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犬腰骶神经根慢性压迫模型的建立及分子生物学分析
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［摘要］　目的：制作犬腰骶神经根压迫的动物模型，进一步探讨神经根压迫造成的根性疼痛及麻木的治疗方法。方法：１８只

成年杂种犬，均为雄性，随机分成３组：７ｄ组、１４ｄ组和２８ｄ组，每组６只。应用长５ｍｍ、直径３～４ｍｍ的硅胶管植入右侧

Ｌ６、Ｌ７及Ｓ１神经根下面，造成压迫模型，左侧作为自身对照侧。结果：通过对压迫神经根及神经根节大体观、组织病理学和

免疫组织化学的光学显微镜的动态观察，可见神经根压迫后其有髓神经纤维数目减少和超微结构的改变，如神经膜细胞胞质

肿胀和细胞水肿、华勒变性、神经轴突脱髓鞘变等。结论：神经根超微结构的改变是神经根失功能的病理形态学基础，此模型

更接近于腰椎间盘突出和椎间管狭窄对神经根的压迫，为临床神经根性疼痛及麻木治疗的研究建立了可供参考的动物模型。
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　　腰椎间盘突出和椎管的骨质增生继发的腰骶神
经根的压迫所造成的下肢疼痛和麻木临床较为常

见，但目前对该病发病机制的认识还不完善。通常
认为，突出的椎间盘或骨赘形成等造成的机械性压
迫是导致神经根疼痛及其所支配区域发生麻木的主

要原因。临床上，通过口服或局部应用类固醇、非甾
体类消炎镇痛药物，并不能取得满意疗效，经手术减
压去除致压物后疼痛缓解较为明显，但肢体麻木症
状往往恢复不够理想。因此，通过动物模型复制原
发病，有利于该病发病机制的阐明，我们应用硅胶管
对犬的腰骶神经根进行压迫，制作了犬腰骶神经根
压迫动物模型，对神经根压迫形成下肢麻木的机制
做进一步研究。

１　材料和方法

１．１　实验动物　１８只成年杂种犬，均为雄性（体质
量为１０～１５ｋｇ），随机分成３组：７ｄ组、１４ｄ组和

２８ｄ组，每组６只。３组均用长５ｍｍ、直径３～４
ｍｍ硅胶管行右侧Ｌ６、Ｌ７及Ｓ１神经根压迫模型，左
侧做为自身对照侧。

　　动物在饲养房单个饲养，随意喝水且经检验合
格的干食喂养。控制动物房的温度（１８℃～２５℃）和
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光照周期（２４ｈ中，１２ｈ为光照期，１２ｈ为黑暗状
态），实验前予以犬至少７ｄ的环境适应时间。

１．２　手术操作　动物术前均行普鲁卡因青霉素
（２００００Ｕ／ｋｇ）和阿托品（０．０４ｍｇ／ｋｇ）肌注。将犬
行速眠新Ⅱ注射液（０．０８～０．１０ｍｌ／ｋｇ，军事医学科
学院军事兽医研究所研制，上海交通大学动物实验
中心 提 供） 肌 注 麻 醉，气 管 内 插 管，行 氟 烷
（１％～２％）混合氧气和一氧化二氮（１１）的面罩人
工通气。常规行腰椎板切除减压、暴露双侧Ｌ６、Ｌ７
及Ｓ１神经根，用长５ｍｍ、直径３～４ｍｍ的硅胶管
放置在右侧Ｌ６、Ｌ７及Ｓ１神经根下面造成压迫，用１
号丝线贯穿固定，同时硬膜内放置软的脑室引流管
穿过皮肤固定缝合牢固以备抽取脑脊液测定其中脑

源性神经生长因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃ
ｔｏｒ，ＢＤＮＦ）的含量。其中１～３，７～９，１３～１５号犬
经软脑膜管行鞘内注射长效可吸收纳米微球ＢＤＮＦ
（作为本课题的一部分，由第二军医大学药学院制
备）。

　　术后１周、２周和４周，每组拟各取６只动物再
次行速眠新Ⅱ注射液（０．０８～０．１０ｍｌ／ｋｇ）肌注麻
醉，均经颈动脉灌注肝素化生理盐水（２０００ｍｌ）后
随之 再 灌 注 ４％ 多 聚 甲 醛 ＰＢＳ 液 ２０００ ｍｌ
（ｐＨ７．４）。每只动物均截取同双侧Ｌ６、Ｌ７、Ｓ１神经
根及背根神经节（ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎ，ＤＲＧ）并制
成横形石蜡切片（５μｍ）行组织学研究。

１．３　组织学观察　对每只动物的相应神经根及

ＤＲＧ采用ＢＤＮＦ表达的免疫组织化学及 ＨＥ染色
分析。

１．３．１　ＨＥ染色　切片行 ＨＥ染色，观察相应压迫
及对照处的神经根和ＤＲＧ神经元的病理变化。为了
观察神经元且无重复、被忽略，选择了一块厚为５μｍ
且间隔＞８μｍ的切片光学显微镜下进行观察。

１．３．２　免疫组织化学染色　标本浸于含３０％蔗
糖、４℃的ＰＢＳ液中行冰冻保护２４ｈ。常规行石蜡
切片并脱蜡、脱水，蒸馏水和ＰＢＳ洗后用柠檬酸缓
冲液（ｐＨ６．０）微波修复３．５ｍｉｎ。经含０．３％Ｈ２Ｏ２
的ＰＢＳ液处理１０ｍｉｎ，以封闭内源性过氧化物酶，
经ＰＢＳ洗后加低密度脂蛋白的兔一抗（效价为１

５０，购自博士德公司）３７℃湿盒中孵育１ｈ。ＰＢＳ液
漂洗后，在室温下加辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠／
兔二抗孵育１ｈ。ＢＤＮＦ的免疫染色采用ＥｎＶｉｓｉｏｎ
法 （ＤＡＫＯ）。经 ＰＢＳ 洗 后 用 ０．０５％ ＤＡＢ 和

０．００６％ Ｈ２Ｏ２的ＰＢＳ液着色１０ｍｉｎ。蒸馏水终止
染色反应，苏木精衬染１０ｍｉｎ，７５％盐酸乙醇分化

３０ｓ，冲洗切片并干燥、脱水、中性树脂封片。

２　结　果

　　１８只犬均存活，观察３组动物ＢＤＮＦ在 Ｌ６、

Ｌ７、Ｓ１神经根及ＤＲＧ内神经元、神经胶质和神经纤
维的表达分布情况。

２．１　大体形态　见犬行神经根压迫后呼吸平稳，未
见呼吸困难，术后第１周内表现为行走时右侧下肢
活动受限明显，力量减弱，行走缓慢，但第２周后

７～９号及１３～１５号犬较１０～１２号及１６～１８号犬
有显著改善。

　　在制作神经根压迫模型前，先行犬椎管造影术，
观察犬正常椎管形态（图１Ａ、１Ｂ），见造影剂在椎管
内充盈良好，椎管通畅；模型制作完成后见神经根明
显受压（图２）；椎管造影显示犬Ｌ６、Ｌ７、Ｓ１右侧神经
根充盈缺损（图１Ｃ）；１周后将犬行多聚甲醛ＰＢＳ液
灌注后切取受压神经根标本前（图３）见致压物位置
良好，无移位，受压神经根水肿明显。４周后切取受
压迫神经根标本见神经根肿胀消退，颜色苍白（图

４）。

图１　正常犬（Ａ、Ｂ）和Ｌ６、７及Ｓ１压迫造模（Ｃ）后椎管造影正侧位Ｘ线成像

Ｆｉｇ１　Ｘｒａｙｉｍａｇｉｎｇｏｆｎｏｒｍａｌｃａｎｉｎｅｓｐｉｎａｌａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙ（Ａ，Ｂ）ａｎｄａｆｔｅｒｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｃ）

Ａ：Ｃａｎｉｎｅｓｐｉｎａｌｃａｎａｌｓｔｅｎｏｓｉｓ；Ｂ：Ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐａｔｅｎｃｙ；Ｃ：Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇｆｉｌｌｉｎｇｏｆｄｅｆｅｃｔｏｆｎｅｒｖｅｒｏｏｔａｆｔｅｒｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ
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图２　犬Ｌ６、Ｌ７及Ｓ１右侧神经根压迫

造模后形态观察见神经根受压变细、出现切迹

Ｆｉｇ２　Ｌ６，Ｌ７ａｎｄｔｈｅｒｉｇｈｔＳ１ｎｅｒｖｅｒｏｏｔｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｍｏｄｕｌｕｓｗｉｔｈｔｈｉｎｎｅｒｖｅｒｏｏｔａｎｄａｎｏｔｃｈ

图３　１周后致压物位置良好，受压神经根水肿明显

Ｆｉｇ３　Ａｗｅｅｋｌａｔｅｒｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｐｒｅｓｓｕｒｅｗａｓ

ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｅｒｖｅｒｏｏｔｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｅｄｅｍａ

图４　４周后受压迫神经根标本，

见神经根肿胀消退，颜色苍白

Ｆｉｇ４　Ｆｏｕｒｗｅｅｋｓｌａｔｅｒｔｈｅｎｅｒｖｅｒｏｏｔｈａｄ

ｒｅｌｉｅｖｅｄｎｅｒｖｅｒｏｏｔｓｗｅｌｌｉｎｇａｎｄａｐａｌｅｃｏｌｏｒ

２．２　组织学结果

２．２．１　ＨＥ染色　图５Ａ示ＤＲＧ内感觉神经元有
中央性Ｎｉｓｓｌ小体溶解，胞核变形、移向细胞边缘且胞
质内的Ｎｉｓｓｌ小体数量减少，有广泛的淋巴细胞浸润，
与对照组（图５Ｂ）相比神经元细胞核变性，核周Ｎｉｓｓｌ
小体部分丢失，广泛淋巴细胞浸润及出现血管套。

２．２．２　免疫组化染色　阳性信号定位于胞质，为棕
黄色颗粒（图６）。Ｌ７压迫侧与正常侧神经根节组的
胞质之间，可见不同程度的ＢＤＮＦ表达，但压迫侧

（图６Ａ）表达更为广泛且明显；两组的ＤＲＧ内神经
胶质和神经纤维中ＢＤＮＦ免疫反应性均呈强阳性。

图５　光镜下犬Ｌ７压迫侧神经根节（Ａ）和
正常侧神经根节（Ｂ）

Ｆｉｇ５　ＬｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓｈｏｗｓＬ７ｎｅｒｖｅｒｏｏｔ
ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｎｏｒｍａｌｎｅｒｖｅｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎ（Ｂ）（ＨＥ，×４０）

图６　Ｌ７神经根节压迫侧（Ａ）与

正常侧（Ｂ）的ＢＤＮＦ表达

Ｆｉｇ６　Ｌ７ｎｅｒｖｅｒｏｏｔｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｄｅ（Ａ）ａｎｄ

ｎｏｒｍａｌｓｉｄｅ（Ｂ）ａｎｄＢＤＮＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（×１００）

　　电镜扫描显示压迫侧较正常侧神经元病理改变
严重，胞体固缩，胞核固缩，核偏移甚至见神经元结
构模糊，仅余裸核，线粒体肿胀严重，出现较大空泡
化，粗面内质网扩张溶解，甚至胞质溶解，可见神经
元凋亡，血管外周水肿（图７）。

３　讨　论

　　神经根在不同的部位被脊膜包绕的方式不同，
在椎间孔，运动和感觉神经根被坚韧的根袖紧密包
绕，这种结构使其形成水肿后更容易受损。脊神经
根出椎管时，被硬脊膜及蛛网膜囊突出的鞘所包被，
称为脊膜套袖，此鞘延伸并包被后根的脊神经节。
脊神经前后根在脊神经节远侧会合，硬脊膜鞘成为
脊神经外膜。脊神经节位于椎间孔水平，因此椎间
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图７　神经根压迫侧（Ａ）和正常侧（Ｂ）

神经元胞体电镜扫描

Ｆｉｇ７　Ｎｅｒｖｅｒｏｏｔｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｄｅ（Ａ）ａｎｄ

ｎｏｒｍａｌｓｉｄｅ（Ｂ）ｎｅｕｒｏｎｃｅｌｌｓｂｙｓｃａｎｎｉｎｇ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×１５０００）

Ｔｈｅｏｐｐｒｅｓｓｉｏｎｌａｔｅｒａｌｓｉｄｅｈａｄｍｏｒｅｓｅｒｉｏｕｓｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓ，

ｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｂｏｄｙｐｙｋｎｏｓｉｓ，ｎｕｃｌｅａｒｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ，ａｎｄｎｕｃｌｅａｒｍｉ

ｇｒａｔｉｏｎ

孔处的神经根水肿还会涉及到背侧神经节，后根的

神经细胞位于脊神经节内，神经根受压后背根节内

的感觉神经元极敏感，出现大量的细胞死亡［４５］。这

是临床中腰椎间盘突出和椎管的骨质增生继发的腰

骶神经根的压迫所造成的下肢疼痛和麻木，经手术

减压去除致压物后疼痛缓解较为明显，但肢体麻木

症状往往恢复不够理想的原因。Ｎａｉｔｏ等［６］用氢清

除法研究了猪的腰神经根通道内神经根的血流动力

学，发现压迫腰神经根通道的近侧部导致神经根血

流减少６９％ ，而压迫远侧部则减少３７％。此实验

说明了压迫越靠神经根的远侧局部缺血就越严重。

这就提示手术应注意向远侧方的充分减压，以利神

经功能的恢复。

　　制造腰椎管狭窄模型常用的动物是猪和犬。犬

的脊髓终于Ｌ６～Ｌ７椎体水平，猪的脊髓终于第２
尾椎水平，它们的马尾神经浸泡在脑脊液中，微血管

供应和人类相似［７］。Ｃｏｒｎｅｆｊｏｒｄ等［４］用一带有缺口

的套管套在猪的腰神经根上做了慢性压迫模型，该

套管的外层为一金属壳，而内层材料吸收水分后可

膨胀，致管的内径逐渐缩小达到缓慢压迫神经根的

目的。Ｏｌｍａｒｋｅｒ等［８］利用可充气的微气球造成马

尾神经根的急性与慢性压迫，证实了急性压迫较慢

性压迫更易导致神经根水肿形成，同时证明压迫伤

后 神 经 根 比 周 围 神 经 更 易 发 生 神 经 内 水 肿。

Ｙｏｓｈｉｚａｗａ等［９］用硅胶管套在狗的第７腰神经根上

作为慢性压迫模型，在硬膜囊返折部和神经节之间
压迫犬的腰神经根，发现压迫去除后，压迫点近侧的
血流几乎完全恢复，而压迫点远侧血流仍处于低水
平。

　　本研究证实，神经根超微结构的改变是神经根
失功能的病理形态学基础。我们应用的硅胶管自神
经根的侧后方造成压迫，而且硅胶管的直径可以自
由选择，此模型更接近于腰椎间盘突出和椎间管狭
窄对神经根的压迫，因此，本模型较忠实地模拟了脊
柱退行性变过程中出现的神经根压迫的发病机制，
为进一步探讨神经根受压后发生麻木的机制及改进

防治措施，建立了可供参考的动物模型。
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