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轴向负载诱导小鼠椎间盘退变模型的建立

劳杨骏１，裘一丹２，徐彬１，盛红枫１，沈立锋１，刘亦杨１，余伟波１，吴承亮２

（１．浙江省立同德医院，浙江　杭州　３１００１２；２．浙江中医药大学，浙江　杭州　３１００５３）

摘　要　目的：探讨建立轴向负载诱导小鼠椎间盘退变模型的有效方法。方法：将２４只１６月龄ＳＰＦ级小鼠随机分为模型组和对

照组，每组１２只。每日１０∶００、１５∶００、１９∶００将模型组小鼠放入自制热板鼠笼中，打开热板并设定温度为５０℃，从小鼠开始跳跃

至力竭约１０ｍｉｎ左右；对照组小鼠不做任何处理。分别于造模１个月和３个月后从模型组和对照组随机抽取６只小鼠，采用颈椎

脱臼法处死，完整取下Ｌ３～４椎间盘和Ｌ３、Ｌ４椎体，制作连续冠状位切片后，分别行苏木素 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色和

阿尔新蓝－苏木素（ａｌｃｉａｎｂｌｕｅ－ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ，ＡＢＨ）染色，在光学显微镜下观察腰椎间盘组织形态学变化，通过免疫组织化学染色

法在光学显微镜下观察腰椎间盘组织中Ⅱ型胶原蛋白的表达情况，并通过绘图软件测量椎间盘高度和软骨终板厚度。结果：①腰

椎间盘组织形态学观察结果。ＨＥ染色显示造模１个月及３个月后，对照组腰椎间盘组织基本正常；模型组腰椎间盘组织可见退

行性改变，其中造模３个月后较造模１个月后退变更严重，椎间盘纤维环出现裂隙，软骨终板分层结构紊乱、排列不规则，髓核破

坏或皱缩，软骨终板内出现多个骨化中心。ＡＢＨ染色结果显示造模１个月和３个月后，对照组软骨终板细胞排列整齐，软骨终板

细胞数目较多，软骨基质染色较蓝，部分椎间盘软骨终板内存在较少呈红染的骨化中心，但骨化中心形态较小；模型组软骨终板细

胞排列混乱，细胞数目明显减少，且软骨基质染色变浅，软骨终板出现多个骨化中心，且骨化中心形态较大。②腰椎间盘免疫组织

化学观察结果。造模１个月和３个月后，对照组Ⅱ型胶原蛋白在髓核、纤维环内层和软骨终板均有阳性表达，染色较深；模型组Ⅱ

型胶原蛋白的阳性表达在髓核中央及纤维环外层较对照组明显降低，且造模３个月后Ⅱ型胶原蛋白在髓核与纤维环外层的表达

较造模１个月后降低更明显。③腰椎间盘形态学测量结果。造模１个月后，模型组椎间盘高度和软骨终板厚度均小于对照组

［（０．２１１±０．０６３）ｍｍ，（０．２８９±０．０５０）ｍｍ，ｔ＝２．９８４，Ｐ＝０．００７；（０．０７４±０．０１１）ｍｍ，（０．０９７±０．０１５）ｍｍ，ｔ＝２．８１３，Ｐ＝０．０２３］；

造模３个月后，模型组椎间盘高度与对照组比较，差异无统计学意义［（０．１９７±０．０５２）ｍｍ，（０．２３５±０．０５３）ｍｍ，ｔ＝１．４７８，Ｐ＝

０．１６３］；模型组软骨终板厚度小于对照组［（０．０６０±０．０１２）ｍｍ，（０．０９３±０．０１８）ｍｍ，ｔ＝４．０９２，Ｐ＝０．００１］。结论：用热板诱导小

鼠跳跃，可以有效建立轴向负载诱导小鼠椎间盘退变模型。

关键词　椎间盘退行性变；小鼠；疾病模型，动物；轴向负载；热板；动物实验
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　　随着老龄化社会的发展和不健康的生活方式，越
来越多的人正遭受着椎间盘退变所带来的痛苦，而目

前对椎间盘退变的机理认知甚少，临床治疗效果并不

令人满意［１］。构建椎间盘退变动物模型是探究人类

椎间盘退变机制和研发相关治疗药物的关键［２］。目

前椎间盘退变的模型主要有应力改变型椎间盘退变

模型、物理损伤型椎间盘退变模型、转基因动物模型

和混合模型［３－４］。许多实验动物都能用于椎间盘退

变相关研究，如猪［５］、狗［６］、牛［１］、羊［７］、兔［８］、大

鼠［９］、小鼠等。而小鼠腰椎和尾椎椎间盘与人类椎间

盘结构最为相似［１０］，其力学特性也最为相似［１１］，因此

小鼠是一种理想的用于椎间盘退变相关研究的模型

动物。椎间盘的退变和日常生活劳作所产生的脊柱

轴向负载有较大的关联，有研究表明周期性的轴向负

荷是人类椎间盘退变的危险因素［１２－１４］。因小鼠在跳

跃时会自发地前肢离地、双后肢站立，其周期性的跳

跃可以模拟人类在日常生活中产生的轴向力学负荷。

本实验采用自制热板鼠笼使小鼠自发跳跃，拟建立轴

向负载诱导小鼠腰椎间盘退变模型，以期为临床治疗

椎间盘退行性疾病提供实验基础。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　１６月龄 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（不
分雌雄）２４只，体质量（３０．０±０．７３）ｇ，由上海西普
尔－必凯实验动物有限公司提供，实验动物合格证号
ＳＣＸＫ（沪）２００３－００１６。实验方案通过医学动物实验

伦理委员会批准。

１．２　实验试剂和仪器　Ⅱ型胶原兔抗鼠抗体（美国
ａｂｃａｍ公司），自制热板鼠笼（浙江中医药大学骨伤研
究所），ＥＣ３５０－１型石蜡包埋机（美国 ｔｈｅｒｍｏ公司），
Ｔｉｓｓｕｅ－ＴｅｋＶＩＰ５Ｊｒ型组织脱水机（日本 ｓａｋｕｒａ公
司），ＨＭ３２５型组织切片机（美国ｔｈｅｒｍｏ公司）、Ｓｃｏｐｅ
Ａ１光学显微镜（德国ＺＥＩＳＳ公司）。

２　方　法
２．１　动物分组与造模　将２４只１６月龄健康ＳＰＦ级
小鼠随机分为模型组和对照组，每组 １２只。每日
１０∶００、１５∶００、１９∶００将模型组小鼠放入自制热板鼠笼
中，打开热板并设定温度为５０℃，从小鼠开始跳跃至
力竭约１０ｍｉｎ左右，结束后将小鼠放回普通饲养笼
中（图１）。对照组小鼠不做任何处理。

（１）在未加热的热板上，小鼠自由活动如常；（２）热板加热至

５０℃时，小鼠不堪笼底高温开始跳跃

图１　自制热板鼠笼诱导小鼠跳跃示意图
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２．２　动物取材与切片制备　分别于造模１个月和３
个月后从模型组和对照组随机抽取６只小鼠，采用颈
椎脱臼法处死，完整取下 Ｌ３～４椎间盘和 Ｌ３、Ｌ４椎体，
用４％多聚甲醛固定７２ｈ。清水冲洗后，用２０％乙二
胺四乙酸脱钙４周，每周换液３次。常规脱水、透明、
石蜡包埋，连续冠状位切片，厚度３μｍ。
２．３　腰椎间盘组织形态学观察　取造模１个月和３
个月后对照组和模型组一部分切片分别进行苏木

精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色、阿尔新蓝 －
苏木素（ａｌｃｉａｎｂｌｕｅ－ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ，ＡＢＨ）染色。ＨＥ染
色：６０℃烘片过夜后，常规脱蜡至水，苏木精染色
１ｍｉｎ，蒸馏水洗至不再褪色，ＰＢＳ浸泡１ｍｉｎ，蒸馏水
洗３遍，伊红染色１ｍｉｎ，常规脱水透明封片。ＡＢＨ染
色：６０℃烘片过夜后，常规脱蜡至水，盐酸乙醇分化
３０ｓ，阿尔新蓝染色１０ｍｉｎ，蒸馏水洗至不再褪色，盐
酸乙醇分化３ｓ，快速漂洗后氨水蓝化１５ｓ，蒸馏水漂
洗后用９５％乙醇浸泡１ｍｉｎ，苏木素染色１ｍｉｎ，常规
脱水透明封片。１００倍光学显微镜下观察腰椎间盘
组织形态学变化并摄片。

２．４　腰椎间盘免疫组织化学观察　将２组剩余切片
置６０℃烘箱中烘烤过夜后，常规脱蜡至水，在３％过
氧化氢中浸泡２０ｍｉｎ后ＰＢＳ洗４遍，在含有０．２ｇ胃
蛋白酶的０．０１Ｎ的盐酸溶液中修复抗原５０ｍｉｎ后
ＰＢＳ洗４遍，羊血清（１∶２０）封闭非特异性抗原２０ｍｉｎ
后加入Ⅱ型胶原抗体（１∶１００）４℃过夜，室温放置
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗１０ｍｉｎ，在生物素标记的山羊抗兔 ＩｇＧ
二抗（１∶１０００）中室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次
５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色剂显色，苏木素复染，常规脱水透明，
中性树胶封片。４００倍光学显微镜下观察各个标本

Ⅱ型胶原蛋白表达情况（棕黄色为阳性染色）。
２．５　腰椎间盘形态学测量　在光学显微镜下拍摄模
型组与对照组每个椎间盘正中冠状面图片（×１００），
将获得的图片导入制图软件中，用制图软件测量冠状

位椎间盘高度和软骨终板厚度。

２．６　数据统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１３．３统计软件对
所得数据进行统计学分析，２组小鼠造模１个月和３
个月后体质量、椎间盘高度和软骨终板厚度的组间比

较均采用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
２组小鼠均未出现死亡。造模１个月和３个月后，

２组小鼠体质量比较，差异均无统计学意义［造模１个

月后：模型组（２９．９７０±０．６２０）ｇ，对照组（３０．３００±
１．１１０）ｇ，ｔ＝０．６４０，Ｐ＝０．５３０；造模３个月后：模型组
（３０．６０±０．５８）ｇ，对照组（３１．６８±１．３９）ｇ，ｔ＝１．７６０，
Ｐ＝０．１１０］。
３．１　腰椎间盘组织形态学观察结果　ＨＥ染色显示：
造模１个月及３个月后，对照组腰椎间盘组织（由规
则排列于外的纤维环、中央的髓核和上下软骨终板构

成）基本正常，外层纤维环排列规则、呈同心圆逐层分

布，内层纤维环逐渐向髓核过渡，髓核均匀地被纤维

环所包绕，软骨终板分为透明软骨层和关节软骨层，

软骨细胞密集，潮标清晰可见，钙化的关节软骨极薄；

模型组腰椎间盘组织可见退行性改变，其中造模３个
月后较造模１个月后退变更严重，椎间盘纤维环出现
裂隙，软骨终板分层结构紊乱，排列不规则，髓核破坏

或皱缩，软骨终板内出现多个骨化中心，严重者已被

骨组织所替代（图２）。
ＡＢＨ染色结果显示：造模１个月和３个月后，对

照组软骨终板细胞排列整齐，软骨终板无论是透明软

骨层还是关节软骨层细胞数目均较多，软骨基质染色

较蓝，部分椎间盘软骨终板内存在较少呈红染的骨化

中心，但骨化中心形态较小；模型组软骨终板细胞排

列混乱，细胞数目明显减少，且软骨基质染色变浅，软

骨终板出现多个骨化中心，且骨化中心形态较大，严

重者出现骨化成片、替代原本的软骨细胞（图３）。
３．２　腰椎间盘免疫组织化学观察结果　造模１个月
和３个月后，对照组Ⅱ型胶原蛋白在髓核、纤维环内
层和软骨终板均有阳性表达，染色较深；模型组Ⅱ型
胶原蛋白的阳性表达在髓核中央及纤维环外层较对

照组明显降低，且造模３个月后Ⅱ型胶原蛋白在髓核
与纤维环外层的表达较造模 １个月后降低更明显
（图４）。
３．３　腰椎间盘形态学测量结果　通过绘图软件所测
量椎间盘高度和软骨终板厚度如图５所示（１像素 ＝
０．００２５ｍｍ）。造模１个月后，模型组椎间盘高度和
软骨终板厚度均小于对照组；造模３个月后，模型组
椎间盘高度与对照组比较，差异无统计学意义；模型

组软骨终板厚度小于对照组（表１、表２）。

４　讨　论
本实验所建立模型是通过对小鼠腰椎间盘施加

轴向负载，模拟人类日常生活中产生的力学环境而诱

导椎间盘退变的动物模型。目前虽然有许多改变椎
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图２　２组小鼠椎间盘组织苏木素－伊红染色结果（×１００）

图３　２组小鼠椎间盘组织阿尔新蓝－苏木素染色结果（×１００）
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图４　２组小鼠椎间盘Ⅱ型胶原免疫组织化学染色结果（×４００）

图５　２组小鼠造模后椎间盘高度和软骨终板厚度

表１　２组小鼠造模后椎间盘高度

组别
样本量
（只）

椎间盘高度（ｘ±ｓ，ｍｍ）
造模１个月后 造模３个月后

模型组 ６ ０．２１１±０．０６３ ０．１９７±０．０５２
对照组 ６ ０．２８９±０．０５０ ０．２３５±０．０５３
ｔ值 ２．９８４ １．４７８
Ｐ值 ０．００７ ０．１６３

表２　２组小鼠造模后软骨终板厚度

组别
样本量
（只）

软骨终板厚度（ｘ±ｓ，ｍｍ）
造模１个月后 造模３个月后

模型组 ６ ０．０７４±０．０１１ ０．０６０±０．０１２
对照组 ６ ０．０９７±０．０１５ ０．０９３±０．０１８
ｔ值 ２．８１３ ４．０９２
Ｐ值 ０．０２３ ０．００１
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间盘应力的退变模型，但这些模型施加在椎间盘上的

力多数为一个对称或不对称的静力，这与人类在日常

生活中发生椎间盘退变的机制不相符［１５－１９］。研究表

明，人类椎间盘退变的一个重要危险因素是腰背部重

复地屈伸和长期处于振动状态［２０］。以往的椎间盘退

变模型不能有效地模拟这一点，因此为了更有效地再

现人类椎间盘退变的过程，我们建立了热板诱导小鼠

跳跃的模型，促使小鼠主动地直立并且间断跳跃，产

生周期性的轴向负荷来诱导椎间盘退变［２１］。目前采

用针刺损伤椎间盘诱导椎间盘退变的造模方法更加

普遍，通过针刺的方法获得小鼠［２２］、大鼠［２３］、兔［２４］椎

间盘退变模型较为常见，但是人类椎间盘退变是一个

随着年龄增长，在日常活动中不断加重的缓慢且复杂

的过程，而针刺动物椎间盘所造成的是一次性的急性

损伤，其椎间盘在被针刺之前，拥有良好的血供和细

胞微环境，因此此类模型最适用于模拟外伤所致椎间

盘退变，是否真正适用于模拟人类椎间盘退变还有待

于进一步研究［２５－２６］。

椎间盘退变往往表现为椎间盘高度的丢失及其

含水量的降低，本实验结果显示，造模１个月后模型
组小鼠椎间盘高度较对照组明显降低；而在造模３个
月后，对照组和模型组椎间盘高度比较，差异无统计

学意义，这可能是由于小鼠样本量较小，而椎间盘个

体差异较大所致。软骨终板是椎间盘重要的组成部

分，在椎间盘新陈代谢中扮演着重要的角色，是椎间

盘通过扩散方式获得养分的唯一途径。本实验结果

显示，小鼠椎间盘软骨终板不管是模型组还是对照组

均出现了一定程度的碎裂和骨化，而模型组软骨终板

的碎裂和骨化较对照组明显，这可能是由于本实验所

用小鼠年龄较大，软骨终板质量均有不同程度的下降

所致。由此可见，软骨终板在椎间盘退变中的作用尤

为重要，椎间盘发生退变的启动因素可能与软骨终板

的退变有着直接的关系。

椎间盘的主要成分是水、胶原和蛋白多糖，正常

情况下纤维环中含有６０％Ⅱ型胶原蛋白和４０％Ⅰ
型胶原，因此胶原的退化和减少也是椎间盘退变的

主要组成部分［２７］。本实验结果显示，造模后对照组

Ⅱ型胶原蛋白在髓核、纤维环内层和软骨终板均有
阳性表达，而模型组Ⅱ型胶原蛋白的阳性表达在髓
核中央及纤维环外层较对照组明显降低，且造模 ３
个月后Ⅱ型胶原蛋白的表达较造模１个月后降低更

明显。

本实验仅从组织形态学和免疫组织化学两方面

来观察造模后小鼠椎间盘组织的变化，但是对于一个

成熟的造模方法来说，尚需用聚合酶链式反应的方法

从分子生物学角度给出相应的椎间盘退变结果，这将

是我们今后研究工作的重点。
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