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健腰强脊方对腰椎不稳诱导椎间盘退变小鼠模型的影响

杨佳凡1,2 薛纯纯2 赵福来2 刘爽2 薛永鹏1,2 杜文岚2

李灵星2 宋敏1 施杞2 李晓锋2△

[摘要] 目的:观察健腰强脊方对腰椎不稳诱导椎间盘退变小鼠模型的影响。方法:8周龄SPF级雄性

C57BL/6小鼠30只,随机分为假手术组、模型组及健腰强脊方组,每组各10只。模型组小鼠行腰椎不

稳(LSI)手术,健腰强脊方组在模型组的基础上给予健腰强脊方(生药2.94g/mL)灌胃干预;假手术组

和模型组则给予0.9%生理盐水灌胃。干预8周后,获得各组小鼠腰椎组织,进行苏木精-伊红染色和番

红O-固绿染色观察椎间盘形态,并进一步分析椎间盘高度和软骨终板钙化及缺损情况;免疫组织化学

染色分析软骨终板ColⅡ、ColⅩ及MMP-9的表达水平。结果:苏木精-伊红染色和番红O-固绿染色显

示,腰椎不稳术后椎间盘高度显著下降(147±74)μm,软骨终板钙化面积明显增多,差异有统计学意义

(P<0.01);健腰强脊方干预后椎间盘高度显著增加(96±21)μm,软骨终板钙化面积明显减少,差异有

统计学意义(P<0.05)。免疫组织化学染色分析结果显示,软骨终板ColⅡ表达显著升高,ColⅩ和

MMP-9蛋白表达降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:健腰强脊方可以改善腰椎不稳诱导椎间

盘退变模型小鼠软骨终板钙化和细胞外基质降解,从而起到延缓椎间盘退变的效果。
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EffectofJianyaoQiangjiFormulaonaMouseModelofLumbar
SpineInstability-InducedIntervertebralDiscDegeneration

YANGJiafan1,2 XUEChunchun2 ZHAOFulai2 LIUShuang2 XUEYongpeng1,2

DUWenlan2 LILingxing2 SONGMin1 SHIQi2 LIXiaofeng2△

1GansuUniversityofChineseMedicine,Lanzhou730000,China;
2ShanghaiMunicipalHospitalofTraditionalChineseMedicine,ShanghaiUniversityofTraditionalChineseMedicine,

Shanghai200071,China.
Abstract Objective:ToobservetheeffectofJianyaoQiangjiformulaonamousemodeloflumbarspineinstability(LSI)-
inducedintervertebraldiscdegeneration(IVDD).Methods:Thirty8-week-oldC57BL/6Jmalemicewererandomlydivided
intotheshamgroup,modelgroupandJianyaoQiangjiformulagroup.MiceinmodelgroupandJianyaoQiangjiformula

groupwereperformedwithLSIsurgery.TheJianyaoQiangjiformulagroupwasgiventheJianyaoQiangjiformula(raw
herb2.94g/mL)bygavagewhiletheshamgroupandthemodelgroupweregiven0.9%salinegavage.After8weeksof

intervention,thelumbarspinetissuesofmiceineachgroup

werecollected.Hematoxylin-Eosin (HE)staining and

SafranineO-FastGreenstainingwereperformedtoobserve

themorphologyoftheintervertebraldiscs,theheightofthe

intervertebraldiscs,andthecalcificationdefectsofthecarti-

lageendplates.Besides,theexpressionlevelofColⅡ,Col

Ⅹ,andMMP-9wasdetectedbyimmunohistochemicalstai-

ning.Results:ThehistomorphologicalobservationofHEand

SafranineO-FastGreenstainingshowedthattheheightof

intervertebraldiscsdecreasedsignificantlyby(147±74)μm
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afterLSIsurgery(P<0.01),andthecalcificationareaofcartilageendplateincreasedsignificantly(P<0.01).Afterthe
interventionofJianyaoQiangjiformula,theheightofintervertebraldiscsincreasedsignificantlyby(96±21)μm (P<
0.05),andthecalcificationareaofcartilageendplatewasreduced(P<0.05).Immunohistochemicalresultsshowedthat
theexpressionofColⅡofcartilageendplatewassignificantlyincreased(P<0.001),andtheexpressionofColⅩand
MMP-9proteinwasdecreased(P<0.05).Conclusion:JianyaoQiangjiformulacanamelioratecartilageendplatecalcifica-
tion,inhibitextracellularmatrixdegradationinLSI-inducedIVDDmice,andthusdelayintervertebraldiscdegeneration.
Keywords: intervertebraldiscdegeneration;JianyaoQiangjiformula;cartilaginousendplate;cartilagematrix

  椎间盘退变(IntervertebralDiscDegeneration,

IVDD)是腰椎退变性疾病的主要病理变化,被认为是

导致腰痛的主要原因之一[1]。根据《柳叶刀》的统计数

据显示,高达84%的腰痛患者是由椎间盘退变所引起

的[2]。由于生活、工作方式的改变及人口老龄化的到

来,腰椎间盘退变性疾病的发病率呈指数增长[3-4],已
成为我国日益严峻的公共卫生问题。因此,早期防治

椎间盘退变具有重要的临床意义。
椎间盘由髓核、纤维环和软骨终板三种主要结构

组成,其中,髓核和纤维环共同提供弹性并维持椎间盘

高度,软骨终板则负责为椎间盘提供必要的营养物质

交换,以上这三种结构对于保持椎间盘的形态和力学

功能至关重要[5-6]。椎间盘本身并无血管分布,其营养

主要来自纤维环外周及软骨终板弥散通路途径获

得[7]。一旦软骨终板正常结构发生改变,将会直接影

响椎间盘的整体营养供应,进而加重椎间盘的退变[8],
因此,软骨终板在椎间盘中占据重要地位。目前针对

椎间盘退变尚无有效的治疗药物,但是中医药在延缓

椎间盘退变方面疗效显著[9-10]。研究发现中药复方干

预椎间盘退变动物模型,有延缓椎间盘退变和保护椎

间盘的作用[11-13]。
健腰强脊方是在国医大师施杞教授指导下,本院

骨伤科李晓锋主任医师治疗椎间盘退变性疾病常用的

临床经验方,临床已取得良好的治疗效果,但其具体作

用机制尚不明确,需要进一步研究探索。本研究构建

腰椎不稳诱发椎间盘退变小鼠模型[14],初步探究健腰

强脊方治疗椎间盘退变的机制,为其临床应用提供依

据,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

8周龄SPF级C57BL/6J雄性小鼠30只,购自上

海杰思捷实验动物有限公司(动物生产许可证号为

SCXK(沪)2018-0004),于上海中医药大学附属市中医

医院动物中心饲养,饲养室温度为20~26℃,湿度为

40%~70%,维持12h光照/12h黑暗的光照周期,所
有动物自由进水和进食。动物实验方案经上海中医药

大学附属市中医医院实验动物伦理委员会审查通过,
伦理批件号为2022021。

1.2 实验药物及试剂

健腰强脊方由《医宗金鉴》圣愈汤合《伤寒论》附子

汤加减化裁而成,药物组成如下:黄芪、熟附片、当归、
川芎、党参、茯苓、白芍、熟地、防己、独活、柴胡。上述

中药饮片均购自上海中医药大学附属市中医医院药剂

科。FastGreenFCF(美 国 Sigma 公 司,F7252),

SafraninO(美国Sigma公司,S2255),苏木精(美国

Sigma公司,H3136-25G),伊 红(美 国 Sigma公 司,

E4009),EDTA脱钙液(武汉赛维尔生物科技有限公

司,G1105,500mL),TRAP染色试剂盒(日本 Wako
公司,294-67001),柠檬酸钠抗原修复液(上海碧云天

生物技术有限公司,P0081),免疫组化试剂盒(北京中

杉金桥生物技术公司,PV-9001),抗体稀释液(北京中

杉金桥生物技术公司,ZLI-9030),DAB显色(北京中

杉金桥生物技术公司,ZLI-9018),胰蛋白酶抗原修复

液(北 京 雷 根 生 物 科 技 有 限 公 司,IH0310),Anti-
CollagenⅡ抗体兔多克隆抗体(美国 Abcam 公司,

ab34712),Anti-CollagenⅩ抗体兔多克隆抗体(美国

Abcam公司,ab58632),Anti-MMP-9抗体兔多克隆抗

体(美国Abcam公司,ab38898)。

1.3 实验仪器

高速低温离心机(德国Eppendorf公司,5425R),
光学显微镜(德国LEICA,DM6B),轮转式切片机(赛
默飞世尔(上海)仪器有限公司,HM325),摊片机(浙
江省金华市科迪仪器设备有限公司,KD-P),电热恒温

鼓风干 燥 箱(上 海 精 宏 实 验 设 备 有 限 公 司,DHG-
9053A),电热恒温培养箱(上海博迅实业有限公司医

疗设备厂,GSP-9160MBE)。

1.4 方法

1.4.1 分组方法 将30只C57BL/6J雄性小鼠称重

后按体重排序编号,从随机数字表中选取30个连续2
位数记录在小鼠编号下面,再将30个随机数字从小到

大排序,随机数字排序1~10对应的小鼠纳入假手术

组,11~20对应的小鼠纳入模型组,21~30对应的小

鼠纳入健腰强脊方组。

1.4.2 造模方法 腰椎不稳模型是经典的诱发椎间

盘退变的模型。按照文献[14]报道,采用0.5%戊巴

比妥钠(25mg/kg)进行腹腔注射麻醉,小鼠角膜反射
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消失,麻醉成功后,背部皮肤备皮,触摸腰椎处皮下棘

突,确定腰椎区,碘伏消毒,沿脊柱方向向下纵向切开

皮肤,剥离筋膜,分离L3~5腰椎两侧竖脊肌,暴露小鼠

L3~5腰椎棘突,切除L3~5节段的棘突及韧带,进行逐

层缝合,碘伏再次消毒缝合处皮肤。假手术组仅分离

两侧竖脊肌,不对棘突及棘上、棘间韧带进行切除。

1.4.3 药物制备及干预方法 取健腰强脊方全方

147g饮 片,加 入10倍 量 水(即1470mL),浸 泡

30min后,大火煮沸,再小火煎煮15min,此为第1次

煎煮。再加入10倍量水(即1470mL),进行第2次

煎煮。混合两次药液,浓缩至浓度为生药2.94g/mL,
置于4℃下保存。腰椎不稳术后第3天开始干预。按

人体等效剂量倍数换算[15],健腰强脊方组给药剂量为

生药2.94g/mL,假手术组和模型组给予等体积的生

理盐水灌胃,共干预8周。

1.4.4 标本制作方法 药物干预结束后,各组小鼠均

腹腔注射过量戊巴比妥钠处死,取小鼠L3~6段脊柱标

本,4%多聚甲醛固定,24h后转为10% EDTA进行

脱钙处理,脱钙4周后进行组织脱水及石蜡包埋。取

各组蜡块行冠状位连续切片,切片厚度为4μm,以椎

间盘髓核最大处为中央部位的标准选片,用于苏木精-
伊红染色、番红O-固绿染色及免疫组织化学染色。

1.5 实验指标测定

1.5.1 小鼠椎间盘组织病理学观察 苏木精-伊红染

色:取各组椎间盘组织切片,进行常规脱蜡、复水后,经
苏木精染液染核、氨水返蓝、伊红染液染胞质,最后常

规脱水、透明后封片。
番红O-固绿染色:常规脱蜡、复水后,分别经苏木

精染液、盐酸乙醇分化、1%冰醋酸快速浸润、0.2%固

绿染液、1%冰醋酸快速漂洗、0.1%番红O染液,最后

常规脱水、透明后封片。
于光学显微镜下观察并采集L4/5椎间盘组织图

像[16],用ImageJ图像处理软件测量椎间盘高度(椎间

盘面积/椎间盘宽度)、软骨终板钙化面积。

1.5.2 小鼠椎间盘组织免疫组化检测 取各组椎间

盘组织切片,进行常规脱蜡、复水后,经0.1%胰蛋白

酶37℃修复20min,PBS清洗,按照免疫组化试剂盒

(北京中杉金桥生物技术公司,PV-9001)说明书进行

操作,加入ColⅡ、ColⅩ、MMP-9抗体4℃孵育过

夜,次日加入二抗室温孵育20min后,再DAB显色,
如有阳性着色,立即终止显色,再经苏木精复染、盐酸

乙醇分化氨水返蓝,常规脱水透明后封片。阳性结果

判断:染色阳性表达为棕色,无着色为阴性。于光学显

微镜下观察并采集L4/5椎间盘组织图像中ColⅡ、Col
Ⅹ、MMP-9表达情况,并用ImageJ图像处理软件测

量阳性细胞数,进行定量分析。

1.6 统计学方法

采用SPSS26.0统计软件分析所得实验数据。用

ImageJ图像处理软件处理组织图像,所有数据以x±s
形式表示。各组间比较采用ANOVA 单因素方差分析,

P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠椎间盘组织病理染色结果比较

苏木精-伊红染色结果显示:假手术组小鼠椎间盘

软骨终板形态结构完整清晰;与假手术组小鼠相比,模
型组小鼠椎间盘高度显著下降(147±74)μm,差异有

统计学意义(P<0.01),且软骨终板出现大面积钙化

及缺损;健腰强脊方干预后,与模型组小鼠相比,小鼠

椎间盘高度改善明显,显著增高(96±21)μm,差异有

统计学意义(P<0.05),且软骨终板钙化及缺损明显

改善(见图1及表1),提示健腰强脊方能够改善腰椎

不稳小鼠的椎间盘高度的下降。
番红O-固绿染色结果显示:假手术组小鼠椎间

盘形态结构完整,软骨终板形态结构清晰可见,红绿

对比明显(软骨组织呈红色,骨组织呈绿色);与假手

术组小鼠相比,模型组小鼠椎间盘软骨终板部位出

现固绿染色,表示软骨终板部分被骨组织所代替,模
型组小鼠椎间盘软骨终板钙化及缺损面积明显增

多,差异有统计学意义(P<0.01)。健腰强脊方干预

后,与模型组小鼠相比,小鼠椎间盘软骨终板钙化及

缺损面积明显减少(见图2及表1),差异有统计学意

义(P<0.05),提示健腰强脊方能够有效改善腰椎不

稳小鼠椎间盘软骨终板钙化及缺损情况,延缓软骨

终板退变。

图1 各组小鼠椎间盘组织苏木精-伊红染色结果(×50)
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图2 各组小鼠椎间盘组织番红O-固绿染色结果(×50,黄色箭头指向软骨终板钙化及缺损区域)

表1 各组小鼠椎间盘高度和软骨终板钙化面积

比较(n=10,x±s)

组别 椎间盘高度/mm 软骨终板钙化面积/mm2

假手术组 0.797±0.040 0.030±0.015
模型组 0.651±0.0341) 0.136±0.0191)

健腰强脊方组 0.747±0.0142) 0.058±0.0402)

注:1)与假手术组比较,P<0.01;2)与模型组比较,P<0.05。

2.2 各组小鼠椎间盘组织免疫组化染色结果比较

ColⅡ免疫组化染色结果显示:与假手术组小鼠

相比,模型组小鼠椎间盘软骨终板ColⅡ阳性表达明

显降低,约为假手术组的1/3,差异有统计学意义(P<
0.001);健腰强脊方干预后,与模型组小鼠相比,小鼠

椎间盘软骨终板ColⅡ阳性表达明显增加,约为模型

组的3倍(见图3和图4),差异有统计学意义(P<
0.001),说明健腰强脊方能够明显增加椎间盘软骨终

板ColⅡ的表达。

ColⅩ免疫组化染色结果显示:与假手术组小鼠

相比,模型组小鼠椎间盘软骨终板ColⅩ阳性表达明

显增加,差异有统计学意义(P<0.01);健腰强脊方干

预后,与模型组小鼠相比,小鼠椎间盘软骨终板ColⅩ
阳性表达降低(见图4和图5),差异有统计学意义

(P<0.05),说明健腰强脊方能够明显减少椎间盘软

骨终板ColⅩ的表达,并抑制软骨细胞肥大。

MMP-9免疫组化染色结果显示:与假手术组小

鼠相比,模型组小鼠椎间盘软骨终板 MMP-9阳性表

达明显增加,差异有统计学意义(P<0.05);健腰强

脊方干预后,与模型组小鼠相比,小鼠椎间盘软骨终

板 MMP-9阳性表达降低(见图4和图6),差异有统

计学意义(P<0.05),说明健腰强脊方能够明显减少

椎间盘软骨终板 MMP-9的表达,改善细胞外基质

降解。

图3 各组小鼠椎间盘软骨终板组织ColⅡ免疫组化染色结果(×400)

图4 椎间盘软骨终板组织ColⅡ、ColⅩ及 MMP-9阳性表达定量统计图

图5 各组小鼠椎间盘软骨终板组织ColⅩ免疫组化染色结果(×400)
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图6 各组小鼠椎间盘软骨终板组织 MMP-9免疫组化染色结果(×400)

3 讨论

首先,椎间盘退变是由多因素导致的过程,其特征

是椎间盘的细胞外基质(ExtracellularMatrix,ECM)
代谢失衡,导致内在组成结构改变,进而椎间盘水分丢

失,表现为椎间盘高度降低,软骨终板出现钙化及缺损

等现象。
中医学认为腰椎间盘退变性疾病属“腰痹病”范

畴。通过临床观察,笔者认为发病以肾精亏虚、气血失

养为本,风寒湿邪侵袭致脉络闭阻,气血不通为标;辨
证主要以寒湿痹阻,脾肾阳虚为主;治法大法以活血通

络,温补脾肾为要。健腰强脊方是在国医大师施杞教

授指导下,本院骨伤科李晓锋主任医师治疗椎间盘退

变性疾病常用的临床经验方,由《医宗金鉴》圣愈汤合

《伤寒论》附子汤加减化裁而成,具体组成为黄芪、熟附

片、当归、川芎、党参、茯苓、白芍、熟地、防己、独活、柴
胡。方中黄芪、熟附片温补脾肾共为君药。当归、川芎

温通血脉,补血活血;党参、茯苓相配健脾以渗湿;白芍

和营敛阴,熟地滋阴填精,两药相配可收阳气归根于

阴,作为引和;以上六药共为臣药,起健脾补肾活血之

功。防己利水消肿止痛,独活祛风除湿,散寒止痛,两
药相佐起到祛痹通络之功;柴胡疏解瘀滞,化瘀散结。
诸药配伍,共奏“温补脾肾,活血通络”之效,从而能治

疗椎间盘退变性疾病。
软骨终板主要由ColⅡ、蛋白多糖和水组成,其表

面布满了微小的孔隙,这些孔隙允许内外物质的交换,
从而实现椎间盘的正常代谢活动过程[17]。ColⅡ主要

由软骨细胞产生,是细胞外基质的主要成分[18],ColⅡ
与弹性蛋白以及蛋白多糖相互交织形成网状结构的高

分子蛋白质,具有一定的机械强度[19]。当发生椎间盘

退变时,ColⅡ的表达会降低[20]。ColⅩ主要在椎间

盘软骨终板中表达,它是一种独特的肥大标志物[21]。
其蛋白链上有钙离子结合位点,可在软骨内骨化过程

中发挥作用。当发生椎间盘退变时,椎间盘软骨终板

上ColⅩ阳性表达则会明显上调[22]。基质金属蛋白

酶(MatrixMetalloproteinase,MMPs)是降解胶原蛋

白和聚集聚糖的主要酶[18]。有研究发现[23]基质金属

蛋白酶参与细胞外基质的分解,细胞外基质分解和椎

间盘变性过程密切相关,MMP-9是其中常见的一种

酶,在降解细胞外基质中起重要作用,当发生椎间盘退

变时,椎间盘软骨终板中 MMP-9表达则会明显上调。
本研究采用经典的腰椎不稳诱导椎间盘退变小鼠

模型,并在给予健腰强脊方干预后,选用ColⅡ、Col
Ⅹ及 MMP-9作为观察指标,旨在观察用药前后各项

指标蛋白的变化,以进一步探究健腰强脊方延缓椎间

盘退变的作用机制。
本实验结果表明:1)苏木精-伊红染色结果和番红

O-固绿染色结果显示,模型组椎间盘高度较假手术组

显著下降,同时椎间盘软骨终板出现钙化及缺损现象,
这提示本实验造模成功;健腰强脊方组椎间盘高度明

显高于模型组,且椎间盘软骨终板钙化面积明显减少,
这表明健腰强脊方在治疗椎间盘退变性疾病疗效明

显。2)ColⅡ免疫组化染色结果显示,模型组椎间盘

软骨终板ColⅡ阳性表达较假手术组明显降低,约为

假手术组的1/3;健腰强脊方组椎间盘软骨终板Col
Ⅱ阳性表达则明显高于模型组,约为模型组的3倍。

ColⅩ及MMP-9免疫组化染色结果显示,模型组椎间

盘软骨终板ColⅩ及 MMP-9阳性表达明显高于假手

术组;健腰强脊方组椎间盘软骨终板ColⅩ及 MMP-9
阳性表达明显低于模型组,表明健腰强脊方可能有助

于恢复软骨终板细胞外基质代谢的平衡,并对维持软

骨终板形态发挥积极作用。
综上所述,健腰强脊方能够有效改善腰椎不稳小

鼠的椎间盘高度的下降,同时改善软骨终板钙化和缺

损情况,促进椎间盘软骨终板ColⅡ的表达,并抑制

ColⅩ及MMP-9的表达,其机制可能与改善软骨基质

代谢进而改善椎间盘营养,从而延缓椎间盘退变有关。
然而具体通过何种分子机制及信号通路来改善软骨终

板钙化并不明确,本课题组后续将进一步深入研究,为
椎间盘退变性疾病的临床治疗提供实验依据。
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