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　　［摘要］　目的　采用蛋白质组学方法分析、寻找后纵韧带骨化症（ＯＰＬＬ）的特异性蛋白标志。方法　采用荧光差异双
向电泳法研究ＯＰＬＬ患者及正常人韧带组织的双向电泳图像。采用飞行时间质谱进行鉴定并分析差异表达的蛋白质点。

结果　两组样本均得到约１１００个蛋白质点，５０个点表达有改变。切胶获得４５个蛋白质点的肽段样本，质谱鉴定为２１个蛋
白质或肽段。其中１５个血液蛋白，其余６个蛋白中４个表达下调；２个表达上调。ＲＴＰＣＲ检测表明烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

依赖的激素脱氢酶，伴肌动蛋白相关锚定蛋白及Ⅵ型胶原蛋白 ｍＲＮＡ变化与电泳结果一致。结论　这些差异表达蛋白可
能是ＯＰＬＬ的特异表达蛋白。
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　　后纵韧带骨化症（ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｔｅｒｉｏｒｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ

ｌｉｇａｍｅｎｔ，ＯＰＬＬ）是发生在脊柱韧带的异位骨化性疾病。后

纵韧带沿脊柱椎体后方分布，上至枕骨大孔，下止于骶骨，构

成椎管的前壁。ＯＰＬＬ患者的后纵韧带中形成一高密度团

块，团块逐渐生长硬化成骨，形成一个韧带与骨结构混合的

致压物，压迫脊髓造成肢体麻木、运动障碍、大小便障碍甚至

瘫痪。ＯＰＬＬ的发病率随年龄增长增加，国人发病率为

１．６％～１．８％。目前研究认为，ＯＰＬＬ为多因素致病，激素、

代谢因子、遗传因素都与发病有关。其发病机制仍不明确。

ＣＴ和 ＭＲＩ的普遍应用，使得无临床症状的ＯＰＬＬ患者可以

早期发现并寻求手术治疗。但是，由于缺乏简便有效的筛查

方法，ＯＰＬＬ的早期诊断仍是一个难题［１］。

　　蛋白质组学方法的发展完善使得在病理组织和体液中

大规模寻找蛋白标志物成为可能。其中，荧光差异双向凝胶

电泳（ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＩＧＥ）由于排除了操作

差异、引入荧光标志物，具有较好的准确性和操作性，是应用

较多的方法［２］。为寻找参与ＯＰＬＬ发病的特异蛋白标志物，

本研究对ＯＰＬＬ患者及的后纵韧带标本采用ＤＩＧＥ法进行

了蛋白质组比较研究。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　Ｃｏｃｋｔａｉｌ酶抑制剂（Ｒｏｃｈｅ）；蛋白质定

量标准蛋白、胰蛋白酶、ＣＨＣＡ（Ｓｉｇｍａ）；非线性ＩＰＧ胶条、

ＤＩＧＥ染料、Ｔｙｐｈｏｏｎ扫描仪和ＤｅＣｙｄｅｒ６．５图谱分析软件（ＧＥ

ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）；ＳＥ６００全套电泳设备（Ａｍｅｒｓｈａｍ）；蛋白质分析反

应剂、光密度扫描仪（ＧＳ７１０，ＢｉｏＲａｄ公司）；ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）；ＡｕｔｏＦｌｅｘＴＯＦＴＯＦＬＩＦＴ Ｍａｓｓ

Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ（ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎｉｃｓ）；荧光定量ＰＣＲ仪（ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ

ＲＧ３０００ＲｅａｌＴｉｍｅＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ，ＣｏｒｂｅｔｔＲｅｓｅａｃｈ）；色谱柱：

Ｃ１８柱（１５ｃｍ×１５０μｍ，ＣｏｌｕｍｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｃ．ＣＡ），Ｔｒａｐ柱

（Ｚｏｒｂａｘ３００ＳＢＣ１８ｐｅｐｔｉｄｅｔｒａｐｓ，ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｗｉｌｍ

ｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ）。ＲＮＡ抽提试剂（ＴＲＩｚｏｌ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＲＴ试

剂（ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｅｉＫｉｔ，Ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ）；

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应试剂（ＳＹＢＲ○ＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ，ＴＯＹＯＢＯ）；ＤＮＡＭａｒｋ（ＤＬ２０００，ＴａＫａＲａ）。

１．２　双向电泳

１．２．１　标本采集　共收集４名ＯＰＬＬ患者及４名正常人的

后纵韧带标本。ＯＰＬＬ标本来自因 ＯＰＬＬ行颈椎前路减压

术患者。正常标本来自因外伤行颈椎前路减压植骨内固定

术的患者。术中获得标本后迅速剔除骨组织，－８０℃保存。

１．２．２　蛋白抽提　液氮研磨３次，加裂解液及酶抑制剂

（７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，４％ ＣＨＡＰＳ）及酶抑制剂混合

液（裂解液与酶抑制剂５０∶１比例）放置５ｍｉｎ。４℃匀浆。

冰浴下超声破碎。１５０００×ｇ离心，４５ｍｉｎ后去上清。Ｂｒａｄ

ｆｏｒｄ法定量。

１．２．３　荧光差异双向凝胶电泳　内标样本为所有样本等量

混合，标准方法标记［３］。第一向等电聚焦（电泳条件：３０Ｖ

１２ｈ，５００Ｖ１ｈ，１０００Ｖ１ｈ，８０００Ｖ８ｈ，５００Ｖ４ｈ），第

二向ＳＤＳＰＡＧＥ（１５ｍＡ／胶３０ｍｉｎ；３０ｍＡ／胶至溴酚蓝离胶

下沿０．５ｃｍ，约８ｈ）。同期跑制备胶，考马斯亮蓝染色。

１．２．４　图像采集分析　Ｔｙｐｈｏｏｎ扫描仪。ＰＭＴ 值５５０；分

辨率设为１０００。选择Ａ／Ｖ值大于１．５的点。

１．３　蛋白质鉴定　手工切胶。肽段提取液（６０％ ＣＡＮ＋

０．１％ＴＦＡ），超声１５ｍｉｎ。反复抽提３次，ＺｉｐＴｉｐ脱盐。飞

行时间质谱方式：正离子，反射检测（飞行管长２．７ｍ，加速

电压２０ｋＶ，反射电压２３ｋＶ）；数据库：ＮＣＢＩｎｒ。
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１．４　实时定量ＰＣＲ

１．４．１　标本采集　同前，收集ＯＰＬＬ患者及正常人各５名

的后纵韧带标本。

１．４．２　ＲＮＡ提取　组织冰浴下匀浆。氯仿混匀后离心３
次。弃上清加ＤＥＰＣＷａｔｅｒ至完全溶解。走ＲＮＡ变性电泳

观察１８Ｓ、２８Ｓ 条带，分光光度计检测光密度 （Ｄ）比值

Ｄ２６０／２８０，计算ＲＮＡ浓度。

１．４．３　反转录　总ＲＮＡ加入ＯｌｉｇｏｄＴ１μｌ混匀后７０℃放

置５ｍｉｎ，立即冰浴。依次加入５×ｒｅａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ４μｌ、ＲＮＡ
酶抑制剂１μｌ、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｍｉｘ２μｌ，混匀后３７℃反应

５ｍｉｎ。加入ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ ＭＭｕｌＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ１

μｌ，终体积２０μｌ。混匀后４２℃，６０ｍｉｎ；然后７０℃，１０ｍｉｎ。

１．４．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应　取反转录产物１μｌ。依次加入

（μｌ）：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１０．０、Ｐｒｉｍｅｒ１０．４、Ｐｒｉｍｅｒ

２０．４、ｄｄＨ２Ｏ８．２。ＰＣＲ产物选择１０－４、１０－５、１０－６、１０－７浓

度的稀释产物作为标准品模板，生成工作曲线，计算Ｃｔ值。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０分析数据。连续性变量

的组间差异采用ｔ检验，频数资料、组间例数不同的连续性

变量采用χ
２检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　样本采集　本研究共采集１８个韧带标本，由于手术获

得人体后纵韧带标本体积小、组织坚韧，最终提取的总蛋白量

十分有限，故双向电泳部分和ＲＴＰＣＲ部分分别采集标本完

成。１８个病例的基本情况如表１所示，患者年龄、性别、家族

史情况在电泳组和ＲＴＰＣＲ组间无统计学差异（Ｐ值分别为

０．７００、０．８１４、０．２５０），进一步分亚组为ＯＰＬＬ和对照组统计，

也没有统计学差异（ＯＰＬＬ患者电泳组和ＲＴＰＣＲ组年龄、性

别、家族史统计Ｐ值分别为０．７１２、０．６３５、０．２３６；对照组年龄、

性别统计Ｐ值分别为０．８０６、０．８５８，均无ＯＰＬＬ家族史）。

表１　患者一般资料

序号ａ 年龄
（岁） 性别 诊断 ＯＰＬＬ

家族史

１ ７３ 男 ＯＰＬＬ（Ｃ３７），混合型 无

２ ５８ 女 ＯＰＬＬ（Ｃ３６），混合型 无

３ ５３ 男 ＯＰＬＬ（Ｃ４６），连续型 无

４ ４８ 男 ＯＰＬＬ（Ｃ５７），节段型 有

５ ７２ 男 Ｃ５骨折 无

６ ５６ 女 Ｃ４５脱位 无

７ ５４ 男 Ｃ４，Ｃ５骨折 无

８ ４４ 男 Ｃ４／５、５／６创伤性椎间盘突出 无

９ ５８ 男 ＯＰＬＬ（Ｃ５７），连续型 无

１０ ４２ 男 ＯＰＬＬ（Ｃ３５），节段型 无

１１ ４６ 男 ＯＰＬＬ（Ｃ２３，Ｃ５７），混合型 无

１２ ６３ 女 ＯＰＬＬ（Ｃ６），节段型 无

１３ ６２ 女 ＯＰＬＬ（Ｃ３５），混合型 无

１４ ５９ 女 Ｃ５、Ｃ６骨折 无

１５ ６７ 男 Ｃ５骨折 无

１６ ６０ 男 Ｃ６骨折 无

１７ ５３ 男 Ｃ５６脱位 无

１８ ４５ 男 Ｃ３４脱位 无

　ａ：序号１～８采用荧光差异双向凝胶电脉检测，序号９～１８采用实

时荧光定量ＰＣＲ检测

２．２　ＤＩＧＥ及质谱分析结果　本研究完成８个样本的ＤＩＧＥ
实验，获得８张清晰度高 、蛋白质点满意的２Ｄ模拟胶图。

经软件检测，每张胶图蛋白质点均在１１００个左右（图１）。

表达丰度在两组之间 ＡＶ值大于１．５的点共５０个，手工切

胶获得４５个点（图２）。质谱鉴定出其中３２个蛋白质点为

２１个蛋白质及肽段，其中４个蛋白质点上调、１７个蛋白质点

下调（表２）。根据其功能可大致分为７类：转运结合蛋白１９
个，占总蛋白质点数量的５９．３８％；代谢酶结构蛋白３个，占

９．３８％；血纤维蛋白、结构蛋白、免疫球蛋白、信号蛋白及未

知蛋白各２个，各占６．２５％。

图１　荧光双向差异电泳扫描综合图

图２　制备胶切点图

２．３　荧光免疫ＰＣＲ结果　１０个韧带样本中９个提取出总

ＲＮＡ，反转录后进行荧光定量。经计算相对表达量，发现伴

肌动蛋白相关锚定蛋白（ｎｅｂｕｌｉｎｒｅｌａｔｅｄａｎｃｈｏｒｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，

ＮＲＡＰ）的ｍＲＮＡ在ＯＰＬＬ韧带组织中表达上调，烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸依赖的激素脱氢酶［ＮＡＤ（Ｐ）ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｔｅｒ

ｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｌｉｋｅ，ＮＳＤＨＬ］，Ⅵ型胶原α链（ａｌｐｈａ１ｃｏｌ

ｌａｇｅｎⅥ，Ⅵα１）在ＯＰＬＬ组织中表达下调，与２ＤＤＩＧＥ结果

一致。骨生成诱导因子（ｏｓｔｅｏｇｌｙｃｉｎＯＧ，ＯＧＮ），碳酸酐酶

（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ１，ＣＡ１），胆绿素还原酶Ｂ（ｂｉｌｉｖｅｒｄｉｎｒｅ

ｄｕｃｔａｓｅＢ，ＢＶＲＢ）的ｍＲＮＡ 在ＯＰＬＬ韧带标本和正常对照

组之间表达无统计学差异（表３）。
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表２　ＯＰＬＬ患者韧带组织中的差异表达蛋白

序号ａ 蛋白中文名称 蛋白英文名称

１ 血红蛋白 ＨＢＡ２；ＨＢＡ１Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ
２ 伴肌动蛋白相关锚定蛋白 ＮｅｂｕｌｉｎｒｅｌａｔｅｄａｎｃｈｏｒｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｆｏｒｍＳ［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］
３ 免疫球蛋白κＮＩＧ２６前体 ＩｇｋａｐｐａｃｈａｉｎＮＩＧ２６ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｈｕｍａｎ
４ 骨生成诱导因子 ＯｓｔｅｏｇｌｙｃｉｎＯＧ［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］
５ 纤维蛋白原β链前体 ＦＧＢＦｉｂｒｉｎｏｇｅｎｂｅｔａｃｈａｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
６ 结合珠蛋白 ＨＰｐｒｏｔｅｉｎ［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］
７ 血清白蛋白抗凋亡配体复合体 ＣｈａｉｎＡ，ｓｏｌｔｉｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｄｏｍａｉｎ３ｆｒｏｍｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎｃｏｍｐｌｅｘｅｄｔｏａｎ

　　ａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃｌｉｇａｎｄｄｉｒｅｃｔｅｄａｇａｉｎｓｔｂｃｌＸＬａｎｄｂｃｌ２
８ 胆绿素还原酶Ｂ ＢｉｌｉｖｅｒｄｉｎｒｅｄｕｃｔａｓｅＢ（ｆｌａｖｉｎｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＮＡＤＰＨ））［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］
９ 纤维蛋白β链 Ｆｉｂｒｉｎｂｅｔａ
１０ 白蛋白 ＡＬＢｐｒｏｔｅｉｎ［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］
１１ 血红蛋白部分结构 ＣｈａｉｎＡ，ＴＴｏＴ（ｈｉｇｈ）ｑｕａｔｅｒｎａｒｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓｉｎｈｕｍａｎｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ：ｄｅｓａｒｇ１４１ａｌｐｈａｄｅｏｘｙｌｏｗｓａｌｔ
１２ 未命名蛋白 Ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］
１３ 碳酸酐酶复合物Ａ链 ＣｈａｉｎＡ，ＸｒａｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｘｂｅｔｗｅｅｎｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅⅠａｎｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｎａｔｅ

　　ａｎｔｉｖｉｒａｌｄｒｕｇｆｏｓｃａｒｎｅｔ
１４ 血清白蛋白晶体结构复合体 ＣｈａｉｎＡ，ｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｇａｍｏｄｕｌｅｃｏｍｐｌｅｘｅｄｗｉｔｈｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ
１５ ＮＡＤ（Ｐ）依赖的激素脱氢酶 ＮＡＤ（Ｐ）ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｌｉｋｅ，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］
１６ 血红蛋白部分结构 ＣｈａｉｎＢ，ｏｘｙｇｅｎａｆｆｉｎｉｔｙｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｂｙｔｈｅＮｔｅｒｍｉｎｉｏｆｔｈｅｂｅｔａｃｈａｉｎｓｉｎｈｕｍａｎ

　　ＡｎｄＢｏｖｉｎｅＨｅｍｏｇｌｏｂｉｎ
１７ 血红蛋白部分结构 ＣｈａｉｎＡ，ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｈａｅｍｏｇｌｏｂｉｎｉｎｔｈｅｄｅｏｘｙｑｕａｔｅｒｎａｒｙｓｔａｔｅｗｉｔｈｌｉｇａｎｄｂｏｕｎｄ

　　ＡｔＴｈｅＡｌｐｈａＨａｅｍｓ
１８ 血红蛋白部分结构 ＣｈａｉｎＢ，ｔｔｏｔ（Ｈｉｇｈ）ｑｕａｔｅｒｎａｒｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓｉｎｈｕｍａｎｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ：ｄｅｓｈｉｓ１４６ｂｅｔａ

　　ＤｅｏｘｙＬｏｗＳａｌｔ
１９ 变异β球蛋白 Ｍｕｔａｎｔｂｅｔａｇｌｏｂｉｎ［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］
２０ Ⅵ胶原α链 Ａｌｐｈａ１ｃｏｌｌａｇｅｎⅥ （ＡＡ５７４１００９）［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］
２１ 假想蛋白 Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］

　ａ：序号１～４蛋白质表达上调，其余表达均下调

表３　ＲＴＰＣＲ各蛋白相对定量及Ｐ值

蛋白质 ＯＰＬＬ样本的
相对定量

对照样本的
相对定量 Ｐ 值

ＮＳＤＨＬ ０．０３０１ ０．０１５７ ０．０４９

Ⅵ型胶原α链 ０．２７２ ０．０９４７ ０．０２４
伴肌动蛋白相关锚定蛋白 ０．００６２ ０．０７ ０．０４１
骨生成诱导因子 ０．１８４２ ０．０９１５ ０．３７５
碳酸酐酶 ０．１９７６ ０．０８０４ ０．５６９
胆绿素还原酶Ｂ １．５０７２ ２．７１９１ ０．１０７

　ＮＳＤＨＬ：烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依赖的激素脱氢酶．相对定量＝
内标定量／样品定量

３　讨　论

３．１　韧带组织的双向电泳分析　８个样本的模拟２Ｄ胶图

每张蛋白质点均在１１００个左右。胶图稳定，具有较好的敏

感性和重复性，可认为初步建立了韧带组织的２Ｄ胶图，同时

也证明本研究所采用的蛋白抽提和凝胶分离的方法是可行

的。但这一蛋白抽提和凝胶分离条件远远不是理想的。在

预实验中，通过更改实验条件，降低了胶图背景噪声；但调整

实验条件未能去除垂直条纹，考虑是硫脲造成的［４］。

３．２　质谱结果的整体分析　在质谱鉴定出的２１个蛋白质

或肽段中，血液高丰度蛋白，如血红蛋白、白蛋白占了较大比

例。后纵韧带分为深浅两层，而椎体后的动静脉（椎动脉分

支、椎管前内静脉丛）走行在两层之间，这一解剖特点造成了

标本处理过程中无法避免的血液污染。血浆蛋白浓度在

６０～８０ｍｇ／ｍｌ，脑脊液蛋白浓度较血浆低１００个数量级，而

组织中的蛋白浓度更少［５７］。这种悬殊的蛋白浓度造成了

ＤＩＧＥ和质谱实验的浪费。由于技术的敏感性，低峰度蛋白

的微小变化被识别，而高丰度蛋白正常范围内的变化由于数

量级的原因，被同样视为差异表达。这种高丰度蛋白的干扰

可以采用顺序提取、亲和纯化等方法去除，但这些方法均会造

成样本蛋白的损失。在本研究中，韧带标本本身仅为０．５ｃｍ３

左右，获得蛋白提取液浓度约３～４ｍｇ／ｍｌ。对于这样微量的

样本，在血浆、脑脊液研究中常用的这类纯化方法，造成的蛋白

损失可能直接导致一些微量蛋白在胶图上消失。ＤＩＧＥ本身

的敏感性可以在一定程度上克服高丰度蛋白的干扰。

　　基于上述考虑，本实验未对白蛋白、血红蛋白、免疫球蛋

白等结果进行进一步研究。

３．３　差异表达蛋白　ＮＳＤＨＬ也称３β羟化类固醇脱氢酶

（３ｂｅｔａｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ），编码基因 ＮＳＤＨＬ位

于Ｘｑ２８染色体上，与胆固醇合成相关。ＮＳＤＨＬ位于内质网

和细胞内脂滴上，细胞脂滴上的 ＮＳＤＨＬ联合一种选择性转

运蛋白在内涵体和高尔基体间转运甘露糖受体。

　　Ⅵ胶原纤维是一种细胞外基质蛋白，具有细胞因子样作

用。可以刺激细胞增殖迁移，促进磷酸化，与成骨密切相关。

多个研究发现，人Ⅵ型胶原α１链编码基因（ＣＯＬ６Ａ１）的单核

苷酸多态性与ＯＰＬＬ强相关［８］。基础实验推测α１链可能具

有促进微纤维形成的作用，其缺失将导致Ⅵ胶原无法形成四

聚体，进而无法形成Ⅵ胶原网络。本研究结果显示Ⅵ型胶原

α１链表达下调，与既往研究中 ＯＰＬＬ患者Ⅵα１基因变异的

发现相吻合，这一结果验证前期工作的准确性，也首次确认

了Ⅵα１在蛋白水平存在异常。

　　ＮＲＡＰ是一种细胞骨架蛋白，属于ＬＩＭ蛋白家族，能够结

合肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）。既往研究仅在心肌、骨骼肌、脊髓及前列腺
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中发现ＮＲＡＰ，认为ＮＲＡＰ可能是扩张型心肌病（ｄｉｌａｔｅｄｃａｒ

ｄｉｏｍｙｏｌｍｔｈｙ，ＤＣＭ）的早期标志。ＲＮＡ干扰法敲除ＮＲＡＰ基因

后，发现ＮＲＡＰ通过某种转录后干扰的方式，控制两种不同形

态的肌球蛋白保持平衡，提示ＮＲＡＰ有干扰基因翻译或参与蛋

白修饰的功能［９］。本研究首次发现了韧带组织中ＮＲＡＰ的存

在，并发现在ＯＰＬＬ患者的后纵韧带组织中表达上调。ＮＲＡＰ
既往已被证实，具有在细胞和基质之间传导应力的作用，而应力

刺激是ＯＰＬＬ发展的重要局部因素，ＯＰＬＬ细胞的基因背景造成

其对应力高度敏感［１０］，据此，我们推测ＮＲＡＰ有可能在应力刺

激诱导细胞成骨转化中发挥了一定作用。

　　ＯＧＮ是一种分泌蛋白，具有亮氨酸富集重复结构（ｌｅｕ

ｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ，ＬＲＲｓ），其生长刺激活性来源于骨形态发生

蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）。在垂体中表达极

高，可能是一种新的垂体激素。ＯＧＮ与ＢＭＰ家族关系密

切。在软骨细胞分化晚期ＯＧＮ 的 ｍＲＮＡ与骨形成蛋白相

结合［１１］。ＢＭＰ１通过作用于ＯＧＮ调节Ⅰ型胶原纤维生成。

　　ＣＡ１分布于人体多种细胞中。研究表明ＣＡ１可做为糖

尿病的早期诊断标志，并与２型糖尿病严重程度相关［１２］。细

胞外ＣＡ１有提高血管渗透性作用。ＣＡ１可提高局部ｐＨ值

导致激肽释放酶（ｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ）活性增强，促进Ⅻａ因子生成［１３］。

　　胆绿素还原酶具有氧化还原作用，参与核苷酸糖代谢，

能够诱导转录因子２和血红素加氧酶１（ｈｏｍｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，

ＨＯ１）。ＢＶＲ尚参与细胞凋亡调控、细胞保护［１４１５］。

３．４　ＲＴＰＣＲ结果分析　ＯＧＮ、ＣＡ１、ＢＶＲＢ的ｍＲＮＡ表达

在两组之间无统计学差异。可能由以下情况造成：（１）样本

量小，未能如实反映组织中ＯＧＮ、ＢＶＲＢ的ｍＲＮＡ实际拷贝

水平。（２）实验误差。ＤＩＧＥ实验技术是在双向凝胶电泳基

础上发展起来的定量比较蛋白质组学技术，其本身存在制备

胶与实验胶不能完全重复、荧光染料对实验结果的影响以及

双向电泳本身重复性不理想等因素的干扰，因此实验结果仍

然存在一定的误差。（３）ＲＴＰＣＲ本身是常见的基因半定量

检测技术，还不能完全定量反映样本中 ｍＲＮＡ 的真实水平，

引物设计、总 ＲＮＡ的抽提、标本的采集等均可以影响实验结

果的准确性。（４）标本污染问题。所取组织标本含有血管组

织等，有可能影响 ＲＴＰＣＲ的准确性。（５）蛋白质和转录物

表达之间的差异可能会导致细胞的蛋白质组与转录组不一

致。转录后，特殊序列或者是次级折叠结构可能会影响翻译

率，后者可能影响 ｍＲＮＡ 衰退，与核糖体的装载和加工一

样，这些转录后机制都将证明蛋白质合成中的变化，从而导

致了蛋白质和转录物之间的相关性很弱。因而，本试验结果

尚需大样本量试验研究的进一步验证。

　　本研究用差异蛋白质组学的方法讨论了 ＯＰＬＬ患者后

纵韧带的病理改变。实验结果表明有６种组织蛋白质的含

量在ＯＰＬＬ患者的韧带标本中有明显改变，其中３种蛋白质

的ｍＲＮＡ表达与蛋白质组学研究结果一致。这些蛋白质的

改变与韧带骨化的发生、发展有关，通过对它们的作用进行

分析，我们认为ＯＰＬＬ患者的基因背景决定其对老化、应力

等损伤过程的敏感性。在损伤因素的刺激下，ＯＰＬＬ细胞启

动成骨过程。由于成骨过程的启动，一些信号和转运蛋白的

代谢也受到影响，伴随和推动了骨化过程。对这些蛋白质的

研究将有助于进一步了解ＯＰＬＬ病理性骨化的病理生理过

程，同时，有助于发现与骨化发展明显相关或地位重要的蛋

白质，为临床诊断和药物开发提供理论基础。
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