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经皮微创纤维环穿刺法制作兔椎间盘退变模型
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　　［摘要］　目的　应用经皮微创穿刺方法制造兔腰椎间盘退变模型。方法　 在Ｃ型臂Ｘ光机监控下，定位１８只兔子
的Ｌ３／４、Ｌ４／５、Ｌ５／６椎间盘，应用经皮穿刺方法穿刺纤维环，每组行ＭＲＩ检查后予以处死，取Ｌ３／４、Ｌ４／５、Ｌ５／６椎间盘髓核
组织行ＨＥ染色观察髓核细胞，用免疫组化染色法观察Ⅱ型胶原蛋白染色情况，取 Ｌ２／３及 Ｌ６／７正常间盘组织作为对照。
结果　 造模前后椎间盘髓核的ＭＲＩ信号强度有随造模手术后的时间延长而逐渐降低的趋势（Ｌ３／４、Ｌ４／５及 Ｌ５／６，Ｐ＜
００５）。病理ＨＥ染色观察发现，对照组正常的髓核组织中有大量的髓核细胞，随着通过微创法制作兔腰椎间盘退变动物
模型后时间的延长纤维环细胞、髓核细胞数量逐渐减少，到第１２周时，髓核组织中只有很少量的髓核细胞，却有很多纤维
软骨组织。对照组及术后４、８、１２周组Ⅱ型胶原免疫组化染色的灰度值单因素方差分析结果 Ｆ＝４１．８２，Ｐ＜０．０５，组间比
较ＬＳＤｔ检验结果显示除术后４周与８周组比较差异无统计学意义外，其余组间比较均有显著差异（Ｐ＜０．０５）。结论 　
成功建立了新的微创兔腰椎间盘退变动物模型。
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　　腰腿痛是影响人类健康的很常见的疾病，而椎间
盘退行性改变（ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＩＶＤＤ）

是引起腰腿痛的一个很重要的原因［１］，其发生的病理

生理学机制至今尚未明了。ＩＶＤＤ包含复杂的生物力
学、形态学、生物化学和生物学行为等方面的改变。随

着分子生物学、组织工程学的发展，实验研究中对

ＩＶＤＤ的治疗有了新的手段，包括基因疗法、生长因子
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疗法、细胞疗法以及组织工程等，但应用到临床，还需

要对ＩＶＤＤ的病理生理学发病机制进行更深入地研
究。制作一种可靠的 ＩＶＤＤ动物模型对研究 ＩＶＤＤ的
发病机制很有意义。纤维环损伤模型自１９４８年 Ｋｅｙ
等［２］成功应用于狗后，被广泛采用和改进。文献［３－５］
报道用家兔作为 ＩＶＤＤ模型动物，但需要外科切口手
术，肉眼直视下制作损伤 ＩＶＤＤ模型。２００９年王鹏
等［６］进行了微创制作兔腰椎间盘退变模型的解剖学

分析，认为解剖上可以达到经皮穿刺兔腰椎间盘纤维

环而不损伤重要血管、神经及内脏，但却未真正建立此

模型。本研究首先仔细分析了家兔腰椎的解剖结构，

然后在Ｃ形臂透视引导及体表定位下微创经皮穿刺
兔腰椎间盘的外侧纤维环，建立一个小创伤的兔腰椎

间盘退变模型，并通过 ＭＲＩ及病理组织学分析，证实
其可行性。

１　资料与方法

１．１　制作模型动物
　　大耳白兔１８只，购自郑州市河南康达试验动物有限公司
［许可证号：ＳＣＸＫ（豫）２０１１０００１，由河南省动物实验中心喂
养，饲料许可证号：ＳＣＸＫ（豫）２０１００００２］，４月龄，体质量２．３～
３．０ｋｇ，雌雄不拘，每笼１只标准兔饲料喂养。经逐一检测，无
急慢性传染病及免疫性疾病，肢体活动良好，通过 Ｃ型臂 Ｘ线
机及ＭＲＩ检查无脊柱畸形及椎间盘病变。
１．２　主要试剂及仪器
　　兔Ⅱ型胶原多克隆抗体、ＳＰ９００１试剂盒、ＤＡＢ试剂盒（北
京中杉生物工程公司），显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ），磁共振扫描
设备（德国西门子 ＴｒｉｏＴｉｍ３．０Ｔ），移动式Ｃ型臂Ｘ射线机（德
国 Ｚｉｅｈｍ８０００）。
１．３　微创穿刺兔腰椎纤维环的解剖学试验
　　解剖６月龄家兔１０只，体质量２．５～３．０ｋｇ，雌雄不拘，每
笼１只标准兔饲料喂养，无急慢性传染病及免疫性疾病，肢体
活动良好，无脊柱畸形及椎间盘疾病。取下其除颈椎以外的脊

柱全长，观察脊柱旁组织结构，解剖胸、腰椎组织，使胸、腰椎完

全暴露，重点记录并分析腰椎及椎旁的解剖特点，切开椎间盘，

观察椎间盘成肾形，并记录椎间盘及髓核大小、纤维环厚度［６］。

兔腰椎共有７块，从腰椎大体上观察，椎间盘位于其下位椎体
棘突及关节突平面。解剖发现，从棘突外侧一个半横指处进

针，取于棘突呈１５°～２５°的角度向内下穿刺至椎间盘中心部，
完全可以避开硬脊膜、神经根，距腹腔脏器较远，腹膜及腹腔内

重要组织几乎无损伤的可能（图１、２）。
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图１　家兔椎间盘穿刺进针点及方向
图２　家兔椎间盘穿刺剖面观

１．４　兔椎间盘退变动物模型的建立
　　取１８只大耳白兔，术前 ６ｈ停止喂饲料，４ｈ停止喂水。
１０％水合氯醛３ｍＬ／ｋｇ注射入耳缘静脉进行麻醉，确认动物处
于麻醉状态后，取其俯卧位，术野备皮，消毒、铺巾。取１８Ｇ穿
刺针，准确定位Ｌ５／６椎间盘，向右旁开一个半横指，破皮，向腹
侧与棘突呈１５°～２５°夹角，在Ｃ型臂Ｘ线机引导下调整角度缓
慢进针。当遇到较大阻力时，即到达脊柱骨质，根据 Ｃ臂影像
调整针尖至椎间隙位置。继续穿刺，针尖刺入纤维环，感纤维

环质地稍韧有穿骨松质样感，穿透纤维环后有落空感，表明已

进入髓核，停止穿刺，Ｃ臂影像上见针尖位于椎间盘中心位置
（图３），停留５ｓ后，拔出穿刺针。据此对每只兔子的 Ｌ３／４、
Ｌ４／５、Ｌ５／６椎间盘进行穿刺，术后采用抽签法将动物分为３个
模型组，每组６只，分别于术后４、８、１２周进行后续实验，并将
每组的Ｌ２／３、Ｌ６／７椎间盘作为对照。术后常规应用头孢唑林
钠０５ｇ，２次／ｄ，３ｄ，预防感染，将每只动物单笼饲养。

!

"

#

$

Ａ：兔腰椎Ｃ臂下正位片；Ｂ：兔腰椎Ｃ臂下侧位片；Ｃ：穿刺兔 Ｌ４／５
椎间盘时的正位片；Ｄ：穿刺兔Ｌ４／５椎间盘时的侧位片

图３　大白兔腰椎Ｃ臂下图像

１．４．１　造模动物常规情况　　观察造模动物的精神状况、肢
体活动度、饮食等一般情况。

１．４．２　ＭＲＩ检查　　分别于术后４、８、１２周对３组进行 ＭＲＩ
检查，应用磁共振扫描设备对兔腰椎行矢状位 Ｔ１加权像
（Ｔ１ＷＩ）、Ｔ２加权像（Ｔ２ＷＩ）及 Ｔ２脂肪抑制像扫描。ＭＲＩ影像

学资料由放射科医师进行盲法评估，以 Ｐｆｉｒｒｍａｎｎ分级法［４］作

为评估标准，共分５级（表１）。

表１　Ｐｆｉｒｒｍａｎｎ椎间盘退变分级标准

分级 髓核结构　　 髓核纤维环界限 髓核信号强度 椎间盘高度　
Ⅰ 均一，亮白 清楚 高 正常

Ⅱ 不均，可有水平带 清楚 高 正常

Ⅲ 不均，灰 不清 中 轻度降低

Ⅳ 不均，灰到黑 丢失 中到低 中度降低

Ⅴ 不均，黑 丢失 低 重度降低

１．４．３　病理学检查　　３组大白兔分别行 ＭＲＩ检查后处死，
取Ｌ３／４、Ｌ４／５、Ｌ５／６椎间盘髓核组织行 ＨＥ染色观察髓核细胞
与Ⅱ型胶原蛋白染色情况，同时取Ｌ２／３及Ｌ６／７正常椎间盘组
织作为对照。

１．５　统计学分析
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，磁共振信号
行χ２检验，Ⅱ型胶原染色值行方差分析。
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２　结果

２．１　造模动物的常规情况
　　无１例造模动物因感染等因素死亡。麻醉建模操作后，第
１天精神状态稍差，四肢活动度尚可，食欲差。第２天起３组动
物均食欲好，四肢活动度好，光泽、精神等与实验前无明显

变化。

２．２　ＭＲＩ检查
　　术后４、８、１２周及术前的兔腰椎ＭＲＩ检查见图４。造模前
后椎间盘髓核的信号强度有随造模手术后的时间延长而逐渐

降低的趋势（Ｌ３／４、Ｌ４／５及 Ｌ５／６）。根据软件分析椎间盘髓核
中心信号强度值，由磁共振室２名教授盲法采用Ｐｆｉｒｒｍａｎｎ分级
法将结果分级（表 ２），采用双向有序多分类资料的 χ２检验，
χ２＝２．１１×１０４，Ｐ＜０．０５。说明造模动物的椎间盘开始退变，
并且随时间的延长，椎间盘的退变有加重趋势。
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Ａ：造模手术前的正常大白兔腰椎图像；Ｂ、Ｃ、Ｄ：分别为造模术后４、
８、１２周的图像；Ｌ３、Ｌ４、Ｌ５、Ｌ６为定位的椎间盘

图４　兔ＭＲＩ检查矢状位Ｔ２ＷＩ图像

表２　椎间盘退变Ｐｆｉｒｒｍａｎｎ分级结果（椎间盘数量）

分级 造模前 ４周 ８周 １２周
Ⅰ ５４ ５ ０ ０
Ⅱ ０ ３６ ４ ０
Ⅲ ０ １３ １７ １
Ⅳ ０ ０ １４ ７
Ⅴ ０ ０ １ １０

２．３　ＨＥ染色观察
　　正常的椎间盘组织（Ｌ２／３、Ｌ６／７）肉眼观呈略带蓝色透明胶
冻状，纤维环包容着髓核组织，造模后随时间的延长，可见间盘

组织颜色逐渐变暗、混浊，体积逐渐固缩，纤维环组织和髓核组

织分界不清，髓核含水量明显减少。ＨＥ染色观察（图５）发现，
对照组纤维环及髓核结构分界清楚，髓核组织中含有大量髓核

细胞，而在造模后随着时间的延长，纤维环及髓核结构分界逐

渐不清，纤维环细胞结构逐渐消失，髓核细胞逐渐减少，出现纤

维化及软骨样改变。

２．４　Ⅱ型胶原蛋白在经皮微创兔椎间盘退变模型中
表达

　　正常组椎间盘组织间质中Ⅱ型胶原蛋白染色呈深棕色，分
布较密，较均匀。而各造模组染色呈浅棕色，分布稀疏，不均匀

（图６）。正常组及造模后４、８、１２周组椎间盘组织间质中Ⅱ型
胶原蛋白染色度值分别为［（１４２．０４±１．３３）、（１４６．４１±２．１０）、
（１４７２７±２．０８２）和（１５０．２３±２．３４），Ｆ＝４０．８２，Ｐ＜０．０５］。造
模术后组间两两比较（除 ４周与 ８周组间）均有统计学差异

（Ｐ＜００５）。说明用微创穿刺兔腰椎纤维环方法造模后随时间
的延长，Ⅱ型胶原蛋白在兔退变腰椎间盘间质中的免疫组化表
达降低。

! "

#

$

Ａ：正常椎间盘组　正常的纤维环及髓核结构；Ｂ：造模术后４周　髓核
细胞减少，变性；Ｃ：造模术后８周　髓核细胞进一步减少，出现纤维化；
Ｄ：造模术后１２周　髓核细胞几近消失，出现纤维化及软骨样改变
图５　正常椎间盘与椎间盘退变造模术后各组大白兔椎间盘细胞

ＨＥ染色观察　（×１００）
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Ａ：正常椎间盘组；Ｂ：造模术后４周；Ｃ：造模术后８周；Ｄ：造模术后
１２周
图６　正常椎间盘与椎间盘退变造模术后各组大白兔椎间盘Ⅱ型

胶原免疫组织化学染色观察 　（ＳＰ×１００）

３　讨论

　　腰椎间盘退变的发病机制是一个复杂的过程，是
在包括自然因素、环境因素等多种因素共同作用下逐

渐形成的，自然因素包括衰老、遗传易感性等，环境因

素包括营养供应障碍、机械负荷等［７］。椎间盘退变的

确切机制目前尚无定论，其包括生物力学机制、细胞凋

亡失衡、基质酶活性改变、椎间盘营养供应减少、相关

细胞因子以及自身免疫反应等。对于ＩＶＤＤ的程度的
评价多从影像学及病理学上进行。磁共振（ＭＲＩ）是一
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种对椎间盘退变非常灵敏的设备，能够提供清晰的椎

间盘图像，椎间盘内部的蛋白多糖及水分的含量可反

应在Ｔ２ＷＩ中椎间盘的信号上
［８］。在椎间盘退变形态

学出现变化前，其退变信号就可以在磁共振的 Ｔ２ＷＩ
上表现出来［９］。ＭＲＩ可通过 Ｔ２ＷＩ的信号减低、测量
Ｔ２ＷＩ信号强度及 ＭＲＩ指数来评价椎间盘退变的程
度［１０－１２］。病理学ＨＥ染色能够清晰完整显示椎间盘
各层的组织学形态结构，椎间盘完整的标志是纤维环

层状结构的存在及髓核细胞周围的阿辛蓝染色阳

性［１３］。在退变早期，层状的纤维环结构逐渐消失，代

之以混乱的层状结构，髓核组织体积减少，细胞成分减

少，纤维组织逐渐取代了含水量高的髓核组织，其内的

脊索细胞及软骨样细胞数量减小，软骨内形成骨赘，纤

维环和髓核界限不清［１４］。在椎间盘退变晚期，细胞间

基质成分变性，细胞几近消失，出现纤维化及软骨样改

变，软骨内形成大量骨赘［８］。免疫组织化学方法是诊

断并评价椎间盘退变程度的可靠方法。Ⅱ型胶原蛋白
是髓核组织内的主要成分，在椎间盘退变的过程中，髓

核组织内的Ⅱ型胶原蛋白含量逐渐减少。因此，对椎
间盘组织进行Ⅱ型胶原蛋白的免疫组织化学分析，根
据其含量可以评价椎间盘退变的程度。

　　简单、易行、安全、微创地制造椎间盘退变模型有
助于我们对椎间盘退变的病因及治疗进行深一步地研

究，并可对很多新治疗方法的有效性进行检验。文献

［１５］报道，对于兔腰椎间盘退变模型，通过常规手术
暴露腰椎间盘穿刺纤维环导致其退变是目前应用的方

法，然而都是在切口手术下完成，造模过程中极易损伤

腹膜、腹腔脏器及椎旁血管，暴露范围较大，创伤过大，

手术时间延长，增加了感染的机会，术后动物致残率、

死亡率高，造成浪费和影响实验结果的准确性；手术过

程中对腰椎周围组织的破坏及术后瘢痕形成都对试验

结果造成影响，违背了自然退变过程的模仿。２００９年
王鹏等［６］对经皮穿刺制作兔腰椎间盘退变模型进行

了解剖学上的分析，证实不切口情况下，可完成经皮直

接穿刺至椎间盘，造成损伤，且不损伤腹膜、脊髓及神

经根。但其并未应用此法成功制作出兔腰椎间盘退变

模型，且其选择的通路与具体操作与本实验有很大的

不同，他们选择的通路贴近腹膜，到达椎体前方，在仅

靠手感的操作下易损伤腹膜及椎体前方血管或脏器。

　　本实验改进了以往在传统手术下制作兔腰椎间盘
退变模型的方法，使用经皮微创穿刺纤维环法制作兔

腰椎间盘退变模型，在大量解剖家兔腰椎及研究椎旁

组织结构的基础上，经过反复实践，找到了上述穿刺通

道，建立了更合理的方法。本方法穿刺通路远离腹膜、

腹腔脏器、重要血管、神经，且在Ｃ臂Ｘ线机引导下进

行，操作准确，一步到位，误伤概率小，有简单、微创、感

染率及致残率低、重复性好等优点。本研究中建立的

腰椎间盘退变动物模型，为腰椎间盘退变机制与治疗

的进一步研究提供了更好的试验对象。
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１９７６），２００８，３３（１７）：１８２１－１８２８．

［１３］ＧｒｕｂｅｒＨＥ，ＩｎｇｒａｍＪ，ＨａｎｌｅｙＥＮＪｒ．Ａｎｉｍｐｒｏｖｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ
ｆｏｒｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｔｉｓｓｕｅ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈＨｉｓｔｏｃｈｅｍ，２００２，７７（２）：
８１－８３．

［１４］徐宝山，杨强，夏群．腰椎间盘退变的分子病理学变化及发病机
制［Ｊ］．中国组织工程研究与临床康复，２０１１，１５（２）：３３５－
３３８．

［１５］吕浩然，刘尚礼，丁悦，等．兔腰椎间盘退变模型的建立及影像
学分析［Ｊ］．中国临床解剖学杂志，２００５，２３（６）：６４３－６４７．

（收稿：２０１３０１１４；修回：２０１３０２２８）

（编辑　龙　亮）
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