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!!!摘要"!目的!探讨腰椎间盘突出症血瘀证与转化生长因子 #*"Qa@(#*#(+&, ÔQ基因多态性及腰椎
负荷强度的关联性% 方法!筛选符合既定相关标准的广西汉族腰椎间盘突出症患者 *%& 例$分为血瘀证组
M& 例与非血瘀证组 M& 例$进行Qa@(#*(+&, ÔQ基因多态性检测$并观测患者的腰椎负荷强度$分析 Qa@(#*(
+&, ÔQ基因多态性与腰椎负荷强度的交互作用与腰椎间盘突出症中医证型的关联性% 结果!经非条件 c3(
T14S1<回归@3>Y0>N"cK#法分析显示广西汉族重度腰椎负荷强度者患腰椎间盘突出症血瘀证的风险是轻中度
腰椎负荷强度者的 )b,’’倍",+J Â!*b&*% _)bD&*#"@j&b&+#$Qa@(#* 基因(+&, ÔQ多态性与重度腰椎负
荷强度的累积暴露发生腰椎间盘突出症血瘀证的风险是其中某单一因素的 +b)M+ 倍",+J Â!*b&DM _%b’&)#
"@j&b&+#% 结论!重度腰椎负荷强度是广西汉族腰椎间盘突出症患者血瘀证的潜在危险因素之一$Qa@(#*
基因(+&, 位点 Q̂基因型与重度腰椎负荷的交互作用可增加腰椎间盘突出症血瘀型发生的可能性%
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!!!中图分类号"!KMD*b+!!文献标识码"!I!!文章编号"!*M’L -)D&M#%&*&$&+ -&L%* -&L
!!N31%*&;),M,OP;1445;*M’L -)D&M;%&*&;&+;&L

622)($"’$)*)+’,"*2+),.$*H H,)=’3+"(’),!>JFKL;MN2$’&H&*&#)01.),#3$2. "*%0-./",/-,%&*$*’&*2$’1
=$’3/0))%2’"2$221*%,).&)+0-./",$*’&,9&,’&/,"0%$2(#,)’,-2$)*?N*F($1&O31$ C)",-#;$1&D(12$ #+,-
-;$12$ 34$56L38$94D314%B"94?%83:(<A$ 4?3H(9A4+BB(5($43: )%A8(4$5%B-;$12’(>%55323%BP9$:(4(%1$5>?(13A3!3:(&
<(13$ ,$11(12 +)&&%)$ >?(1$
!!)6/2’,"(’*!7/8&(’$9&!Q315R?4S1T0S?S:?>?20S1354:1X V?SY??5 S:?V233N 4S0414495N>3/?05N X0>S43=S:?>147
=0<S3>43=2U/V0>15S?>R?>S?V>02N147 X>3S>U4135 "cAG]#05N S>054=3>/15TT>3YS: =0<S3>#* "Qa@(#*#(+&, ÔQ41S?
T?5?X329/3>X:14/4;:&’3)%2!IS3S023=*%& C05 ?S:51<X0S1?5S4=>3/aU05T\1q:U05TIUS353/3U4K?T135 Y?>?4?(
2?<S?N 0<<3>N15TS34S05N0>N 3=cAG]$ M& Y1S: V233N 4S0414495N>3/?05N S:?3S:?>M& Y1S:3US$ S:?5$ S:?1>415T2?5U(
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!!腰椎间盘突出症"2U/V0>15S?>R?>S?V>02N147 X>3(
S>U4135$cAG]#是骨科常见病$腰腿痛反复发作是其

主要临床特点$中医通常将其归为腰腿痛&痹证范
畴$目前在发病机理方面仍有很多未知数% 本文对
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转化生长因子 #*"Qa@(#*#(+&, ÔQ基因多态性及
腰椎负荷强度与广西汉族 cAG]血瘀证的关联性进
行探讨$为深入研究本病防治措施提供参考%
>?资料与方法
>@>?一般资料?随机抽取 %&&D(&* _%&&,(*% 在我
院骨科临床确诊为腰椎间盘突出症并中医辨证为血

瘀证的患者 M& 例作为观察组$均为无血缘关系的中
国广西地区汉族人$对照组来自同期在骨科就诊并
民族&性别&年龄及家族史等因素与观察组相匹配的
腰椎间盘突出症非血瘀证患者 M& 例$两组年龄&性
别及家族史等一般资料比较差异无统计学意义"@
k&b&+#$具有可比性% 见表 *%

表 *!两组患者一般资料比较$!"’mA"%1!J"&

组!别 例数 性别"男O女# 年龄"岁# 家族史 fdA"7TO/% # BA!*&&ON+9

血瘀证组 M& )%O%D L&bM+ m,bDD *+"%+b&# %)b, m&b, %L"L&b&#

非血瘀证组 M& )%O%D ),b’% m*&b+* *+"%+b&# %)b’ m*b* %)")Db)#

4Q!% - &b&&& &bL,, &b&&& *b&,& &b&)+

@ - *b&&& &bM*D *b&&& &b%’D &bD+%

>@A?病例诊断及中医辨证标准?西医诊断标准参
照胡有谷)**主编的,腰椎间盘突出症- "%&&+b,#及
胥少汀)%*主编的,实用骨科学-"%&&+bL#’中医辨证
参照国家卫生部及中医药管理局相关行业标

准))$L* $中医辨证为血瘀证者归入血瘀证组$中医辨
证为寒湿证&肝肾亏虚证及湿热证者归入非血瘀证
组%
>@B?病例选择及纳入标准?"*#临床确诊为腰椎
间盘突出症的患者’"%#年龄 *, _+D 岁’")#无可查
亲缘关系$向上追溯三代均为汉族的个体’"L#临床
资料完整’"+#患者知情同意$自愿参加调查$在医
学理论学方面无争议%
>@C?病例排除标准?"*#合并有肝肾疾病&心脑血
管疾病&呼吸系统疾病&精神疾病&血液病&糖尿病&
自身免疫性疾病&肿瘤等’"%#体质指数"fdA# j
*Db+ 7TO/% 或 k%Db& 7TO/%’")#吸烟指数" BA# k
)&& 支ON+9者’"L#临床相关资料不完整者%
>@F?临床指标观测方法
*b+b*!BA!按平均每天吸烟数目乘以吸烟年限评
价$参考 f0SS1?等)+*方法划分为不吸烟和吸烟两个

等级$不吸烟指从未吸过烟和 BAj*&& 的个体$吸烟
指吸过烟而且 BA!*&& 的个体% 具体计算方法为 BA
l支ON+9% 由三位经过培训的课题调查员通过问
卷调查后提出分类意见%
*b+b%!fdA!采用国际通用方法$超重&肥胖判定
标准根据国际生命科学会中国办事处中国肥胖问题

工作组对中国成人体质指数分类的推荐意见中建议

标准)M*分为过轻&超重&肥胖及正常体重四个等级%
其中fdAj*Db+ 为体重过轻$fdAk%L 为超重$fdA
k%D 为肥胖$fdA*DbM _%)b, 为正常体重$具体计
算方法为)fdAl体重"7T#O身高% "/% #*% 由三位

经过培训的课题调查员测量研究对象的身高&体重
并将计算结果同以上相应数据进行比较归类%
*b+b)!腰椎负荷强度)’*!根据瑞典斯德哥尔摩肌
肉骨骼疾病研究中心的体力负荷评估问卷进行判

断$包括坐位作业"B1SS15T#&弯腰扭腰"f?5N15TOSY14(
S15T#&全身振动"":32?V3N9R1V>0S135#&提举重物
"c1=S15T#及重体力作业"C?0R9Y3>7#等$分为轻度
"c3Y#&中度"d1NN2?#和重度"C1T:#腰椎负荷三个
等级% 由三位经过培训的课题调查员通过问卷调查
并提出分类意见%
*b+bL!其他情况记录!同时记录研究对象的性别&
年龄以及家庭民族情况等%
*b+b+!研究因素及数量化等级!见表 %%

表 %!研究因素及数量化等级

研究因素 数量化等级

家族史 & l无$* l有

腰椎负荷 * l轻中度$% l重度

体质指数 * l轻$% l重

吸烟指数 & l无或 BAj*&&支ON+9$* l有并 BA!*&&支ON+9

Qa@(#* 基因
(+&, ÔQ * l̂ Q基因型$% l̂ ^基因型$) lQQ基因型

应变量"9# & l非血瘀证组$* l血瘀证组

>@O?实验研究方法
*bMb*!主要仪器及试剂!蛋白质与核酸测试仪
"fAZ(KIGeBI#’超低温冰箱"dG@(e+L*& 型$日本
三洋公司#’荧光定量 ]̂K仪"a?5?I/X ]̂KB94S?/
%L&&$].K#AH.cd.K公司 eBI#’生物安全柜"C@
B0=?*%&&$香港热力发展有限公司#’恒温水浴箱
"a>05SBef*L$a>05SA54S>U/?5S4cSN;.HacIHG#’水
平电泳仪"GFF($型$北京市六一仪器厂#’垂直电
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泳仪" .̂ *%& d151h?>S1<02a?2B94S?/$Q:?>/3.̂
eBI#’ 微量加样器 "IUS3<20R0V2?H1<:1X?S.E$
HÂCAKFZ$0X05#’高速离心机 ".fI*%$C?SS1<:
a?>/059#’凝胶成像系统 "eHAh.KBIcCZZGAA$
fAZ(KIGeBI#’凝胶成像系统分析软件"Q:?G14(
<3R?>9B?>1?4pU05S1S9Z5?% *(GI5029414B3=SY0>?
h?>4135 Lb+ #’ 全血基因组 GHI提取试 剂 盒
"f4<3M4*$f134X15公司产品#’各基因片段所需引物
"上海生物工程技术公司产品#’限制性内切酶
"B0U2&QB]L+A$@?>/?5S04公司产品#’限制性内切酶
"GN?2$]>3/?T0公司产品#%
*bMb%!标本收集!抽取符合纳入标准的患者外周
血作为检测样本$所有研究对象抽血前空腹 *& :$均
于早上 ’n&& _Dn&& 抽取静脉血标本 % /2$然后注入
含肝素抗凝剂的真空管中混匀$置于 L ‘冰箱保存
待用%
*bMb)!检测指标及方法)D*!检测Qa@(#* 基因(+&,
位点$运用聚合酶链反应结合限制片段长度多态酶
切 "]329/?>04? :̂015 K?0<S135(K?4S>1<S135 @>0T/?5S
c?5TS: ]329/3>X:14/4$]̂K(K@c]#技术进行基因多
态性检测并对其进行基因分型% 基因多态性分析的
主要步骤包括!"*#外周血白细胞 GHI提取过程的
操作方法按照试剂的说明书进行$全部受试者均取
外周静脉血 %/2$.GQI抗凝$采用f134X15 抽提试剂
盒提取基因组 GHI$按照既定方法和步骤提取
GHI% "%#聚合酶链反应!&设计引物!参照文献),*

方法$引物序列如下$@*!+r(aaaaÎ Î ^Î Q
QÎ IaQa()r’@%! +r(aaIaaIaaaaâ IÎ
Iaa()r’’聚合酶链反应体系!*& sfU==?>*b+ (2$
NHQ]&b) (2$Q0[ 酶 &b*+ (2$上&下游引物各 &b)
(2$模板 * (2$加纯净水至 *+ (2’)反应条件!,L ‘
L /15预变性$按 ,L ‘ * /15&+D ‘ * /15&’% ‘ %
/15循环 )& 次后$于 ’% ‘延伸 *& /15$聚合酶链反

应后检测$取 D (c聚合酶链反应扩增产物点样$于
*& TOc琼脂糖凝胶中进行电泳$检测扩增结果$并
读取各个个体基因型’*聚合酶链反应限制性片段
多态性分析"]̂K(].c]#的 B0UA反应体系!]̂K>?(
0<S135 /1\SU>?*&(2$*& sfU==?>% (2$B0UA&b*+ (2$加
纯净水至 *+ (2’+酶切反应条件!加石蜡油 * 滴将
体系密封$防止挥发$)’ ‘酶切过夜’,电泳条件!
以 )& TOc琼脂糖凝胶对酶切产物进行检测% 电泳
缓冲液为 * sQf.$选择电泳电压 *&& h$电流 +&
/I$电泳 ) : 后在凝胶电泳成像分析系统上照相%
")#基因型判断!若 Qa@基因存在 a+&,$Q碱基替
换$则产生限制性内切酶 B0UA的酶切位点"酶切序
列为 +r1^̂ %QHIaa1)r#$该 Qa@基因聚合酶
链反应扩增产物经 B0UA酶消化$电泳后根据消化片
段大小即可检出转化生长因子 #* 基因(+&, 位点的
) 种基因型$包括转化生长因子 #* 基因(+&,^̂ 纯

合子$可被酶完全消化为 L%,&%M VX % 条片段’转化
生长因子#* 基因(+&, Q̂杂合子$可出现 L++&L%,&
%M VX ) 条片段’转化生长因子 #* 基因(+&,QQ纯合
子$无酶切位点$电泳后只出现 L++ VX * 条片段%
>@P?统计学方法?基因型与等位基因频率采用频
率计数法计算$研究对象基因型与等位基因频率的
比较均采用!% 检验$两组均数比较采用4检验$比值
比"ZK#计算采用c3T14S1<回归分析% 所有数据均应
用 B]BB *)b& @3>"15N3Y4统计软件包进行统计学
处理$@j&b&+ 为差异有统计学意义%
A?结果

用非条件 c3T14S1<回归 @3>Y0>N"cK#法分析腰
椎间盘突出症血瘀证潜在的危险因素$按 !l&b&+
检验水准$筛选出Qa@(#*(+&,"*#&腰椎负荷强度和
Qa@(#* 基因(+&, g腰椎负荷等 ) 个因素与 cAG]血
瘀证的发生有统计学意义"@j&b&+#$各危险因素
的参数估计值及相对危险度的估计值见表 )%

表 )!cAG]血瘀证型相关危险因素c3T14S1<回归分析结果

!危险因素 J "02N"!% # @ "7t "7t ,+R>G

Qa@(#* 基因(+&, %b+L+ &b*’,

!Qa@(#*(+&,"*# *b+’M Mb*)% &b&%’ LbD)M )b%+* _+b,,)

!Qa@(#*(+&,"%# &bL)) &bMLD &bL%* *b+L% &bL%* _%b%%%

家族史"J# &b&+% &b&*M &b,&* *b&+) &bL*, _%b+%)

体质指数"7TO/%# &b%M+ &b)D) &b+)M *b)&) &b+ML _)b&*)

吸烟指数 BA!*&&ON+9"J# &b))D &b’D& &b)’’ *bL&% &b*L* _*)b,*+

腰椎负荷强度 &bM’) )b,’’ &b&LM *b,M& *b&*% _)bD&*

Qa@(#* 基因(+&, g腰椎负荷 &b+,) +b)M+ &b&%* *bD&, *b&DM _%b’&)
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B?讨论
B@>?转化生长因子 #* 是转化生长因子 #的 ) 个
亚型之一$是由二硫键连成的同源二聚体% 成熟转
化生长因子#* 含 **% 个氨基酸$性质稳定% 编码转
化生长因子#* 的基因位于第 *, 号染色体长臂上$
含 ’ 个外显子和 M 个内含子% 研究报道转化生长因
子#* 存在多个基因的多态性情况$如转化生长因
子#*(+&, ÔQ&(D&&aOI等$这些多态性可影响转化
生长因子 #* 的转录和表达$进而影响与转化生长
因子#* 相关疾病的发生&发展和转归)D&,* % 国内外
学者调查研究显示$重体力作业&搬举和过度用力&
弯腰和扭转&全身振动及静态作业姿势等是椎间盘
退变的主要危险因素$经常处于负重状态的人$负荷
越重$腰椎间盘突出的危险性就越大)*&&*** % 但相同
劳动强度和工作性质的人群中 cAG]的发生率也存
在个体差异$说明 cAG]应该是传统危险因素与基
因交互作用的结果)*%* %
B@A?中医的证是指疾病发生发展过程中机体功能&
代谢&形态结构等方面发生一系列复杂变化的综合
表现$也是多种因素共同发生作用的结果’随着生命
科学的快速发展和多学科交叉及联合等研究方法的

开展$证实质的研究已经步入崭新的时代并取得了
丰硕成果% 血瘀证是 cAG]常见的中医证型$但目
前鲜见cAG]中医证型与脊柱负荷及基因交互作用
方面相关报道% 笔者既往研究结果提示转化生长因
子#* 基因(+&, ÔQ多态性与广西壮族cAG]血瘀证
相关$并探讨了广西壮族 cAG]血瘀证与 Qa@(#*(
+&, ÔQ基因多态性及部分危险因素的关联性)*)* %
本文探讨cAG]血瘀证与 Qa@(#*(+&, ÔQ基因多态
性及腰椎负荷强度的关联性$研究结果显示从事重
度腰椎负荷强度工作的广西地区汉族人患 cAG]血
瘀证的风险是轻中度腰椎负荷强度者的 )b,’’ 倍
",+J>G!*b&*% _)bD&*#"@j&b&+#$Qa@(#*(+&, Ô
Q基因多态性与重度腰椎负荷强度的累积暴露发生
cAG]血瘀证的风险是其中某单一因素的 +b)M+ 倍
",+J>G!*b&DM _%b’&)#"@j&b&+#$说明腰椎负荷
强度可能是广西汉族 cAG]血瘀证的潜在危险因素

之一$携带Qa@(#* 基因(̂Q基因型的广西汉族人若
长期从事坐位&持续弯腰&扭腰及重体力作业等重度
腰椎负荷强度方面工作$则其患腰椎间盘突出症血
瘀型的风险更大%
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