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人颈椎间盘髓核组织中ＳＯＸ９与ＣＯＬ２Ａ１基因的表达及其意义
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　　［摘要］　目的　观察不同退变程度的人颈椎间盘髓核（ｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓ，ＮＰ）组织中性别决定基因组９（ＳＯＸ９）、Ⅱ型胶
原α１（ＣＯＬ２Ａ１）的表达差异，并探讨此差异在人颈椎间盘退变（ｃｅｒｖｉｃａｌｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＣＩＤＤ）发生发展中的

意义。方法　收集在我院行手术治疗的３６例颈椎病或颈椎外伤患者的 ＮＰ组织及术前颈椎 ＭＲＩ（Ｔ２加权像正中矢状位）资
料，采用 Ｍｉｙａｚａｋｉ分级系统评估退变程度。用免疫组织化学法观察ＳＯＸ９、ＣＯＬ２Ａ１在 ＮＰ组织中的表达定位，用荧光定量

（ＦＱ）ＲＴＰＣＲ、蛋白质印迹分析法检测ＳＯＸ９、ＣＯＬ２Ａ１在ｍＲＮＡ及蛋白水平上的表达量，分析其表达水平与ＣＩＤＤ程度间的

关系，初步探究ＳＯＸ９和ＣＯＬ２Ａ１间的相互作用。结果　ＳＯＸ９在ＮＰ细胞胞核中表达，ＣＯＬ２Ａ１在细胞外基质中表达；随着
ＣＩＤＤ退变程度的加重，两者的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均逐渐降低；且以ＳＯＸ９表达量为自变量（Ｘ）、ＣＯＬ２Ａ１表达量为应变

量（Ｙ）的直线回归方程为Ｙ＝０．９２３Ｘ－０．０５９（Ｐ＜０．００１）。结论　随着ＣＩＤＤ程度加重，ＳＯＸ９与ＣＯＬ２Ａ１基因表达水平逐
渐降低，两者下降趋势相近，ＳＯＸ９正向调控ＣＯＬ２Ａ１的表达，提示ＳＯＸ９与ＣＯＬ２Ａ１基因功能改变可能是ＣＩＤＤ的分子机制

之一。
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　　颈椎病是引起颈肩痛和四肢麻木无力并随之导 致人们生活质量降低的常见原因，其发病年龄呈年轻
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化趋势［１］。椎间盘退变（ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａ

ｔｉｏｎ，ＩＤＤ）是该病发生的始发因素，但是ＩＤＤ发生发

展的病理生理机制尚不完全清楚，目前遗传因素在

ＩＤＤ过程中的作用受到越来越多的关注［２］。性别决定

基因组９ ［ＳＲＹ（ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎＹ）ｂｏｘ９，

ＳＯＸ９］是一种重要的早期胚胎发育相关基因，在软骨

的发育、成熟过程中对Ⅱ型胶原α１（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅡａｌ

ｐｈａ１，ＣＯＬ２Ａ１）的合成起正向调控作用［３］，在ＩＤＤ过

程中的作用也日益受到重视［４５］。

　　本研究通过免疫组织化学染色、蛋白质印迹分

析和荧光定量（ＦＱ）ＲＴＰＣＲ 方法，观察 ＳＯＸ９、

ＣＯＬ２Ａ１在不同退变程度的人颈椎椎间盘髓核（ｎｕ

ｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓ，ＮＰ）组织中表达的定位情况及其在

ｍＲＮＡ和蛋白水平上的表达量，分析基因表达水平

与ＩＤＤ程度间的关系，探讨人颈椎间盘退变（ｃｅｒｖｉ

ｃａｌｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＣＩＤＤ）的分子

生物学机制，以期为临床延缓或减少颈椎病的发生

提供分子治疗的理论依据。

１　材料和方法

１．１　标本采集与处理　标本来源于２０１０年２月至

２０１１年５月在我院行颈前路椎间盘摘除减压融合内

固定手术的颈椎病患者及颈椎外伤患者，共３６例椎

间盘组织（Ｃ３／４８例，Ｃ４／５１２例，Ｃ５／６９例，Ｃ６／７６例，

Ｃ７／Ｔ１１例），分离ＮＰ，每例ＮＰ组织分成３份，分别

用于 ｍＲＮＡ、蛋白表达检测及免疫组织化学检测。

标本于术中取得并直接置于液氮中，在３０ｍｉｎ内转

入－８０℃冰箱备用，收集患者术前颈椎 ＭＲＩ（ＭＡＧ

ＮＥＴＯＭＡｅｒａ１．５Ｔ，ＳｉｅｍｅｎｓＡＧ，Ｇｅｒｍａｎｙ）资料

（Ｔ２像正中矢状位）。排除标准：甲状腺功能亢进、甲

状旁腺功能亢进及糖尿病；肝肾疾病；服用过影响骨

代谢的药物，如双膦酸盐药物、激素替代治疗、糖皮

质激素、抗惊厥药和肝素钠；严重的髋关节及膝关节

骨性关节炎；颈椎管狭窄、颈椎滑脱、强直性脊柱炎、

椎管囊肿、脊柱肿瘤、脊柱创伤；职业或习惯高危因

素，如司机、重体力劳动、吸烟。入选的研究对象均

经过详细的病史采集和体格检查，取材均经患者及

其亲属知情同意，并获得长海医院医学伦理委员会

批准。

１．２　ＣＩＤＤ程度的影像学分级　对患者术前 ＭＲＩ
资料（Ｔ２像正中矢状位）依据 Ｍｉｙａｚａｋｉ分级系统［６］，

从髓核信号、结构、纤维环界限及间盘高度４个方面

对所有标本的退变程度按Ⅰ～Ⅴ级进行评定，规定

Ⅰ级标本为正常组，Ⅱ～Ⅴ级标本为退变组。

１．３　免疫组织化学染色　将石蜡切片常规脱蜡至

水，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗３×３ｍｉｎ；用０．０１ｍｏｌ／Ｌ
柠檬酸缓冲液（ｐＨ６．０）热诱导修复（微波３档２０

ｍｉｎ），室温自然冷却，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；１ｍｏｌ／Ｌ盐

酸处理２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；０．３％ Ｈ２Ｏ２抑制

内源性过氧化物酶２０ｍｉｎ，室温，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；

２０％正常羊血清室温孵育３０ｍｉｎ；１１００稀释一抗

（免抗人 ＳＯＸ９多克隆抗体，Ａｂｃａｍ 公司，货号：

ａｂ２６４１４；兔抗人 ＣＯＬ２Ａ１多克隆抗体，Ａｂｃａｍ 公

司，货号：ａｂ５３０４７）及二抗进行杂交，３７℃下孵育

２ｈ，ＰＢＳ洗３×３ ｍｉｎ；ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂（ＨＲＰＭ）

３７℃３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；ＤＡＢ显色８～１２

ｍｉｎ；苏木精衬染，热水蓝化，吹干后，树脂封片；镜下

随机选取５个视野观察并照相。细胞核中出现棕黄

色颗粒为ＳＯＸ９阳性表达，细胞外基质内出现棕黄

色条状物为ＣＯＬ２Ａ１阳性表达，按着色强度判断表

达情况，并分为０～＋４级［７］。

１．４　 蛋白质印迹法检测 ＮＰ 组织中 ＳＯＸ９ 和

ＣＯＬ２Ａ１蛋白的表达　应用组织裂解液分别提取不

同退变程度的人颈椎间盘 ＮＰ组织总蛋白，按照蛋

白定量试剂盒（ＢＣＡＴＭｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙｋｉｔ，ＰＩＥＲＣＥ
公司）的操作说明测定组织提取液的蛋白浓度。每

例标本取总蛋白５０μｇ，经ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，通过

浸渍转移法转至硝酸纤维素膜上，封闭后，加１１００
一抗（抗体同上）和１５００的内参βａｃｔｉｎ一抗，温育

１．５ｈ，加１２０００ＨＲＰ二抗，温育１．５ｈ，ＥＣＬ显色

试剂盒显色，用ＢｉｏＲａｄＦｌｏｕｒＳＭｕｌｔｉＩｍａｇｅｒ凝胶成

像仪扫描并保存。ＳＯＸ９的相对分子质量为５６０００，

ＣＯＬ２Ａ１的相对分子质量为１４２０００，根据相应条带

判断两者蛋白表达的情况。

１．５　ＦＱ ＲＴＰＣＲ 检 测 ＮＰ 组 织 中 ＳＯＸ９ 和

ＣＯＬ２Ａ１ｍＲＮＡ的表达　用ＴＲＩｚｏｌ法提取人颈椎

间盘ＮＰ组织总ＲＮＡ，以３０μＬＤＥＰＣ水溶解，并

以ＤＮａｓｅⅠ去除污染的ＤＮＡ，ＲＮＡ定量为１ｇ／Ｌ，

在紫外分光光度计下测得波长为２６０、２８０ｎｍ处的

光密度（Ｄ）值，其Ｄ 值均为１．８～２．０。以０．２％琼

脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ质量。取２μＬ总ＲＮＡ作

为反转录模板，根据ｃＤＮＡＴａＫａＲａ反转录试剂盒

（货号：ＤＲＲ０３７Ａ，大连宝生物工程有限公司）进行

反转录。ＰＣＲ 反应条件为：９５℃预变性１０ｍｉｎ，

９５℃变性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，共４０个循环；７２℃延

伸５ｍｉｎ。应用美国 ＡＢＩ公司的ＳｔｅｐＯｎｅＴＭ实时荧
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光定量ＰＣＲ仪，采用嵌入式染料法（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
法）进行ＰＣＲ扩增反应，相对表达量（ＲＱ）以２－ΔΔＣｔ

法计算，用仪器自带的ＳｔｅｐＯｎｅｖ１．１软件进行分

析。实验中所有引物使用ＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ设计，引物序

列如下：内参βａｃｔｉｎ 上游５′ＣＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣ

ＣＧＡ ＴＣＣ ＧＣ３′，下游 ５′ＣＣＡ ＣＣＡ ＴＣＡ ＣＧＣ

ＣＣＴＧＧＴ ＧＣ３′；ＳＯＸ９上游５′ＣＴＣＧＧＡ ＣＡＣ

ＣＧＡＧＡＡＣＡＣＧＣＧ３′，下游５′ＣＡＧＡＡＧＴＣＴ

ＣＣＡＧＡＧＣＴＴＧＣＣＣＡＧＣ３′；ＣＯＬ２Ａ１上游５′

ＡＣＴＧＧＧＡＣＴＧＴＣＣＴＣＴＧＣＧＡＣＧ３′，下游

５′ＴＣＴＧＴＣＣＣＴＴＴＧ ＧＴＣＣＴＧ ＧＴＴ ＧＣ３′。

ＰＣＲ熔解曲线示扩增产物成功。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计

学分析。不同退变等级组之间的性别因素比较采用

Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，年龄因素比较采用方差分析。

目的基因ｍＲＮＡ相对表达量（计算方法为２－ΔΔＣｔ，因

此以目的基因的ΔΔＣｔ值表示）的比较：（１）由于全

组ＳＯＸ９和ＣＯＬ２Ａ１的ΔΔＣｔ数值不满足正态性与

方差齐性的要求，故正常组与退变组的比较采用

ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ 非参数检验方法；（２）Ｓｈａｐｉｒｏ

Ｗｉｌｋ检验显示正常组与退变组ＳＯＸ９和ＣＯＬ２Ａ１
的ΔΔＣｔ数值分布均满足正态分布，Ｌｅｖｅｎｅ检验提

示满足方差齐性，因此，各退变等级组之间ＳＯＸ９

ｍＲＮＡ与ＣＯＬ２Ａ１ｍＲＮＡ表达量的两两比较采用

ＳＮＫｑ检验。ＳＯＸ９ｍＲＮＡ与ＣＯＬ２Ａ１ｍＲＮＡ表

达量采用双变量直线Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析及线性回归

方法检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＣＩＤＤ程度分级以及不同退变程度组间性别、

年龄因素比较　每个颈椎间盘 ＭＲＩ分级均由２名

课题组成员及２名放射科医生共同评定，结果显示

不同退变程度组之间性别、年龄因素的差异无统计

学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。

２．２　免疫组织化学染色和蛋白质印迹分析结

果　免疫组织化学染色结果显示不同退变程度颈椎

间盘ＮＰ组织中ＳＯＸ９与ＣＯＬ２Ａ１均有不同程度的

表达，前者定位于细胞核中（图１），后者则在细胞外

基质中表达（图２），两者的表达均随退变程度的加重

而逐渐减弱。蛋白质印迹分析结果（图３）显示随着

退变程度的加重，ＳＯＸ９与ＣＯＬ２Ａ１的表达量逐渐

减少，与免疫组化结果一致，进一步证实两者在蛋白

水平的表达量与ＣＩＤＤ程度呈负相关，且ＳＯＸ９总

体蛋白表达量在退变等级的Ⅰ～Ⅲ期明显高于

ＣＯＬ２Ａ１，而两者在Ⅳ～Ⅴ期表达量无明显差异。

表１　颈椎间盘退变程度分级结果

以及性别、年龄因素比较

Ｔａｂ１　Ｇｒａｄｅｓｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ

ｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｇｅｎｄｅｒａｎｄａｇｅ

Ｇｒａｄｅ Ｎ Ｆｅｍａｌｅｎ（％） Ａｇｅ
（ｙｅａｒ，珚ｘ±ｓ）

Ⅰ ８ ５（６２．５０） ５２．２５±５．２０

Ⅱ ７ ０（０．００） ６２．７１±９．９０

Ⅲ ９ ２（２２．２２） ６０．００±１３．５７

Ⅳ ５ １（２０．００） ５７．６０±１６．８５

Ⅴ ７ １（１４．２９） ５５．００±１０．３８

２．３　ＦＱＲＴＰＣＲ检测结果　ＳＯＸ９总体 ｍＲＮＡ
表达量高于ＣＯＬ２Ａ１，正常组与退变组之间的ＳＯＸ９

ΔΔＣｔ值（－５．６５ｖｓ－３．４９）与ＣＯＬ２Ａ１ΔΔＣｔ值
（－５．１５ｖｓ－３．２８）表达差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），正常组的ＣＯＬ２Ａ１与ＳＯＸ９的表达水平均高
于退变组（Ｐ＜０．０５）。各组两两之间比较显示

ＣＯＬ２Ａ１ΔΔＣｔ、ＳＯＸ９ΔΔＣｔ差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，表２），且随着退变程度的增加，ＣＯＬ２Ａ１
与ＳＯＸ９的相对表达量均降低，两者下降趋势相近。

　　ＳＯＸ９与ＣＯＬ２Ａ１之间符合以ＳＯＸ９表达量为
自变量（Ｘ）、ＣＯＬ２Ａ１表达量为应变量（Ｙ）的直线回
归关系，线性回归方程Ｙ＝０．９２３Ｘ－０．０５９，Ｐ＜
０．００１，决定系数Ｒ２＝０．９２９，校正Ｒ２＝０．９２６（图４），
即随着ＳＯＸ９转录水平的增加，ＣＯＬ２Ａ１转录也增
加，ＣＯＬ２Ａ１转录水平的９２．６％受ＳＯＸ９转录调控，
其余７．４％受其他因子影响。

３　讨　论

　　ＩＤＤ是引起颈椎病的始发因素，但其发生发展的

病理生理机制尚不完全清楚。目前普遍认为其发生

与高龄、吸烟、肥胖、慢性积累劳损、外伤等密切相关，

与生活习惯、职业也有一定的关系［８］。因此，我们在

选择研究对象时排除了可能影响ＩＤＤ的疾病、药物、

职业、生活习惯，此外，本研究中不同退变等级组之

间，年龄、性别因素的差异无统计学意义，研究结果更能

体现遗传因素在ＩＤＤ过程中的作用。根据国内外文献

报道，ＩＤＤ遗传机制的研究对象主要集中在腰椎间盘退

变或突出［９１０］，颈椎间盘退变的研究较少，本研究以人

颈椎间盘ＮＰ组织为研究对象，以初步阐明ＳＯＸ９与

ＣＯＬ２Ａ１基因功能改变在ＣＩＤＤ过程中的作用。
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图１　各组髓核组织中ＳＯＸ９免疫组化染色结果

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＯＸ９ｉｎｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｕｓｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ，Ｂ，Ｃ，ＤａｎｄＥｒｅｐｒｅｓｅｎｔＭＲＩｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｓⅠ，Ⅱ，Ⅲ，ⅣａｎｄⅤ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　各组髓核组织中ＣＯＬ２Ａ１免疫组化染色结果

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＯＬ２Ａ１ｉｎｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｕｓｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ，Ｂ，Ｃ，ＤａｎｄＥｒｅｐｒｅｓｅｎｔＭＲＩｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｓⅠ，Ⅱ，Ⅲ，ⅣａｎｄⅤ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　ＳＯＸ９和ＣＯＬ２Ａ１表达的蛋白质印迹分析结果

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＯＸ９ａｎｄＣＯＬ２Ａ１ｐｒｏｔｅｉｎｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

１３６ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ３６ＣＩＤＤｓａｍｐｌｅｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ１８ｂｅｉｎｇｇｒａｄｅⅠ，９１５ｂｅｉｎｇｇｒａｄｅⅡ，１６２４ｂｅｉｎｇ

ｇｒａｄｅⅢ，２５２９ｂｅｉｎｇｇｒａｄｅⅣ，ａｎｄ３０３６ｂｅｉｎｇｇｒａｄｅⅤ



第２期．程勇军，等．人颈椎间盘髓核组织中ＳＯＸ９与ＣＯＬ２Ａ１基因的表达及其意义 ·１２１　　 ·

表２　各组ＳＯＸ９与ＣＯＬ２Ａ１ｍＲＮＡ的表达量

Ｔａｂ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＯＸ９ａｎｄＣＯＬ２Ａ１ｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

Ｇｒａｄｅ
ＳＯＸ９

ΔΔＣｔ ＲＱ

ＣＯＬ２Ａ１

ΔΔＣｔ ＲＱ

Ⅰ －５．６２（－５．７９，－５．４５） ４９．１９（３９．１１，６１．８８） －５．２１（－５．３５，－５．０７） ３７．００（３０．６１，４４．７３）

Ⅱ －４．８９（－５．１１，－４．６７） ２９．７１（２２．０１，４０．１２） －４．９９（－５．１２，－４．８６） ３１．８７（２６．７７，３７．９５）

Ⅲ －３．９８（－４．１５，－３．８１） １５．７９（１２．４９，１９．９６） －３．５７（－３．６８，－３．４６） １１．９１（１０．２５，１３．８５）

Ⅳ －２．４３（－２．６９，－２．１７） ５．３８（３．７７，７．６７） －２．２４（－２．３７，－２．１１） ４．７２（３．９５，５．６４）

Ⅴ －０．４４（－０．７６，－０．１２） １．３６（０．８８，２．１０） －０．３４（－０．６４，－０．０４） １．２７（０．８４，１．９１）

　ＲＱ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔｙ．ΔΔＣｔｖａｌｕｅｓｏｆＳＯＸ９ａｎｄＣＯＬ２Ａ１ｍＲＮＡｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｇｒａｄｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｄａｔａｉｎｔｈｅｂｒａｃｋｅｔｓａｒｅｔｈｅ９５％ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ

图４　ＳＯＸ９表达量与ＣＯＬ２Ａ１表达量的线性回归散点图

Ｆｉｇ４　Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｓｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍ

ｂｅｔｗｅｅｎＳＯＸ９ａｎｄＣＯＬ２Ａ１

　　ＳＯＸ９基因作为一种重要的早期胚胎发育相关

基因，参与诸如性别决定、软骨形成等多种早期胚胎

发育过程，在除肥大软骨细胞外的所有软骨前体细

胞和软骨细胞中均有表达［１１１２］。ＣＯＬ２Ａ１基因是软

骨基质蛋白Ⅱ型胶原特异性增殖基因，１９９７年，

Ｌｅｆｅｂｖｒｅ等［１３］研究发现ＣＯＬ２Ａ１在软骨细胞中的

表达与ＳＯＸ９浓度呈正比关系，证实ＣＯＬ２Ａ１是

ＳＯＸ９依赖性软骨细胞特异性增殖基因。Ｂｅｌｌ等［１４］

研究显示ＳＯＸ９能结合于ＣＯＬ２Ａ１的软骨细胞特异

增强子，直接调控其表达，ＳＯＸ９突变相关的软骨发

育不良综合征之骨骼异常可能是在软骨形成过程中

ＳＯＸ９对ＣＯＬ２Ａ１异常调控造成的，说明ＣＯＬ２Ａ１
很可能是ＳＯＸ９的靶基因。由此可知，ＳＯＸ９是Ⅱ
型胶原合成过程中的一个重要的转录因子，在软骨

细胞的发育、成熟过程中对Ⅱ型胶原起正向调控作

用，在椎间盘退变过程中的作用也渐被关注。

　　Ｓｉｖｅ等［７］用原位杂交方法分析了正常与退变椎

间盘内ＳＯＸ９的表达，发现在退变的椎间盘 ＮＰ与

纤维环组织中，ＳＯＸ９ｍＲＮＡ的表达降低。通过免

疫定位分析方法发现椎间盘纤维环组织中ＳＯＸ９的

表达水平与年龄呈反比。Ｐａｕｌ等［１５］在体外实验中

发现ＳＯＸ９腺病毒载体能够增加 ＮＰ细胞内ＳＯＸ９
与Ⅱ型胶原的表达，同时在兔ＩＤＤ的病理模型中注

射重组腺病毒载体，发现和对照组相比，注射ＳＯＸ９
腺病毒的椎间盘能维持更好的软骨细胞表型。有学

者进一步对不同时期椎间盘（包括新生儿椎间盘、正

常椎间盘、退变各个时期椎间盘）应用ＲＴＰＣＲ、蛋

白质印迹分析和免疫组化方法检测 ＮＰ组织中

ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原基因的表达，并分析两者的相关性，

发现ＳＯＸ９ｍＲＮＡ在椎间盘 ＮＰ细胞中的表达从

新生儿到严重的ＩＤＤ患者逐渐降低，Ⅱ型胶原下降

的幅度与ＳＯＸ９降低的幅度基本一致，这表明ＩＤＤ
的发生与ＳＯＸ９的表达降低有关系，ＳＯＸ９在正向

调控Ⅱ型胶原的合成方面发挥了重要的作用［１６１７］。

张琦等［１８］成功地将重组ｐｃＤＮＡ３．１ＩＥＳＯＸ９Ｆｌａｇ
质粒转染到兔的骨髓间充质干细胞，转染后的干细

胞能分化成髓核样细胞，这为基因治疗ＩＤＤ疾病建

立了基础。同时，Ｐａｒｋ等［１９］利用ＰＣＲ和蛋白质印

迹分析技术，发现ＳＯＸ９基因表达产物和蛋白聚糖、

胶原蛋白Ⅰ、碱性磷酸酶等在退变的人体椎间盘中

成分减少。

　　虽然目前的研究表明ＳＯＸ９与ＩＤＤ存在相关

性，但是，以往研究的内容主要集中在腰椎间盘退

变，单纯以ＣＩＤＤ为研究对象的较少，而且ＳＯＸ９在

ＩＤＤ发生发展过程中的作用机制尚不清楚。本研究

通过免疫组化、蛋白质印迹分析和ＦＱＲＴＰＣＲ，发

现 ＳＯＸ９ 在人颈椎间盘 ＮＰ 细胞胞核中表达，

ＣＯＬ２Ａ１主要在细胞外基质中表达，两者均随着

ＣＩＤＤ程度的加重，表达强度及表达量逐渐降低，且

ＳＯＸ９与ＣＯＬ２Ａ１减弱的趋势相近，与赵哲等［２１］在

腰椎间盘的研究结果一致。本研究进一步对ＳＯＸ９
与ＣＯＬ２Ａ１ｍＲＮＡ表达量进行回归分析，发现两者

存在直线正相关关系，表明ＳＯＸ９可能正向调控
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ＣＯＬ２Ａ１的表达。我们还发现ＳＯＸ９总体蛋白表达

量在退变程度Ⅰ～Ⅲ期高于ＣＯＬ２Ａ１，而在Ⅳ～Ⅴ
期两者表达量无明显差异，由此推测，在ＩＤＤ早中

期存在自我修复，晚期修复能力降低甚至消失。

　　本实验每个颈椎间盘 ＭＲＩ分级由两名课题组

成员及两名放射科医生共同评定，并结合了病理学

观察验证［２０］，最大限度降低了实验人员的主观误

差，提高了实验的精确性；但是由于标本多数来自退

变程度已经达到Ⅲ级或以上水平的椎间盘，且样本

量较小，对实验结果的分析存在一定的影响。本实

验为初步探索性研究，我们将进一步扩大样本量，从

信号通路、基因多态性方面研究ＳＯＸ９基因与ＣＩ

ＤＤ相关的分子机制。

　　尽管目前关于ＳＯＸ９在ＩＤＤ过程中的作用的

研究越来越多，然而作为Ⅱ型胶原形成过程中重要

的转录调控因子，在软骨形成分化过程中它还与其

他调控因子相互作用，如ＳＯＸ５、ＳＯＸ６［２２２３］、人软骨

糖蛋白３９［２４］、核因子（ＮＦ）κＢ家族成员 ＲｅｌＡ［２５］；

此外，它还受到多个信号通路的调控，如印第安刺猬

蛋白甲状 旁腺素相 关 肽 （ＩｈｈＰＴＨｒＰ）信 号 通

路［２６２７］，与肿瘤发生发展密切相关的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号途径（Ｗｎｔ信号途径）［２８３０］，转化生长因子β
（ＴＧＦβ）／Ｓｍａｄ信号转导通路

［３１］。

　　因此，ＳＯＸ９参与ＩＤＤ的调控机制远没有研究

清楚，还需要进一步深入研究其作用的分子靶点、相

互作用关系以及在Ⅱ型胶原形成中的具体调控机

制，为人工调控、构建组织工程化胶原及生物治疗颈

椎病等奠定基础。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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