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细胞凋亡相关蛋白 89)7*: 和 89)7*) 的影响
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摘要：目的 探讨转染转化生长因子（34567!-）基因对兔髓核细胞凋亡相关蛋白 89)7*: 和 89)7*) 的影

响，为活化椎间盘细胞功能、预防椎间盘组织退变提供理论依据。方法 取成年新西兰大白兔 ; 只，

将外源性转化生长因子!- 基因载体直接注射于 <. = > 椎间隙，术后 . 周取出相应椎间盘组织，利用

免疫组织化学方法观察髓核细胞表达凋亡相关蛋白 89)7*: 和 89)7*) 的情况。应用 ?(@’: 图像分析系

统进行免疫阳性细胞半定量分析。结果 注射转化生长因子基因的椎间盘，髓核细胞对凋亡相关蛋

白 89)7*: 的表达少于对照组，测得 AB4CD 值分别为 $E$!.# F $E$$$/，$E$./- F $E$>$#，二者之间有显著

性差异 ! G $E$-；而对 89)7*) 的表达则强于对照组，测得 AB4CD 值分别为 $E$.;> F $E$$"H，$E$>$- F
$E$-$>，二者之间有显著性差异 ! G $E$-。结论 转染转化生长因子（34567!-）基因可以明显减少兔

椎间髓核细胞对凋亡相关蛋白 89)7*: 的表达、同时增强凋亡相关蛋白 89)7*) 的表达。
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不断发生的细胞凋亡是椎间盘纤维环破裂、髓

核突出的病理学基础，而细胞凋亡的发生又受到许

多凋亡相关蛋白的调控。我们试图通过转染外源性

转化生长因子基因的方法，观察椎间盘髓核细胞凋

亡相关蛋白表达的变化，从而为阻断椎间盘的退变

过程提供理论依据，现将结果报告如下。

B 材料和方法

BCB 转染外源性基因

纯种新西兰大白兔 ; 只，雌雄不限，术前 !$ &(+

肌肉注射阿托品 $E$>ZTN，地西洋 ; &NZTN。采用氯

氨酮 H$ &NZTN 全麻下手术。腰椎侧前方倒八字入路

进入，于腹膜外进入腰椎的侧前方，找到各椎体间颜

色呈白色的椎间盘，于 <.7>5 椎间盘注射由青岛大学

医学院骨科研究所构建的腺病毒载体［-］W@ZID?7
34567!-（滴度为 # [ -$# OLK）!$"<，实验对照组注射

!$"< 的磷酸缓冲液（B8\），在每个注射的椎间盘旁

的腰大肌处以黑色丝线做标记。依次关闭伤口。手

术后兔子予以分笼饲养。

BCD 免疫组化染色

手术后 . 周，兔耳中央静脉注射空气 -$ &< 以

迅速处死动物。立即取出其腰椎，并辨认原椎间盘

注射标记，取相应椎间盘组织，常规固定，石蜡包埋，
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以 !"!# 的厚度做连续切片，进行免疫荧光组化染

色显示细胞凋亡相关蛋白的表达情况。染色试剂盒

由广州中山生物工程有限公司提供。

! 结果

免疫组织化学染色结果显示，注射腺病毒载体

$%&’()*+,-.*"! 的椎间盘髓核组织，髓核细胞细胞

凋亡相关蛋白 /01*23 的表达少于对照组；应用 )4%53
图像分析系统进行免疫阳性细胞半定量分析，测得

67,8( 值分别为 "9":;< = "9""">，"9";>! = "9"?"<，

二者之间有显著性差异 ! @ "9"!；而髓核细胞细胞

凋亡相 关 蛋 白 /01*21 的 表 达 则 强 于 对 照 组，测 得

67,8( 值分别为 "9"?A? = "9""BC，"9":>; = "9"!"?，

二者之间有显著性差异 ! @ "9"!。

" 讨论

在椎间盘退变过程中，组织中细胞排列有规律

的减少，髓核大小发生了很大的变化。而在细胞减

少中，功能性细胞数量的减少更为明显，且即便是存

活的细胞，其生理活性亦明显降低［:］。有报道称髓

核中死亡细胞的比例从胎儿时期的 :D逐渐增加到

成人的 A"D以上［;］。伴随着椎间盘退变、尤其是细

胞数量的减少，肯定有不同程度的细胞凋亡发生［?］。

-EFGHE 通过对突出和正常椎间盘组织的对比研究，

指出不论是否发生椎间盘突出，随年龄的增加都有

大量椎间盘细胞发生凋亡［A］。

而细胞的凋亡受到多种调控机制的影响，研究

表明原癌基因 /01*: 是调节细胞凋亡途径中的一个

重要调节基因。随着研究的不断深入，又发现许多

基因结构与 /01*: 相似，具有保守的 /I! 和 /I: 区，

序列却与 /01*: 均具有不同程度同源性的基因参与

细胞凋亡的调节，它们通过相互作用，正向或反向调

节细胞凋亡，因此将这些基因统称为 /01*: 基因家

族。根据它们对细胞凋亡作用结果的不同，可将

/01*: 家族成员分为两类：一类能促进细胞凋亡，有

/52、/01*23、/5%、/5J；另一类能抑制细胞凋亡，有 /01*
:、/01*21、(01*:、/5K*!、$1、0H%*> 和一些病毒基因。研

究表明，/01*: 基因及其家族成员在细胞凋亡中起重

要作用，它们共同构成一个非常复杂的相互作用网

络，凋控细胞凋亡。/01*2 分为 : 类：/01*2L 与 /01*
23。前者与 /01*: 有 B?D的同源性可调控细胞死亡，

/01*23 较 /01*2L 少一段由 <; 个氨基酸组成的 /01*:
和 /01*21 有高度同源性的充列。研究发现 /01*23 的

作用与 /01*: 和 /01*21 相反，并通过抑制后二者的作

用而引起细胞凋亡。近来认为 /01*23 可能是作为

/01*: 的结构抑制因子通过对其下游的调节而抑制

/01*: 的功能［<］。

不断发生的细胞凋亡使椎间盘细胞不断减少，

生理活性减低，细胞外基质也随之发生了一系列的

改变，这就为椎间盘纤维环破裂、髓核突出提供了相

应的组织学及组织化学的基础。从这一个方面理

解，也为预防椎间盘突出的发生提供了较广阔的空

间。青岛大学医学院骨科研究所成功构建了以腺病

毒为载体的转化生长因子"! 基因（$%&’()*+,-.*

"!），并以兔椎间盘髓核细胞为靶细胞进行了转染实

验，得 到 了 髓 核 细 胞 成 功 表 达 ,-.*"! 蛋 白 的 结

果［!］。而转化生长因子"! 对特定靶细胞的生物学

效应取决于细胞类型、分化状态、生长条件、其他生

长因子的存在及其本身的浓度和时间等诸多因素。

我们转染转化生长因子"（,-.*"）基因的兔椎间盘

髓核组织中，获得了转染转化生长因子（+,-.*"!）基

因可以明显减少兔椎间盘髓核细胞对凋亡相关蛋白

/01*23 的表达、同时增强凋亡相关蛋白 /01*2L 的表

达，尽管对出现这种结果的蛋白调控机制尚有待于

进一步证实。
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