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水通道蛋白1和3在腰椎间盘退变组织中的表达★ 

李绍波，张永涛，杨开舜 

 

 

文章亮点：水通道蛋白 1及水通道蛋白 3在腰椎间盘退变中有着非常重要的作用，有可能是椎间盘退变的始动因素之

一，抑制椎间盘中水通道蛋白 1及水通道蛋白 3的表达可能为治疗和延缓椎间盘退变提供新的思路和方法。 

关键词：腰椎间盘；退变；免疫组织化学；水通道蛋白 1；水通道蛋白 3；医学植入体 

 

摘要 

背景：腰椎间盘退变由多种因素引起，水通道蛋白变化规律在腰椎间盘退变中的作用研究较少。 

目的：比较正常腰椎间盘组织及退变腰椎间盘组织中水通道蛋白 1、水通道蛋白 3的表达。 

方法：收集大理学院附属医院骨科手术切除腰椎爆裂骨折患者腰椎间盘组织 15 份，退变椎间盘组织 15 份，应用苏

木精-伊红染色、免疫组织化学染色方法观察水通道蛋白 1、水通道蛋白 3的表达，测量平均吸光度值。 

结果与结论：苏木精-伊红染色结果显示对照组椎间盘组织结构清晰，胶原纤维走形清楚，组织轻微水肿无黏液样变，

病例组组织结构模糊紊乱，胶原纤维增生粗大、走行紊乱，组织炎性水肿严重、坏死黏液样变。免疫组织化学方法显

示病例组水通道蛋白 1、水通道蛋白 3 平均吸光度值明显低于对照组(P < 0.01)，提示水通道蛋白 1、水通道蛋白 3

减少可能是腰椎间盘退变因素之一。 

 

 

Expression of aquaporin 1 and aquaporin 3 in degenerative lumbar intervertebral disc tissue    

 

 

Li Shao-bo, Zhang Yong-tao, Yang Kai-shun 

 

Abstract 

BACKGROUND: Lumbar intervertebral disc degeneration can be induced by many factors, the research on changing 

regular of aquaporins in the lumbar intervertebral disc degeneration is rarely reported. 

OBJECTIVE: To compare the expression of aquaporin 1 and aquaporin 3 in normal lumbar intervertebral disc tissue and 

degenerative lumbar intervertebral disc tissue.  

METHODS: Fifteen cases of normal lumbar intervertebral disc tissue from surgical intervention for lumbar bursting fracture 

and 15 patients with lumbar intervertebral disc degeneration were collected from the Department of orthopedics, Affiliated 

Hospital of Dali University. The expressions of aquaporin 1 and aquaporin 3 were tested by hematoxylin-eosin staining and 

immunohistochemistry method, and the mean absorbance values of aquaporin 1 and aquaporin 3 were measured.  

RESULTS AND CONCLUSION: Hematoxylin-eosin staining showed the limpid structures of lumbar intervertebral disc 

tissue and collagen fibrins in control group, the lumbar intervertebral disc tissues were mild edema without mucoid 

degerenation; in the lumbar intervertebral disc degeneration group, the structure of lumbar intervertebral disc tissue was 

blear and mussy, hyperplastic collagen fibers, serious inflammatory edema and mucoid degerenation could be seen. 

Immunohistochemical staining showed mean optical density of aquaporin 1 and aquaporin 3 in lumbar intervertebral disc 

degeneration group was significantly lower than that in the control group (P < 0.01). The decreasing of aquaporin 1 and 

aquaporin 3 expression may be the reason of lumbar intervertebral disc degeneration. 

 

Li SB, Zhang YT, Yang KS. Expression of aquaporin 1 and aquaporin 3 in degenerative lumbar intervertebral disc 

tissue.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(48): 9034-9038.     
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0  引言 

 

腰椎间盘退变引发的腰腿痛在临床十分常

见，每年因腰背痛所致的经济与人力资源的损

失巨大。腰椎间盘退变的原因一直是国内外学

者关注的热点，其机制包括分子生物学因素、

遗传学因素、生物力学因素、营养因素等
[1-4]
。

腰椎间盘退变的一个特征表现是含水量的减

少，椎间盘髓核的含水量在幼年时高达80%以

上，老年时则为70%，因此，可以从这个方面

来探讨导致椎间盘退变的原因。 

水是维持细胞生理功能的重要组成部分，水

进细胞有两种方式：一是扩散渗透；二是通过转

运通道，在水转运过程中同时有营养和代谢物质

的转运，水的跨膜转运对维持细胞正常代谢具有

重要作用。随着分子生物学方面的发展，人们逐

渐认识到许多疾病的发生都伴随着水通道蛋白

的改变
[5-7]
。水通道蛋白1是水的转运通道，在全

身细胞广泛表达，水通道蛋白3除转运水外还可

转运甘油。有研究表明水通道蛋白1和水通道蛋

白3可能参与腰椎间盘退变
[8-10]

。本实验通过测

定腰椎间盘组织水通道蛋白1和水通道蛋白3的

表达变化规律，探讨其在腰椎间盘退变中可能

起到的作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：病例-对照观察。 

时间及地点：实验于2007年6月至2009年

12月在大理学院临床医学研究中心完成。 

材料：手术标本均由大理学院附属医院骨

科提供。 

对照组：15例腰椎爆裂骨折患者手术切除的

腰椎间盘组织，主要为L1-2、L2-3椎间盘，男11

例，女4例，平均年龄28.5岁。在MRI片上采用

Thompson分级方法
[11]
观察腰椎间盘退变程

度，均表现为Ⅱ级以下退变，并经组织病理检

查证实为正常腰椎间盘。 

病例组：15例诊断为腰椎间盘突出症、腰椎

管狭窄症患者手术切除的退变椎间盘组织，主要

为L4-5、L5-S1椎间盘，男9例，女6例，平均年龄

47.5岁。在MRI片上采用Thompson分级方法
[11]

观察腰椎间盘退变程度，表现为Ⅲ级以上退变，

并经组织病理检查证实为退变腰椎间盘。 

主要试剂：兔抗人水通道蛋白1及水通道蛋

白3单克隆抗体，购自北京中杉金桥有限公司。 

实验方法： 

标本处理：选取椎间盘组织块约1.0 cm×  

1.0 cm×0.5 cm，体积分数为10%甲醛溶液固

定24 h，用流水冲洗后从低浓度到高浓度递增

的顺序进行脱水，从体积分数为30%乙醇开始，

经体积分数为70%，85%，95%直至无水乙醇，

每次时间为1 h。先经纯乙醇和透明剂正丁醇各

半的混合液浸渍1 h，再转入纯透明剂正丁醇中

浸渍1 h，用石蜡取代透明剂，浸蜡后的组织材

料块放在装有蜡液的容器中，做成含有组织块

的蜡块，进行编号，切片厚5 µm。 

苏木精-伊红染色过程：二甲苯(Ⅰ) (10 min) 

→二甲苯(Ⅱ)(5 min)→无水乙醇洗去二甲苯  

(1 min×2次 )→体积分数为 95% 乙醇 (Ⅰ)     

(1 min)→体积分数为90%乙醇(Ⅱ)(1 min)→体

积分数为85%乙醇(1 min)→蒸馏水(2 min)→

苏木精染色 (1-5 min)→自来水冲洗 (2 min) 

→1%盐酸乙醇分化(20 s)→自来水冲洗(1 min) 

→稀氨水(1%)反蓝(30 s)→自来水冲洗(1 min) 

→ 0.5%伊红液染色(2 min)→自来水洗(30 s) 

→体积分数为85%乙醇脱水(20 s)→体积分数

为90%乙醇脱水(30 s)→体积分数为95%乙醇

(Ⅰ)(1 min) →体积分数为95%乙醇(Ⅱ)(1 min)

→无水乙醇(Ⅰ)(2 min)→无水乙醇(Ⅱ)(2 min)

→二甲苯(Ⅰ)(2 min) →二甲苯(Ⅱ)(2 min)→二

甲苯(Ⅲ)(2 min)→中性树胶封固。 

免疫组织化学染色步骤(SP法)：石蜡切片脱蜡

至水→蒸馏水冲洗，PBS浸泡5 min→滴加胰酶

(1∶3稀释)，在37 ℃的恒温箱中孵育10 min进

行抗原修复。PBS冲洗2 min×3次→体积分数

为3%H2O2室温避光孵育10 min，以消除内源

性过氧化物酶的活性，PBS冲洗2 min×3次→

体积分数为5%正常山羊血清封闭，室温孵育 

15 min，倾去血清，勿洗→分别滴加兔抗人水

通道蛋白1(1∶400)及水通道蛋白3(1∶400)单

克隆抗体50 μL， 4 ℃过夜。阴性对照滴加PBS

代替一抗→过夜后在室温放置30 min后，PBS

冲洗2 min×3次→滴加生物素标记的抗兔

IgG(1∶150) 50 μL，37 ℃孵育15 min→PBS冲
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洗2 min×3次→DAB显色，在显微镜下掌握显色程度→

自来水冲洗15 min→苏木精复染2 min，盐酸乙醇分化

→自来水冲洗10-15 min→脱水、透明、封固、镜检。 

平均吸光度测量：测量免疫组织化学阳性细胞或阳性

着色区域面积，从而将传统的主观测量转化为数字化测

量，用半定量方法分析研究水通道蛋白1及水通道蛋白3

在两组标本中表达的差异性。用高清晰显微图像电脑分

析系统(北京泰克仪器有限公司VER5.0显微图像分析系

统)，保持显微镜相同光强度，全部用手动设置等条件下，

拍摄×400数码照片，每张切片随机采取5个视野照片。

首先需要测量图片有效测量区域的面积，再测量这个面

积范围内阳性细胞染色的累积吸光度，两者相除得到平

均吸光度。测量照片的最高静态灰度，再将程序系统的

灰度单位转换成吸光度单位，选定有效测量区域进行测

量，然后计算平均吸光度，记录数据。  

主要观察指标：常规组织病理观察，免疫组织化学

观察及平均吸光度测量。 

统计学分析：应用SPSS 16.0统计软件，采用

Kolmogorov-Smimov方法对数据进行正态分布检验，

凡符合正态分布的数据，同时方差齐时采用t 检验，

若方差不齐则采用近似t 检验；若不符合正态分布则

采用秩和检验。数据用x
_

±s表示，P < 0.05为差异有显

著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  光学显微镜下常规切片的观察   

对照组：椎间盘组织结构较清晰，胶原纤维走形较

清楚，组织轻微水肿无黏液样变，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

病例组：组织结构模糊紊乱，胶原纤维增生粗大、

走行紊乱，组织炎性水肿严重、坏死黏液样变。在纤

维软骨背景中，活性软骨细胞数目减少或消失，纤维

粗大致密，玻璃样变性。在髓核组织内软骨样细胞增

多呈小巢状，纤维增生，走形紊乱，黏液样物质增多，

见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  免疫组化切片的观察  阳性表达为细胞浆染为棕

黄色或棕褐色，阴性表达为细胞浆无黄染。 

水通道蛋白1对照组：免疫组织化学图片显示在腰椎

间盘的纤维环、软骨终板、髓核处都有阳性细胞表达，

细胞浆染为棕黄色或棕褐色，在软骨终板和髓核处较

多。外层纤维环中基本没有水通道蛋白1的表达，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

水通道蛋白1病例组：在病例组中免疫组织化学图片

显示椎间盘中也有阳性细胞的表达，但表达颜色比对

照组弱，阳性细胞数目少，多数细胞无阳性表达，见

图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

水通道蛋白3对照组：免疫组织化学图片显示在腰椎

Figure 1  The lumbar intervertebral disc tissue in the control 
group (Hematoxylin-eosin staining, ×400)   

图 1  对照组腰椎间盘组织(苏木精-伊红染色，×400) 

Figure 2  The lumbar intervertebral disc tissue in lumbar 
intervertebral disc degeneration group 
(Hematoxylin-eosin staining, ×400)   

图 2  病例组腰椎间盘组织(苏木精-伊红染色，×400) 

Figure 3  Immunohistochemistry of aquaporin 1 of the lumbar 
intervertebral disc tissue in the control group 
(Stneptavidin-perosidase, ×400)     

图 3  对照组腰椎间盘组织水通道蛋白 1免疫组化(SP 法，
×400)    

Figure 4  Immunohistochemistry of aquaporin 1 of the lumbar 
intervertebral disc tissue in lumbar intervertebral disc 
degeneration group (Stneptavidin-perosidase, ×400)    

图 4  病例组腰椎间盘组织水通道蛋白 1免疫组化(SP 法，
×400)    
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间盘的纤维环、软骨终板、髓核处都有阳性细胞表达，

细胞浆染为棕黄色或棕褐色，在软骨终板和髓核处较

多。在腰椎间盘各个区域都有表达，但髓核处表达更多，

见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

水通道蛋白3病例组：在病例组中免疫组织化学图片

显示椎间盘中也有阳性细胞的表达，但表达颜色比对

照组弱，阳性细胞数目少，多数细胞无阳性表达，见

图6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  平均吸光度测量  用高清晰显微图像电脑分析系

统(北京泰克仪器有限公司VER5.0显微图像分析系统)

进行测量后统计分析，对所得数据进行t 检验，两组腰

椎间盘组织中水通道蛋白1、水通道蛋白3的平均吸光度

比较差异有显著性意义(P < 0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

3.1  腰椎间盘退变的影响因素及分期  腰椎间盘退变

的机制尚不明确，引起退变的因素多种多样，可能是多

种因素共同作用的结果，有研究者将椎间盘退变的原因

归结为：①椎间盘软骨终板的退变以及髓核纤维化和水

化程度的下降，导致椎间盘细胞营养和存活力的下降。

②基质成分的降解和修饰，致使椎间盘形态和承受负荷

能力下降。③机械负荷对椎间盘基质的影响
[12]
。 

随着影像学的发展，可根据MRI表现对椎间盘退变

程度进行分期。Thompson等
[11]
把椎间盘退变分为5级：

Ⅰ级，髓核呈胶冻状，纤维环排列整齐，透明软骨厚度

均匀，椎体边缘规则；Ⅱ级，髓核边缘纤维组织增生，

纤维环内出现黏液样蛋白物质，透明软骨厚度不一，椎

体边缘不规则；Ⅲ级，髓核纤维化，纤维环和髓核界线

不清楚，纤维环内蛋白样物质沉积，透明软骨灶状缺损，

椎体边缘生有骨赘；Ⅳ级，髓核内出现裂隙，纤维环出

现放射状或破裂，软骨终板灶状钙化，椎体边缘骨赘大

量生长；Ⅴ级，髓核和纤维环内出现贯穿整个椎间盘的

裂隙，软骨终板广泛钙化，椎体骨赘> 2 mm。Videman

等
[13]
根据椎间盘含水量的变化将退变分为4级，临床应

用不多。Pfirrmann等
[14]
把椎间盘退变分为5级，Griffith

等
[15]
又对其进行了改良。对于腰椎间盘退变的分期到目

前仍然没有公认的标准，因此今后在探索椎间盘退变机

制的同时对于椎间盘退变的分级仍然要多大量的工作，

并不断探索改进椎间盘退变的临床治疗方法。 

3.2  水通道蛋白与椎间盘退变的关系  自Agre
[16]
首先

从红细胞中发现水通道蛋白以来，目前鉴定出200多种

水通道蛋白，在哺乳动物细胞中已发现13种亚型(水通

道蛋白0-12)。水通蛋白在体内广泛分布，按其功能特

异性可分为两类：一类具有高度选择的水通透性，即除

水之外不转运其他小分子溶质，如水通道蛋白0、水通道

蛋白1、水通道蛋白2、水通道蛋白4、水通道蛋白5、水

通道蛋白6、水通道蛋白8；另一类具有相对选择的水通透

性，水通道蛋白3及水通道蛋白7对尿素和甘油均具有较高

的通透性，而水通道蛋白9仅对尿素有通透性
[17-20]

。 

本实验可观察到水通道蛋白1及水通道蛋白3在椎

间盘软骨细胞上的表达，推测其与软骨终板的水化程度

密切相关，软骨终板的水化程度高，其渗透率高，营养

及代谢物转运快。退变椎间盘中水分减少，营养物质渗

透到椎体细胞受阻，导致细胞营养不足进而影响细胞功

能直至细胞死亡，使水通道蛋白1及水通道蛋白3在椎间

表 1  病例组和对照组腰椎间盘组织中水通道蛋白 1、水通道蛋
白 3的平均吸光度 

Table 1  The mean absorbance of aquaporin 1 and aquaporin 3 
in lumbar intervertebral disc tissue of control group and 
lumbar intervertebral disc degeneration group  

  (x
_

±s, n=15) 

a
P < 0.05, vs. control group 

Group Aquaporin 1 Aquaporin 3 

Control 0.701±0.424 0.601±0.322 

Intervertebral disc degeneration  0.318±0.177
a
 0.314±0.111

a
 

 

Figure 5  Immunohistochemistry of aquaporin 3 of the lumbar 
intervertebral disc tissue in the control group 
(Stneptavidin-perosidase, ×400)   

图 5  对照组腰椎间盘组织水通道蛋白 3免疫组化(SP 法，
×400)   

Figure 6  Immunohistochemistry of aquaporin 3 of lumbar 
intervertebral disc tissue in lumbar intervertebral disc 
degeneration group (Stneptavidin-perosidase, ×400)   

图 6  病例组腰椎间盘组织水通道蛋白 3免疫组化(SP 法，
×400)   
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盘中表达减少，而水通道蛋白的减少又可促使椎间盘含

水量减少，进一步使营养物质弥散受阻，形成恶性循环。

本实验证明对照组椎间盘中水通道蛋白1和水通道蛋白

3的表达水平要高于病例组，差异有显著性意义。因此

可推断水通道蛋白1及水通道蛋白3的减少可能是腰椎

间盘退变的重要原因之一。 

总之，不管是何种因素引起椎间盘退变，其共同特

点是含水量减少，其中水通道蛋白1及水通道蛋白3在腰

椎间盘退变中有着非常重要的作用，有可能是椎间盘退

变的始动因素之一，抑制椎间盘中水通道蛋白1及水通

道蛋白3的表达可能为治疗和延缓椎间盘退变提供新的

思路和方法。 
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