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摘要!目的 研究一氧化氮!6Q"和一氧化氮合成酶R36Q+A在软骨终板退变中的作用% 方法 将 "S 只新西兰白兔分为实

验组!!T’""和对照组!!T’""$实验组通过切除兔腰椎棘上&棘间韧带$咬除部分关节突关节$分离椎旁肌造成腰椎软骨

终板退变模型$分别于术后 ’"&"S&%( 周对腰椎摄 U 线片$并检测不同时间段的软骨终板中 6Q 含量和 6Q+ 活性% 结

果 U 线片示软骨终板随时间的延长而逐渐钙化$且实验组较对照组钙化明显#实验组各组的 6Q 含量及 6Q+ 活性较

对照组增多!"V$P$*"$而 "S 周与 %( 周实验组间 6Q 含量及 6Q+ 活性差异不明显!"W$P$*"% 结论 6Q 和 6Q+ 在软骨

终板退变过程中$其含量相应增加$提示 6Q 可能在软骨终板退变的形成和发展中起重要作用%

关键词!软骨疾病 X 放射摄影术#软骨疾病 X 酶学#一氧化氮#一氧化氮合酶
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33333333椎间盘退变常可导致下腰痛& 颈腰神经根病&脊

髓型颈椎病&腰椎管狭窄等临床综合征$严重影响人

们的身心健康%虽然椎间盘退变的病因及病理变化还

有许多未明了之处$但有证据显示椎间盘的退变源于

软骨终板退变’’m%(% 一氧化氮R6QA作为一活跃的生物

小分子$是由一氧化氮合成酶R6Q+A作用于 [I 精氨

酸产生的$ 它在关节炎形成的过程中起着重要的作

用$现已证实$6Q+ 在退变的椎间盘中有表达’S(%但有

关其在软骨终板退变中的作用则未见报道%本研究通

过对退变的软骨终板进行 6Q 和 6Q+ 的检测$ 探讨

其在软骨终板退变中的作用%

’33材料和方法

’P’33实验动物

"S 只 (m) 月龄雄性清洁级新西兰白兔$ 体质量

"P*m%P$3lD!南方医院动物实验中心提供"%
’P"33试剂及仪器

6Q 和 6Q+ 检测试剂盒 !南京建成生物工程研

究所"#H"" 型 I 分光光度计%
’P%33动物模型及分组

’$n水合氯醛 "$3KDXlD)4PjP静脉 麻 醉 后$将 动

物俯卧固定于手术台上$备皮$碘酒&酒精消毒$铺巾%
动物均分为实验组和对照组%

实验组动物沿 [’m[H 棘突做后正中切口$长约 ’$33;K$
贴棘突两侧切断椎旁肌$将附着于棘突&椎板及小关

节的肌肉全部分离开$暴露棘突&椎板和关节突#然后
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表 :77软骨终板中 NO 含量比较!&PBQ’99)-"RC:"9.C:Q’!!$#
!"#$% &’ ()*+,*+ -* +., /"##-+ ("/+-0"1, ,*230"+, "4+,/

)3,/"+-)* S&PBQ’99)-"RC:"9.C:Q’’()&!*+T

图 : 术后 :; 周对照组 U 线摄片

5-1$% 678#"/ 9C/": )4 " /"##-+ -* +., ()*+/)0 1/)73 %; <,,=> "4+,/ )3,/"+-)*
图 ; 术后 :;’周实验组 U 线摄片

5-1$; 678#"/ 9C/": )4 " /"##-+ -* +., ,?3,/-8,*+ 1/)73 %; <,,=> "4+,/ )3,/"+-)*
图 F 术后 FG 周对照组 U 线摄片

5-1$@ 678#"/ 9C/": )4 " /"##-+ -* +., ()*+/)0 1/)73 @A <,,=> "4+,/ )3,/"+-)*
图 B 术后 FG 周实验组 U 线摄片

5-1$B 678#"/ 9C/": )4 " /"##-+ -* +., ,?3,/-8,*+ 1/)73 @A <,,=> "4+,/ )3,/"+-)*

    : ; F B

依次切除 R:VRK 的棘上$棘间韧带及两侧关节突关节

后外 :W;%依次缝合各层组织%术后动物在笼中自由活

动& 实验组分别于术后 :;$;B 和 FG 周各随机处死 B
只动物&

对照组动物切开皮肤后不作肌肉分离及韧带切

除%也分别于术后 :;$;B 和 FG 周各随机处死 B 只动物&
:$B’’U 线摄片观察

各组动物分别于处死前% 各随机取 F 只进行 U
线摄片%观察软骨终板变化情况&
:$&’’NO 和 NOX 检测

实验组和对照组动物处死后%立即在无菌操作下

取出 RBV& 椎间盘& 切开椎间盘%刮除髓核$切除纤维环

及软骨终板下骨组织%软骨终板称重& 将软骨终板置

于 ;B 孔培养板内% 在 FK’"%&Y’HO; 条件下% 用含

:%Y胎牛血清的 Z[L[ 培养%K;’5 后取上清液%按试

剂盒说明书操作%用硝酸还原酶将 NOFC 还原为 NO;C%
根据分光光度计显色深浅决定其浓度的高低%反映软

骨终板中 NO 的水平& NO 结果以 99)-"RC:"9.C: 表

示& NOX 活性以 \"9-C:"9.C: 表示&
:$G’’统计学处理

实验数据以 !!$ 表示% 采用 X]XX:%$% 软件包进

行统计学分析%样本均数间比较使用方差分析&

;’’结果

;$:’’U 线摄片观察

从 U 线摄片可知%术后 :; 周对照组的软骨终板

无明显钙化 !图 :#% 而实验组软骨终板钙化较明显

!图 ;#’术后 FG 周 实验组软骨终板钙化明显%密度增

高!图 F#%而 FG 周对照组的软骨终板虽然也发生钙

化%但不如实验组的明显!图 B#& $

;$;’’软骨终板中 NO 含量的变化

随着时间的延长%实验组与对照组中 NO 含量均

升高%且两组间差异有显著性!!"%$%&#’对照组组内

各时间段的 NO 含量亦有显著性差异!!"%$%&#’而实

验 组 中 ;B 和 FG 周 之 间 NO 含 量 则 无 显 著 性 差 异

!!@%$%&%表 :#&
;$F’’软骨终板中 NOX 活性的变化

实验组与对照组中 NOX 活性随着时间的延长而

升高%两组间差异有显著性!!"%$%&#’对照组组内各

时间段的 NOX 活性亦有显著性差异!!"%$%&#’而实

验组中 ;B 和 FG 周之间 NOX 活性则无显著性 差 异

!!@%$%&%表 ;#&
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表 !""软骨终板中 #$% 活性比较 !!&’(")"*+,-"*.,-#!!"$
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JQ:讨论

腰椎间盘退行性变为引起腰腿痛的主要原因目

前仍不清楚 %4&#只有在全面了解了椎间盘退变机制的

基础上#才可能进一步研究延缓甚或阻止其退变的方

法’ 目前#许多学者认为椎间盘退变是多种环境因素

共同作用的结果#其发病机制大致可归结于软骨终板

的退变#营养供应减少#细胞老化#椎间盘内部降解酶

活性的升高#以及基质疲劳衰竭等#而上述机理中最

重要的是椎间盘软骨终板的退变%K&’ 这是因为椎间盘

的生物化学构成成分包括水(胶原(蛋白多糖等#它们

是椎间盘发挥生理机能的物质基础#而软骨终板是供

应椎间盘营养的主要通道#因此如果软骨终板发生退

变#造成椎间盘营养供应的障碍#则可使其生化成分

发生变化#从而导致椎间盘退变’
人类椎体终板与鼠(兔等爬行动物的主要区别是

人类椎体没有骨骺’但动物与人类的椎体生长发育过

程是基本相似的#即都是通过椎体骺软骨不断钙化和

骨化来增加椎体的高度%N&’ 从这一点来看#爬行动物

与直立动物椎体的应力传导结构和方向是基本相同

的’因此#对爬行动物的实验研究#其结果是有一定比

较意义的%R&’
椎骨(椎间盘和脊柱韧带维持椎间关节稳定和平

衡的作用为静力平衡#而脊柱周围肌肉(肌腱及内压

维护椎间关节稳定和平衡的作用为动力平衡’本实验

即通过改变稳定脊柱的动(静力平衡#造成椎间失稳#
从而引发软骨终板退变’ 结果中 S 线片示#随着时间

的增长#实验组的软骨终板钙化程度逐渐加重#且与

对照组相比较钙化明显’因此#可以认为#本实验所采

用的造模方法可造成软骨终板退变’
#$ 是带有不配对电子的小分子自由基’ 它的结

构简单#性质活泼#极易扩散通过生物膜的特性#这使

得 #$ 在体内成为极为重要的生物信使分子%O&’ #$%
是合成 #$ 的限速酶#是调节 #$ 的最重要成分’因此#
本文通过对 #$ 的稳定代谢产物亚硝酸盐及总 #$%
活性的测定#研究它们在软骨终板退变中的作用’

本实验研究表明#随着时间的增加#实验组与对

照组的 #$ 含量和 #$% 活性均增加)-!(!’ 和 JK 周

实验组与对照组间的 #$ 含量和 #$% 活性均有显著

性差异!(12324$#各组组间差异显著!(12324$’ 但 !’
周和 JK 周实验组间无显著性差异!(G2324$#提示 !’
周后实验组 #$ 含量和 #$% 活性将不再增加或增加

不大’ 由于本实验未对 JK 周以后实验组继续进行观

察#因此#此后的 #$ 含量和 #$% 活性的变化趋势有

待于进一步研究’ 通过以上结果可知##$ 在软骨终

板退变过程中发挥着重要促进作用’
软骨终板为透明软骨#其基质主要由"型胶原和

蛋白多糖!TH$组成#而由基质所维持的正常分解和

合成代谢对于其生物学功能至关重要%-2&’推测 #$ 作

为一种信号分子#可能通过调节基质代谢而在软骨退

变中发挥作用’ 它主要通过抑制 %$’
!, 结合到氨基葡

聚糖!HUH$上#影响新生成的 HUH 硫酸化#并且阻

断 V7 和粘合素 #4$- 结合引起的信息传递# 干扰软

骨细胞(基质间信息传递#降低软骨细胞中的某些生

长因子#从而抑制蛋白多糖的合成)通过抑制W型胶

原的合成及软骨细胞增殖#激活金属蛋白酶和环氧合

酶#促进胶原降解并使前列腺素 P! 上升#从而造成对

软骨的破坏’
从本实验可知##$ 在软骨终板退变中起着重要

作用#因此如何通过调控退变软骨终板中 #$ 的含量

来达到预防和延缓椎间盘退变/是摆在我们面前的新

课题’ 已有报道表明 #$% 或 #$ 的抑制因子明显地

改变动物关节炎模型中关节的损伤程度和关节炎病

程/抑制炎症及组织损害’ 这提示我们可用特异性抑

制 #$% 或 #$ 的药物阻止或延缓腰椎软骨终板的退

变过程/从而为临床上预防和治疗椎间盘退行性疾病

开辟一条新的途径’
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HOO临床资料

患者男!M! 岁!因意识障碍%右侧肢体偏瘫 ’O4 入院!在神

经内科诊断为&’H(左额叶%颞叶大面积脑梗死)左侧大脑前动

脉%大脑中动脉闭塞(#"!(肺部感染* 经保守治疗 ’O4!病情仍

逐 渐 加 重!左 侧 瞳 孔 散 大!光 反 射 消 失!深 昏 迷!考 虑 脑 疝 形

成! 转神经外科急诊* 在全麻下行左侧额颞部去大骨瓣减压

术!骨窗大小 H!OAX!HYOAX*术中见脑肿胀明显!脑膨出!行额极+

颞极切除内减压!剥除脑表面蛛网膜!直接颞肌缝合* 既往无

高血压病%糖尿病病史!有高血脂病史* 术前血糖 c+HOXX</^‘!
尿糖))$*术后第 H 天!意识障碍改善!浅昏迷!双侧瞳孔等大等

圆!直径约 !+cOXX!光反射存在* 给予吸氧%抗感染%脱水%激

素%小剂量胰岛素%预防癫痫发作等处理* 术后第 ( 天!高热%

痰多!行气管切开!痰细菌培养出铜绿色假单胞菌!血 糖 偏 高

)H!eHcOXX</^‘$!血钠高)HcMOXX</^‘$*按药敏予抗感染!并采

用经胃管补白开水和胰岛素治疗* 术后第 ! 周!高热 Y"+HO"!

意 识 障 碍 再 次 加 重!呼 吸 急 促!尿 量 突 然 增 多!血 压 下 降!HO4
内多次血糖检查为 YM+He(’+*OXX</^‘!血钠 HM!OXX</^‘!血 氯

HHIOXX</^‘!血 浆 渗 透 压 cc"OXX</^‘!肌 酐 ’c!OXX</^‘!尿 素

氮 YH+*OXX</^‘* 尿糖)ffff$!尿酮体))$!尿潜出血)fff$!血

气分析提示代谢性酸中毒!考虑并发高渗性昏迷%急性呼吸衰

竭%肾功能损害* 立即给予如下处理&)H$停用含糖液体#)!$鼻

饲白开水!!""OX/^!O8#)’$加大胰岛素用量)每日用量多达 H(!O
]$!"+ceHO8 测血糖 H 次!查电解质 Y 次 ^4!根据血糖及电解质

情况随时调整胰岛素用量及纠正水电解质紊乱#)Y$停用甘露

醇!减少激素用量#)c$呼吸机辅助呼吸!定期查血气分析#)M$
多巴胺控制血压* 经积极抢救治疗 !O4 后!血糖控制在 H"eH(O
XX</^‘!电解质逐渐恢复正常!血压稳定!呼吸平稳!停用呼吸

机#(O4 后!血糖正常* 综合治疗!住院 cHO4!患者呈浅昏迷!血

糖控制在正常范围!生命征平稳!回当地医院继续康复治疗*

!O 讨论

常规内科治疗是治疗脑梗死的主要方法* 但对一部分脑

梗死病人!经积极内科治疗!病情继续加重!若不行减压手术!

病人死亡率极高* 据报道! 完全大脑中动脉或颈内动脉闭塞

后!H"g以上的脑梗死患者将产生具有占位效应的脑水肿#尽

管加强脱水治疗!仍有 *"h病人死于脑疝!及时手术可使死亡

率下降至 !"h,H-* \9/A< 等 ,!-研究发现急性期梗死灶的大小与

高血糖显著相关* 脑梗死并脑疝手术的死亡率高!影响预后的

因素有梗死部位%梗死灶大小%患者年龄%有 否 系 统 疾 病 以 及

行减压手术的早晚* 许多学者将此时进行的减压性手术称.救

命性/手术!是常规内科治疗的必要补充,’-* 手术强调三点&)H$
手术时机的掌握! 有人认为进行手术最晚不能超过的时间是

瞳孔已有改变并对脱水等治疗无反应 ,’-#)!$骨窗范围要大!一

般直径约 H!eHY&AX! 而且要尽量咬除颞窝平中颅窝底#)’$脑

表面蛛网膜剥除! 近中线侧的硬脑膜与其下方的颞肌对位行

减张缝合!起到.颞肌填敷/治疗缺血脑组织的作用,Y-* 这样!一

方面扩大了颅腔容积!降低了颅内压!改善 脑 的 缺 血 供 氧!使

患者度过了危险期#另一方面!用血运丰富的颞肌直接贴敷在

缺血缺氧的脑组织表面!可促进脑组织侧支循环的建立*

术后血糖升高是神经及 内 分 泌 引 起 的 一 种 应 激 反 应!可
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