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肿瘤坏死因子鄄琢 和白细胞介素鄄1茁
在脊髓型颈椎病中的表达及相关性研究

仇大鹏1,朱勋兵1,李徽徽2,袁伶俐1,陈笑天3

[摘要]目的:探讨人类颈椎间盘组织中肿瘤坏死因子鄄琢(TNF鄄琢)和白细胞介素鄄1茁( IL鄄1茁)的表达及其与脊髓型颈椎病

(CSM)的相关性。 方法:提取颈椎前路减压手术治疗的 25 例病人的颈椎间盘髓核组织,其中 CSM 17 例(CSM 组),颈椎骨折

或骨折合并脱位 8 例(NC 组)。 观察颈椎间盘髓核组织结构的改变,检测颈椎间盘髓核组织中 TNF鄄琢、IL鄄1茁 的水平及 TNF鄄琢
mRNA 和 IL鄄1茁 mRNA 的表达水平。 结果:2 组年龄差异有统计学意义(P < 0. 05),性别和颈椎位置差异无统计学意义(P >
0. 05);与 NC 组比较,CSM 组颈椎间盘髓核组织中胶原纤维排列紊乱;颈椎间盘髓核组织中 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 含量明显升高

(P <0. 01),且 TNF鄄琢 mRNA 和 IL鄄1茁 mRNA 的表达水平明显升高(P < 0. 01)。 结论:颈椎病病人的椎间盘中 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁
的表达水平升高,与 CSM 的发生及发展存在相关性。
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Study on the expression of TNF鄄琢 and IL鄄1茁 in cervical spondylotic myelopathy
and the relationship of cervical spondylotic myelopathy
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[Abstract] Objective:To explore the expression of tumor necrosis factor鄄琢 ( TNF鄄琢), interleukin鄄1茁( IL鄄1茁) in human nucleus
pulposus tissue of cervical intervertebral disc, and the relationship of cervical spondylotic myelopathy ( CSM). Methods:Nucleus
pulposus tissues of cervical intervertebral discs were obtained from 25 cases of patients treated with anterior cervical decompression,17
cases of CSM (CSM group) and 8 cases of cervical spine fracture or fracture鄄 dislocation patients (NC group). Morphological changes
of nucleus pulposus tissue were observed,the levels of TNF鄄琢,IL鄄1茁,TNF鄄琢 mRNA and IL鄄1茁 mRNA in nucleus pulposus tissue were
measured. Results:There was statistically significant difference in age between the 2 groups(P < 0. 05),but no statistically significant
difference in gender and cervical position(P > 0. 05). Compared with NC group,collagen fibers in nucleus pulposus tissue of cervical
disc were disordered,the levels of TNF鄄琢 and IL鄄1茁 in nucleus pulposus tissue of cervical disc were increased significantly(P < 0. 01),
and the expressions of TNF鄄琢 mRNA and IL鄄1茁 mRNA were increased significantly in CSM group(P < 0. 01). Conclusions:The levels
of TNF鄄琢 and IL鄄1茁 were increased significantly cervical intervertebral disk of patients with cervical spondylotic myelopathy,which may
be associated with the occurrence and development of CSM.
[Key words] cervical spondylotic myelopathy;tumor necrosis factor鄄琢;interleukin鄄1茁

摇 摇 脊髓型颈椎病(cervical spondylotic myelopathy,
CSM)是一种慢性的退行性疾病[1],也是目前世界

公认的导致中老年人脊髓功能障碍的主要原因,特

征性的病理生理反应为慢性脊髓压迫所导致的慢性

炎症、细胞凋亡和微血管功能不全等[2 - 3]。 CSM 的

治疗方式分为手术治疗与非手术治疗两种。 颈椎前

路减压手术对具备手术适应证的 CSM 病人的治疗

是安全和有效的[4],针对无手术适应证的病人,应
用药物来进行治疗是非手术治疗的一个重要方面。
肿瘤坏死因子鄄琢( tumor necrosis factor鄄琢,TNF鄄琢)和
白细胞介素鄄1茁( interleukin鄄1茁,IL鄄1茁)是在炎症反

应中起到重要作用的炎症因子,随着近年来研究的

深入,TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 在 CSM 的发生与发展中所起

到的作用受到了大家的重视。 本实验通过研究
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CSM 病人及无 CSM 病史的颈椎外伤病人的颈椎间

盘髓核组织,测定 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 的表达,探讨两种

炎症因子与颈椎间盘退变的相关性。

1摇 材料与方法

1. 1 摇 材料 摇 实验所用的颈椎间盘髓核组织取自

2012 年 5 月至 2015 年 2 月在蚌埠医学院第二附属

医院及第一附属医院骨科的 25 例颈椎手术病人。
其中 CSM 17 例,男 13 例,女 4 例,年龄 45 ~ 66 岁,
颈 3 ~ 4 椎间盘 2 例,颈 4 ~ 5 椎间盘 3 例,颈 5 ~ 6
椎间盘 7 例,颈 6 ~ 7 椎间盘 5 例。 无颈椎病病史的

外伤性颈椎骨折或骨折合并脱位手术病人 8 例(NC
组),男 5 例,女 3 例,年龄 35 ~ 53 岁,颈 3 ~ 4 椎间

盘 2 例,颈 4 ~ 5 椎间盘 2 例,颈 5 ~ 6 椎间盘 4 例。
2 组病人均通过相同颈椎前路减压手术取得髓核组

织(见图 1、2)。 手术中取出髓核组织,用 0. 9% 氯

化钠溶液冲洗至无肉眼可见血液污染后,一部分置

于 4%多聚甲醛溶液中固定,后期进行石蜡切片的

制作;其余标本置于冰盒中,4 h 内送至实验室,放
入 - 80 益的冰箱中保存,待标本集齐后,统一进行

酶 联 免 疫 吸 附 法 ( enzyme鄄linked immunosorbent
assay,ELISA)检测 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 的水平,逆转录

- 聚合酶链方法 ( reverse transcription polymerase
chain method,RT鄄PCR)检测 TNF鄄琢 mRNA 和 IL鄄1茁
mRNA 的表达。

/1 01234

A B
A NC B: CSM: !("#$%&'()*+); !("#$%,&-.+)

摇 摇 ELISA 试剂盒购自美国 R&D 公司;Trizol 试剂

购自 Invitrogen 公司;逆转录试剂盒和 PCR 试剂盒

购自 MBI Fermentas 公司;TNF鄄琢、IL鄄1茁、茁鄄actin 引

物均由上海生工生物工程公司合成,引物序列见

表 1。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1 摇 颈椎间盘髓核组织的苏木精鄄伊红染

色(hematoxylin andeosinstaining,HE) 摇 对固定后的

!2 "#$%&'()

表 1摇 相关基因序列

基因 引物序列(5忆鄄3忆) 产物大小 / bp

Sense:5忆鄄 CGA GTC TGG GCA GGT CTA 鄄3忆

TNF鄄琢 Antisense:5忆鄄 GTG GTG GTC TTG TTG CTT AA 鄄3忆 196

Sense:5忆鄄 AAC TCC CTC ACT CTT TCT CAG G 鄄3忆

IL鄄1茁 Antisense:5忆鄄 GGA CCA GAC ATC ACC AAG C 鄄3忆 164

Sense:5忆鄄 GAG CTA CGA GCT GCC TGA CG 鄄3忆

茁鄄actin Antisense:5忆鄄 CCT AGA AGC ATT TGC GGT GG 鄄3忆 416

髓核组织,进行石蜡包埋,切成 5 滋m 薄片,HE 染色

后置于普通光学显微镜下观察。
1. 2. 2摇 ELISA 检测颈椎间盘髓核组织中 TNF鄄琢 和

IL鄄1茁 水平摇 取 - 80 益冰箱保存的髓核标本,研磨

制成匀浆,加入磷酸盐缓冲溶液至 5 mL,台式离心

机 4 益,3 000 r / min 离心 10 min,取上清液。 按

ELISA 试剂盒说明书所示步骤检测 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁
的水平。
1. 2. 3 摇 RT鄄PCR 检测颈椎间盘髓核组织中 TNF鄄琢
mRNA 和 IL鄄1茁 mRNA 表达水平摇 采用 Trizol 提取

髓核组织总 RNA,反转录合成 cDNA,以 cDNA 为模

板,进行 PCR 扩增。 扩增条件:95 益 预变性 3 min
后,以 (1) 95 益 50 s 变性,(2) 茁鄄actin 退火温度

59. 8 益 50 s;TNF鄄琢 退火温度 56. 8益 50 s;IL鄄1茁 退

火温度 59. 0益 50 s,(3)72益 60 s,反应 30 个循环,
最后一轮延伸 10 min。 将 PCR 扩增产物与溴酚兰

混匀,15 g / L 的琼脂糖凝胶电泳,溴化乙锭显色。
在 GIS 凝胶处理系统对凝胶图像拍摄记录,并使用

图像分析软件扫描凝胶中每一扩增条带吸光度做半

定量分析,以目的基因与内参对照的吸光度比值

(TNF鄄琢 / 茁鄄actin,IL鄄1茁 / 茁鄄actin)表示 mRNA 相对表

达量。
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1. 3摇 统计学方法摇 采用 t 检验和 字2 检验。

2摇 结果

2. 1摇 2 组病人一般情况比较摇 2 组年龄差异有统计

学意义(P < 0. 05),而性别和颈椎位置差异均无统

计学意义(P > 0. 05)(见表 2)。

表 2摇 2 组间年龄、性别、颈椎位置的比较

分组 n 年龄 / 岁
性别

摇 男摇 摇 女摇
颈椎位置

摇 颈 3 - 4摇 颈 4 - 5摇 颈 5 - 6摇 颈 6 - 7 摇

NC 组 8 45. 25 依 5. 06 5 3 摇 2 2 4 —

CSM 组 17 52. 76 依 7. 67 13 4 摇 2 3 7 5

t — 2. 50 1. 05 1. 65

P — <0. 05 > 0. 05 > 0. 05

2. 2摇 颈椎间盘髓核组织结构的改变摇 显微镜下观

察,CSM 组胶原纤维排列紊乱,NC 组胶原纤维排列

整齐,呈网状结构,胶原纤维间均混杂有少数体积较

大的软骨细胞,软骨细胞位于软骨陷窝中,还可见多

数体积较小的髓核细胞(见图 3)。

"3 #$%&'(!)HE*+

A B
A: NC B: CSM!; !

2. 3摇 颈椎间盘髓核组织中 TNF - 琢 和 IL - 1茁 的水

平及 TNF鄄琢 mRNA 和 IL鄄1茁 mRNA 的表达水平摇 与

NC 组比较,CSM 组的 TNF鄄琢、IL鄄1茁 水平及 TNF鄄琢
mRNA 和 IL鄄1茁 mRNA 的表达水平明显升高(P <
0. 01)(见表 3 及图 4、5)。

摇 表 3 摇 2 组颈椎间盘髓核组织中 TNF鄄琢、IL鄄1茁 的水平及

TNF鄄琢 mRNA 和 IL鄄1茁 mRNA 的表达水平(x 依 s)

分组 n TNF鄄 琢 / (pg / mL) 摇 IL鄄1茁 / (pg / mL) TNF鄄 琢 / 茁鄄actin IL鄄1茁 / 茁鄄actin

NC 组 8 5. 89 依 1. 29 6. 86 依 1. 50 0. 10 依 0. 03 0. 12 依 0. 04

CSM 组 17 21. 35 依 2. 32 17. 98 依 1. 36 0. 43 依 0. 08 0. 36 依 0. 06

t — 17. 52 18. 52 10. 70 10. 29

P — <0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

3摇 讨论

摇 摇 本实验的研究对象均为随机选取一特定时间段

内两所医院骨科的住院手术病人,2组年龄有差异,

marker NC! CSM!

1 200 bp

900 bp

700 bp

500 bp

300 bp

100 bp

β-actin

TNF-α

!4 "#$%&'()* -α ,-./012TNF mRNA

marker NC! CSM!

1 200 bp

900 bp

700 bp

500 bp

300 bp

100 bp

β-actin

IL-1β

"5 #$%&'()*+ - β ,-./012IL 1 mRNA

符合颈椎病的自然病程,随着年龄的增长,颈椎间盘

退变的概率增大,而颈椎病的发生早期本来就包含

了颈椎间盘的退行性改变[2 - 3],而且 NC 组病人的

入选标准包含有无颈椎病病史,因此本实验的 NC
组与 CSM 组在病人年龄依据设定的条件存在差异,
有统计学意义(P < 0. 05)。 而 2 组病人在性别及颈

椎位置上差异无统计学意义(P > 0. 05),对实验结

果无影响,符合本实验的设计。
在 CSM 的发病过程中,退行性病变是椎间盘发

生病理变化的重要环节,其中与基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinase,MMP)有关的髓核基质降

解是造成椎间盘退变的主要因素[5]。 MMP 是一组

需要 Ca2 + 、Zn2 + 等金属离子作为辅助因子的同工

酶,其功能为参与细胞外基质的降解。
TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 可以激活髓核中的 MMP,并使

其表达升高,从而参与到髓核细胞外基质的降解,进
而引起椎间盘的退行性改变[6]。 MERN 等[7] 研究

显示,经过 TNF鄄琢、IL鄄1茁 预处理后的髓核细胞可加

速髓核细胞外基质的降解及椎间盘的退行性改变。
亦有实验证实通过转化生长因子鄄茁 ( transforming
growth factor鄄茁,TGF鄄茁)抵消 TNF鄄琢 介导的 MMP鄄3
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的表达升高作用,可以延缓椎间盘的退行性改

变[8];应用具有拮抗 TNF鄄琢、IL鄄1 作用的富血小板血

浆,可显著降低人髓核细胞中 MMP 鄄3 基因的表达,
进而减少髓核细胞外基质的降解,延缓椎间盘的退

行性改变[9]。 提示 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 均能通过与

MMP 有关的髓核细胞外基质的降解途径造成椎间

盘退变。
除了上述的作用外,TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 还可以造

成颈椎其他组织结构的退行性改变。 退变的椎间盘

产生的 TNF鄄琢 可影响黄韧带导致其肥厚增生及骨

化[10]。 IL鄄1茁 作为退变椎间盘组织产生的炎症因

子,可诱导软骨终板的退行性改变[11]。 TNF鄄琢 和

IL鄄1茁 一样都是破骨细胞生成剂,可能通过诱导活

化单核细胞,并使其在局部聚集而诱发并刺激骨吸

收,因此在颈椎退变中促进了骨的吸收,从而进一步

加重了颈椎的退变[12]。 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 的这些作

用都会加速 CSM 发生及发展。
本文结果显示,NC 组颈椎间盘髓核组织中

TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 表达水平极低,CSM 组颈椎间盘髓

核组织中 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 表达水平较 NC 组明显升

高;且光学显微镜下观察到 CSM 组的椎间盘髓核中

胶原纤维排列紊乱,呈现出明显的椎间盘退行性改

变的组织形态学变化。 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 在退变的椎

间盘中启动了细胞外基质的降解和促进炎症反应,
直接参与了椎间盘的退变过程;同时退变的颈椎间

盘也促进了 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 的释放,两者互为因果,
相互促进,因此 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 与 CSM 的发生及发

展具有相关性。
既往的实验[8 - 9] 已证实应用具备拮抗 TNF鄄琢

和 IL鄄1茁 作用的细胞因子或血浆等可延缓椎间盘退

变,显示临床上应用拮抗退变椎间盘产生的炎症因

子 TNF鄄琢 和 IL鄄1茁 的药物预防及治疗 CSM 具有可

行性。 但髓核在解剖结构上属于乏血管区,使拮抗

炎症因子药物通过血液循环直接作用于髓核存在困

难,因此通过何种无损伤途径,使拮抗炎症因子的药

物顺利直接作用于髓核,是目前研究的一个重点和

需要解决的难点。
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