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基础研究

雌激素受体在椎间盘组织中的表达及意义

张银昌#王 强#杨 昕#董利军

!皖南医学院弋矶山医院关节骨科 !"#$$$ 安徽省芜湖市"

!摘要" 目的#通过观察雌激素 !%" 受体在正常与退变的人椎间盘组织的表达!探讨雌激素受体"ZM&与椎间

盘退变的关系’ 方法#根据改良 e*(00-,)) 分级将收集的椎间盘组织分为三组#对照组!外伤导致腰椎爆裂性骨

折手术取出的正常髓核组织"e*(00-,)) 分级 Sf! 级&(观察组!女性腰椎滑脱及腰椎间盘突出症手术取出的退

变髓核组织!e*(00-,)) 分级 $"D 级为 = 组!? 级为 ; 组) 用 UZ 染色法观察对照组和 =%; 组各 S? 例人腰椎椎

间盘髓核组织及髓核细胞的形态学变化(用免疫组织化学染色法"Z+(K(7/) 二步法&检测对照组和 =%; 组髓核

组织中 ZME!%ZME" 的表达( 采用 a67.60)EV+/. 法检测对照组和观察组髓核组织中 ZME!%ZME" 的表达) 结

果#UZ 染色示对照组髓核组织中髓核细胞分布均匀!形态完整!未见明显细胞凋亡现象!细胞外基质染色鲜

亮!分布均匀(=%; 两组髓核细胞分布不均匀!形态不规则!凋亡现象明显!细胞核增大!染色深!细胞外基质减

少!色彩灰暗!; 组较 = 组更为明显) 免疫组织化学染色示 ZME!%ZME" 在对照组的髓核组织见有明显棕黄色

颗粒!在 =%; 两组表达减少!以 ZME" 减少最显著!经统计学分析!=%; 两组与对照组间 ZME" 的表达有显著

性差异 "3#&’&S&!ZME! 的表达较对照组无统计学差异 "3$&’&?&! 其中 = 组和 ; 组间无明显差异 "3$&’&?&)
a67.60)EV+/. 方法检测!ZME! 表达 = 组"&’%@O%&’&?%&%; 组"&’@?@&&’&D?&较对照组"&’%%?&&’&$O&降低!但无统

计 学 差 异"3g&’&?&(ZME" 表 达 = 组 "&’GD@&&’&D$&%; 组 "&’O!O&&’&D!&较 对 照 组 "S’!@?&&’S?&&显 著 降 低 "3’
&’&S&!; 组较 = 组表达明显减少"3’&’&S&) 结论#在人的髓核组织中的髓核细胞"类软骨细胞&的胞核和胞浆中

均存在 ZM) ZME!%ZME" 在退变的椎间盘组织都明显减少!以 ZME" 最为明显!提示雌激素可能通过 ZME" 的

介导对髓核细胞功能起调控作用)

!关键词" 髓核细胞(雌激素(雌激素受体(免疫组织化学
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53-..*)+ )6 78H! :*: +)/ 21,- 1+> .*0+*6*<1+/ :*66-3-+<- ;-/9--+ /2- <)+/3)4 03)=5 1+: 03)=5 AL FJ3V&’&WU’
(2-3- 91. +) .*0+*6*<1+/ :*66-3-+<- ;-/9--+ 03)=5 A 1+: FJ3V&’&WU’ M-./I;4)//*+0 .2)9-: /21/ <)@513-: 9*/2
<)+/3)4 03)=5J&’%%W"&’&$XUC 78I! *+ 03)=5 AJ&’%YX"&’&W%UC 03)=5 FJ&’YWY"&’&ZWU 91. 4)9-3C ;=/ +) ./1/*./*<14
.*0+*6*<1+<-J3V&’&WU’ 78I" *+ 03)=5 AJ&’[ZY"&’&Z$UC 03)=5 FJ&’X!X"&’&Z!U 9-3- .*0+*6*<1+/4> 3-:=<-: /21+ /2-
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针对退变性腰椎滑脱"]-0-+-31/*,- .5)+:>!
4)4*./2-.*.#在女性中的高发病率!一直以来学者们

也进行了多方面的研究探讨$ 导致退变性腰椎滑

脱的病因很多! 很复杂! 具体的发病机制还不清

楚$ 在过去几十年中!大多数研究仅强调了关节

突关节形态的异常等! 而 ]a 的患病有显著的性

别差异! 这表明性激素尤其是雌激素在 ]a 发病

中可能的作用$ 雌激素是人类及其他高等动物体

内最重要的激素之一!具有广泛的生理功能%雌激

素受体是属于甾体激素受体大家族的一种核受

体!可介导雌激素实现其功能$本实验是通过检测

雌激素 !&" 受体在正常与退变的人椎间盘组织

的表达及分布! 进一步探讨雌激素及其受体与椎

间盘退变的关系$

P 材料与方法

PdP 标本来源

!"T" 年 % 月$!"T! 年 ! 月 在 皖 南 医 学 院 弋

矶山医院病理科收集的对照组椎间盘髓核组织和

观察组腰椎椎间盘髓核组织! 同时检测研究对象

的血清 TYI" 雌二醇"TY"I-./31:*)4!7!’水平$ 所

有标本获得及操作都经过患者及家属知情同意!
并通过我院伦理委员会审批$
PdN 分组

根据 56*33@1++bTc椎间盘磁共振显像分级分为

三组$对照组(外伤导致腰椎爆裂性骨折手术取出

的 TW 例椎间盘组织%年龄 Z"$W! 岁!平均年龄 ZX
岁! 血清雌激素水平 $!’!!$Z$’WZ50d@4! 平均为

$X’#!"#’!$50d@4%B6*33@1++ 分级为 #$! 级%观察 A
组(#W 例女性腰椎滑脱及腰椎间突出手术取出的

!"#
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椎间盘组织"年龄 ((!)& 岁!平均 *! 岁!血清雌

激 素 水 平 !+’#* !(&’%(,-./0! 平 均 为 $*’#& "
#’&+,-./0"12344/566 分级为 $!( 级"观察 7 组##*
例女性腰椎滑脱及腰椎间突出手术取出的椎间盘

组织"年龄 (*!)! 岁!平均年龄 *( 岁! 血清雌激

素 水 平 !8’$$ !(#’&(,-./0! 平 均 为 $$’*$ "
#’##,-./0"12344/566 分级为 * 级$
!"# 主要试剂

兔抗 9:;!!9:;" %北京博奥森生物技术有

限公司&"兔二步法检测试剂盒%北京中杉金桥生

物技术有限公司&<=7 显色试剂盒 %北京中杉金

桥生物技术有限公司&
!"$ >9 及免疫组织化学染色

取不含纤维环的髓核组织常规固定’ 按照酒

精浓度梯度脱水透明’ 每块标本切成 &’!#&’!?/
大小浸蜡包埋’将包埋好的蜡块固定于切片机上’
切成 *#/ 厚薄片$ 每个蜡块标本切 ( 块’其中一

块做 >9 染色’另外三张做免疫组织化学法染色’
分别加 9:;! 抗体(9:;" 抗体(17@ 液’其中 17@
液作为空白对照$ 脱蜡染色%>9 染色过程(免疫

组织化学法染色过程不以累述&$同法取大鼠的子

宫组织’检测 9:;!’9:;" 的分布情况’作为阳性

对照$
!"% ABCDB46;E0FD 实验

用微量天平称取 %&/- 髓核组织’ 组织加入

#/0 裂解液低温快速匀浆’ 采用紫外分光光度法

测定蛋白浓度$ 采用 7G= 法进行蛋白定量$ 取蛋

白 #&&H- 进行 @<@;聚丙烯酰胺凝胶电泳后’转移

至 IG 膜上’用 *J脱脂奶粉室温封闭 !K’随后加

入稀释的一抗%#$#&&&&’(%过夜$ 漂洗后加入稀

释的二抗’室温孵育 #K$ 碱性磷酸酶显色试剂盒

显色后’ 凝胶图像处理系统扫描并进行条带灰度

值分析$
!"& 图像采集和统计学分析

在光学显微镜%L0M/,HC GN$# 型&下对照组

和 =(7 组 的 每 张 切 片 连 续 采 集 * 个 视 野%#(&&
倍&’使用病理图像分析系统%G=OP=@&&8’GK365&
测定每个视野下阳性反应的平均光密度’ 取每张

* 个视野的平均光密度的平均值作为该例的测量

值’数值变量结果以均数"标准差表示’采用 @1@@
#8’& 软件进行完全随机设计的单因素方差分析和

Q 检验’ 经过统计学分析各组血清雌激素水平无

显著性差异%3R&’&*&$

’ 结果

’"! >9 染色结果

对照组髓核组织’ 可见髓核组织中髓核细胞

分布均匀’髓核细胞形态完整’未见明显细胞凋亡

现象’细胞外基质染色鲜亮’分布均匀%图 #&$ =’
7 组髓核组织’可见髓核细胞形态不规则’分布不

均匀’凋亡现象明显’细胞核增大’染色深’细胞外

基质减少’ 色彩灰暗’7 组较 = 组更为明显 %图

!&$
’"’ 免疫组织化学染色

9:;!(9:;" 在对照组的髓核组织见有明显

棕黄色颗粒’ 在 =(7 组 表 达 减 少 %图 $((&’以

9:;" 减少最显著’经统计学分析’=(7 组与对照

组间 9:;" 的表达有显著性差异%3&&’&#&"9:;!
的表达无统计学差异 %3’&’&*&’= 组和 7 组间无

明显差异%3’&’&*’表 #&$ 本研究取大鼠的 9:;!
或 9:(" 在其子宫内膜上皮及腺体的细胞质和细

胞核内呈现阳性表达作为阳性对照"取对照组’其

中用 17@ 代替一抗反应结果呈阴性作为阴性对

照%图 *S%&$
’"# ABCDB46;E0FD 检测结果

经统计学分析’=(7 组与对照组间 9:;" 的

表达有显著性差异 %3&&’&#&’9:;! 的表达较对

照组无统计学差异 %3T&’&*&$ =(7 两组间比较

9:;" 表达也有显著性差异%3&&’&#’图 +’表 !&$

# 讨论

腰椎间盘作为一个完整的结构单元’ 由纤维

环(髓核和软骨终板三部分组成$由于生理性及病

理性多种因素的影响’ 腰椎间盘容易发生退行性

变$腰椎间盘的退变被认为是腰椎间盘突出症’腰

椎滑脱等疾病的病理基础$ 椎间盘退变主要表现

为椎间盘细胞的老化和细胞外基质成分的变化’
如髓核细胞由软骨细胞表型转变为纤维软骨细胞

表型’细胞外基质中蛋白多糖(水及$型胶原蛋白

丢失破坏了正常椎间盘和椎体的解剖结构’ 直接

导致椎间盘力学特征丧失$
7B6U 等V!W在 8!!! 周胎儿的腰椎(胸椎软骨及

骺软骨中观测到了胞浆 9: 和胞核 9:’说明椎体

软骨也是雌激素敏感组织$ 徐小彬等 V$W通过检测

绝经后女性退变性腰椎滑脱患者%= 组&与女性腰

椎管狭窄患者%7 组&的软骨终板内雌激素受体的

表达’显示 = 组患者软骨终板中雌激素受体表达

!"#
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图 ! 对照组髓核组织 () 染色示髓核细胞分布均匀!形态完整!未见明显细胞凋亡现象" !*&&# 图 " + 组髓核组织

() 染色示髓核细胞形态不规则!分布不均匀!凋亡现象明显" !*&&$ 图 # 免疫组化染色示 ),-! 在对照组髓核中有

明显棕黄色颗粒% !*&&$ 图 $ 免疫组化染色示 ),-! 在 + 组髓核表达较对照组明显减少" !*&&$ 图 % ),-" 在对

照组髓核细胞的胞核及胞浆中均有表达" !*&&$ 图 & ),-! 在对照组髓核细胞的胞核有显著表达" !*&&$ 图 ’ 在

对照组!用 .+/ 代替一抗反应结果呈阴性" !*&&$ 图 ( 取大鼠的 ),-" 在其子宫内膜上皮及腺体的细胞质和细胞核

内呈现阳性表达作为阳性对照" !*&&$ 图 ) 0123145-6783 法检测对照组和 9&+ 组 ),-"&),-! 和 :9.;( 蛋白的表达

*+,-./ ! () 23<=5=5> 2?8@1A 3?<3 5BC71B2 DB7D82B2 C1772 =5 3?1 C853487 >48BD <41 =53<C3 <5A 1E157F A=234=6B31AG 58 86"
E=8B2 C177 <D8D382=2H !*&&I *+,-./ " JBC71B2 DB7D82B2 C1772 =5 >48BD + @141 =441>B7<4 2?<D1A <5A B51E157F A=234=6B31AG
K6E=8B2 C177 <D8D382=2H !*""L *+,-./ # MNNB58?=238C?1N=C<7 23<=5=5> 2?8@1A 3?<3 86E=8B2 648@5-F1778@ D<43=C712 <41
23<=51A =5 3?1 5BC71B2 DB7D82B2 8O 3?1 C853487 >48BD P !*&&L *+,-./ $ MNNB58?=238C?1N=C<7 23<=5=5> 2?8@1A 3?<3
648@5-F1778@ D<43=C712 86E=8B2 41ABC1A =5 >48BD +H !*&&L *+,-./ % Q?1 1RD4122=85 8O ),-" =5 3?1 5BC71B2 <5A CF"
38D7<2N 8O 3?1 5BC71B2 DB7D82B2 C1772 =5 C853487 >48BDH !*&&L *+,-./ & Q?1 1RD4122=85 8O ),-! =5 3?1 5BC71B2 8O 3?1
5BC71B2 DB7D82B2 C1772 1RD41221A 2=>5=O=C<537FH !*&&L *+,-./ ’ Q?1 C853487 >48BDG =5 @?=C? 3?1 41<C3=85 @=3? .+/ =5"
231<A 8O D4=N<4F <53=68AF @141 51><3=E1 <2 < 51><3=E1 C853487H !*&&L *+,-./ ( ),-< D82=3=E1 23<=5=5> =5 4<3#2 B314B2
8O 15A8N134=<7 1D=3?17=<7 <5A >7<5AB7<4 3?1=4 CF38D7<2N <5A 5BC71B2 <2 < D82=3=E1 C853487H !*&&L *+,-./ ) Q?1 1RD412"
2=85 8O ),-"G ),-! <5A :9.;( D4831=5 =5 N<5$2 5BC71B2 DB7D82B2 6F @123-67833=5> =5 C853487 >48BD <5A >48BD 9G +

# ! $ *

S T U % V

表 " 0/12/.345672 法检测各组 894!!894" 蛋白表

达结果 "3!&!$WXS$
:;56/ " 3?1 1RD4122=85 8O 1<C? >48BD 8O ),-

" <5A ),-! 6F @123-67833=5>

),-" ),-!

对照组
Y853487 >48BD "’%%S%"’"$T X’!US%"’XS"

9组
:48BD 9 "’%UT%"’"S% "’V*U%"’"*$#

+组
:48BD + "’USU%"’"*S "’T!T%"’"*!#$

注’%与对照组比较 4Z&’&X!&与 9 组比较 4&&’&X
J831[ %Y8ND<41A @=3? C853487 >48BDG 4&&’&X( &Y8ND<41A
@=3? >48BD 9G 4&&’&X

表 ! 各组 894!!894" 阳性反应平均光密度值

%3!&!$WXS$
:;56/ ! Q?1 N1<5 A152=3F 8O ), D82=3=E1 23<=5=5>

=5 12C? >48BD2 8O 5BC71B2 DB7D82B2

),-" ),-!

对照组
Y853487 >48BD &’XX%V%&’&XSS &’XTT!%&’&!&S

9组
:48BD 9 &’X&*V%&’&&V$ &’&%$S%&’&&T!%

+组
:48BD + &’X&&X%&’&XX& &’&T%%%&’&&ST%

注’%与对照组比较 4Z&’&X
J831[ Y8ND<41A @=3? C853487 >48BDG 4&&’&X

!"#
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量较 ( 组患者显著下调" )*+, 等 -./研究表明!绝

经后加速终板软骨退变硬化! 从而影响椎间盘的

营养供应和新陈代谢!影响椎间盘的退变!从而导

致腰椎一系列症状" 01*2* 等-3/通过病例对照研究

发现卵巢切除后患者 45 的发病率是非切除患者

的 $ 倍! 他们认为这是由于卵巢切除造成体内雌

激素水平降低导致的" (*67+ 等-8/研究表明绝经前

后女性的椎间盘高度有显著差别" 9:;< 等-=/通过

研究雌激素替代和非替代治疗的绝经后妇女椎间

盘高度发现! 替代治疗组能够显著维持椎间盘的

高度" >? 等 -%/研究表明植物雌激素白藜芦醇能显

著 调 节 体 外 培 养 的 牛 髓 核 细 胞 @@A B#$ 和

C4C@D5B. 的表达!提示其可能作为一种独特的

生物治疗!以减缓椎间盘退变"这些研究表明雌激

素有维持椎间盘高度#防止椎间盘退变的作用"借

此根据我们研究所得结果推测雌激素通过其受体

的介导对髓核细胞发挥保护性作用! 维持髓核组

织的基质成分"
本研究 EF 染色发现对照组髓核细胞分布均

匀!细胞形态完整规则!基质染色鲜亮$C#( 组可

见髓核细胞出现退变!形态不规则!出现合体细胞

和巨大细胞!分布不均匀!凋亡现象增加!细胞核

增大!染色深!细胞外基质减少" 同时本研究通过

免疫组织化学法及 );<G;6+BHI7G 法检测到在人的

髓核细胞%类软骨细胞&胞核和胞浆中存在 FJB!
和 FJB"!C#( 组髓核细胞中 FJB!#" 表达较对

照组均有差异!且以 FJB" 表达差异性为著!C#(
组之间 FJB" 表达也有明显差异! 表明髓核组织

退变程度与 FJB" 的表达有紧密关系! 我们推测

雌激素可能主要通过 FJB" 介导对髓核细胞的结

构和功能起调控作用" >;; 等-K/在培养的软骨细胞

中 加 入 L="B雌 二 醇! 发 现 可 以 降 低 软 骨 细 胞

@@ABL 的合成! 维持 @@A< 和 D0@A< 之间的平

衡! 发挥对软骨细胞的保护作用" 应用同样的方

法!MI**<<;+ 等-L"/发现雌激素可以保护软骨细胞免

受氧化应激的损害作用" 上述研究表明雌激素可

以促进软骨细胞合成#分泌蛋白多糖和#型胶原!
故我们推测雌激素可通过上述机制对髓核细胞发

挥保护性作用!促进髓核细胞合成#分泌蛋白多糖

和#型胶原!维持髓核组织的基质成分!减缓椎间

盘的退变" 本研究发现!在退变髓核组织中 FJB"
的表达量较对照组显著下降! 且与髓核组织退变

程度密切相关!以此推理!雌激素对髓核细胞的保

护性作用减弱! 髓核细胞基质分泌下降# 降解增

加!最终加重椎间盘的退变"然而雌激素是否对髓

核细胞有作用!是直接作用还是间接作用!具体的

作用机制还有待进一步探索"
本 研 究 证 明 了 髓 核 细 胞 中 存 在 FJ!FJB!#

FJB" 在退变椎间盘组织都明显减少! 以 FJB"
最为明显! 提示雌激素可能通过 FJB" 的介导对

髓核细胞功能起调控作用" 为进一步研究雌激素

与椎间盘退变性疾病之间的关系提供了分子生物

学基础"
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