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脊柱结核兔模型的建立及研究进展
杨军(

!

邓强-

!

彭冉东4

!

李军杰X

!

王雨榕F

!

杨海云(

!

杜健强(

!摘要"

!

结核病由结核分枝杆菌侵袭人体器官引起(脊柱结核占肺外结核的
F)Y

&已成为严重威胁人类健康
的骨科疾病&其发病机制尚未完全明确&可使用的抗结核药物和治疗方案有限(动物模型作为研究疾病发病机制
及治疗药物的有力工具备受关注(新西兰兔因其腰椎解剖结构与人类相似&骨结核病变表现可以复现人类结核病
病理表现&以及构建脊柱结核模型操作方便等特点&广泛用于脊柱结核动物模型实验研究(笔者综述了脊柱结核
兔模型构建方法及其在结核病发病机制+抗结核新药研发及局部载药研究中的应用价值&为脊柱结核相关基础研
究中兔模型的建立及应用提供参考(
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结核分枝杆菌#

;

8

:$P#:4.3"'/4'P.3:'7$-"-

&

W9:

$

感染脊柱椎体引起脊柱结核&也称为
8&CC

病&约占
骨关节结核的

F)Y

,

(2-

-

(脊柱结核常见于胸腰段&

累及椎体和椎间隙&单纯附件结核少见,

42X

-

(脊柱结
核患者神经系统受累的发生率约为

()Y

$

X<Y

(

若累及脊柱关节&可引起脊神经损伤和畸形&致残率
高&严重影响患者的生活质量,

F

-

(

W9:

除了感染作
为天然宿主的人类外&还可引起兔类等其他动物感
染(临床研究不仅受到时间和空间的限制&还受到
人体试验伦理审核和方法限制%而动物模型克服了
这些束缚&已成为研究各种人类疾病的标准工具&尤
其在抗结核新药临床前研究中的重要作用正受到越
来越多的关注,

3

-

(兔模型是人类结核病研究中最受
欢迎的动物模型&其病变表现类似人类结核病表
现,

3

-

(目前&国内外有关脊柱结核兔模型的研究较
少&为此&笔者综述脊柱结核兔模型构建方法及其在
结核病发病机制+抗结核新药研发及局部载药研究
中的应用价值&为脊柱结核相关基础研究中兔模型
的建立提供参考(

一+脊柱结核模型动物的选择
结核病动物模型是开发诊断生物标志物+治疗

药物+预防疫苗和研究致病机制及识别靶点的基本
工具&是比较医学+转化医学和精准医学的基石,

<

-

(

常用的动物模型包括兔+小鼠+大鼠+羊+牛和非人类
灵长类等动物,

,

-

(与其他动物相比&豚鼠对
W9:

非常敏感&并具有与人结核病肉芽肿相似的结构&已
被广泛用于结核病研究,

+

-

(小鼠具有清晰的遗传背
景&价格低廉&有成熟的靶向基因敲除技术&因此&小
鼠通常被用作研究

W9:

突变+疗效评估和疫苗筛
选的模型(然而&小鼠结核性肉芽肿与人类结核病
肉芽肿区别较大&小鼠模型较少观察到干酪样坏死&

且豚鼠和小鼠的脊柱椎体相对较小&不适合作为脊
柱结核的动物模型,

()

-

(非人类灵长类动物的生物
学和行为特征与人类相似&它们在与人类疾病相关
的基础和临床前研究中起着重要作用&是研究结核
病最理想的实验动物(然而&由于其在实验室中饲
养成本高昂且困难&使用受到一定限制,

+

-

(由于兔
腰椎解剖结构与人类相似&其病变#肉芽肿+干酪样
变性坏死$表现与在人类疾病中观察到的相似&遗传
信息完整且可重复&更经济且易于获得&因此&兔经

常被用来复制人类脊柱结核的许多特定阶段疾病谱
#表

(

$

,

((2(4

-

(

8&

K

&O

等,

(X

-发现&兔结核病谱系与人
类结核病谱系之间存在明显相似性(兔脊柱结核模
型是评估骨结核药物疗效的最佳模型,

(F

-

(

表
>

!

常见脊柱结核模型动物优缺点
实验动物 优点 缺点

豚鼠
对结核分枝杆菌非常敏感&其
肉芽肿结构典型&可发展为坏
死&与人类结核病肉芽肿相似

体型过小&不适合脊
柱结核造模操作,

+

-

小鼠 遗传背景清楚&价格低廉&有
较成熟的定向基因敲除技术

一般不出现坏死&很
难在小鼠模型上观察
到干酪样坏死(脊柱
椎体细小&不适合进
行脊柱手术操作,

()

-

非人类灵
长类动物

遗传物质与人类同源&在生
理+形态和机能上相近&与人
类的生物学和行为学特性
相似

费用较高&实验室内
饲养较难&且数量
有限,

(3

-

兔
腰椎解剖结构+骨结核病变表
现等与人类相似&易于脊柱手
术操作

对结核分枝杆菌易感
性相对较差,

(-2(4

-

目前&脊柱结核造模常用椎旁接种法&该方法简
便易行且成功率高&可为抗结核新药的疗效评估提
供理想的动物模型(首先&兔脊柱解剖结构与人类
相似&椎体形态粗大&可进行椎体暴露手术+钻孔+植
骨等基本操作&较适合构建脊柱结核模型,

(<

-

(其
次&植入位置合适&新西兰兔脊柱模型研究中使用的
新西兰兔脊柱解剖结构与人类相似&椎体钻孔植入
菌株的位置应在上下终板接近椎间盘处&钻孔深度
为
F>>

&在该部位植入菌株符合脊柱结核发展的原
则(最后&使用合适的植入方法来引入细菌&

W9:

悬浮液可以注入明胶海绵中&可以减少或避免细菌
溢出并进行止血,

(,

-

(虽然结核病的动物模型不能
完全复现人类结核病的发生和发展&但脊柱结核兔
模型对深入研究结核病发病机制+免疫反应+病理反
应+研发抗结核新药及局部载药研究作出了重大
贡献,

(+

-

(

二+结核病兔模型概述
W9:

作为致病菌&是一种寄生细胞内细菌&能
够在受感染的巨噬细胞中存活(

(,,-

年&

E&HBIC

T&JL

在原始实验中首次采用结核病兔模型&确定了
W9:

是人类结核病的病原体&建立了真正意义上
的结核病兔模型,

-)2--

-

(

(+3X

年̂
GI'B

在一组.耐

'

(-F

'
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药/和.易感/兔队列中详细研究了兔相对耐药的
W9:

感染和在兔中毒性更大的牛分枝杆菌感染的
实验,

(<

&

(+

-

(这些开创性的研究为未来研究分枝杆
菌感染的宿主遗传易感性奠定了基础(随后出现了
多种结核病兔模型&包括脊柱结核兔模型+骨关节结
核兔模型+肺结核兔模型及消化系统结核兔模型等(

结核病兔模型为研究结核病提供了一种有价值的动
物模型(有效使用该模型有助于阐明宿主保护性免
疫的机制&为开发新药及评估新的诊断和治疗方法
提供更多的研究思路(

(/

脊柱结核兔模型构建方法!目前&建立脊柱结
核兔模型主要采用椎旁接种法&即在经弗氏完全佐
剂致敏的新西兰兔耳缘静脉缓慢注射戊巴比妥钠注
射液&术中注射利多卡因注射液以局部麻醉&麻醉效
果满意后&实验兔一侧腹部脱毛备皮&以侧卧位固定
于无菌手术操作台上&术区常规消毒铺单&沿第
(-

肋末端至髂嵴行纵向切割#长约
F

$

3J>

$&逐层
分开皮下+脂层+肌层&经横突侧腹入路显露̂

F

+

3̂

椎体&于̂
F

椎体下缘距椎间盘
)*FJ>

处从左后
方向右前方&与椎体冠状轴呈

4)r

角钻骨孔#深度约
F>>

&直径约
4>>

$&骨孔止血后填入吸附有
R4<EO

标准菌株悬混液的明胶海绵&逐层关闭切
口(手术中严格执行无菌操作+生物安全+保护标准
和动物伦理准则&将术后兔隔离分笼饲养(用来建
立脊柱结核兔模型的

W9:

包括强毒型
R4<EO

+减
毒型或无毒型

R4<EO?

+

=I%>?1

+北京家族等品
系,

-4

-

(如果所使用的
W9:

悬浊液浓度过高易引起
实验兔脏器广泛受损&甚至中毒致死&浓度过低可由
于未受感染而引起模型建立的失败&因此&用于构建
脊柱结核兔模型常用浓度为

F>

P

"

>@

&注射量为
)*->@

&常用于̂
X

$

3̂

椎体感染&随着病程发展可
形成包括肉芽肿等类似人类结核病的病理特征,

(+

-

(

ZB1

P

等,

(,

-在构建此模型时&术后评价显示
F-*+Y

实验组兔建模成功(

'̂G

等,

-X

-在建立模型实验时&

建模成功率为
3,*(Y

&其病理变化与人脊柱结核相
似(陈振等,

-F

-在构建该模型实验研究时&术后
-

个
月检测造模成功率为

<-Y

&感染兔病椎旁肉芽组织
W9:

培养阳性率约为
4+Y

(尽管用同一种造模方
法&造模成功率也有一定差异&这可能与感染途径+

悬浮液剂量和手术操作等有关,

-3

-

(

-/

脊柱结核兔模型造模成功的评价指标!在造
模术后&实验者以实验动物表现并配合仪器检查结
果来评判脊柱结核模型构建是否成功(对于模型是
否构建成功的评判标准&通常为观察动物一般情况&

评价影像学+组织学及细菌学等指标,

-F

-

(#

(

$一般
情况!主要包括实验兔的活动情况+精神状态+进食
行为&以及伤口是否有红肿+感染或脓肿&是否有截
瘫等情况(#

-

$影像学观察!术后
,

$

(-

周行腰椎
[

线摄影+

79

扫描&以观察是否有椎间隙变窄+骨
质破坏+椎旁脓肿&以及死骨形成+病灶范围及椎间
盘受累等情况(

79

扫描优于
[

线摄影&可显示椎
旁脓肿的存在(

79

扫描可清楚地显示病变中的死
骨+钙化和较细微的骨破坏&并可排除内脏结核及活
动性肺结核动物(与

[

线摄影和
79

扫描相比&

WE#

对评价脊柱结核模型更敏感,

-<

-

(#

4

$组织病理
学和细菌学检查!两者是评价脊柱结核动物模型成
功的金标准(骨结核主要以干酪样坏死型常见&增
生型次之&病椎取材染色后显微镜下观察细胞形态
和数量变化#表现为炎症细胞浸润+干酪样坏死+死
骨碎片形成&常累及周围软组织而形成椎旁脓肿&骨
小梁结构紊乱或消失&结核性肉芽肿形成等$(少数
可能因病灶取材部位不恰当或操作不当而镜下观察
不到干酪样坏死病变或结核结节样病变(细菌学检
查为病椎取材组织匀浆后经培养基

43

$

4<o

环境
下培养

4

$

X

周&观察是否有粗糙+干燥&呈黄色+白
色或橙色的

W9:

菌落分布(

三+脊柱结核兔模型的应用价值
临床上&药物治疗脊柱结核仍须遵循.早期+规

律+全程+联合+适量/的原则,

-,2-+

-

(药物治疗分为
强化期快速杀灭

W9:

及维持期杀灭胞内
W9:

(

目前&国际防痨和肺病联合会将异烟肼+利福平+吡
嗪酰胺+链霉素和乙胺丁醇等定为一线抗结核药物(

结核病初治强化期给予异烟肼#

F>

P

'

`

P

k(

'

%

k(

$+

利福平#

XF)

$

3))>

P

"

%

$+吡嗪酰胺#

-)

$

4)>

P

'

`

P

k(

'

%

k(

$和乙胺丁醇#

-)>

P

'

`

P

k(

'

%

k(

$&口服
-

个月%巩固期给予异烟肼和利福平&口服
X

个月%

总疗程达
3

个月,

4)24-

-

(目前&如何充分利用脊柱结
核兔模型载体进行脊柱结核发病机制研究+新型抗
结核药物研究+局部载药研究等是结核病研究中的
主要方向和热点,

(+

-

(

'
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(/

发病机制研究!

\?1

P

等,

44

-在探讨结核病中
>'E2(44?

通过靶向蛋白基质金属蛋白酶
+

在椎间
盘破坏中作用的实验研究中&通过椎体接种

W9:

菌株建立脊柱结核兔模型&发现
>'E2(44?

可通过下
调基质金属蛋白酶

+

的表达而抑制胶原蛋白降解&

从而降低
W9:

对椎间盘的破坏作用(

ZG&

等,

F

-在
探讨脊柱结核兔模型中单核细胞趋化蛋白

2(

#

>&1&J

A

CBJLB>&C?JC'J

K

I&CB'12(

&

W782(

$和核因
子

-

:

#

1GJ@B?IN?JC&I ?̀

KK

?2:

&

S62

-

:

$在结核病免
疫反应的作用研究中&通过椎体接种

R4<EO

标准
菌株而成功建立疾病模型(动物处死后取标本检测
实验组兔

W782(

和
S62

-

:

的
>ESV

和蛋白表达
均明显增加&血清白细胞介素

2-

#

'1CBI@BG̀'12-

&

#̂2-

$和
"

2

干扰素#

'1CBINBI&12

P

?>>?

&

#6S2

"

$水平
较低&血清

#̂2()

水平升高&表明
W782(

和
S62

-

:

的较高表达可能与脊柱结核兔的免疫功能下降有
关&可能与脊柱结核发病机制相关&可为脊柱结核提
供新的治疗方向(

-/

抗结核新药研究!异甘草素是一种来源于中
药甘草的具有抗炎作用的黄酮类化合物(一项研究
评估了异甘草素在脊柱结核兔模型中的治疗潜力,

4X

-

(

其通过在新西兰兔第
3

腰椎椎体接种
W9:

菌株建
立脊柱结核兔模型&并用

-)>

P

"

`

P

和
())>

P

"

`

P

的异甘草素干预(治疗
()

周后&取病灶椎体骨组织
进行检测&结果显示&异甘草素可能是一种通过下调
W782(

+

S62

-

:

+

#̂2X

和
#̂2()

的相对水平来抑制肉
芽肿形成的有效药物(这对抗结核新药的研发有重
要意义(

bL?&

等,

4F

-在通过上述方法后同样证明了
橙皮苷甲基查尔酮#橘类水果中提取的具有抗炎特
性的类黄酮衍生物$也可通过下调

W782(

+

#̂2X

+

#̂2()

和
S62

-

:

的相对水平来有效抑制肉芽肿的形
成而作为治疗结核病的选择(

动物模型也加速了贝达喹啉+利奈唑胺等新一
代治疗耐药结核病的药物的出现(对新型抗结核药
物耐药机制的深入研究可为开发抗结核新药铺平道
路&使治疗方案向短程化+安全有效+低不良反应的
趋势发展,

43

-

(

4/

局部载药研究!戈朝辉等,

4<

-在观察载药白蛋
白纳米粒治疗兔脊柱结核疗效的研究中发现&两组
实验兔分别通过耳缘静脉滴注载药白蛋白纳米粒和

普通药物制剂&前者在体内有良好的缓释特性&在病
灶骨组织中有效生物分布&治疗效果明显优于后者(

黄正辉等,

4,

-通过将一种脂肪间充质干细胞与利福
平缓释微球复合物植入骨结核病灶内&该复合物是
一种可以在病灶周围长期维持一定药物浓度&增强
骨缺损修复的新型生物材料(通过观察该复合物对
脊柱结核兔模型的治疗效果后表明&该复合物可抑
制

W9:

生长&减少椎体骨质破坏&对动物脊柱结核
模型具有良好的治疗作用(

W?

等,

4+

-在关于评价负
载异烟肼和利福平的牛血清白蛋白纳米颗粒#

#SR2

E682:"V2S80

$治疗兔脊柱结核疗效的研究中&采
用
#SR2E682:"V2S80

注射液干预脊柱结核兔模
型&干预后分别在第

3

周和第
(-

周对实验兔进行称
重和

79

扫描&以及对血液和组织中异烟肼和利福
平的浓度进行测量(结果表明&

#SR2E682:"V2S80

具有体内持续释放和靶向生物分布在病灶椎体中的
特点&其在脊柱结核兔中的治疗效果远优于普通异
烟肼和利福平(

\?1

P

等,

X)

-在研究中采用溶剂蒸发
法制备利福喷丁聚乳酸缓释微球&将其与羟基磷灰
石"

,

2

磷酸三钙#

RV

"

,

2978

$复合材料结合&得到载
药缓释复合物&建立并利用载药缓释复合物干预脊
柱结核兔模型(体内实验表明&该复合物对病灶缺
损部位组织修复有较好的作用&复合物组中兔的血
红细胞沉降率和

7

反应蛋白降至正常水平&脊柱结
核治疗效果优于普通药物治疗组(

通过研究
W9:

致病机制&发现新型药物靶点
可促进对新型抗结核药物的研发&大大提高结核病
患者的治愈率&也可指导临床初期分子诊断及合理
使用抗结核药物,

4F

-

(目前&对于局部载药的研究较
为广泛&通过复合植入物局部载药&缓释出可以杀灭
W9:

的有效药物浓度&植骨材料实现有效融合&促
进骨缺损区骨细胞生长(基于脊柱结核动物模型对
脊柱结核发病机制研究+新药研发&以及优化药物治
疗方案#将现有药物的抗结核效果最大化并缩短治
疗周期$+预防

W9:

耐药性的产生等诸多方面均有
重要价值,

X(

-

(

四+讨论与展望
结核病研究的关键问题涉及机制不明确+肺外

结核诊断和治疗效率低下+治疗方案限制+耐多药结
核病治疗困难+结核病患者个体治疗复杂和早期诊
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断生物标志物短缺等,

<

&

X(

-

(动物模型历来是疾病
研究的基础&通过构建可以精准复制脊柱结核病理
改变和临床过程的动物模型&研究疾病发病机制和
宿主反应&对结核病的临床研究有重要推动作用(

不同动物的脊柱结核模型已被用于结核病免疫发病
机制+新药+生物标志物鉴定+宿主遗传等研究&并与
人体研究相结合&用于候选药物临床试验前期试验(

虽然许多动物可用于脊柱结核动物模型&每种
动物各有特点&但至今为止尚未构建出一种能够完
全模拟脊柱结核发病的动物模型(此外&人们越来
越多地使用基于人类疾病机制的动物模型来补充和
减少实验动物体内研究模型的使用&以便于更好地
研究

W9:

致病机制及新药开发(理想的结核病动
物模型不仅是

W9:

感染的模型&还可以从病理组
织中分离培养出

W9:

&而且模型应可以始终模仿肺
外结核临床症状+器官中的细菌负荷+免疫学指标+

影像学改变和特征性病理改变(新西兰兔是研究脊
柱结核的良好模型动物&但因其体型较大和生物防
护要求的提高&导致购买成本昂贵&且缺乏相关的免
疫试剂(实验兔还会在尿液中排出

W9:

而存在生
物防护隐患(虽然存在这些局限性&但脊柱结核兔
模型可以通过复现人类肺外结核典型的疾病特征+

更短的疾病进展和更好的实际效果来达到实验目
的(兔模型有助于我们了解结核病&并以可重复和
低成本高效益的造模方式理解宿主

2

病原体相互作
用的机制&也是开发药物和疫苗的复杂途径的基础(

脊柱结核兔模型在结核病发病机制和治疗药物
研究中作用重大(结核病兔模型正电子发射计算机
体层摄影

279

+实时荧光定量
87E

技术+基于探针
的药物敏感性检测技术和基因测序等新技术也可用
于肺外结核模型的诊断&以提高诊断敏感度并快速
评估药物疗效&从而可以探索用于诊断和评估药物
疗效的新方式(随着临床试验数据的出现&也可更
多地了解动物模型的预测价值(值得注意的是&动
物模型的实验结果只是间接指示&药物的治疗作用
需要通过临床试验验证&动物模型使用过程中还需
科学把握面临的挑战和机遇(
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