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摘要 目的：探究c-Jun氨基末端激酶（JNK）信号通路在腰椎损伤疝出型椎间盘组织中激活情况。方法：随机选择24例行手术治疗的腰椎间盘突出症（LDH）患者，其中12例损伤疝出型和12例退变突出型，分别为损伤疝出组和退变突出组。收集术中摘除的椎间盘组织，HE染色观察髓核组织病理变化；TUNEL染色分析髓核细胞凋亡情况；免疫蛋白印迹技术检测MKK4、JNK、pJNK、JunD蛋白表达水平。结果：损伤疝出组出现炎性细胞浸润的比例、髓核细胞凋亡计数以及MKK4、JNK、pJNK、JunD蛋白表达水平高于退变突出组（P<0.05）。结论：损伤疝出型髓核组织炎症反应更明显；JNK信号通路异常激活与髓核细胞凋亡增加可能是损伤疝出型LDH病理机制之一；JNK信号通路激活可能是LDH病理分型的标志之一。
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JNK signaling pathway in disc tissue of injury-extrusion type of lumbar disc herniation
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Abstract Objective: To investigate the function of c-Jun N-terminal kinase (JNK) signaling pathway in disc tissue of injury-extrusion type lumbar disc herniation. Methods: Twenty four cases with lumbar disc herniation(LDH) were randomly chosen, of which 12 cases were injury-extrusion type (injury-extrusion group) and 12 cases were degeneration- protrusion type (degeneration- protrusion group). Disc tissue was collected (加上)during operation, and the pathological changes of nucleus pulposus tissue with HE staining were observed; the apoptosis of nucleus pulposus cells with TUNEL staining were analyzed; the expression levels of MKK4, JNK, pJNK, JunD protein with Western blotting were detected. Results: The proportion of inflammatory cells infiltration, the count of nucleus pulposus cells apoptosis and the expression levels of MKK4, JNK, pJNK, JunD protein of injury-extrusion group were significantly higher than degeneration- protrusion group(P<0.05). Conclusion: Local inflammation of nucleus pulposus tissue for injury-extrusion group is more significant; Abnormal activation of JNK signaling pathway and increase of nucleus pulposus cells apoptosis may be the pathological mechanism for injury-extrusion type of LDH; Abnormal activation of JNK signaling pathway may be a marker for pathological classification of LDH.
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腰椎间盘突出症（lumbar disc herniation,LDH）是以腰痛、坐骨神经痛等为主要临床表现的骨科常见病，其发病机制存在争议，机械压迫学说[1]、化学性神经根炎学说[2]以及自身免疫学说[3]是目前存在的3个热点学说，但其详细机制尚不明确。研究LDH的病理机制，首先应该认清LDH的分型，不同分型的LDH的病理机制不同，其手术方案亦不相同。目前公认的LDH的病理学分型是损伤疝出型和退变突出型[4-6]，是基于LDH的自身免疫学说，而非解剖学分型。本课题组前期实验中采用生物芯片技术筛选出腰椎间盘突出症髓核组织 microRNAs表达谱[7]，其中miR-494和miR-513a-5p在损伤疝出型LDH中较退变突出型高表达，其靶基因分别是JNK的上游MKK4和下游JunD，因此我们预测JNK信号通路可能调节LDH的病理过程。JNK是促分裂原活化蛋白激酶家族成员之一，研究证实细胞因子、应激、生长因子等可以激活JNK通路，调节细胞的增殖、凋亡、分化，并在许多疾病中发挥重要作用[8-10]。本试验目的是进一步验证腰椎损伤疝出型椎间盘组织JNK信号通路激活情况，探讨JNK信号通路在损伤疝出型LDH病理过程中可能的机制。 

1资料与方法

1.1研究对象

1.1.1纳入标准和排除标准  纳入标准：（1）根据临床表现、影像学资料（X线、CT、MRI）确诊为LDH；（2）反复发作，经过3个月保守治疗无法缓解症状，须行手术治疗；（3）根据影像学资料和术中所见纤维环的完整性将病例分为损伤疝出型和退变突出型。排除标准：（1）肿瘤、感染、自身免疫疾病等；（2）术前使用免疫抑制剂。
1.1.2临床资料  依据上述标准随机选择2012年5月-10月天津市天津医院脊柱外科确诊并行手术治疗的LDH患者24例，根据影像学检查及术中所见纤维环是否破裂分为12例损伤疝出型和12例退变突出型，分别为损伤疝出组和退变突出组。损伤疝出组男性8例，女性4例，年龄(41.83±13.55)岁，L4/L5 6例，L5/S1 6例；退变突出组男性7例，女性5例，年龄(54.17±11.36)岁，L2/L3 1例，L4/L5 7例，L5/S1 4例。收集手术摘除的间盘组织，仔细分离弃去纤维环和软骨，将获得的髓核组织装入冻存管，0 ℃保存并在0.5 h内送到实验室液氮保存。

损伤疝出型LDH诊断标准[6]：（1）患者以中青年为主，多存在腰部扭转暴力外伤病史，坐骨神经痛明显，直腿抬高试验阳性；（2）MRI显示病变椎间盘T2加权像呈低信号，髓核突破纤维环及后纵韧带，椎间盘突出于椎管内压迫神经根；（3）术中发现纤维环及后纵韧带破裂，髓核组织与椎间盘母体分离，质软，常自行溢出或很容易用髓核钳拉出。

退变突出型LDH诊断标准[6]：（1）患者多为老年人，有中、重体力劳动史，一般无腰部外伤史，以间歇性跛行为典型症状，亦可出现直腿抬高试验阳性；（2）)MRI显示为多发腰椎间盘变性突出或膨出，以某节段为主，但纤维环及后纵韧带完整；（3）术中发现纤维环及后纵韧带完整，椎间盘质硬，切开纤维环，髓核组织也不会突出，也不容易用髓核钳拉出。

1.2研究方法
1.2.1主要试剂  PBS(Cwbio公司，美国)，二甲苯（北京化学试剂公司，中国），无水乙醇（北京化学试剂公司，中国），改良型苏木精（Cwbio公司，美国），中性树胶（Cwbio公司，美国），TUNEL试剂盒（博士德公司，中国），DAB显色试剂盒（Cwbio公司，美国），组织蛋白抽提试剂盒（Cwbio公司，美国），BCA定量检测试剂盒（Cwbio公司，美国），SDS-PAGE凝胶制备试剂盒（Cwbio公司，美国），Eecl Western Blot Kit高灵敏度化学发光检测试剂盒（Cwbio公司，美国），Western Blot封闭液II（Cwbio公司，美国），丽春红染色试剂（Cwbio公司，美国），MKK4、JNK、p-JNK、JunD一抗（Cwbio公司，美国），β-Actin鼠单克隆抗体（Cwbio公司，美国），Marker(Cwbio公司，美国)。
1.2.2主要仪器  显微镜及显微成像系统（Olympus BX41，日本），液氮罐（Thermo公司，美国）石蜡组织切片机（Leica2235,德国），生物组织摊烤片机（亚光 YT-6C，德国），蛋白电泳系统（Hoefer SE250，美国），蛋白转膜系统（Hoefer TE22，美国），化学发光成像系统（Fusion X7型，美国）。
1.2.3 组织学观察  组织置于4%多聚甲醛固定48 h，石蜡包埋，切片机连续切片，每个样本切10张完整的片子，厚度6 μm，脱蜡水化，选择5张切片进行伊红-苏木精（HE）染色，乙醇梯度脱水，二甲苯透明，中性树脂封片，晾干，显微成像系统拍照（×200）。
1.2.4 TUNEL染色分析凋亡情况  选择余下5张脱蜡水化后的石蜡切片行TUNEL染色，首先每个样本滴加50 Μl PBS稀释的2 mg/mL的蛋白酶K溶液，37 ℃孵育15 min，PBS洗涤（必须把蛋白酶K洗涤干净，否则会严重干扰后续的标记反应），每张片加入50μlTdT反应混合液，37 ℃放置2 h，PBS洗涤，封闭液封闭30 min，然后滴加生物素化抗地高辛抗体（SABC）, 37 ℃孵育30 min，PBS洗涤后DAB显色，苏木精复染，脱水透明，封片，晾干，显微镜观察拍照，每个样本每张片子选择10视野计数凋亡细胞，并计算平均数。
1.2.5免疫蛋白印迹法（Western blot）检测JNK通路激活情况  将髓核组织置于冰上碾碎后加入哺乳动物蛋白抽提试剂并混匀，冰上孵育20 min，定量检测样本蛋白浓度，SDS-PAGE凝胶电泳，将蛋白转移到0.22μm孔径的硝酸纤维素膜（NC膜），丽春红染色，Western Blot封闭液II（含5%脱脂奶粉）封闭NC膜2 h，分别加入1:500稀释的一抗MKK4、JNK、pJNK及JunD，室温孵育1 h，4 ℃过夜，加入1:10 000稀释的辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗，室温孵育40 min，TBST洗膜5次，每次5 min，2 mL ECT Western Blot Kit高灵敏度化学发光检测试剂避光孵育2 min后FusionX7化学发光成像系统曝光，β-actin作内参。Gel-Pro32 图像分析软件计算分析条带的灰度值。
1.3 统计学处理 采用SPSS17.0软件进行数据处理，所有计量资料用 
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表示，两组间比较采用独立样本t检验，计数资料组间比较采用Fisher确切概率法，以P<0.05 为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 HE染色  HE染色发现损伤疝出组有9例发现炎性细胞浸润，而退变突出组只有2例，使用确切概率法比较两组差异性，差异具有统计学意义（P<0.05）（图1）。
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A. 损伤疝出组有较多炎性细胞浸润；B. 退变突出组未发现炎性细胞浸润
图1两组标本HE染色（×200）
Fig 1 HE-stained samples of two groups  (x200) 

2.2 TUNEL染色检测髓核细胞凋亡情况  TUNEL染色切片发现：损伤疝出组凋亡细胞计数（14.3±2.7）明显多于退变突出组（8.3±2.6）（图2），差异具有统计学意义（P<0.05）。
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A,C：退变突出组标本切片TUNEL染色  B,D：损伤疝出组标本切片TUNEL染色 ，凋亡细胞为棕红色，形状不规则，染色体固缩
图2 两组样本TUNEL染色（×400）
Fig 2  TUNEL-stained samples of two groups（×400）
2.3 Western blot检测JNK信号通路激活情况   Western blot结果显示损伤疝出组JNK信号通路中MKK4、JNK、pJNK、JunD蛋白表达水平较退变突出组明显高表达（图3），差异具有统计学意义（P<0.05）(表1)。  
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图3 两组中JNK信号通路蛋白表达水平
Fig 3 Situation of expression of JNK signaling pathway proteins during two groups

表1 两组标本JNK信号通路蛋白定量结果（OD值570 mm）

Tab 1 The result of protein quantify of JNK pathway signaling in two groups (OD value, 570 mm)

	分组   n
	MKK4
	JNK
	pJNK
	JunD

	损伤疝出组  12
	0.302±0.014
	0.291±0.011
	0.249±0.018
	 0.249±0.020

	退变突出组  12
	0.233±0.013
	0.221±0.014
	0.198±0.022
	 0.175±0.013

	P 
	0.000
	0.000
	0.012
	     0.001


3 讨论

3.1腰椎损伤疝出型椎间盘组织炎症反应更明显   HE染色结果发现损伤疝出组髓核组织出现炎性细胞浸润的比例更高，说明炎症反应明显，然而引起炎症的原因很多，如物理、化学、生物学以及免疫学等因素，由免疫学因素介导的炎症称为免疫炎症。基于腰椎间盘的特殊解剖结构，Naylor等[3]1962年首先提出LDH的自身免疫学说, 认为无血运的髓核组织是人体的“隐蔽”抗原，髓核从椎间盘中脱出接触人体血液系统可以诱发自身免疫反应，大量实验已经证实了LDH自身免疫反应的存在[11-12],但仅在损伤疝出型LDH椎间盘组织标本中发现CD4+和CD8+T淋巴细胞浸润和免疫球蛋白IgG、IgM的沉积[4-13], 以及IL-1、IL-6、IL-8、 IL-17等[14-16]炎症因子的高表达。本研究纳入的损伤疝出型LDH患者大都存在腰部扭转暴力外伤史，而且术中发现纤维环破裂，髓核脱出，因此，可以推断炎症细胞的浸润可能是由于脱出的髓核引发的自身免疫反应导致的，自身免疫因素在LDH尤其是损伤疝出型LDH发病机制、病理演变以及症状产生过程中可能发挥重要作用。
3.2 JNK信号通路在损伤疝出型腰椎间盘突出症病理机制中可能的作用   本研究发现损伤疝出型椎间盘组织MKK4、JNK、pJNK及JunD蛋白表达水平以及髓核细胞凋亡数高于退变突出型。JNK是 1990 年被发现的促分裂原活化蛋白激酶 ,又被称为应激活化蛋白激酶 ( stress-activated kinases,SAPK)，细胞因子（如TNF-α、IL-1、EGF )、某些 G蛋白偶联受体、应激(如电离辐射、渗透压 、热休克和氧化损伤 )等多种因素可以激活JNK信号通路 , 参与细胞增殖与分化、凋亡和细胞恶变等多种生物学反应[8]。JNK信号通路作用机制复杂，生物效应多变，具有促凋亡和抗凋亡的双重作用[17]，JNK可直接磷酸化 Bcl促凋亡家庭成员(如 Bak和 Bid)，介导线粒体释放促凋亡因子 ,从而诱导细胞凋亡[18-19] ，JNK还可以激活JunD，而JunD通过下游的NF-kB信号通路或PI3K/AKT信号通路促进细胞生存[20]。有文献报道[9]，IL-1和NO通过激活MAPK信号通路（ERK1/2，JNK,p38）来诱导髓核细胞的凋亡。董振辉等[21]研究发现TNF-α介导JNK信号通路诱导髓核细胞凋亡。JNK信号通路的异常激活可能是损伤疝出型LDH自身免疫引发的炎症反应所致，髓核细胞凋亡增加可能与JNK信号通路的异常激活密切相关，而JunD蛋白的高表达可能是髓核细胞凋亡的保护机制，试图平衡JNK引起的凋亡，但均需进一步的细胞实验进行验证。因此，我们得出结论，JNK信号通路异常激活与髓核细胞的凋亡增加可能是疝出型腰椎间盘突出症病理机制之一。

3.3 JNK信号通路的异常激活在腰椎间盘突出症病理分型中的意义  目前LDH的病理分型存在很多争议，大部分分型是基于突出椎间盘的形态和位置，不是真正意义的病理分型。国际腰椎研究会(ISSLS)和美国矫形外科协会(AAOS)将腰椎间盘突出症分为退变型、膨出型、突出型、后纵韧带下脱出型、后纵韧带后脱出型及游离型。MacNab[22]将其分类为：（1）突出，包括局限型和广泛型；（2）疝出，包括脱垂、脱出和游离型。该分类可以认为概括了LDH的两种病理类型。Spengler[23]分类：突起型、突出型、游离型。 周秉文[24]等分类：突起型；破裂型；游离型。张义修[25]按照椎间盘突出的病理学实质，将其分为3类：椎间盘损伤疝出型、椎间盘退行性膨出、椎体后缘骨软骨病。本研究发现损伤疝出型LDH椎间盘组织JNK信号通路激活情况明显高于退变突出型，进一步说明损伤疝出型和退变突出型LDH是两种不同的病理变化，有希望成为LDH病理分型的标志物。
    综上所述，JNK信号通路异常激活与髓核细胞凋亡增加可能是损伤疝出型腰椎间盘突出症病理机制之一，针对JNK通路的靶向生物治疗意义重大，将来的工作是研究JNK信号通路在损伤疝出型腰椎间盘突出症中发挥作用的详细分子机制，寻找更多的治疗靶点。另一方有望鉴别LDH病理分型，指导LDH的手术方案。本研究也存在不足之处，纳入样本偏少，需要加大样本进行验证，并进一步在细胞水平上深入研究。
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