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论著 

雌激素缺乏脊柱神经肽P物质变化的实验研究 

浦l皮 胡侦明 张宝华 劳汉昌 杨庆秋 舒钧 

摘要 目的 阐明雌激素缺乏时椎体、椎问盘及小关节等部位sP免疫反应 

阳性抻经纤维的变化规律。方法 选用健康 2月龄雌性SD大鼠96其，随机 

分为卵巢切除(Ovarkectomy，OVX)和假手术(Sham—operated，Sham—o)两组。 

OVX组行双侧卵巢蜘除术，Sham—O组行假手术。分别于术后15天、1、2、3， 

6、9月时每组各处死8只动物，即取L。～ 脊柱小关节、棘上韧带、椎体和椎闻 

盘；免瘦组织化学S．P法观察备部位SP免瘦反应阳性神经纤维舟布。结秉 

①OVX后骨小梁及小粱膜上=SP免疫反应阳性神经纤维增多，增粗。@软骨 

组织内SP反应阳性纤维增多；2月时椎间盘SP阳性反应物增加．分布至纤 

维环中带．3月时观察到纤维环内带，6月在纤维环髓楫中观察到sP免疫反应阳性神经纤维 结论 雌 

激素缺乏时大鼠腰椎椎体、椎l司盘、小关节sP阳性反应神经纤维增多，与骨质疏橙性嗄背痒痛有密切关 

系。 
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ing that there is obvious relationships between SP and lumbago m pathogenesis of osteoporot~Io 

back pain． 
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腰背疼痛是骨质疏松症最早和最常见的症 

状。以往将其原因归结于肌肉血流量减少，新陈 

代谢减弱导致肌肉痉挛、疼痛，微细骨折等 。 

近年来，较多学者 研究认为神经呔P物质 

(Substance P，SP)可能在腰背疼痛的发病机制 

中有重要作用，但均关注于椎问盘突出等疾病 

有学者 “ 在卵巢切除大鼠的椎问盘观察到 

SP免疫反应物及神经末梢增加，进而提出SP 

可能与骨质疏松性睽背疼痛有关。本研究将进 
一 步观察不同时期卵巢切除大鼠腰椎椎体、椎 

间盘、椎问小关节以及棘上韧带SP的分布变 

化，进一步探讨原发性骨质疏松性腰背疼痛的 

发生机理。 

1 材料和方法 

1．1 动物模型的制作与取材 

选用健康2月龄雌性SD大鼠96只．平均 

体重160~200 g。2．5 戊巴比妥钠溶液按0．1 

ml／100 g腹腔注射麻醉后经背侧切开进入腹 

腔，48只作双侧卵巢切除(Ovariectomy，OVX) 

组，余下行假手术(sham—operated，Sham O)； 

术后标准颗粒饮食(含1％Ca“，0．6 P)饲养 

于20～25℃室温。分别于术后第 l 5天，1、2、3、 

6、9月时每组各处死动物 8只，切取 I 脊柱 

椎体、椎问盘、椎问小关节、棘上韧带，用l0 

中性甲醛溶液固定24小时，2O 甲酸和95 

酒精脱钙一周后按常规石蜡切片，横断和纵切 

各一半做成如m厚的切片，保存于60 C温箱 

中。 

1．2 病理学检查：免疫组织化学方法(s—P法) 

石蜡切片脱腊、再水合，用PBS(pH7．4)冲 

洗3次。3 过氧化氢孵育5分钟以阻断内源性 

过氧化物酶活性。l：2O稀释的正常猪血清，室 

温孵育1O分钟。l 5o稀释的免抗SP，室温孵 

育30分钟。l 400的生物素化猪抗免免疫球 

蛋白．室温下孵育1O分钟。l：400稀释的链菌 

素亲生物蛋白一过氧化酶溶液，室温孵育l0分 

钟 以上每一步骤用PBS液冲洗(3×5’)。新鲜 

配制的DAB溶液，显然3～l0分钟。苏木素复 

染、中性树胶封片 Olympus BX50—32HO1型 

显微镜观察。 

2 结果 

棘上韧带：免疫组织化学未发现SP阳性 

纤维明显增多征象。 

脊椎小关节：免疫组化染色：Sham一0组关 

节软骨内6月时发现SP免疫反应阳性神经纤 

维有增多征象，呈树枝状，分布于接近软骨下骨 

的部位，未发现侵蚀管(图1)，9月时纤维稍增 

圉1 Sham一0组 6月时小关节面软骨 

中SP阳性神经纤维．接近软骨下骨 

相差lOx100 

粗．但未发现侵蚀管。关节囊偶见SP阳性神经 

纤维分布。OVX组自1月时即可见到软骨组织 

内的SP反应阳性纤维即增多，呈树枝状，主要 

分布于接近软骨下骨的部位。3月时可在软骨 

中部观察到SP阳性反应物，软骨组织内出现 

侵蚀管．壁上有SP免疫反应阳性纤维。6月和 

9月时可见到SP阳性反应物位于软骨表面，纤 

维增粗，侵蚀管增多(图2)。关节囊偶见SP免 

疫反应阳性纤维。 
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椎间盘：免疫组织化学染色显示Sham一0 

组SP阳性反应纤维主要位于纤维环的中外1／ 

3带以外，未发现纤维环内带和髓核中，9月时 

sP稍增多，呈纤维状。终扳上偶见sP阳性反 

应物。ovX组2月时SP阳性反应物即增加， 

分布至纤维环中带，呈纤维状(图3)，3月时可 

在纤维环内带观察到，并且增粗，6月和 9月 

时可以在纤维环和髓核中观察到呈树桂状和纤 

维状的SP免疫反应阳性神经纤维 (图4)。从2 

围2 ovx组 9月时小关节面软骨 

中SP免疫反应阳性神经纤维 

接近软骨关节面(左侧)相盏1ox 1oo 

月起 ，Ovx组终板上sP阳性反应物增加，呈 

纤维状。 

图3 OVX组 1月时椎间盘 

纤维环外带SP免疫反应用性神经 

纤维(箭头)相差 IOX 100 

椎体：免疫组织化学染色：Sham一0松质骨 

骨小梁上偶见呈树枝状的sP免疫反应阳性神 

围4 OVX组6月时髓棱中呈纤维杖 

的sP免疫反应阳性神经纤维(箭头) 

相差 1ox1oo 

经纤维。OVX组骨小梁及小梁膜上sP免疫反 

应阳性神经纤维从1月起即比对照组增多、增 

粗．呈树枝状和纤维状。 

3 讨论 

SP是由l1个氨基酸组成的神经多畎，SP 

阳性纤维广泛分布于角膜、皮下组织、真皮的小 

血管、毛囊和汁腺周围及表皮内。主要对伤害性 

感受器及炎症有初级的始动作用0 ]。周围神经 

末捎由于组织损伤或炎症时释放的化学介质而 

致敏释放SP，SP引起血管舒张，血浆外渗以及 

通过作用于肥大细胞上的SP受体而释放组织 

胺，继而在感觉神经细胞和炎性细胞形成正反 

馈环路，进一步加重炎症，这可能是慢性疼痛的 

原囡。 

许多学者观察到SP阳性珂维广泛分布于 

人类脊桂各部位。如椎间盘纤维环外三分之一 

带、终板0 ]，后纵韧带 、棘上韧带 ， 

小关节髓腔、滑膜细胞层_I ” 、椎体等部位。 

当这些部位发生病变，特别是伴有疼痛时，SP 

阳性神经纤维增加，并且还可长入椎伺盘纤维 

环的内带、甚至髓核 ，关节软骨 ：。进而 

认为SP在慢性腰背疼痛的发病机制中占有重 

要地位。 

骨质疏松性腰背疼痛的原因尚不明确，以 

往将其归结于肌肉血流量减少，新脒代谢减弱 
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导致肌肉痉挛、疼痛，甚或发生微细骨折等 。 

而与神经内分泌方面的相关性，特别是与sP 

的关系，至今较少见报道。我们曾观察到雌激素 

缺乏时，脊拄的不稳定，导致软骨、椎间盘的一 

系列退变，并在卵巢切除后大鼠椎间盘终板上 

观察到SP免疫阳性反应物随年龄增加而增多 

的现象，从而对骨质疏松性腰背疼痛的神经内 

分泌机制有了初步认识‘”’“ 

本实验结果显示OVX后随时间推移大鼠 

腰椎椎体，椎闻盘、椎间小关节、棘上韧带等部 

位SP阳性神经纤维逐渐增加，1月时小关节软 

骨组织内的SP反应阳性纤维即增多、增粗．3 

月时软骨组织内出现侵蚀管，壁上有SP免疫 

反应阳性纤维。脊椎小关节软骨基质中有SP 

免疫反应物沉着，软骨中有侵蚀管，井随软骨退 

变加重．免疫反应阳性神经纤维增加．所以疼痛 

与破坏的软骨面有明显关系 Sham—O组6月 

时部分SP有增多迹象，但未发现侵蚀管，这种 

现象与Beaman口“ 等观察到人脊椎的小关节 

退变病理的结果类似。 

本实验在椎间盘区观察到OVX组2月时 

SP阳性反应物即增加，分布至纤维环中带．呈 

纤维状，3月时可在纤维环内带观察到。并且增 

粗，6月和9月时可以在髓核中观察到呈树枝 

状和纤维状的SP免疫反应阳性神经纤维。而 

Sham-O组SP免疫反应神经纤维仅分布于纤 

维环的外中带。表明纤维环在雌激素缺乏时不 

断退变，神经纤维长入纤维环内带和髓核。与胡 

侦明[j “ 等的结果相近。椎体骨小梁及表面SP 

免疫反应阳性神经纤维从1月起即增多、增粗， 

与其他部位SP阳性神经纤维的变化相一致。 

上述结果进一步显示雌激素缺乏时鼠腰椎小关 

节、推体及推间盘等部位SP免疫反应阳性纤 

维末梢增加t分布异常，与骨质疏松性腰背疼痛 

有直接的相关性。至于雌激素缺乏时神经肽sP 

增加的确切机制有待于进一步探讨。 
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