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退变腰椎间盘组织细胞凋亡相关蛋白酶Caspase-10 的表达研究

黄崇友 1 臧晓方 2△ 熊 军 2 蔡 智 2

( 1 东莞市高埗医院 广东 东莞 523270；2 中南大学湘雅三医院 湖南 长沙 410013)

摘要 目的：探讨凋亡相关蛋白酶 Caspase-10 在腰椎间盘退变中的表达。方法：45 例腰椎间盘突出症病人按年龄分为青年、中年和

老年患者组，5 例青少年型特发性脊柱侧弯病人作为对照组。患者组标本均为术中所取出 L4/5 新鲜椎间盘髓核组织，对照组标本

均为术中所取出 L2/3 新鲜椎间盘髓核组织。采用 TUNEL 法和免疫组织化学 S-P 法，分别检测腰椎间盘髓核中的凋亡阳性细胞

率及 Caspase-10 的表达情况。结果：对照组髓核内 TUNEL 阳性细胞率为(17.80±0.62)%。青年、中年、老年患者组髓核内 TUNEL
阳性细胞率分别为(45.71±2.05)%、(53.65±2．93)%和(68.39±4.33)%。四个组两两之间差异均有统计学意义( P＜0.05 )。对照组

髓核内 Caspase-10 染色阳性细胞率为(32.60 士 1.64)%。青年、中年、老年患者组髓核内 Caspase-10 染色阳性细胞率分别为(50.67
士 2.89)%、(63.12 士 4.61)%和(75.28 士 4.26)%。四个组两两之间差异均有统计学意义( P＜0.05 )。髓核内 Caspase-10 染色阳性细

胞率与 TUNEL 阳性细胞率和年龄之间均呈正相关( P＜0.01 )。结论：退行性变腰椎间盘组织中凋亡细胞率以及 Caspase-10 的表

达均高于正常椎间盘组织，年龄是细胞凋亡的重要影响因素，细胞凋亡以及 Caspase-10 的表达上调可能在腰椎间盘退行性变的

发生和发展中发挥重要作用。
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Research on Expression of Apoptosis-related Protease Caspase-10 in Lumbar
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of apoptosis-related protease Caspase-10 in lumbar disc degeneration.
Methods: 45 patients with lumbar disc herniation are divided into young, middle-aged and old patient group. 5 adolescent idiopathic
scoliosis patients act as control. L4/5 fresh nucleus pulposus were removed from the patient group; L2/3 fresh nucleus pulposus were
removed from the control group. The rate of apoptotic cells and the expression of Caspase-10 were detected by TUNEL method and
immunohistochemistry SP method. Results: The rate of TUNEL positive cells in the control group is (17.80 ± 0.62)%. It is (45.71±
2.05)% in the youth patient group, (53.65 ± 2.93)% in the middle age patient group and (68.39 ± 4.33)% in the old patient group.
Differences between each of four groups were significant (P＜0.05). The Caspase-10 positive cell rate is (32.60± 1.64)% in the control
group, (50.67± 2.89)% in the youth patient group, (63.12± 4.61)% in the middle age patient group and (75.28± 4.26)% in the old
patient group. Differences between each of four groups were significant (P＜0.05). Both the Caspase-10 positive cell rate and
TUNEL-positive cell rate have positive correlation with age (P＜0.01). Conclusions: Apoptosis and the expression of Caspase-10 protein
are higher in the disc degeneration tissues than normal. Age is an important factor of apoptosis. Apoptosis and Caspase-10 may play an
important role in the lumbar intervertebral disc degeneration.
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腰椎间盘突出症(lumbar disc herniation，LDH)是骨科的常

见病与多发病, 它严重影响人们的日常工作和生活，并给家庭

和社会带来沉重的经济负担[1]。椎间盘退变是腰椎间盘突出症

发生发展的基础，由于其病理生理过程极为复杂，迄今为止椎

间盘退变的机制仍不完全清楚。椎间盘退变的起始与髓核内细

胞丢失相关，髓核细胞具有合成、分泌细胞外大分子物质、II 型

胶原和蛋白聚糖的功能；椎间盘基质的完整是保持椎间盘力学

功能的必需条件，而基质又靠软骨样细胞产生和维持。研究发

现细胞凋亡是退变椎间盘组织细胞数量下降的重要原因[2]。近

年来，细胞凋亡在椎间盘退变中的意义越来越得到人们的重视
[3]。研究表明, 在与细胞凋亡有关的众多因素中，Caspase(cys-
teinylaspartate specific proteinase, caspase)家族成员在椎间盘退

变过程中发挥了重要的作用，与细胞凋亡密切相关的 Caspases
分子有两类：起始 Caspases 和效应 Caspases。Caspase-10 属于

起始 Caspases，其作用是感受上游凋亡信号，并引起下游 Cas-
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注：* 四个组两两比较：四个组两两之间差异均有统计学意义( P＜0.05 )。

Note:*Pairwise comparison of four groups: the differences between any two of four groups were statistically significant (P＜0.05).

分组 Group 例数 n 细胞总数 Total number

of cells
总阳性细胞数 Total

number of cells
x2 P 阳性细胞率(%)Rate

of positive cells
H P

对照组

Normal group
5 472 84 17.80±0.62

青年组

Youth group
15 1020 466 290.614 0.000 45.71±2.05 44.938 0.000

中年组

Middle age

group

15 855 459 53.65±2.93

老年组

Old age group
15 630 431 68.39±4.33

表 1 四组腰椎间盘组织 TUNEL 阳性细胞率的比较( x±s )

Table 1 Compare the rate of TUNEL-positive cells in lumbar intervertebral disc tissue of four groups(x±s)

pases 活化。下游 Caspases 激活后可直接切割细胞内广泛的蛋

白质底物，引发细胞凋亡。目前，对凋亡相关蛋白酶 Caspase-10
与椎间盘退变关系的研究报道还较为鲜见。

本实验采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的缺口末端标记

(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end
labelling，TUNEL) 法检测人腰椎间盘髓核组织的凋亡细胞；用

免疫组织化学链霉素卵白素 - 过氧化物酶(streptoavidin-peroxi-
dose, S-P)法检测髓核细胞 Caspases-10 的表达情况。探讨 Cas-
pases-10 在腰椎间盘退变过程中的作用, 并分析上述指标间的

相互关系。

1 材料和方法

1.1 材料

标本均来源于 2010 年 06 月至 2010 年 12 月中南大学湘

雅三医院骨科病人，患者组标本均为术中所取出的 L4/5 新鲜

椎间盘髓核组织；对照组标本均为术中所取出 L2/3 新鲜椎间

盘髓核组织。患者组为 45 例腰椎间盘突出症患者，其中男性

28 例，女性 17 例，年龄 23～72 岁。患者术前均未接受过椎间

盘造影、胶原酶髓核溶解或椎间盘激光汽化术。术后经病理学

证实标本为退变椎间盘。并根据联合国世界卫生组织提出新的

年龄分段,将患者组分为青年组（年龄 44 岁以下），中年组（年

龄 45 岁至 59 岁）和老年组（年龄 60 岁以上）。对照组为 5 例青

少年型特发性脊柱侧弯矫形手术患者，其中男性 2 例，女性 3
例，年龄 16～20 岁，所取椎间盘组织术后经病理学证实为正常

椎间盘组织。

1.2 方法

1.2.1 采用 TUNEL 法检测腰椎间盘髓核中的细胞凋亡 细胞

核中有棕色颗粒者为阳性细胞，即凋亡细胞。每例在 400 倍镜

下，随机观察计数 10 个视野(不重复计数)，记录阳性细胞数，以

平均 100 个细胞中含凋亡细胞的个数为凋亡指数 (apopotic in-
dex, AI)。
1.2.2 采用免疫组织化学 S-P 法检测腰椎间盘髓核中 Caspase-
10 的表达情况 用 PBS 代替一抗作为阴性对照。镜下观察阳

性细胞表现为细胞核有黄或棕黄着色颗粒。每例切片双盲法计

数，在 400 倍镜下，随机观察计数 10 个视野(不重复计数)，记录

阳性细胞率，即 10 个视野内阳性细胞总数 /10 视野内细胞总

数×100%。
1.3 统计学分析

统计处理所有数据均应用 SPSSl6.0 统计软件包进行统计

分析。多样本均数的比较：方差齐性，采用完全随机设计资料的

方差分析；方差不齐，采用完全随机设计，多个样本比较的

Kruskal-Wallis H 检验。多个率比较采用 X2 检验。指标间两两

相关采用 Sepearman 秩相关分析。检验水准以 P＜0.05 表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 腰椎间盘髓核组织细胞凋亡情况

TUNEL 法检测腰椎间盘髓核中阳性染色细胞结果见表

1。

2.2 腰椎间盘髓核内 Caspase-10 的表达情况

不同组腰椎间盘的髓核内 Caspase-10 阳性染色细胞如图

1-4，结果分析见表 2。
2.3 年龄与腰椎间盘髓核 TUNEL 阳性细胞率的关系

将对照组和患者组全部 50 例腰椎间盘标本合并后进行相

关分析，随患者年龄增加，TUNEL 检测阳性细胞的百分率逐渐

增高。经 Sepearman 秩相关分析后结果显示，年龄与腰椎间盘

髓核 TUNEL 阳性细胞率呈正相关（rs=0.958，P＜0.01）。
2.4 Caspase-10 阳性细胞率与年龄和 TUNEL 阳性细胞率的关

系

将对照组和患者组全部 50 例腰椎间盘标本合并后进行相

关分析，随患者年龄增加，髓核细胞内 Caspase-10 的表达也增

加，经 Sepearman 秩相关分析后结果显示，Caspase-10 阳性细

胞率与年龄之间呈正相关（rs=0.949, P＜0.01）。Caspase-10 表达

越强，髓核内 TUNEL 阳性细胞率越高，Caspase-10 阳性细胞率

与髓核内 TUNEL 阳性细胞率亦呈正相关，具有统计学意义

（rs=0.935, P＜0.01, 图 5）。
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注：* 四个组两两比较：四个组两两之间差异均有统计学意义( P＜0.05 )。
Note:* Pairwise comparison of four groups: the differences between any two of four groups were

statistically significant (P＜0.05).

分组 Group 例数 n 细胞总数 Total

number of cells
总阳性细胞数 The total

number of positive cells
X2 P 阳性细胞率(%)Rate

of positive cells
H P

正常组

Normal group
5 432 141 32.60±1.64

青年组 Youth

group
15 945 479 200.763 0.000 50.67±2.89 44.182 0.000

中年组 Middle

age group
15 839 530 63.12±4.61

老年组 Old

age group
15 512 385 75.28±4.26

表 2 四组腰椎间盘组织 Caspase-10 阳性细胞率的比较( x±s )

Table 2 Comparison of the Caspase-10 positive cell rate in lumbar intervertebral disc tissue of four groups ( x±s )

图 1 正常组腰椎间盘髓核组织 Caspase-10 阳性细胞表达(×100)

Fig.1 Expression of Caspase-10-positive cells in lumbar intervertebral disc tissue of normal group (×100)

图 2 青年组腰椎间盘髓核组织 Caspase-10 阳性细胞表达(×100)

Fig.2 Expression of Caspase-10-positive cells in lumbar nucleus pulposus of Youth group (×100)

图 3 中年组腰椎间盘髓核组织 Caspase-10 阳性细胞表达(×100)

Fig.3 Expression of Caspase-10-positive cells in lumbar nucleus pulposus of Middle-aged group (×100)

图 4 老年组腰椎间盘髓核组织 Caspase-10 阳性细胞表达(×100)

Fig .4 Expression of Caspase-10-positive cells in lumbar nucleus pulposus of older group (×100)

3 讨论 细胞凋亡(apoptosis)是细胞在受到生理或病理刺激后发生
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图 5 四组腰椎间盘髓核 Caspase-10 阳性细胞率与 TUNEL 阳性细胞率

之间的相关关系( n=50 )。髓核 Caspase-10 阳性细胞率与 TUNEL 阳

性细胞率之间的相关关系, 经 Sepearman 秩相关分析，rs=0.935, P＜

0.01

Fig. 5 Correlation of the lumbar disc Caspase-10 positive cell rate and

TUNEL positive cell rate between the four groups (n = 50). The correlation

of Nucleus Caspase-10 positive cell rate and TUNEL positive cell rate is

such as rs = 0.935, P＜0.01, after Sepearman rank correlation analysis

的自发性、无炎症的死亡过程。细胞凋亡的异常可能是某些疾

病的发病机制，或参与某些疾病的发生。细胞凋亡异常增加，可

以导致许多疾病：如神经系统退行性变(如老年痴呆；帕金氏综

合征)，骨髓发育不良综合征(恶性贫血)，缺血性损伤(如心肌梗

死；缺血缺氧性脑病)和病毒感染等。细胞凋亡过度减少，则可

引起细胞群体稳态破坏，使病变细胞异常增多或病变组织体积

增大，最终导致器官功能异常而发生疾病，引起的疾病主要有：

自身免疫性疾病(如系统性红斑狼疮)，肿瘤(如乳腺癌，前列腺

癌，淋巴瘤)等。
细胞凋亡过多或过少，可导致椎间盘稳态的破坏，也可引

起疾病的产生[4]。本实验结果显示，腰椎间盘突出症患者发生腰

椎间盘退变突出后，髓核细胞凋亡率就一直处于较高水平，与

对照组比较，差异有统计学意义。同时光镜下发现，椎间盘髓核

细胞的死亡基本上属于凋亡形式，说明细胞凋亡参与腰椎间盘

退变过程，并推测细胞凋亡在椎间盘退变过程中发挥了重要作

用。本实验中，虽然青年患者组与中年患者组之间的细胞凋亡

率差异有统计学意义，但两组的细胞凋亡率较为接近，而老年

组的细胞凋亡率则迅速增高，这与 Gruber 等[5]的研究结果相一

致。年龄与髓核内 TUNEL 阳性细胞率之间的相关分析显示，

年龄与髓核内 TUNEL 阳性细胞率呈正相关，具有统计学意

义。
椎间盘髓核细胞的过度凋亡是椎间盘内实质细胞数量减

少的关键因素，可使细胞密度下降，细胞活性降低，软骨样细胞

合成功能和分泌功能低下，随之造成细胞外基质合成减少和组

成成分变化，细胞生理活性的降低与细胞外基质的改变互为因

果，相互影响，最终导致髓核的结构和组成成分发生改变，从而

参与腰椎间盘的退变过程。本实验结果显示，随患者年龄增长，

腰椎间盘髓核凋亡阳性细胞的百分率逐渐增高，说明年龄是细

胞凋亡的重要影响因素。这些结果将为临床上依据年龄而个体

化使用抗细胞凋亡药物提供有价值的参考资料。
Caspase-10 是近年来发现的一类含有死亡效应结构域

(dead-effector domain,DED)的蛋白酶。Caspase-10 含有 497 aa，

分子量 55 kD，在结构上与 Caspase 家族其它成员有 30～50%

的同源性，其中与 caspase-8 的同源性最高。Caspase-10 处于凋

亡过程的上游，是始动 Caspase 之一，其作用部位存在于细胞

表面和线粒体，在识别和激活下游半胱天冬酶过程中起重要作

用。Park 等[6]研究报道, Caspase-10 极有可能是细胞凋亡的内源

性启动分子。它通过形成死亡诱导信号复合物 (death in-
ducedsignaling complex，DISC)，激活自身蛋白酶活性，传递凋

亡信号；激活的 caspase-10 可以剪切效应酶 caspase-3 等，进而

引起 caspase 级联反应，引起细胞凋亡。caspase-10 的酶活性中

心也与 caspase-8 一样，所以它也可能与 caspase-8 一样是将细

胞膜事件转化为细胞浆事件的一个环节。caspase-10 已被证明

可以在凋亡信号传导过程中先于其它蛋白酶活化，并通过其酶

活性将信号传给其它 caspase 蛋白酶。caspase-10 广泛表达于淋

巴细胞和树突状细胞，通过 Fas/FasL、TRAIL/TRAILR 广泛参

与 T 淋巴细胞活化诱导的凋亡、免疫监视、肿瘤逃逸及自身免

疫。基因定位于 2p12，其活性可以被 DEVD-CHO 所抑制。
Caspase-10 的功能异常与许多疾病的发生、发展有着密切

的关系。Kenichi 等[7]分析 181 例儿童肿瘤，在许多肿瘤中发现

caspase-10 表达下调。崔长富等[8]研究发现，Caspase-10 与大肠

癌的细胞凋亡相关，并与肿瘤恶性程度关系密切。刘达恩等[9]研

究发现, Caspase-10 在伤口愈合过程中起重要作用，增生性瘢

痕组织的形成与 Caspase-10mRNA 表达低下有关。蔡卫林[10]研

究证明 caspase-10 参与外伤性癫痫的发病过程。此外，S11in 等

还在非小肺细胞癌中也发现了 caspase-10 的突变。Gibellini 等
[11]研究发现，caspase-10 与 HIV 感染也有一定的关系。随着对

caspase-10 研究的深入，已使越来越多的学者认识到，cas-
pase-10 表达水平的变化与许多疾病的发生、发展密切相关。目

前，已有学者以 caspase-10 为靶点在肿瘤及自身免疫性疾病的

治疗及药物开发等方面开展了更为广泛的研究[12]。
在本研究中 Caspase-10 在各患者组及对照组的髓核软骨

样细胞中均有阳性表达，四个组两两之间差异均有统计学意义

( P＜0.05 )。髓核内 Caspase-10 表达的阳性细胞率与 TUNEL 阳

性细胞率和年龄之间均呈正相关。这些结果提示：Caspase-10
参与了腰椎间盘细胞凋亡的调节，启动细胞凋亡过程，最终导

致细胞凋亡。Caspase-10 表达越强，椎间盘细胞凋亡越多，而随

年龄增长，Caspase-10 表达也增强。因此，Caspase-10 可作为最

有效的靶点，通过抑制上游的 Caspase-10，导致下游 Caspases
活化的减少，从而达到干预细胞凋亡,调节腰椎间盘组织内细

胞数量，以延缓椎间盘退变。这将为研发运用 caspase 抑制剂来

治疗椎间盘退变引起的一系列疾病提供新的方法和新的探索

途径。
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