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·实验研究·

姿势性应力诱导椎间盘退变动物模型的实验研究

吕权1,2 高金金3 杨玉林3 王磊2 孙甫1,2△

[摘要] 目的:分析椎间盘的退变机制,建立一种模仿人体姿势性应力诱发的椎间盘退变模型。方法:
建立大鼠椎间盘纤维环穿刺及姿势性应力诱导椎间盘退变模型,将大鼠分为3组,每组10只。对照组

不做处理,常规饲养;纤维环穿刺组使用16号针穿刺大鼠椎间盘纤维环建立模型;姿势性应力诱导椎间

盘退变组将大鼠放置于大小适中的方形透明塑料管内,将管体倾斜60°放置,每日持续8h,使大鼠在倾

斜面上活动或休息,改变大鼠椎体应力,建立模型。分别在第6周和第12周观察大鼠苏木精-伊红

(HE)染色、Masson染色和免疫组化结果。结果:建立了大鼠椎间盘纤维环穿刺及姿势性应力诱导椎间

盘退变模型。HE染色结果显示:纤维环针刺组与姿势性应力诱导椎间盘退变组髓核细胞数量均较对

照组减少,且随着时间的推移减少越发明显。Masson染色结果显示:与对照组相比,纤维环针刺组纤维

环结构被破坏,纤维环与髓核边界不清;姿势性应力诱导椎间盘退变组纤维环结构紊乱,向两侧明显突

出,髓核与纤维环边界不清。免疫组化结果显示:与对照组相比,第6周时,纤维环针刺组和姿势性应力

诱导椎间盘退变组纤维环Ⅱ型胶原阳性细胞数量下降(P<0.05,P<0.01);第12周时,纤维环针刺组

和姿势性应力诱导椎间盘退变组仍表现出纤维环Ⅱ型胶原阳性细胞数量,姿势性应力诱导椎间盘退变

组下降更为明显,但第6周与第12周对比,差异无统计学意义(P<0.05,P<0.01)。椎间盘退变评分

显示:与对照组相比,第6周时,纤维环针刺组和姿势性应力诱导椎间盘退变组椎间盘发生退变(P<
0.05,P<0.001);第12周时,纤维环针刺组和姿势性应力诱导椎间盘退变组椎间盘退变更加明显(P<
0.01,P<0.001)。结论:本实验通过无损伤姿势性应力诱导椎间盘退变成功建立椎间盘退变模型,该

模型能够模仿人类直立行走的姿势,退变过程更接近人体结构,具有一定的合理性。
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DiscDegenerationInducedbyPosturalStress
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Abstract Objective:Tostudythemechanismofintervertebraldiscdegenerationandestablishanintervertebraldiscdegen-
erationmodelthatmimicshumanposturalstressinduction.Methods:Theratmodelsofintervertebraldiscdegeneration

inducedbyfibrousringpunctureandposturalstresswere

establishanddivideintothreegroups,with10ratsineach

group.Controlgroup:Notreatment,conventionalfeeding.

Annulusfibrosuspuncture (AFP)group:A modelwas

establishedbypuncturingthefibrousringoftheinterverte-

braldiscinratsusinga16thneedle.Posturalstressinduced

intervertebraldiscdegenerationgroup:Ratswereplacedina

moderatelysizedsquaretransparentplastictube,thetube

wastiltedata60°anglefor8haday,andtheratswere
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allowedtomoveorrestontheinclinedsurfacetochangethestressontheratvertebralbodyandestablishamodel.The
HEstaining,Massonstaining,andimmunohistochemicalresultsofratswereobservedat6and12weeks,respectively.
Results:Theratmodelofintervertebraldiscdegenerationinducedbyfibrousringpunctureandposturalstresswasestab-
lished.HEstainingresultsshowedthatthenumberofnucleuspulposuscellsdecreasedinthefibrousringpuncturegroup
andtheposturalstressinducedintervertebraldiscdegenerationgroupcomparedtothecontrolgroup,andthedecrease
becamemorepronouncedovertime.TheMassonstainingresultsshowedthatcomparedwiththecontrolgroup,thefibrous
ringstructurewasdisruptedinthefibrousringacupuncturegroup,andtheboundarybetweenthefibrousringandthe
nucleuspulposuswasunclear;thefibrousringstructureintheintervertebraldiscdegenerationgroupinducedbypostural
stresswasdisordered,protrudedsignificantlytobothsides,andtheboundarybetweenthenucleuspulposusandthe
fibrousringwasunclear.Theimmunohistochemicalresultsshowedthatcomparedwiththecontrolgroup,thenumberof
typeⅡcollagenpositivecellsintheannulusfibrosusacupuncturegroupandtheposturestressinducedintervertebraldisc
degenerationgroupdecreasedatweek6(P<0.05,P<0.01).Atweek12,theannulusfibrosusacupuncturegroupandthe

posturestressinducedintervertebraldiscdegenerationgroupstillshowedthenumberoftypeⅡcollagenpositivecells,

withamoresignificantdecreaseintheposturestressinducedintervertebraldiscdegenerationgroup.However,therewas
nostatisticallysignificantdifferencebetweenweek6andweek12 (P<0.05,P<0.01).Theintervertebraldisc
degenerationscoreshowedthatcomparedwiththecontrolgroup,thefibrousringacupuncturegroupandthepostural
stressinducedintervertebraldiscdegenerationgrouphadintervertebraldiscdegenerationatweek6 (P<0.05,P<
0.001);atweek12,thefibrousringacupuncturegroupandtheposturalstressinducedintervertebraldiscdegeneration

grouphadmoresignificantintervertebraldiscdegeneration(P<0.01,P<0.001).Conclusion:Thisexperimentsuccessful-
lyestablishedanintervertebraldiscdegenerationmodelthroughnon-invasiveposturalstress.Thismodelhasacertain
degreeofinnovationandcanmimicthepostureofhumanuprightwalking.Thedegenerationprocessisclosertothestruc-
tureofthehumanbodyandhasacertaindegreeofrationality.
Keywords: intervertebraldiscdegeneration;vertebralinstability;nucleuspulposus;nucleuspulposuscells;fiberring

  腰痛是严重影响人们生活、生产的重要的疾病,椎
间盘退变(IntervertebralDiscDegeneration,IDD)是
腰痛的主要原因之一,并造成家庭及社会的较大的经

济损失[1-4]。最近的研究明确了导致椎间盘退变发生

发展的几个重要的风险因素,例如炎症、应力失衡和衰

老、机械损伤、营养不良等[5-6],但是椎间盘退变的具体

病理机制目前还不完全明确。研究其退变机制用动物

建立椎间盘退变模型是一种安全且经济适用的方式。
目前,动物椎间盘退变模型的建立主要是通过穿刺纤

维环、髓核抽吸、化学降解、基因敲除、脊柱失稳等方

法[7-9],各有其优缺点。但是由于人类直立行走的特殊

性,目前仍缺乏理想的椎间盘退变动物模型。本实验

主要通过姿势性应力诱导椎间盘退变来建立椎间盘退

变模型,从组织学方面分析该建模方法的有效性。

1 材料和方法

1.1 实验动物

选取西安医学院基础与转化医学研究所动物中心

(中国陕西)11周龄SD大鼠30只,均为雄性SD大

鼠,对照组(Ctl)和纤维环穿刺组(AFP)及姿势性应力

诱导椎间盘退变组(PSI)大鼠分别在不同的笼中饲养,
所有实验动物均饲养在恒温恒湿的洁净动物房内,具
体饲养条件为:室温稳定在(24±2)℃,遵循12h/

12h昼夜原则,每日提供12h光照时间,相对湿度为

30%~60%,所有大鼠均正常进食及饮水,每天增添饲

料并更换垫料。所有动物实验由西安医学院动物伦理

委员会批准。

1.2 建立椎间盘纤维环穿刺模型

通过吸入异氟烷诱导全身麻醉,麻醉后将大鼠放

置在俯卧位,剃去背侧的毛,用记号笔标记两侧髂嵴连

线,对应L5/6椎间盘大致位置,皮肤消毒后切开皮肤及

筋膜,根据定位剥离L3、L4、L5、L6 椎体附着肌肉,随
后切断周围肌肉,找到横突后定位椎间盘位置,使用

16号针穿刺L4/5及L5/6椎间盘,导致椎体失稳,消毒并

缝合切口,放入笼中饲养(见图1a)。

1.3 建立姿势性应力诱导椎间盘退变模型

随机选取10只大鼠饲养于大小适中的方形透明

塑料管内,将塑料管倾斜大约60°放置,每日8h,使大

鼠在倾斜面活动或者休息,使动物由横向爬行改变为

斜面爬行,从而改变大鼠脊柱应力,增加了大鼠椎间盘

的垂直应力,使得椎间盘发生退变(见图1b)。

1.4 苏木精-伊红染色和 Masson染色

在第6周及第12周时,使用颈椎脱臼法每组随机

处死5只大鼠,收集3组不同的实验大 鼠 椎 间 盘

(L5/6)。对收集到的组织标本进行固定、脱钙、脱水和

石蜡包埋,在冠状位进行连续切片,厚度为5μm。脱

蜡和水化后,进行苏木精-伊红(HE)染色和Masson
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图1 大鼠穿刺建模及应力改变建模

染色,观察椎间盘退变程度。

1.5 免疫组化

将切片脱蜡并水化,放入柠檬酸溶液中进行抗原

修复,然后在过氧化氢溶液中孵育10min,并在37℃
下封闭在10%牛血清中30min。使用Ⅱ型胶原蛋白

抗体(anti-collagenⅡ,Servicebio,货号为 GB11021-
50)在4℃下过夜,然后在室温下与二抗(Servicebio,
货号为G1213-100UL)孵育1h,DAB显色,苏木精染

色,并用光学显微镜(日本OLYMPUS公司)观察Ⅱ型

胶原蛋白的表达。

1.6 椎间盘退变的评估

椎间盘退变评分根据评分方法计算[10]。依据椎

间盘髓核细胞数量、纤维环结构完整度以及髓核与纤

维环边界是否清晰评分,得分越高则退变越严重。

1.7 统计学方法

数据用GraphPadPrism9.5进行绘图和统计学分

析,计量资料以x±s形式表示,两组样本均数的比较

采用t检验,多组间的均数比较采用单因素方差分析

(one-wayANOVA),P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HE染色结果

实验第6周时,对照组髓核细胞排列整齐,数量正

常;而纤维环穿刺组细胞排列紊乱,数量减少;姿势性

应力诱导椎间盘退变组髓核细胞数量减少,排列不整

齐,且随着时间增加。第12周时,与对照相比,纤维环

穿刺组和姿势性应力诱导椎间盘退变组髓核细胞数量

减少,排列不整齐,髓核细胞数量减少更明显,椎间盘

退变加重(见图2)。

图2 大鼠椎间盘髓核组织 HE染色结果

2.2 Masson染色结果

  建模后第6周时,对照组椎间盘纤维环排列整齐,
结构清晰,且与髓核边界清晰;纤维环穿刺组显示,纤
维环结构排列紊乱,失去原有结构,层次不明,且与髓

核组织界限不清;姿势性应力诱导椎间盘退变组显示,
纤维环失去原有结构,髓核向外侧突出。建模后第12
周时,与对照组相比,纤维环穿刺组和姿势性应力诱导

椎间盘退变组的纤维环结构损伤加重,且与髓核边界

分界不清,退变加重(见图3)。

2.3 免疫组化染色结果

建模后第6周时,与对照组相比,纤维环穿刺组和

姿势性应力诱导椎间盘退变组纤维环Ⅱ型胶原阳性细

胞数量下降,但姿势性应力诱导椎间盘退变组下降更

为明显。第12周时,与对照组相比,纤维环穿刺组和

姿势性应力诱导椎间盘退变组仍表现出纤维环Ⅱ型胶

原阳性细胞数量下降,但姿势性应力诱导椎间盘退变

组下降更明显。第6周与第12周对比,差异无统计学

意义(见图4)。

2.4 椎间盘退变评分统计

从大鼠椎间盘髓核细胞数量、纤维环完整度及髓

核与纤维环界限三个方面进行评分,从大鼠椎间盘退

变评分图可以看出,第6周时,纤维环穿刺组与姿势性

应力诱导椎间盘退变组退变程度比对照组加重;第12
周时,纤维环穿刺组与姿势性应力诱导椎间盘退变组

退变程度比对照组更明显(见图5)。

3 讨论

椎间盘退变是腰椎间盘突出症的基础病理改变,
是由于腰椎节段的椎间盘组织出现了退行性改变,纤
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图3 大鼠椎间盘纤维环及纤维环与髓核界限 Masson染色结果

图4 大鼠椎间盘免疫组化结果及Ⅱ型肢原阳性细胞数量比较(与Ctl组相比,*P<0.05,**P<0.01)

图5 大鼠椎间盘形态比较及退变评分(与Ctl组相比,*P<0.05,**P<0.01)

维环发生部分撕裂或者破损后,髓核组织从纤维环的

薄弱处或者撕裂部位突出,直接压迫或者炎性刺激周

围的神经根、马尾神经,从而出现的腰痛、下肢放射痛

等一系列症状或体征,俗称“腰突症”,是骨科临床的一

种常 见 病、多 发 病,也 是 引 起 腰 腿 疼 痛 的 主 要 原

因[11-13]。正常情况下髓核良好的弹性有助于吸收脊柱

负荷并传导到周围的组织,弹性胶原纤维围绕在髓核

周围,软骨终板(CEP)调节营养物质的交换[4,14]。椎

间盘所受的应力对维持椎间盘中基质的平衡很重要,
急性 机 械 损 伤 和 累 积 的 超 负 荷 会 诱 发 椎 间 盘 退

变[15-17]。椎间盘根据昼夜活动的变化承受内压的昼夜

变化,在平卧位椎间盘负荷较低的压力,而在直立姿势

和负重时承受高负荷,在高负荷下椎间盘变形,静水压

增加[12,16,18],部分水分因压力变大被挤出,液体的流失

31中国中医骨伤科杂志2024年12月第32卷第12期



增加了蛋白聚糖浓度和固定电荷密度,并导致更高的

渗透压和更低的pH值,在平卧位时压力骤减,液体被

抽回椎间盘,以继续维持椎间盘的生理变化[19-20]。
正常人类由于其特殊的直立行走姿势,使其腰椎、

颈椎均存在负荷,在此负荷作用下,加速了椎间盘退变

的过程。Goff等曾设计了一种双足鼠的动物模型,剪
除小鼠的双前肢,使得小鼠腰椎所受负荷增加,2~6
周后观察发现小鼠腰椎间盘出现退变。然而由于伦理

的原因,此类致残动物模型不被支持[21]。在动物种类

方面,只有灵长类动物(如猴子、猩猩等)可以部分近似

模拟直立行走的状态;但是这两种动物制作动物模型

费用高,经济性差,并且有一定的伦理学障碍。在实验

动物饲养过程中观察到,将小鼠或大鼠放置在一个倾

斜平面的笼子中饲养时,实验动物会不自主地保持一

种头高脚低位置。据此在本实验中提出这种姿势性应

力诱导建立椎间盘退变模型的新方法。该模型建模

中,将实验动物置于倾斜平面,同时实验动物可在该平

面进行一定的活动或者休息、饮食、饮水,这在一定程

度上模拟人体的活动体位或者其他对人体椎间盘有损

伤的体位,具有一定的研究价值。本动物模型与常见

的其他动物模型相比具有一定优势,其病理改变与人

类椎间盘退变过程很接近[22-23]。
本研究中姿势性应力诱导椎间盘退变组大鼠表现

出椎间盘形态学的改变,是一种进展型的变化,主要表

现为髓核细胞数量和细胞外基质数量减少,纤维环结

构紊乱,纤维环与髓核边界不清,该组实验动物模拟椎

间盘应力改变导致椎间盘退行性改变,通过改变大鼠

椎间盘的应力分布,导致发生椎间盘退行性改变,出现

髓核、纤维环的退行性改变,与既往实验结果相似。
综上所述,姿势性应力诱导椎间盘退变可以在一

定程度上模拟人腰椎间盘退行性改变的过程,然而人

类发生椎间盘退变的复杂原因及退变过程中分子层面

的变化尚未完全明确,因此还需要进一步通过更为实

际且理想的动物模型来证实椎间盘退变的发病机制,
以证实上述结论。

致谢 感谢西安医学院基础与转化医学研究所提供相关

设备支持,感谢西安医学院基础与转化医学研究所动物中心提

供技术支持。

参考文献
[1] LIANGT,GAOB,ZHOUJ,etal.Constructinginterver-

tebraldiscdegenerationanimalmodel:areviewofcurrent
models[J].FrontSurg,2022,9:1089244.

[2] HUANGY,WANG L,LUO B,etal.Associationsof
lumberdiscdegenerationwithparaspinalmusclesmyoste-
atosisindiscogeniclowbackpain[J].FrontEndocrinol
(Lausanne),2022,13:891088.

[3] PAGEMI,EASLEYJT,BONILLAAF,etal.Biome-

chanicalevaluationofanovelrepairstrategyforinterver-
tebraldischerniationinanovinelumbarspinemodel[J].
FrontBioengBiotechnol,2022,10:1018257.

[4] KHALIDS,EKRAMS,RAMZANF,etal.Co-regulationof
Sox9andTGFβ1transcriptionfactorsinmesenchymalstem
cellsregeneratedtheintervertebraldiscdegeneration[J].
FrontMed(Lausanne),2023,10:1127303.

[5] XINJ,WANGY,ZHENGZ,etal.Treatmentofinterver-
tebraldiscdegeneration[J].OrthopSurg,2022,14(7):

1271-1280.
[6] QIUS,SHIC,ANBAZHAGANAN,etal.Absenceof

VEGFR-1/Flt-1signalingpathwayinmiceresultsinin-
sensitivitytodiscogeniclowbackpaininanestablished
discinjurymousemodel[J].JCellPhysiol,2020,235(6):

5305-5317.
[7] GLAESERJD,TAWACKOLIW,JUDG,etal.Optimi-

zationofaratlumbarIVDdegenerationmodelforlow
backpain[J].JORSpine,2020,3(2):e1092.

[8] WANGY,WU Y,DENG M,etal.Establishmentofa
rabbitintervertebraldiscdegenerationmodelbypercuta-
neousposterolateralpuncturingoflumbardiscsunder
localanesthesia[J].WorldNeurosurg,2021,154:e830-
e837.

[9] VARDENLJ,TURNEREJ,COONAT,etal.Establis-
hingathrough-puncturemodelforassessingpost-injec-
tionleakageintheintervertebraldisc[J].EurSpineJ,

2022,31(4):865-873.
[10]TAMV,CHANWCW,LEUNGVYL,etal.Histologi-

calandreferencesystemfortheanalysisofmouseinter-
vertebraldisc[J].JOrthopRes,2018,36(1):233-243.

[11]GULLBRANDSE,KIM D H,ASHINSKYBG,etal.
Restorationofphysiologicloadingmodulatesengineered
intervertebraldiscstructureandfunctioninaninvivo
model[J].JORSpine,2020,3(2):e1086.

[12]LEIM,ZHAOK,HUA W,etal.Aninvivostudyofthe
effectofc-Junonintervertebraldiscdegenerationinrats[J].
Bioengineered,2021,12(1):4320-4330.

[13]ZHANGC,GULLBRANDSE,SCHAER TP,etal.
Inflammatorycytokineandcatabolicenzymeexpressionin
agoatmodelofintervertebraldiscdegeneration[J].J
OrthopRes,2020,38(11):2521-2531.

[14]GUOJ,YANH,XIEY,etal.Alumbardiscdegeneration
modelestablishedthroughanexternalcompressivedevice
forthestudyofmicrocirculationchangesinbonyend-

plates[J].Heliyon,2023,9(5):e15633.
[15]WANGDL,JIANGSD,DAILY.Biologicresponseof

theintervertebraldisctostaticanddynamiccompression
invitro[J].Spine(PhilaPa1976),2007,32(23):2521-
2528.

(下转第19页)

41 ChineseJTradMedTraum&Orthop,Dec.2024,Vol.32,No.12



Trauma,2007,21(10):S135-S160.
[7] 宫伟,李炳钻,王建嗣,等.新式垂直悬吊皮肤牵引治疗婴

幼儿股骨干骨折23例[J].中国中医骨伤科杂志,2017,

25(2):56-58.
[8] SANDERSR,REGAZZONIP.Treatmentofsubtrochanteric

femurfracturesusingthedynamiccondylarscrew[J].J
OrthopTrauma,1989,3(3):206-213.

[9] ZHANG Y,XUEY,ZHAO M,etal.Titaniumelastic
nailsvslockingplateinpediatricsubtrochantericfemur
fractures:asystematicreviewandmeta-analysis[J].Front
Pediatr,2023,11:1114265.

[10]GALALS.Externalfixationofpaediatricsubtrochanteric
fracturesusingcalcarratherthanneckpins[J].Strat
TraumLimbRecon,2016,11(2):99-104.

[11]KIM V,MILTONJ,MASHRURP,etal.Management
ofpediatricfemurfractureusing90-90traction[J].J

OrthopTrauma,2021,35(Suppl2):S26-S27.
[12]CHURCHILLJL,KRONKTA,ADAMCZYKMJ,etal.

Waterproofhipspicacastsforpediatricfemurfractures[J].J
PediatrOrthop,2024,44(1):20-24.

[13]SANJAY N,SEENAPPA H,SHANTHAPPA A H,et
al.Functionaloutcomeofpediatricsubtrochantericfrac-
turestreated with atitanium elastic nailing system
(TENS)versusplating[J].Cureus,2023,15(6):e40036.

[14]文玉伟,朱丹江,王强,等.弹性髓内钉治疗学龄前儿童股

骨干骨折的疗效及预后分析[J].中国骨与关节杂志,

2023,12(11):806-811.
[15]MEMEOA,PANUCCIOE,D􀆳AMATORD,etal.Retro-

spective,multicenterevaluationofcomplicationsinthe
treatmentofdiaphysealfemurfracturesinpediatricpa-
tients[J].Injury,2019,50(Suppl4):S60-S63.

(收稿日期:2024-06-06)

(上接第14页)

[16]SETTONLA,CHENJ.Cellmechanicsandmechanobiol-
ogyintheintervertebraldisc[J].Spine(PhilaPa1976),

2004,29(23):2710-2723.
[17]FUF,BAOR,YAOS,etal.Aberrantspinalmechanical

loadingstresstriggersintervertebraldiscdegenerationby
inducing pyroptosisand nerveingrowth[J].SciRep,

2021,11(1):772.
[18]NEIDLINGER-WILKEC,WRTZK,URBANJP,etal.

Regulationofgeneexpressioninintervertebraldisccells
bylowandhighhydrostaticpressure[J].EurSpineJ,

2006,15(Suppl3):S372-S378.
[19]CHANSC,FERGUSONSJ,GANTENBEIN-RITTER

B.Theeffectsofdynamicloadingontheintervertebral
disc[J].EurSpineJ,2011,20(11):1796-1812.

[20]SIVANS,NEIDLINGER-WILKEC,WÜRTZK,etal.

Diurnalfluidexpressionandactivityofintervertebraldisc

cells[J].Biorheology,2006,43(3/4):283-291.
[21]GOFFCW,LANDMESSERW.Bipedalratsandmice;la-

boratoryanimalsfororthopaedicresearch[J].JBoneJoint

SurgAm,1957,39-A(3):616-622.
[22]AOX,WANGL,SHAOY,etal.Developmentandchar-

acterizationofanovelbipedalstandingmousemodelof

intervertebraldiscandfacetjointdegeneration[J].Clin

OrthopRelatRes,2019,477(6):1492-1504.
[23]LIH,YINJ,HUANGY,etal.Establishmentofcervical

dynamicandstaticimbalancemodelsandpreliminarystudyon

themechanism ofcervicaldegenerationinrats[J].Innate

Immun,2020,26(2):107-116.
(收稿日期:2024-06-12)

91中国中医骨伤科杂志2024年12月第32卷第12期


