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强直性脊柱炎活动期 !"#$和 %&$’!在棘间韧带组织中 ()&*表达水平的检测

钱奕铭，初同伟，李建明，刘玉刚* * （第三军医大学新桥医院骨科，重庆 %""")+）

* * 摘* 要：目的 * 探讨血管内皮生长因子（ ,-./01-2 345678319-1 :26;78 <-/762，=>?@）和肿瘤坏死因子（ 70A62 4326.9.
<-/762，BC@#!）在强直性脊柱炎（-4DE16.94: .F645E1979.，GH）活动期患者棘间韧带的病理性表达水平。方法* 通过原位杂
交技术检测活动期 GH患者与对照组棘间韧带组织中 BC@#! AICG、=>?@ AICG的表达，用图像分析系统比较它们的表
达差异，并与疾病的活动指数、JIK 进行相关性分析。结果 * 在活动期 GH 患者棘间韧带组织中 BC@#! AICG、=>?@
AICG 呈阳性表达，而对照组棘间韧带组织中 BC@#! AICG、=>?@ AICG 呈阴性表达，阳性细胞计数和图像灰度值比较
有统计学差异（! L "M "!）。=>?@ AICG、BC@#! AICG的表达与 GH疾病活动指数（NGHOGP）和 JIK显著相关（ " Q "R $)，
" Q "R %&，! L "M "$）。结论* =>?@可能是强直性脊柱炎发病过程中的重要因子之一，BC@#!作为 ! 个核心的调控因子，在
强直性脊柱炎发病机制中也起着重要作用。
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* * 强直性脊柱炎（-4DE16.94: .F645E1979.，GH）主要侵
犯骶髂关节和中轴骨髂，炎症主要累及滑膜、韧带和肌

腱附着点部位，致使脊柱周围韧带和椎间盘骨化、病理

性新骨形成、全脊柱融合是 GH 患者致残的重要原因，
其治疗最终必须解决正常韧带及滑膜骨化强直问题。

有研究报道，脊柱关节炎病血清中 =>?@ 水平比正常
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组高［!］，本实验以外伤引起的腰椎骨折患者为对照，

通过原位杂交技术检测活动期 GH 患者与对照组棘间
韧带组织中 BC@#! AICG 和 =>?@ AICG 的表达水
平，探讨 BC@#! 和 =>?@ 与 GH 临床指标之间的关系
及在 GH病理性成骨中的作用。

BC 资料与方法

!R !* 临床资料
* * 实验组共 &! 例，男性 !S 例，女性 $ 例。研究标本均由本

院骨科提供，所有病例符合 !(’% 年美国风湿病协会修订的纽
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约标准，活动期标准根据 !"#$ 强直性脊柱炎活动指数（!%&’
(%)）!*，均有持续性腰背痛、夜间痛，晨起后腰背部僵痛
+ ,- ./0，疲乏，医师检查至少有 1 个关节肿胀、局部触痛，2’反
应蛋白 + 3- .4 5 6，7&8 + ,- .. 5 $。棘间韧带组织自 69 5 &1 通
过活检针穿刺获取。对照组共 1: 例，男性 1- 例，女性 : 例，标
本由脊柱外伤致腰椎骨折切开复位内固定术中取得。对照组

的年龄、性别构成比与实验组比较差异无统计学意义（! +
-; -9）。所有患者入选后进行详细的病情评估，记录 !%&(%)，
并进行 2’反应蛋白（28<）、血沉（7&8）、血常规、尿常规以及肝
肾功能等检查。本实验采用程序严格遵循本院人体试验委员

会制定的伦理学标准，同时得到该委员会批准，并征得全部患

者的知情同意。

1= 3> 实验方法
> > 标本冰冻切片，以 ?7@A、BCA’!杂交试剂盒检测各标本棘
间韧带组织中 .8C%的表达情况，用 6D/E" FG/0高清晰图像分
析阳性细胞数和平均灰度值。

1= 3= 1> 实验器械及试剂> > 活检针（济南世康达）、H)28IH
冰冻切片机（德国）、6D/E" FG/0高清晰图像分析系统（6D/E" 德
国）、原位杂交试剂盒（武汉博士德）、(%! 染色试剂盒
（%81-33）。
1= 3= 3> 标本收集与处理> > 实验组棘间韧带组织均通过活检
针穿刺取得，对照组棘间韧带组织在脊柱骨折切开复位内固定

术中获得。标本离体后切成 1= 9 J. K 1= 3 J. K -= 3 J.小块，立
即投入 *L多聚甲醛固定，置于 * M冰箱 3 N * $。再将组织移
入 ,-L蔗糖的 <!&溶液内，* M冰箱过夜。冰冻切片时将组织
块置于 O 3- M恒冷切片机内切成 1- ". 薄片，黏附于涂有粘
片剂的载玻片上，放入切片盒，O :- M超低温冰箱保存备用。
1= 3= ,> 原位杂交检测> > 按 ?7@A原位杂交试剂盒说明书操
作。,-L双氧水 1 .P Q纯甲醇 9- .P混合，室温处理 ,- ./0，以
灭活内源性过氧化物酶，蒸馏水洗涤 , 次；滴加 ,L柠檬酸稀释
的胃蛋白酶室温消化 1 ./0，暴露 .8C% 核酸片段；1L多聚甲
醛再固定 1- ./0，蒸馏水洗涤 , 次；每张切片滴加 3- "P预杂交
液，*- M恒温箱内孵育 , $，吸去多余液体；每张切片滴加 3- "P
杂交液，盖上原位杂交专用盖玻片，*- M杂交过夜，进行杂交
后洗涤；滴加封闭液，,R M ,- ./0；滴加生物素化鼠化地高辛，
,R M S- ./0，原位杂交用 <!& 洗 9 ./0，共 , 次；滴加 &%!2
,R M 3- ./0，原位杂交用 <!& 洗 9 ./0，共 * 次；(%! 显色，镜
下控制反应时间，蒸馏水洗涤。苏木精轻度复染约 ,- T，充分
洗涤。酒精梯度脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。显微镜下

观察结果，于 1- K *- 倍视野留影照相。
1= 3= *> 结果判断> > 原位杂交以细胞质出现棕黄色颗粒为阳
性细胞反应，阴性对照组除细胞核染成蓝色外，无棕黄色反应

物。采用 6D/E" FG/0高清图像分析系统对 .8C% 表达进行半
定量分析，每张切片随机选取 3 个高倍镜视野（ K *--），测定每
个视野下阳性反应的平均灰度值和阳性细胞数，以每例 9 个视
野的平均灰度值、阳性细胞数平均值作为该例的测量值。

1= ,> 统计学分析
> > 所有数据资料以 "" U #表示，应用 &<&& 1-= - 统计软件进行
均数间比较的 $ 检验，检测指标与其他指标相关性用相关

分析。

!" 结果

3= 1> 原位杂交技术检测 ?7@A .8C%、BCA’! .8C%
表达情况

> > 对 31 例 %&活动期患者和 1: 例对照组棘间韧带组织分别
通过原位杂交试剂盒检测，(%! 显色，结果显示 ?7@A .8C%、
BCA’! .8C% 全部呈阳性表达，在细胞质内有棕黄色颗粒沉
着，而对照组呈阴性表达，无棕黄色颗粒沉着（图 1 N *）。

!! !"

!# !$
图 #" $%组 &’() *+,$呈阳性表达"（&%!2 K *--）
图 !" 对照组 &’() *+,$呈阴性表达"（&%!2 K *--）
图 -" $%组 .,)/! *+,$呈阳性表达"（&%!2 K *--）
图 0" 对照组 .,)/! *+,$呈阴性表达"（&%!2 K *--）

3= 3> 图像结果分析
> > 两组图像均由 6D/E" FG/0 高清晰图像分析系统测定阳性
细胞数和平均灰度值，对照组和 %& 组 ?7@A .8C% 的阳性细
胞数为（R= 9 U 3= *）、（91= R U R= *），灰度值分别为（1:1= S U
R; ,）、（1*-= S UV= :），BCA’! .8C%的阳性细胞数分别为（S= V U
,= 3）、（R3= : U S= *），灰度值分别为（1:S= , U S= ,）、（1*V= S U
R; 9），与对照组比较，阳性细胞数和灰度值差异具有统计学意
义（! W -= -1）。

3= ,> ?7@A .8C%、BCA’! .8C% 的表达与临床指标
的相关性

> > ?7@A .8C% 与 28<、!%&(%) 具有相关性（ % X -; 9,，! X
-; -31），BCA’! .8C% 的表达与 28< 和 !%&(%) 具有相关性
（ % X -; *3，! X -; -*），?7@A .8C%的表达与 BCA’! .8C%的表
达具有相关性（ % X -; S:，! X -; -1R）。

-" 讨论

> > ?7@A是功能最强大的血管生成调节因子，通过
与血管内皮细胞膜上的受体结合，特异性地促血管内

皮细胞增生和血管生成，并已有研究证明 ?7@A 具有
明显的成骨作用，可以加速骨折的愈合［3］。骨化必伴
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血管生成，骨化初期的血管增生标志着骨化的开始，此

过程有 %&’(的参与［/］。.0是一种自身免疫性疾病，
滑膜翳的形成、血管通透性增高和滑膜细胞增生等病

理特点都与病理性的血管过度发生有关。有研究表

明，.0外周血中 %&’( 水平与对照组有显著性差异，
并与疾病的活动性相关［/］，而 %&’( 基因的多态性可
能与疾病的严重程度相关［1］。

# # 本实验在 .0 患者棘间韧带巨噬细胞内 %&’(
,-*.呈阳性表达并与对照组有统计学意义，而 .0
患者棘间韧带成纤维细胞培养具有明显的成骨作

用［/］，推测 %&’( 在 .0 的成骨过程中发生重要的作
用，但具体作用机制仍不清楚，可能与下列机制有关：

促血管内皮细胞增生和血管生成；诱导成纤维细胞向

成骨细胞的分化；%&’( 高表达可能促进局部内皮细
胞分泌骨形态发生蛋白（234），通过 234介导成骨作
用［"］；作用于单核细胞使其向成骨细胞迁移，进而发

挥病理性成骨作用［5］。在与疾病的活动性指标相关

性研究中，%&’( ,-*. 的表达与 6-4 和 2.07.8 显
著相关（ ! 9 :$ "/，" ; :< :"），可以推测在体内炎症作
用下多种因子的调节状态。局部穿刺活检检测 %&’(
可以作为 .0活动性的标志物之一。
# # )*(+! 是炎症过程中最早产生的细胞因子之一，
是激活细胞因子网络的启动因子，具有多种炎性和免

疫反应活性［=］，另外抗肿瘤坏死因子药物在 .0 治疗
中的应用，使其在 .0 炎症过程中的重要作用已逐渐
得到认识。3>?@A,BCADE 等［F，G］分别用抗肿瘤坏死因
子拮抗剂治疗 .0 患者，临床症状和骶髂关节 H 线表
现都得到明显改善，外周血中 6-4、334+/、%&’( 等
可作为疾病活动性标志的因子水平都有所恢复，认为

)*(+!可能作用于 I 种因子的上游而发挥作用。
# # 本实验在 .0 活动期患者棘间韧带检测到 )*(+!
,-*.有阳性表达，与对照组比较有统计学意义（" ;
:$ :!），与临床常用的反映疾病活动性指标及 2.07.8
有显著相关性（ ! 9 :$ 1I，" ; :< :"），提示 )*(+! 作为
炎症过程中启动因子，可能也在强直性脊柱炎的发病

过程中起着重要作用。)*(+! ,-*. 的表达与 %&’(
,-*.的表达具有显著相关性（ ! 9 :$ 5F，" ; :< :"），并
有研究表明在 -. 中 )*(+! 可以诱导 %&’( 的表
达［!:］，推测在 .0 中，)*(+! 也可以诱导 %&’( 的表
达，但有待进一步研究。对于 )*(+! 的具体作用机制
仍不清楚，可能与下列因素有关：诱导 %&’( 产生，发
挥 %&’( 的成骨作用［!:］；诱导成纤维细胞增殖，与
234+I 共同使成纤维细胞分化为成骨细胞［!!］，进而发
生成骨作用；)*(+! 能够直接诱导外周血单核细胞分
化为具有骨吸收功能的破骨细胞［!I，!/］；诱导炎性介

质、趋化因子及 334 的合成，引起骨和软骨的破坏
等。总之，.0是一种病因复杂，机制不清，诸多因子共
同参与调控的一种慢性炎性疾病，)*(+! 可能处于重
要的调控位置，才使得其单克隆抗体能够发挥有效的

治疗作用。

# # 本研究结果提示了 .0 患者棘间韧带 %&’(
,-*.及 )*(+! ,-*. 的表达情况，与正常对照组相
比表达增强，提示其在 .0 的发病机制中起着十分重
要的作用，为阐明 .0 的发病机制提供了部分实验室
依据。
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