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中文摘要 

目的：利用體外椎間盤培養系統探討外生性交聯療法對於不同退化程度椎間盤之

療效。 

背景簡介：一般中老年人常見的脊椎退化性病徵為下背痛，許多文獻指出下背痛

可能源自於椎間盤退化，而椎間盤退化是由許多影響因子共同調控的結果，其機

制目前尚未完全明瞭，為了針對退化性椎間盤作全面性的治療，完整模擬椎間盤

退化即為首要課題。現今研究中，用於治療椎間盤退化的藥物之一為天然胜肽交

聯劑-梔子素，其生化作用機制為增加蛋白質或膠原蛋白之間的胺基鍵結，用以增

加椎間盤整體結構穩定度、提高動態強度與緩衝能力，然而，尚未有研究對於梔

子素於不同退化程度之椎間盤治療成效作詳細探討與比較。 

材料與方法：實驗使用六個月大的年輕猪隻，試樣取用為胸椎骨第一到第六節

(T1~T6)之間的椎間盤，為確保試樣新鮮將於猪隻屠宰後四個小時內進行實驗。本

研究使用胰蛋白酶(trypsin)模擬椎間盤退化早期蛋白質變性的過程，模擬退化組中

每個試樣於第一天處理完畢後打入 0.5 ml, 0.25%的胰蛋白酶，模擬椎間盤晚期嚴

重退化的組別將於第二天施加高強度之疲勞負載(平均力量420N, 負載頻率2.5Hz, 

負載時間4hours, 負載次數約36000 cycles)，而治療組則進一步於第二天打入1 ml, 

0.33%的梔子素(genipin)作治療，各組試樣均放置於生物培養系統中，並於培養一

週後作力學測試及生化測試。 

結果： 模擬早期退化之蛋白質變性椎間盤，其靜態及動態力學性質皆有顯著性降

低，染色切片結果顯示椎間盤組織結構鬆散、排列不一致；模擬晚期退化之蛋白

質變性加破壞椎間盤，其聚合模數及勁度上升但衝擊緩衝能力及滲透度下降，染

色切片結果顯示其組織破壞損傷嚴重、失去結構完整性，因此無法維持原本高度

被壓得更緊緻。加入梔子素治療後，蛋白質變性椎間盤的椎間盤高度、聚合模數、

循環負載後勁度值、循環負載前阻尼係數及椎間核水份含量，相對於治療前皆有



 

v 
 

顯著性回復；然而，梔子素治療對於蛋白質變性加破壞的椎間盤，其內部組織缺

損破壞無法修復，但治療後組織強度仍然有回復的趨勢，而椎間核含水量大幅增

加，可推測其相比於破壞嚴重的退化組有較好的緩衝能力，因此阻尼係數於循環

負載前後皆有顯著地回復。 

結論：天然胜肽交聯劑-梔子素可用於治療早期退化性椎間盤，並回復其生物力學

性質；若椎間盤退化嚴重且伴隨組織缺損，則梔子素可以回復椎間盤喪失之部分

動態力學性質，但無法完全修復缺損的組織，而這些組織破壞可能導致椎間盤退

化持續進行。 

關鍵詞：椎間盤、退化模型、外生性交聯、梔子素、體外椎間盤培養系統 
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Abstract 

Objective: To investigate the efficacy of exogenous cross-linking therapy in treating 

the degenerated intervertebral disc by using ex vivo whole disc culture system. 

Summary of background data: Disc degeneration induced low back pain syndrome 

is observed in elderly human. The disc degeneration can be induced by factors such as 

protein denaturation and micro-defect within disc fiber. A disc degeneration model can 

be effectively used for the screening of clinical strategy for disc degeneration treatment. 

The treatment based on this model can be studied to find the physiological effect. In 

recent studies, exogenous cross-linking therapy has been shown to enhance stability 

and dynamic properties of disc by increasing protein cross-linking. Nevertheless, the 

mechanical and biological effects of peptide cross-linking reagent on different degrees 

of disc degeneration shall be concerned to further assess the feasibility of exogenous 

cross-linking therapy. 

Methods: Total 40 porcine thoracic discs (T1~T6) were dissected from 6-month-old 

juvenile pigs within 4 hours after sacrifice. After specimen preparation, discs were 

equally assigned to five groups (n=8 for each group), and all specimens were incubated 

for 1 week before test. Groups were divided as follows: intact group, early degenerated 

group, early degenerated with treatment group, severely degenerated group, severely 

degenerated with treatment group. For all groups except intact group, 0.5 ml 0.25% 

trypsin solution was injected into specimen on Day 1 to produce protein denaturation, 

which is the simulation for early degenerated disc, and high strength fatigue loading 

(Frms= 420 N, frequency= 2.5 Hz, loading period= 4 hours) was given to produce 

micro-defects within disc fiber to resembling the severe disc degeneration on Day 2. 
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For groups with treatment, specimens were injected with 1 ml 0.33% genipin solution 

after simulation of disc degeneration. Mechanical test and biological detection were 

performed after one week incubation. 

Result: In group of early degenerated disc, the results showed that the mechanical 

property of disc significantly decreased both in static and dynamic test, and also the 

disorganization of the laminate structure was found in histological stain. If the disc is 

damaged by fatigue loading after protein denaturation, the aggregate modulus and 

stiffness increase with height loss, but damping coefficient, permeability and water 

content decrease because of structural defects. This defect was also found in 

histological stain. After taking exogenous cross-linking therapy, the degenerated disc 

recover its mechanical property and restores the water content to normal condition, but 

the structural defects which occur in severely degenerated disc cannot be repair by 

cross-linker. 

Conclusion: Genipin-treated discs show the recovery of mechanical properties after 

protein denaturation which presumes to be process of early disc degeneration, and the 

efficacy maintains for at least one week; however, mechanical defects which occur in 

severely degenerated disc cannot be treated by protein cross-linking. 

Key words: intervertebral disc, degeneration model, exogenous cross-linking, genipin, 

ex vivo whole disc culture system 
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1.2 椎間盤的力學性質 

椎間盤為人體中重要的吸震緩衝器官，因日常生活作息中無論是靜態行為

(如坐臥、休息)或動態行為(如行走、奔跑、跳躍)都會對椎間盤產生力學負載，所

以探討椎間盤之力學性質是評估其功能完整性的重要課題。 

 

1.2.1 靜態力學性質 

椎間盤為高含水量之組織，水份含量於椎間核及椎間環內分別約佔 80%與

70%，已知組織間固相與液相介面之交互作用將導致機械力學性質及細胞表徵改

變 30,82，且椎間盤含水量與蛋白多醣吸附水分的能力有關，因此椎間盤之生物力

學性質會同時受到含水量及蛋白多醣含量所影響 58,63,68，其中用以研究椎間盤內

流體與細胞基質間相互作用的理論稱作流變學(rheology)43。椎間盤由纖維環及凝

膠狀髓核所組成，可視為一非等向性複合結構，為了探討椎間盤流變學性質，本

研究將利用 Mow 等人 54 於 1980 年提出而後由 Soltz 等人 74 於 1998 年修正的線性

雙相數學模型(linear biphasic mathematical model)描述之。Mow 等人提出的雙相線

性數學模型有四個重要假設如下：假設一、固相與液相本質皆為不可壓縮

(uncompressible)，不可衰減(nondissipative)，材料特性包含線性與彈性；假設二、

能量衰減源於固液相交接面相互移動所產生的摩擦；假設三、待測物的固相與液

相體積(或重量)比值會隨待測物深度而改變；假設四、待測物的水分滲透度為常

數。其中，流變學包含兩個材料參數，分別為代表固相特性的聚合模數(aggregate 

modulus, HA)以及代表液相特性的滲透性(hydraulic permeability, ǩ)。聚合模數可用

來描述受外力負載時椎間盤之整體機械強度，其值越大表示結構剛性高、強度越

好；滲透性則用來描述流體於細胞基質與組織間流通的能力，其值越高表示流體

越容易於組織間流動進出。 
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1.2.2 動態力學性質 

椎間盤是一個具黏彈性特徵的軟組織，所以相較於機械強度高的椎骨其具有

良好地抵抗外來衝擊、緩衝震盪及儲存能量的功能 5,34,81。由於椎間核含水量高，

當椎間盤受壓時，將導致核內靜水壓升高，為了平衡內外壓力椎間核會順勢向外

展延，而椎間環會因椎間核向外推擠而產生形變，此時含有許多膠原蛋白的纖維

環組織就像彈簧形變一樣同時產生一股反作用力抵抗椎間核，限制並防止其過度

膨脹 49。當外在負載移除後，核內靜水壓減少，椎間環向內縮回同時將原先形變

時儲存的能量轉移給椎間核，能量傳遞來往間減緩脊椎受到衝擊時可能產生的直

接傷害，因此椎間盤可視為一個具有彈簧阻尼效果之減震緩衝系統。本研究將椎

間盤模擬成一維自由震盪之彈簧阻尼系統，此系統使用兩個參數來探討椎間盤動

態力學性質，分別為勁度模數 K(stiffness)及阻尼係數 C(damping coefficient)； 

如前所述，椎間盤的基本力學功能為抵抗外力負載與緩解震盪衝擊能量，因

此，前者可用勁度模數描述，後者則用阻尼係數來代表。當勁度越高表示物體越

硬、越不易因受力而產生形變、抵抗外力負載的能力越好，阻尼係數越大則代表

物體受到力量衝擊後震盪速度越慢、吸震效果越好。由此可見，若將椎間盤整體

類比成一種複合材料的構造，其力學性質也同時受到椎間核、椎間環及椎終板多

種不同材料性質所共同影響，因此椎間盤裡任何組織構造及生化的改變都可能會

影響椎間盤整體的力學性質；倘若椎間盤退化使組織變性、力學性質改變，則其

性質改變勢必造成不同於健康椎間盤的受力模式，而受力模式的改變也會導致組

織結構或生化性質受影響，環環相扣的交互影響下可能使得椎間盤吸震抗負載的

功能日益衰減。 
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1.3 退化性椎間盤 

隨著年齡漸增，組織細胞衰變老化的同時將伴隨著許多退化性疾病產生，其

中下背痛(low back pain)更是多數人於中老年時期可能會發生的問題 6,40，這是由

於脊椎受力分布不均導致骨頭不正常增生或椎間盤突出壓迫到神經所致，而致使

脊椎受力分布不均的成因有很多種，常見的成因可能是椎間盤退化後機械性質改

變導致其緩衝能力降低或結構不完整 9,20，其中，椎間盤退化可能來自於養分代謝

不良、細胞衰老、代謝後廢物累積或是細胞受到疲勞負載破壞死亡 13,75,79，但目

前還無法明瞭其完整機制，因此許多研究致力於瞭解完整的退化機制進而針對退

化早期研發最適當的治療方法。 

1.3.1 病理特徵 

  根據文獻可知，椎間盤退化過程中包含一連串細胞生化衰老反應及整體結構

改變，前者常見於椎間核、而後者則多數見於椎間環及椎終板 1-3,10。椎間盤退化

過程一般始於椎間核，隨著年齡增長椎間核合成蛋白多醣及第二型膠原蛋白的速

率及產量降低、營養代謝效率也變差 55，同時第二型膠原蛋白的降解速率及第一

型膠原蛋白的合成速率上升，這將使得椎間核喪失保水能力亦即無法維持正常滲

透壓，最後導致其組織纖維化，進而因其傳遞及緩衝外力的能力降低改變外圍椎

間環的受力分佈狀況 67；當椎間核逐漸乾涸且纖維化越來越嚴重時，內側椎間環

開始因為受力不均而產生環向裂縫，最後發展成徑向裂縫，因此退化晚期的椎間

盤通常伴隨有明顯的椎間環徑向破壞 1,10,27。目前臨床上常用來觀測並推斷病人椎

間盤退化程度的方式為核磁共振造影(magnetic resonance imaging，MRI)，其影像

主要針對退化性椎間盤水分含量與健康椎間盤不同而有明顯的變化，文獻上指出

使用核磁共振造影可於尚未發生退化症狀的病人身上觀測到早期退化徵兆 66，一

般根據 Thompson 等人 76 制定的標準來表示退化程度，由第一級無退化(grade I, 

non-degenerated)到第五級嚴重退化(grade V, severely degenerated)，藉由觀測影像

上椎間盤各部位之型態變化可以區別其退化程度。 
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1.3.2 模擬退化模型 

為了找出治療退化性椎間盤的有效療法，許多研究利用動物實驗模擬退化性

椎間盤，並針對其病徵加以治療。目前有幾種較常使用的退化模型，第一種方式

為利用口徑較大的針頭於椎間盤製造一破壞性針孔，此針傷可能造成椎間盤結構

被破壞、高度降低、局部組織產生發炎反應以及原有力學性質受影響，並導致椎

間盤持續退化 51,72,73。文獻指出針頭直徑與椎間盤高度比是影響椎間盤性能的重

要參數 38，若針頭直徑與椎間盤高度比介於 25%~40%之間，則針傷可能會影響椎

間盤功能或產生其內部微小破壞；但若比值高於 40%，將會明顯降低椎間盤的力

學性質，並導致退化持續進行 17。第二種方式為使用長時間且高強度之疲勞負載

使得椎間環纖維產生類似於退化晚期的微小破壞(micro-fracture)，而此破壞將導致

椎間盤因結構不完全而機械強度降低 81，曾有文獻提到椎間環層與層之間的結構

與剪應力分佈是影響椎間盤功能的重要因素 23，因此部分學者認為機械外力可能

破壞組織結構進而加速椎間盤退化 31,81,84。第三種方式則是利用注射酵素產生酶

解作用，用以模擬椎間盤退化早期的蛋白質變性過程，一般常使用的酵素是胰蛋

白酶(trypsin)，如圖 1-3 所示，其作用方式為切斷蛋白質中由賴氨酸(Lysine)或精

氨酸(Arginine)的羧基所構成的肽鏈，使蛋白質變性水解成肽，最佳作用環境酸鹼

值 pH 值 8.0、溫度 37℃。文獻中指出，注射胰蛋白酶將導致蛋白多醣及水份含量

隨時間增加而減少，但不會使得整體膠原纖維組織受損 35，學者認為應針對不同

退化階段使用相對應的治療方式 70，研究指出使用藥物治療椎間盤退化最為有效

的時期在於退化早期蛋白質變性但其他纖維組織並未受損的狀態 45,48,64,71，因此一

般認為使用酵素酶解蛋白質適合作為椎間盤早期退化模型的模擬方式。 

 

圖 1-3 胰蛋白酶作用機制 
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1.3.3 臨床治療方法 

治療椎間盤退化疾病的理想方法在於同時減緩患者病徵以及恢復椎間盤基

本功能 70，一般常見的臨床治療方式有物理治療(physical therapy)4、脊椎融合手術

(spinal fusion surgery)52、椎間盤修補(disc repair)50、全椎間盤置換(total disc 

replacement)19、外生性交聯療法(exogenous cross-linking therapy)14-16,26、椎間盤再

生(disc regeneration)21等；其中，物理治療、脊椎融合手術及椎間盤修補偏向於減

輕患者疼痛症狀或延緩退化，較無法回復成健康椎間盤的狀態，椎間盤置換手術

過程及術後感染風險較高，目前較少醫生建議使用這項療法，外生性交聯療法與

椎間盤再生療法皆為生物性之藥物治療，較有可能同時達成減緩病徵及恢復椎間

盤基本功能的目的，此外，目前椎間盤再生研究中常使用的材料皆屬價位較高且

取得不易的藥劑(例如:生長因子、幹細胞、基因療法)，然而，外生性交聯藥劑則

相對價位低且容易取得，因此目前也有一些研究針對外生性交聯療法對於治療退

化性椎間盤的未來可行性作探討。另一方面，臨床上選用治療方法的策略和退化

程度相關 70，若為退化早期椎間盤內部細胞自我修復能力較好的時期，則此時較

適當之前瞻性治療為注射可增加組織間強度或能刺激細胞增生、回復細胞外間質

的藥物，如再生療法與交聯療法；反之，若為退化晚期椎間盤內部組織結構已經

嚴重破損且細胞表徵能力變差，則此時椎間盤修補可能為較恰當的治療方法。 

治療成效之驗證方法，可以分為生化測試及力學測試兩大類。生化測試目前

主要觀測的主體是細胞，只需要取出一部分椎間盤組織或細胞即可進行檢測，常

見的檢測參數包含細胞活性(cell viability)、醣胺多醣(glycosaminoglycans, GAGs)

及蛋白多醣(proteoglycan)含量、去氧核醣核酸(DNA)及核醣核酸(RNA)之表徵、細

胞型式(phenotype)、第一及第二型膠原蛋白(type I & type II collagen)含量等。力學

測試方面則大多屬於巨觀之椎間盤功能性測試，受測試樣經常使用完整椎間盤組

織，檢測包含整體靜態力學性質、動態性質及型態學上的改變；此外，也有少部

分基礎研究為了瞭解組織與組織間的相互作用而探討微觀之組織生物力學性質。 
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1.4 體外椎間盤培養系統 

由於藥物治療仰賴生物作用之進行，於是各種療法之研發階段皆需藉由動物

實驗模擬藥物於生物體內實際作用的情形，但活體動物實驗(in vivo)花費昂貴且飼

養費時不易，同時須顧及道德倫理的衝突與考量，故早期有學者將椎間盤細胞移

植到培養基上觀察，並進行生化測試來驗證細胞培養用於藥物治療研發之可行性

7,12,39，結果顯示，細胞存活率及分化能力降低，可能原因在於細胞脫離原本生物

體內的三維環境，造成週遭環境參數巨幅改變，使得細胞表徵無法真實呈現，因

此，此作法成效僅侷限於細胞階段，無法用來驗證藥物治療是否能夠有效回復退

化性椎間盤的整體功能。 

細胞培養對於椎間盤功能探討仍有其限制存在，故近年來有學者為了瞭解整

體椎間盤功能表現而進行體外椎間盤培養系統(ex vivo)之研究 24,25,32,37,42，此方法

保留椎間盤完整構造並利用系統模擬出符合其生理條件的環境，可用以探討藥物

於椎間盤內與組織間相互作用的結果 11，且花費相對於活體動物實驗便宜，亦比

一般活體外實驗(in vitro)更趨近於體內椎間盤表現。然而，體外椎間盤培養系統

相較於單純細胞培養其考量層面較為複雜，必需克服營養傳輸及失去椎骨構造限

制可能膨潤的問題。因此，學者提出保留上下椎終板限制椎間盤膨潤並使用抗凝

血劑減少血塊阻塞傳輸孔道的作法 22,44，同時將椎間盤置於高濃度葡萄糖溶液中

配合模擬生理條件之動態式外力負載 32,37,42，並將整體系統放置於恆溫 37℃之生

物培養箱。(如圖 1-4) 

 

圖 1-4  Junger37 等人在 2009 年發展之生物培養器示意圖 
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1.6 實驗假說 

本實驗主要量測參數為代表椎間盤流變性質之聚合模數(HA)與滲透度(ǩ)以

及代表動態力學性質之勁度(K)與阻尼係數(C)，而椎間盤的流變性質及動態力學

性質與其退化程度相關，其中的調控因子包括負載條件、生化組成及組織結構。

文獻指出聚合模數與水份含量及蛋白多醣含量成正比 8，因此若使用胰蛋白酶模

擬退化早期蛋白質變性過程，推斷此時蛋白多醣的結構被破壞，椎間盤吸附水分

子的能力降低，將使其整體聚合模數及水分含量降低；而同時將會因為椎間盤結

構不穩定，使其受外力負載時椎間盤高度及液體滲透度降低、受衝擊時勁度及阻

尼係數皆降低(亦即緩衝能力下降)。倘若於蛋白質變性後再進一步施加疲勞負載，

預期椎間盤纖維會產生微小破壞、結構強度無法維持 81，受壓後將使得椎間盤高

度下降、組織與組織間孔隙被壓縮得更緊緻，此時代表組織固相特性的聚合模數

及代表剛性的勁度上升，液體滲透度與阻尼係數為下降。最後若使用梔子素治療，

將增加膠原蛋白間的肽鏈鍵結，使得椎間盤整體生物力學性質趨向於健康椎間盤

的表徵。 
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Media container 
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表 2-1 鐵氟龍材料特性表 

鐵氟龍 Teflon - 分子式(C2F4)n 

性質 數值 單位 

比重 2.10 - 2.30 gr/cm2 

抗拉強度 280 - 352 kg/cm2 

伸長率 200 - 400 % 

抗拉彈性係數 0.41*104 kg/cm2 

壓縮強度 120 kg/cm2 

壓縮彈性係數 0.50*104 kg/cm2 

硬度 塑氧 D 55-55 ROCK well 

熔點 317 - 327 ℃ 

熱變形溫度(4.6 kg/cm2) 260 ℃ 

絕緣破壞強度 45 Kv/mm 

熱傳導率(C/cm) 5.9 104-cal/sec/cm2 

熱膨脹係數 9.9 105cm/℃ 

吸水率(24 Hrs) < 0.01 % 

弱酸影響 耐性非常強 耐性 

*註:資料來源-晶利實業股份有限公司 http://www.jing-li.com.tw/table03.php 

 

2.1.2 循環系統 

椎間盤之養分傳輸是影響其健康與否的重要因子，為了達到體外實驗之最佳

類比效果，本實驗利用養分循環系統模擬人體內部養分傳輸循環效應。循環系統

主要分為兩大部分，第一部分為位於培養箱內部用以存放培養液之離心管(容量

50 ml)，該離心管使用自制三孔蓋作為培養液傳輸之通道，其作用分別為吸取培

養液、回收培養液以及氣體交換，吸取培養液的通道使用三通接頭增加更換管線





(c) (a) 

(b) 
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最後將取下之試樣用無菌生理食鹽水(phosphate buffered saline, PBS)加入 0.5%的

抗生素(gentamicin)配合針筒沖洗數次，確認清除多餘的血塊及組織後，將試樣浸

入醫用碘酒(beta-iodine)中，待液體完全覆蓋表面後取出靜置 2~5 分鐘待乾，最後

使用含抗生素之食鹽水將表面碘酒清洗乾淨，上述步驟完成後即可將處理完的試

樣置入自製生物培養器中。生物培養液參考文獻 37 之配方如下：DMEM 4.5 g/L, 

NaHCO3 3.7 g/L, FBS 10%, HEPES 25mM, P/S 1%, Gentamicin 3mL/L。 

 

3.2 實驗流程 

本實驗主要分為五個組別，分別是健康組(intact,簡稱 I)、蛋白質變性組(trypsin, 

簡稱 T)、蛋白質變性後治療組(trypsin+genipin,簡稱 G)、蛋白質變性加破壞組

(trypsin+fatigue,簡稱 TF)、蛋白質變性加破壞後治療組(trypsin+fatigue+genipin,簡

稱 GF)，實驗流程如圖 3-2 所示，每組各 8 個試樣，五組共 40 個試樣，每個試樣

將於培養 7 天後進行潛變測試及動態性質測試。 

 

 

圖 3-2 實驗流程圖 

潛變測試 (1小時)

動態性質測試 (0.5小時)

試樣準備

7 天

12 小時

7 天

1 天1 天

6 天

疲勞負載

1 天

6 天 注射梔子素

6 天

注射胰蛋白酶 注射胰蛋白酶 注射胰蛋白酶

疲勞負載注射梔子素

注射胰蛋白酶

健康 蛋白質變性
(模擬早期退化)

蛋白質變性 + 疲勞破壞
(模擬晚期退化)

I T G TF GF
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3.3 實驗方法 

實驗流程中健康對照組不作任何破壞或治療，處理試樣完畢隨即置入恆溫培

養箱，培養一週後取出作材料測試。本研究使用胰蛋白酶(trypsin)模擬椎間盤退化

早期蛋白質變性的過程，模擬退化組中每個試樣於第一天處理完畢後打入 0.5 ml, 

0.25%的胰蛋白酶，模擬椎間盤晚期嚴重退化的組別將於第二天施加高強度之疲

勞負載(平均力量 420N, 負載頻率 2.5Hz, 負載時間 4hours, 負載次數約 36000 

cycles)，而治療組則進一步於第二天打入 1 ml, 0.33%的梔子素(genipin)作治療，

各組均於培養一週後作力學測試及生化測試。 

 

流變性質測試 

利用本實驗室自製之潛變測試機台作測試，根據每個椎間盤大小給予 0.8MPa 的

定力負載，測試時間 1 小時。 

 

動態性質測試 

利用本實驗室自製之連續式衝擊測試平台作測試，於試樣擺放完畢後作一次衝擊

測試(接觸時間40ms, 衝擊能1.2J)，再施予試樣一循環負載30分鐘(平均力量420N, 

負載頻率 5Hz, 負載次數 9000 cyles)，循環負載後再作一次衝擊測試。此測試中，

循環負載之用意在於了解椎間盤於休息及日常活動狀態下(人體脊椎一週疲勞負

載約 18000 次)可能表現出的動態性質。 

 

水份含量 

將作完力學測試的試樣對半剖開，如圖 3-3 分別取下三個部位的組織，椎間核

(nucleus pulposus)、內層椎間環(inner anulus fibrosus)、外層椎間環(outer anulus 

fibrosus)，取樣大小約為直徑 5mm。試樣取下後放入事先量好重量的小鐵盒，量

取試樣濕重後使用冷凍乾燥法去除水份，再量取乾重並求出水份含量(式 3-1)。 



試樣粗切片 固定組織 脫鈣 薄切片 染色石蠟包埋 封存
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3.4 數學模型 

3.4.1 流變性質 

線性雙相數學模型的統御方程式(governing equation)如式 3-2 所示，HA代表

聚合模數(aggregate modulus)，ǩ代表滲透性(permeability)，u(z, t)代表椎間盤位移

量(disc displacement)，z 代表從椎間盤從中心縱向往外延伸的直線距離，t 則代表

負載時間；其中，初始條件(initial condition)為 u(z,0) = 0，邊界條件(boundary 

condition)為 u(0,t) = 0。椎間盤流變學線性雙向數學模型中 HA跟 ǩ這兩項材料參

數可透過潛變測試(creep test)求解，潛變測試中椎間盤所受應力可由式 3-3 表示

(i.e., 範圍由椎間盤中心 z = 0 至椎終板邊緣 z = h/2)，其中 p(z, t)代表椎間盤受壓

狀態時內部液體壓力，應力值σ(t)於實驗中為定值(i.e., -PA)，假設邊界條件為椎

終板端液體壓力為零(i.e., p(h/2, t) = 0)，此時式 3-3 可由式 3-4 表示，最後計算得

到此式通解(general solution)如式 3-5 所示。 

 

1

ǩ
0																																						 式 3 2  

 

σ , 																															 式 3 3  

	
	
	 	

																																		 式 3 4  

 

u z, t
2 1

1
2

1
2
2

																																					 

4 ǩ 1
2

									 式 3 5  
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3.4.2 動態力學性質 

本研究將椎間盤模擬成一維自由震盪之彈簧阻尼系統，系統示意如圖 3-5(a)，

此系統之統御方程式如式 3-6 所示，其中 M 為質量(mass)代表衝擊承受器及椎骨

的質量總和，X 代表椎間盤的軸向位移量，K 代表勁度模數(stiffness)，而 C 代表

阻尼係數(damping coefficient)。衝擊測試期間，椎間盤軸向位移相對於時間的變

化波形有四個主峰(如圖 3-5(b))，較大的峰值位於第一及第四個波，代表衝擊期

間(impulse period)衝擊錘接觸椎間盤與椎間盤共同震盪的位移量，第二及第三個

波的峰值較小，代表衝擊錘彈離椎間盤後，椎間盤自由震盪(free vibration)的位移

量。若令第二波峰值為 x1，第三波峰值為 x2，自由震盪週期τd 為第二波峰與第

三波峰的時間間隔，則經由公式 3-7, 3-8, 3-9，可求得椎間盤的勁度(K)與阻尼係

數(C)。 

M 0																																							 式 3 6  

2
																																												 式 3 7  

1
2

ln	 																																											 式 3 8  

2 √ 																																														 式 3 9  

 

圖 3-5 (a)一維自由震盪彈簧阻尼系統 (b)衝擊測試時椎間盤軸向位移-時間圖 

-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

20 40 60 80 100 120

D
is

p
la

ce
m

en
t 
(m

m
)

Impulse 
period

Free vibration period

τd

x1
x2

0

Time (ms)

自由震盪期

衝擊

C

M

K

(a) (b)



 

26 
 

3.5 統計分析方法 

以單因子變異數分析法(One-way ANOVA)分析「健康組(I)」、「蛋白質變性組

(T)」「蛋白質變性後治療組(G)」、「蛋白質變性加破壞組(TF)」、「蛋白質變性加破

壞後治療組(GF)」五組間是否有顯著性差異，使用 LSD 後設分析法判定 p 值<0.05

代表兩組間具顯著性差異。動態性質測試中，各組疲勞負載前後(0min,30min)的

比較使用相依樣本 T 檢定(pair t-test)分析，判定 p 值<0.05 有顯著性差異。 
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4.1.2 流變性質測試 

健康椎間盤於培養一週後的聚合模數為 1.737 (0.478) MPa、液體滲透度為

0.269 (0.038) x10-15m4/Ns，蛋白質變性水解後使得椎間盤聚合模數顯著下降為

1.304 (0.244) MPa (p=0.027)、液體滲透度也顯著下降成 0.197 (0.052) x10-15m4/Ns 

(p=0.007)；若再加上疲勞破壞，相對於蛋白質變性組，其椎間盤聚合模數 1.478 

(0.283) MPa 沒有顯著變化 (p>0.05)，但液體滲透度顯著下降為 0.143 (0.041) 

x10-15m4/Ns (p=0.040)，如表 4-1 所示。加入梔子素交聯會使得蛋白質水解後的椎

間盤聚合模數及液體滲透度皆趨近於健康椎間盤(HA=1.8090.315 MPa; ǩ=0.224 

0.062 x10-15m4/Ns)，與治療前比較，聚合模數上升且有顯著性差異(p=0.011)，但

液體滲透度沒有顯著變化；然而，對於水解後加入疲勞破壞的椎間盤，梔子素交

聯會使得聚合模數及液體滲透度皆有上升趨勢(HA=1.9060.479 MPa; ǩ=0.204 

0.056 x10-15m4/Ns)，相對於治療前有顯著性差異(p=0.028, p=0.021)，如表 4-2 所

示。流變學性質測試之整體結果如圖 4-2 及圖 4-3 所示。 

表 4-1 模擬不同退化階段對於椎間盤聚合模數及液體滲透度的影響 

 聚合模數 HA (MPa) 液體滲透度 ǩ (x10-15m4/Ns) 

蛋白質變性 1.304 (0.244) 0.197 (0.052) 

變性+疲勞破壞 1.478 (0.283) 0.143 (0.041) 

p-value p>0.05 *p=0.040 

 

表 4-2 使用梔子素治療對於不同退化階段之椎間盤影響 

 蛋白質變性 蛋白質變性+疲勞破壞 

 HA(MPa) ǩ(x10-15m4/Ns) HA(MPa) ǩ(x10-15m4/Ns)

治療前 1.304 (0.244) 0.197 (0.052) 1.478 (0.283) 0.143 (0.041) 

治療後 1.809 (0.315) 0.224 (0.062) 1.906 (0.479) 0.204 (0.056) 

p-value *p=0.011 p>0.05 *p=0.028 *p=0.021 
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以下將模擬不同退化階段之椎間盤動態性質比較整理成表 4-3，另外將不同退化

階段之梔子素治療效果整理成表 4-4。 

 

 

表 4-3 模擬不同退化階段對於椎間盤動態性質的影響 

 循環負載前 (0min) 循環負載後 (30min) 

 K (N/mm) C (Ns/mm) K (N/mm) C (Ns/mm) 

蛋白質變性 555.41 (51.46) 0.457 (0.089) 606.55 (83.41) 0.411 (0.071) 

變性加破壞 601.01 (75.31) 0.380 (0.070) 675.70 (38.24) 0.299 (0.102) 

p-value p>0.05 *p=0.044 p>0.05 *p=0.013 

 

 

表 4-4 使用梔子素治療對於不同退化階段之椎間盤動態性質的影響 

  蛋白質變性 蛋白質變性+疲勞破壞 

  K (N/mm) C (Ns/mm) K (N/mm) C (Ns/mm) 

循環負載前 

(0 min) 

治療前 555.41 (51.46) 0.457 (0.089) 601.01 (75.31) 0.380 (0.070)

治療後 608.09 (70.21) 0.541 (0.069) 618.17 (54.86) 0.483 (0.050)

p-value p>0.05 *p=0.033 p>0.05 *p=0.009 

循環負載後 

(30 min) 

治療前 606.55 (83.41) 0.411 (0.071) 675.70 (38.24) 0.299 (0.102)

治療後 699.22 (76.84) 0.478 (0.062) 678.01 (85.68) 0.414 (0.077)

p-value *p=0.012 p>0.05 p>0.05 *p=0.010 

 

 

 





 

35 
 

4.2.2 染色切片 

由於椎間核構造為凝膠狀組織，故切片過程中容易分離脫落，大部分封存之

試樣玻片中椎間核組織所剩不多，故椎間環整體組織觀察使用 5X 顯微鏡，而比

起椎間環相對微量的椎間核則使用 10X 顯微鏡觀察拍攝之。 

健康組：由圖中可以看出椎間環組織排列整齊且分層明顯，免除掉平行的切

片刀痕，可發現各層組織間有小縫隙存在，整體椎間環走向微微向外突出，表徵

正常無破壞；椎間核部分，組織分布均勻無異樣。(圖 4-9) 

蛋白質變性組：可以明顯看出打入胰蛋白酶變性的組織已經失去椎間盤原有

抗壓強度，使得椎間環組織整體向外突出，且組織邊界變得不明顯，內部分層開

始產生剝離的現象；椎間核變性水解後，可以看到結構變得不完整，組織分布有

些區域零散、有些則聚集在一起，整體表現不均勻。(圖 4-10) 

蛋白質變性後治療組：蛋白質變性水解後加入梔子素治療，椎間環組織分層

依舊不如健康椎間盤明顯，但可以發現梔子素對於組織強度有回復的作用，使得

原本蛋白質變性後應該向外突出的椎間環回復至類似於健康椎間盤的組織走向；

椎間核組織經梔子素治療後，可以從圖中發現組織有被凝聚的現象，使得群聚數

量增加、零星散布的組織數量減少。(圖 4-11) 

蛋白質變性加破壞組：若對已變性之椎間盤作機械式疲勞破壞，則由圖中觀

察到，椎間環組織間出現大量裂縫及缺損，且缺損部位組織走向紊亂不一致；椎

間核組織較為零散不緊密，從圖中可看出疲勞破壞對於椎間核影響不大，其組織

分布與蛋白質變性組有相同的特徵。(圖 4-12) 

蛋白質變性加破壞後治療組：使用梔子素治療已被蛋白質變性且疲勞破壞的

椎間盤，可以從切片圖中看出其椎間環組織有多處明顯損傷，但椎間環彎曲突出

的曲率不大且排列走向較為一致，推測梔子素使變性水解後的組織增強鍵結，並

回復部分機械強度；從椎間核部分可以看出，組織排列變得較緊密，表徵類似於

蛋白質變性後治療的組別。(圖 4-13) 
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第五章 綜合討論 

5.1 椎間盤退化模型討論 

目前對於模擬退化性椎間盤的方式眾說紛紜，仍然沒有一個理想方式可用來

類比椎間盤真實的退化過程，由文獻中可知，椎間盤退化早期之組織生化反應為

蛋白質變性，近而因組織力學性質改變影響受力分佈狀況，最後導致纖維組織因

疲勞負載產生局部機械損傷 65，因此本研究利用蛋白質變性水解及疲勞負載造成

的機械損傷來比擬不同退化階段之椎間盤。 

由實驗結果可以發現，僅注射胰蛋白酶產生蛋白質變性的組別，其靜態力學

性質中椎間盤高度、聚合模數及液體滲透度於培養一週後皆有明顯下降，而動態

性質部分，勁度值、阻尼常數及水份含量也顯著性下降，由染色切片結果可以瞭

解，其蛋白質變性後組織與組織間肽鍊鍵結被打斷，導致椎間核水解及椎間環組

織走向不一致、椎間盤高度無法維持且內部結構不完整，進而因力量傳遞模式改

變使其原有的生物力學性質也受到影響。關於椎間盤蛋白質變性後的生物力學性

質，前人主要針對椎間核及椎間環分別研究之，學者 Périé 等人於文獻中提到，

胰蛋白酶會降低椎間核聚合模數並升高液體滲透度 57，而學者 Iatridis 等人使用椎

間環試樣亦得到相同的趨勢 83，但本實驗結果顯示注射胰蛋白酶產生變性後，椎

間盤整體聚合模數與液體滲透度相比於健康椎間盤皆為降低，滲透度結果不一致

之原因推測如下，前人研究中所使用的模型為限制模型(confined model)，其主要

限制組織於測試期間產生徑向膨脹，若負載力量大時可能低估組織真實形變量，

文獻指出關節軟骨(articular cartilage)的液體滲透度與其壓縮應變量(compression 

strain)相關 46，若壓縮應變量增加則滲透度相對降低(孔隙體積減少)，而本實驗使

用非限制模型(unconfined model)，允許試樣於潛變測試期間產生徑向變形，注射

胰蛋白酶變性後的椎間盤組織強度降低，受壓瞬間組織整體強度無法維持而軸向

位移量增加、椎間盤高度下降，導致液體滲透度降低。 
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5.3 實驗限制 

本研究所使用的非限制模型可能因為測試期間椎間盤徑向變形使得其截面

積增加，因而高估椎間盤真正受到的壓應力。如前所述，本研究潛變測試中使用

之定力負載 0.8MPa 為椎間盤受力大小除以受壓前的椎間盤截面積所得。文獻中

指出，若椎間盤受定力 500N 達 15 分鐘，其徑向突出量約為 0.55mm 至 0.86mm56，

則約使椎間盤截面積增加 5%亦即減少壓力 5%。依此類推，在本研究中，椎間盤

受到的真正壓力應比本研究所估算的小 5%。 

部分文獻提及，組織間內源性非酵素交聯作用(endogenous non-enzymatic 

crosslinks)亦稱醣化作用(glycation)將隨著年齡增長而增加，而其交聯生成的最終

產物(advanced glycation end-products, AGEs)將會導致組織變硬、勁度上升，逐漸

失去原本的韌性 69,80，而養分代謝速率降低及椎終板鈣化也是導致椎間盤退化的

重要因素；綜觀而言，整體椎間盤退化機制由許多因子互相調控，無論是生化作

用或是機械外力作用都有其影響層面，然而，本研究中所模擬的椎間盤退化模型

於生化作用部分僅模擬初期蛋白質變性，缺少其他部分的探究，因此本研究之退

化模型僅代表退化過程中，椎間盤於某個時期的生物力學性質，並不能完全比擬

真實的椎間盤退化。 
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第六章 結論與未來展望 

6.1 結論 

本研究利用體外培養系統探討不同階段之椎間盤退化模型以及使用外生性

交聯療法治療退化性椎間盤之可能性。研究結果顯示：(一)使用胰蛋白酶模擬退

化早期蛋白質變性的椎間盤，其靜態及動態生物力學性質皆有顯著性下降，且生

化組織結構亦有明顯退變的情形，若注射梔子素對其進行治療，則外生性交聯作

用使得膠原蛋白組織交聯鍵結增加，進而恢復部分力學性質及水份含量；(二)利

用蛋白質變性加上疲勞破壞模擬退化晚期的椎間盤，綜觀其生物力學性質及生化

組織結構，無論是相對於健康椎間盤亦或是早期退化性椎間盤都是顯著性下降，

可以得知其原有之功能已被破壞，若使用梔子素對其進行治療，則組織間交聯增

加可恢復水份含量及部分動態力學性質，但疲勞破壞造成之組織缺損無法修補。 

因此，得知天然胜肽交聯劑-梔子素可用於治療早期退化性椎間盤，並回復

其生物力學性質；若椎間盤退化嚴重且伴隨組織缺損，則梔子素可以回復椎間盤

喪失之部分動態力學性質，但無法完全修復缺損的組織，而這些組織破壞可能導

致椎間盤退化持續進行。 

 

6.2 未來展望 

為了瞭解更真實的椎間盤退化過程，模擬出合適的退化模型，進而針對退化

情形作治療，理想的退化模型必須充分考慮內部組織生化作用(例如：蛋白質醣化

作用與椎終板鈣化)，因此，未來研究可以著重探討調控組織變性的因子；然而，

目前研究結果指出外生性交聯療法對於治療嚴重退化的椎間盤有其一定瓶頸，未

來研究可以利用外生性交聯療法搭配生物材料進行組織修補，用以回復椎間盤整

體力學性質並減緩退化持續進行。 
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