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尼古丁对大鼠椎间盘内细胞因子表达的影响及意义

李左安，张旭鸣（福建省立医院／福建医科大学省立临床医学院，福州　３５０００１）

　　【摘要】　目的　观察尼古丁对大鼠椎间盘内细胞因子白细胞介素（ＩＬ）１β、ＩＬ１受体（ＩＬ１ＲⅠ）表达的意义。

方法　两个被动吸烟箱各放３０只ＳＤ大鼠，分别以不同的吸烟量持续被动吸烟制作动物模型，于第２、４、８周处死

大鼠，以免疫组化观察ＩＬ１β、ＩＬ１ＲⅠ的表达情况，以不吸烟组为对照组。结果　低吸烟量组ＩＬ１β、ＩＬ１ＲⅠ免疫组

化阳性细胞率持续上升，在第８周分别达到（５２．００±３．９１）％、（３１．００±２．２９）％；同样，高吸烟组分别达到（７６．００±

３．２４）％、（４６．００±２．７９）％，明显高于对照组，差异具有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　持续被动吸烟的情况下，大

鼠椎间盘内ＩＬ１β、ＩＬ１ＲⅠ的表达与吸烟的时间和量呈正相关性，ＩＬ１β、ＩＬ１ＲⅠ表达的异常升高可能与大鼠椎间

盘退变有关。
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　　被动吸烟已被证实能引起椎间盘退变，细胞因子白细胞介

素（ＩＬ）１β、ＩＬ１受体（ＩＬ１ＲⅠ）在椎间盘退变过程中起着相当

重要的作用［１］；但不同吸烟量（或血液中不同的尼古丁浓度）及

不同吸烟时间对椎间盘内ＩＬ１β、ＩＬ１ＲⅠ的表达有无异同，目

前尚少见文献报道。本实验在不同吸烟条件下观察退变的椎

间盘中ＩＬ１β、ＩＬ１ＲⅠ的表达有无量效及时效关系，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　实验模型的制作及分组　对照组１０只，为不吸烟组；模

型的制作按吸烟量的不同分两种情况，Ａ组：吸烟量为每１．５

小时１支香烟，每天１２次；Ｂ组：吸烟量为每１．５小时３支香

烟，每天１２次。两被动吸烟箱内都有３０只ＳＤ大鼠（由同济

医学院提供），在持续吸烟２、４、８周后各以颈椎脱臼法处死１０

只大鼠，被动吸烟箱大小均为：７０ｃｍ×５０ｃｍ×３５ｃｍ；不同时

间通过高效液相色谱仪多次检测，Ａ组大鼠在被动吸烟１０

ｍｉｎ后血液中的尼古丁浓度稳定在３０～１１９ｎｇ／ｍＬ，平均６９

ｎｇ／ｍＬ；Ｂ组大鼠在被动吸烟１０ｍｉｎ后血液中的尼古丁浓度

稳定在５２～１７３ｎｇ／ｍＬ，平均１０５ｎｇ／ｍＬ；未吸烟组血液中尼

古丁的浓度是２．１～６．６ｎｇ／ｍＬ，平均３．８ｎｇ／ｍＬ，采用单因素

方差分析，犘＜０．０１，各个组别的浓度均差异有统计学意义。

１．２　取材及初步处理　各组到达造模时间后采用颈椎脱臼法

处死大鼠，尖刀片及眼科剪仔细剥离椎间盘组织，取腰４～５椎

间盘，１０％甲醛固定，２０％乙二胺四乙酸脱钙后，石蜡包埋，并

行 ＨＥ染色。

１．３　免疫组化　运用免疫组化ＳＰ法检测ＩＬ１β和ＩＬ１ＲＩ的

表达，具体操作按说明书进行。每例石蜡标本以４μｍ厚切

片，切片常规脱蜡至水，微波修复抗原，３％过氧化氢处理１０

ｍｉｎ以抑制内源性过氧化物酶活性，滴加一抗（分别采用博士

德公司兔抗鼠ＩＬ１β及ＩＬ１ＲＩ多克隆抗体，１∶８０稀释），４℃

孵育过夜，生物素标记的二抗处理１５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，自来水

冲洗终止反应，苏木精复染，脱水，透明，封片。用ＰＢＳ代替一

抗做阴性对照。

１．４　结果判定　ＨＭＩＳＡ２０００分析仪照相，每张切片随机观

察５个高倍视野，计算ＩＬ１β和ＩＬ１ＲＩ染色的阳性细胞率。

１．５　统计学处理　采用统计软件ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，犘

＜０．０５表示差异有统计学意义。大鼠椎间盘内ＩＬ１β和ＩＬ

１ＲＩ免疫组化阳性细胞率的比较采用狋检验。而不同浓度组

之间进行比较采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），组间

两两比较采用ＳＮＫ法。

２　结　　果

Ａ、Ｂ两组在被动吸烟８周后椎间盘纤维环出现不同程度

的退变，从 ＨＥ染色可见：Ａ组纤维环结构紊乱，局部出现小范

围撕裂现象；而Ｂ组椎间盘纤维环出现较大范围的撕裂、缺

失，结构紊乱。按照 Ｍｉｙａｍｏｔｏ等
［２］椎间盘退变的程度分级，
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第８周时Ａ组见８０％为２级退变，２０％为１级退变；第８周时

Ｂ组见６６．７％椎间盘产生３级退变，３３．３％为４级退变。

Ａ、Ｂ组的ＩＬ１β和ＩＬ１ＲＩ免疫组化阳性细胞率随着被动

吸烟时间的延长而增加，犘＜０．０１；在不同吸烟量（即不同的血

液尼古丁浓度）作用下，Ｂ组的ＩＬ１β和ＩＬ１ＲＩ免疫组化阳性

细胞率在２、４、８周均比Ａ组高（犘＜０．０１），见表１、２。

表１　ＩＬ１β免疫组化阳性细胞率（狓±狊，％）

时间 对照组 Ａ组 Ｂ组

２周 ７．００±１．８６ １１．００±２．８３ａ ２６．００±１．９１ａｂ

４周 ６．９０±１．６５ ２８．００±２．３３ａ ５３．００±２．８６ａｂ

８周 ７．１５±１．９３ ５２．００±３．９１ａ ７６．００±３．２４ａｂ

　　注：ａ与对照组比较，ａ犘＜０．０１；与Ａ组比较，ｂ犘＜０．０１。

表２　ＩＬ１ＲＩ免疫组化阳性细胞率（狓±狊，％）

时间 对照组 Ａ组 Ｂ组

２周 ０．００ ９．００±１．９２ａ １５．００±１．８２ａｂ

４周 ０．００ １５．００±２．２６ａ ２７．００±２．４３ａｂ

８周 ０．００ ３１．００±２．２９ａ ４６．００±２．７９ａｂ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０１；与Ａ组比较，ｂ犘＜０．０１。

３　讨　　论

自从吸烟诱导椎间盘退变模型成功建立以来，椎间盘退变

的机制研究又进入一个高潮［１］。以往对椎间盘退变机制的研

究多以生物力学因素为主，近年来生物化学因素在椎间盘退变

机制中的作用成为研究的热点。

本实验成功的复制了大鼠被动吸烟致椎间盘退变模型，通

过 ＨＥ染色观察到椎间盘撕裂等退变现象，从 Ａ、Ｂ两组的椎

间盘退变程度分级结果来看，椎间盘退变程度与被动吸烟的量

呈正比，与被动吸烟的时间呈正比。尼古丁可能减少椎间盘周

围的血管芽，也使椎间盘组织周围的血管网收缩，减少血流，引

起椎间盘组织的营养物质和代谢产物的交换困难；到髓核组织

的氧分压降低，促使椎间盘组织从有氧代谢转变为无氧代谢为

主的过程；导致组织退变，以及抑制蛋白多糖和胶原的合成。

本研究结果显示，被动吸烟的时和量与大鼠椎间盘中的

ＩＬ１β和ＩＬ１ＲＩ免疫组化阳性细胞率存在时效量效关系，都呈

正相关性。ＩＬ１家族在各种与椎间盘退变有关的生物化学因

素中处于非常重要的地位，调节诸多与椎间盘退变相关的生物

化学因素；且ＩＬ１β本身就是诱导椎间盘退变的因素，也被用

作椎间盘退变模型的处理因素［６１０］。

本研究发现，持续被动吸烟后，ＩＬ１β、ＩＬ１ＲⅠ的表达持续

上升，各期与对照组比较明显升高。因此吸烟诱导的椎间盘退

变的发病机制可能与ＩＬ１β、ＩＬ１ＲⅠ与密切关系；吸烟的时间

和量与椎间盘内ＩＬ１β、ＩＬ１ＲⅠ的表达呈正相关性，也就是说

存在时效和量效关系。大鼠被动吸烟致椎间盘退变模型的成

功，提示人类吸烟也很可能是导致椎间盘退变的原因，本实验

用大鼠模拟人体吸烟环境成功建立大鼠被动吸烟椎间盘退变

模型，应提高医学工作者的警惕；目前椎间盘退变的治疗尚无

很好的办法，预防椎间盘退变便成为医学工作者必须倡导的工

作，世界上吸烟人口数目庞大，戒烟应该成为一种吸烟者预防

或延缓椎间盘退变的可能有效的手段。ＩＬ１β、ＩＬ１ＲⅠ可能是

治疗椎间盘退变的重要靶点。
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