥饿方式同上所述 。 分组如下 ： 对照组 （ Ｃｏｎ ） ，ＴＧＦ－

ｐ
ｉ 处理组 （浓度为

５ｎｇ／ｍ ｌ
）

， ＴＧＦ－

ｐ ｌ
（
５ｎｇ／ｍ ｌ

）
＋Ｓ ＩＳ ３

（
１ ０

ｐＭ）
处理组 。其中Ｓ ＩＳ ３提前１ ５ｍｉｎ加入 。

各组处理 １ｈ 后弃去培养基 。 中性 甲醛溶液固定 、 封闭 、 孵育抗体 、 ＤＡＰ Ｉ 染核

步骤同 ２ ． ５ 。 荧光显微镜下观察 ｐ
－

ＳＭＡＤ３ 表达位置及强度情况 ， ｐ
－ＳＭＡＤ３ 为红

色焚光 。

Ｃ ． 使用 ＳＭＡＤ３ 特异性抑制剂 Ｓ ＩＳ３ 处理黄韧带细胞 ， 探讨抑制 ＳＭＡＤ３ 是

否可以在转录水平调节 ＣＲＬＦ １ 的产生 。

具体方法 ： 人黄軔带细胞按前述方法接种于 ６ 孔板里 ， 培养和饥饿方式同

前所述 。 分组如下 ： 对照组 （ Ｃｏｎ ） ， ＴＧＦ－

Ｐ
１ 处理组 （浓度为 ５ｎｇ／ｍ ｌ

）
， ＴＧＦ －

ｐ
ｉ
（
５

ｎｇ／ｍ ｌ
）
＋Ｓ ＩＳ ３

（
１ ０ ＾Ｍ）

处理组 。 各组处理 ２４ ｈ 后弃去培养基 ， ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次

后收集各组细胞 ｍＲＮＡ 。 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 检测 ＣＲＬＦ １ｍＲＮＡ 表达情况 。

５ ６
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

２ ．９ＣＲＬＦ １
－ＥＲＫ１ ／２ 通路对 ＴＧＦ －

ｐ
ｉ 促纤维化效应研究

Ａ ．首先检测 ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 干扰效果 。

具体方法 ： 人黄韧带细胞按前述方法接种于 ６ 孔板里 ， 培养方式同前所述 。

分组如下 ： 对照组 ， ｓ ｉＮＣ组 ， ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ１ ＃组 ， ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ２＃组 ， ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ３＃组 。

转染 ４ ８ 小时后饥饿 １ ６ 小时 。 各组使用 ＴＧＦ －

Ｐ １
（
５ｎｇ／ｍ ｌ

）
处理 ， ２４ｈ 后弃去培养

基 ，
ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次后收集各组细胞总蛋 白 ， 检测 ＣＲＬＦ １ 蛋 白表达情况 ， 明

确最佳干扰序列用于后续试验 。

Ｂ ．ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 减轻 ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 促纤维化作用 的研宄 。

具体方法 ： 人黄韧带细胞按前述方法接种于 ６ 孔板里 ， 培养方式同前所述 。

分组如下 ： 对照组 ， ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 组 ， ＴＧＦ－

ｐ
ｌ＋ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 组 ， ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 组 。 首先进行

转染 ， ４８ 小时后饥饿细胞 １ ６ 小时 ， 然后使用 ＴＧＦ －

ｐ
ｉ
（
５ｎｇ／ｍｌ

）处理 ， 对照组及

ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 组使用等体积的 ＰＢ Ｓ 处理 。 ２４ｈ 后弃去培养基 ， ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次后

收集各组细胞总蛋 白检测纤维化相关蛋 白表达情况 。

Ｃ ． 使用 ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 和 ＣＲＬＦ １ 处理黄韧带细胞 ， 观察 ＥＲＫ １ ／２ 通路激活状况 。

具体方法 ： 人黄初带细胞按前述方法接种于 ６ 孔板里 ， 培养和饥饿方式同

前所述 。 分组如下 ： ＣＲＬＦ １ 处理浓度为 ５ ００ｎｇ／ｍｌ ， 分别处理黄韧带细胞 Ｏｍ ｉｎ 、

１ ５〇１比 、 ３ 〇 １１＾ １１ 、 ６〇１１＾ １１ 、 １ ２〇 １１＾ １１ 〇 丁０卩 －

｜

３ １ 处理组 （浓度为 ５ １＾１１１ １ ） 分别处理黄

朝带细胞 Ｏｍ ｉｎ 、 １ ５ｍ ｉｎ 、 ３０ｍ ｉｎ 、 ６０ｍ ｉｎ 、 １ ２０ｍ ｉｎ 。 ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ２ 次后收集各

组细胞总蛋 白 。 Ｗｅ ｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 检测 ｐ
－ＥＲＫ ｌ ／２ 的表达情况 。

Ｄ ．ＥＲＫ １ ／２ 信号通路介导 ＣＲＬＦ １ 诱导黄軔带细胞纤维性变的研究 。

具体方法 ： 人黄初带细胞按前述方法接种于 ６ 孔板里 ， 培养方式同前所述 。

分组如下 ： 对照组 ， ＣＲＬＦ １ 组 ， ＣＲＬＦ １ ＋ Ｕ０ １ ２６ 组 ， Ｕ０ １ ２６ 组 。 在加入 ＣＲＬｎ

（ ５ ００ｎｇ／ｍ ｌ ）之前 ， Ｕ０ １ ２６ 预处理 １ ５ｍ ｉｎ 。对照组及 Ｕ０ １ ２６ 组加入等体积的 ＰＢ Ｓ ，

各组处理 ２４ｈ 后弃去培养基 ， ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次后收集各组细胞总蛋 白检测纤

维化相关蛋 白表达情况 。

Ｅ ．ＥＲＫ １ ／２ 信号通路介导 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 诱导黄韧带细胞纤维性变的研究 。

５ ７
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具体方法 ： 人黄軔带细胞按前述方法接种于 ６ 孔板里 ， 培养和饥饿方式同

前所述 。 分组如下 ： 对照组 ， ＴＧＦ－

ｐ ｌ 组 ， ＴＧＦ －

Ｐ
１ ＋ Ｕ０ １ ２６ 组 ， Ｕ０ １ ２６ 组 。 在加

入 ＴＧＦ －

ｐ ｉ（ ５ ｎｇ／ｍ ｌ ） 之前 ， Ｕ０ １ ２６ 预处理 １ ５ｍ ｉｎ 。 对照组及 Ｕ０ １ ２６ 组加入等体

积的 ＰＢ Ｓ ， 各组处理 ２４ｈ 后弃去培养基 ， ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ２ 次后收集各组细胞总

蛋 白检测纤维化相关蛋 白表达情况 。

Ｆ ．ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 降低 ＴＧＦ －

｜

３ １ 活化 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路作用 的研宄 。

具体方法 ： 人黄初带细胞按前述方法接种于 ６ 孔板里 ， 培养方式同前所述 。

分组如下 ： 对照组 ， ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 组 ， ＴＧＦ－

ｐ
ｉ ＋ ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 组 ， ｓｉＣＲＬＦ ｌ 组 。 首先进行

转染 ， ４８ 小时后饥饿细胞 １ ６ 小时 ， 然后使用 ＴＧＦ－

ｐ
ｌ
（
５ｎｇ／ｍ ｌ

）处理 ， 对照组及

ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 组使用等体积的 ＰＢＳ 处理 。 各组处理 １ ５ｍ ｉｎ 后弃去培养基 ， ＰＢ Ｓ 清洗

细胞 ２ 次后收集各组细胞总蛋 白检测 Ｐ －ＥＲＫ １ ／２ 蛋 白表达情况 。

２ ． １０ＣＲＬＦ １ 介导炎症因子和机械应力刺撖诱导的黄韧带细胞纤维性变的研宄

Ａ ．ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 减轻 ＩＬ－

ｌ
ｐ 促纤维化作用 的研宄 。

具体方法 ： 人黄軔带细胞按前述方法接种于 ６ 孔板里 ， 培养方式同前所述 。

分组如下 ： 对照组 ， ＩＬ －

ｌ ｐ 组 ， ＩＬ －

ｌ
ｐ
＋ｓ ｉＣＲＵＦ ｌ 组 ， ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 组 。 首先进行转染 ，

４８ 小时后饥饿细胞 １ ６ 小时 ， 然后使用 ＩＬ －

ｌ
ｐ（

２０ ｎｇ／ｍｌ
）处理 ， 对照组及 ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ

组使用等体积的 ＰＢＳ 处理 。 各组处理 ２４ｈ 后弃去培养基 ， ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ２ 次后

收集各组细胞总蛋 白检测纤维化相关蛋 白表达情况 。

Ｂ ．ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 减轻机械力促纤维化作用 的研宄 。

细胞机械拉力条件 ： 牵拉板为 Ｂ ｉｏＦ ｌｅｘ Ｉ ６ 孔板 ， 使用 Ｆ ｌｅｘｃｅｌ ｌ ＦＸ－

５０００ 细胞

牵拉系统在细胞培养箱 内对黄初带细胞施加循环牵拉载荷 ， 牵拉强度为 ２０％ 。

牵拉 １ ０ ｓ ， 恢复 １ ０ ｓ 。 对照组细胞不加载牵拉 ， 其余培养条件相同 。

具体实验分组 ： 人黄軔带细胞按前述方法接种于 Ｂ ｉｏＦｌｅｘＩ６ 孔板里 。 待细

胞长满约 ６０％面积时进行转染操作 ， 转然后 ４８ 小时开始饥饿 ， 用 ０ ． ２％胎牛血清

培养基对细胞进行饥饿处理 ， １ ６ 小时后用于机械拉力实验 。 分组如下 ： 对照组 ，

周期性拉力组 ， 周期性拉力 ＋ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 组 ， ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 组 。 各组处理 ２４ｈ 后弃去

５ ８
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

培养基 ， ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ２ 次后收集各组细胞总蛋 白 ， 检测纤维化相关蛋 白表达

情况 。

２ ． １ １ 统计学分析

采用 ＳＰ ＳＳ２ ０ ． ０
（
Ｓ Ｐ Ｓ Ｓ

，Ｃｈ ｉｃ ａｇ
ｏ

， Ｉ Ｌ
，Ｕ ＳＡ

）
进行数据统计分析 。 所有的体外数

据都进行至少三次独立实验 。 使用 Ｇ ｒａ
ｐｈＰａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ７ 制作统计 图 。 数据 以均数土

标准差表示 。两组间均数 比较方差齐时 ， 采用两独立样本 ｔ 检验法 （ Ｓ ｔｕｄ ｅｎ ｔ ｓ

’

ｓｔ ｔｅｘ ｔ ）

方差 不齐时采 用 矫 正 的 ｔ 检验 。 多 组 间 比较方差齐时采用 单 因 素方差 分 析

（
Ｏ ｎ ｅ

－ｗａｙＡＮＯＶＡ ）
， 多重 比较采用 ＬＳＤ 法 。 方差不齐时采用 Ｗｅ ｌ ｃ ｈ 检验 ， 多重

比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ
’

ＳＴ３ 法 ， ｐ
－ｖａ ｌ ｕｅ＜０ ． ０ ５ 视为差异有统计学意义 。

３ 结果

３ ． １ 人黄軔带细胞鉴定

人黄韧带细胞与成纤维细胞类似 。 根据 以前文献报道 ， 我们采用波形蛋 白

（ Ｖ ｉｍ ｅｎ ｔ ｉ ｎ ） 和 Ｉ 型胶原纤维作为黄韧带细胞的标志物 。 培养第 ４ 代 的人黄初带

细胞的波形蛋 白 和 Ｉ 型胶原纤维的免疫荧光染色发现 ： 大量的波形蛋 白 和少量

的 １ 型胶原纤维 。 说明 了我们成功 的培养 了 人黄韧带培养的细胞 （ 图 ２
－

１ ） 。

图 ２
－

１ 人黄軔带细胞的免疫荧光染色 。
（
Ａ

） 人黄初带细胞形态观察 ；
（ Ｂ ） 波形蛋 白 发 出 的

绿色荧光 。
（
Ｃ

） 少量 Ｉ 型胶原纤维发 出 的红色荧光 。 比例尺＝
２ ０

ｐ
ｍ 。

Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ２
－

１ Ｉ ｍｍ ｕ ｎｏ ｆ ｌ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃｅｎ ｃ ｅｓ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎｇｏ ｆ
ｈ ｕｍ ａｎ ｌ ｉ

ｇａｍ ｅｎ ｔ ｕｍｆ ｌ ａｖ ｕｍ ．（ Ａ ）Ｍ ｏ ｒ
ｐ
ｈ ｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃａ ｌ

ｏ ｂ ｓ ｅ ｒｖ ａｔ ｉ ｏ ｎｏｆｈ ｕｍ ａｎ ｌ ｉ ｇａｍ ｅ ｎ ｔ ｕｍｆ ｌ ａｖｕｍｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ． （
Ｂ

）Ｇ ｒｅｅ ｎｆ ｌ ｕ ｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｃｅｏ ｆｖ ｉｍ ｅ ｎ ｔ ｉ ｎ ｉ ｎ

ｌ ｉｇａｍ ｅｎ ｔｕｍｆ ｌ ａｖ ｕｍｃｅ ｌ ｌ ｓ ．

 （
Ｃ

）
Ａｆｅｗｒｅ ｄｆｌ ｕ ｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎｃｅｆｒｏｍ ｔｈ ｅＣＯＬ １ｆ ｉ ｂ ｅ ｒ ｉ ｎｈ ｕｍ ａｎ ｌ ｉ

ｇａｍ ｅｎ ｔ ｕｍ

５ ９
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ｆｌ ａｖｕｍｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｓ ｃａ ｌ ｅｂａｒｓ
＝

２ ０
 ｜

ｊ ，ｍ ．

３ ．２ 黄韧带细胞增殖活性鉴定

使用 不 同浓度 的 ＣＲＬＦ １ 处理黄軔带细胞 ４ ８ 小时 。 用 ＭＴＴ 法测定细胞存活

率 。 结果显示 ： ＣＲＬＦ １任何测试浓度 （
０ｎｇ

／ｍ ｌ
，
２０ｎｇ

／ｍ ｌ
，
２ ００ｎｇ

／ｍ ｌ
，
５ ００ｎｇ

／ｍ ｌ

）

都没有增加或减少黄韧带细胞增值活性 （图 ３
）

。 这表 明 ，
ＣＲＬＦ １ 在 ５ ００ ｎ

ｇ
／ｍ ｌ 的

浓度时对黄軔带细胞的生长没有毒性作用 。

『 ■Ｉ
０ ． ０

－ Ｊ￣＾ １

 

，



ＣＯＮ２ ０ ２ ０ ０ ５ ０ ０

ＣＲ Ｌ Ｆ １ （
ｎ
ｇ

／ｍ ｌ

）

图 ２
－

２ 不 同浓度处理组中黄軔带的细胞增殖活性检测 。 ｐ
＞

０ ． ０ ５ 。

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２ －２Ｄｅｔｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｌ ｉｇａｍ ｅｎ ｔｕｍｆ ｌ ａｖｕｍｃｅ ｌ ｌ ｓｐ ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｃ ｏ ｎ ｃ ｅｎ ｔ ｒａｔ ｉｏ ｎ ｓｏｆ

ＣＲＬ Ｆ ｌ ．

ｐ
＞ ０ ． ０ ５ ．

３ ．３ＣＲＬＦ ｌ 对黄韧带细胞转分化和细胞功能的影响

Ｔｏｍａ ｓｅｋ 等发现 ａ
－ＳＭＡ 是鉴 定肌成纤维细胞最可靠 的特异性指标

［
２ １

］

。

ＴＧＦ －

Ｐ
１ 可促进多种组织和器官 的纤维化 ， 可 以诱导成纤维细胞向肌成纤维细胞

的分化 ， 使其表达 ａ
－ＳＭＡ 并分泌胶原纤维 ［

２Ｍ ４
］

。 在探讨体外 ＣＲＬＦ ｌ 与纤维化的

关系时 ，我们使用 ＴＧＦ －

ｐ
ｉ 作为阳性对照组 ， 分别用 ＣＲＬＦ ｌ 和 ＴＧＦ －

ｐ ｌ 处理人黄

韧带细胞 ， 观察 ａ
－

ＳＭＡ 表达情况 。 细胞免疫荧光显示 ＣＲＬＦ ｌ 和 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 明显提

升 了肌成纤维细胞的分化 ， 而对照组没有 明显的 ａ
－ＳＭＡ 蛋 白表达 。

６ ０
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

■■■Ｌｉｉ
Ｃｏｎ Ｃ ＲＬ Ｆ １ ＴＣ Ｆ ｉ ｌ

ｌ

Ｃｏ ｎ Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ １ ＴＧ Ｆ
－

ｐ ｌ

图 ２ －

３Ｃ ＲＬ Ｆ １ 对黄韧带细胞 向肌成纤维细胞分化的影响 。 （ Ａ ） 用 Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ １ 和 ＴＧ Ｆ
－

（

３ 〗 处理黄

軔带细胞 ４ ８ 小时后发红色荧光的 ａ
－

ＳＭＡ 阳性细胞数量 明 显增 多 。 （ Ｂ ） 定量分析显示差异

有统计学意义 。 与对照组相 比 ＊ ＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ０ ０ １

，

（
ｎ
＝

３
）

， 比例尺＝
２ ０ ｐｍ 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２ －

３Ｅｆｆｅｃ ｔｏｆＣ Ｒ Ｌ Ｆ １ｏ ｎｔｈ ｅｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉ ａｔ ｉ ｏｎｏｆｃｅ ｌ ｌ ｓｏｆｔ ｈ ｅ ｌ ｉ ｇａｍ ｅｎ ｔｕｍｆ ｌ ａｖｕｍ ｉ ｎ ｔｏ

ｍｙｏｆｉ ｂ ｒｏ ｂ ｌ ａｓ ｔｓ ．（
Ａ

）Ａ ｆｔ ｅ ｒ４ ８ｈ ｏ ｕ ｒ ｓｏ ｆｔ ｒｅａ ｔｍ ｅｎ ｔｗ ｉ ｔ ｈＣＲＬ Ｆ １ａｎ ｄＴＧ Ｆ
－

ｐ
ｉ

， ｔ ｈ ｅｎ ｕｍ ｂｅ ｒｏｆ

ａ
－

ＳＭＡｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗ ｉ ｔｈｒｅｄｆｌ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃｅ ｎｃ ｅ ｉ ｎｃ ｒｅａｓｅｄｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆｉ ｃ ａｎ ｔ ｌ

ｙ ．（
Ｂ

）Ｑ ｕ ａｎ ｔ ｉ ｔａｔ ｉ ｖｅａｎａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓ

ｓ ｈｏｗ ｅｄｔｈａｔｔｈ ｅｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃｅｗａｓｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌ ｌ

ｙｓ
ｉ ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ ．Ｃｏｍ

ｐ
ａ ｒｅ ｄｗ ｉ ｔｈｔｈ ｅｃ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇｒｏ ｕ ｐ ，
＊ ＊ ＊

ｐ

＜０ ． ００ １ ，

（
ｎ
＝

３
）

， Ｓｃａ ｌ ｅｂａｒ 

＝
２ ０

ｐｍ ．

本研究使用划痕实验检测 ＣＲＬＦ ｌ 对细胞迁移功能的影响 ， 结果如 图 ２
－４ 所

示 ， ＣＲＬＦ １ 组处理 ４ ８ｈ 后 的划痕愈合率 （ ０ ． ６９士０ ． ０４ ） 较对照组 （ ０ ． １ ９± ０ ． ０２ ）

相 比 明显增加 ， 且 ＴＧＦ －

（

３ １ 阳性对照组 （ ０ ． ７５± ０ ． ０６ ） 的细胞也表现 出 类似的迁

移能力 。

ｍａｍｉ ｔ

诵■■
［Ｌｉ

ＣＯＮ ＣＲ Ｌ Ｆ １ ＴＧＦ －

ｐ
ｌ

图 ２
－４（ Ａ ） 在用 ＣＲＬＦ 丨 和 ＴＧ Ｆ －

Ｐ
丨 处理黄韧带细胞 ４ ８ 小时后 ， 使用 划痕实验评估黄籾带

６ １
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细胞迁移能力 。 （ Ｂ ） 定量分析显示 ， ＣＲＬ Ｆ １ 处理组和 ＴＧ Ｆ －

（

３ １ 处理组均能促进黄軔带细胞

的迁移率 。 与对照组相 比 ＊ ＊ ＊

ｐ
＜ 〇 ． 〇〇 ｌ 。

（
ｎ
＝

３
）

， 比例尺＝
１ ００

｜

ｉｍ 。

Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ２
－４

（
Ａ

）
Ｍ ｉ ｇｒａｔｏ ｒｙ

ａ ｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ｗａｓｅｖａ ｌ ｕａｔｅｄｕｓ ｉ ｎｇ

ｔｈ ｅｓ ｃ ｒａｔ ｃ ｈａｓ ｓ ａｙ
ａｆｔｅ ｒ４ ８ｈｏ ｕ ｒｓｏｆ  ｔ ｒｅａ ｔｍ ｅｎ ｔ

ｗ ｉ ｔｈＣＲＬ Ｆ ｌ ａｎｄＴＧ Ｆ －

ｐ
ｌ ．（

Ｂ
）Ｑ ｕａｎ ｔ ｉ ｔａ ｔ ｉ ｖｅａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓｏ ｆ  ｔｈｅｓ ｃ ｒａｔｃ ｈａｓ ｓａｙｓ ｈ ｏｗ ｅｄ ｔ ｈ ａ ｔＣ ＲＬ Ｆ １ｃａｎ

ｓ ｉ

ｇｎ
ｉ ｆｉ ｃ ａｎ ｔ ｌ

ｙ
ｉ ｎ ｃ ｒｅａｓ ｅＬ Ｆｃ ｅ ｌ ｌｍ ｉ

ｇｒａｔ ｉ ｏ ｎ ．Ｃｏｍ ｐ
ａ ｒｅｗ ｉ ｔ ｈ ｔ ｈ ｅｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ ｒｏ ｕ ｐ ，

＊ ＊ ＊

ｐ

＜
０ ． ００ １ ．

（
ｎ
＝

３
）

，

Ｓｃａ ｌ ｅｂａｒｓ
＝
 １ ００

 ｊ

ｉｍ ．

３ ．４ＣＲＬ Ｆ ｌ 对黄初带细胞纤维化相关蛋 白及 ｍＲＮＡ 合成的影响

我们用 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 和 ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 分析研究 了ＴＧＦ －

（

３ １ 和 ＣＲＬＦ １ 处理的黄軔

带细胞纤维化相关蛋 白 的表达 。 纤维化相关蛋 白 ＣＯＬ １ 、 ＣＯＬ ３ 、 ａ
－ ＳＭＡ 和 ＭＭＰ２

均被 ＣＲＬＦ ］ 和 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 上调 （ 图 ２

－

５Ａ ） 。 令人惊讶的是 ， 虽然 ＴＧＦ －

Ｊ

３ １ 对黄韧带

细胞纤维化标志物在转录水平 的调控非常显 著 ， 但是 ， ＣＲＬＦ １ 对这些标志物

ｍＲＮＡ 的影响可 以忽略不计 （ 图 ２
－

５ Ｂ －Ｅ ） 。 因此 ， 我们认为 ＣＲＬＦ １ 的促纤维化

作用主要体现在转录后水平 。

Ａ ｋＯａ ＞ ■

 ＼

ＣＯＬ １一 ， ■＿■－■一 ＿〇５
－

１ ｒ」

ＣＯＬ ３  １ ５０ Ｉ ４
－

ａ
－ＳＭＡ ４ ０ ｉＪ

．ｍＬｍ

ＭＭＰ２——？—？ｍｍｍ＊
７０ ｜

ＧＡＰＤＨｗｗｍｍｍ ３６ Ｊ

＊

２

（
ｎｇ／ｍ ｌ

）０２０２００５００５ §

ｖ

Ｈ
｜

｜

＾ Ｔ＾ １ °
＇ Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ １ＳＳ

Ｑ＿

ＣＯＮＣＲ Ｌ Ｆ １ ＴＯＦ －

，

１ ＣＯＮＣ Ｒ Ｌ Ｆ １ ＴＧ Ｆ
＾
Ｊ ＣＯＮＣ ＲＬ Ｆ １ Ｔ〇Ｆ ＾ ？ １

图 ２
－

５Ｃ ＲＬ Ｆ ｌ 在转录后水平调控黄軔带细胞纤维化相关蛋 白 的表达 。 （ Ａ ） 将黄初带细胞使

用 不 同浓度的Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ １ （ ０ｎｇ／ｍ ｌ ， ２ ０ｎｇ／ｍ ｌ ， ２ ０ ０ｎｇ／ｍ ｌ ， ５ ００ｎｇ／ｍ ｌ ） 和ＴＧ Ｆ －

Ｐ
〗

（
５ｎｇ／ｍ ｌ

）
处

理 ２ ４ 小时 。 获得细胞裂解物进行 ｗ ｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 分析 。 （ Ｂ －Ｅ ） 制备黄籾带细胞总 ＲＮＡ 并用 于

６２
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

ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 分析 。

（
ｎ

＝
３

）
，

＊

ｐ
＜ ０ ＿ ０５ ，

＊ ＊

ｐ
＜

０ ． ０ １ ，

＊ ＊ ＊

ｐ
＜０ ．００ １ 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ２
－

５ＣＲＬＦ １ｓｔ ｉｍｕ ｌａｔｅ ｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏ ｓ ｉ ｓ
－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄｐｒｏｔｅ ｉｎｓ ｉｎｌ ｉｇａｍｅｎｔｕｍｆｌａｖｕｍ

ｃｅ ｌ ｌ ｓａｔｔｈｅ
ｐｏ
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ｐ
＜０ ． ０ １ ．

３ ．５ＴＧＦ －

ｐ ｉ 经 ＳＭＡＤ３ 途径调控 ＣＲＬＦ ｌ 表达的相关研究

由于 ＴＧＦ －

｜

３ １ 具有诱导黄軔带细胞转分化为活化的肌成纤维细胞并分泌纤维

化相关蛋 白 的能力 ， 本研究继续深入探讨 ＣＲＬＦ １ 与 ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 的关系 。 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ

分析显示 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 显著促进黄軔带细胞中 ＣＲＬＦ １ 蛋 白 的表达 （ 图 ２

－６Ａ 、 Ｂ ） 。

ＲＴ－

ｑＰＣＲ 分析显示 ， 正如 ＴＧＦ －

Ｐ
１ 可 以在转录水平调控纤维化相关基因 的表达

一

样 ， ＴＧＦ －

ｐ ｌ 在转录水平调控了ＣＲＬＦ １ 的表达 ， ＴＧＦ －

Ｐ
１ 处理使 ＣＲＬＦ １ 的 ｍＲＮＡ

水平增加 了约 １ ０ ． ８ 倍 （ 图 ２ －６Ｃ ） 。 相 比之下 ， ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 对 ＣＬＣＦ １ｍＲＮＡ 的合成

促进作用较小 ， 其增加幅度小于 ０ ．５ 倍 （ 图 ２ －

６Ｄ ） 。 所以我们认为 ＴＧＦ－

ｐ ｌ 主要

对 ＣＲＬＦ １ 的表达起调控作用 。 免疫荧光显示 ： ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 促进 了ＳＭＡＤ ３ 的磷酸化

和核转位 ， 在用 ＳＭＡＤ３ 抑制剂 Ｓ ＩＳ ３（ ｌ Ｏ＾Ｍ ） 抑制 ＳＭＡＤ３ 活化后 ， 可 以看到

ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 诱导的磷酸化的 ＳＭＡＤ３ 的核转位减少 明显减少 （ 图 ２ －６Ｅ ） ， 并且 ， ＴＧＦ－

ｐ
ｌ

促进 ＣＲＬＦ １ｍＲＮＡ 表达上调的作用可 以被 Ｓ Ｉ Ｓ ３ 明显抑制 （ 图 ２ －６Ｆ ） 。

６３
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图 ２

－

６ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｉ 对 Ｃ ＲＬＦ ｌ 表达 的调节依赖 ＳＭＡＤ３ 的活化 。

（
Ａ

）
经 ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｌ

（
５ｎｇ／ｍ ｌ

）
处理 ２ ４

小时后黄钿带细胞 中 ＣＲ Ｌ Ｆ ｌ 蛋 白 的表达情况 。 （ Ｂ ）ＣＲ Ｌ Ｆ ｌ 蛋 白灰度值的定量分析 。 （ Ｃ ）

ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｉ（

５ ｎｇ
／ｍ ｌ

）
处理黄初带 ２４ 小时后 ， 黄軔带细胞 ＣＲ Ｌ Ｆ 丨 ｍＲＭＡ 表达平均增加 了 １ ０ ． ８ 倍 。

（ Ｄ ） ＴＧ Ｆ
－

ｐ
丨 处理黄初带 ２４ 小时后 ， 黄軔带细胞 ＣＬＣ Ｆ ｌ ｍ ＲＮＡ 合成虽然增加 ， 差异也有

统计学意义 ， 但是才平均增加 了 约 ０ ．４ ９ 倍 。 （ Ｅ ） 使用 Ｓ １ Ｓ３ 预先处理黄初带细胞 ３ ０ｍ ｉ ｎ ， 然

后加入 ＴＧ Ｆ －

ｐ
］ 共 同处理黄钿带细胞 １ 小时 ， ｐ

－ ＳＭＡＤ ３ 和细胞核荧光共定位显示 ＳＭＡＤ ３

抑制剂 Ｓ Ｉ Ｓ ３ 减少 ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｌ 诱导 的 ｐ

－ ＳＭＡＤ ３ 核移位 。 （ Ｆ ） 使用 Ｓ Ｉ Ｓ ３ 预先处理黄韧带细胞 ３ ０

ｍ ｉ ｎ 然后加入 ＴＧ Ｆ －

Ｊ

３ １ 共同处理黄初带细胞 ２４ 小时 ， 提取黄軔带细胞总 ＲＮＡ ，ＲＴ－

ｑ
ＰＣ Ｒ

分析显示 Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ ｌｍ ＲＮＡ 的上调依赖 ＳＭＡＤ －

３ 的激活 。
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＝
２０

ｐｍ 。

３ ．６ＣＲＬＦ ｌ 通过 ＥＲＫｌ ／２ 信号途径介导了ＴＧＦ －

ｐ ｉ 的促纤维化作用

为 了证实 ＣＲＬＦ １ 可能参与 ＴＧＦ －

ｐ
ｉ 诱导的纤维化过程 ， 本实验首先使用特

异性 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 评估 ＣＲＬＦ １ 基因敲减的效果 ， 发现 ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ３＃对 ＣＲＬＦ １ 敲减效果

明显 ， 所以后续试验均使用 ｓ ｉＣＲＬＦ １ ３＃（ 图 ２ －７Ａ ） 。 成纤维细胞中 的 ＥＲＫ 信号

对纤维化很重要
［
２６

］

。 我们观察到 ＣＲＬＦ １ 和 ＴＧＦ －

ｐ
ｉ 都能激活黄軔带细胞中 的

ＥＲＫ １ ／２通路 （ 图 ２ － ７Ｂ ， Ｃ ） ，１ ５ 分钟时激活达最大值 。Ｗｅｓｔｅｎｂ ｌｏｔ检测发现 ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ

减少 了ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 诱导的 ＥＲＫ １ ／２ 磷酸化和纤维化相关标志物表达 （ 图 ２ －７Ｄ ， Ｅ ） 。

在研宄 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 和 ＣＲＬＨ 共同 的下游促纤维化途径时 ， 为 了 阻断 ＥＲＫ １ ／２ 信号

通路 ， 我们采用 了抑制剂 Ｕ０ １ ２６ 。 Ｗｅｓｔｅｎｂ ｌｏｔ 检测发现 ＣＲＬＦ １ 和 ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 诱导

的纤维化相关蛋 白 的表达均显著减弱 （ 图 ２ －

７Ｆ ，Ｇ ） 。 说明 ＣＲＬＦ １
－ＥＲＫ 通路调

控 了ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 的促纤维化作用 。

６５
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Ｓ ｉＣＲ Ｌ Ｆ Ｉ３Ｍ？

？？ ＣＲ Ｌ Ｆ １
？ ？？－

Ｕ０ １ ２６？ ？？

Ｉ

图 ２ －７ＣＲＬＦ １ 通过 ＥＲＫ Ｉ ／２ 信号途径调控 ＴＧ Ｆ －

（

３ １ 诱导 的纤维化 。 （ Ａ ）ｓ ｉＲＮＡ ｓ 抑制黄韧带

细胞表达 ＣＲＬ Ｆ 】 的效率验证 。 （ Ｂ ， Ｃ ）ＣＲ Ｌ Ｆ １ 和 ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｉ 都可 以激活 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路 。 （ Ｄ ，

Ｅ ）ｓ ｉＣＲＬ Ｆ Ｉ阻断 了ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｌ诱导 的ＥＲＫ ｌ ／２活化和ＣＯ Ｌ ｌ 、 ＣＯ Ｌ３ 、 ａ

－ ＳＭＡ和ＭＭ Ｐ２蛋 白表

达 的增加 。
（
Ｆ ， Ｇ

）抑制 ＥＲＫ １ ／２ 信号通路可减弱 ＴＧ Ｆ－

（

３ １ 和 ＣＲ Ｌ Ｆ １ 诱导 的黄韧带细胞纤维

化相关蛋 白 的表达 。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ －７Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ ｌｍ ｅ ｄ ｉ ａｔ ｅ ｓＴＧ Ｆ

－

（

３ ｌ

－

ｉ ｎ ｄ ｕ ｃ ｅｄｆ ｉ ｂ ｒｏ ｓ ｉ ｓｔｈ ｒｏ ｕｇｈＥＲＫ Ｉ ／２ｓ ｉ

ｇ
ｎａ ｌ ｉ ｎｇｐａｔｈｗａｙ ．（

Ａ
）

Ｃ ＲＬ Ｆ ｌｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｉ ｎ ｄ ｕｃｅｄｂｙ
ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｌ ｉ ｎＬ Ｆｃ ｅ ｌ ｌ ｓｔ ｒａｎ ｓｆｅ ｃ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈｓ ｉ ＲＮＡ ｓ ．（

Ｂ
，Ｃ ）ＥＲＫ Ｉ ／２

ｓ ｉ ｇｎ ａ
ｌ ｉ ｎｇｐａ

ｔｈｗａｙａｃ ｔ ｉ ｖａｔ ｉ ｏｎｂｙ
ＣＲＬ Ｆ ｌａｎ ｄＴＧ Ｆ －

ｐ
ｉ ．

（
Ｄ ， Ｅ

）
ｓ ｉ ＣＲＬＦ Ｉｂ ｌ ｏ ｃｋｅｄｔｈ ｅａｃ ｔ ｉ ｖａｔ ｉ ｏｎｏ ｆ

ＥＲＫ Ｉ ／２ａｎ ｄｔｈ ｅｅｘｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆＣ０Ｌ １

，ＣＯＬ３
，ａ

－ＳＭＡａｎｄＭＭ Ｐ２ ｉ ｎ ｄ ｕ ｃｅｄｂｙ
ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｌ ．（

Ｆ
，Ｇ ）

Ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ＥＲ Ｋ Ｉ ／２
ｐ

ｈｏ ｓｐｈ ｏｒｙ
ｌ ａｔ ｉ ｏ ｎａｔｔｅ ｎ ｕａｔ ｅｄｔｈ ｅＣＲＬ Ｆ ｌ 

－

ａ ｎ ｄＴＧ Ｆ －

ｐ
ｉ
－

ｉ ｎｄ ｕ ｃ ｅｄｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ｓｏｆ

ｆｉ ｂ ｒｏ ｓ ｉ ｓｍ ａ ｒｋｅ ｒｓ ｉ ｎＬ Ｆｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．

６ ６





博士学位论文


３ ． ７ＣＲＬＨ 介导炎症因子和机械应力刺激诱导的黄韧带细胞纤维性变

为 了进
一

步阐 明 ＣＲＬＦ １ 在纤维化发生过程中 的作用 ， 将转染 ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 后 的

黄初带细胞用 Ｉ Ｌ －

１

 （

３ 或机械拉伸处理 ２４ 小时 。 对纤维化相关蛋 白 的 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎ

ｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎｇ 分析显示 ： ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 显著降低 了这些刺激的促纤维化作用 （ 图 ２ －

８ ） 。

Ａ Ｂ

ｋＯａ ｋ〇ａ

ＣＯＬ １ １ 〇〇
—

１ ００

ｃｃｏＨＨＢＨＨＯＴＨＨＨ １ ８０ｃ〇 Ｌ ３ １ ８０

ａ
－ＳＭＡＨＨＢＢＰ＿■■■■■４０ ａ

－ＳＭＡ■■■■■■■■■■■－ ４０

ＭＭＰ２■■■■！■■■■■■■７０ＭＭＰ２ ７０

ＧＡＰＤＨｍｍｍ Ｇａｐｄｈ ３６

Ｉ Ｌ
－

１
（

Ｊ？ ？？
？ Ｓ ｔｒｅｓｓ

？？？
－

ｓ ｉ

－ＣＲ Ｌ Ｆ １？？？？ ｓ ｉ

－ＣＲ ＬＦ １
？？？ ？

图 ２
－

８Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ ｌ 介导 了ＩＬ －

ｌ

（

３ 和机械应力刺激诱导 的黄韧带细胞纤维性变 。
（
Ａ

）
ｓ ｉＣＲＬ Ｆ ｌ 显著

降低 Ｉ Ｌ －

ｌ

ｐ （
２ ０ｎｇ／ｍ ｌ

，２４ｈ
）的促纤维化作用 。

（
Ｂ

）
ｓ ｉＣＲ ＬＦ 】 显著降低 了机械拉伸力 的促纤维化

作用 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２
－

８Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ ｌｍ ｅｄ ｉ ａ ｔｅ ｓｆｉ ｂ ｒｏ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ｌ ｉ

ｇａ
ｍ ｅｎ ｔ ｕｍｆｌ ａｖ ｕｍｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉ ｎ ｄ ｕｃ ｅｄｂｙ

ｉ ｎ ｆ ｌ ａｍ ｍ ａ ｔ ｏ ｒ
ｙ

ｆａｃ ｔｏ ｒｓ

ａｎ ｄｍ ｅｃ ｈ ａｎ ｉ ｃａ ｌｓ ｔ ｒｅ ｓ ｓｓ ｔ ｉ ｍ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ．（
Ａ

）ｓ ｉＣＲＬ Ｆ ｌｓ ｉ

ｇｎ
ｉ ｆ ｉ ｃ ａｎ ｔ ｌ

ｙ
ｒｅｄ ｕ ｃ ｅｄｔｈ ｅｐ ｒｏ

－ｆｉ ｂ ｒｏ ｔ ｉ ｃｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ

Ｉ Ｌ －

ｌ

ｐ（
２０ｎｇ／ｍ ｌ

，２４ｈ ）
．

（
Ｂ

）ｓ
ｉＣＲＬ Ｆ ｌｓ ｉｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ ｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅ

ｐｒｏ
－ｆｉｂｒｏｔ ｉｃｅ ｆｆｅｃ ｔｏｆｍｅｃｈａｎ ｉｃａ ｌ

ｓ ｔ ｒｅ ｔ ｃ ｈ ｉ ｎ
ｇ

ｆｏ ｒｃ ｅ ｓ ．Ｔｈ ｒｅｅ ｉ ｎ ｄｅ
ｐ
ｅ ｎｄ ｅ ｎ ｔｅｘ ｐ ｅ ｒ ｉ ｍ ｅ ｎ ｔ ｓｗ ｅ ｒｅｃ ａ ｒ ｒ ｉ ｅｄｏ ｕ ｔ ．

６ ７
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ＴＧ Ｐ Ｐ ｌＭ ｅｃｈａｎ ｉ ｃ ａ ｌ ｓｔｒｅｓ ｓ－

１

丨

Ｈ ＬＦ

／＼／／

，

ＣＲＬＦ１
）＝

１Ｃ〇

＾
｜ ＂

（
ＳＭＡＤ３

）／＼ ａ ＳＭ ＡＭＭ Ｐ ２

ｌ／＾
ＥＲＫｌ／２＾Ｉ

＼丄Ｘ ，
＾
— ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｃ ｎ

ｐ
ｔ ｉ ｏ ｎ ｏｆ

￣  ？

ｖ ｐ
ｒｏｆ ｉ ｂ ｒｏ ｔ ｉ ｃ

ｐ
ｒｏｔ ｅ ｉ ｎ

ｆ ｔ ｒａｎ ｓｃ ｒｉ ｐ
ｔ ｉｏ ｎ ｏｆ ＼

Ｉ ｐ
ｒｏ

－

ｆｉ ｂ ｒｏｔ ｉ ｃ ｍＲＮＡ ＼

图 ２
－

９ Ｃ ＲＬＦ １ 促进黄初带细胞纤维性变的示意 图 。 ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｉ 可在转录水平促进 ＣＲＬＦ １ 和纤

维化标志物 ｍＲＮＡ 的转录 。 ＣＲＬ Ｆ １ 信号通过激活 ＥＲＫ １ ／２ 通路在转录后水平调节纤维化相

关蛋 白 的表达 。

Ｆ ｉｇ ．２
－９Ｓ ｃ ｈｅｍ ａｔ ｉ ｃｄ ｉ ａｇｒａｍｏ ｆ ＣＲＬＦ １

ｐ
ｒｏｍｏ ｔ ｉ ｎ

ｇ

ｆｉ ｂ ｒｏｓ ｉ ｓ ｉ ｎ ｌ ｉｇａｍ ｅ ｎ ｔｕｍｆ ｌ ａｖｕｍｃｅ ｌ ｌ ｓ ．ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｉ

ｃ ａｎ
ｐ

ｒｏｍ ｏ ｔ ｅｔｈｅｔ ｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ｉｏｎｏｆ Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ ｌ ａｎ ｄｆ ｉ ｂ ｒｏ ｓ ｉ ｓｒｅ ｌ ａｔ ｅｄｂ ｉ ｏｍ ａｒｋｅ ｒ ｓ ．ＣＲＬ Ｆ １ｓ ｉ

ｇｎａ
ｌｒｅｇｕ

ｌ ａｔ ｅ ｓ

ｔ ｈ ｅｅｘｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ ｆｉ ｂ ｒｏ ｓ ｉ ｓｒｅ ｌ ａ ｔ ｅｄｂ ｉ ｏｍ ａ ｒ ｋｅ ｒｓａｔ ｔｈ ｅ

ｐｏ ｓｔ ｔ ｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｉ ｏｎａ ｌ ｌ ｅｖｅ ｌｂｙ
ａｃ ｔ ｉ ｖａｔ ｉ ｎｇ

ＥＲＫ １ ／２

ｐａ ｔ ｈｗ ａｙ ．

４ 讨论

己有许多报道对黄韧带肥厚的病理机制进行 了相关研究 ， 但是关键分子未

被发现 ， 对于黄韧带肥厚形成 的具体机制仍 旧 不清楚 。 首先 ， 参考 以前研宄文

献 ， 我们利用 人黄初带组织块培养 出 了 原代黄韧带细胞 ， 通过免疫荧光技术对

培养的细胞进行波形蛋 白 和 Ｉ 型胶原染色 ， 证 明 了我们获得的细胞是黄軔带细胞 。

６ ８
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接下来我们使用第
一

章高通量筛选的结果 ， 研宄了ＣＲＬＦ １ 的具体生物作用和作

用机制 。

我们的研宄证实 了 关于 ＣＲＬＦ １ 生物作用 的猜测 ： ＣＲＬＦ １ 可能在细胞中具有

自主作用 ， 它不仅可 以和 ＣＬＣＦ １ 结合分泌 出细胞从而发挥生物学作用 ， 而且可

能在不表达 ＣＬＣＦ １ 分子而单独表达 ＣＲＬＦ １ 的细胞中能发挥生物学作用
［
７

］

。 在本

章研宄中 ， 我们使用外源性成熟的重组人 ＣＲＬＦ １ ， 发现其可 以促进黄軔带细胞

转分化为肌成纤维细胞 ， 并能促进纤维化相关蛋 白 的表达 ， 这说明 ＣＲＬＦ １ 可能

是
一

种新的促纤维化细胞因子 。

ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 被广泛证明可 以经 ＳＭＡＤ３ 途径促进成纤维细胞的胶原合成和沉积

［
２ ５

］

， 但是进
一

步的机制却不清楚 。 我们的研宄显示 ： ＴＧＦ －

Ｐ
１ 的促纤维化作用主

要体现在对纤维化相关基因转录水平的调节 ， 而 ＣＲＬＦ １ 促纤维化的作用主要体

现在对这些基因转录后水平的调节 。 阻断 ＣＲＬＦ １ 的表达可以抑制 ＴＧＦ －

Ｐ
１ 的促

纤维化作用 。 先前有研宄
［
２ ６

］发现 ， 由促纤维化刺激因素诱导的 ＣＲＬＦ １ 可以抑制

肝脏中胶原 ＩＩＩ的表达 。 本研宄结果与之相反 ， 我们发现 ＣＲＬＦ １ 在黄初带细胞中

具有强烈 的促纤维化作用 ， 可 以增加肌成纤维细胞转分化和细胞外基质 的产生 ，

并促进黄軔带细胞的迁移 。

一

个可能的原因是 以前的实验只是研究 了ＣＲＬＦ １ 对

转录水平的调控 。

本研究中 ， 我们还发现 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 可以促进 ＣＲＬＦ １ｍＲＮＡ 的合成升高 １ ０ 倍 以

上 ， 但是对 ＣＬＣＨ 的 ｍＲＮＡ 的合成仅仅提高 了 不到 ０ ． ５ 倍 。 说明 ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 主要

调控 ＣＲＬＦ １ 的转录 。 进
一

步使用细胞免疫荧光技术研宄发现 ＴＧＦ－

Ｐ
１ 可促进

ＳＭＡＤ３ 的磷酸化和核转位 ， Ｓ ＩＳ３ 抑制 ＳＭＡＤ ３ 的磷酸化后 ＴＧＦ －

ｐ
ｉ 诱导的 ＣＲＬＦ １

ｍＲＮＡ 的表达明显降低 ， 说明 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 经 ＳＭＡＤ３ 通路在转录水平上调控 了黄靭

带细胞 ＣＲＬＦ １ 的表达 。

ＥＲＫ １ ／２ 信号通路是最重要 的细胞信号转导途径之
一

，
它广泛参与到 了 各个

组织器官 的纤维化过程和组织修复过程
［
２７＃

］

。 多种促纤维化因子都可 以激活

ＥＲＫ １ ／２ 信号通路 ［
３ （ ）

－

３２
］

， 有研究显示它既参与 了转录水平的调控
［
３３

］

， 也参与 了转

６９
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录后 的调控
［
３４

，

３ ５
］

。 我们 的研宄显示 ， ＴＧＦ －

Ｐ １ 和 ＣＲＬＦ １ 都可 以激活黄初带细胞

ＥＲＫ １ ／２ 信号通路 。 在 ＥＲＫ １ ／２ 抑制剂存在下 ， ＴＧＦ －

（

３ １ 和 ＣＲＬＦ １ 的促纤维化表

型均显著降低 。 考虑到 ＥＲＫ １ ／２ 通路在许多生物学过程中起着关键作用 ， 我们认

为 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 和 ＣＲＬＦ １ 至少部分通过 ＥＲＫ １ ／２ 通路促进黄韧带细胞的纤维性变 ，

使用 ＲＮＡ 干扰技术抑制 ＣＲＬＦ １ 之后 ，
ＴＧＦ －

ｐ
ｉ 诱导的 ＥＲＫ １ ／２ 信号激活和细胞

外基质合成均显著减弱 ， 提示 ＴＧＦ－

Ｐ
１ 可能经 ＣＲＬＦ １

－ＥＲＫ １ ／２ 途径调控了黄韧带

细胞的纤维性变 。 另外 ， ＣＲＬＦ １ 促纤维化作用体现并不需要纤维化相关标志物

明显升高 ， 所 以 ， 我们考虑 ＣＲＬＦ １
－ＥＲＫ １ ／２ 途径在纤维化的过程中起到 了放大

器的作用 。

虽然 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 抑制剂在各种动物模型 中能有效抑制纤维化 ， 但 由于其生物效

应广泛 ， 全身性抑制 ＴＧＦ －

ｐ 引起了重要的安全性问题 ， 包括免疫调节 、 炎症和

肿瘤发展
［
３ ６

，
３ ７

］

。 我们的数据表明 ， ＣＲＬＦ １ 是纤维化通路中重要的下游信号分子 ，

阻断了ＣＲＬＦ １ ， 不仅能够降低 ＴＧＦ－

ｐ
ｌ 的促纤维化作用 ， 还能降低炎症细胞因子

和机械应激刺激诱导的纤维化 。 因此 ， ＣＲＬＦ １ 可能是黄韧带肥厚中
一

个关键的

下游纤维化调控分子 。 但是 ， 由于本研宄是对 ＣＲＩＪＦ １ 促进黄軔带肥厚调节机制

的
一

个方面进行 了研究 ， 其可能涉及的其他调节机制包括 自 分泌或旁分泌环路 ，

蛋 白与蛋 白相互作用及 ｍｉｃＲＮＡ 或 ｌ ｉｎｃＲＮＡ 调节机制仍有待后续研宄 。

综上所述 ， 本章 内 容是第
一

章研究 内容的深入 ， 通过对黄初带细胞纤维性

变中 ＣＲＬＦ １ 作用机制的探索 ， 证实了ＣＲＬＦ １
－ＥＲＫ １ ／２ 途径在 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 诱导的黄

籾带细胞纤维性变中 的调控机制 。 重要的是 ， 我们发现 ＣＲＬＦ １ 在转录后水平调

控纤维化的新的生物学功能 ， 抑制 ＣＲＬＦ １ 可以减轻多种刺激引起的纤维化效应 ，

所 以 ， 我们认为 ＣＲＬＦ １ 在黄軔带肥厚的形成中发挥了关键作用 ， ＣＲＬＦ １ 可能是

一

个极具吸 引 力 的治疗靶点 。

７０
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第三章 小 鼠黄軔带肥厚模型的构建及 ＣＲＬＦ １ 功能的体内

研究

引言

黄軔带肥厚与年龄和职业密切相关 ， 提示衰老和机械应力可能是造成黄韧

带肥厚的始动因素 。

一

些研宄者认为异常的应力水平可 以加速黄韧带中弹力纤

维的降解和胶原纤维的增生
［

１

＿

３
］

。 所 以推测机械应力会对黄韧带组织造成微损伤 ，

微损伤可 以导致炎症因子 、 生长因子的合成与随后的组织疤痕性修复 ， 最终导

致黄韧带肥厚
＋ ７

］

。 但也有些学者认为黄軔带肥厚与年龄密切相关 ， Ａｂｂａｓ 的研

宄认为黄軔带肥厚是
一

种年龄依赖现象
［
１ ２

］

， 随着年龄的增加 ， 弹力纤维与胶原

纤维 比例降低 ， 导致黄軔带弹性降低 ， 纤维化增加 ， 造成了黄軔带的肥大 ［
８４ １

］

。

目 前为止 ， 那种外部因素起主要作用
一

直缺乏直接的证据 。

另 外 ， 在 以往的研宄中 ， 由于缺乏相关的动物模型和有限元分析 ， 不 了解

动物体 内黄初带受力水平 ， 很多分子机制的研究只能停留在细胞水平 ， 无法在

体 内研究异常应力和纤维化相关分子对黄軔带肥厚的影响 。 近年来 ， 利用小 鼠

模型来研究机械载荷的作用越来越受到人们 的重视 ， 部分原因是这种模型在成

本 、 样本获取和可控的荷载水平方面的优势 。 但是到 目 前为止只有
一

种复杂 的

牵张器械用 于小 鼠黄軔带肥厚造模 ［
１ ３

］

， 其缺点是成本高 昂 ， 操作复杂 ， 需要反

复麻醉小 鼠 。 另外
一

种兔子黄韧带肥厚模型则 需要在脊柱上放置固定装置以限

制椎体活动 ［
１ ４

］

， 这种方法操作复杂 ， 且并不符合人脊柱异常受力 的特点 。 总之 ，

这些模型造价昂贵且难 以构建 ， 模型的实用性有待进
一

步验证 。

随着有限元方法在医学领域应用 的増加 ， 软组织有限元研究也逐渐开展 ，

有限元方法能够帮助我们获得传统生物力学难 以获得的组织受力参数 ， 结合显

微 ＣＴ 和有限元更能帮助我们直观分析微观层面的力学 问题 ， 使得小 鼠黄初带

生物力学分析得 以开展 。 我们 的课题组在前期研究小 鼠脊柱椎间盘退变的基础

７６
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

上 ［
１ ５

］

， 利用小 鼠避水的 习性 ， 将爬行脊椎动物变成直立型脊椎动物 ， 使我们能

够方便的 比较年龄和机械应力立对黄韧带肥厚的影响 ， 得 以 阐 明黄韧带肥厚的

主要外部因素 。 并且使我们首次获得 了黄韧带肥厚分子机制的体 内研究条件 。

本研究的第前两章证实 了ＣＲＬＦ １ 在肥厚的黄軔带存在高表达 ， 探索 了ＣＲＬＦ １

对黄軔带细胞纤维性变的调控作用 。 基于这些结果 ， 我们认为有必要在小 鼠体 内验

证 ＣＲＬＦ １ 的促纤维化作用 。 因此 ， 在本章研宄 中 ， 我们使用 了腺相关病毒 （ ＡＡＶ２ ）

构建 ＣＲＬＦ １ 过表达和抑制载体 ， 在体 内探讨 ＣＲＬＦ １ 的调控作用 。

１ 鄉材料

１ ． １魏伩器

无菌工作台 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳｃ ｉｅｎｔｉｆｉｃ美国

细胞培养箱 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳｃ ｉｅｎｔｉｆｉｃ美国

普通离心机 湘仪湖南

普通电子秤 ｓａｒｔｏｒｉｕｓ德国

倒置荧光显微镜 Ｚｅ ｉ ｓ ｓ德国

普通光学显微镜 ＯＬＹＭＰＵＳ 曰 本

体视显微镜 Ｚｅｓ ｓ 公司德国

显微注射器 ＮＦ３６ＢＶ３ ６ＧＡＮａｎｏＦ ｉ ｌ 美国

显微镜照相设备 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司 曰本

台式摇床其林贝尔 中 国

恒温磁力搅拌器精宏公司 中 国

碎冰生成装置 Ｇｒａｎ ｔ 公司美国

垂直电泳仪 Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ

ｐｏｗｅｒ
－

ｐａｃ２００美国

普通冰箱 新飞公司 中 国

－

８ ０

°

Ｃ低温冰箱 Ｒｅｖｃｏ 公司美国

脱水机 Ｔａｉｖａ 公司 中 国

７ ７
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包埋机 Ｌｅ ｉｃａ 公司德国

普通切片机 Ｌｅ ｉｃａ 公司德国

恒温磁力搅拌器杭州仪表公司 中 国

４ ． ５
（

ｘｍ 过滤器 Ｇｅ ｌｍａｎ 美国

超纯水净化系统装置Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ 美国

水浴锅
一

恒仪器有限公司中 国

高压水蒸汽灭菌装置Ｈ ｉｒａｙａｍａ 日本

Ｐｈ 测定仪 奥豪斯 中 国

１ ．２ ＾３＾剂

ＡＡＶ２ 过表达和抑制载体构建汉恒生物科技 公司中 国

小 鼠过表达 ＣＲＬＦ １ 设计与合成汉恒生物科技公司中 国

小 鼠 ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 设计与合成上海生物工程公司中 国

ＡＡＶ２ －ＧＦＰ（绿色荧光蛋 白 ）汉恒生物科技公司中 国

重组ｒｈＴＧＦ －

ｐ
ｉ Ｓ ｉｎｏＢ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａｌ公司中 国

ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００ Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ公司 中 国

Ｖｅｒｈｏｅｆｆ－ＶａｎＧ ｉｅｓｏｎ 染色试剂盒雷根生物公司 中 国

辣根过氧化物酶显色试剂盒碧云天公司 中 国

ＣＲＬＦ １

—

抗 ａｂｅａｍ 公司美国

ａ
－ＳＭＡ

—

抗 ａｂｅａｍ 公司美国

Ｃｏ ｌ ｌａｇｅｎ１Ａ １
一

抗Ａｆｆｉｎｉｔｙ
公司美国

ｖｉｍｅｎｔｉｎ
—

抗 Ｓａｎｔａｃｍｚ公司美 国

ＧＦＰ
—

抗 ａｂｅａｍ 公司美国

ＧＡＰＤＨ
—

抗北京锐抗公司 中 国

抗兔 Ｃｙ３
－焚光二抗ＡＢ ｃ ｌｏｎａｌ 公司 中 国

抗 鼠 Ｆ ＩＴＣ －荧光二抗ＡＢ ｃ ｌｏｎａｌ 公司 中 国

辣根过氧化物酶标记抗 鼠二抗北京锐抗公司 中 国

７ ８
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辣根过氧化物酶标记抗兔二抗北京锐抗公司中 国

超敏 ＥＣＬ 显影液 Ａｆｆｉｎ ｉｔｙ 公 司美国

Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣＬ Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ公司中 国

Ｔｗｅｅｎ
－２０ Ｓ ｉｇ

ｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ美国

脱脂奶粉 蒙牛公司 中 国

甲醇 广州化学试剂厂中 国

ｐｍ ｓｆ Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司中 国

Ｔｒｉｚｏ ｌ Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｄｒｉｃｈ美国

细胞裂解液碧云天公司 中 国

ＲＦｅｃｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ常州百代公司中 国

Ｇ ｌｙｃ ｉｎｅ 粉剂广州化学试剂厂中 国

无水酒精 广州化学试剂厂中 国

Ｔｒｉ ｓ 碱 Ｂ ｉｏ －Ｒａｄ 公司美国

ａｃｒｙ ｌ ｉｃａｍ ｉｄｅ Ｂ ｉｏ －Ｒａｄ公司美国

细胞培养用青霉素 －链霉素碧云天公司 中 国

番红 ０ －固绿染色试剂盒碧云天公司 中 国

四 甲基二 乙胺 （ ＴＥＭＥＤ ）Ｓ ｉｇｍａ 公司 美国

过硫酸铵 （ ＡＰ ） Ｓ ｉｇｍａ 公司美国

十二烧基磺酸钠 （ ＳＤＳ ） Ｓ ｉｇｍａ 公司美国

ＢＣＡ 蛋 白浓度测定试剂盒 Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司 中 国

胰蛋 白酶 －ＥＤＴＡ 消化液 （
０ ．２５％

）Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司 中 国

硝酸纤维素膜 ＮＣ 膜 Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司 中 国

Ｔｗｅｅｎ
－２０ ｓｅｅｂ ｉｏ公司 中 国

胎牛血清 Ｇ ｉｂｃｏ 公司美国

碘伏 广州 白 云 山制药厂中 国

细胞培养板 Ｃｏｍｉｎｇ 公司美国

７９
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

ＥＰ 管 碧云天公司 中 国

ＤＭＥＭ 培养基 含糖 ４ ． ５％Ｇ ＩＢＣＯ 公司美国

１ ．３ 主要试舰制

１ ．３ ． １１ ０％水合氣醛溶液配制

５ ０ｍ ｌ 离心管 内量取无菌生理盐水 ５０ｍ ｌ ， 电子天平称取水合氯醛粉末 ５
ｇ 溶

于其 中 ， 振荡混匀充分溶解 ， 〇 ．４５ｕｍ 过滤器过滤除菌 ， 常规保存于 ４
°

Ｃ ， 使用

前复温 ３０ｍ ｉｎ 。

１ ．３ ．２ 脱毛液配制

电子称量取硫化钡 １ ６ｇ ， 溶于 ２００ｍｌＰＢ Ｓ ， 放置于恒温磁力搅拌器 ， 温度设

定为 ７０
°

Ｃ ， 密切观察 ， 当溶液呈现淡黄色时停止溶解 ， 待温度降至 ４０

°

Ｃ时可立

即使用 。

１ ．３ ．３１ ０％ＥＤＴＡ 脱轉液的配制

取 ８００ｍ ｌ 去离子水 ， 放入搅拌机上加热至约 ６０

°

Ｃ ， 然后用 电子天平称取 １ ００ｇ

ＥＤＴＡ 粉剂缓慢加入去离子水中 ， 再用 电子天平称取 ＮａＯＨｌ ｌ ｇ 加入其中 以促进

溶解 。 置于磁力搅拌器搅拌 ， 将搅拌时间设定为 ８ 小时 。 搅拌完成后 ， 去离子水

定容至 １ ０００ｍ ｌ 。使用浓 ＨＣ １ 溶液调节 ｐＨ 值在 ７ ． ２ －７ ．６ 之间 。分装后可常温保存 。

在调节 ＰＨ 值时应注意 ， 加入 浓 ＨＣＬ 调节 ＰＨ 时应分多次进行 ， 加入 ＮａＯＨ 的

目 的是促进溶解 ， 加入也应该少量多次 。

１ ．３ ．４ 梯度酒精溶液和盐酸酒精分化液配制

同第
一

章

１ ．４ 实验动物

本实验所用 的 ８ 周龄 Ｃ５ ７ＢＬ／６ 雄性小 鼠购 自南方医科大学实验动物 中心 。

动物实验获南方医科大学实验动物伦理委员会批准 。 实验小 鼠在恒温 ／ 恒湿的

标准清洁级动物房 内分笼饲养 ， 每笼 ４ 只 ， 室温保持在 ２４ 度
°

Ｃ左右 。 标准维持

词料喂养 ， 每 ３ 天更换垫料 、 食物及饮水 。 湿度控制在 ４０
－６０％ ， 照 明时间为明暗

１ ２ｈ 交替 。

８０
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

２ 实验方法

２ ． １ 人黄初带的收集及组织切片制备

同第
一

章

２ ．２ 小 鼠飾带肥厚涯造模方法

根据我们课题组之前的研宄结果 ， 我们利用小 鼠 的惧水性诱导其采取双足

站立姿势 。 具体方法为将小 鼠置于直径约 １ ０ｃｍ 、 高度为 １ ２ 厘米的圆柱形透明有

机玻璃瓶 内 ， 在其底部倒入 ５ 毫米深的水 ， 诱导其双足站立姿势 ， 在瓶盖上留

有 ３ 个孔用于通风 。 小 鼠每天保持双足站立姿势 ６ 小时 ， 中 间间隔 ２ 小时 自 由

活动 、 进食和饮水 。 其余时间放入正常饲养环境 。 每周站立造模 ７ 天 。 对照组

小 鼠被置于类似的环境 中 ， 底部没有水 。

尽管 以前有研宄发现性别与黄軔带肥厚没有相关性 ［
９

］

， 但是为消除雌激素可

能的作用 ， 我们选取了雄性小 鼠 ， 将 ３２ 只 ８ 周龄 Ｃ ５７ＢＬ／６ 雄性小 鼠 （随机分为

对照组 （ ｎ
＝

１ ６ ） 、 ６ 周实验组 （双足站立 ６ 周 ， ｎ
＝

８ ） 、 １ ０ 周实验组 （双足站立

１ ０ 周 ， ｎ
＝
８ ） 。 分别于 ６ 周和 １ ０ 周各处死 ８ 只小 鼠 ， 取材后显微镜下观察 ， 以

Ｌ５ ／６ 节段小关节处黄初带轴 向切片面积大小代表增生程度 ， 以 Ｌ５ ／６ 关节突关节

的退变作为脊柱退变的参考 。 由于对照组中 １ ４ 周龄和 １ ８ 周龄小 鼠 的黄韧带和

小关节退行性变无明显差异 ， 故 以 １ ８ 周龄小 鼠为对照组 。 为了研宂年龄对黄韧

带厚度的影响 ， 随机选取 ８ 只 １ ８ 月龄 Ｃ ５ ７ＢＬ／６ 雄性小 鼠作为老年小 鼠 ， 观察衰

老对黄韧带肥厚的影响 。

２ ．３ 有限元分析

２ ， ３ ． １ 麻醉后 ， 分别将小 鼠 以 四足站姿和双足站姿两种姿态固定于扫描仓内 ，

进行Ｍ ｉｃｒｏ
－ＣＴ（

（
ＬａＴｈｅｔａＬＣＴ－

１ ００Ｓ
； 
Ａ ｌｏｋａ

，
Ｔｏｋｙｏ ，

Ｊａｐａｎ）
） 扫描 ， 扫描条件为５ ５

ｋＶ ， １ ０９ ＃ ， 扫描层厚 ９６ｐｍ ， 曝光时间 ２００ｍｓ ， 图像大小为 ５ １ ２ ｘ ５ １ ２ 进行扫

描 ， 分别获得四足站姿 以及直立站姿的 Ｌ５
－Ｌ６ 节段 Ｄ ＩＣＯＭ 数据 ６５ ０ 张和 ６０６

８ １
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张图像 。 将小 鼠 Ｌ５ ／６ 节段的黄初带进行连续轴 向切片 ， 共 ２０６ 张行 ＨＥ 染色 ，

将脊柱椎体及黄朝带图像数据导入 Ｍ ｉｍ ｉｃ ｓ１ ４ ．０ 软件 （Ｍａｔｅｒｉａｌ ｉ ｓｅＣｏｒｐ ．

，
Ｌｅｕｖｅｎ

，

Ｂｅ ｌｇｉｕｍ ） 进行三维重建 （ 图 １ ） ， 重建后的 ｓｔｌ 文件导入 Ｈｙｐｅｒｍｅｓｈ 软件 （ ｖ ｌ ３ ．０
，

Ａｌｔａｉｒ
，
Ｔｒｏｙ，

ＭＩ
，
ＵＳＡ ） 进行网格划分 ， 最后导入Ａｂａｑｕｓ６ ． １ ４软件 （

Ｄａｓｓａｕｌｔ

ＳｙｓｔｅｍｅｓＳ ｉｍｕｌ ｉａＣｏｒｐ ．

，
Ｐｒｏｖ ｉｄｅｎｃｅ

，
ＲＩ

，
ＵＳＡ

）进行材料属性赋值 。 四足站姿和双足

站姿两个模型均包含椎体皮质骨部分 、 椎体松质骨部分 、 终板 、 纤维环 、 髓核 、

韧带和关节囊 。 终板为壳单元 ， 韧带 （ 除黄韧带 以外 ） 和关节囊为弹簧单元 ，

黄韧带为 ｔｒｕｓｓ 单元 ， 其他部件均为四面体单元 。 关节接触摩擦系数为 ０ ． １

［
１ ６

］

，

各部件材料属性见表 ３
－

１ 。 为 了分析四足站姿小 鼠黄韧带受力情况 ， 将小 鼠椎体

腹侧 固定 ， 在椎体背侧施加 ０ ． ２Ｎ（ 小 鼠体重
一

半 ） 的应力 ， 计算黄韧带应力和

应变大小及分布 。为了 分析双足站姿小 鼠黄韧带受力情况 ， 将小 鼠 Ｌ６ 底部固定 ，

在 Ｌ５ 上方施加 ０ ．２Ｎ 的应力 ， 计算黄韧带应力和应变大小及分布 。

表 ３
－

１ 小 鼠两个模型各部件组成 以及材料属性 。

Ｔａｂ ｌｅ３
－

１Ｃｏｍｐｏｓ ｉｔｉｏｎａｎｄｍａｔｅｒｉａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔ ｉｅｓｏｆ ｅａｃｈｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｎｔｈｅｔｗｏｍｏｕｓｅ

ｍｏｄｅ ｌｓ ．

ＣｏｍｐｏｎｅｎｔｓＭａｔｅｒｉａｌａｎｄ
ｐｒｏｐｅｒ

ｔｙ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ａｎｎｕｌｕｓ
ｇｒｏｕｎｄＨｙｐｅｒｅ ｌａｓｔｉｃＭｏｏｎｅｙ

－Ｒｉｖｌ ｉｎ間

ｓｕｂｓｔａｎｃｅＣ０ １
＝Ｃ １ ０

＝

０ ． １
；
Ｃ０２

＝Ｃ １ １
＝Ｃ２０

＝

０ ． ０ １
；
Ｄ １

＝Ｄ２
＝

３ ５

Ｎｕｃ ｌｅｕｓＨｙｐｅｒｅ ｌａｓｔｉｃＭｏｏｎｅｙ
－Ｒｉｖ ｌ ｉｎ ［

１ ７
］

ｐｕ ｌｐｏｓｕｓＣ０ １
＝
０ ‘ ０ １

；
Ｃ １ ０

＝

０
；
Ｄ ｌ

＝
１ ００

Ｅｎｄｐ ｌａｔｅＥ ｌａｓｔｉｃ
，
Ｅ＝ １ ００

，
ｖ
＝

０ ．２ ［
１ ８

］

Ｃａｎｃｅ ｌ ｌｏｕｓＥ ｌａｓｔｉｃ
，
Ｅ＝５ ０

，
ｖ
＝
０ ．２ ［

１ ９
］

ｂｏｎｅ

Ｃｏｒｔｉ ｃａｌｂｏｎｅＥ ｌａｓｔｉｃ
，
Ｅ＝ １ ４８０００

，
ｖ
＝

０ ． ３ ［
２０

］

Ｌ ｉｇａｍｅｎｔｕｍＨｙｐｅｒｅ ｌａｓｔｉｃＭｏｏｎｅｙ
－Ｒｉｖｌ ｉｎ ［

２ １
］

ｆｌａｖｕｍＥ＝ １ ５
（
＜ ６ ．２％

） ？
１ ９ ． ５

（
＞ ６ ．２％

）
０ ． ３

８２
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２ ．４ 小鼠腰椎组织标本收集

１ ０％水合氯醛 ０ ． ５ｍ ｌ 腹腔注射处死小 鼠 ， 立即在腰椎上作纵行皮肤切 口 ， 暴

露腰椎及骨盆 ， 参考 以前文献报道 ， 小 鼠 Ｌ５ ／６ 位于双侧髂嵴线连线水平 。 取 出

Ｌ３
－Ｓ １ 节段 ， 剔除干净椎旁组织 ， 保留部分髂骨做为解剖标记 。 生理盐水冲洗残

留的血迹 ， 随后放置于 ５０ｍｌ 中性 甲醛中固定 ， 放置于 ４
°

Ｃ 冰箱 内 固定 ４ ８ 小时 。

２ ．５ 小鼠腰椎组织切片制备

⑴ 实验小鼠腰椎组织固定与脱轉

将中性 甲醛固定 ４８ 小时后的小 鼠腰椎组织取出 ， 在流水中冲洗 １ 小时 ， 洗

去中性 甲醛 。 将小 鼠组织标本放入 １ ５ｍ ｌ 离心管中 ， 加入准备好的 ＥＤＴＡ 脱钙液

１ ４ｍ ｌ 。 每个离心管都做好标记 ， 放入塑料袋中 ， 在塑料袋上标记好脱钙开始时间及

每次更换脱钙液的时间 ， 然后放在水平旋转的摇床上 。 为保证脱钙效果 ， 第
一

周 内

每天更换脱钙液 ， 以后每 ３ 天更换
一

次 ，

一

般换液 ６ 周后可使用缝合针穿刺骨组织

以确定脱钙效果 ， 如果针头能轻易传入 ， 则说明脱钙完成 。

（
２
） 小 鼠腰椎组织标本脱水

将脱钙后的小 鼠腰椎组织使用流水冲 ８ 小时 ， 然后将组织放入脱水机中 ，

设置好脱水机的程序并开始脱水 。 使用硬组织脱水程序 ： １ ） 梯度酒精脱水 ： 酒

精含量为 ５ ０％ ， ７０％ ， ８０％ ， ９０％ ， １ ００％ ， １ ００％的溶液中各 ６０ｍ ｉｎ ；２ ） 二 甲苯 ／石

蜡 １ ： １ 溶液中 ４０ｍ ｉｎ
；３ ） 石蜡 １ 、 ２ 、 ３ 溶液中各 ４０ｍ ｉ ｎ 。

（
３
） 小 鼠腰椎组织标本包埋

手术刀片精确切取小 鼠 Ｌ５ －Ｌ６ 节段腰椎进行包埋 ， 步骤 同第
一

章人黄靭带

组织包埋步骤 。

（
４

）小鼠腰椎组织标本切片

同第
一

章人黄韧带组织切片步骤 。

２ ．６ 人与小 鼠黄朝带组织及细胞染色

２ ．６ ． １ 苏木素＆伊红 （ Ｈ＆Ｅ ） 染色

８ ３
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显微镜下挑选小 鼠 Ｌ５／６ 小关节处的黄軔带组织切片和人的实验所需的黄韧

带切片 ， 其余同第
一

章 Ｈ＆Ｅ 染色步骤 。

２ ．６ ．２Ｖｅｈｏｅｆｆ－ＶａｎＧ ｉｅ ｓｏｎ（ＷＧ ）

切片选择 、 烤片 、 脱蜡水化同 Ｈ＆Ｅ 染色 。

Ａ ．ＶＶＧ 染色 ： 按照 ＶＶＧ 染液试剂盒说明书推荐 ， 配制 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ ｓ 染液 。 比

例为酒精苏木素 ： 三氯化铁 ： 碘液 ５ ：２ ：２ 。

Ｂ ． 切片放入湿盒 内 ， 每份组织上滴加染液 ０ ． ５ｍ ｌ ， 染色时间 ３ ０ｉｎｉｎ ， 注意

滴加的 Ｖｅｒｈｏｅｆｆｓ 染液长时间暴露于空气中会凝固 ， 需要在其表面将要凝成膜状

前继续滴加新的 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ ｓ 染色液 ， 防止其凝固 ， 然后 自 来水冲洗掉 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ ｓ 染

色液 。

Ｃ ． 背景分化 ： 滴加 ２％的三氯化铁分化液 １ ０ｓ 后立即 自 来水洗
一

下 ， 在显微

镜下观察分化程度 ， 弹力纤维呈黑色 ， 背景呈灰 白色 。

Ｄ ． 复染 ： 将饱和苦味酸与酸性品红按 ９ ：１ 比例混合后浸染 ｌｍ ｉｎ ， 无水酒

精冲洗 。

Ｅ ． 透明封片 ： 二 甲苯透明 ｌｍｉｎ ， 干燥后 中性树胶封片 。 显微镜下观察拍照 。

２ ．６ ．３ 小 鼠关节突关节番红 Ｏ －固绿染色

切片选择 、 烤片 、 脱蜡水化过程同 Ｈ＆Ｅ 染色 。

Ａ ． 固绿染色 ： 将切片放入湿盒中 ， 吸取约 ０ ． ３ｍｌ 固绿染液浸染组织 ５ｍ ｉｎ ，

用去离子水清洗 ｌｍ ｉｎ ， 显微镜观察软骨无为无色 ， １％乙酸分化液分化 ３ ０ｓ ， 去

除残留的固绿染液后用去离子水再次清洗 １ｍｉｎ 。

Ｂ ． 番红 ０ 染色 ： 将 ０ ． １％番红 ０ 溶液约 ０ ． ３ｍ ｌ 滴加在组织表面 ， 染色 ５ｍｉｎ ，

无水乙醇清洗脱水后 ，
二甲苯溶液中透明 ｌｍｉｍ 中性树脂封片 。

Ｃ ． 显微镜下观察拍照 。

２ ．６ ．４ 免疫组织化学染色

同第
一

章免疫组织化学染色步骤

８４
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

２ ．７ 小鼠黄初带细胞的提取和鉴定

２ ．７ ． １ 小 鼠黄初带细胞的提取

Ａ ． 选取 ６ 周龄 Ｃ ５ ７ＢＬ／６ 小 鼠称重 ， 按 ４ｕｌ／ｇ 腹腔注射 １ ０％水合氯醛麻醉 。

脱毛后用 ７５％乙醇浸泡消毒 。

Ｂ ． 固定小 鼠 ， 在腰椎上进行纵向皮肤切 口 ， 暴露腰椎及骨盆 ， 取 出 Ｌ３ －Ｌ６

节段 ， 放入细胞培养皿中剔除千净椎旁组织 。 用含有 １％青－链霉素双抗的生理盐

水冲洗残留 的血迹 ， 随后纤维组织剪刀剪除椎体 ， 去除神经根 、 马尾和硬脊膜

组织 ， １％青 －链霉素双抗的生理盐水冲洗后放入新的细胞培养皿中 。

Ｃ ． 置于体视显微镜下 ， 观察见黄軔带主体部分位于关节突关节 内侧 ， 显微

镊固定椎板后用 １ ２ 号手术刀片和显微剪取下 Ｌ４／５ 和 Ｌ５ ／６ 节段的黄初带组织 ，

放入装有少量培养基的培养皿中 ， 用刀片切开 ， 然后加入含有 １ ０％胎牛血清的

高糖 ＤＭＥＭ 培养基 。

Ｄ ． 置于细胞培养箱 内 ， 确保其静置 ， ７ 天后换
一

次培养基 ， 轻拿轻放 ， 尽

量不要让组织块移动 ， １ ３ 天左右可见细胞从组织块中爬出 。 因为细胞生长区域

不均匀 ， 所以待细胞爬满培养皿底部约 ５ ０％面积时 ， 就可 以进行消化传代 ， 第

一

次传代按 １ ： １ 传代 ， 以后传代可按 １ ：２ 或 １ ： ３ 传代 。

Ｅ ． 传代后置入细胞培养箱 ， 培养方式同人黄初带细胞 。

２ ． ７ ．２ 小鼠黄初带细胞的鉴定

取第 四代小 鼠黄韧带细胞 ， 接种于底部放有无菌细胞爬片 的六孔板中 ， 制作细

胞爬片 。 使用细胞免疫荧光技术检测 ｖ ｉｍｅｎｔ ｉｎ 和 Ｉ 型胶原表达情况 ， 以鉴定黄韧带

细胞 。 步骤大体同第
一

章 ， 具体步骤如下 ：

Ａ ．细胞贴壁后 ２４ 小时 ， 用 中性 甲醛溶液固定细胞 １ ０ｍ ｉｎ ， 倒掉中性 甲醛 ，

ＰＢＳ 清洗细胞 ３ 次 ， 每次 ５ 分钟 。 ０ ． ５％Ｔｒｉｔｏｎ 对细胞进行通透化处理 １ ０ｍｉｎ ，

ＰＢ Ｓ 漂洗 ３ 次 ， 每次 ５ 分钟 。 然后用含有 １％ＢＳＡ 的 ＰＢ Ｓ 溶液封闭 １ 小时 。

Ｂ ． 倒掉封闭液 ， 将按照 １ ： １ ００ 比例稀释好的
一

抗 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和
一

抗 Ｃ ｏ ｌ ｌａｇｅｎ

Ｉ 分别滴加在细胞爬片上 ， 置于 ４

°

Ｃ冰箱 内 孵育 １ ２ 小时 。

８ ５



第三章 小 鼠黄軔带肥厚模型的构建及 ＣＲＬＦ １ 功 能 的体 内研究

Ｃ ．吸出
一

抗后用 ＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次 。 然后在暗室 内分别加入 Ｆ ＩＴＣ 和 Ｃｙ３ 荧光

标记的二抗 ， 室温避光孵育 １ 小时 。 ＰＢ Ｓ 洗 ３ 次 ， 每次 ５ 分钟 ， 避光条件下加

入 ＤＡＰ Ｉ 染核 １ ０ 分钟 ， 去除多余的 ＤＡＰＩ ．

Ｄ ． 荧光显微镜下观察 ， 波形蛋 白为绿色 ， Ｉ 型胶原纤维为红色荧光 。

２ ．８ 小 鼠飾带中 ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 转染

转染具体步骤 同第二章

用于转染的 鼠靶向 ＣＲＬＦ １ｓ ｉＲＮＡ 序列

ＣＲＬＦ １
－

ｔａｒｇｅ
ｔｉｎｇ

ｓ ｉＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ ｍｏｕｓｅ

Ｍｏｕｓｅ


ＲＮＡｉ１ ＃Ｓｅｎｓｅ ５
，

－
ＵＧＧＣＵＣ Ａ Ａ Ｇ ＡＡ ＧＣ Ａ ＣＧＣ Ａ Ｕ

－

３
，

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

一

５
，

－ Ａ Ｕ Ｇ Ｃ Ｇ Ｕ Ｇ Ｃ Ｕ Ｕ Ｃ Ｕ Ｕ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ －

３
，

ＲＮＡｉ２＃

￣

Ｓｅｎｓｅ
—

５
，

－
Ｇ Ａ ＵＣＵＧ Ａ ＵＧＵＣＣＵＣ Ａ Ｃ Ａ ＣＵ

－

３
，

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 

—

５
，

－ Ａ Ｇ Ｕ Ｇ Ｕ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｕ Ｃ Ａ Ｇ －

３
，

ＲＮＡｉ３＃Ｓｅｎｓｅ
—

５
，

－
ＵＣＣＵＣＵＵＣＣ ＡＡ ＧＣＣ ＡＡ Ｇ Ｕ Ａ －

３
，

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｜５
，

－ Ｕ Ａ Ｃ Ｕ Ｕ Ｇ Ｇ Ｃ Ｕ Ｕ Ｇ Ｇ ＡＡ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ －

３
，

２ ．９ＣＲＬＦ １ 功能体内实验

根据 以前研究文献 ， 我们使用 了腺相关病毒 ２（ＡＡＶ２ ） 载体 ［
２ ２

］

。 采用切开

后原位注射的方式造模 ， 具体手术方法如下 。

Ａ ． 准备好消毒好的手术器械 ， 使用复温后的 １ ０％水合氯醛麻醉 ， 按 ４ｕｌ／ｇ

腹腔注射 。 注射完毕后将小 鼠放入笼中观察 ， 如果麻醉效果不好可再次注射少

量 １ ０％水合氯醛麻醉液 。 等待麻醉期间加热硫化钡脱毛液 ， 预热至 ４０ 摄 氏度 。

Ｂ ． 麻醉成功后 ， 用棉球蘸取少量硫化钡溶液涂抹 ， 范围从双侧最下面的肋

骨下缘至骶部 ， 宽度约 １ ． ５ｃｍ 。 脱毛 ３ｍ ｉｎ 以后用蘸有生理盐水的棉球轻轻擦去

残留的毛发 ， 然后用干棉球擦干 。

Ｃ ． 将脱毛完成的小 鼠使用胶带固定于动物手术台上 ， 密切观察小 鼠呼吸 、

心跳情况 ， 佩戴 口罩和无菌手套 ， 使用碘伏消毒液消毒 ３ 次 ， 铺无菌手术洞 巾 。

注意无菌操作 ， 操作时确保手术器械放置于无菌区域 ， 避免污染 。

８ ６
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

Ｄ ． 首先触摸小 鼠髂嵴位置 ， 以此位置为中心 ， 在腰部中线上进行纵向皮肤

切 口 ， 长约 ２ｃｍ ， 弯钳游离皮下后用撑开器 向两侧牵开皮肤 ， 此时可见小 鼠两侧

髂髂嵴处分别有两条 白 色的筋膜组织 ， 此标记为两侧髂嵴上缘 。 Ｌ ５ ／６ 椎间隙即

位于两侧髂嵴上缘连线水平 。 使用手术刀将棘突和椎板两侧肌肉轻柔剥离 ， 充

分暴露 Ｌ５ ／６ 椎板 ， 去除棘间韧带 ， 放置于体视显微镜下 ， 暴露 Ｌ ５ ／６ 黄初带 ，

用微型注射器 （ＮＦ３ ６ＢＶ ３ ６ＧＡ ， ＮａｎｏＦ ｉ ｌ ） 将病毒溶液 （ ３叫 ） 注射到关节突下黄

韧带附近 ， 注射时间 ５ 分钟 。 然后修复椎旁肌和筋膜 ， 闭合切 口 。 对照组进行

假手术处理 ， 只切开腰部皮肤后就进行缝合 。

Ｅ ． 手术结束后 ， 立即肌肉注射青霉素 ８ 万 ＩＵ ， 预防手术切 口感染 。 将小 鼠

放于复苏垫子上 ， 设定温度为 ３ ８

°

Ｃ ， 复苏过程注意观察小 鼠呼吸和复苏程度 。

在进行后续实验之前 ， 允许动物恢复 ３ 周 。

Ｆ． 验证 ＡＡＶ－２ 转染效率 ： 将 ８ 只 ８ 周大的 Ｃ５ ７ＢＬ／６ 雄性小 鼠随机分为对

照组和实验组 ， 每组 ４ 只小 鼠 。 对照组注射 ＡＡＶ２ 载体 ， 实验组注射 ＡＡＶ２ －ＧＦＰ

（绿色荧光蛋 白 ） 。 注射方式同 Ａ－Ｅ ， 四周后 ， 使用免疫组织化学测定转染效率 。

Ｇ ．验证 ＣＲＬＦ １ 在体 内 的功能 ， 实验分组 ： 将总共 ４８ 只 ８ 周大的 Ｃ ５ ７ＢＬ ／６

雄性小 鼠随机分为 ６ 组 （ ｎ
＝

８ ） ： 对照组 ， ＡＡＶ２ －载体组 ， ＡＡＶ２ －ＣＲＬＦ １ 组 ， ＡＡＶ２－

载体＋双足站立组 ， ＡＡＶ２－ＣＲＬＦ １＋双足站立组和 ＡＡＶ２ －

ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ＋双足站立组 。

注射方式同 Ａ －Ｅ 。 注射后休息三周 ， 然后造模 ， 双足站立造模 １ 〇 周后 ， 使用 Ｈ＆Ｅ

染色 ， 并计算小 鼠黄軔带面积 。

２ ． １ ０ 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２０ ．０
（
ＳＰＳＳ

，
Ｃｈｉｃａｇｏ ，

ＩＬ
，
ＵＳＡ

）
进行数据统计分析 。 所有的体外数

据都进行至少三次独立实验 。 使用 Ｇｒａｐ
ｈＰａｄＰｒｉ ｓｍ７ 制作统计图 。 数据 以均数士

标准差表示 。 两组间均数比较方差齐时 ， 采用两独立样本 ｔ检验法 （ Ｓ ｔｕｄｅｎｔ ｓ

’

ｓｔｔｅｘｔ ）

方差不齐时采用 矫正 的 ｔ 检验 。 多组 间 比较方差齐时采用 单 因 素方差分析

（
Ｏｎｅ－ｗａｙ

ＡＮＯＶＡ
）

， 多重 比较米用 ＬＳＤ 法 。 方差不齐时采用 Ｗｅ ｌ ｃｈ 检验 ， 多重

比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ
’

ＳＴ３ 法 ， ｐ
－ｖａｌｕｅ

＜
０ ． ０５ 视为差异有统计学意义 。

８ ７
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３ 结果

３ ． １ 三维重建与有限元分析

小 鼠腰椎的 ３ 维重建结果如 图 ３
－

１ Ａ ， Ｂ 所示 ， 当小 鼠处于双足站立姿势时 ，

Ｌ５ 椎体相对于 Ｌ６ 向前弯 曲 （ 图 ３
－

１ Ｃ ） 。 不管小 鼠在 四足站立位还是在双足站立

位 ， 黄軔带的应力和应变都主要集 中在靠近小关节附近的黄韧带 ， 这和黄韧带

的主要解剖位置
一

致 。 力学分析 中显不四足站立时小 鼠黄軔带的 ＶｏｎＭ ｉ ｓｅ ｓｓｔｒｅ ｓ ｓ

（
范式等效应力 ， 它表示模型 内 部的应力分布 ， 它可 以描述应力在整个模型 中 的

变化 ， 使 人可 以 直接观察到模型 中 的危险区域 ） 为 １ ． ７ ９ ｘ １ ０

－

５

ＭＰａ ，Ｍａｘ ｉｍｕｍ

ｐｒ ｉｎｃ ｉ

ｐａ
ｌｓ ｔ ｒａ ｉｎ

（最大主应变 ， 外力越大使物体产生变形的程度越大 ， 变其中最大

的力产生的应变就是最大主应变 ）
应变 ： 为 ８ ． ６２ ｘ

１ （Ｔ
５

（ 图 ３
－２Ａ 、 Ｂ ） 。 当 小 鼠处

于双足站立位时 ， ＶｏｎＭ ｉ ｓｅ ｓｓ ｔｒｅ ｓ ｓ值增加到８ ． ８ ５ ｘ
ｌ 〇

－

２

ＭＰａ ， Ｍａｘ ｉｍｕｍ
ｐ ｒ ｉｎｃ ｉｐａ ｌ

ｓｔｒａ ｉｎ 增加到 ６ ． ６４ Ｘ ＫＴ
１

（ 图 ３
－

２Ｃ ， Ｄ ） 。 其数值分别增加 了４９４４ 倍和 ７ ７０ ３ 倍 。

丄國 ｙ

ｃ Ｄ

Ｍｃｘｙｗ ｒｔ ｆｏ￡ ４００＾４ 瀑 ７ －５ ＊

１ ０ｂ ＜ ３

＼
ｆ

Ｊ

 ｆ 
＞Ｊ／ Ｒ？ｖ ｊ？Ｅ ４ｅ＾ｎｐｓ ＾  ７

－Ｓ １ ｏ＜ｘ３

、

， Ｉｍａｅｍｅｎ ｉ １Ｓ ｔｅｐ 
了 １ ０００

１ ．ｗ
…

图 ３
－

１ 小 鼠腰椎三维重建 。 （ Ａ ） 基于 Ｄ Ｉ ＣＯＭ 数据的小 鼠 四 足站立姿势和 （ Ｂ ） 双足站立

８ ８





博士学位论文


姿势脊柱的三维重建模型 。 （ Ａ １ ） 四 足站姿时 向腰椎施加 ０ ． ２Ｎ 的垂直作用 力 （ Ｂ １ ） 双足站

立姿势时 向腰椎施加 ０ ． ２Ｎ 的垂直应力 。 （ Ｃ ） 在 四足站姿和双足站立姿势时 Ｌ５ 、 Ｌ６ 的相对

位置 。 红色区域代表四足站立姿势 中 的 Ｌ５ 位置 ， 绿色区域代表双足站立姿势 中 的 Ｌ ５ 位置 。

（ Ｄ ） 深蓝色区域代表黄韧带的解剖位置 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ３
－

１３ Ｄｒｅｃ ｏｎ ｓ ｔ ｒｕｃ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ  ｔｈｅｍ ｉ ｃｅ ｌ ｕｍ ｂａｒｖｅ ｒｔｅ ｂ ｒａｅ ． （
Ａ

）
３Ｄｒｅ ｃ ｏｎ ｓ ｔ ｒｕｃ ｔ ｉ ｏ ｎｍ ｏ ｄ ｅ ｌｂ ａｓｅｄｏｎ

Ｄ Ｉ ＣＯＭｄ ａｔａｆｏ ｒｍ ｉ ｃｅ ｉ ｎ ｔ ｈｅｑ
ｕａｄ ｒｕｐ ｅ ｄｓ ｔａｎｄ ｉ ｎｇｐ

ｏ ｓ ｔｕ ｒｅａｎ ｄ（
Ｂ

）ｂ ｉ

ｐ
ｅｄ ａ ｌｓ ｔａｎ ｄ ｉ ｎｇｐｏ ｓ ｔ ｕ ｒｅ ． （

Ａ ｌ

）

０ ． ２Ｎｗａｓａｐｐ
ｌ ｉ ｅ ｄｔｏｔｈｅ ｌｕｍｂａｒ ｉｎｔｈｅｑ ｕａ

ｄ ｒｕｐｅｄｓｔａ
ｎｄ ｉ ｎｇｐｏ ｓｔｕ ｒｅａｎｄ（

Ｂ ｌ
）ｂ ｉｐｅｄａ

ｌｓｔａｎｄ ｉ ｎｇ

ｐ
ｏ ｓ ｔｕ ｒｅ ．（

Ｃ
）Ｔｈ ｅｒｅ ｌ ａｔ ｉｖ ｅｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｔｈ ｅＬ ５ ｉ ｎｔｈｅｑ ｕａｄ ｒｕ

ｐ
ｅｄｓ ｔａｎｄ ｉ ｎ

ｇａｎ
ｄｂ ｉ

ｐ
ｅｄ ａ ｌｓ ｔａｎ ｄ ｉ ｎ

ｇ

ｐｏ ｓ ｔｕｒｅ ．Ｔｈｅｒｅ ｄａ ｒｅａｒｅｐ ｒｅ ｓｅ ｎ ｔ ｓ ｔｈ ｅＬ５
ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎｔｈｅ

ｑ
ｕａｄ ｒｕ

ｐ
ｅｄｓ ｔａｎ ｄ ｉ ｎｇｐ

ｏ ｓ ｔｕ ｒｅ
，ａｎ ｄ ｔｈ ｅ

ｇ ｒｅｅｎ

ａ ｒｅａｒｅ ｐ
ｒｅ ｓｅｎ ｔ ｓｔｈｅＬ ５

ｐ
ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎ ｔｈ ｅｂ ｉ
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ｅｄ ａ ｌｓ ｔａｎ ｄ ｉ ｎｇｐ

ｏ ｓ ｔｕ ｒｅ ．（
Ｄ

）
Ｔｈ ｅｍ ａｚａｒｉ ｎｅａｒｅａｒｅ ｐ ｒｅ ｓｅｎ ｔ ｓ

ｔｈ ｅａｎａｔｏｍ ｉ ｃａ ｌ ｌ ｏｃａｔ ｉ ｏｎｏｆ  ｔｈ ｅ ｌ ｉｇａｍ ｅｎ ｔｕｍｆｌ ａｖｕｍ ．

＾Ａ Ｂ

￣
ｃ一Ｄ

ｔＭｒ 卜， ？ ？ Ｗ Ｊ  ｊ ｍ ＷＭｍ

ｍｍ ， ．

四 足站姿双足站姿

８９



第三章 小 鼠黄軔 带肥厚模型的构建及 ＣＲＬＦ １ 功能的体内研究

图 ３
－２ 小 鼠姿势 的改变可以 引 起黄軔带所受机械应力发生改变 。 在四足站姿势 Ａ

）
和双足

站姿 （
Ｂ

） 时黄韧带的 ＶｏｎＭ ｉｓ ｅｓｓ ｔｒｅｓ ｓ 分布和大小 ； 在 四足姿势 （
Ｃ

） 和双足站立姿势 （
Ｄ

） 时

黄韧带的 Ｍａｘ ｉｍｕｍ
ｐｒ ｉｎｃ ｉｐａｌｓｔｒａｉｎ 分布和大小 。

Ｆ ｉｇｕｒｅ３
－２Ｃｈａｎｇｅ ｓ ｉｎ

ｐｏｓ ｔｕｒｅａ ｌ ｔｅｒｔｈ ｅｓｔｒｅ ｓｓｏｎｔｈｅｍｏｕｓｅ ｌ ｉｇａｍｅｎｔｕｍｆｌａｖｕｍ ．Ｔｈｅｄ ｉ ｓｔｒｉｂｕｔ ｉｏｎ

ａｎｄｖｏｎＭ ｉ ｓｅ ｓｓ ｔｒｅ ｓｓｖａ ｌ ｕｅ ｓｏｆ ｔｈｅ ｌ ｉｇａｍ ｅｎｔｕｍ ｆｌａｖｕｍ ｉｎｔｈｅ
ｑｕａｄｒｕｐｅｄ（

Ａ
）
ａｎｄｂ ｉ

ｐｅ
ｄａ ｌｓ ｔａｎｄ ｉｎｇ

ｐｏｓｔ
ｕｒｅｓ（

Ｂ
） ；Ｔｈｅｄｉｓｔｒ ｉｂｕｔ ｉｏｎａｎｄｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｍａｘ ｉｍｕｍｐ

ｒｉｎｃ ｉ

ｐａｌｓｔｒａ ｉｎｏｆｔｈｅ

ｌ ｉｇａｍ ｅｎ ｔｕｍ ｆ ｌ ａｖｕｍ ｉｎ ｔｈｅ
ｑｕａｄｒｕｐｅ

ｄ
（
Ｃ

） 
ａｎｄｂ ｉ

ｐｅ
ｄａｌｓｔａｎｄ ｉｎｇｐｏ ｓｔｕｒｅｓ

（
Ｄ

）
．

３ ．２ 机械应力是导致黄韧带肥厚的主要因素

双足站立小 鼠模型造模完成后 ， 我们采用组织化学染色的方法观察脊柱是

否发生退变 以及黄初带增生情况 。 本研究 以关节突关节退变作为判断脊柱退变

的
一

个阳性参照 。 用小 鼠 Ｌ５／６ 关节突关节处的黄韧带轴向切片的面积变化来代

表黄初带增生的程度 。 结果如 图 ３
－

３ ： 番红 ０ －固绿染色显示对照组软骨基质呈红

色 ， 蛋 白 多糖含量正常 ； 双足站立组软骨基质呈轻度染色 ， 蛋 白 多糖含量降低

（ 图 ３
－

３Ａ ） 。 这表明双足站立成功地引起了 小 鼠的脊柱退行性变 。 双足站立组和

对照组之间 的黄初带面积比较采用 Ｈ＆Ｅ 染色 （ 图 ３
－

３Ｂ ） 和 ＩｍａｇｅＪ 软件计算 。

结果显示双足站立组黄韧带面积明显大于对照组 （对照组 ３ ． ８±０ ． ７ ｘ
ｌ ０

３

ｐｍ
２

，６ 周

双足站立组 ６ ． ８±０ ． ８ ＞＜ １ ０
３

哗
２

， １ ０ 周双足站立组 ｌ 〇± ｌ ．〇 ｘ ｌ 〇
３

叫Ｉ

２

） 。 三组间有显著

性差异 （ ｐ
＜０ ． ０５

； 图３
－

３Ｃ ） 。

接下来 ， 我们 比较了对照组 、 １ ０ 周双足站立组和老龄组 （ １ ８ 个月 龄 ） 的黄

初带面积 （ 图 ３
－４ ） ， 发现 １ ０ 周双足站立组的黄韧带面积大于对照组和老龄组 （对

照 组 为 ３ ． ８±０ ． ７ ｘ
ｌ 〇

３

叫ｎ
２

， １ ０ 周 双 足 站 立 组 为 １ ０± ｌ ． 〇 ｘ ｌ 〇Ｖｎ
２

， 老龄 组 为

６ ． １± ｌ ． 〇 ｘ ｌ 〇＼ｍ
２

） ， 差异有统计学意义 。 但 １ ８ 个月 龄组和对照组之间没有显著差

异 （ ｐ

＝

０ ．０６８ ） 。

９０
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图 ３
－

３ 机械应力会导致黄韧带肥厚 。 （ Ａ ） 双足站立组和对照组小关节的番红 Ｏ －固绿染色 。

（ Ｂ ）Ｈ＆ Ｅ 染色显示 ： 双足站立组黄初带面积逐渐增加 明 显 。 （ Ｃ ） 各组小 鼠黄韧带面积 的

统计结果 （ ｎ
＝

８ ） ，＊

ｐ
＜ ０ ． ０ ５

，

＊ ＊

ｐ
＜０ ． ０ １ 。 采用单因素方差分析 。 比例尺 ＝

２ ０
（

ａｍ
；Ｃ ｏｎ

＝ 对

照组 ；
Ｂ Ｓ ６Ｗ ＝ 双足站立 ６ 周组 ；

Ｂ Ｓ １ ０ｗ
＝双足站立 １ ０ 周组 。

Ｆ ｉ

ｇｕｒｅ３
－
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图 ３
－

４ 机械应力是导致黄初带肥厚的主要原 因 。 （ Ａ ） 对照组 、 １ ０ 周双足站立组和老龄组小

鼠黄軔带标本的 Ｈ＆ Ｅ 染色 。 （ Ｂ ） 各组小 鼠黄朝带面积的统计结果 （ ｎ
＝
８ ） ，

＊

ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ，

＜
０ ． ００ １ 。 采用单因素方差分析 ， 标尺 ＝
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３ ．３ 双足站立小鼠黄韧带与人肥厚黄韧带细胞外基质的变化相似

为 了研宄双足站立小 鼠 的黄軔带病理变化是否能模拟人肥厚黄韧带的病理

改变 ， 我们首先研究 了两者细胞外基质 （ ｅｘｔｒａｃｅｌ ｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ， ＥＣＭ ） 的改变是

否相似 。 ＶＶＧ 染色又称为弹力纤维染色 ， 弹力纤维可以被染成紫黑色 ， 胶原纤

维被染成红色 。 结果显示 （ 图 ３
－

５ ） ： 与人正常的黄韧带相 比 ， 人肥厚黄初带中

弹性纤维明显减少 ， 胶原纤维明显增加 ， 肥厚黄韧带 中弹力纤维与胶原纤维的

比值降低 （ 图 ３
－

５Ａ ） （黄韧带正常组为 ４ ． ８±０ ． ３ ， 黄軔带肥厚组为 ２ ．２±０ ． １ ） ， 差异

有统计学意义 ，

＊ ＊ ＊

ｐ
＜ ０ ．００ １（ 图 ３ －

５Ｂ ） 。 在小 鼠模型中 ， 双足站立 １ ０ 周组弹性

纤维与胶原纤维的 比率显著降低 （ 图 ３
－

５Ｃ ） （对照组为 ５ ．９±０ ．２ ， 双足站立组 １ ０

周组为 ３ ．２±０ ．２ ） ， 差异有统计学意义 ，

＊ ＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ００ １（ 图 ３

－

５Ｄ ） 。 所 以双足站立小

鼠模型黄韧带的细胞外基质病理变化与人肥厚黄初带的病理改变相似 。

９２
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图 ３
－

５ 双足站立小 鼠模型 中黄初带的细胞外基质变化与人肥厚黄初带细胞外基质 改变相似 。

（ Ａ ） 人的正常黄韧带和肥厚黄韧带 ＶＶＧ 染色 。 ＶＶＧ 染色显示黑紫色的弹力纤维减少 ， 红

色的胶原纤维增加 。 （ Ｂ ） 弹力纤维面积与胶原纤维面积 比值的定量统计 ， 差异统计学意 义

（ ｎ
＝

８ ）
，

＂ ＊

ｐ
＜ ０ ． ００ １ 。 （ Ｃ ） 小 鼠实验 中 ， 双足站立组和对照组小 鼠黄軔带 ＶＶＧ 染色 。 （ Ｄ ）

小 鼠对照组和 双足站立组弹力纤维与胶原纤维 比值的定量分析 。 （ ｎ
＝

８ ） ，＊ ＊ ＊

ｐ
＜０ ． ００ １ 。 采

用 两独立样本 ｔ 检验 。 比例尺 ＝ Ｈ Ｌ Ｆ＝ 肥厚的黄籾带 ； Ｎ ｏｎ
－Ｈ Ｌ Ｆ＝ 正常黄朝带 ：
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３ ．４ 双足站立小 鼠黄韧带与人肥厚黄軔带中细胞的病理改变相似

除 了 细胞外基质 的变化外 ， 我们还用免疫组化研宄 了双足站立小 鼠和人肥

厚黄軔带 中细胞类型的变化 。 Ｈ＆Ｅ 染色发现 ， 在人黄初带标本中 ， 肥厚黄軔带

标本的细胞密度高于正常黄初带标本 （ 图 ３
－６Ａ ａ ｌ

，ａ２ ） （正常组为 １ ７ ． ８±０ ． ８
； 肥

厚组为 ２３ ． ３±０ ． ７ ） 。 差异有统计学意义 （ｐ
＜０ ．００ １

）
（ 图 ３ －６Ｃ ） 。 与正常组相 比 ， 肥

厚组 ａ
－ＳＭＡ 阳性细胞数显著增加 （ 图 ３

－６Ａａ３
，ａ４ ） （正常组为 ０ ． ８±０ ． ３

； 肥厚组

为 ３ ． ５±０ ． ７ ， ） 差异有统计学意义 （ｐ
＜０ ．０ １

）
（ 图 ３

－

６Ｄ ） 。 同样 ， 在小 鼠标本中 ， 双

足站立组的黄韧带细胞密度明显高于对照组 （ 图 ３
－６Ｂ ｂ ｌ

，
ｂ２ ） （对照组为 ３ ０ ． ６３± １

；

双足站立组为 ３ ９ ．６± １ ． ７ ， ） 差异有统计学意义 （ｐ
＜〇 ．〇〇 ｌ

）
（ 图 ３

－６Ｅ ） 。 １ ０ 周双足

站立组黄初带中 ａ
－ＳＭＡ 阳性细胞数高于对照组 （ 图 ３

－

６Ｂｂ３
，
ｂ４ ） （对照组 ０ ． １±０ ． １

；

双足站立组 １ ． ６土０ ． ３ ） ， 差异有统计学意义 （ｐ
＜０ ． 〇〇 ｌ

）
（ 图 ３

－６Ｆ ） 。 这些结果表明 ，

双足站立小 鼠黄韧带肥厚模型 的黄初带病理变化与人的肥厚黄韧带病理改变相

同 。

９４
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７ 双足站立小 鼠黄韧带 中 ＣＲＬ Ｆ ｌ 表达增加升高 。 （ Ａ ） 与对照组相 比 ， 双足站立 １ ０ 周
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免疫荧光染色发现 ： 同人黄軔带细胞
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８ Ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｍ ｏ ｕ ｓ ｅ ｌ ｉ ｇａｍ ｅ ｎ ｔ ｕｍｆ ｌ ａｖ ｕｍｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．（
Ａ

）
：Ｍ ｏ ｒ

ｐ
ｈ ｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃ ａ ｌｏｂ ｓｅ ｒｖａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ

ｍ ｏ ｕ ｓｅ ｌ ｉｇａｍ ｅ ｎ ｔ ｕｍｆ ｌ ａｖ ｕｍｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．（
Ｂ

）Ｇ ｒｅｅ ｎｆｌ ｕ ｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｃ ｅｆｒｏｍａ ｌ ａ ｒｇｅａｍ ｏ ｕ ｎ ｔｏ ｆｖ ｉ ｍ ｅ ｎ ｔ ｉ ｎ ｉ ｎ

ｍ ｏ ｕｓｅ ｌ ｉ ｇａｍ ｅ ｎ ｔ ｕｍｆ ｌ ａ ｖ ｕｍｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．（
Ｃ

）Ｒ ｅｄｆｌ ｕｏ ｒｅ ｓｃ ｅ ｎ ｃ ｅｆｒｏｍａｓｍ ａ ｌ ｌａｍ ｏ ｕ ｎ ｔｏ ｆ ｔｙｐｅ
 Ｉｃ ｏ ｌ ｌ ａｇｅ

ｎ

ｆｉ ｂ ｅ ｒｓ ｉ ｎｍ ｏ ｕ ｓ ｅ ｌ ｉ ｇａｍ ｅ ｎ ｔ ｕｍｆ ｌ ａｖ ｕｍｃｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｓ ｃａ ｌ ｅｂａｒ ｓ
＝

２ ０
 ｜

． ｉｍ ．

３ ． ７ ＡＡＶ ２ 载体转染效果和 ｓ ｉＣＲＬ Ｆ ｌ 的抑制效果验证 。

为 了 获得最佳的 小 鼠 ＣＲＬＦ ｌ ｓ ｉＲＮＡ 序列 ， 我们使用 体外培养的小 鼠黄韧带

细胞 ， 并对 ３ 个干扰序列进行 了验证 。 图 ３
－９Ａ 显示的是各个 ｓ ｉＲＮＡ 对小 鼠黄籾

９ ７
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带细胞表达 ＣＲＬＦ １ 的抑制作用 。 ｓ ｉＲＮＡ３＃序列用于构建 ＡＡＶ ２ －

ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ ， 进行

后续研究 。 ＡＡＶ（ ａｄ ｅｎｏ
－

ａｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄｖ ｉ ｒｕｓ ， ＡＡＶ ） 载体可 以提供几个月 的转基因

表达 ， 且具有较低的 自 身免疫反应 １
２ ３

１

。 根据 以往的文献 ， 我们使用 ＡＡＶ２ 作为

基因过表达和抑制 的载体 。 首先 ， 我们用 ＡＡＶ２ －ＧＦＰ（表达绿色免疫荧光蛋 白 的

ＡＡＶ２ 载体 ） 来验证病毒的转染效率 。 结果如 图 ３
－９Ｂ 显示 ： 注射后 ４ 周 ， ＡＡＶ ２

载体有效地将 Ｇ ＦＰ 过表达基因转染到小 鼠 的黄韧带 中 。 说明这种方法是可行的 。

Ａ

ＣＰ Ｌ Ｐ １￣￣，

－

４ ０ＫＤ

ＧＡ Ｐ ＤＨ
？—＿＿－＿＾一

３ ６ＫＤ

ＣＯＮｓ ｉ

－ ＮＣ １ ＃２＃ ３＃

ｓ ｉ Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ Ｉ

Ｂｖ：

？？
＊
＊？

？
＇

７
？

．
？

．

，

 、

＇Ｖ
．

？

Ｖ ？ ？

、，、Ｖ
－

—

 、

、？

一
一

ＡＡＶ２ －

ｖｅｃ ｔｏ ｒ ＡＡＶ２ －Ｇ Ｆ Ｐ

图 ３
－

９ ＡＡＶ２
－Ｇ ＦＰ 转染效果及 ｓ ｉ ＲＮＡ 引 起的 ＣＲ Ｌ Ｆ １ 表达抑制效果验证 。 （ Ａ ） 转染 ｓ ｉＣＲＬ Ｆ Ｉ

３ ＃ 的小 鼠黄韧带细胞经 ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｌ 处理 ２４ 小时后 ， Ｃ ＲＬＦ １ 蛋 白表达 明 显减少 。 （ Ｂ ）ＡＡＶ ２ －Ｇ ＦＰ

成功转染 了小 鼠黄朝带 。
（
ｎ
＝

４
）

， 比例尺 ＝
５
ｐｍ 。

Ｆ ｉ ｇ ｕ
ｒｅ３

－９Ｅｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆ ＡＡＶ２ －Ｇ Ｆ Ｐ ｔ ｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎａｎ ｄｓ ｉ ＲＮＡ － ｍ ｅ ｄ ｉ ａ ｔｅｄＣＲＬ Ｆ １ｋｎｏ ｃ ｋ
－

ｄｏｗ ｎ ．

（
Ａ

）
Ｔ ｈ ｅ

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓｓ ｈｏｗ ｅｄａｍ ａ ｒｋｅｄｒｅｄ ｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆＣ Ｒ Ｌ Ｆ １ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎａ ｆｔ ｅ ｒ２ ４ｈｏ ｕ ｒｓｔ ｒｅａ ｔｍ ｅ ｎ ｔｏｆ

ＴＧ Ｆ －

ｐ
ｉ ｉ ｎｍ ｏ ｕ ｓ ｅＬＦｃｅ ｌ ｌ ｓｗ ｈ ｉ ｃ ｈｗｅ ｒｅ ｔ ｒａｎ ｓｆｅｃ ｔｅｄｗ ｉ ｔ ｈｓ ｉＣ Ｒ Ｌ Ｆ Ｉ３ ＃ ．（

Ｂ
）
Ｔ ｈ ｅＡＡＶ２

－Ｇ ＦＰｗａｓ

ｓ ｕｃｃｅ ｓｓｆｕ ｌ ｌ

ｙ
ｔ ｒａｎ ｓｆｅ ｃ ｔ ｅｄ ｉ ｎ ｔｏＬ Ｆ ．

（
ｎ
＝

４
）

，Ｓ ｃａ ｌ ｅｂａｒ ｓ
＝

５
 ＼

ｘｍ ．

３ ．８ＣＲＬＦ １ 在小 鼠黄韧带肥厚的形成中起关键作用

为 了进
一

步说明 ＣＲＬＦ １ 对在黄初带肥厚形成中 的作用 ， 我们使用 了可 以过

表达 ＣＲＬＦ １ 和抑制 ＣＲＬＦ １ 的腺相关病毒载体 （
ＡＡＶ２ －ＣＲＬＦ １ 和 ＡＡＶ ２ －

ｓ ｉＣＲ ＬＦ ｌ

）

９ ８





博士学位论文


原位注射 。 Ｈ＆Ｅ 染色后使用 ＩｍａｇｅＪ 计算小 鼠黄韧带面积 ， 结果显示 ： 在对照组

和 ＡＡＶ２ 载体组之间没有观察到显著差异 （ 图 ３
－

１ ０Ａ
，ａ ，ｂ ） ， 表明注射 ＡＡＶ２ 载

体本身不会促进黄軔带肥厚的发生 。 与注射 ＡＡＶ ２ 载体组相 比 ， ＣＲＬＦ １ 过表达

可 以 明显促进 四足站立小 鼠黄韧带肥厚的形成 （ 图 ３
－

Ｉ ＯＡ
，
ｂ

，ｃ ） 。 而抑制 ＣＲＬＦ １

的表达 ， 可 以 降低双足站立所造成的小 鼠黄韧带肥厚的形成 （ 图 ３
－

１ ０Ａ
，ｅ ，

ｆ ） 。

差异有统计学意义 （
ｐ
＜ ０ ． ０ １ ） （ 图 ３

－

１ ０Ｂ ） 。 综上所述 ， 这些数据表 明 Ｃ ＲＬＦ １ 在

小 鼠黄韧带肥厚 的形成 中扮演着关键角色 。

ｄＸ ｖ５． 、

一

Ｃｏ ｎ ＡＡＶ２
－

ｖｅ ｃ ｔ ｏ ｒＡＡＶ ２
－

Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ １Ｂ

Ａｅ
＇ ＊

１ ． ．

＾ｒｉ ｒｒｉ

ＡＡＶ ２
－

ｖｅ ｃ ｔ 〇 ｒ ＋ Ｂ ＳＡＡＶ ２
－

Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ １ ＋ Ｂ ＳＡＡＶ ２
－

ｓ ｉ Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ ｌ ＋ Ｂ Ｓ

图 ３
－

１ ０Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ １ 在 黄靭 带 肥 厚 的 形成 中 起关键 作 用 。 （ Ａ ）各组小 鼠黄初带 Ｈ＆ Ｅ 染色 。 （ Ｂ ）

各组小 鼠黄韧带面积统计分析 。 与 ＡＡＶ ２ ｖｅ Ｃｔｏ ｒ 组相 比 ，
ＡＡＶ２

－ＣＲＬ Ｆ １ 组 明 显促进小 鼠黄初

带肥厚 ，
（ ｎ

＝
８ ） ，＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ０ 丨 。 与 ＡＡＶ ２ ｖ ｅ ｃ ｔｏ ｒ＋双足站立组相 比 ， 抑制 Ｃ Ｒ Ｌ Ｆ １ 的表达 ， 可

以抑制双足站立 引 起的 小 鼠黄韧带肥厚 的形成 ， （ ｎ
＝

８ ） ，

＾

ｐ
＜ ０ ． ０ １ 。 采用 Ｏ ｎ ｅ

－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ

分析 ， 比例尺 ＝
２ ０

ｐｍ ，
Ｃｏｎ

＝ 对照组 ，
ＢＳ＝双足站立 】 ０ 周 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ３ －
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ｐ

＜
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ｐ
ａ ｒｅｄ
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，

ｒ ？ ，
，
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０ ． ０ １ ．Ｏｎｅ －ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ ａｎａｌ

ｙｓ ｉ ｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ
，
ｓ ｃａ ｌｅｂａｒｓ

＝
２０Ｃｏｎ

＝

ｃｏｎｔｒｏ ｌ

ｇｒｏｕｐ ，
Ｂ Ｓ

＝
ｂ ｉｐ

ｅｄａ ｌ

ｓｔａｎｄ ｉｎｇ
ｆｏｒ １ ０ｗｅｅｋｓ ．

４ 讨论

尽管对黄初带肥厚 己有相关研究 ， 但是多集 中于研宄黄軔带肥厚的病理改

变 。 迄今为止 ， 由于缺少简单可行的动物模型 ， 黄初带肥厚的分子机制依 旧无

法在体 内进行验证 。 对黄韧带分子机制 的研宄也只是对常见的生长因子和炎症

因子的促纤维化作用在人的黄初带细胞中进行验证 。 另外 ， 由于腰椎黄初带退

变既可能是衰老造成的退变引起 ， 也可能是体重 、 工作姿势 、 活动度等机械因

素造成的退变 引 起 。 由于 目 前没有实用 的可 以大量制作黄韧带肥厚动物模型的

方法 ， 主要的外部因素难以确定 。

本章工作在前期研究的基础上 ［
１ ５

］

， 使用双足站立小 鼠制作黄軔带肥厚动物

模型 ， 并用三维有限元分析研宄 了双足站立姿势对小 鼠黄軔带受力特征的影响 。

在小 鼠体 内解释 了黄韧带肥厚的主要外部因素 ， 并为 ＣＲＬＦ １ 作用 的体 内研宄创

建 了实用 的黄韧带肥厚动物模型 。 本章研究发现小 鼠黄軔带外侧起 自 上下小关

节的 内侧边缘 ， 并且主要位于该区域 ， 轴 向截面显示小 鼠黄韧带为近似三角形 ，

两侧的黄韧带 以膜状的黄軔带链接 。 小 鼠腰椎三维有限元分析发现 ， 小 鼠双足

站立姿势可 以有效模拟人腰椎前屈 时的脊柱位置变化 。 双足站立时 ， 小 鼠 的黄

韧带应力和应变均发生 了 巨大变化 ， 应力增加 了４９４４ 倍 ， 应变增加 了７７０３ 倍 。

其数值之所 以发生较大变化 ， 我们考虑部分原因可能是在 四足站立姿势时小 鼠

黄初带受力过小 引 起 。 造模结束后对小 鼠黄韧带面积测量时我们发现 ， 双足站

立小 鼠可以 引 起黄初带肥厚 ， 而老龄小 鼠的黄軔带面积虽然也有所增加 ， 但是

与对照组相 比无统计学意义 。 所 以 ， 机械因素可能是黄韧带肥厚的主要外部因

素 。 组织学染色发现 ， 在双足站立小 鼠模型 中 ， 黄軔带弹力纤维与胶原纤维的

比值降低 ， ａ－

ＳＭＡ 阳性细胞的数量和 ＣＲＬＦ １ 阳性细胞数量明显增加 。 这些变化

与人肥厚黄軔带病理改变相同 。 虽然 由于小 鼠 中黄初带与椎管 的 比率明显小于

１ ００
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

人类 ， 使用 双足站立小 鼠不能用于建立椎管狭窄模型 。 但是 ， 我们认为双足站

立小 鼠肥厚的黄韧带可 以反映人类黄軔带肥厚的病理特征 。

据我们所知 ， 这是首个关于黄韧带肥厚分子机制 的体 内研宄 。 结合 以前的

研宄 ， 我们首先验证 了ＡＡＶ２ 转染小 鼠黄韧带的可行性 。 ＡＡＶ２ 是
一

种无包膜的

微小病毒科病毒 ， 其特征是非致病性 、 不整合染色体上的基因 ， 并能赋予载体

基因稳定表达数个月 的能力
［
２３

］

。 我们发现 ， 原位注射 ＡＡＶ２ －ＣＲＬＦ １ 过表达载体

可显著增加黄韧带面积 ， 而注射 ＡＡＶ２ －

ｓ ｉＣＲＬＦ ｌ 可抑制两足站立小 鼠的黄韧带

肥厚 。 因此 ， 我们认为 ＣＲＬＦ １ 的上调导致了黄韧带细胞向肌成纤维细胞的转化

和胶原纤维的分泌 ， 从而 引 起了黄初带的肥厚 。

综上所述 ， 我们成功的建立 了 小 鼠黄靭带肥厚模型 ， 并证明 了 力学因素是

造成黄初带肥厚的主要外部因素 。 在体内验证了抑制 ＣＲＬＦ １ 表达可 以减少黄初

带肥厚的形成 。 这为黄韧带肥厚的预防和治疗提供了
一

个极具吸 引 力的靶点 。

５ 全文总结

本课题 旨 在通过整合转录组和蛋 白质组学数据 ， 找到正常黄韧带和肥厚黄

初带中最大的差异蛋 白 ， 探讨其在黄軔带退变中 的具体作用和调控机制 ， 并构

建新型小 鼠黄韧带肥厚模型 ， 在体 内进行分子功能的验证 ， 为黄軔带肥厚 的研

究 、 预防和治疗提供 了新的方法和靶点 。 本研究主要结果 ：

１ ． 我们通过对正常和肥厚的黄初带样本进行多组学分析 ， 发现了ＣＲＬＦ １ 表

达差异最大 。 组织学及 ＰＣＲ 实验进
一

步证实 了ＣＲＬＦ １ 的表达差异 。 免疫荧光双

标技术确定 了ＣＲＬＦ １ 来 自于黄軔带中 的肌成细纤维细胞 。 说明 内源性的 ＣＲＬＦ １

有可能参与 了黄韧带肥厚的形成过程 。

２ ． 利 用 成功培养 的人黄韧带细胞 ， 使用 外源性哺乳动物来源成熟重组

ｒｈＣＲＬＦ ｌ 蛋 白 ， 在体外实验中证实了ＣＲＬＦ １ 是
一

种独立的新的促纤维化因子 。

ＴＧＦ －

ｐ
ｌ 可 以经 ＳＭＡＤ３ 途径促进 ＣＲＬＦ １ｍＲＮＡ 的转录 。 ＣＲＬＦ １ 可 以经 ＥＲＫ １ ／２

通路在转录后水平调节纤维化相关因子的表达 。 抑制 ＣＲＬＦ １ 可 以降低多种刺激

１ ０ １



第三章 小 鼠黄韧带肥厚模型的构建及 ＣＲＬＦ １ 功能的体 内研究

诱导的纤维化 。

３ ． 本课题组构建了新型小 鼠黄韧带肥厚模型 ， 使用三维有限元分析证明 了

小 鼠在双足站立姿态时 ， 黄韧带的应力和应变均有巨大改变 。 首次在动物模型

中证实 了机械应力是造成黄韧带肥厚的主要外部因素 。 并且 ， 利用 ＣＲＬＦ １ 的过

表达和抑制载体 ， 在体 内证实 了ＣＲＬＨ 在黄韧带肥厚过程中 的关键作用 。
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２ ． 参与课题

项 目 名称 ： 新型聚集诱导发光材料
“

点亮
”

示踪成骨分化的机制研宄 ， 项 目批

准号 ： ２０ １ ９Ａ １ ５ １ ５ ０ １ ２０７４
； 广东省 自 然科学基金 自助项 目 ；

（第
一

参与人 ） 。

１ ０６





博士学位论文


致 谢

时光荏苒 ， 流年似水 ， ３ 年的博士学习是我人生重要的转折点 。 回眸忆起那

些走过的路 ， 思绪万千 ， 不经意间才发现 ， 当初被录取的喜悦 ， 仿佛就发生在

昨 日 。 过往的时光如
一

幅幅画卷渐次铺展 ， 包含 了 如歌的岁 月 ， 似海的师恩 ，

也包含 了 亲人 、 朋友和爱人的无私奉献 。 此刻 ， 由 衷的感恩所有关心和帮助过

我的人们 。

首先 ， 衷心感谢我的导师张忠 民教授 。 恩师平易近人 ， 谆谆教诲如春风似

瑞雨 ， 使我受益匪浅 ， 懂得 了平易近人的处事方式 。 恩师对于医疗、 科研工作

的严谨求精态度 ， 勇 于创新的精神使我受益匪浅 。 我在科研和生活中 的每
一

次

进步都凝聚 了 导师的心血 ， 感谢导师对我的帮助和鼓励 。 导师渊博的知识 、 豁

达的胸怀、 精湛的手术 、 严谨治学态度是我
一

生学习 的榜样 。

衷心地感谢师兄王亮博士帮助我完成的课题方向规划 、 实施和写作 。 在不

断学习 中我有了全新的科研思路 ， 提高了科研能力 ， 领略了科研的风采 。

衷心感谢南医三院脊柱外科的黄敏军副主任医师 、 鄢博医师 、 汤嘉军医师 ，

陈天宇医师 ， 感谢他们帮助我收集了大量的临床标本和工作 中 的鼓励 。

由衷地感谢我的师弟敖翔 、 李鹏 、 储俊 、 姜涛和茜蕾同学 ， 正是他们前期的

工作让实验有了 合适的动物模型和力学分析基础 ， 使得本课题得以顺利完成 。

在此 ， 最要感谢我的父母和亲人
一

直 以来对我学业的支持和理解 ， 正是他

们无条件付 出爱帮我了克服困难 ， 不断向前 。 感谢我的妻子 ， 这三年来你
一

直

默默地奉献和付出 ， 正是她的鼓励和安慰才使我乐观地面对生活 ， 顺利完成学

业 。

最后 ， 衷心感谢百忙之中参加论文评审和答辩的专家教授 ， 正是他们的指

导和宝贵建议才能使我们不断的完善 ， 为解除人类疾苦做出贡献 ！

１ ０ ７
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