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腰椎间盘胶原含量变化影响 ＭＲＩ信号强度的研究

余文昌，杨建勇，庄文权，陈韵彬，郑石芳

【摘要】　目的：研究退变腰椎间盘组织胶原含量的变化对 ＭＲＩ信号强度的影响。方法：２８例患者行腰椎间盘 ＭＲＩ

扫描，依据Ｔ２ＷＩ信号强度对其退变程度分为三类；测量拟手术椎间盘及脑脊液Ｔ２ＷＩ信号强度，计算出二者的比值。全

部患者行ＰＬＤ手术，取出的３０个髓核标本行Ⅰ、Ⅱ型胶原的免疫组化染色，并测定染色区的平均光密度以及半定量胶原

含量。结果：全部髓核组织中均有Ⅰ、Ⅱ型胶原的阳性染色，Ⅱ、Ⅲ类椎间盘胶原染色强度分别为０．５０±０．０８、０．５４±

０．０６，二者之间差异有显著性意义（狋＝－２．５１，犘＝０．０２）。胶原染色总强度与平均信号强度比值之间的相关系数为

－０．７３（犘＜０．００１）。结论：腰椎间盘退变时，胶原含量的增多是引起椎间盘Ｔ２ＷＩ信号强度降低的生物化学基础之一。
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　　当腰椎间盘发生退变时，髓核内蛋白多糖含量减

少、胶原含量增多与水分的减少之间存在内在联系，水

分含量的变化引起椎间盘 ＭＲＩ信号强度改变
［１］。本

文测量不同退变程度腰椎间盘髓核胶原蛋白免疫组化

阳性染色区光密度值，以半定量显示胶原含量的差异，

并分析它与腰椎间盘Ｔ２ＷＩ信号强度测量值之间的相

关性，旨在揭示退变腰椎间盘内胶原含量的变化对

ＭＲＩ信号强度的影响。

材料与方法

本组２８例患者确诊为腰椎间盘突出症，男１８例，

女１０例，年龄２５～７１岁，平均４３．１岁；症状出现时间

为２～１０年。２８例中有２例Ｌ４５、Ｌ５Ｓ１ 椎间盘同时行

经皮穿刺腰椎间盘切除术（ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｕｍｂａｒｄｉｓ

ｋｅｃｔｏｍｙ，ＰＬＤ）；１８例行 Ｌ４５椎间盘ＰＬＤ术；８例行

Ｌ５Ｓ１ 椎间盘ＰＬＤ术，共选用３０个椎间盘标本。手术

中取出的髓核组织用作胶原的免疫组化染色和常规病

理染色。

全部腰椎间盘 ＭＲＩ扫描：采用 Ｓｉｅｍｅｎｓ１．５Ｔ

Ｍａｇｎｅｔｏｍｖｉｓｉｏｎ超导型磁共振进行。脊柱阵列线

圈，自旋回波序列，视野２６０ｍｍ×２６０ｍｍ，矩阵为

２５６×２５６，扫描范围包括Ｌ３４、Ｌ４５、Ｌ５Ｓ１ 三个椎间盘。

矢状面 Ｔ１ＷＩ参数：ＴＲ６９７ｍｓ，ＴＥ１２ｍｓ；Ｔ２ＷＩ参

数：ＴＲ３６００ｍｓ，ＴＥ１２０ｍｓ；轴面 Ｔ２ＷＩ参数：ＴＲ

３９００ｍｓ，ＴＥ１２０ｍｓ；平均采集３次。层厚、层距分别

为４ｍｍ和０．４ｍｍ。

腰椎间盘退变程度的评估：采用 Ｍｉｎｎａｔｅｒｔｔｉ
［２］分

类方法，ＭＲＩ上依据Ｔ２ＷＩ信号强度将椎间盘分为３

个种类：Ⅰ类，椎间盘为均匀明亮的高信号，示为正常

椎间盘；Ⅱ类，椎间盘为灰色、不均匀、中等信号强度，

示早期退行性变；Ⅲ类，外观黑暗，极低信号强度或者
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　图１　Ｌ３４Ⅰ类椎间盘，ＭＲ表现为均匀明亮高信号（箭），为正常椎间盘。

图２　Ｌ４５Ⅱ类椎间盘，ＭＲ表现为灰色中等信号强度（箭），示早期退变。

图３　Ｌ５Ｓ１Ⅲ类椎间盘，ＭＲ表现为外观黑暗的极低信号强度（箭），示明显退

变。　图４　病理片示Ⅰ型胶原的免疫组化染色，呈片状棕黄色（×２００）。　

图５　病理片示Ⅱ型胶原的免疫组化染色，平行的条带状分布，棕黄色。

无信号，示明显退变（图１～３）。

信号强度测量方案：用 ＭＲＩ机内的 Ｍｅａｎ／Ｃｕｒｖｅ

测量软件进行测量，利用Ｔ２ＷＩ矢状面图像，在拟手术

的椎间盘髓核前、中、后部各选取一个圆形兴趣区，分

别测量其信号强度；在腰椎段的脑脊液区域取３个兴

趣区，分别测量其信号强度。３个兴趣区信号强度的

平均值代表该椎间盘或脑脊液的平均信号强度，计算

椎间盘与脑脊液的平均信号强度比值。

Ⅰ、Ⅱ型胶原的免疫组化染色：采用ＳＡＢＣ法，

ＤＡＢ显色。①石蜡组织切片，室温下干燥过夜，切片

保存备用；②二甲苯脱蜡２次，每次１０ｍｉｎ；③１００％的

乙醇脱水２次，每次２ｍｉｎ；④３％的双氧水室温下孵育

５～１０ｍｉｎ，以消除内源性过氧化酶的活性；⑤热修复

抗原：将切片浸入０．０１Ｍ的枸橼酸盐缓冲液中（ＰＨ＝

６），电炉加热至沸腾后断电，间隔５ｍｉｎ后，反复一次；

待冷切后用０．１Ｍ的ＰＢＳ洗涤２次；⑥滴加正常山羊

血清封闭液，室温下孵育１０ｍｉｎ，甩去多余液体，不洗；

⑦滴加１∶１００稀释的一抗，３７℃孵育２ｈ；⑧滴加生物

素化山羊抗兔的ＩｇＧ，２０℃孵育２０ｍｉｎ，０．１Ｍ的ＰＢＳ

洗涤２ｍｉｎ×３次。⑨滴加试剂 ＳＡＢＣ，２０℃孵育

２０ｍｉｎ，０．１Ｍ 的ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ，４次；⑩ＤＡＢ显色：

使用ＤＡＢ显色试剂盒，取１ｍｌ的蒸馏

水，加试剂盒中的 Ａ、Ｂ、Ｃ试剂各１滴，

混匀后加至切片；室温显色，镜下控制反

应时间，一般在５～３０ｍｉｎ；蒸馏水洗涤；

苏木素轻度复染，脱水，透明，封片。

平均光密度的测量方法：用德国

ＺｅｉｓｓＡｘｉｏｔｒｏｎ研究型显微镜，图像放大

１００倍后全面浏览，找出阳性染色区域，

将均匀染色的胶原置于测量区，之后改为

２００倍观察倍数，由ＪＶＣＫＹＦ３ＯＢ彩色

图像摄录仪将镜下的图像呈现于显示器

上，再利用德国ＫｏｎｔｒｏｎＩｂａｓ２．０全自动

图像分析系统测算出胶原组织的平均光

密度。分别测量Ⅰ、Ⅱ型胶原的平均光密

度，用二者之和代表胶原染色总强度。平

均光密度与阳性染色度成正比，即平均光

密度值越大，代表阳性染色越强，胶原组

织含量越高。

统计方法：全部统计过程使用统计软

件ＳＰＳＳ１０．０完成。标本内胶原蛋白的

染色强度同平均信号强度比值之间的相

关性采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关检验，Ⅱ、Ⅲ类椎

间盘的Ⅰ、Ⅱ型胶原染色强度之间的差异

采用狋检验。

结　果

在光学显微镜下观察，全部髓核组织中均有Ⅰ、Ⅱ

型胶原的阳性染色。阳性反应表现为髓核组织内的

Ⅰ、Ⅱ型胶原染色成棕黄色或深棕色；典型表现为平行

的条带状，可以汇集成大片状的棕色染色区；有时在染

色区内可发现软骨样细胞分布（图４、５）。

经Ｐｅａｒｓｏｎ相关检验表明，胶原染色总强度与平

均信号强度比值之间的相关系数为－０．７２８（犘＜

０．００１），呈负相关。

Ⅱ、Ⅲ类椎间盘胶原总染色强度相关统计学参数

见表１。

表１　Ⅱ、Ⅲ类椎间盘胶原总染色强度相关统计学参数

统计参数
总染色强度

Ⅱ类椎间盘 Ⅲ类椎间盘

最小值 ０．３２ ０．４２
最大值 ０．５７ ０．６２
均值 ０．４８ ０．５４
标准差 ０．０８ ０．０６

狋检验表明，Ⅱ、Ⅲ类椎间盘胶原总染色强度之间

的差异存在显著性意义，狋＝－２．５０９，犘＝０．０１８，由此说

明Ⅲ类椎间盘胶原染色总强度明显高于Ⅱ类椎间盘。
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讨　论

１．用免疫组化技术半定量胶原含量的稳定性

免疫组化是用于显示大分子结构非常实用的技

术，Ｒｏｂｅｒｔｓ等
［３］用此技术详细观察了人体椎间盘中

各型胶原的分布及染色情况，发现正常椎间盘内Ⅱ型

胶原广泛分布于细胞外基质中，而仅在外层纤维环中

有Ⅰ型胶原染色。已有体外研究发现椎间盘内胶原与

水分之间的相关系数为－０．７３５
［４］，表明胶原蛋白含量

增多与水分减少之间存在联系，而水分子是椎间盘内

ＭＲＩ敏感质子的主要来源，其含量的变化必定会引起

椎间盘信号强度的改变，本实验基于此点来研究腰椎

间盘平均信号强度同脑脊液信号强度比与胶原染色总

强度之间的相关性。

本实验利用免疫组化的方法来染色显示髓核组织

中的Ⅰ、Ⅱ型胶原，之后测定其平均光密度来反映胶原

染色强度，是一种较客观的反映髓核内胶原含量差异

的研究方法。因为实验中采用的是Ⅰ、Ⅱ型胶原的单

克隆抗体，胶原相互之间没有交叉反应，保证了胶原染

色的敏感性与特异性［５］；而且由于髓核内大量存在的

胶原纤维染色呈片状，使用全自动图像分析系统测定

平均光密度时，可以非常方便选取测定区域，避免了测

定结果受到主观因素的影响［６］。

本组胶原总的染色强度与平均信号强度比值之间

的相关系数为－０．７２８，相关系数在犘＝０．０１水平具

有显著性意义。这充分说明，髓核组织内的胶原蛋白

对腰椎间盘的 ＭＲＩ信号强度存在负性影响。已有文

献表明胶原蛋白是一种Ｔ２ 值较短的组织，其 ＭＲＩ信

号衰减快，这将会影响到椎间盘Ｔ２ＷＩ信号强度
［７］。

２．用脑脊液信号强度校正腰椎间盘信号强度

尽管我们测量椎间盘Ｔ２ＷＩ信号强度时，采用了

选取椎间盘前、中、后部三个兴趣区分别测量后取平均

值的方法，但实验中不可避免受到一定主观因素的影

响，例如有时可能将兴趣区偏大而包括了部分终板；对

向后突出的髓核选测量区时还会受到脑脊液部分容积

的影响，而且由于本实验中腰椎的 ＭＲＩ扫描均采用脊

柱阵列线圈，Ｌ４５、Ｌ５Ｓ１ 椎间盘在磁场中所处的位置

存在一定差异，在腰椎中部的椎间盘信号强度偏高，因

其最近表面线圈的中心远离中心的椎间盘信号强度值

较低［８］。为了消除主观、客观因素对测量的影响及克

服仪器本身存在的不稳定因素［９］，引入了脑脊液

Ｔ２ＷＩ信号强度作为病变腰椎间盘信号强度的校正标

准，以此建立平均信号强度比值。脑脊液是一种均质

性液体，信号强度均匀，便于测量兴趣区的选取，稳定

性较好。

３．不同退变程度腰椎间盘内胶原染色强度的差异

本实验结果表明，Ⅱ类椎间盘的胶原总染色强度

为０．４８±０．０８；而Ⅲ类椎间盘内胶原总染色强度为

０．５４±０．０６，经统计检验，Ⅲ类椎间盘组织内胶原总染

色强度高于Ⅱ类椎间盘。由此表明随着椎间盘退变程

度加剧，其内胶原含量增多，Ｋａａｐａ等
［１０］的动物实验

及推论为此提供了解释，当椎间盘的纤维环受到损伤

时，纤维环可以通过Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原的大量合成形成

肉芽组织以达到修复，而髓核组织也发生继发退行性

变，产生大量的Ⅰ、Ⅲ型胶原而纤维化。

总之，我们通过利用免疫组化的方法对椎间盘内

胶原进行半定量分析，表明椎间盘组织内胶原蛋白的

含量受到其退变程度的影响。腰椎间盘退变时，胶原

含量的增多是引起椎间盘Ｔ２ＷＩ信号强度降低的生物

化学基础之一。
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