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瑞芬太尼对椎间盘退变模型大鼠椎间盘的影响及机制

廖 瑶，涂 婷，曾惜羽，陈秋红，袁瑶芪

（西南医科大学附属中医医院疼痛科，泸州 646000）

【摘 要】目的：观察瑞芬太尼对椎间盘退变（intervertebral disc degeneration，IDD）模型大鼠椎间盘的保护作用，并探讨其作用

机制。方法：将 40只健康 SD大鼠随机分为假手术组、模型组和瑞芬太尼低、中、高剂量组，每组 8只；采用针刺纤维环法构建

IDD模型；瑞芬太尼低、中、高剂量组于造模后以 0.2、0.6、1.2 μg/（kg·min）经大鼠尾静脉泵注瑞芬太尼 30 min，模型组和假手术

组给予等量生理盐水泵注。采用苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色观察椎间盘组织病理变化；酶联免疫吸附法（enzyme 
linked immunosorbent assay，ELISA）检测血清肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor α，TNF-α）、白细胞介素-6（interleukin-6，
IL-6）、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）水平；Western blot检测椎间盘组织过氧化物酶体增殖物激活受体γ共激活因子

-1α（peroxisome proliferator-activated receptor-1α，PGC-1α）、线粒体转录因子（mitochondrial transcription factor A，TFAM）、半胱

氨酸天冬氨酸蛋白酶 1（cysteine aspartic protease-1，Caspase-1）、消皮素D（gasdermin D，GSDMD）、NOD样受体热蛋白结构域 3
（NOD-like receptor family pyrin domain containing 3，NLRP3）、缺氧诱导因子-1α（hypoxia-inducible factor 1α，HIF-1α）、血管内

皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）蛋白表达。结果：与假手术组比较，模型组大鼠髓核缩小，纤维环排列紊

乱，髓核细胞数量减少；血清TNF-α、IL-6、IL-1β水平升高（P<0.05）；椎间盘组织PGC-1ɑ、TFAM蛋白表达水平降低，Caspase-1、
GSDMD、NLRP3、HIF-1α、VEGF蛋白表达水平增加（P<0.05）。与模型组比较，瑞芬太尼中、高剂量组纤维环排列紊乱明显改

善，髓核细胞数量明显增多；血清TNF-α、IL-6、IL-1β水平降低（P<0.05）；椎间盘组织PGC-1α、TFAM蛋白表达水平增加，Caspase-1、
GSDMD、NLRP3、HIF-1α、VEGF蛋白表达水平降低（P<0.05）。结论：瑞芬太尼可改善 IDD模型大鼠椎间盘退变，其机制与抑制

椎间盘炎症反应、细胞焦亡，调控HIF-1α/VEGF信号通路有关。
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Effect of remifentanil on the intervertebral disc of rats 
with intervertebral disc degeneration and its mechanism

Liao　Yao，Tu　Ting，Zeng　Xiyu，Chen　Qiuhong，Yuan　Yaoqi
（Department of Pain Treatment，Traditional Chinese Medicine Hospital Affiliated to Southwest Medical University）

【Abstract】Objective：To observe the protective effect of remifentanil on intervertebral disc of rats with intervertebral disc degeneration 
（IDD），and to explore its mechanism of action. Methods：A total of 40 healthy SD rats were randomly divided into sham-operation 
group，model group，low-dose，middle-dose and high-dose remifentanil groups，8 cases in each group. IDD models were constructed 
by fibrous annulus puncturing. After modeling，low-dose，medium-dose and high-dose remifentanil groups were given intravenous in⁃
jection of remifentanil through tail vein at rates of 0.2，0.6 and 1.2 μg/（kg·min） for 30 minutes，while model group and sham operation 
group were given the same volume of normal saline. The pathological changes of intervertebral disc tissues were observed by 
hematoxylin-eosin（HE） staining. The levels of serum tumor necrosis factor α（TNF- α），interleukin 6（IL-10） and interleukin 1β
（IL-1β） were detected by enzyme linked immunosorbent assay（ELISA）. The expressions of peroxisome proliferator-activated receptor-
1α（PGC-1α），mitochondrial transcription factor A（TFAM），cysteine aspartic protease-1（Caspase-1），gasdermin D（GSDMD），NOD-
like receptor family pyrin domain containing 3（NLRP3），hypoxia-inducible factor 1α（HIF-1α） and vascular endothelial growth factor

（VEGF） in intervertebral disc tissues were detected by Western 
blot. Results：Compared with sham operation group，nucleus pulpo⁃
sus was shrunk，arrangement of fibrous annulus was disordered and 
the number of nucleus pulposus cells was decreased in model 
group. The levels of serum TNF-α，IL-6 and IL-1β were increased
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（P<0.05）. The expression levels of PGC-1α and TFAM in intervertebral disc tissues were decreased，and expression levels of 
Caspase-1，GSDMD，NLRP3，HIF-1α and VEGF were increased（P<0.05）. Compared with model group，disorders of fibrous annulus 
were significantly improved in medium-dose and high-dose remifentanil groups ，and number of nucleus pulposus cells was sig⁃
nificantly increased. The levels of serum TNF- α，IL-6 and IL-1β were decreased（P<0.05）. The expression levels of PGC-1α and 
TFAM in intervertebral disc tissues were increased，and expression levels of Caspase-1，GSDMD，NLRP3，HIF-1α and VEGF were 
decreased（P<0.05）. Conclusion：Remifentanil can improve IDD in rats，and its mechanism is related to inhibiting inflammatory 
response and pyroptosis of intervertebral disc，and regulating HIF-1α/VEGF signaling pathways.
【Key words】intervertebral disc degeneration；remifentanil；inflammation；pyroptosis；hypoxia-inducible factor 1α；vascular endothe⁃
lial growth factor

椎 间 盘 退 变（intervertebral disc degeneration，
IDD）是发生于椎间盘的一种与年龄相关的慢性退

行性病变过程，是导致运动功能障碍和下腰痛的主

要原因之一，其病理表现为髓核（nucleus pulposus，
NP）中的蛋白多糖和水分含量下降，椎间盘抵抗压

缩载荷能力下降[1-2]。目前 IDD 的临床治疗主要以

缓解症状为主，仍缺乏有效的治疗手段，因此迫切

需要开发新的治疗方法。近年来研究显示，缺氧诱

导因子-1α（hypoxia-inducible factor 1α，HIF-1α）/血
管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）信号通路参与了 IDD 病理过程[3]。VEGF 是

HIF-1α的靶基因，可促进血管生成和血管侵袭，在

有血管新生迹象的椎间盘突出和退行性椎间盘中

均有高表达[4]。瑞芬太尼是临床广泛应用的麻醉

剂，被报道能通过抑制炎症反应及细胞凋亡对肝缺

血再灌注损伤具有保护作用[5]。此外，研究发现瑞

芬太尼能通过调控HIF-1α表达改善心脏微血管内

皮细胞功能障碍[6]。瑞芬太尼对 IDD是否具有保护

作用尚不清楚。本研究旨在探讨瑞芬太尼对 IDD
模型大鼠的作用及机制。

1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　实验动物　健康雄性 SD 大鼠 40 只，体质量（250±
20） g，购于西南医科大学，动物许可证号 SCXK（川）

2018-17。
1.1.2　实验试剂　瑞芬太尼（Sigma 公司），兔抗鼠 HIF-1α
（货号 ab113642，Abcam公司），VEGF（货号 ab214424，Abcam
公司），PGC-1α（#2178）、TFAM（#8076）、Caspase-1（#24232）、

GSDMD（#50928）、NLRP3（#15101）均购自美国 CST 公司，

GAPDH 抗体（60004-1-Ig，武汉三鹰生物技术有限公司），

HRP标记的羊抗兔 IgG二抗（SE131，北京索莱宝科技有限公

司），肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor α，TNF-α）、白细

胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、白细胞介素-1β（interleukin-
1β，IL-1β）ELISA检测试剂盒（武汉博士德生物工程有限公

司）。Mini-Protean聚丙烯酰胺凝胶电泳仪（美国Bio-Rad公

司），MK3型酶标免疫分析仪（Biotek公司）。

1.2　实验方法

1.2.1　动物模型制备与分组　将 40 只 SD 大鼠随机分为假

手术组、模型组以及瑞芬太尼低、中、高剂量组，每组 8 只。

大鼠 IDD 模型建立采用针刺纤维环法[7]：将大鼠以 30 mg/kg 
戊巴比妥钠腹腔内注射麻醉，右腹部及腰背部备皮、清洁，碘

伏消毒，铺巾。于右腹后外侧作纵切口，依次切开皮肤及皮

下组织，经腹膜外入路暴露 L5/6椎间盘和终板，使用 21G穿

刺针经纤维环前外侧以平行终板方向进针，控制刺入深度约

2.3 mm，停留 10 s后拔除穿刺针，逐层缝合切口。假手术组

术中不进行穿刺操作，术后直接逐层缝合切口。IDD模型建

立 24 h 后，瑞芬太尼低、中、高剂量组静脉输注 0.2、0.6、
1.2 μg/（kg·min）瑞芬太尼，持续 30 min[8]，假手术组和模型组

同时给予等量生理盐水输注。治疗结束后经眼眶静脉丛采

血，处死大鼠并小心切取L5/6椎间盘组织。

1.2.2　大鼠椎间盘组织 HE 染色　将大鼠椎间盘组织使用

10% 中性甲醛溶液浸泡 24 h 后，依次采用标准梯度乙醇脱

水、二甲苯清除、石蜡浸泡、石蜡包埋、5 μm连续切片，然后

将切片置于80 ℃烤片1 h。冷却后，将切片采用二甲苯脱蜡、

乙醇梯度脱水后，依次采用苏木精和伊红（hematoxylin-eosin，
HE）染色，最后中性树胶封片。在光学显微镜下观察肺组织

病理改变。

1.2.3　ELISA法检测大鼠血清TNF-α、IL-1β及 IL-6水平　将

采集的血样离心后取上清液，使用 ELISA 法检测样本中

TNF-α、IL-6、IL-1β 水平，均严格按照相应试剂盒说明操

作，最后使用酶标仪测定 450 nm处吸光度值，并根据绘制的

标准曲线计算各样品中待测指标含量水平。

1.2.4　Western blot检测大鼠椎间盘组织相关蛋白表达　取

100 mg椎间盘组织，加入 1 mL IP细胞裂解液并加入终浓度

为 1 mol/L的 PMSF液至匀浆器中，冰缸上充分匀浆，离心后

收集上清液。BCA法定量提取的组织蛋白，取 40 μg样品蛋
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白经 SDS-PAGE 电泳转印至 PVDF 膜，然后以 5% 脱脂牛奶

室温封闭 2 h 后，以 GAPDH 为内参，分别加入 PGC-1α、

TFAM、Caspase-1、GSDMD、NLRP3、HIF-1α、VEGF 一抗 4 ℃
孵育过夜，TBST 洗膜 3 次；最后加入二抗室温下孵育 2 h，
ECL法显色，采用 Image J软件分析蛋白条带灰度值。

1.3　统计学处理

使用 SPSS 20.0软件统计分析数据。计量资料以均数±
标准差（x±s）表示。多组间比较使用单因素方差分析，进一

步两两比较采取SNK法。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　瑞芬太尼对 IDD大鼠椎间盘组织病理损伤的影响

HE染色后光镜下假手术组大鼠髓核组织完整，纤维环

排列整齐，髓核细胞和间质细胞数量无明显减少；而模型组

大鼠髓核缩小，纤维环排列紊乱，髓核细胞数量减少；中、高

剂量瑞芬太尼处理后，纤维环排列紊乱明显改善，髓核细胞

数量明显增多（图1）。

2.2　瑞芬太尼对 IDD 大鼠外周血 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 水

平的影响

与假手术组比较，模型组大鼠血清 TNF-α、IL-1β、IL-6

水平均升高（P<0.05）；与模型组比较，瑞芬太尼中、高剂量组

血清 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平均降低（P<0.05）。中高剂量

瑞芬太尼能明显抑制 IDD 模型大鼠炎症细胞因子 TNF-α、

IL-1β和 IL-6表达（表1）。

2.3　瑞芬太尼对 IDD大鼠线粒体功能的影响

与假手术组比较，模型组大鼠椎间盘组织 PGC-1α、

TFAM 蛋白表达水平均降低（P<0.05）；与模型组比较，瑞芬

太尼中、高剂量组大鼠椎间盘组织PGC-1α、TFAM蛋白表达

水平均升高（P<0.05）。中高剂量瑞芬太尼能明显促进 IDD
模型大鼠椎间盘组织PGC-1α、TFAM蛋白表达（图2、表2）。

2.4　瑞芬太尼对 IDD大鼠椎间盘组织细胞焦亡的影响

与假手术组比较，模型组大鼠椎间盘组织 Caspase-1、
GSDMD 及 NLRP3蛋白表达水平均升高（P<0.05）；与模型组

比较，瑞芬太尼中、高剂量组大鼠椎间盘组织 Caspase-1、
GSDMD及NLRP3蛋白表达水平均降低（P<0.05）。中高剂量

瑞芬太尼能明显抑制 IDD 模型大鼠椎间盘组织 Caspase-1、
GSDMD及NLRP3蛋白表达（图3、表3）。

表1　各组大鼠外周血TNF-α、IL-1β及IL-6水平比较

（n=8，x±s，pg/mL）

分组

假手术组

模型组

瑞芬太尼低剂量组

瑞芬太尼中剂量组

瑞芬太尼高剂量组

TNF-α
32.31±6.20

84.35±9.02a

77.65±6.25

56.65±8.50b

44.10±7.15b

IL-1β
15.89±5.07

34.68±7.59a

31.91±3.13

24.02±5.75b

19.64±5.04b

IL-6
16.65±4.10

37.52±7.20a

34.75±3.05

27.70±6.90b

21.53±4.54b

注：a，与假手术组比较，P<0.05；b：与模型组比较，P<0.05

注：1指代假手术组；2指代模型组；3指代瑞芬太尼低剂量组；4指代

瑞芬太尼中剂量组；5指代瑞芬太尼高剂量组

图 2　各组大鼠椎间盘组织 PGC-1α、TFAM 蛋白表达

表 2　各组大鼠椎间盘组织 PGC-1α、TFAM 蛋白表达比较

（n=8，x±s）

分组

假手术组

模型组

瑞芬太尼低剂量组

瑞芬太尼中剂量组

瑞芬太尼高剂量组

PGC-1α
1.26±0.17

0.59±0.19a

0.62±0.14

0.87±0.17b

1.03±0.22b

TFAM

1.20±0.11

0.49±0.06a

0.57±0.14

0.84±0.19b

1.06±0.17b

注：a，与假手术组比较，P<0.05；b：与模型组比较，P<0.05

A. 假手术组

C. 瑞芬太尼低剂量组

E. 瑞芬太尼高剂量组

B. 模型组

D. 瑞芬太尼中剂量组

图 1　各组大鼠椎间盘组织病理改变（HE，200×）
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2.5　瑞芬太尼对 IDD大鼠HIF-1α/VEGF信号通路的影响

与假手术组比较，模型组大鼠椎间盘组织 HIF-1α、

VEGF 蛋白表达水平均升高（P<0.05）；与模型组比较，瑞芬

太尼中、高剂量组大鼠椎间盘组织 HIF-1α、VEGF蛋白表达

水平均降低（P<0.05）。中高剂量瑞芬太尼能明显抑制 IDD
模型大鼠椎间盘组织HIF-1α、VEGF蛋白表达（图4、表4）。

3　讨 论

IDD 导致脊柱运动节段不稳、狭窄、畸形，引起

腰痛和运动功能障碍等症状，极大地威胁公众身体

健康[9]。尽管如此，IDD的分子机制尚未完全阐明。

本研究采用针刺纤维环法构建大鼠 IDD模型，实验

中椎间盘组织的 HE 染色显示模型组大鼠髓核缩

小，纤维环排列紊乱，髓核细胞数量减少，符合 IDD
的病理改变[10]。瑞芬太尼为 μ 阿片受体激动剂，作

为麻醉镇痛剂被广泛应用于临床。据报道，瑞芬太

尼在肾脏缺血再灌注损伤模型中显示出抗炎作

用[11]。本研究结果显示，使用中、高剂量瑞芬太尼处

理 IDD 大鼠明显改善了椎间盘组织病理损伤和炎

症反应。

炎症是 IDD 病理改变中的主要特征之一。目

前研究显示，细胞因子诱导是椎间盘退行性变的重

要危险因素，其中 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 作为主要

炎症细胞因子参与椎间盘退行性变，可引发炎症增

强、代谢紊乱和加速髓核细胞死亡[12]。相关研究中，

抑制 TNF-α 功能可改善椎间盘的退化。细胞器功

能异常，特别是线粒体功能异常与椎间盘变性密切

相关。在 IDD致病机制中，炎症与细胞器功能密切

相关。有研究证实，TNF-α刺激可导致线粒体功能

障碍[13]。此外，报道显示衰老髓核细胞线粒体形态

出现异常和功能障碍，同时伴有明显的炎症反应[14]。

本研究中模型组大鼠炎症细胞因子TNF-α、IL-6和

IL-1β水平明显升高，同时 Western blot检测到模型

组大鼠线粒体功能相关蛋白PGC-1α、TFAM表达水

平下降，提示 IDD模型大鼠髓核组织细胞线粒体功

能障碍，与既往报道相一致，而使用中、高剂量瑞芬

太尼处理 IDD 大鼠明显改善了炎症反应和线粒体

功能障碍。

髓核细胞数量减少是椎间盘退变的主要病理

机制之一。焦亡是最近发现的促炎性程序性死亡

模式，其被发现参与髓核细胞减少机制[15]。NLRP3
炎性小体和下游相关信号通路的激活被认为是焦

亡的关键过程。 NLRP3 炎性小体由受体蛋白

NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白和效应分子Caspase-1
前体形成高分子量蛋白复合体[16]。此外，NLRP3炎

性小体激活后，Gasdermin-N 结构域被裂解为 N 端

GSDMD 激活状态，刺破细胞膜，引起细胞裂解，释

注：1指代假手术组；2指代模型组；3指代瑞芬太尼低剂量组；4指代

瑞芬太尼中剂量组；5指代瑞芬太尼高剂量组

图3　各组大鼠椎间盘组织Caspase-1、GSDMD及NLRP3蛋白表达

表 3　各组椎间盘组织 Caspase-1、GSDMD

及 NLRP3 蛋白表达比较（n=8，x±s）

分组

假手术组

模型组

瑞芬太尼低剂量组

瑞芬太尼中剂量组

瑞芬太尼高剂量组

Caspase-1
0.63±0.11

1.14±0.23a

1.05±0.18

0.87±0.13b

0.81±0.12b

GSDMD
0.63±0.13

1.37±0.14a

1.23±0.15

0.91±0.11b

0.85±0.10b

NLRP3
0.70±0.34

1.61±0.27a

1.33±0.17

1.12±0.17b

0.94±0.16b

注：a，与假手术组比较，P<0.05；b：与模型组比较，P<0.05

注：1指代假手术组；2指代模型组；3指代瑞芬太尼低剂量组；4指代

瑞芬太尼中剂量组；5指代瑞芬太尼高剂量组

图 4　各组大鼠椎间盘组织 HIF-1α、VEGF 蛋白表达

表 4　各组大鼠椎间盘组织 HIF-1α、VEGF 蛋白表达比较

（n=8，x±s）

分组

假手术组

模型组

瑞芬太尼低剂量组

瑞芬太尼中剂量组

瑞芬太尼高剂量组

HIF-1α
0.33±0.09

1.70±0.38a

1.57±0.27

1.16±0.14b

0.84±0.30b

VEGF
0.44±0.18

1.55±0.22a

1.32±0.41

1.05±0.42b

0.84±0.26b

注：a，与假手术组比较，P<0.05；b：与模型组比较，P<0.05
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放炎症因子 IL-1β。本研究结果表明，模型组大鼠

椎间盘组织 Caspase-1、GSDMD 及 NLRP3蛋白表达

水平均升高，提示细胞焦亡增加。而使用中、高剂

量瑞芬太尼处理 IDD 大鼠明显改善了炎症反应和

线粒体功能障碍。

不受控制和不成熟的血管生成是包括 IDD 在

内的多种疾病的致病原因。研究表明，HIF-1α/
VEGF信号通路直接参与了血管生成的整个过程[3]。

VEGF是 HIF-lα的靶基因，可促进血管生成和血管

侵袭，在有血管新生迹象的椎间盘突出和退行性椎

间盘中均有高表达。研究发现，VEGF 基因可能增

加椎间盘变性的易感性；此外，VEGF表达水平与椎

间盘退行性变的严重程度呈正相关[17]。相关研究认

为，VEGF可能与 p53基因联合作用促进 IDD。本研

究结果表明，模型组大鼠椎间盘组织HIF-1α、VEGF
蛋白表达水平均升高，提示HIF-1α/VEGF信号通路

被激活。而使用中、高剂量瑞芬太尼处理 IDD大鼠

明显抑制HIF-1α/VEGF信号通路的激活。

综上所述，瑞芬太尼可改善 IDD大鼠椎间盘退

变，其机制与抑制椎间盘炎症反应、细胞焦亡，调控

HIF-1α/VEGF信号通路有关。
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