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颈椎钩椎关节退行性变对 VEGF及其受体表达的影响

陈 杰 1,李 琨 1,2,张少杰 1,2,李筱贺 1,高 尚 1,王海燕 1,李志军 1,2,马 渊 2,赵丹阳 2,史 君 3,王 星 1,2　（1. 内蒙古医

科大学基础医学院人体解剖学教研室，内蒙古 呼和浩特 010110；2. 内蒙古医科大学基础医学院数字医学中心，内蒙古 呼和浩特 
010110；3. 内蒙古医科大学基础医学院生理学教研室，内蒙古 呼和浩特 010110）

［摘 要］　目的　探讨颈椎退行性变对血管内皮生长因子（VEGF）及血管内皮生长因子受体-2(VEGFR-2)表达的影响。方法　

取成年尸体双侧健康颈椎C3~C7节段为对照组，取成年尸体双侧退行性变颈椎C3~C7节段为实验组。通过免疫组织化学、免疫荧光染

色技术及实时定量PCR观察并分析 2组VEGF及VEGFR-2表达的变化。结果　实验组VEGF及VEGFR-2的蛋白和mRNA表达均高

于对照组，差异有统计学意义（P<0. 05）。结论　颈椎钩椎关节退行性变显著上调VEGF及VEGFR-2的表达，与类关节结构退变引

发的钩椎关节周围微环境改变密切相关。
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Abstract: Objective　To observe the effect of cervical degenerative change on the expression of vascular endothelial growth factor 
（VEGF） and vascular endothelial growth factor receptor-2 （VEGFR-2）. Methods　The C3 to C7 segments of bilateral healthy cervical vertebrae 
of adult cadavers were taken as the control group， and the C3 to C7 segments of bilateral degenerative cervical vertebrae of adult cadavers 
were taken as the experimental group.  The expression changes of VEGF and VEGFR-2 of the two groups were observed and analyzed by 
immunohistochemistry， immunofluorescence staining and real-time quantitative PCR. Results　 The protein and mRNA expressions of 
VEGF and VEGFR-2 in the experimental group were higher than those in the control group， with statistically significant differences 
（P<0. 05）. Conclusion　 Cervical Luschka joint degenerative change significantly up-regulates the expression of VEGF and VEGFR-2， 
which is closely related to the microenvironmental changes around the Luschka joint caused by degeneration of joint-like structure.

Keywords: cervical vertebra； Luschka joint； degenerative change； VEGF； VEGFR-2

颈椎退行性变主要指颈椎的骨质发生退行性改

变，退行性改变常常伴随年龄增长，出现骨质疏松导

致的脱钙及脊柱老化，发生神经、血管损害等[1-3]。钩

椎关节，又称 Luschka关节，结构基础是在C3~C7之间，

后外侧边缘下位椎体向上方凸起形成的钩突与上位

椎体斜下方形成的坡状吻合以及与周围软组织共同

包裹形成的具有外翻形状的类关节结构[4-5]。颈椎特

有的钩椎关节是维持颈椎正常形态及脊柱正常生理

功能的基础，在颈椎病发生发展及颈椎手术方式的选

择中具有重要临床意义。伴随科学研究的深入，针对

骨与关节的研究已逐渐由以形态学为主转为形态学

与分子生物学并重的模式，为此本研究从细胞外基质

对骨、关节微环境的变化及生理功能稳定[6-7]的角度出

发，通过对比血管内皮生长因子（vascular endothelial 
growth factor，VEGF）以及血管内皮生长因子受体 -2
（vascular endothelial growth factor receptor-2,VEGFR-2）
在颈椎钩椎关节退行性变发生前后的表达变化情况，
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以分析其与颈椎钩椎关节退行性变的相关性，以及颈

椎钩椎关节退行性变对其周围血管环境变化的影响，

为颈椎钩椎关节退行性变的治疗提供实验室研究证

据及新的诊疗思路。

1　材料与方法

1. 1　材料及分组

选取 1例正常成人尸体标本，取双侧颈椎C3~C7节

段共 10 个钩椎关节设为对照组，固定、包埋及提取

RNA；选取 1例有颈椎退行性变病史的成人尸体标本，

取双侧颈椎 C3~C7节段共 10 个钩椎关节设为实验组，

固定、包埋及提取RNA。

1. 2　主要仪器试剂

硬组织切片机（德国 EXAKT公司）、膜片机（德国

EXAKT公司）、光固化机（德国EXAKT公司）、4%多聚

甲醛（北京索莱宝有限公司）、梯度乙醇（国药集团化

学试剂有限公司）、7200树脂（德国Technovit 公司）、砂

纸（320 目、800 目、1 200 目、4 000 目；德国 EXAKT 公

司）。一抗VEGF（英国Abcam公司）及VEGFR-2（英国

Abcam公司）为兔抗小鼠多克隆抗体，荧光二抗（美国

Thermo 公 司），DAPI( 北 京 索 莱 宝 有 限 公 司)。
TransStart One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis 
SuperMix（北京全式金生物技术有限公司）。

1. 3　免疫组织化学观察

将 2组标本经 4%多聚甲醛固定 48 h，经梯度乙醇

脱水后，浸入无水乙醇∶Technovit 7200树脂（3：7）浸润

2 d，再浸入无水乙醇∶Technovit 7200 树脂（1：1）浸润

2 d，之后入 Technovit 7200 树脂浸润 7 d，最后换新的

Technovit 7200树脂浸润 3 d，经光固化机包埋聚合，制

作完成的组织块经硬组织切片机不脱钙联合切片，经

磨片机以 320 目、800 目、1 200 目顺序打磨成厚度为

25 μm的硬组织切片，最后使用 4 000目砂纸完成切片

抛光。硬组织切片经下行梯度乙醇水化，PBS 冲洗

3次，每次 5 min，之后进行抗原修复，PBS冲洗 3次，每

次 5 min，滴加牛血清白蛋白室温封闭 30 min，甩去多

余液体。加一抗 VEGF（1：200）、VEGFR-2（1：200），

4 ℃过夜。第 2天，恢复室温 1 h，滴加二抗，37 ℃孵育

30 min，PBS冲洗 3次，每次 5 min，DAB显色，适时 PBS
终止显色，封片，拍照。

阳性细胞判断标准：棕黄色即为阳性反应。每组

取 6张切片，于低倍镜下选择蛋白阳性表达的“热区”，

用累积光密度（integrated optical density,IOD）值表示，

取均值，即可全面反映蛋白表达量。

1. 4　免疫荧光染色技术

制片、染色及一抗孵育步骤同免疫组织化学技

术。实验第 2天，恢复室温 1 h，滴加荧光二抗，室温避

光孵育 60 min，PBS 冲洗 3 次，每次 5 min，DAPI 染色

10 min，PBS 冲洗 3 次，每次 5 min，抗荧光淬灭封片剂

封片，拍照。

1. 5　实时定量PCR检测

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司设

计及合成。VEGF 上游引物为 5'-GTAACGATGAAG 
CCCTGGAGT-3'，下游引物为 5'-TGTTCTGTCTTTCTT 
TGGTCTGC-3'；VEGFR-2 上游引物为 5'-ACTGTCAT 
CCTTACCA ATCCCA-3'，下游引物为 5'-ATCTGGGGT 
GGGACATA CAC-3'。

利用 TRIzol 法提取总 RNA；根据 RNA 浓度，将

RNA 反转录为 cDNA，反应条件：42 ℃ 30 min, 85 ℃ 
5 min，4 ℃ 1 h；实时 PCR反应条件：95 ℃ 5 min，95 ℃ 
30 s；61 ℃ 30 min，72 ℃ 30 s（循环 40 次）；95 ℃ 15 s，
60 ℃ 30 s，4 ℃ 1 h。
1. 6　统计学分析

采用 SPSS 20. 0统计软件对结果进行分析。计量

数据以均数±标准差(x-±s)表示，多组间比较采用单因素

方差分析并进行方差齐性检验，P<0. 05为差异有统计

学意义。

2　结果

2. 1　免疫组织化学染色结果

免疫组织化学染色结果显示，实验组 VEGF 及

VEGFR-2蛋白主要表达于细胞质与细胞核，且实验组

VEGF、VEGFR-2蛋白表达明显高于对照组，差异具有

统计学意义（P<0. 05），见图1。
2. 2　免疫荧光染色结果

免疫荧光染色法检测结果显示，实验组 VEGF 及

VEGFR-2 的表达高于对照组，差异有统计学意义

（P<0. 05），见图2。
2. 3　实时定量PCR检测结果

实时定量 PCR 检测结果表明，实验组 VEGF 及

VEGFR-2的mRNA表达高于对照组，差异有统计学意

义（P<0. 05），见图3。
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3　讨论

钩椎关节作为重要的颈椎解剖学结构[8]，是只存

在于颈椎 C3~C7节段的特殊结构，对于颈部运动如旋

转、屈伸以及保持脊柱的 4个生理性弯曲、多角度运动

都发挥着非常重要的作用[9]。颈椎钩椎关节退行性变

一方面会因为压迫脊神经、椎动脉等结构，导致颈椎

疾病，另一方面由于软组织退变、滑膜炎症等导致颈

椎病理改变[10]。VEGF 作为血管生成的重要介质，促

进内皮细胞增殖、迁移，在软骨细胞形成分化、成骨细

胞增殖以及破骨细胞募集等过程中起重要作用[11]；同

时也是炎症、组织修复过程中血管形成的关键因子[12]。

VEGFR-2作为特殊的酪氨酸激酶受体家族成员，主要

*:P<0.05
图1　免疫组织化学染色图

*:P<0.05
图2　免疫荧光染色结果
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分布在血管内皮细胞和淋巴管内皮细胞中，与血管通

透性增加和血管生成密切相关[13]。骨组织生长代谢过

程中以及骨关节炎发生过程中均有VEGF及VEGFR-2
的表达[14]。

本研究结果显示，与对照组比较，实验组 VEGF、
VEGFR-2的蛋白和mRNA表达均显著较高，表明颈椎

退行性变的发生启动了关节修复机制，触发了关节周

围结构的物质交换，促进了新生血管形成，诱导了关

节软骨分泌 VEGF 及 VEGFR-2，刺激破骨细胞形成以

完成骨的重塑[15-16]。而正常颈椎钩椎关节中无血管新

生，关节软骨中无血管存在[16]，只有在关节发生损害

时，关节软骨及骨周围组织才会加速骨的重塑，完成

血管新生等一系列修复程序。据报道，健康成人关节

内无 VEGF及 VEGFR-2表达，但在轻度炎症环境的刺

激下，其表达量可显著提升，有效逆转退行性变的发

展，成为关节自我调节、修复的重要表现[17]。
综上所述，颈椎钩椎关节退行性变的标本中伴随

关节退行性变的发生发展，在类关节自我修复机制的

触发下，促进了 VEGF及 VEGFR-2的表达。作为正反

馈调节的特例，退行性变颈椎微环境的变化，启动了

血管新生机制，进而通过改善类关节周围血供及血管

重建，加速退行性变的自我修复，从而缓解与改善由

生理或病理造成的颈椎钩椎关节退行性变。因此，明

确颈椎钩椎关节退行性改变与 VEGF 及 VEGFR-2 表

达变化的规律，将为颈椎钩椎关节退行性变的实验研

究及临床诊治提供新思路。
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