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补肾活血方含药血清对离体兔脊柱运动节段压力

退变模型的影响
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!张平 &
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&

!摘要" 目的!观察补肾活血方含药血清对离体兔脊柱运动节段压力退变模型的影响"方法!将
!:

只
:VQ

月龄体

重为
!R>V& WD

的新西兰白兔#根据随机数字表分为含药组与对照组$每组各
%

只$处死后在无菌条件下分别取出脊柱

运动节段各
!$

个$ 均放入脊柱运动节段离体加载和培养装置中进行培养$ 其中含药组与对照组培养液中分别含有

'"X

补肾活血方含药血清与
#KX

无药血清$于培养前及培养后第
&

%

%

%

#:

天$两组各取
%

个椎间盘分别进行组织形态

学%蛋白多糖
YZE [ Z\

特染%

!

型胶原免疫组化和
ZDD

与
(16!,]

的
^F,6_0*5F Y(^

检测" 结果!组织形态学检测示培养

'

周内含药组较对照组形态维持更好&

YZE [ Z\

检测示两组蛋白多糖含量均减少&免疫组化示含药组
!

型胶原含量
& C

时较对照组明显升高'

!`KRK>

(&

'

周后虽明显降低$但仍较对照组显著)

!`KRK>

(&

^3_Y(^

显示两组培养
& C

后
ZDD

表

达较术前显著下降*

!`KRK>

(*

!`KRK'

($两组
% C

与
': C

时比较差异无统计学意义*

!aKRK>

(&两组
& C

时
(16!,]

表达均

明显上调$且含药组表达更加显著*

!`KRK'

($

% C

后两组虽明显下降*

!`KRK>

($但含药组比对照组仍表达显著*

!`KRK>

($

': C

时两组表达水平均较低$差异无统计学意义*

!aKRK>

(+ 结论!补肾活血方含药血清短期内能一定程度上延缓椎间

盘退变$可能与该方改善循环%抑制炎性%调节细胞外基质有关$提示本方对椎间盘退变有早期防治作用"

!关键词" 兔& 脊柱& 椎间盘退行性变& 血清

!"#

!

'KR&bQb [ NR*SS+R'KK&_KK&:R!K'$RK%RKKb

$%%&'( )% *&+,- )% !"#$%& '"()"% .+&*'+/.(/)0

#补肾活血方$

)0 +122/( 3/(4 /0(&+5&+(&2+16 7/*' -)(/)0 *&8-&0(* /0

5/(+) ',6(,+& "#$% &'( )*+

'

"#, -' ./0

'

12%3 4'+ 56(+

'

78%3 96(+. :/(+

'

(+; "#$%3 !'+.< =6* 9*>0+; ?*@(ABC*+B

0D 9@'+(E

'

7(+.F'+. #05@'B(E 0D G6'+( $>(;*CH 0D I6'+*5* 4*;'>(E 9>'*+>*5

'

J*'F'+. 'KK'K!

'

I6'+(

9:;<=9>< "2?&'(/5&

!

31 I152,/F FJJFI0 1J SF/45 1J J/56*+ #/0K/* 2/FSI/*20*1+

%补肾活血方&

1+ /,GG*0 O*0) *+0F/cF/d

0FG/,6 C*SI 510*1+ SFD5F+0S *+ c*0/1 I4604/F @&(4)7*

!

3OF+0H J14/ 9FO <F,6,+C O)*0F /,GG*0S ,DFC J/15 : 01 Q 51+0)S ,+C

OF*D)0FC J/15 !R> 01 & WD OF/F C*c*CFC *+01 5FC*I,0FC D/142 ,+C I1+0/16 D/142

'

% *+ F,I) D/142R ^,GG*0S OF/F FeI40FC 4+CF/

I1+C*0*1+ 1J ,SF2S*S

'

!$ S2*+,6 510*1+ SFD5F+0S OF/F 0,WF+ 140 *+ F,I) D/142

'

,+C SFD5F+0S OF/F 61,CFC *+ S2*+,6 510*1+ SFDd

5F+0S *+ c*0/1 ,+C I4604/FC *+ I4604/F ,22,/,04SR 940/*F+0 S1640*1+ 1J 5FC*I,0FC D/142 I1+0,*+ 'KX SF/45 1J J/56*+ #/0K/*

2/FSI/*20*1+

%补肾活血方&'

,+C 'KX G6,+W SF/45 *+ I1+0/16 D/142R EFcF+ C*SIS GF0OFF+ 0O1 D/142S OF/F 0,WF+ 140 ,+C 1Gd

SF/cFC GH )*S0151/2)161DH

'

2/10F1D6HI,+ YZE [ Z\ S0*+*+D

'

I166,DF+!*554+1)*S01I)F5*I,6 S0,*+*+D

'

Zff

'

(16!,] GH Y(^ 0FS0

GFJ1/F I4604/F ,+C 1+ 0)F &0)

'

%0) ,+C #:0) C,H ,J0F/ I4604/FR =&*,6(*

!

?*S0151/2)161DH /FS460S S)1OFC 0)F J1/5,0*1+ 1J 5FC*d

I,0FC D/142 O,S GF00F/ 0),+ 0),0 1J I1+0/16 D/142 ,0 # OFFW ,J0F/ I4604/FR YZ\ [ Z\ 0FS0 /FS460S S)1OFC I1+0F+0 1J 210F1D6HI,+

GF0OFF+ 0O1 D/142S OF/F CFI/F,SFCR ]54+1)*S01I)F5*I,6 /FS460S S)1OFC I1+0F+0 1J I166,DF+!*+ 5FC*I,0FC D/142 OF/F 1Gc*d

14S6H *+I/F,SFC 0),+ 0),0 1J I1+0/16 D/142 ,0 & C,HS

'

G40 CFI/F,SFC 1Gc*14S6H ,0 # OFFW 0),+ 0),0 1J I1+0/16 D/142R Y(^ /FS460S

S)1OFC Fe2/FSS*1+ 1J ZDD *+ 5FC*I,0FC D/142 O,S 1Gc*14S6H CFI/F,SFC 0),+ 0),0 1J I1+0/16 D/142

'

G40 +1 S0,0*S0*I,6 S*D+*J*I,+IF

GF0OFF+ 0O1 D/142S 1+ 0)F % 0) ,+C #: 0) C,HR Le2/FSS*1+ 1J (16!,] GF0OFF+ 0O1 D/142S ,0 & C,HS OF/F *+I/F,SFC

'

,+C 5FC*I,0d

FC D/142 *+I/F,SFC 1Gc*14S6H 51/F

'

O)*6F 0)F/F OF/F +1 S*D+*J*I,+0 C*JJF/F+IF GF0OFF+ 0O1 D/142SR >)0'6,*/)0

!

EF/45 1J

J/56*+ #/0K/* 2/FSI/*20*1+

%补肾活血方&

I146C CF6,H *+0F/cF/0FG/,6 C*SI CFDF+F/,0*1+ ,0 S)1/0 0*5F J1/ *0 *S /F6,0F O*0) *5d

2/1c*+D I*/I46,0*1+

'

*+)*G*0*+D *+J6,55,01/H

'

/FD46,0*+D Fe0/,IF6646,/ 5,0/*e

'

S1 0)F 2/FSI/*20*1+ 26,HS ,+ *521/0,+0 /16F *+ F,/6H

2/FcF+0*1+ ,+C 0/F,05F+0 J1/ *+0F/cF/0FG/,6 C*SI CFDF+F/,0*1+R
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中医药对腰椎间盘退变等慢性病有其独特的优

势! 但中医药成分众多"机制复杂#再结合研究对象

体内代谢及环境差异等因素# 难以全方位深入探明

其作用机制# 构建理想的实验模型对研究椎间盘退

变的发病机制和临床干预有着重要的意义 $

'

%

! 离体

兔脊柱运动节段压力退变模型# 模拟了生理范围内

的持续静态压力负荷造成的椎间盘退# 使其能够在

可控的条件下研究单因素对椎间盘的影响 $

!

%

! 补肾

活血法是治疗椎间盘退行性疾病的常用方法之一#

以肾虚血瘀立法# 根据古方青娥丸加减形成的补肾

活血方# 临床运用该方治疗相关退行性疾病可取得

满意疗效$

&

%

! 本实验拟观察补肾活血方含药血清对

离体兔脊柱运动节段压力退变模型的影响# 初步探

讨其作用机制# 为补肾活血法治疗椎间盘退行性疾

病提供依据!

!

材料与方法

!" !

实验动物

健康新西兰白兔
!:

只#

:;<

月龄#雌雄不限#体

重
!7=;& >?

#购买于北京市昌扬西山养殖场#许可证

编号&

@(AB

'京(

!"''CDD'D

!

!" #

补肾活血方含药血清制备

补肾活血方由
<

味药物组成&杜仲
'= ?

"补骨脂

'D ?

#怀牛膝
'D ?

#丹参
'! ?

#威灵仙
'D ?

#木瓜
E ?

'由中国中医科学院望京医院中药房提供#并由北京

中医药大学中药学院负责煎制(#具体制备方法参照

文献$

:

%&生药量每付
<< ?

#加水超过药物表面
&;

= F5

#浸泡
&D 5*+

后武火煮沸 #煮沸后改文火煎

&D 5*+

#过滤#将药液保存至清洁干燥烧杯中#剩余

药渣行第
!

煎#加水超过药渣表面
#;! F5

#武火煮

沸后改文火煎
!D 5*+

#过滤#将药液与第
#

煎药液混

合"摇匀#容积约
:DD 56

#水浴蒸发至每毫升浸膏含

生药量为
!7E% ?

'药物浓度为
!7E% ? G 56

(! 根据随机

数表法各抽取
=

只白兔制备对照组与含药组血清#

给药前禁食
'! )

# 每千克体重用药量按标准动物剂

量折算表$

=

%计算确定#相当于临床等效量! 按照以下

公式计算& 白兔每日用药量
H

成人每日用药量
G

正常

成人体重
I

换算常数
I

校正系数# 白兔按生药
&7=E%

?

)

>?

J#

)

K

J#灌胃#对照组以等量生理盐水灌胃! 连续

灌胃
#D K

# 末次灌胃
! )

后麻醉状态下腹主动脉采

血#

: L

静置过夜后离心# 取血清
=< L

灭活
&D 5*+

#

过滤除菌#分装#

J!D L

保存备用!

!" $

分组与干预方法

根据随机数表法将其余
':

只实验新西兰兔随

机分为含药组与对照组'压力退变组(#各
%

只!新西

兰兔麻醉后# 耳缘静脉给予肝素钠#

= 5*+

后空气栓

塞处死#带入超净工作台*立即在无菌条件下自背部

纵切口#自尾部完整取出腰段及下位胸段脊柱#入高

渗肝素
MN@

液冲洗*在
!7=

倍放大镜下应用咬骨钳"

手术刀片切取
3

#!

O

#

"

O

!

#

&

"

O

:

#

=

"

O

<

@

#

脊柱运动节段

'

:

节段(# 自相邻椎间盘的椎体与骨性终板结合处

锐性分离#得到完整脊柱运动节段#包括髓核'

9M

("

纤维环'

PQ

(及上下软骨终板'

RM

(及相邻椎体'

8N

(*

用带有
#$

号针头的无菌注射器吸取含肝素的高渗

MN@

液冲洗标本表面的碎屑及终板上的血凝

块 #于含肝素的
SN@@

液 '含
# DDD T G 56

青霉素 #

# 5? G 56

链霉素(中漂洗
! 5*+

!

两组样本放入脊柱运动节段离体加载和培养装

置中'图
#

(#均予
& >?

压力#予细胞培养液
UVRV

#

均含有
'"W

胎牛血清"

!= !? G 56

抗坏血酸"

=D 5? G 56

庆大霉素#并用
9,(6

将细胞培养液的渗透压调整到

:#D 5.X5 G >?

$

=

%

#其中对照组
UVRV

加入
#DW

无药

血清# 含药组
UVRV

加入
#DW

补肾活血方含药血

清! 两组均置于
=W (.

!

"

&% L

恒温培养箱进行整体

培养#每
! K

更换培养液! 分别在培养前和培养后第

&

"

%

"

#:

天#两组各取
%

个脊柱运动节段分别进行椎

间盘组织学观察"

"

型胶原免疫组化" 蛋白多糖和

Y3JM(Y

测定!

!" %

观察项目与方法

!" %" !

组织学观察 分别于术后第
&

"

%

"

#:

天时两

组取椎间盘
:

个#

#DW

甲醛固定#

RU3P

脱钙#石蜡包

埋#切取一半行连续切片#厚约
:Z< !5

#另一半行免

疫组化检测# 切片应用标准
SR

染色方法观察两组

椎间盘的组织学变化!

!" %" #

免疫组织化学染色 分别于术后第
&

"

%

"

#:

天时用
:

个组织学观测中的另一半椎间盘#使用

"

型胶原抗体对髓核组织切片行免疫组织化学染色

观察# 应用
9[@JR6\5\+0X U !7&D

图像分析系统测量

"

型胶原免疫组织化学染色切片# 得到平均光密度

值'

5\,+ 120*F,6 K\+X*0]

#

V.U

(#进行
"

型胶原半定

量分析!

!" %" $

髓核蛋白多糖检测 分别于术后第
&

"

%

"

#:

天时采用组织学观测中的
:

个椎间盘#切片后常

规脱蜡#脱水入水#

&W

醋酸水溶液'

2S !7=

(略漂洗#

阿利新蓝染液'

2S !7=

(染
= 5*+

#流水冲洗后入蒸馏

水#

#W

高碘酸水溶液
= 5*+

#蒸馏水充分漂洗#雪夫

试剂
#= 5*+

#流水冲洗
#D 5*+

#苏木精淡染后水洗使

胞核显淡蓝色#无水乙醇冲洗及脱水#二甲苯透明#

中性树胶封片#倒置显微镜下观察拍片!

&'()*+,- Y,^^*0X

*

@2*+\

*

[+0\/_\/0\^/,6 K*XF K\?\+\/,0*1+

*

@\/45

`)1+??41 a4 !),+? G ()*+, - ./0)12 3/,45,

#

!"'$

#

&'

'

%

(&

<!%J<&: bbb7c??Xcc7F15

<!$
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!" #" # :;,6<0*5; =(:

检测 每个时间点取两组椎

间盘
&

个!切开纤维环!刮匙取髓核!至
>=

管中!液

氮!研碎"取
!7" 56

离心管!加入
'"" 5?

左右液氮研

磨后的组织样品!加入
' 56 3:@A.B

!振荡
' 5*+

# 常

规方法提取
:9C

!取
' !?

总
:9C

!

'7!D

琼脂糖凝胶

电泳#采用
=/*5;/ E7F

引物设计软件和引物设计原则

进行
=(:

引物的设计!然后由上海生物工程有限公

司负责合成!序列如下表$表
#

%& 按常规方法进行

GH9C

的合成与
:;,6<0*5; =(:

反应& 将原始数据'

扩增曲线和熔解曲线等信息从定量软件中导出进行

分析!得到样本基因相对表达图谱#

!" #

统计学处理

采用
I=II #J7F

统计学软件!所得的定量资料数

据以均数
K

标准差(!

!

!"

%表示!组间比较采用单因素

方差分析!两组数据之间比较采用
#

检验!时间因素

单独效应分析采用重复测量方差分析& 以
$LF7FE

为

差异有统计学意义&

$

结果

$" !

组织学观察

培养前椎间盘
M>

染色可见中央完整的髓核与

周围同心圆排列的纤维环结构! 上下两端为软骨终

板!髓核内富含细胞与基质!分布均匀!纤维环层次

清楚!与髓核组织界限清晰& 对照组培养
% N

时髓核

细胞分散'数目减少!与纤维环断离明显!纤维环出

现部分裂伤!

#O N

时髓核中心组织结构解离'数目减

少!与纤维环界限不清"含药组培养
% N

时髓核细胞

轻度分散' 与纤维环出现部分断离! 纤维环出现裂

伤!完整性仍好!

#O N

时髓核细胞数目减少'分散'髓

核中心组织结构部分解离'与纤维环大部分离断(见

图
#

%&

$" $

蛋白多糖检测

=CI P CQ

染色组织中的蛋白多糖! 其中过碘酸

一雪夫氏(

=CI

%染色呈紫红色主要反映中性蛋白多

糖含量!奥辛兰(

,6G*,+ R64;

!

CQ

%染色主要反映基质

图
!

含药组与对照组椎间盘矢状面切片
M>

染色 (

S'"

%

!%"

新鲜标本椎间盘整体形态观

察可见髓核内富含细胞与基质!分布均匀!纤维环层次清楚!与髓核组织界限清晰
!&"

含药

组培养
& N

椎间盘整体形态观察可见形态仍完整
!'"

含药组培养
% N

时髓核细胞轻度分散!

与纤维环出现部分断离!完整性仍好
!("

含药组
'O N

时椎间盘整体形态观察可见髓核细胞

明显减少! 髓核组织明显分离
!)"

对照组培养
& N

椎间盘整体形态观察可见形态较完整

!*"

对照组培养
% N

时髓核细胞分散!与纤维环断离明显!纤维环出现部分裂伤
!+"

对照组

'O N

时髓核中心组织结构解离明显

,-+"! M> T0,*+*+? 1U *+0;/V;/0;R/,6 N*TG 1+ T,?*00,6 T;G0*1+ R;0W;;+ 5;N*G,0;N ,+N G1+0/16 ?/142

(

S'F

%

!%" X1/5,0*1+ 1U U/;T) T,526; 1U *+0;/V;/0;R/,6 N*TG T)1W;N G;66 ,+N T4RT0/,0; W;/; /*G);N

*+ +4G6;4T 24621T4T

!

N*T0/*R40;N ;V;+6Y

!

U*R;/ /*+? 6;V;6 W,T G6;,/

!

,+N ),N G6;,/ R14+N,/*;T W*0) +4Z

G6;4T 24621T4T !&" X1/5,0*1+ 1U *+0;/V;/0;R/,6 N*TG ,0 & N,YT T)1W;N G1526;0; !'" X1/5,0*1+ 1U *+0;/V;/0;R/,6 N*TG ,0 % N,YT T)1W;N G;66 1U +4G6;4T

24621T4T W,T T6*?)06Y N*T0/*R40;N

!

R/;,[ 1UU U*R;/ /*+? W*0) G1526;0; U1/5,0*1+ !(" X1/5,0*1+ 1U *+0;/V;/0;R/,6 N*TG ,0 'O N,YT T)1W;N G;66 1U +4G6;4T 246Z

21T4T W,T 1RV*14T6Y N;G/;,T;N

!

+4G6;4T 24621T4T T;2/,0;N !)" X1/5,0*1+ 1U *+0;/V;/0;R/,6 N*TG ,0 'O N,YT *+ G1+0/16 ?/142 T)1W;N G1526;0; !*" X1/5,Z

0*1+ 1U *+0;/V;/0;R/,6 N*TG ,0 % N,YT *+ G1+0/16 ?/142 T)1W;N G;66 1U +4G6;4T 24621T4T W,T 1RV*14T6Y N;G/;,T;N

!

R/;,[ 1UU U*R;/ /*+? 1RV*14T6Y ,+N 1GG4//;N

*+\4/Y !+" X1/5,0*1+ 1U *+0;/V;/0;R/,6 N*TG ,0 'O N,YT *+ G1+0/16 ?/142 T)1W;N N*TT1G*,0*1+ 1U G;+0/,6 1/?,+*],0*1+,6 T0/4G04/; 1RV*14T6Y

!"

!# !$

%&

%' %(

%)

J!^
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图
!

含药组与对照组椎间盘髓核内蛋白多糖
:;< = ;>

染色 !

?!@@

"

!"#

新鲜标本椎间盘

:;< = ;>

染色基质呈淡蓝色#细胞周围呈深蓝色提示蛋白多糖
!$#

含药组培养
& A

细胞周围

深蓝色强度仍较高
!%#

含药组培养
% A

后蛋白多糖染色减少
!%#

含药组
'B A

后髓核细胞

显著减少#蛋白多糖染色强度下降
!&#

对照组培养
& A

细胞周围的着色强度有所减弱

!'#

对照组培养
% A

时髓核细胞分布不均#基质内着色强度也明显减弱
!(#

对照组培养
'B A

时细胞数量减少

)*(#! :;< = ;> C0,*+*+D 1E 2/10F1D6GH,+C 1E +4H6F4C 24621C4C *+ *+0F/IF/0FJ/,6 A*CH JF0KFF+ 5FA*L

H,0FA ,+A H1+0/16 D/142

!

?!@@

"

!"# :;< = ;> C0,*+*+D 1E E/FC) C,526F 1E *+0F/IF/0FJ/,6 A*CH C)1KFA

6*D)0 J64F

#

C4//14+A 1E HF66 C)1KFA J64F *+A*H,0FA 2/10F1D6GH,+ !$# MFA*H,0FA D/142 H4604/FA ,0

& A,GC C)1KFA AFF2 J64F ,/14+A 0)F HF66 !%# MFA*H,0FA D/142 H4604/FA ,0 % A,GC C)1KFA C0,*+*+D 1E 2/10F1D6GH,+ AFH/F,CFA !+# MFA*H,0FA D/142 H46L

04/FA ,0 #B A,GC C)1KFA HF66 1E +4H6F4C 24621C4C AFH/F,CFA 1JI*14C6G

#

C0,*+*+D 1E 2/10F1D6GH,+ AFH/F,CFA !&# (1+0/16 D/142 H4604/FA ,0 & A,GC C)1KFA

H161/ 1E C0,*+*+D AFH/F,CF ,/14+A 0)F HF66 !'# (1+0/16 D/142 H4604/FA ,0 % A,GC C)1KFA HF66 1E +4H6F4C 24621C4C A*C0/*J40FA 4+FIF+6G

#

,+A AFD/FF 1E C0,*+L

*+D AFH/F,CFA !(# (1+0/16 D/142 H4604/FA ,0 #B A,GC C)1KFA 0)F +45JF/ 1E HF66 AFH/F,CFA

!"

!# !$

%&

%' %(

%)

基因名称 引物名称 引物序列 产物大小
= J2

N;:OP 04Q*RN;:OPRS (N;N;(;(N;3NN3N;;NN3

04Q*RN;:OPRT ;3N3;N3NN;NN3(;;3N;;3NN

34R(16!,U 34R(16!,URS ;3NN(NN(33((;(33(; V!

34R(16!,URT (3(;N3NN;(;N(;NN(N

34R;DD 34R;DDRS 33;((;((3;(((33(;((3N V"

34RWDDRT 33(33(3N3((;;;NN3((3N

表
,

目标基因与参考基因引物序列

-"$#, ./*0&/ 1&23&4%& 5' 6"/(&6 "4+ /&'&/&4%& (&4&1

中酸性蛋白多糖!硫酸软骨素"的含量#细胞周围呈

深蓝色#基质呈淡蓝色$ 与培养前相比#对照组培养

& A

细胞周围的
:;<

与
;>

着色强度均有所减弱#

% A

时髓核细胞分布不均#基质内着色强度也明显减

弱#

'B A

时细胞数量减少%含药组
% A

与
'B A

细胞周

围与基质内着色强度均明显减弱#与对照组相似#提

示髓核内的蛋白多糖含量减少!见图
!

"$

!# 7

免疫组织化学观察

培养前椎间盘
!

型胶原免疫组化检测可见髓核

细胞外基质呈棕黄色染色#颜色较深%两组培养
& A

时染色均呈棕褐色阳性反应# 两组培养
& A

与培养

前比较差异有统计学意义!

!X"7"Y

"#而含药组较对

照组差异更显著!

!X"7"Y

"%

% A

时两组染色又明显减

弱#与
& A

相比强度均显著下降!

!X"7"Y

"#但含药组

与对照组相比染色强度仍有显著差异 !

!X"7"Y

"%两

组
'B A

与
% A

时染色强度比较差异无统计学意义

!

!Z"7"Y

"# 两组强度比较差异也无统计学意义 !

!Z

"7"Y

"!见图
&

"$ 见表
!

$

[&"

" "
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图
!

含药组与对照组各培养椎间盘髓核内
!

型胶原免疫组织化学染色!

:;<<

"

!"#

新鲜标

本椎间盘免疫组化可见髓核细胞外基质呈棕黄色
!$#

含药组培养
& =

时染色强度显著升高

!%#

含药组培养
% =

时染色强度又明显减弱
!&#

含药组培养
'; =

时
!

型胶原含量减少
!'#

对

照组培养
& =

时染色强度也显著升高
!(#

对照组培养
% =

时染色强度明显减弱
!)#

含药组

培养
'; =

时
!

型胶原含量进一步减少与含药组相似

*+)#! 3>2?!@166,A?+ *554+1)*B01@)?5*@,6 B0,*+*+A 1C 2/10?1A6>@,+B 1C +4@6?4B 24621B4B *+ *+0?/D

E?/0?F/,6 =*B@ F?0G??+ 5?=*@,0?= ,+= @1+0/16 A/142

!

:;""

"

!"# H/?B) B,526? 1C *+0?/E?/0?F/,6 =*B@

@146= B??+ F/1G+ ,0 ?I0/,@?6646,/ 5,0/*I 1C +4@6?4B 24621B4B !$# J?=*@,0?= A/142 @4604/?= ,0 &

=,>B B)1G?= =?A/?? 1C B0,*+*+A 1FE*14B6> *+@/?,B?= !%# J?=*@,0?= A/142 @4604/?= ,0 % =,>B B)1G?=

=?A/?? 1C B0,*+*+A =?@/?,B?= !&# J?=*@,0?= A/142 @4604/?= ,0 '; =,>B B)1G?= @1+0?+0 1C 0>2?!@166,A?+ =?@/?,B?= !'# (1+0/16 A/142 @4604/?= ,0 & =,>B

B)1G?= =?A/?? 1C B0,*+*+A 1FE*14B6> *+@/?,B?= !(# (1+0/16 A/142 @4604/?= ,0 % =,>B B)1G?= =?A/?? 1C B0,*+*+A =?@/?,B?= !)# (1+0/16 A/142 @4604/?= ,0 ';

=,>B B)1G?= @1+0?+0 1C 0>2?!@166,A?+ =?@/?,B?= ,+= B*5*6,/ G*0) 5?=*@,0?= A/142

!"

!# !$

%&

%' %(

%)

,# - K?,60*5?LM(K

检测

将相关数据# 扩增曲线和熔解曲线等信息从定

量软件中导出$使用相对定量
!

N!!(0法进行分析$得

到样本基因相对表达量%

,# -# . OAA

表达 与培养前相比$ 两组培养
& =

时

OAA

表达均显著下降!

!P<7<Q

"&培养
% =

时两组
OAA

表达进一步显著下降!

!P<7<Q

"$但差异无统计学意

义!

!R<7<Q

"&培养
#; =

时两组
OAA

表达较
% =

时差

异不显著!

!R<7<Q

"% 见表
&

%

,# -# , (16!,S

表达 与培养前相比$ 两组培养
& =

时
(16!,S

表达均显著升高!

!P<7<Q

"&

% =

时两组均明

显下降$差异有统计学意义!

!P<7<Q

"&

#; =

时均又显

著下降!

!P<7<Q

"$但两组间差异无统计学意义!

!R

<7<Q

"% 见表
;

%

!

讨论

腰椎间盘退变是一系列腰椎间盘退行疾病的根

本病理基础$此类疾病临床上较为常见$且易复发$

常表现为腰腿部疼痛$ 早在症状出现之前椎间盘的

退变便已开始%腰椎间盘退变相关疾病应属中医'腰

病(范畴$中医对该类疾病有深刻的认识$在临床治

疗中积累了许多宝贵的经验$ 其中以补肾活血法为

基础治疗该类疾病取得了满意的疗效)

TN%

*

%

!# .

补肾活血方组成及功效

+医学心悟, 曰-'大抵腰痛悉属肾虚(&+外科证

治全书,曰-'诸痛皆由气血瘀滞不通所致(% 腰椎间

盘退变的发生与肾虚血瘀关系密切% 基于腰椎间盘

退变病变相关机制$结合长期临床经验$以肾虚血瘀

立法$根据古方青娥丸加减形成的补肾活血方$在临

床治疗中取得了较好的疗效)

&

*

% 该方由古方青娥丸

加减而来$方药组成为-杜仲
#Q A

$补骨脂
#< A

$怀牛

膝
#< A

$丹参
#! A

$威灵仙
#< A

$木瓜
U A

% 原方青娥

丸出自 +太平惠民和剂局方,$+中国药典,!

!<<<

年

版"中该方由杜仲!盐炒"#补骨脂!盐炒"#核桃仁

!炒"#大蒜
;

味药组成$功效为补肾强腰$主治肾虚

腰痛$其坐不利$膝软乏力% 笔者在原方基础上去核

桃仁#大蒜$加怀牛膝#威灵仙#木瓜#丹参$组成补肾

活血方剂$方中杜仲为君药以补肝肾#强腰膝&补骨

脂为臣药以补肾助阳#温补命门#强腰固精&怀牛膝

为臣药一方面助君药加强补肾强腰的作用$ 一方面

有活血化瘀#引药通经的功效&佐使药以丹参活血调

T&#

" "
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注! 与对照组培养前比较"

,'

!:"7;!"

"

":"7"""

#

,!

!:"7;%!

"

":"7"""

#

,&

!:

"7;<%

"

":"7"""

$与含药组培养前比较"

,<

!:"7$!<

"

":"7"""

#

,=

!:"7;=<

"

":

"7"""

#

,>

!:?7;=$

"

":"7"""

$ 与对照组
& @

比较"

,%

!:"7"=&

"

":"7"";

#

,$

!:

"7"!%

"

":"7'!!

$ 与含药组
& @

比较"

,;

!:"7'&"

"

":"7"""

#

,'"

!:"7'&=>

"

":

"7"""

$对照组
'< @

与
% @

比较"

,''

!:"7"!>

"

":"7'!;

#含药组
'< @

与
% @

比较"

,'!

!:"7""<

"

":"7$!<

$ 含药组与对照组比较"

,'&

!:'7"$"

"

":"7"""

#

,'<

!:A?B""&

"

":"7;'<

#

,'=

!:"7"&!

"

":"7'<&

910C

!

(152,/C@ D*0) E1+0/16 F/142 GCH1/C E4604/C

"

,#

!:?I;!"

"

":"7"""

#

,!

!:

"7;%!

"

":"7"""

#

,&

!:"7;<%

"

":"7"""7 E152,/C@ D*0) 5C@*E,6 F/142 GCH1/C

E4604/C

"

,<

!:"7$!<

"

":"7"""

#

,=

!:"7;=<

"

":"7"""

#

,>

!:"7;=$

"

":"7"""7 E15J

2,/C@ D*0) E1+0/16 F/142 ,0 & @,KL

"

,%

!:M7"=&

"

":"7"";

#

,$

!:"7"!%

"

":"7'!!7

E152,/C@ D*0) 5C@*E,6 F/142 ,0 & @,KL

"

,;

!:"7'&"

"

":"7"""

#

,'"

!:"7'&=>

"

":"7"""7 E152,/C@ D*0) '< @,KL ,+@ % @,KL *+ E1+0/16 F/142

"

,''

!:"7"!>

"

":"7'!;

#

E152,/C@ D*0) '< @,KL ,+@ % @,KL *+ 5C@*E,6 F/142

"

,'!

!:"7""<

"

":"7$!<

#

E152,/C@ D*0) E1+0/16 F/142 ,+@ 5C@*E,6 F/142

"

,'&

!:'7"$"

"

":

"7"""

#

,'<

!:A"7""&

"

":"7;'<

#

,'=

!:"7"&!

"

":"7'<&

注! 与对照组培养前比较"

,'

!:'%7%;$

"

" :"7""<

#

,!

!:A!'7<<;

"

":"7""'

#

,&

!:A'&7&'%

"

":"7"!=

$ 与含药组培养前比较"

,<

!:&&7!=&

"

":"7"""

#

,=

!:

'%7<>%

"

":"7""''

#

,>

!:'%7%$%

"

":"7""=

$ 与对照组
& @

比较"

,%

!:="7%!"

"

":"7"""

#

,$

!:='7"<"

"

":"7"""

$ 与含药组
& @

比较"

,;

!:&;7!<%

"

":"7"""

#

,'"

!:&'7''>

"

":"7"""

$对照组
'< @

与
% @

比较"

,''

!:$7'&'

"

":"7'<;

#含药

组
'< @

与
% @

比较"

,'!

!:"7&!"

"

":"7;>'

$ 含药组与对照组
& @

比较"

,'&

!:A&;7!<%

"

":"7"""

#含药组与对照组
% @

比较"

,'<

!:A!7%$!

"

":"7"=<

#

含药组与对照组
'< @

比较"

,'=

!:A'%7%$%

"

":"7'<<

910C

!

(152,/C@ D*0) E1+0/16 F/142 GCH1/C E4604/C

"

,'

!:'%7%;$

"

":"7""<

#

,!

! :A!'7<<;

"

" :"7""'

#

,&

! :A'&7&'%

"

" :"7"!=7 E152,/C@ D*0) 5C@*E,6

F/142 GCH1/C E4604/C

"

,<

! :&&7!=&

"

N :MIMMM

#

,=

! :'%I<>%

"

" :MIMM''

#

,>

! :

'%I%$%

"

":MIMM=I E152,/C@ D*0) E1+0/16 F/142 ,0 & @,KL

"

,%

!:=MI%!M

"

":

MIMMM

#

,$

!:='IM<M

"

":MIMMMI E152,/C@ D*0) 5C@*E,6 F/142 ,0 & @,KL

"

,;

!:

&;I!<%

"

":MIMMM

#

,'M

!:&'I''>

"

":MIMMMI E152,/C@ D*0) '< @,KL ,+@ % @,KL

*+ E1+0/16 F/142

"

,''

!:$I'&'

"

":MI'<;

#

E152,/C@ D*0) '< @,KL ,+@ % @,KL *+

5C@*E,6 F/142

"

,'!

! :MI&!M

"

" :MI;>'

#

E152,/C@ D*0) E1+0/16 F/142 ,+@

5C@*E,6 F/142 ,0 & @,KL

"

,'&

! :O&;7!<%

"

" :"7"""

#

E152,/C@ D*0) E1+0/16

F/142 ,+@ 5C@*E,6 F/142 ,0 % @,KL

"

,'<

!:A!7%$!

"

":"7"=<

#

E152,/C@ D*0)

E1+0/16 F/142 ,+@ 5C@*E,6 F/142 ,0 % @,KL

"

,'=

!:A'%7%$%

"

":"7'<<

表
!

不同时间点两组髓核内
"##

基因相对表达量的比较

%!

!

#$

&

$%&'! ()*+,--./0 /1 "## .0 0234,2- *24*/-2- &,56,,0 56/

#+/2*- %5 7.11,+,05 5.8, */.05-

%!

!

#$

&

时间 对照组 含药组

培养前
"7;%&P?B?&% ?B;>?P?B?<&

第
&

天
?B?=&P?B??>

,#

?B#&>P?B?#?

,<,#&

第
%

天
?B??%P?B??#

,!,%

?B??=P?B??#

,=,;,#<

第
#<

天
?B?!%P?B??=

,&,$,##

?B??;P?B??!

,>,#?,#!,#=

%

值
#B;?& #B!%>

"

值
?B??? ?B???

表
9

不同时间点两组髓核内
!

型胶原免疫组织化学染色

强度值%!

!

#$

&

$%&'9 $:*,!3/44%#,0 .8820/;.-5/3;,8.3%4 -5%.0.0#

7,#+,, &,56,,0 56/ #+/2*- %5 7.11,+,05 5.8, */.05-

%!

!

#$

&

时间 对照组 含药组

培养前
<&B%=P%B?= =?B%<P;B%<

第
&

天
>#B=<P=B;#

,#

$&B;;P;B$>

,<,#&

第
%

天
!!B;%P=B?&

,!,%

&&B!$P%B!=

,=,;,#<

第
#<

天
&?B<&P!B#&

,&,$,##

&!B;>P>B?;

,>,#?,#!,#=

%

值
!?B<#% !%B%=<

"

值
?B??? ?B???

经#威灵仙通络止痛#木瓜舒筋活络$ 全方补肾强骨

以治本"活血通络以治标"符合腰椎间盘退变相关疾

病多属本虚标实的特点$

现代药理学研究证实本方药物具有明显的改善

循环'抑制炎性'调节细胞外基质的作用"方中!杜仲

主要成分含有木脂素类"有调节免疫'激素"促进骨

细胞增殖"抗氧化'抗衰老等作用#补骨脂中补骨脂

素(

$

)可以上调椎间盘软骨板细胞
!

型胶原和聚集蛋

白聚糖
5Q9R

的表达"下调血小板反应蛋白解整合

素金属肽酶和环氧化酶的表达# 怀牛膝中多种有机

化合物具有调节血液黏稠度'改善微循环(

;

)

"增强免

疫能力 (

#?

)等广泛的药理作用#丹参中水溶性酚酸类

如丹参素等是其发挥活血化瘀功效的主要成

分 (

##

)

"能改善退变椎间盘的血液流变学和微循环的

灌注"改善退变椎间盘的营养"从而促进组织修复'

再生"以延缓和抑制椎间盘的退变(

#!

)

#威灵仙中皂苷

提取物能够防止细胞外基质降解和软骨细胞损害从

而保护关节软骨"具有很好的抗炎镇痛作用(

#&

)

#木瓜

中木瓜总苷'木瓜苷等均有较好的抗炎镇痛效果"能

明显延长小鼠的疼痛阈值" 抑制小鼠腹腔毛细血管

通透性(

#<

)

$

!' 9

离体培养脊柱运动节段模型

目前" 有关椎间盘退变的研究模型主要分为两

大类!体内模型和体外模型$体内模型提供了最接近

真实的生化信息" 但同时由于体内环境复杂故很难

控制所有影响因素"包括不同个体的代谢差异'生物

力学的不恒定等" 很难研究特定干预手段对椎间盘

的影响" 因此不利于深入探索椎间盘的退变与修复

机制(

#=

)

$体外细胞培养技术易于检测细胞代谢物质'

便于施加特定干预处理" 但因失去了特有的细胞外

基质环境"其营养代谢系统发生改变"而致细胞丧失

了多种功能" 且与真实环境的差别较大而难以全面

达到研究目的(

#>

)

$

椎间盘器官的离体培养模型作为体内试验和细

胞培养的联系能够在可控的条件下在原生细胞外基

质中维持细胞活性 (

#;

)

"将完整的椎间盘在体外进行

整体培养" 保留了重要的细胞与细胞和细胞与基质

的相互作用" 由于没有体内复杂代谢因素的干扰如

>&!

" "
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注! 与对照组培养前比较"
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!:;<7'==

"

":<7<<<

#

,!

!:<7=%=

"

":<7<<<

#

,&

!:

<7=='

"

":<7<<<

$ 与含药组培养前比较"

,>

!:;#7?!$

"

":<7<<<

#

,?

!:<7?&$

"

":<7<<#

#

,@

!:<7%<%

"

":<7<<<

$与对照组
& A

比较"

,%

!:#7#%$

"

":<7<<<

#

,$

!:

#7#$=

"

":<7<<<

$ 与含药组
& A

比较"

,=

!:!7<@%

"

":<7<<<

#

,#<

!:!7!&@

"

":

<7<<<

$对照组
#> A

与
% A

比较"

,##

!:<7<##

"

":<7@&=

#含药组
#> A

与
% A

比较 "

,#!

!:<7#@=

"

":<7#@?

$ 含药组与对照组比较 "
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表
!

不同时间点两组髓核内
"#$%&'

基因相对表达量的

比较%!

!

#$

&

(&)*! +,-./001#2 #3 "#$%&' 4/2/ 12 256$/50 -5$-#050

)/78//2 78# 4.#5-0 &7 9133/./27 71:/ -#1270

%!

!

#$

&

时间 对照组 含药组

培养前
"7==@K<7<&$ <7%&!KL<7<&&

第
&

天
'7'=?K<7<><

,'

!7!@<K<7'&!

,>,'&

第
%

天
<7<'@K<7<<!

,!,%

<7'=&K<7<>&

,?,=,'>

第
'>

天
<7<<?K<7<<'

,&,$,''

<7<!>K<7<'&

,@,'<,'!,'?

%

值
'>7<!< '@$7$@>

"

值
<7<<< <7<<<

炎性反应等" 主要用于观察特定因素对椎间盘的影

响"便于研究椎间盘自身生化与退变的相关机制"以

及不同力学加载与椎间盘退变的相关性 '

'$

(

"为椎间

盘的退变与修复研究创造了更好的实验平台$ 在此

基础上"相关实验'

'=

(培养了脊柱运动节段模型"包括

整个椎间盘器官连同椎体" 使模型一方面更接近体

内环境"另一方面为加载装置提供了固定的施力处"

便于控制和观察生物力学及其他特定因素对椎间盘

的影响$ 笔者前期研究表明离体兔脊柱运动节段可

在短期内作为研究椎间盘退变相关性的离体实验模

型'

!<

(

$ 并在此基础上建立了一个针对该节段的压力

退变模型'

!'

(

$ 该模型由于排除了体内代谢等因素的

干扰"以及保留了细胞间与基质间的联系"故为中医

药防治椎间盘退变机制的研究提供了新的思路$

;* ;

补肾活血方含药血清对离体兔脊柱运动节段

压力退变模型的影响

本实验通过建立的离体兔脊柱运动节段压力退

变模型"在无体内复杂环境的干扰下"观察了补肾活

血方含药血清对退变椎间盘的影响$实验结果表明"

与压力退变模型相比" 补肾活血方含药血清短期内

%

% A

&能一定程度上延缓椎间盘退变"但
'> A

时作用

不明显$与培养前相比"两组蛋白多糖早期便出现明

显下降"至
'> A

含量及表达均较低"而
!

型胶原早

期也均出现了明显的升高"之后又显著的下降$由此

进一步表明生理范围内静态压力负荷"短时间%

& A

&

会刺激细胞合成
!

型胶原以抵抗压力" 但持续的静

态的负荷则抑制了细胞合成代谢的活力" 尤其对蛋

白多糖的影响更为明显" 同时也表明了补肾活血方

含药血清虽然在一定程度上能延缓椎间盘退变"但

不能明显改善持续静态压力导致的退变趋势" 其原

因可能在于! 本实验所予的负荷量虽然在生理范围

内"但这种持续且静态的作用方式并非生理状态$笔

者之前的研究'

!

(已表明这种作用方式所造成的椎间

盘退变程度较大"故其改善作用不明显#另一方面本

实验利用了含药血清的实验方法" 该方法能够较好

地反映中药在体内的真正药效" 适用于类似本实验

的体外研究 '

!!

(

"但含药血清对培养体系的量效与时

效关系却难以确定" 本实验培养过程中含药血清添

加浓度为
'<M

" 血清制备过程中动物的给药量采用

了等效剂量"给药时间
'" A

较)通法*中的
& A

更久"

但最终作用于培养体系中的有效药量可能有限"对

于退变的程度"不足以产生明显的效果"随培养时间

延长+退变程度加重其有效药量更显不足$ 因此"下

一步将改善模型的加载方式" 使其贴近真实的生理

环境" 以发挥其在可控条件下研究单因素作用的特

长"同时还应对含药血清的量效和时效进行研究"以

便确定动物给药量+采血时间+含药血清添加浓度等

含制备与实验条件$ 培养体系中加入含药血清短期

内%

% A

&能一定程度上延缓椎间盘退变"其作用可能

与该方相关成分抗氧化+调节细胞功能"并保持椎间

盘营养通路的通畅"改善椎间盘营养状态有关"为临

床以补肾活血法防治椎间盘退变提供了依据$ 笔者

也将对该方的具体机制"如对细胞信号的传导+模型

的渗透性等"做进一步深入研究$
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