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[摘要] 目的 检测大鼠突出椎间盘组织及血液中基质金属蛋白酶3(MMP一3)含量的变化，探讨MMP一 

3保守治疗椎间盘突出症的可行性。方法 随机将 40只3月龄 sD大鼠，分为正常对照组 、阴性对照组、实验 

组 1及实验组 2，每组 1O只。造模 45 d后，用 ELISA法检测椎间盘突出组织及血液中 MMP一3含量。结果 

(1)与正常对照组相比，实验组 1、2的椎间盘组织及血液MMP一3浓度上升，差异有统计学意义(P<0．05)。 

(2)实验组1椎问盘组织及血液MMP-3浓度较实验组2明显升高，差异有统计学意义(P<0．05)。(3)实验 

组 1、2椎间盘组织中MMP．3浓度的变化与血液中MMP_3相关系数分别为0．835和0．924，均P<0．05。结论 

椎间盘突出再吸收过程中，血液中MMP．3含量上升 ，且局部椎间盘组织与血液中MMP一3的含量高度正相关， 

临床上运用 MMP．3局部注射非手术方法治疗椎问盘突出症的设想可能行不通。 
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Expression and significance of MM P-3 in prominent intervertebral disc tissue and blood in rat model of inter。 

vertebral disc herniation QIN fin-ding，JIANG Yao-chuan，XIAO Rong—chi．Department of Orthopaedics，the Af- 

filiated Hospital of Guilin Medical University，Guangxi 541001，China 

[Abstract] Objective To detect the change of MMP一3 in the prominent intervertebral disc tissue and blood 

in rats of intervertebral disc herniation to explore the feasibility of conservative treatment for intervertebral disc hernia— 

tion with MMP一3．Methods Forty SD rats(only 3 months of age)were randomly divided into normal control group， 

negative control group，experimental group 1 and experimental group 2，10 in each group．The MMP一3 content in 

disc herniation organization and the blood were detected with enzyme-linked immunosorbent assay method 'after 45 

days of experiment．Results (1)The expression of MMP·3 was significantly higber in the experimental group 1 and 

group 2 compared with that of normal control group(P<O．05)；(2)The express of MMP-3 was significantly higher 

in group 1 compared with that of group 2(P<0．05)；(3)the concentration of MMP-3 between intervertebral disc 

tissue and blood in group 1 and group 2，had a linearly relating，and the correlation coefficients were 0．835，and 

O．924(P<0．05)．Conclusion The content of MMP-3 in the blood rises in the process of intervertebral disc hernia— 

tion resorption，and content of MMP一3 in local intervertebral disc tissue is highly correlated with the level of that in 

the blood，idea of nonsurgical treatment by local injections with MMP一3 to cure intervertebral disc herniation may not 

come true in the clinical use． 
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Kirkaldy．Willis等[1 1978年在实验重现了椎问 

盘突出的整个病理过程后，首次提出椎间盘突出后 

存在椎间盘组织的再吸收现象。此后 ，随着影像学 

的发展与应用，椎间盘退变后髓核组织再吸收现象 

的报告越来越多。目前应用于椎间盘突出症的外科 

治疗手段 日趋成熟，但是手术费用昂贵等弊端加重 
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了患者及其家庭的经济负担，董均成 运用干扰电 

等物理保守治疗方法治疗腰椎间盘突出症患者，取 

得了一定疗效，但是其方法治疗周期长，容易加重患 

者的心理负担，亦并非理想的方法。在临床实践中 

发现，随着椎间盘突出症患者突出组织的再吸收，患 

者的症状及体征得到明显的改善。提示我们是否可 

以根据其吸收的机制进行非手术治疗就可以达到缓 

解症状甚至治愈的目的。Bachmeier等 运用免疫 

组化和实时反转录聚合酶链反应(RT—PCR)对退变 

椎间盘髓核组织进行分析，结果显示髓核标本 中 

MMPs(Matrix MetaUoproteinases)，即基质金属蛋白 

酶表达最明显，其在分子水平对退变椎间盘髓核组 

织再吸收的可能机制进行了研究 ，结果认为 MMPs 

可被认为是椎间盘退变突出后再吸收过程中的重要 

共同通道。因此，在椎间盘退变突出后，基质金属蛋 

白酶在其再吸收中可能起着非常重要的作用。人们 

开始展望在临床采取局部治疗腰椎间盘突出症。但 

是，众多学者的研究结果表明，血液中的 MMPs浓度 

的异常变化，具有明显的临床意义 J。为明确腰 

椎间盘突出症患者当中局部组织及血液中的 MMP一 

3变化及其相互关系，从而为局部注射 MMPs治疗 

椎问盘突出的设想提供理论依据，我们从 2014-07— 

2014-08中旬主要针对 MMP一3进行动物实验研究。 

报道如下。 

1 材料与方法 

1．1 材料 实验用 SD大鼠40只，3个月龄大，雄 

性，健康，体重(300-4-20)g。将40只sD大鼠采用 

随机数字表的方法分为实验组 1、实验组2、阴性对 

照组和正常对照组，每组 l0只。大鼠基质金属蛋白 

酶3(MMP-3)ELISA96T试剂盒(购 自上海源叶生物 

科技有限公司，编号 41653)；光栅型连续波长酶标 

仪(购 自美国 Bio—rad公司，型号 infinite M200 PRO 

仪器编号20111570)等。 

1．2 动物模型建立 

1．2．1 实验组 (1)采用新配10％水合氯醛(0．4 ml／ 

100 g)腹腔注射全麻；麻醉成功后 ，剔去背部及尾椎 

近根部体毛，常规碘伏消毒，铺巾，从 lO只大鼠尾椎 

中切取4个椎间盘组织。(2)无菌条件下右侧腰背 

部后路切开背部皮肤，劈开竖脊肌，并用钳子扩大肌 

肉裂隙成一小腔。(3)将取出尾椎椎间盘放置于扩 

大间隙内后，缝合皮肤，将该 10只大鼠标志为实验 

组 l。另取 10只大鼠，只取出2个椎间盘组织，按 

照同样方法放置处理，记为实验组2。 

1．2．2 阴性对照组 取 lO只大鼠，无菌条件下离 

断尾巴，并单纯劈开竖脊肌，扩大肌肉裂隙后直接缝 

合，未放置椎间盘组织。 

1．2．3 正常对照组 取 10只大鼠，不进行任何处理。 

1．2．4 实验组及阴性对照组的处理 手术缝合后 

及术后第 1、第 2天行青霉素肌注预防感染(20 U／d)。 

全部大鼠在相同条件下饲养。 

1．3 实验检测液体的准备 获取椎问盘组织研浆： 

动物在造模45 d后处死。实验组1每只大靠l埋丰直4个 

椎间盘，取其中2个椎间盘。实验组2每只大鼠埋植2 

个椎间盘，取其中一个椎间盘。正常对照组及阴性对 

照组分别留取2个椎间盘。将留取椎间盘组织加入适 

量的冰蒸馏水捣碎，在 3 000 r／rain离心 10 min，取上 

清液。获取血液：4O只大鼠行下腔静脉取血 2 ml， 

不加肝素抗凝剂试管收集血液后，3 000 r／min离心 

10 min，将血清和红细胞迅速小心分离，取上清液。 

1．4 双抗体一步夹心法酶联免疫吸附试验 MMP-3 

检测 具体步骤：(1)收集好不加抗凝剂血液后，在 

3 000 r／min离心30 rain取上清液待测；将收取椎问 

盘组织加入适量冰生理盐水捣碎，在 3 000 r／min离 

心 10 rain，取上清液待测。(2)从室温平衡 20 rain 

后的铝箔袋中取出所需板条。(3)设置标准孔和样 

本孔，标准品孔(设 1副孔)各加人不同浓度的标准 

品5O Ixl。(4)样本孔先加入待测样本 10 l，再加样 

本稀释液40 txl。(5)标准品孔和样本孔中每孔加 

入辣根过氧化物酶(HRP)标记的检测抗体 100 l， 

用封板膜封住反应孔 ，37 qC恒温箱温育 60 rain。 

(6)移去液体，吸水纸上拍干，每孔加满洗涤液，静 

置 1 rain，甩去洗涤液，吸水纸上拍干，如此重复洗板 

5次。(7)每孑L加入底物 A、B各 50 I，37 qC避光孵 

育 15 rain。(8)每孑L加入终止液 50 l，15 rain内， 

在450 nm波长处测定各孔的 OD值。 

1．5 实验数据筛选及统计学方法 以浓度为0标 

准品的OD值为 OD阴性对照。若大于规定阴性对 

照 OD值的 2．1倍即为阳性，即可认为数据可靠。 

根据标准品浓度及 OD用 Microsoft Excel工作表求 

拟合曲线及方程。其余数据用 SPSSI 1．0软件进行 

统计学处理。多组数据间均数比较采用方差分析， 

组间均数比较采用 LSD检验；并进行线性相关分 

析；检验水准 Ot=0．05。 

2 结果 

2．1 造模45 d后大体观察结果 植入的椎间盘与 

周围组织互相粘连，但仍可用器械分离，与植入前相 

比，体积并没有明显的变化。见图1，2。 
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按 MMPs的分子量分类，如72 kD胶原酶(MMP．2)、 

92 kD胶原酶(MMP-9)等。MMPs可催化分解包括 

胶原蛋白、弹性蛋白、层黏蛋白、纤维黏连蛋白等物 

质。椎间盘组织由丰富的细胞外基质及少量的椎间 

盘细胞构成。细胞外基质代谢失衡在椎间盘突出的 

发生、发展及再吸收过程中有重要的作用，TIMPs及 

MMPs是基质代谢失衡发生的两类主要的因子。当 

椎间盘发生一定程度的退变时，MMPs表达增加， 

TIMPs及 MMPs失衡，细胞外基质降解加速，TIMPs 

通过直接抑制MMPs的分泌来减缓细胞基质的降解 

速度。但是，随着椎间盘退变突出程度的加重，MMPs 

降解酶的活性升高，同时，IL一1可以抑制组织金属蛋 

白酶抑制剂(TIMPs)的合成 J，TIMPS降解酶抑制 

剂的含量降低，导致了MMPs／TIMPs比值明显升高， 

细胞外基质代谢失衡，蛋白多糖、胶原等结构及成分 

发生改变，进而加快椎间盘突出组织的降解 。̈。。Ro． 

berts等 ü对手术切除的椎间盘标本进行免疫组化 

分析，发现突出的椎间盘标本中存在大量有活性的 

MMPs，并指出这些酶类是由侵人椎问盘内的血管、 

巨噬细胞和椎间盘细胞产生的。椎间盘退变突出的 

过程中，这些调节椎间盘细胞外基质代谢的降解酶 

的活性升高，同时其相对应抑制酶的活性降低，最终 

加速椎间盘突出组织的降解，这不仅指出 MMPs参 

与椎间盘退变后椎间盘再吸收的总体过程，也提示： 

退变椎间盘组织再吸收的过程中 MMPs与椎间盘、 

巨噬细胞、新生血管等的内在联系。因此，对基质金 

属蛋白酶在椎间盘再吸收过程中作用的深人研究， 

进而将它转变成为f临床治疗椎间盘突出症的重要手 

段，从而减轻该类患者因手术所带来的经济负担及 

手术各种并发症带来的心理压力，具有深远的意义。 

但是，突出组织局部 MMPs浓度变化与血液循环系 

统中的 MMPs的浓度变化情况，二者是否有联系和 

联系的密切程度，找到这些问题的答案 ，是将这一设 

想付诸临床实践的前提。本实验探讨了大鼠椎间盘 

突出模型中局部突出椎间盘组织及血液中的MMP． 

3含量变化程度、影响因素以及二者问的关系，从而 

为临床局部治疗椎问盘突出症提供更丰富的实验 

依据。 

3．2 肌肉间隙植入椎间盘组织造模方式的建立 

关于再吸收现象研究的动物模型建立方面，国内外 

尚无明确定论，刘锦涛等H 采取将椎间盘组织埋植 

在椎管内的造模方法进行研究，在预实验中发现，术 

中局部渗血止血难以达到满意程度，且植入椎间盘 

由于含水量较高，活动性相对较好 ，有可能沿着椎管 

游走。局部渗血可能对指标的观察造成严重的干 

扰，如果植入椎间盘髓核组织“游走”丢失，将导致 

实验难以继续进行。李晶等  ̈采用椎管内、肌肉中 

及皮下埋植椎间盘组织的造模方法对椎间盘组织再 

吸收现象进行研究发现，在椎管内埋植椎间盘组织 

与肌肉中埋植椎间盘组织的模型建立方法结果无明 

显区别，二者与皮下埋植椎间盘组织的造模方法结 

果有明显不同。因此本实验采取了操作更为方便的 

肌肉内埋植椎间盘组织造模。 

3．3 造模后观察时间的确定 Mochida等  ̈随访 

了38例颈椎间盘突出患者后发现，游离型突出椎间 

盘组织的再吸收现象主要发生在突出的早期。Hab— 

temariam等  ̈在椎间盘突出再吸收现象研究中对 

动物实验造模后 1～3月进行观察，发现造模后一月 

即存在巨噬细胞等炎症细胞浸润。Autio等  ̈对因 

椎问盘组织突出致坐骨神经痛患者行多次 MRI扫 

描，结果显示发病 2个月内突出椎问盘组织重吸收 

现象比较明显。因此本实验采用周期适中的45 d 

造模时间进行观察。 

3．4 造模后局部组织变化的原因分析 在造模45 d 

后大体观察，植入的椎间盘与周围组织互相粘连，但 

仍可用器械分离，与植人前相比，体积并没有明显的 

变化，这与 Mochida 14]及 Autio等  ̈的临床观察发 

现结果并不完全一样 ，其原因可能与突出的椎间盘 

退变程度有关。实验中造模的椎间盘组织是正常组 

织，免疫原性较低 ，局部组织的炎症及免疫等反应较 

轻微，在突出的短期内，椎间盘的退变程度不明显， 

TIMPs通过直接抑制 MMP一3的分泌来减缓细胞基 

质的降解速度，局部组织中 MMP．3的浓度含量有 

限，因而并没有发生较明显的再吸收。对上述椎间 

盘突出症案例追踪的腰椎磁共振表现可以看到患者 

局部突出的椎问盘组织的吸收也没有出现在突出的 

早期 ，而是在过了椎间盘突出数年之后。其原因很 

大可能是患者椎间盘突出为扭伤所致 ，椎间盘组织 

退变程度较轻微，局部酶分泌量少。由此可见，椎间 

盘突出的再吸收的程度与突出组织的退变程度可能 

有着一定的关系。患者局部突出椎间盘组织消失时 

间较晚，但是，患者的症状及体征在早期即可得到较 

为明显的改善。在临床中，一般来说，腰椎间盘突出 

后自然吸收多见于椎间盘变性程度高的成年人，谢 

林等  ̈利用 MR随访观察颈椎间盘突出患者，发现 

存在着自然消退，且与症状缓解呈正相关。临床上 

偶尔会遇到较年轻的腰椎间盘突出症患者，其症状 

与体征的变化与突出组织的消失并非正相关，提示 
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人们对于年轻的椎间盘突出患者，机体有可能在早 

期主要是以减轻疼痛为主的炎症抑制状态，而后期 

则以促进突出组织吸收的炎症状态占优。 

3．5 实验中各浓度变化的意义 实验组 1及实验 

组2突出椎间盘组织中 MMP一3的浓度较正常对照 

组及阴性对照组中的浓度值明显上升，差异有统计 

学意义，进一步证明 MMP．3可能是椎间盘突出再吸 

收的重要因素；实验组 1中局部椎问盘组织 MMP-3 

浓度值较实验组2高，差异有统计学意义 ，说明同一 

类型(脱出型)椎间盘突出症，突出组织含量越高， 

局部炎症等反应越明显，这与俞振翰等  ̈研究发 

现：突出物越大越容易吸收或者缩小的结果相呼应； 

阴性对照组血液中 MMP一3的浓度较空白对照组高， 

差异有统计学意义，说明机体受到创伤时，血液中的 

MMP-3的含量可能会受影响，可以引起血液 MMP一3 

的升高，但是升高程度不明显，该物质参与机体的炎 

症反应。实验组 1、2的血液中 MMP-3含量较正常 

对照组及阴性对照组都高，差异有统计学意义，且血 

液中 MMP一3的升高程度与与椎问盘组织中 MMP一3 

升高相对应，突出物越多(体积或者质量越大)，局 

部组织中MMP一3浓度越高，血液中的 MMP一3升高 

亦较明显，二者呈高度的相关性。该结果提示我们， 

在椎间盘突出再吸收的过程中，局部组织的 MMP一3 

升高，从 而促进再吸 收的进行，同时，血液 中的 

MMP-3浓度会相应升高，这有可能会引起关节炎及 

心血管等疾病。局部组织与血液中的 MMP一3浓度 

的变化关系，值得人们对运用局部注射 MMP一3治疗 

椎间盘突出症的非手术方法进行重新的思考 ：人为 

局部给与外来的 MMP．3，是否会引起血液中 MMP一3 

含量的上升，血液中酶的上升程度与注射剂量的关 

系如何 ，血液中酶的升高是否会真正导致其他疾病 

的发生，这些都需要进行反复的实验验证，同时，人 

与动物生理结构与功能区别明显，椎间盘突出的患 

者，局部组织中 MMP。3升高的同时，是否会引起血 

液中MMP．3明显的升高，这需要进行临床的相关 

检测。 

综上所述，目前根据椎间盘的再吸收机制运用 

局部注射 MMP．3的非手术方法治疗椎间盘突出症 

的设想可行性不大。 
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