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骨保护蛋白和骨保护蛋白配体在脊柱结核病灶骨中的表达★ 
何玉泽1，王自立2，马  腾2 ，辛  兵1，郭开今1 

Expression of osteoprotegerin and osteoprotegerin ligand in the focus of spinal tuberculosis     

He Yu-ze1, Wang Zi-li2, Ma Teng2, Xin Bing1, Guo Kai-jin1 

Abstract 
BACKGROUND: The pathological process of bone tissue hardening in spinal tuberculosis is complex, and the underlying 
mechanism remains poorly understood.  
OBJECTIVE: To investigate the expression of osteoprotegerin (OPG) and OPG ligand (OPGL) in different sections of spinal 
tubercular infectious focus. 
METHODS: The bones resected from patients with spinal tubereculosis were divided into three groups based on their regions: 
ossified bone, sub-normal bone and normal bone. The average absorbance and positive area percentage of OPG and OPGL in 
each group samples were detected by PV-6000 two-step immunohistochemical technique.  
RESULTS AND CONCLUSION: The average absorbance and positive area percentage of OPG, as well as OPG and OPGL 
expression in the ossified bone group were significantly greater than in the normal bone group (P < 0.01 or P < 0.05). These 
findings suggest that changes in OPG and OPGL expression are related to the formation of ossified bone surrounding the focus 
of spinal tuberculosis. 
 
He YZ, Wang ZL, Ma T, Xin B, Guo KJ. Expression of osteoprotegerin and osteoprotegerin ligand in the focus of spinal 
tuberculosis. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(28): 5165-5168.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：脊柱结核病灶骨组织硬化的病理过程较为复杂，其发生机制尚不明确。 
目的：探讨脊柱结核病灶骨不同部位的骨保护蛋白和骨保护蛋白配体的表达。 
方法：取脊柱结核患者脊柱结核术中切除的骨质，按照部位分成硬化骨组，亚正常骨组和正常骨组。应用 PV-6000二步法
免疫组化检测技术测定各组标本中骨保护蛋白和骨保护蛋白配体的平均吸光度及阳性面积比，并进行统计学分析。 
结果与结论：脊柱结核硬化骨组骨保护蛋白平均吸光度，阳性面积比以及骨保护蛋白和骨保护蛋白配体表达的比值均显著

高于亚正常骨组和正常骨组(P < 0.01或 P < 0.05)。结果表明骨保护蛋白和骨保护蛋白配体的表达变化与脊柱结核病灶周围
硬化骨的产生有关。 
关键词：脊柱结核；硬化骨；骨保护蛋白；骨保护蛋白配体；免疫组化 
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0  引言 
 

骨保护蛋白(osteoprotegerin, OPG)作为
骨转换的重要分子生物学指标，在骨吸收中对

破骨细胞有抑制作用，抑制骨吸收，增加骨量，

最终使骨组织病理形态向硬化型方向发展
[1]
。骨

保护蛋白配体(osteoprotegerin ligand, OPGL)
是从成骨细胞/基质细胞上克隆得到的另一种
骨代谢因子，对破骨细胞的分化与活化，抑制

破骨细胞凋亡起重要作用
[2-4]
。OPGL是目前发

现的惟一能直接诱导破骨细胞分化发育并参与

破骨细胞功能调节的细胞因子，可通过增强破

骨细胞运动能力并抑制破骨细胞的凋亡来间接

促进其骨吸收功能
[5]
。大量研究发现，许多调节

骨代谢的细胞因子如甲状旁腺素、白细胞介素、

维生素D等，都是通过影响OPG和OPGL这两个

因子的增加或减少而完成对成骨细胞和破骨细

胞的调节作用的
[6]
。 

脊柱结核病灶中的硬化骨，在影像学上表

现为高密度区域，这些区域在手术过程中显示

为非常坚硬的骨质，使传统的病灶刮除术不能

把结核病灶彻底清除，硬化骨成为抗痨药物的

屏障，阻碍了抗结核药物的进入，为结核杆菌

的残存提供了场所，术后复发率较高
[7]
。硬化骨

产生的机制较为复杂，目前鲜见报道，实验通

过比较脊柱结核病灶硬化骨、亚正常骨和正常

骨中OPG和OPGL的表达情况，探讨OPG和
OPGL在脊柱结核病理过程中的作用，从分子
水平深化对脊柱结核病灶骨硬化的发生机制。 
 
1  对象和方法 

 
设计：开放性实验。 



 
何玉泽，等. 骨保护蛋白和骨保护蛋白配体在脊柱结核病灶骨中的表达 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com 5166 

www.CRTER.org 

时间及地点：于2007-05/2009-10在宁夏医科大学
附属医院骨科、病理科及徐州医学院附属医院骨科完

成。 
对象：选择宁夏医科大学附属医院骨科和徐州医学

院附属医院骨科手术治疗的脊柱结核患者38例，其中男
性20例，女性18例，年龄25~72岁，平均年龄46岁。胸
椎9例，胸腰段11例，腰椎18例。研究符合国务院颁布
的《医疗机构管理条例》第33条规定[8]

，并将实验方法

对患者或家属如实告知，取得充分合作并签署知情同意

书。 
纳入标准：①保守治疗无效。②手术治疗并经病理学

检查确诊的脊柱结核患者。 

排除标准：有氟骨症等骨质硬化病史；近期(6个月内)
发生脊柱骨折；接受过OPG和OPGL产品的治疗；脊柱
结核病灶局部有前后纵韧带骨化。 
材料：OPG，OPGL和辣根酶标记抗兔IgG多聚体

兔抗人多克隆抗体购于河北博海生物工程开发有限公

司。 
实验方法： 
标本采集与分组：根据纳入标准，取脊柱结核患者术

中切除的骨质，按照部位分为3组：紧挨病灶空洞壁的
骨质，为硬化骨组；切除少量正常骨质作为正常骨组；

位于硬化骨和正常骨之间的部分组成亚正常骨组。如果

术中没有发现硬化骨，则此病例不取硬化骨。 
OPG和OPGL免疫组化染色：采用PV-6000二步法进

行免疫组化染色
[9]
。标本于40 g/L多聚甲醛磷酸缓冲液

固定，10%EDTA脱钙液脱钙，常规石蜡包埋，切片，
二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，蒸馏水洗涤。采用高热高

压抗原修复。每张切片加入体积分数3%H2O2去离子水，

以阻断内源性过氧化物酶，防止标本中的内源性过氧化

物酶使DAB发生显色发应，产生非特异性染色。每张切
片分别滴加OPG或OPGL兔抗人多克隆抗体(一抗；工作
浓度均为1∶100)。抗体与标本发生特异性结合后，每
张切片分别滴加辣根酶标记抗兔IgG多聚体(二抗)，与一
抗发生特异性结合。滴加新鲜配制的DAB显色剂，此时
过氧化物酶催化3，3-二氨基联苯胺与双氧水发生反应，
产生棕黄色沉淀物。显色充分后蒸馏水冲洗终止显色反

应。复染，脱水，透明，吹干，封固，显微镜下观察结

果。 
根据免疫组化染色判定标准

[10]
，以细胞浆、细胞膜

以及基质中出现棕黄色颗粒为阳性表达，以PBS磷酸盐
缓冲液代替一抗作为阴性对照。将免疫组化切片正置于

OLYMPUS显微镜下观察，利用OLYMPUS BX40病理图
文报告系统在每张切片随机选取5个不相重复的视野采
集图像，并将图像输入Image Pro Plus 6.0图像分析系
统，对染色强度进行半定量分析，测定OPG和OPGL免
疫组化染色平均吸光度和阳性面积比，取每张切片的均

值作为该例的测量值。 
主要观察指标：免疫组化检测技术测定各组标本中

OPG和OPGL的平均吸光度及阳性面积比。 
统计学分析：应用SPSS11.5统计软件包对数据结

果进行统计学分析，计量资料数据结果用x
_

±s表示。各
组间OPG和OPGL免疫组化染色阳性指标的比较采用
单因素方差分析。P < 0.05为差异有显著性意义，P < 
0.01为差异有非常显著性意义。 

   
2  结果 
 
2.1  OPG和OPGL在脊柱结核硬化骨中的表达  硬化
骨组OPG和OPGL阳性表达的细胞主要是一些成骨细
胞，在增生、增粗的骨小梁表面可见带状排列紧密的成

骨细胞数目增多，胞体肥大，增生活跃，胞浆胞膜阳性

棕色着色，胞核阴性蓝染，见图1。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2  免疫组化染色检测脊柱结核硬化骨OPG表达强度
高于亚正常和正常骨质  硬化骨组OPG免疫组化染色
平均吸光度明显高于其他两组，差异有显著性意义    
(P < 0.01)，亚正常骨组较正常骨组略有升高，但差异
无显著性意义(P > 0.05)；硬化骨组阳性面积比明显高
于其他两组，差异有显著性意义(P < 0.01)，亚正常骨
组较正常骨组略有升高，但差异无显著性意义       
(P > 0.05)，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3  免疫组化染色检测脊柱结核硬化骨OPGL表达强
度高于亚正常和正常骨质  硬化骨组OPGL免疫组化染

Figure 1  Immunohistochemical staining of ossified bone (×40) 
图 1  硬化骨免疫组化染色(×40) 

a: Positive osteoprotegerin 
expression in osteoblast: brown 
color  

b: Positive osteoprotegerin 
ligand expression in osteoblast: 
brown color  

表 1  免疫组化染色检测各组骨质骨保护蛋白表达强度 
Table 1  Detection of expression of osteoprotegerin in each 

group by immunohistochemical staining         (x
_

±s) 

aP < 0.01, vs. ossified bone group 

Group   n Average absorbance Positive area percentage (%) 
 
Ossified bone 29 

 
0.588±0.101 

 
4.96±0.84 

Sub-normal 
bone 

38 0.306±0.079a 2.01±0.65a 

Normal bone 38 0.295±0.090a     1.93±0.46a 
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色平均吸光度高于其他两组，差异有显著性意义     
(P < 0.05)，亚正常骨组较正常骨组略有升高，但差异
无显著性意义(P > 0.05)。硬化骨组阳性面积比高于其
他两组，差异有显著性意义(P < 0.05)，亚正常骨组较
正常骨组略有升高，但差异无显著性意义(P > 0.05)，
见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4  脊柱结核硬化骨OPG和OPGL表达比值高于亚正
常和正常骨质  硬化骨组OPG和OPGL平均吸光度的
比值，明显高于其他两组，差异有显著性意义(P < 0.01)，
而亚正常骨组较正常骨组略有升高，但差异无显著性意

义(P > 0.05)。硬化骨组OPG阳性面积比和OPGL阳性
面积比的比值，明显高于其他两组，差异有显著性意义     
(P < 0.01)，而亚正常骨组较正常骨组略有升高，但差
异无显著性意义(P > 0.05)，见表3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

3  讨论 
 
骨的正常代谢是维持骨质吸收和骨质形成的平衡

过程，破骨细胞活性和分化的调节对于维持这一平衡起

决定作用
[11-13]
，OPG/OPGL/RANK环路是调节骨代谢的

核心因子，OPG是OPGL的可溶性饵受体，竞争性地结
合RANK，抑制OPGL与RANK之间的信号传递，从而抑
制破骨细胞成熟与激活，达到骨吸收和骨形成的动态平

衡。多种激素和细胞因子调节OPG和OPGL的表达，如
细菌，机械刺激、张应力、压应力、激素、甲状旁腺激

素、1,25(OH)2D3、细胞因子、白细胞介素、肿瘤坏死

因子α、干扰素γ、免疫应答等等[14]
。骨质的破坏，启动

了机体的修复机制，各种影响骨转换的因子分泌增加，

功能增强，使骨转换速度加快，一方面促进了成骨过程，

对破坏的骨质进行修复；另一方面也促进了破骨过程，

对修复的骨质进行塑形和重建
[15]
。 

脊柱结核起病缓慢，病史较长，上述因子都有可能

在脊柱结核病灶修复过程中发挥作用，影响

OPG-RANKL的表达，骨质修复也是在很长的时间内完
成的，而且经常反反复复，破坏、修复、骨化，然后再

破坏、修复、骨化，由于坏死灶周围骨质硬化过程不一

定是同时进行的，有的地方已经骨质硬化，有的地方没

有硬化，当机体局部抵抗力降低或化疗不规律、结核杆

菌产生耐药时，结核菌又开始繁殖增长，坏死灶就会向

相对比较薄弱的未硬化的部分扩散，甚至到达硬化部位

的两侧和外面，从而形成结核病灶的不规则形状
[7]
。本

组骨质破坏的显示率为100%，有时同一病例不同的病
灶处表现为多种骨破坏改变，也提示脊柱结核慢性、反

复的发病过程。 
OPG和OPGL表达的比例决定骨吸收的程度。实验

结果显示，脊柱结核硬化骨组织中OPG，OPGL的表达
水平及OPG/OPGL均较亚正常骨组和正常骨组显著升
高，同时，OPG表达较其他两组的升高水平比OPGL明
显，结果说明硬化骨组OPG表达的强度超过了OPGL表
达的强度。结果提示，在脊柱结核免疫炎症反应刺激下，

在影响OPG-RANKL表达的因素如细菌，机械刺激及免
疫应答等参与下，可通过提高OPG/OPGL表达而抑制破
骨细胞前体细胞的发育、活化和生存，抑制破骨活动，

增加骨量，骨密度增高，使骨组织形态向硬化型方向发

展
[12]
。文献报道显示OPG和OPGL是作用于骨吸收和钙

代谢的最后体液介质，OPG和OPGL表达的比例决定骨
吸收的程度

[5]
。在脊柱结核的骨转换加速过程中OPG和

OPGL等细胞因子可能联合发挥重要作用，既有成骨活
动增强，也有破骨活动增强，只是由于成骨活动增强的

程度强于破骨活动的增强程度。 
在脊柱结核骨组织微环境中，免疫反应及炎性递

质可能通过刺激成骨细胞分泌OPG增加超过了OPGL
的增加，从而通过一系列的级联反应，最终导致破骨

细胞功能受到抑制，骨吸收活动减弱，而造成了脊柱

结核骨质呈硬化型的病理表现。由于硬化骨非常致

密，它不但影响抗结核药物的渗透，而且为结核菌的

残留提供了场所，是脊柱结核复发的最主要原因之  
一

[16]
。因此，手术必须用骨刀彻底清除病灶及其周围

硬化骨，直到正常骨，局部的OPG和OPGL表达比例
又会恢复动态平衡，有利于病灶的愈合。病灶的愈合

消除了细菌、炎症递质、免疫应答等促使OPG和OPGL
表达比例失调的因素，从而使骨吸收与骨形成维持正

常的动态平衡
[14]
，本实验中脊柱结核硬化骨组织中

OPG，OPGL的表达水平及OPG/OPGL均发生了明显

表 2  免疫组化染色检测各组骨质股保护蛋白配体表达强度 
Table 2  Detection of osteoprotegerin ligand expression in each 

group by immunohistochemical staining             
(x

_

±s)

aP < 0.01, vs. ossified bone group 

Group   n Average absorbance Positive area percentage (%) 
 
Ossified bone

 
29

 
0.443±0.103 

 
3.51±0.92   

Sub-normal 
bone 

38 0.303±0.089a 1.99±0.59a 

Normal bone 38 0.292±0.097a     1.91±0.52a 

表 3  各组中骨保护蛋白和骨保护蛋白配体表达的比值 
Table 3  The ratio of osteoprotegerin (OPG) to osteoprotegerin 

ligand (OPGL) expression in each group             
(x

_

±s)

aP < 0.01, vs. ossified bone group 

Group   n OPG⁄OPGL average 
absorbance 

OPG⁄OPGL positive area 
percentage 

 
Ossified bone

 
29

 
1.413±0.034 

 
1.469±0.195  

Sub-normal 
bone 

38 1.006±0.046a 1.990±0.590a 

Normal bone 38 1.001±0.211a    0.998±0.229a 
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变化正是说明了脊柱结核的各种病理表现都是骨吸收

与骨形成正常动态平衡的破坏，即病理情况下产生的多

种因子调控OPG和OPGL表达的动态不平衡导致了脊
柱结核病灶周围硬化骨的产生。 
综上所述，实验结果显示硬化骨组骨保护蛋白平均

吸光度，阳性面积比以及骨保护蛋白和骨保护蛋白配体

表达的比值均显著高于亚正常骨组和正常骨组。结果表

明骨保护蛋白和骨保护蛋白配体表达的变化与脊柱结

核病灶周围硬化骨的产生有关。 
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