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辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球对大鼠椎间盘退变的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球局部注射治疗大鼠椎间盘退变的疗效。 方法　 通过复乳法制

备辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球，观察微球的表征及体外释药情况。 将 ＳＤ 大鼠椎间盘退变模型分为对照组（注射生理

盐水）及实验组（注射辛伐他汀 ＰＬＧＡ 微球），注射 ２、４ 周后处死实验动物，通过影像学、组织学及分子生物学进行

评估。 结果　 辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球呈球形、形状规则，表面光滑，平均粒径为（１􀆰 ５２ ± ０􀆰 ５４）μｍ，载药率为（２３􀆰 ３
± １􀆰 ３）％ ，包封率为（９０􀆰 ４ ± ２􀆰 ６）％ 。 体外药物释放试验显示在最初 ２４ ｈ 内释放率为 ４５％ ，而在随后 １４４ ｈ 内累计

释放率超过 ８１􀆰 ２％ 。 实验组治疗后椎间盘退变程度有所减轻，与对照组同时间点比较，椎间隙高度指数、ＭＲＩ 评
分、ＨＥ 染色及甲苯胺蓝染色评分差异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 实验组中骨形态发生蛋白 ２（ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃２，ＢＭＰ⁃２）、ＩＩ 型胶原、蛋白多糖及缺氧诱导因子 １α（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α，ＨＩＦ⁃１α））的 ｍＲＮＡ 表达较对

照组明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 制备的辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球可达到较好的药物缓释效果。 局部注射辛伐

他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球可以改善椎间盘退变程度，促进髓核组织中 ＩＩ 型胶原及蛋白多糖表达，其机制可能与 ＨＩＦ⁃１α
及 ＢＭＰ⁃２ 表达增加有关。
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　 　 腰痛已成为 ４５ 岁以上人群功能受限的最主要原

因，８０％ 的成年人一生中受到不同程度的腰痛影

响［１］。 在美国，每年用于治疗腰痛的花费高达 １０００
亿美元［２］。 尽管腰痛的确切致病因素仍不明确，但研

究发现至少 ４０％的腰痛与椎间盘退变密切相关［３］。
目前无论保守治疗或手术治疗均只能改善症状，无法

实现改善椎间盘退变的本质。 近年来，采用细胞生物

学手段，通过促进细胞外基质合成或抑制其降解，以
期从根本上延缓或逆转椎间盘退变［４］。 研究发现骨

形态发生蛋白（ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）可以

影响椎间盘细胞外基质的合成，上调 ＢＭＰ⁃２ 表达可

以促进正常髓核细胞甚至是退变髓核细胞的细胞外

基质 ＩＩ 型胶原及蛋白多糖的表达，从而重建正常椎间

盘的功能［５ － ６］。 考虑到在脊柱融合手术中直接使用

ＢＭＰ 的多种并发症［７］，因此直接将 ＢＭＰ 用于椎间盘

退变的治疗存在一定风险。
他汀类药物属羟甲基戊二酰辅酶 Ａ（ＨＭＧ ⁃

ＣＯＡ）还原酶抑制剂，临床上广泛用于高脂血症的

治疗。 研究发现，辛伐他汀可通过甲羟戊酸途径上

调髓核细胞中骨形态发生蛋白 ２（ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔ⁃
ｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃２，ＢＭＰ⁃２）得表达，从而促进 ＩＩ 型胶原及

蛋白多糖等细胞外基质表达［８］。 邹立学等［９］ 进一

步研究发现小于 ０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的较低浓度范围内辛

伐他汀对细胞活力无明显影响。 进一步将辛伐他

汀植入大鼠退变椎间盘，治疗 ２ 周后发现磁共振成

像（ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ， ＭＲＩ）上椎间盘信号

好转，髓核细胞外基质合成增加，ＩＩ 型胶原及 ＢＭＰ⁃２
的 ｍＲＮＡ 表达增加［１０］。 然而辛伐他汀难溶于水，口
服生物利用度低等缺点限制了其临床应用。 聚合

物缓释微球作为一种新型药物载体，由天然或合成

的高分子物质聚合而成，具有靶向给药、提高药物

稳定性及控制药物释放等优势。 聚乳酸⁃羟基乙酸

共聚物（ｐｏｌｙ（ ｌａｃｔｉｃ⁃ｃｏ⁃ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ），ＰＬＧＡ）是一种

常用的药物缓释系统，其负载的药物已成功用于多

种疾病动物模型的治疗［１１］。
因此，本研究通过在大鼠退变椎间盘内注入辛

伐他汀⁃ＰＬＧＡ 缓释微球，通过影像学、组织学及分子

生物学等评估对于椎间盘退变的影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

清洁级雄性 ＳＤ 大鼠 ３２ 只，３ 月龄，体重 ３２０ ～
４００ ｇ，购自江苏大学实验动物中心 ［ ＳＣＸＫ （苏）
２０１３⁃００１１ 号］，动物饲养及取材于扬州大学农学院

动物实验设施内进行［ＳＹＸＫ（苏）２０１７⁃００４４ 号］，并
通过扬州大学实验动物福利伦理委员会的福利伦

理审查。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

辛伐他汀、ＰＬＧＡ（ＰＬＡ： ＰＧＡ ＝ ５０：５０，分子量 ＝
３１０００）、ＨＥＰＥＳ（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＤＭＥＭ 培养基（美
国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；二氯甲烷、聚乙烯醇、１００％乙醇（国
药集团化学试剂北京有限公司）；ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物（上海

吉凯生物）；紫外可见光光度计（Ｕ⁃３９００ Ｈｉｔａｃｈｉ）；扫
描电镜（Ｓ⁃４８００ＩＩ Ｈｉｔａｃｈｉ）；Ｘ 线（ＭＸ⁃２０，美国 Ｆａｘｉｔｒｏｎ
公司）；ＭＲＩ（７􀆰 ０Ｔ，Ｂｒｕｋｅｒ Ｐｈａｒｍａｓｃａｎ 公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 椎间盘退变动物模型的制备

采用本课题组既往的方法制备［１２］，１％ 戊巴比

０５ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８



妥纳溶液，以 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｋｇ 经腹腔注射麻醉。 达到麻

醉效果后，用数字式钼耗线摄像机拍摄大鼠尾椎正

位片，定位 Ｃｏ６ ／ ７、Ｃｏ７ ／ ８、Ｃｏ８ ／ ９ 尾椎椎间隙（Ｃｏ６ ／
７、Ｃｏ８ ／ ９ 作为穿刺组，Ｃｏ７ ／ ８ 作为对照组）。 大鼠俯

卧位，消毒骶部及鼠尾，用 ２１ 号注射针头于背侧中

心经皮垂直穿刺入椎间隙约 ５ ｍｍ 后，注射针头旋

转 ３６０ 度，并停留 ３０ ｓ。 术后再次消毒，并密切观察

至麻醉苏醒，放回笼中自由活动。
１􀆰 ３􀆰 ２　 辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球制备

将 ＰＬＧＡ 与辛伐他汀按质量比 １０ ∶ ３􀆰 ３ 共同溶

解于二氯甲烷中，形成均匀分散液；加入 ２００ μＬ 水，
超声混合；缓慢加入 １０ ｍＬ 的 ５％ 聚乙烯醇水溶液

中，超声粉碎 ３ ｍｉｎ，加入 ５０ ｍＬ ０􀆰 ３％聚乙烯醇水溶

液中，搅拌过夜，除净有机溶剂；冷冻干燥 ４８ ｈ，获得

辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球。
１􀆰 ３􀆰 ３　 微球的包封率及载药量测定

精确称量 ５ ｍｇ 的微球，配成 １００ ｍＬ 的乙醇溶

液，以乙醇为空白对照，在 ２３８ ｎｍ 处测定吸光度，根
据标准曲线计算微球中辛伐他汀含量。 根据以下

公式计算包封率和载药量：包封率 ＝ 微球中的辛伐

他汀总量 ／微球总量 × １００％ ，载药量 ＝实际载药量 ／
理论载药量 × １００％ 。
１􀆰 ３􀆰 ４　 缓释微球形态观察及微球的体外释放

通过扫描电镜观察微球形状、大小和表面形

态。 取干燥的辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球及空白微

球粉末各 ０􀆰 ００５ ｇ，用 ２０ ｍＬ 磷酸盐缓冲液 （ ｐＨ ＝
７􀆰 ４）分散，３７℃水浴；分别于不同时间间隔取 ３ ｍＬ
上清液，用新鲜磷酸盐缓冲液 ３ ｍＬ 补足原液；紫
外可见光光度计检测各试样于 ２３８ ｎｍ 处的吸收

值，通过标准曲线方程求出各试液中辛伐他汀浓

度，计算累积释放量，确定载药微球的辛伐他汀释

放曲线。
１􀆰 ３􀆰 ５　 实验分组及处理

在实验动物造模完成 ２ 周后将模型动物尾椎

Ｃｏ６ ／ ７ 节段作为对照组，Ｃｏ８ ／ ９ 作为实验组，每组 １６
只。 对照组注入等量生理盐水，实验组注入辛伐他

汀 ＰＬＧＡ 缓释微球溶液 ２ μＬ，注射时采用生理盐水

将微球浓度调整到 ５ ｍｇ ／ ｍＬ，为防止 ＰＬＧＡ 微球溶

液的弱酸性特征，故釆用 ＤＭＥＭ 培养基、ＨＥＰＥＳ 及

ＮａＨＣＯ３ 将溶液 ｐＨ 值调整到中性。 使用 ３１Ｇ 针头

的微量注射器，手术方法同模型建立，注射后，在局

部停留 ３０ ｓ，保证注射液不会溢出，同时每次注射后

都更换新的无菌微量注射器。

１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｘ 线观察椎间隙高度

在注射前、注射后 ２ 周及 ４ 周时进行大鼠尾椎

Ｘ 线检查，扫描参数为 ５０ ｋＶ，１００ ｍＡ，５０ ｍｓ。 根据

Ｘ 线计算椎间隙高度指数（ｄｉｓｃ ｈｅｉｇｈｔ ｉｎｄｅｘ， ＤＨＩ）
用以表示椎间隙高度［７］，相对椎间隙高度指数

（ＤＨＩ％ ） ＝ （穿刺后 ＤＨＩ ／穿刺前 ＤＨＩ） × １００％ 。
１􀆰 ３􀆰 ７　 核磁共振成像（ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ，
ＭＲＩ）检查

在注射前、注射术后 ２ 周及 ４ 周时采用进行

ＭＲＩ 检查，扫描参数如下：序列重复时间 ／回波时间

为 ３０００ ／ ３０ ｍｓ，层厚 ０􀆰 ５ ｍｍ，间隔 ０ ｍｍ。 根据矢状

位 Ｔ２ＷＩ 像 Ｐｆｉｒｒｍａｎｎ 进行分级评分［１３］。
１􀆰 ３􀆰 ８　 组织学检查

ＭＲＩ 扫描后采用注射戊巴比妥过量麻醉法处

死，切取对照组及实验组椎间盘（包含上下终板），
４％多聚甲醛固定 ３ ｄ，脱钙处理，石蜡包埋后切片，
进行苏木素⁃伊红 （ ＨＥ） 染色，并按照 Ｋｅｏｒｏｃｈａｎａ
等［１４］方法评分；甲苯胺蓝染色按照 Ｎｏｒｃｒｏｓｓ 等［１５］

方法进行评分。
１􀆰 ３􀆰 ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测

处死后的大鼠，切取对照组及实验组椎间盘，将
髓核剪成 １ ｍｍ３ 左右小块并研磨，采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取

总 ＲＮＡ，按照 ｑＰＣＲ 试剂盒操作说明书进行 ＢＭＰ⁃２、
低氧诱导因子 １α（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α，ＨＩＦ⁃
１α）、ＩＩ 型胶原及蛋白多糖 ｍＲＮＡ 表达检测，同时将

甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）作为内参照。 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 反应步骤：９５℃ ２０ ｓ，９５℃ ５ ｓ，６０℃ ２０ ｓ，重复

４０ 个循环，每次循环读取 Ｃｔ（ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）值，重复

３ 组。 所得各组 Ｃｔ 值用 ２ －△△Ｃｔ表示计算各靶基因相

对表达水平。 各引物序列信息见（表 １）。
表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
名称
Ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’→ ３’）

骨形态发生蛋白 ２ ＡＡＣＡＣＴＧＴＧＣＧＣＡＧＣＴＴＣＣ
ＢＭＰ⁃２ ＣＴＣＣＧＧＧＴＴＧＴＴＴＴＣＣＣＡＣ

缺氧诱因因子 １ α ＧＴＣＴＣＣＡＴＴＡＣＣＴＧＣＣＴＣＴＧ
ＨＩＦ⁃１α ＧＡＴＴＣＴＴＣＧＣＴＴＣＴＧＴＧＴＣＴＴＣ

ＩＩ 型胶原 ＡＡＧＡＡＧＣＡＣＡＴＣＴＧＧＴＴＴＧＧ
Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ ＣＡＧＴＧＧＡＣＡＧＴＡＧＡＣＧＧＡＧＧ
蛋白多糖 ＣＧＡＧＡＡＴＣＡＡＡＴＧＧＡＧＣＣＧ
Ａｇｇｒｅｃａｎ ＣＡＣＡＡＣＡＣＣＴＴＴＣＡＣＣＡＣＧＡＣ

甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶 ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ
ＧＡＰＤＨ ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ

１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 统计软件进行分析，实验数据以

１５中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ２８ 卷第 ８ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ８



平均数 ±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，手术前后及组间比较

采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球的表征

图 １ａ 可见辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球呈球形、形
状规则，分散性好且无聚集现象，表面光滑，分布均

匀，平均粒径为（１􀆰 ５２ ± ０􀆰 ５４）μｍ。 微球载药率为

（２３􀆰 ３ ± １􀆰 ３）％ ，包封率为（９０􀆰 ４ ± ２􀆰 ６）％ 。 图 １ｂ
所示，微球包裹的辛伐他汀在最初 ２４ ｈ 内存在药物

突释现象，约占药物总量的 ４５％ ，而在随后 １４４ ｈ 内

持续缓慢释放辛伐他汀且释放浓度较稳定，累计释

放超过 ８１􀆰 ２％ 。 由此可见，本实验制备的辛伐他汀

ＰＬＧＡ 缓释微球能够满足缓释要求。
２􀆰 ２　 相对椎间隙指数

图 ２ 所示，对照组椎间隙高度进一步降低，与治

疗前相对椎间隙指数比较，２ 周及 ４ 周时差异均有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 实验组治疗后椎间隙高度降

低不明显，与治疗前相对椎间隙指数比较，差异无

显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；但 ４ 周时与对照组比较，差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 ＭＲＩ 评分

图 ３ 所示，对照组椎间盘退变程度进一步加重，
与治疗前 ＭＲＩ 评分比较，２ 周及 ４ 周时差异均有显

注：（ａ）辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球的扫描电镜图片；（ｂ）微球药物释放曲线。

图 １　 辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球形态及药物释放曲线

Ｎｏｔｅ． （ａ）ＳＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ⁃ｌｏａｄｅｄ ＰＬＧＡ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ． （ｂ）Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 １　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｓｉｍｖａｓｔａｔｉｎ⁃ｌｏａｄｅｄ ＰＬＧＡ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ａｎｄ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ

注：与同组注射前比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ２　 对照组及实验组椎间隙高度及相对椎间隙高度指数

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅ⁃ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｄｉｓｃ ｈｅｉｇｈｔ ａｎｄ ＤＨＩ％ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
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著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 实验组治疗后椎间盘退变程度

有所减轻，与治疗前 ＭＲＩ 评分比较，４ 周时差异有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与对照组同时间点比较，差异均

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 苏木素⁃伊红染色结果

图 ４ 所示，对照组 ＨＥ 染色评分逐渐增加，４
周时与治疗前比较差异有显著性 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ） 。
实验组治疗后 ＨＥ 染色评分逐渐降低，与治疗前

及对照组相同时间点比较，差异均有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５） 。

２􀆰 ５　 甲苯胺蓝染色结果

图 ５ 所示，对照组甲苯胺蓝染色评分逐渐降低，
４ 周时与治疗前比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 实

验组治疗后甲苯胺蓝染色评分逐渐增加，４ 周时与

治疗前比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与对照组同

时间点比较，差异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果

与对照组比较，实验组中 ＢＭＰ⁃２、ＨＩＦ⁃１α、ＩＩ 型胶原

及蛋白多糖表达明显增加，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但
２ 周与４ 周时比较，差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 （图６）

注：与同组注射前比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 对照组及实验组 ＭＲＩ 影像及评分

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅ⁃ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ３　 ＭＲＩ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ

注：与同组注射前比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 对照组及实验组 ＨＥ 染色图像及 ＨＥ 染色评分

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅ⁃ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
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注：与同组注射前比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 对照组及实验组甲苯胺蓝染色图像及甲苯胺蓝染色评分

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅ⁃ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ

注：与同时间点对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 对照组及实验组的 ＢＭＰ⁃２、ＨＩＦ⁃１α、Ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ 和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 基因 ｍＲＮＡ 相对表达量比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ􀆰 ６　 ＢＭＰ⁃２， ＨＩＦ⁃１α， ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ， ａｎｄ ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

研究表明，辛伐他汀可促进 Π 型胶原及聚集蛋

白聚糖等椎间盘细胞细胞外基质的 ｍＲＮＡ 表

达［８ － ９］。 本课题组前期研究发现合适浓度的辛伐他

汀可以促进椎间盘髓核内源性干细胞增殖及细胞

外基质分泌，同时有助于诱导髓核干细胞向髓核细

胞分化［１６ － １７］。 因此本研究通过建立椎间盘退变动

物模型，研究椎间盘内局部注射 ＰＬＧＡ 辛伐他汀缓

释微球的治疗效果，以期延缓甚至逆转椎间盘退变

进程。 结果发现在椎间盘退变 ２ 周后注射 ＰＬＧＡ 辛

伐他汀缓释微球，ＭＲＩ 上椎间盘退变评分明显改

善，并且在注射后 ４ 周时达到最佳；组织学评分在治

疗后逐渐好转，且细胞外基质成分 ＩＩ 型胶原及蛋白

多糖 ｍＲＮＡ 表达逐渐增加，与文献报道类似［１０］。 说

明辛伐他汀 ＰＬＧＡ 缓释微球可以有效改善椎间盘退

变进程。
高分子材料 ＰＬＧＡ 因具有良好的生物降解性、

相容性、无刺激性、无免疫原性及无毒等特点，已被

广泛用于药物缓释和被动靶向给药系统，且已用于
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临床［１１］。 因此本研究选择 ＰＬＧＡ 作为缓释材料负

载辛伐他汀，以提高辛伐他汀使用效率。 从 ＰＬＧＡ
辛伐他汀缓释微球的体外释放曲线可看出，缓释微

球包裹的辛伐他汀可以达到较稳定的缓释效果，保
证椎间盘内稳定的药物浓度，为退变椎间盘提供可

靠的再生环境。
对于辛伐他汀促进椎间盘退变修复的机制，目

前研究认为辛伐他汀主要通过上调髓核细胞中

ＢＭＰ⁃２ 表 达， 从 而 促 进 髓 核 细 胞 外 基 质 的 表

达［５，９ － １０］。 而 Ｈｕ 等［１８］研究发现他汀类药物可使单

层培养的已去分化的髓核细胞表型发生逆转，从而

促进 ＩＩ 型胶原等细胞外基质表达。 本课题组前期

研究还发现适当浓度的辛伐他汀可在体外促进内

源性髓核干细胞增殖和细胞外基质Ⅱ型胶原及蛋

白多糖的分泌，其机制可能与 ＨＩＦ⁃１α 信号通路有

关［１６， １９］。 Ｌｉｕ 等［２０］ 研究发现 ＨＩＦ⁃１α 可以通过

ＮＯＴＣＨ１ 信号途径调节椎间盘髓核细胞中蛋白多糖

及 ＩＩ 型胶原表达，从而影响椎间盘退变进程。 於绍

龙等［２１］ 研究还发现，ＨＩＦ⁃１α 基因可以增强转染

ＢＭＰ⁃２ 基因的骨髓间充质干细胞的成骨分化能力，
说明一定程度上 ＨＩＦ⁃１α 可以促进 ＢＭＰ⁃２ 在目标细

胞中发挥应有作用。 结合本研究结果，注射辛伐他

汀 ＰＬＧＡ 缓释微球后椎间盘中 ＨＩＦ⁃１α 及 ＢＭＰ⁃２ 表

达均明显增加，表明辛伐他汀可能通过 ＨＩＦ⁃１α 及

ＢＭＰ⁃２ 途径来促进髓核细胞外基质表达，以及促进

髓核组织中残留的髓核干细胞增殖等途径，来实现

修复重建退变椎间盘的目的，但具体作用机制及信

号通路仍需进一步研究明确。
本研究仍存在一些不足，尽管细针穿刺纤维环

制作的椎间盘退变动物模型在组织学与人类椎间

盘退变进程相似，但两者生理病理过程是否完全相

同仍不可知，且因种属不同，因此应用于临床时应

慎重。 另外，本研究未比较不同浓度梯度的辛伐他

汀 ＰＬＧＡ 缓释微球的疗效，无法得到最佳药物浓度。
综上所述，本实验发现在局部注射辛伐他汀

ＰＬＧＡ 缓释微球可以改善 ＳＤ 大鼠椎间盘退变程度，
其机制可能与 ＨＩＦ⁃１α 及 ＢＭＰ⁃２ 信号通路有关，这
为辛伐他汀用于治疗椎间盘退变性疾病提供了一

定的理论依据。
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Ｂｉｏｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２０１７， １５９：２１７ － ２３１．

［１２］ 　 陈涛，刘忠军，王静成，等． 经皮细针穿刺纤维环建立建立大

鼠尾椎椎间盘退变动物模型 ［ Ｊ］ ． 中国医师杂志，２０１８，２０
（３）： ３４７ － ３５１

［１３］　 Ｕｒｒｕｔｉａ Ｊ， Ｂｅｓａ Ｐ， Ｃａｍｐｏｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｐｆｉｒｒｍａｎｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｕｍｂａｒ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ： ａｎ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｉｎｔｅｒ⁃
ａｎｄ ｉｎｔｒａ⁃ｏｂｓｅｒｖｅｒ ａｇｒｅｅｍｅｎｔ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ［ Ｊ ］ ． Ｅｕｒ Ｓｐｉｎｅ Ｊ，
２０１６， ２５（９）：２７２８ － ２７３３．

［１４］ 　 Ｋｅｏｒｏｃｈａｎａ Ｇ， Ｊｏｈｎｓｏｎ ＪＳ， Ｔａｇｈａｖｉ ＣＥ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｎｅｅｄｌｅ ｓｉｚｅ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｃａｕｄａｌ ｄｉｓｃ： ｅｖａｌｕａ⁃
ｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｒａｄｉｏｇｒａｐｈ， ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ， ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ，
ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ［Ｊ］ ． Ｓｐｉｎｅ Ｊ，２０１０， １０（１１）：１０１４ －
１０２３．

［１５］ 　 Ｎｏｒｃｒｏｓｓ ＪＰ， Ｌｅｓｔｅｒ ＧＥ， Ｗｅｉｎｈｏｌｄ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｃ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｒｅｓ，２００３， ２１（１）：１８３
－ １８８．

［１６］ 　 黄泽楠，刘忠军，王静成，等． 辛伐他汀对大鼠髓核间充质干

细胞增殖及分泌功能的影响 ［Ｊ］ ． 中国脊柱脊髓杂志，２０１７，
２７（７）：６２７ － ６３３．
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