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·基础研究·

大鼠肾虚型椎间盘软骨终板退变病证结合模型的

构建与评价

夏炳江，沈兴潮，胡松峰，韦金忠，许杨

（绍兴市中医院，浙江　绍兴　３１２０００）

摘　要　目的：探讨采用切除双侧卵巢结合阻断软骨终板营养供应法构建大鼠肾虚型椎间盘软骨终板（ｃａｒｔｉｌａｇｅｅｎｄｐｌａｔｅ，ＣＥＰ）退

变病证结合模型的可行性。方法：将１０８只１２周龄ＳＰＦ级雌性ＳＤ大鼠随机分为空白组、ＣＥＰ退变模型组、病证结合模型组，每组

３６只。ＣＥＰ退变模型组大鼠于椎间盘ＣＥＰ下方骨质处注射无水酒精，病证结合模型组大鼠摘除双侧卵巢并于椎间盘 ＣＥＰ下方

骨质处注射无水酒精，空白组大鼠不做任何处理。造模后观察并记录大鼠表观特征，测定肾虚症状体征量化评分。分别于造模后

４周、８周，从各组随机抽取６只大鼠，先摄尾椎Ｘ线片，测算尾椎骨密度；再处死大鼠，取出尾椎，行Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ扫描测算骨小梁数

目（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｎｕｍｂｅｒ，ＴＮ）、骨小梁分离度（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ＴＳ）、骨小梁厚度（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＴＴ）；再从各组随机抽取６只

大鼠，切取造模椎间盘，采用ＨＥ染色观察各组大鼠椎间盘ＣＥＰ组织退变情况，采用实时定量聚合酶链反应法检测椎间盘ＣＥＰ组

织聚集蛋白聚糖和含Ⅰ型血小板结合蛋白基序的解聚蛋白样金属蛋白酶（ａｄｉｓｉｎｔｅｓｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｔｙｐｅ

Ⅰｍｏｔｉｆｓ，ＡＤＡＭＴＳ）－５基因表达量。结果：①一般情况。在造模过程中，所有大鼠均无意外死亡发生。ＣＥＰ退变模型组１只大鼠

术后３ｄ出现尾部切口愈合不良、坏死现象，换药后１周左右切口愈合；其余大鼠尾部切口均愈合良好。②大鼠表观特征。造模

后，病证结合模型组大鼠逐渐出现毛发枯槁易脱落、饮食增多、精神倦怠、两眼无神、大便干结变硬、活动减少、反应迟钝等肾虚表

现，空白组与ＣＥＰ退变模型组大鼠无上述表现。③肾虚症状体征量化评分。时间因素和分组因素存在交互效应（Ｆ＝１４．３２６，

Ｐ＝０．０００）。３组大鼠肾虚症状体征量化评分总体比较，差异有统计学意义，即存在分组效应（Ｆ＝２２．３１７，Ｐ＝０．０００）。造模后不

同时间点大鼠肾虚症状体征量化评分的差异有统计学意义，即存在时间效应（Ｆ＝５０．２７９，Ｐ＝０．０００）。造模后，３组大鼠肾虚症状

体征量化评分随时间变化趋势不一致，空白组大鼠肾虚症状体征量化评分随时间未见明显变化［（１．００±０．７１）分，（１．４０±

０．５５）分，（１．８０±０．８４）分，（２．００±１．００）分，Ｆ＝１．５７３，Ｐ＝０．２３５］，ＣＥＰ退变模型组和病证结合模型组大鼠肾虚症状体征量化评

分随时间均呈升高趋势［（０．８０±０．４５）分，（１．２０±０．４５）分，（１．６０±０．５５）分，（２．２０±０．８４）分，Ｆ＝５．０９５，Ｐ＝０．０１２；（１．４０±

０．５５）分，（３．４０±１．１４）分，（４．６０±０．５５）分，（６．８０±０．８４）分，Ｆ＝３９．２５６，Ｐ＝０．０００］。造模后２周，３组大鼠肾虚症状体征量化

评分比较，差异无统计学意义（Ｆ＝１．４００，Ｐ＝０．２８４）。造模后４周、６周、８周，３组大鼠肾虚症状体征量化评分比较，组间差异均

有统计学意义（造模后４周：Ｆ＝１２．３３３，Ｐ＝０．００１；造模后６周：Ｆ＝３２．４６２，Ｐ＝０．０００；造模后８周：Ｆ＝４６．０８３，Ｐ＝０．０００）；空白

组和ＣＥＰ退变模型组大鼠肾虚症状体征量化评分均低于病证结合模型组（造模后４周：ＬＳＤ－ｔ＝４．０８２，Ｐ＝０．００２；ＬＳＤ－ｔ＝

４．４９１，Ｐ＝０．００１。造模后６周：ＬＳＤ－ｔ＝６．７２５，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝７．２０６，Ｐ＝０．０００。造模后８周：ＬＳＤ－ｔ＝８．４８５，Ｐ＝０．０００；

ＬＳＤ－ｔ＝８．１３２，Ｐ＝０．０００）；空白组与 ＣＥＰ退变模型组大鼠肾虚症状体征量化评分比较，差异均无统计学意义（造模后４周：

ＬＳＤ－ｔ＝０．４０８，Ｐ＝０．６９０；造模后６周：ＬＳＤ－ｔ＝０．４８０，Ｐ＝０．６４０；造模后８周：ＬＳＤ－ｔ＝０．３５４，Ｐ＝０．７３０）。④尾椎骨密度。造

模后４周，３组大鼠尾椎骨密度比较，差异有统计学意义［（４．１５±０．４４）ｇ·ｃｍ－３，（４．０４±０．３８）ｇ·ｃｍ－３，（３．３０±０．３３）ｇ·ｃｍ－３，

Ｆ＝７．７１９，Ｐ＝０．００７］；空白组和ＣＥＰ退变模型组大鼠尾椎骨密度均高于病证结合模型组（ＬＳＤ－ｔ＝３．６８２，Ｐ＝０．００３；ＬＳＤ－ｔ＝

３．０２８，Ｐ＝０．０１１）；空白组大鼠尾椎骨密度与 ＣＥＰ退变模型组比较，差异无统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝０．６５５，Ｐ＝０．５２５）。造模后

８周，３组大鼠尾椎骨密度比较，差异有统计学意义［（４．１２±０．４２）ｇ·ｃｍ－３，（３．８８±０．５３）ｇ·ｃｍ－３，（２．８６±０．６３）ｇ·ｃｍ－３，Ｆ＝

７．９２７，Ｐ＝０．００６］；空白组和 ＣＥＰ退变模型组大鼠尾椎骨密度均高于病证结合模型组（ＬＳＤ－ｔ＝３．７４９，Ｐ＝０．００３；ＬＳＤ－ｔ＝

３．０３５，Ｐ＝０．０１０）；空白组大鼠尾椎骨密度与ＣＥＰ退变模型组比较，差异无统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝０．７１４，Ｐ＝０．４８９）。⑤骨微结构

指标。造模后４周，３组大鼠ＴＮ、ＴＳ比较，组间差异均具有统计学意义［ＴＮ：（５．０１±０．１２）个·ｍｍ－１，（４．８１±０．１２）个·ｍｍ－１，

（３．８６±０．１７）个·ｍｍ－１，Ｆ＝９５．９３６，Ｐ＝０．０００；ＴＳ：（０．２０±０．０３）μｍ，（０．２４±０．０２）μｍ，（０．３０±０．０４）μｍ，Ｆ＝１０．８０７，Ｐ＝

０．００２］；空白组和ＣＥＰ退变模型组大鼠ＴＮ高于病证结合模型组（ＬＳＤ－ｔ＝１２．９９１，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝１０．６５７，Ｐ＝０．０００），ＴＳ低

于病证结合模型组（ＬＳＤ－ｔ＝４．６２３，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤ－ｔ＝２．７３６，Ｐ＝０．０１８）；空白组大鼠ＴＮ和ＴＳ与ＣＥＰ退变模型组比较，组间差
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异均无统计学意义（ＴＮ：ＬＳＤ－ｔ＝０．４３２，Ｐ＝０．９２４；ＴＳ：ＬＳＤ－ｔ＝１．８８７，Ｐ＝０．０８４）。造模后８周，３组大鼠ＴＮ、ＴＳ比较，组间差异

均具有统计学意义［ＴＮ：（４．９１±０．２６）个·ｍｍ－１，（４．６１±０．５５）个·ｍｍ－１，（３．０５±０．４４）个·ｍｍ－１，Ｆ＝２７．０８８，Ｐ＝０．０００；ＴＳ：

（０．２２±０．０４）μｍ，（０．２３±０．０２）μｍ，（０．２９±０．０３）μｍ，Ｆ＝７．６７９，Ｐ＝０．００２］；空白组和ＣＥＰ退变模型组大鼠ＴＮ高于病证结合

模型组（ＬＳＤ－ｔ＝６．８５４，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝５．７５０，Ｐ＝０．０００），ＴＳ低于病证结合模型组（ＬＳＤ－ｔ＝３．６２３，Ｐ＝０．００３；ＬＳＤ－ｔ＝

３．１０６，Ｐ＝０．００９）；空白组大鼠ＴＮ和ＴＳ与ＣＥＰ退变模型组比较，组间差异均无统计学意义（ＴＮ：ＬＳＤ－ｔ＝１．１０４，Ｐ＝０．２９１；ＴＳ：

ＬＳＤ－ｔ＝０．５１８，Ｐ＝０．６１４）。造模后４周、８周，３组大鼠 ＴＴ比较，组间差异均无统计学意义［造模后４周：（０．０８±０．０２）μｍ，

（０．０９±０．０１）μｍ，（０．１０±０．０１）μｍ，Ｆ＝１．４６２，Ｐ＝０．３０４；造模后８周：（０．０９±０．０１）μｍ，（０．０９±０．０２）μｍ，（０．０８±０．０１）μｍ，

Ｆ＝２．４００，Ｐ＝０．１７１］。⑥椎间盘ＣＥＰ组织形态。造模后，ＣＥＰ退变模型组和病证结合模型组大鼠尾椎ＣＥＰ均出现退变，表现为

软骨细胞排列不规则，软骨细胞簇聚，潮线模糊，染色不均，软骨钙化层增厚等，而病证结合模型组退变更明显。⑦椎间盘ＣＥＰ组

织聚集蛋白聚糖和ＡＤＡＭＴＳ－５基因的表达。造模后４周、８周，３组大鼠椎间盘ＣＥＰ组织聚集蛋白聚糖基因表达量比较，组间差

异均有统计学意义（造模后４周：１．０７±０．１９，０．７４±０．０９，０．５１±０．０７，Ｆ＝２３．４９８，Ｐ＝０．０００；造模后８周：１．０３±０．２２，０．６５±

０．０８，０．４３±０．０７，Ｆ＝２３．５３８，Ｐ＝０．０００）；空白组大鼠聚集蛋白聚糖基因表达量高于ＣＥＰ退变模型组和病证结合模型组（造模后

４周：ＬＳＤ－ｔ＝４．０４５，Ｐ＝０．００２；ＬＳＤ－ｔ＝６．８１５，Ｐ＝０．０００。造模后８周：ＬＳＤ－ｔ＝４．３２９，Ｐ＝０．００１；ＬＳＤ－ｔ＝６．７７４，Ｐ＝０．０００），

ＣＥＰ退变模型组大鼠聚集蛋白聚糖基因表达量高于病证结合模型组（造模后４周：ＬＳＤ－ｔ＝２．７７０，Ｐ＝０．０１７。造模后８周：

ＬＳＤ－ｔ＝２．４４５，Ｐ＝０．０３１）。造模后４周、８周，３组大鼠椎间盘ＣＥＰ组织ＡＤＡＭＴＳ－５基因表达量比较，组间差异均有统计学意

义（造模后４周：１．０６±０．０７，１．３０±０．０８，１．８１±０．１５，Ｆ＝６４．３４４，Ｐ＝０．０００；造模后８周：１．１３±０．０９，１．５９±０．１３，２．１４±０．１０，Ｆ＝

１１０．１５６，Ｐ＝０．０００）；空白组大鼠ＡＤＡＭＴＳ－５基因表达量低于 ＣＥＰ退变模型组与病证结合模型组大鼠（造模后４周：ＬＳＤ－ｔ＝

３．５４３，Ｐ＝０．００４；ＬＳＤ－ｔ＝１１．１０４，Ｐ＝０．０００。造模后８周：ＬＳＤ－ｔ＝６．７０２，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝１４．８２１，Ｐ＝０．０００），ＣＥＰ退变模

型组大鼠ＡＤＡＭＴＳ－５基因表达量低于病证结合模型组（造模后４周：ＬＳＤ－ｔ＝７．５６２，Ｐ＝０．０００；造模后８周：ＬＳＤ－ｔ＝８．１１９，

Ｐ＝０．０００）。结论：切除双侧卵巢结合阻断ＣＥＰ营养供应法是构建大鼠肾虚型椎间盘ＣＥＰ退变病证结合模型的一种可行方法。

关键词　椎间盘退行性变；软骨终板退变；肾虚；聚集蛋白聚糖；含Ⅰ型血小板结合蛋白基序的解聚蛋白样金属
蛋白酶；骨小梁数目；骨小梁分离度；骨小梁厚度；大鼠，Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ；疾病模型，动物；动物实验
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；ｃａｒｔｉｌａｇｅｅｎｄｐｌａｔｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；ｋｉｄｎｅｙｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ；ａｇｇｒｅｃａｎ；ａｄｉｓｉｎｔｅｓｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ

ｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｔｙｐｅⅠｍｏｔｉｆｓ；ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｎｕｍｂｅｒ；ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｓｅｐａｒａｔｉｏｎ；ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｔｈｉｃｋｎｅｓｓ；ｒａｔｓ，Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ；ｄｉｓｅａｓｅｍｏｄｅｌｓ，

ａｎｉｍａｌ；ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　软骨终板（ｃａｒｔｉｌａｇｅｅｎｄｐｌａｔｅ，ＣＥＰ）退变被认为是
椎间盘退变（ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＩＤＤ）的
始动因素［１－２］，研究 ＣＥＰ退变可为早期防治 ＩＤＤ提
供新的理论依据。中医学认为“肾虚”为腰痛的关键

病机［３］，补肾中药治疗与ＩＤＤ相关的疾病具有独特优
势［４］，但要进一步探讨其作用机制或对其有效性和安

全性进行验证，尚需进行大量的动物实验。病证结合

动物模型以疾病模型为基础，具有较好的可靠性和稳

定性，同时引入“证候”概念，能很好体现中医“证候”

的阶段性及动态性变化，是研究中医临床疾病的良好

平台和载体［５］。目前，在 ＣＥＰ退变的研究领域尚缺
乏适宜于中医药研究的病证结合动物模型。本文拟

通过切除大鼠双侧卵巢并结合阻断 ＣＥＰ营养供应法
而构建肾虚型 ＣＥＰ退变病证结合动物模型，以进一
步研究病与证之间的内在规律。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　１２周龄ＳＰＦ级雌性ＳＤ大鼠１０８只，
体质量（２００±２０）ｇ，由浙江中医药大学动物实验中心
提供，实验动物许可证号：ＳＹＸＫ（浙）２００８－０１１５。所
有大鼠普通颗粒饲料喂养，自然光照，自由进食进水。

实验方案通过医院医学伦理委员会审查通过。

１．２　实验仪器与试剂　组织脱水机（日本樱花公
司），轮转式切片机（德国Ｌｅｉｃａ公司），荧光定量聚合
酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅｃａｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪（美国
ＡＢＩ公司），普通ＰＣＲ仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），多光
谱小动物活体成像仪（美国ＣａｒｅｓｔｒｅａｍＨｅａｌｔｈ公司），
Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ（瑞士ＳｃａｎｃｏＭｅｄｉｃａｌＡＧ公司），反转录试
剂盒（大连ＴａＫａＲａ公司），定量试剂盒（大连 ＴａＫａＲａ
公司），ＰＣＲ引物［生工生物工程（上海）股份有限公

司］。

２　方　法
２．１　动物分组与造模　将１０８只大鼠，按随机区组
设计原则，随机分为空白组、ＣＥＰ退变模型组和病证
结合模型组，每组３６只。ＣＥＰ退变模型组大鼠采用
椎间盘ＣＥＰ下骨质无水酒精注射阻断ＣＥＰ营养供应
法构建 ＣＥＰ退变模型，具体方法如下：以氯胺酮
（０．１ｇ·ｋｇ－１）行腹腔注射麻醉。麻醉成功后，在 Ｘ
线透视仪的辅助下定位手术区域［图１（１）］。取大鼠
尾部背侧正中纵形切口，长１～１．５ｃｍ，切开皮肤、皮下
组织，显露椎体上、下方的 ＣＥＰ及椎间盘［图１（２）］。
分别于椎体两端距离ＣＥＰ１～２ｍｍ处，用直径０．６ｍｍ
的硬质针行局部椎体内穿刺至骨髓腔［图１（３）］，针尾
连接注射器，通过加压作用注入５０μＬ无水酒精。利
用无水酒精的去血管化作用，使椎体内骨髓血管内皮

细胞迅速脱水、蛋白变性凝固，小血管闭塞，从而造成

微循环的破坏，ＣＥＰ营养供应阻断。病证结合模型组
大鼠采用摘除大鼠双侧卵巢结合椎间盘 ＣＥＰ下骨质
无水酒精注射阻断 ＣＥＰ营养供应法构建肾虚型 ＣＥＰ
退变病证结合模型。ＣＥＰ退变模型组与病证结合模
型组大鼠术后均肌肉注射１万单位青霉素预防感染，
每天１次，持续３ｄ，分笼常规饲养，自由活动。空白
组大鼠不做任何处理。

２．２　肾虚模型鉴定
２．２．１　大鼠表观特征观察和肾虚症状体征量化评分
测定　造模后观察并记录大鼠表观特征，包括大鼠毛
发光泽度、饮水、精神状态、大便性状、活动状态等情

况，结合文献［６］拟定大鼠肾虚症状体征量化评分表
（表１）进行评分测定。
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图１　椎间盘软骨终板退变模型构建过程

　　注：（１）Ｘ线透视下定位手术区域，并做好体表标记；（２）显露软骨终板及椎间盘；（３）椎体内穿刺并注射无水酒精。

表１　大鼠肾虚症状体征量化评分表

症状与体征 正常（０～１分） 轻度肾虚（２～４分） 中度肾虚（５～７分） 重度肾虚（８～１０分）
毛发光泽度 毛发柔顺有光泽 毛发缺少光泽 毛发干枯无光泽 毛发枯槁无光泽

饮水情况 饮水正常 饮水稍增多 饮水增多 大量饮水

精神状态 两眼有神 两眼呆滞 两眼无神 两眼呆滞、神疲

大便性状 大便软硬适中 大便质地较硬 大便质硬 大便干结

活动状态 活动适中 活动减少 倦怠思卧 行动迟缓

抓取时抵抗力 反抗有力 反抗较有力 反抗无力 反抗无力，易激怒

２．２．２　尾椎骨密度与骨微结构指标测算　分别于造

模后４周、８周，从各组随机抽取６只大鼠，以氯胺酮

（０．１ｇ·ｋｇ－１）行腹腔注射麻醉后，采用多光谱小动

物活体成像仪摄尾椎Ｘ线片，并利用成像仪自带软件

测算尾椎骨密度。然后，采用二氧化碳窒息法处死大

鼠，仔细分离软组织，取出尾椎，修剪去除椎体附件后

将其固定在Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ载物台上，采用 Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ扫

描大鼠尾椎的骨微结构，选取感兴趣区域骨小梁的三

维结构，应用Ｎ－Ｒｅｃｏｎ软件、ＣＴ－ＡＮ软件测算骨小

梁数目（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｎｕｍｂｅｒ，ＴＮ）、骨小梁分离度（ｔｒａ

ｂｅｃｕｌａｒｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ＴＳ）、骨小梁厚度（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｔｈｉｃｋ

ｎｅｓｓ，ＴＴ）。

２．３　椎间盘ＣＥＰ退变模型鉴定

２．３．１　组织病理学观察　分别于造模后４周、８周，

从各组随机抽取６只大鼠，切取造模椎间盘（连同其

上、下部分椎体组织），１０％磷酸盐缓冲液甲醛固定

７２ｈ，１４％乙二胺四乙酸脱钙２周，常规脱水，石蜡包

埋，连续切片，厚约５μｍ，ＨＥ染色观察各组大鼠椎间

盘ＣＥＰ组织退变情况。

２．３．２　椎间盘ＣＥＰ组织聚集蛋白聚糖和ＡＤＡＭＴＳ－

５基因表达检测　分别于造模后４周、８周，从各组随

机抽取６只大鼠，仔细分离造模椎间盘 ＣＥＰ组织，利

用液氮迅速冷冻后将其研磨成粉。利用 Ｔｒｉｚｏｌ提取

液提取总ＲＮＡ，以实时定量 ＰＣＲ法检测椎间盘 ＣＥＰ

组织聚集蛋白聚糖和含Ⅰ型血小板结合蛋白基序的

解聚蛋白样金属蛋白酶（ａｄｉｓｉｎｔｅｓｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ

ｔｅａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｔｙｐｅⅠ ｍｏｔｉｆｓ，ＡＤＡＭＴＳ）－５

基因表达量。以甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ

ｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内参基

因，引物序列见表 ２。目标基因的基因表达量采用

２－ΔΔＣＴ法与ＧＡＰＤＨ的表达水平进行校正。

２．４　数据统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件对

所得数据进行统计学分析。３组大鼠肾虚症状体征

量化评分的比较采用重复测量资料的方差分析；３组
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大鼠尾椎骨密度、骨微结构指标以及聚集蛋白聚糖和

ＡＤＡＭＴＳ－５基因表达量的组间总体比较采用单因素
方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ检验。检验水
准α＝０．０５。

表２　大鼠椎间盘ＣＥＰ组织聚集蛋白聚糖

和ＡＤＡＭＴＳ－５基因引物

基因名称 序列（５′－３′）

聚集蛋白聚糖
正向 ＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＣＡＣＴＴＣＡＧＧＡ
反向 ＣＣＣＡＣＴＴＴＣＴＡＣＡＧＧＣＡＡＧＣ

ＡＤＡＭＴＳ－５１）
正向 ＡＧＡＧＴＣＣＧＡＡＣＧＡＧＴＴＴＡＧＧ
反向 ＧＴＧＣＣＡＧＴＴＣＴＧＴＧＣＧＴＣ

ＧＡＰＤＨ２）
正向 ＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＴＧＣＡＧＴＧ
反向 ＴＧＧＴＡＡＣＣＡＧＧＣＧＴＣＣＧＡＴＡＣＧ

　１）含Ⅰ型血小板结合蛋白基序的解聚蛋白样金属蛋白酶 －

５；２）甘油醛－３－磷酸脱氢酶。

３　结　果
３．１　一般情况　在造模过程中，所有大鼠均无意外死
亡发生。ＣＥＰ退变模型组１只大鼠术后３ｄ出现尾部
切口愈合不良、坏死现象［图２（１）］，换药后１周左右切
口愈合；其余大鼠尾部切口均愈合良好［图２（２）］。
３．２　肾虚模型鉴定结果
３．２．１　大鼠表观特征　造模后，空白组与 ＣＥＰ退变
模型组大鼠毛发柔顺有光泽，饮食适量，两眼有神，大

便软硬适中，抓取时反抗有力，不易激惹；病证结合模

型组大鼠逐渐出现毛发枯槁易脱落、饮食增多、精神

倦怠、两眼无神、大便干结变硬、活动减少、反应迟钝

等肾虚的表现。

３．２．２　肾虚症状体征量化评分　时间因素和分组因
素存在交互效应。３组大鼠肾虚症状体征量化评分
总体比较，差异有统计学意义，即存在分组效应。造

模后不同时间点大鼠肾虚症状体征量化评分的差异

有统计学意义，即存在时间效应。造模后，３组大鼠
肾虚症状体征量化评分随时间变化趋势不一致，空白

组大鼠肾虚症状体征量化评分随时间未见明显变化，

图２　大鼠术后尾部皮肤切口外观

ＣＥＰ退变模型组和病证结合模型组大鼠肾虚症状体
征量化评分随时间均呈升高趋势。造模后２周，３组
大鼠肾虚症状体征量化评分比较，差异无统计学意

义。造模后４周、６周、８周，３组大鼠肾虚症状体征量
化评分比较，组间差异均有统计学意义；空白组和

ＣＥＰ退变模型组大鼠肾虚症状体征量化评分均低于病证
结合模型组（造模后４周：ＬＳＤ－ｔ＝４．０８２，Ｐ＝０．００２；
ＬＳＤ－ｔ＝４．４９１，Ｐ＝０．００１。造模后 ６周：ＬＳＤ－ｔ＝
６．７２５，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝７．２０６，Ｐ＝０．０００。造模后
８周：ＬＳＤ－ｔ＝８．４８５，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝８．１３２，Ｐ＝
０．０００）；空白组与 ＣＥＰ退变模型组大鼠肾虚症状体
征量化评分比较，组间差异均无统计学意义（造模后

４周：ＬＳＤ－ｔ＝０．４０８，Ｐ＝０．６９０；造模后６周：ＬＳＤ－
ｔ＝０．４８０，Ｐ＝０．６４０；造模后 ８周：ＬＳＤ－ｔ＝０．３５４，
Ｐ＝０．７３０）。见表３。
３．２．３　尾椎骨密度　造模后４周，３组大鼠尾椎骨密
度比较，差异有统计学意义；空白组和 ＣＥＰ退变模型
组大鼠尾椎骨密度均高于病证结合模型组（ＬＳＤ－ｔ＝
３．６８２，Ｐ＝０．００３；ＬＳＤ－ｔ＝３．０２８，Ｐ＝０．０１１）；空白
组大鼠尾椎骨密度与 ＣＥＰ退变模型组比较，差异无
统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝０．６５５，Ｐ＝０．５２５）。造模后

表３　３组大鼠肾虚症状体征量化评分

组别
样本量／
只

肾虚症状体征量化评分／（ｘ±ｓ，分）
造模后２周 造模后４周 造模后６周 造模后８周 合计

Ｆ值 Ｐ值

空白组 ６ １．００±０．７１ １．４０±０．５５ １．８０±０．８４ ２．００±１．００ １．５５±０．８３ １．５７３ ０．２３５
ＣＥＰ１）退变模型组 ６ ０．８０±０．４５ １．２０±０．４５ １．６０±０．５５ ２．２０±０．８４ １．４５±０．７６ ５．０９５ ０．０１２
病证结合模型组 ６ １．４０±０．５５ ３．４０±１．１４ ４．６０±０．５５ ６．８０±０．８４ ４．０５±２．１４ ３９．２５６ ０．０００

合计 １８ １．０７±０．５９ ２．００±１．２５ ２．６７±１．５４ ３．６７±２．４４ １．８３±０．２４ ５０．２７９２） ０．０００２）

Ｆ值 Ｆ＝１．４００ Ｆ＝１２．３３３ Ｆ＝３２．４６２ Ｆ＝４６．０８３ ２２．３１７２）

Ｐ值 ０．２８４ ０．００１ ０．０００ ０．０００ ０．０００２）
Ｆ＝１４．３２６３），
Ｐ＝０．０００３）

　　 １）软骨终板；２）主效应的Ｆ值和Ｐ值；３）交互效应的Ｆ值和Ｐ值。

·６·　　　（总３２６）　　　中医正骨２０２１年５月第３３卷第５期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２１，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．５　
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８周，３组大鼠尾椎骨密度比较，差异有统计学意义；
空白组和ＣＥＰ退变模型组大鼠尾椎骨密度均高于病
证结合模型组（ＬＳＤ－ｔ＝３．７４９，Ｐ＝０．００３；ＬＳＤ－ｔ＝
３．０３５，Ｐ＝０．０１０）；空白组大鼠尾椎骨密度与 ＣＥＰ退
变模型组比较，差异无统计学意义（ＬＳＤ－ｔ＝０．７１４，
Ｐ＝０．４８９）。见表４。

表４　３组大鼠尾椎骨密度

组别
样本量／
只

尾椎骨密度／（ｘ±ｓ，ｇ·ｃｍ－３）
造模后４周 造模后８周

空白组 ６ ４．１５±０．４４ ４．１２±０．４２
ＣＥＰ１）退变模型组 ６ ４．０４±０．３８ ３．８８±０．５３
病证结合模型组 ６ ３．３０±０．３３ ２．８６±０．６３

Ｆ值 ７．７１９ ７．９２７
Ｐ值 ０．００７ ０．００６

　１）软骨终板。

３．２．４　骨微结构指标　造模后４周，３组大鼠ＴＮ、ＴＳ
比较，组间差异均具有统计学意义；空白组和 ＣＥＰ退
变模型组大鼠 ＴＮ高于病证结合模型组（ＬＳＤ－ｔ＝
１２．９９１，Ｐ＝０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝１０．６５７，Ｐ＝０．０００），ＴＳ
低于病证结合模型组（ＬＳＤ－ｔ＝４．６２３，Ｐ＝０．００１；
ＬＳＤ－ｔ＝２．７３６，Ｐ＝０．０１８）；空白组大鼠 ＴＮ和 ＴＳ与
ＣＥＰ退变模型组比较，组间差异均无统计学意义

（ＴＮ：ＬＳＤ－ｔ＝０．４３２，Ｐ＝０．９２４；ＴＳ：ＬＳＤ－ｔ＝１．８８７，
Ｐ＝０．０８４）。造模后８周，３组大鼠ＴＮ、ＴＳ比较，组间
差异均具有统计学意义；病证结合模型组大鼠 ＴＮ低
于空白组和 ＣＥＰ退变模型组（ＬＳＤ－ｔ＝６．８５４，Ｐ＝
０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝５．７５０，Ｐ＝０．０００），ＴＳ高于空白组和
ＣＥＰ退变模型组（ＬＳＤ－ｔ＝３．６２３，Ｐ＝０．００３；ＬＳＤ－
ｔ＝３．１０６，Ｐ＝０．００９）；空白组大鼠 ＴＮ和 ＴＳ与 ＣＥＰ
退变模型组比较，组间差异均无统计学意义（ＴＮ：
ＬＳＤ－ｔ＝１．１０４，Ｐ＝０．２９１；ＴＳ：ＬＳＤ－ｔ＝０．５１８，Ｐ＝
０．６１４）。造模后４周、８周，３组大鼠ＴＴ比较，组间差
异均无统计学意义。见表５。
３．３　椎间盘ＣＥＰ退变模型鉴定结果
３．３．１　椎间盘ＣＥＰ组织形态　造模后４周、８周，空
白组软骨细胞分布均匀，潮线清晰，染色均匀；ＣＥＰ退
变模型组软骨细胞排列不规则，有少量簇聚软骨细

胞，潮线不清；病证结合模型组软骨细胞排列紊乱、簇

聚，软骨钙化层增厚，潮线模糊，染色不均匀；ＣＥＰ退
变模型组和病证结合模型组大鼠尾椎 ＣＥＰ均逐渐出
现退变，病证结合模型组退变更明显（图３、图４）。
３．３．２　椎间盘ＣＥＰ组织聚集蛋白聚糖和ＡＤＡＭＴＳ－
５基因的表达　造模后４周、８周，３组大鼠椎间盘

表５　３组大鼠尾椎骨微结构指标

组别
样本量／
只

造模后４周

ＴＮ２）／（ｘ±ｓ，
个·ｍｍ－１）ＴＳ

３）／（ｘ±ｓ，μｍ） ＴＴ４）／
（ｘ±ｓ，μｍ）

造模后８周

ＴＮ２）／（ｘ±ｓ，
个·ｍｍ－１）

ＴＳ３）／
（ｘ±ｓ，μｍ）

ＴＴ４）／
（ｘ±ｓ，μｍ）

空白组 ６ ５．０１±０．１２ ０．２０±０．０３ ０．０８±０．０２ ４．９１±０．２６ ０．２２±０．０４ ０．０９±０．０１
ＣＥＰ１）退变模型组 ６ ４．８１±０．１２ ０．２４±０．０２ ０．０９±０．０１ ４．６１±０．５５ ０．２３±０．０２ ０．０９±０．０２
病证结合模型组 ６ ３．８６±０．１７ ０．３０±０．０４ ０．１０±０．０１ ３．０５±０．４４ ０．２９±０．０３ ０．０８±０．０１

Ｆ值 ９５．９３６ １０．８０７ １．４６２ ２７．０８８ ７．６７９ ２．４００
Ｐ值 ０．０００ ０．００２ ０．３０４ ０．０００ ０．００２ ０．１７１

　　 １）软骨终板；２）骨小梁数目；３）骨小梁分离度；４）骨小梁厚度。

图３　造模后４周３组大鼠软骨终板组织形态（ＨＥ染色 ×５０）

·７·　中医正骨２０２１年５月第３３卷第５期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２１，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．５　　　（总３２７）　　　
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ＣＥＰ组织聚集蛋白聚糖基因表达量比较，组间差异均
有统计学意义；空白组大鼠聚集蛋白聚糖基因表达量

高于 ＣＥＰ退变模型组和病证结合模型组（造模后
４周：ＬＳＤ－ｔ＝４．０４５，Ｐ＝０．００２；ＬＳＤ－ｔ＝６．８１５，Ｐ＝
０．０００。造模后 ８周：ＬＳＤ－ｔ＝４．３２９，Ｐ＝０．００１；
ＬＳＤ－ｔ＝６．７７４，Ｐ＝０．０００），ＣＥＰ退变模型组大鼠聚
集蛋白聚糖基因表达量高于病证结合模型组（造模后

４周：ＬＳＤ－ｔ＝２．７７０，Ｐ＝０．０１７。造模后８周：ＬＳＤ－
ｔ＝２．４４５，Ｐ＝０．０３１）。造模后４周、８周，３组大鼠椎
间盘ＣＥＰ组织ＡＤＡＭＴＳ－５基因表达量比较，组间差
异均有统计学意义；空白组大鼠 ＡＤＡＭＴＳ－５基因表
达量低于 ＣＥＰ退变模型组与病证结合模型组大鼠
（造模后４周：ＬＳＤ－ｔ＝３．５４３，Ｐ＝０．００４；ＬＳＤ－ｔ＝
１１．１０４，Ｐ＝０．０００。造模后８周：ＬＳＤ－ｔ＝６．７０２，Ｐ＝
０．０００；ＬＳＤ－ｔ＝１４．８２１，Ｐ＝０．０００），ＣＥＰ退变模型组
大鼠ＡＤＡＭＴＳ－５基因表达量低于病证结合模型组
（造模后 ４周：ＬＳＤ－ｔ＝７．５６２，Ｐ＝０．０００；造模后
８周：ＬＳＤ－ｔ＝８．１１９，Ｐ＝０．０００）。见表６。

４　讨　论
目前，中医药动物模型在中医药研究领域中得到

了广泛应用［７］，且在中医药理论指导下构建的病证结

合模型已成为当前研究中医药动物模型的发展趋

势［８－９］。本研究通过去除大鼠卵巢的方法构建肾虚

型疾病动物模型，在此基础上通过阻断 ＣＥＰ的营养
供应途径模拟人类椎间盘 ＣＥＰ退变模型，试图构建
肾虚型ＣＥＰ退变病证结合模型。该模型的构建可进
一步为研究椎间盘 ＣＥＰ退变发生的病理变化过程、
中医药干预治疗以及预防提供一个科学的实验载体。

中医学认为肾为先天之本，藏精气，主骨、生髓、

化血，主人体生长发育、生殖和调节机体代谢，为正气

之根［１０］，与现代医学的神经、内分泌、免疫、生殖、造

血等多个系统有密切的关系［１１－１３］。已有研究表明，

肾虚可导致下丘脑 －垂体 －性腺轴各环节功能存在
不同程度的紊乱［１４－１５］。有学者已成功建立了肾虚型

疾病动物模型，并把动物的行为学改变作为判别肾虚

证模型构建成功的指标之一［１６－１７］。《素问·宣明五

气》曰：“肾主骨生髓”“其充在肾”，即肾精充足，骨髓

生化有源，则骨骼得到骨髓的充养而坚固有力［１８］。

若肾精虚少，骨
!

化源不足，则不能滋养骨骼，易出现

骨骼脆弱，导致骨质疏松等疾病的发生［１９－２０］。因此，

图４　造模后８周３组大鼠软骨终板组织形态（ＨＥ染色 ×５０）

表６　３组大鼠椎间盘ＣＥＰ组织聚集蛋白聚糖和ＡＤＡＭＴＳ－５基因表达量

组别
样本量／
只

聚集蛋白聚糖基因表达量（ｘ±ｓ）
造模后４周 造模后８周

ＡＤＡＭＴＳ２）－５基因表达量（ｘ±ｓ）
造模后４周 造模后８周

空白组 ６ １．０７±０．１９ １．０３±０．２２ １．０６±０．０７ １．１３±０．０９
ＣＥＰ１）退变模型组 ６ ０．７４±０．０９ ０．６５±０．０８ １．３０±０．０８ １．５９±０．１３
病证结合模型组 ６ ０．５１±０．０７ ０．４３±０．０７ １．８１±０．１５ ２．１４±０．１０

Ｆ值 ２３．４９８ ２３．５３８ ６４．３４４ １１０．１５６
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　 １）软骨终板；２）含Ⅰ型血小板结合蛋白基序的解聚蛋白样金属蛋白酶。
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本研究把骨骼的荣枯，即骨质疏松作为判定肾虚证的

指标之一。本研究结果显示，造模后病证结合模型组

大鼠逐渐表现出毛发枯槁易脱落、精神倦怠、两眼无

神等与人类类似的肾虚证表现，且骨密度显著降低，

骨微结构也发生了相应变化。这提示肾虚造模（去卵

巢）大鼠出现了肾精亏虚，致使骨髓生化无源，骨骼不

能得到充养，进而出现骨枯（骨质疏松），说明肾虚型

模型构建成功。

在本研究中，应用无水酒精注射阻断大鼠 ＣＥＰ
营养供应后，组织病理学提示 ＣＥＰ组织逐渐出现退
变表现，表现为软骨细胞排列不规则，软骨细胞簇聚，

潮线模糊，染色不均，ＣＥＰ钙化和骨化，软骨下骨骨板
增厚等，提示ＣＥＰ退变模型构建成功，这与袁维等［２１］

的研究结果类似。此外，我们研究也发现，病证结合

模型组较ＣＥＰ退变模型组，椎间盘 ＣＥＰ组织退变程
度更重，提示肾虚可以加速 ＣＥＰ退变，进一步印证了
“肾主骨生髓”的理论。此外，有学者研究认为，骨密

度与ＩＤＤ程度呈负相关，即骨密度越低，ＩＤＤ程度越

重［２２］；其可能的发生机制为：骨密度降低，骨骼强度

下降，引起骨性终板或椎体发生微小骨折，导致椎间

盘营养供应破坏，从而影响椎间盘的代谢和血液循

环，进而导致ＩＤＤ［２３］。
在造成软骨退变与破坏的众多影响因素中，基质

降解酶活性增高是最主要和最直接的原因之一。聚

集蛋白聚糖的降解被认为是软骨退变的重要指

标［２４－２６］。ＡＤＡＭＴＳ－５是目前公认的最重要的聚蛋
白聚糖酶之一，在降解软骨聚集蛋白聚糖的过程中起

重要作用［２７］。本研究采用无水酒精注射阻断ＣＥＰ营
养供应后，大鼠 ＣＥＰ组织中聚集蛋白聚糖基因表达
量明显下降，而 ＡＤＡＭＴＳ－５基因表达量明显上升，
提示ＣＥＰ细胞外基质出现了降解，从而导致 ＣＥＰ组
织发生退变。此外，本研究结果显示，造模后病证结

合模型组ＣＥＰ组织中聚集蛋白聚糖基因表达量低于
ＣＥＰ退变模型组，而 ＡＤＡＭＴＳ－５基因表达量高于
ＣＥＰ退变模型组，说明联合应用去卵巢法（肾虚）可
进一步促进ＣＥＰ退变。

本研究结果显示，切除双侧卵巢结合阻断 ＣＥＰ
营养供应法是构建大鼠肾虚型椎间盘 ＣＥＰ退变病证
结合模型的一种可行方法。
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·作者须知·

论文中对数据进行统计学处理时需要注意的问题

　　１　对基线资料进行统计学分析　搜集资料应严密遵守随机抽样设计，保证样本从同质的总体中随机抽取，除了对比因素

外，其他可能影响结果的因素应尽可能齐同或基本接近，以保证组间的齐同可比性。因此，应对样本的基线资料进行统计学分

析，以证明组间的齐同可比性。

２　选择正确的统计检验方法　研究目的不同、设计方法不同、资料类型不同，选用的统计检验方法则不同。例如：２组计量

资料的比较应采用ｔ检验；而多组（≥３组）计量资料的比较应采用方差分析（即Ｆ检验），如果组间差异有统计学意义，想了解差

异存在于哪两组之间，再进一步做ｑ检验或ＬＳＤ－ｔ检验。许多作者对多组计量资料进行比较时采用两两组间 ｔ检验的方法是

错误的。又如：等级资料的比较应采用Ｒｉｄｉｔ分析或秩和检验或行平均得分差检验。许多作者对等级资料进行比较时采用卡方

检验的方法是错误的。

３　假设检验的推断结论不能绝对化　假设检验的结论是一种概率性的推断，无论是拒绝Ｈ０还是不拒绝Ｈ０，都有可能发生

错误（Ⅰ型错误和Ⅱ型错误）。因此，假设检验的推断结论不能绝对化。

４　Ｐ值的大小并不表示实际差别的大小　研究结论包括统计结论和专业结论两部分。统计结论只说明有无统计学意义，

而不能说明专业上的差异大小。Ｐ值的大小不能说明实际效果的“显著”或“不显著”。统计结果的解释和表达，应说对比组之

间的差异有（或无）统计学意义，而不能说对比组之间有（或无）显著的差异。Ｐ≤０．０１比 Ｐ≤０．０５更有理由拒绝 Ｈ０，并不表示

Ｐ≤０．０１时比Ｐ≤０．０５时实际差异更大。只有将统计结论和专业知识有机地结合起来，才能得出恰如其分的研究结论。若统计

结论与专业结论一致，则最终结论也一致；若统计结论与专业结论不一致，则最终结论需根据专业知识而定。判断被试因素的

有效性时，要求在统计学上和专业上都有意义。

５　假设检验的结果表达　Ｐ值传统采用０．０５和０．０１这２个界值，现在提倡给出Ｐ的具体数值和检验统计量的具体数值

（小数点后保留３位有效数字），主要理由是：①以前未推广统计软件之前，需要通过查表估计Ｐ值，现在使用统计软件会自动给

出具体的Ｐ值和检验统计量的具体值（ｔ值、Ｆ值、χ２值等）。②方便根据具体情况判断问题。例如Ｐ＝０．０５１与Ｐ＝０．０４９都是

小概率，不能简单地断定Ｐ＝０．０５１无统计学意义而Ｐ＝０．０４９有统计学意义。③便于对同类研究结果进行综合分析。

６　统计学符号的使用　统计学符号的使用应按照ＧＢ３３５８—８２《统计名词及符号》的规定，具体可参阅本刊投稿须知中的

有关要求。
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