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Peroxiredoxin Ⅱ在退变椎间盘髓核中的表达及其临床意义
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摘要 目的：检测 Peroxiredoxin Ⅱ在腰椎间盘髓核组织中的表达，分析其在椎间盘退变中的临床意义。方法：用蛋白免疫印迹

(Western blot)的方法检测 Peroxiredoxin Ⅱ在正常、突出及脱出腰椎间盘髓核中的表达情况。结果：Peroxiredoxin Ⅱ在退变椎间盘

髓核中表达丰富，而在正常椎间盘髓核中表达微弱，两者比较差异显著（P＜0.05），在突出和脱出椎间盘髓核中表达无显著性差异

（P＞0.05）。结论：Peroxiredoxin Ⅱ在正常及退变腰椎间盘髓核组织中差异表达。
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ABSTRACT Objective: To investigate the significance of Peroxiredoxin Ⅱ expression in the nucleus pulposus of intervertebral disc.
Methods: Western blot analysis was performed to determine the expression of Peroxiredoxin Ⅱ in 6 cases of nomal nucleus pulposus and
24 cases of degenerative intervertebral disc (classified as protrusions and extrusions). Results: Peroxiredoxin Ⅱ was not expressed in
nucleus pulposus of normal disc. The level of Peroxiredoxin Ⅱ in nucleus pulposus of extrusions types was significantly higher than that
of protrusions types. Conclusion: Peroxiredoxin Ⅱ may play an accelerated or delayed role in the process of degeneration of interverte-
bral disc.
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前言

下腰痛是脊柱外科的常见病，其中椎间盘退变为其主要原

因之一，目前对椎间盘退变的原因有较多的研究，但究竟何种

机制启动退变，退变发展过程中的具体机理如何目前尚不清

楚。本课题组前期通过双向电泳及质谱分析研究发现在正常及

退变椎间盘髓核中存在 6 种差异蛋白，Prx Ⅱ为其中一种[1]。本

研究通过免疫印迹法（western blot）探讨 Prx Ⅱ在退变椎间盘

髓核中的表达及临床意义，为进一步的深入研究提供理论依

据。

1 材料与方法

1.1 材料

收集 2008 年 3 月 -2009 年 4 月南方医科大学珠江医院骨

科中心突出及脱出腰椎间盘髓核组织手术标本 38 例，年龄

28~52 岁，男 20 例，女 18 例；其中突出组织 23 例，脱出组织 15

例；取材范围 L3~L5。纳入标准：所有退变腰椎间盘患者临床表

现均有出现 1 年以上明显的腰腿痛症状，并由 MRI 证实为腰

椎间盘突出或腰椎间盘脱出，术后病理切片证实椎间盘髓核退

变；排除标准：①既往有腰椎间盘手术史；②仅有单纯椎管狭窄

或侧隐窝狭窄，而无椎间盘突出表现；③合并有脊柱肿瘤、感
染、椎管内肿瘤及其他可致腰腿疼痛类疾病。收集正常及新鲜

骨折腰椎间盘髓核标本 10 例，其中男 6 例，女 4 例，年龄 21-45
岁，取材范围 L3-L5。标本取出后以无菌生理盐水洗净血迹，迅

速置 -80℃冰箱保存。
PMSF、Triton X-100 和蛋白酶抑制剂混合试剂 （美国 Sig-

ma 公司）；小鼠来源的 Anti- 单克隆抗体 （美国 Sigma 公司）；

DAB 显色试剂盒 （美国 Maxim Biotech 公司）；台式微量离心

机、台式低温高速离心机和高速冷冻离心机（美国 Beckman 公

司）；Mini VE 垂直电泳系统、半干电转仪 （瑞典 Amersham
Pharmacia 公司）；IS2000R 多功能影像系统 （美国 Kodak 公

司）。
1.2 方法：蛋白免疫印迹（western blot）法

将髓核组织从 -80℃冰箱提出，剪碎后加裂解液置于冰上

裂解后 4℃、12 000 rpm 离心 5 mins，取上清得到蛋白。Brad-
ford 法测定蛋白浓度。将待测蛋白 60 l 加入 5 l 上样缓冲液用

95 C 煮 5 min 变性后，行 12% SDS-PAGE 电泳，然后电转移

至 PVDF 膜上， 再 用 含 5 %脱 脂 奶 粉 的 TBST 缓 冲 液（20
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mmol/L Tris-base，137 mmol/L NaCl，0.1 % Tween-20）4 C 孵育

进行封闭过夜，TBST 缓冲液漂洗后，PVDF 膜在室温下用小鼠

来源 Anti- 单克隆抗体（1:1000 稀释）孵育 1 h，经 TBST 缓冲液

漂洗三次，再与 HRP 偶合的羊抗鼠 Ig G 二抗（1:2000）室温下

孵育 1 h，TBST 缓冲液漂洗三次，然后再与化学发光剂反应 1
min，在 Kodak IS2000R 多功能图象工作站采集结果。
1.3 统计结果及分析

通过 Western blot 检测所有标本中 Prx Ⅱ的表达，数据分

析采用 SPSS 13.0 统计软件，Western blot 结果所得结果用 x±s
表示，采用单因素方差分析，组间两两比较采用 Dunnett's T3 检

验进行分析。

2 结果

应用 Prx Ⅱ抗体对三组的组织蛋白进行免疫印迹检测发

现在 22KDa 附近有明显蛋白表达的条带，Prx Ⅱ蛋白表达在突

出及脱出髓核组织高于正常髓核组织（图 1、2）。经β-actin 内

参对照及统计分析显示（表 1）：正常髓核组织的 Prx Ⅱ蛋白表

达(0.245±0.074)明显低于突出髓核组织(0.905±0.053)，差异

显著，P＜0.001，有统计学意义；正常髓核组织的 Prx Ⅱ蛋白表

达(0.245±0.074)低于脱出髓核组织 (0.927±0.032)，差异显著，

P＜0.001，有统计学意义；突出髓核组织的 Prx Ⅱ蛋白表达

(0.905±0.053)与脱出髓核组织(0.927±0.032)比较，差异不显

著，P＞0.05，无统计学意义。

Note:* vs. normal group，P＜0.01；** vs. normal group，P＜0.01。

表 1 Prx 2 在正常及退变椎间盘髓核内的表达情况(x±s)

Table 1 Expression of Prx Ⅱ in the nucleus nucleus gelatinosus of degenerative disc(Mean±SD)

分组 Groups 例数 cases 灰度值 gray scale value

正常组 normal group 12 0.245±0.074

突出组 protrude group 26 0.905±0.053*

退变组 cataplasia group 16 0.927±0.032**

F value /

P value ＜0.01

图 2 各组髓核内 Prx Ⅱ表达情况

Fig. 2 The expression of Prx Ⅱ in three groups.

图 1 Prx Ⅱ在不同髓核组织 Western blot 结果

1.正常髓核；2.突出髓核；3.脱出髓核。
Fig.1 The expression of Prx Ⅱ in each groups.

1. Normal 2. Nuclear extrusion 3. Nuclear protrusion .

3 讨论

椎间盘退变的病因包括年龄、创伤、遗传等因素。椎间盘内

的生物细胞因子及基质组成成分的改变在退变过程中产生了

重要作用已为大多数学者所认同。髓核内蛋白多糖和水分的丢

失是椎间盘退变的一个明显生化改变，蛋白多糖及水分的丢失

直接导致椎间盘高度的降低以及椎间盘组成成分、生物力学、
病理生理学变化。

Peroxiredoxin Ⅱ（Prx Ⅱ）是新近发现的过氧化物酶家族中

的成员，其催化活性和蛋白序列与过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧

化物酶（GPxs）等其它抗氧化剂完全不同。Prxs 在宫颈癌[2]、关
节炎[3]、肺间质纤维化[4]、阿尔茨海默病(Alzheimer's disease)和帕

金森病（Parkinson's disease）[5]等有研究报道。哺乳动物的 Prxs
蛋白家族可分为 3 个亚类：①2-Cys Prxs( Prx Ⅰ～Ⅳ)；②不典

型 2-Cys Prx( Prx Ⅴ)；③1-Cys Prx( Prx Ⅵ)[6]。2-Cys Prxs 广泛存

在于原核生物和真核生物中，在细胞内的各个细胞器均有分

布，如：细胞质、线粒体、内质网、过氧化物酶体，甚至细胞膜[7]。
Prx Ⅱ在人类红细胞中含量丰富，存在人体内很多组织中，具有

抗氧化、调节细胞内信号转导、参与细胞周期进程和影响细胞

增殖等功能。Kim 等[8]通过对宫颈癌不同阶段的比较，发现 Prx
Ⅱ的表达随着肿瘤的发展而上调。Li 等[9]研究发现 Prx Ⅱ在黄

曲霉素诱导的树鼩肝癌组织中表达明显增高。
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本研究小组前期通过双向凝胶电泳和质谱分析对正常与

退变椎间盘髓核中蛋白质进行差异比较，发现 Prx Ⅱ存在于退

变椎间盘髓核中，而正常及新鲜骨折椎间盘髓核中没有。本研

究通过 western blot 检测正常椎间盘髓核和突出及脱出椎间盘

髓核中 Prx Ⅱ的表达差异，结果显示 Prx Ⅱ在正常及新鲜骨折

椎间盘髓核中没有表达，在突出椎间盘髓核中有中量表达，而

在脱出椎间盘髓核组织中 Prx Ⅱ大量表达。Prx Ⅱ突出及脱出

椎间盘髓核组织中有表达，而在正常及新鲜骨折椎间盘髓核组

织没有表达，与双向电泳的研究结果一致，进一步验证了 Prx
Ⅱ的表达在正常及退变椎间盘髓核组织中存在差异，证实了

Prx Ⅱ在椎间盘退变的不同阶段表达量不同。Prx Ⅱ在椎间盘

髓核内的含量随着椎间盘退变程度的加重而增加，说明其在椎

间盘退变的过程中扮演着重要角色。但其发挥着什么作用，是

促进退变还是延缓退变？具体的机制怎样？

Nerlich 等 [10] 用免疫组化方法研究 N- 羧甲基赖氨酸

（CML，活性氧的一种生物标记）在人各个年龄阶段的椎间盘内

表达时，发现 CML 沉积最早出现于 13 岁人的髓核内，随着年

龄的增长，髓核和纤维环内 CML 沉积越多，且髓核区域比纤维

环内 CML 的沉积更多，提示活性氧的增多与椎间盘退变有关。
Li 等[9]在培养的 Hep3B 肝癌细胞株中通过 RNA 干扰沉默 Prx
Ⅱ，结果显示细胞的增值和克隆明显减少，流式细胞学分析细

胞的凋亡百分比增加。Choi 等[11]研究发现，Prx Ⅱ是血小板源性

生长因子(PDGF)介导的信号通路的负性调节因子，而 PDGF 可

通过调节 H2O2 的浓度来调节多种信号蛋白的酪氨酸残基磷酸

化，使之失活或活化。Gruber 等[12]通过椎间盘细胞进行体外培

养，在培养液中加入不同浓度的 IGF-1 和 PDGF，发现这两种生

长因子均可降低椎间盘细胞的细胞凋亡指数（AI），并且抑制效

应与生长因子的浓度相关。综合以上文献复习结果，一方面，

Prx Ⅱ可能通过其独特的抗氧化保护机制在椎间盘退变过程中

起延缓退变的作用；另一方面，Prx Ⅱ可促进或阻止细胞凋亡，

但对椎间盘退变细胞凋亡的作用尚不明确。然而，作为一种在

椎间盘髓核内新发现的蛋白，Prx Ⅱ在肿瘤、神经退变性疾病中

得到了较多的研究，在疾病的发生发展过程中也起到了重要作

用[2, 5, 9, 13]。本实验证实了 Prx Ⅱ在正常及椎间盘退变不同阶段髓

核中的表达差异，但对于其在椎间盘内的具体作用还不清楚，

是否能够导致蛋白多糖的改变，胶原比例的失调，炎症介质的

产生，相关细胞因子及酶类的变化还不可知，相关研究正在进

行之中。
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