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补肾固髓片对实验性变态反应性脑脊髓炎动物

发病及病理组织形态的影响

刘晓艳
‘
孙 怡

‘
王安民

�
王岚芬

‘

摘要 为 了观察中药补肾固髓片对实验性变态反应性脑脊髓

炎�����动物的发病及病理组织形态的影响
，

本实验采用兔脊

髓匀浆和 完全福 氏佐剂制成的抗原 一 佐剂乳化液诱导豚 鼠

�八� 动物模型
，

应用中药补肾固髓片作为治疗药物
，
以醋酸泼

尼松作为对照药物
，

经 口灌药
。

结果
，

大剂量补肾固髓片能明显

抑制 ��� 发病
，

减轻其病情
，

对脑和脊髓的炎症反应和脱髓鞘

改变亦有明显抑制作用
，

与对照药醋酸泼尼松组比较差异无显

著性
。

中剂量补肾固髓片在某些方面有效
，

小剂量组则无明显

疗效
。

表明大剂量补肾固髓片能抑制 ���动物发病
，

并能明显

改善其病情及病理改变
，

提示中药补肾固髓片有临床研究和应

用价值
�而且其治疗作用 与给药剂量相关

。

主题词 脑脊髓炎
，

实验性自身免疫�中药疗法 � 补肾固髓

��
‘

多发性硬化����是中枢神经系统脱髓鞘疾病
。

实

验性变态反应性脑脊髓炎�����的临床症状
、

病理改

变及免疫学特征与 ��相似
，

故用于 ��治疗的实验

研究���
�刁

。

中医药对 ��� 发病的影响研究很少
，

为了探

讨中医药对多发性硬化的治疗作用
，

我们应用补肾固

髓片对 ��� 豚鼠发病情况和神经组织病理的影响进

行 厂观察
，

并与醋酸泼尼松进行对照研究
。

� 材料

�
，

� 实验动物
�

豚 鼠 �� 只
，

雌雄各半
，
�� �周龄左

右
，

体重 ���一�����购 自北京药品检定所动物繁育

场
，

京动管字 ����一 ���号�
。

�
�

� 主要试剂及药物
�

液体石蜡
，

减毒卡介苗
，

戊巴比

妥钠
，

补肾固髓 片�由淫羊覆 ���
，

肉从蓉 ���
，

仙茅

���
，

生地黄 ���
，

制首 乌 ���
，

郁金 �娘
，

丹参 ���等药

物组成
，

中国中医研究院西苑医院实验药厂提供
，

每片

含生药 �
�

�� �
，

醋酸泼尼松 ����片�北京第四制药厂

生产�
。

�
�

� 主要仪器
�

切片机
、

展片机
、

烤片机
、

������� 显

微镜
、

�
、 ���� �� ���一图像分析仪

。

� 方法

�
�

� ��� 动物模型的制备
�

选择体重 �
�

��� 的健康

基金项 目
�

国家中医药管理局科研基金资助课题���������

� 中国中医研究院西苑 医院神经科
，

北京西苑操场 �号

��������

� 中国中医研究院基础理论研究所病理室

收稿口期
���。 。 以 ��

�

修回 日期
���的一��一 ��

家兔
，

麻醉后心脏放血致死
，

立即在无菌条件下分离出

脊髓
，

取 �� 与完全福氏佐剂 �无菌液体石蜡 ����
，

减

毒卡介苗 �����充分混合
，

配成抗原 一 佐剂乳化液
�

给豚鼠两后肢每足底皮下注射 。
�

����
，
�天后按同法

再注射 �次
，

两次注射总量为 �
�

����只
。

致敏 �一�天

后发病
，

发病动物饮食减少
，

体重下降
，

有的表现为后

肢瘫
，

有的表现为四肢瘫
，

还有的伴尿
、

便失禁川
。

�
�

� 实验分组与给药方法
�

将豚鼠性别均衡 卜随机分

为 �组
，

每组 �只
�

补肾固髓片大
、

中
、

小剂量组
、

醋酸

泼尼松组
、

模型组
、

空白对照组
。

各给药组均经 口灌药
，

补肾固髓片大
、

中
、

小剂量组分别按 ��
�

�����
、

�
�

��
�

��
、
�

�

�����体重的生药以蒸馏水配制成不同浓度灌

服�����只��醋酸泼尼松组按 �
�

��������体重用蒸

馏水配制成溶液灌服 �����只�
�模型组

、

空 自对照组

均灌服等体积蒸馏水�����只�
，

每天 �次
。

补肾固髓

片给药组于动物致敏前 �� 天给药
，

醋酸泼尼松组 �动

物发病后立即给药
，

各给药组均于致敏后 �月停药
。

�� � ��� 神经组织病理切片制备及观察

�
�

�
�

� 取材
�

每只发病动物均于濒死状态 「麻醉后心

脏放血处死
，

空白对照组动物于 �周后处死
，

发病后未

死亡动物及未发病动物分别于致敏后 �� �周处死
，

动

物处死后立即将大脑和脊髓取出
，

放置 �福尔 马林液

中固定
。

每只动物脑部取材为大脑前叶
、

海马回 一丘脑

的冠状切面
、

脑干
、

小脑的矢状切面 �部分
，

脊髓 为颈

膨大
、

胸髓�约 �一�节段�和腰膨大 �部分
。

�� �� � 切片染色
�
����� 染色

�

取材标本梯度酒精脱

水后置二 甲苯透明
，

石蜡包埋 �切片厚 �拜�
，

烤片
�
再

脱蜡和脱水
，

苏木素染色
，

盐酸酒精分化
，

氨水反蓝
，

伊

红复染 �梯度酒精脱水
�过二甲苯

、

树胶固封
。

���髓鞘

染色
�

髓鞘染色用 ���
��
苏木素染色法

。

脱水
、

石蜡包

埋
、

切片
、

烤片
、

再脱蜡和脱水同 �� 染色
，

然后蒸馏水

洗
，

入 �师铁明矾水溶液 �� 小时
，

蒸馏水充分洗
，

再人

����
�
苏木素染液 ���小时�置 �� �温箱中�

，

自来水

浸洗 �� 分钟
，

各级酒精脱水
，

二甲苯透明
，

树胶封固
。

�
�

�
�

� 病理组织学观察及图像分析
�

首先
一

�普通光

镜下观察每张切片的病理组织形态
，

然后用图像分析

仪分析每只动物的炎细胞浸润及脱髓鞘部分所占面积

�百分数�
。
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表 �

组别 鼠数

���各组动物临床发病情况 比较 ‘ 土 ��

潜伏期�天� 体重损失��� 临床体征评分�分�

模型组

醋酸泼尼松组

补肾固髓片小剂量组

补肾固髓片中剂量组

补
’
肾固髓片大剂量组

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
，

��

��
�

��士�
�

��

��
�

��士 �
�

��
�

��
�

�士 ��
�

��

��
�

�士 �
�

��
书 书

��
�

��士 ��
�

��

��
�

��士 ��
�

��
甚 长

��
�

��土�
�

��
书 �

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士�
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��
哥 件

与模型组比较
， ， 尸� 。

�

��
， 二 ， 尸� 。

�

��

�
�

� 观察指标
�

观察各组动物的临床发病情况
，

观察

其发病潜伏期
、

体重损失情况 �发病前每周测 �次体

重
，

致敏后每 �天测 �次体重�
、

发病率
、

死亡率
、

临床

体征 �临床体征按参考文献��，
�〕评分

。

�分
�

未发病
��

分
�

后肢轻瘫
��分

�

后肢中度瘫
��分

�

后肢重度瘫加轻

度尿失禁
��分

��分级加前肢轻度瘫加尿便失禁
��

分
��分级加濒死状态

，

或死亡 �
。

肉眼观察每只动物的

脑和脊髓的形态
，

并于普通光镜下观察每张切片的病

理组织形态
。

用图像分析仪分析每只动物病理切片的

炎细胞浸润及脱髓鞘部分所占面积 �百分数�
。

�
�

� 统计学方法
�

所有资料用平均数士标准差�至士
��

表示
，

应用美国 ����
��

�

�版软件对发病潜伏期
、

体重

损失
、

临床体征评分及炎细胞浸润及脱髓鞘部分所占

面积�百分数�进行单因素方差分析
，

对发病率和死亡

率进行 丫检验
。

� 结果

�
�

� 各组 ��� 动物临床发病情况 比较
�

空 白对照
、

模型
、

醋酸泼尼松
、

补肾固髓片小
、

中
、

大剂量各组发病

率分别为 ���
、

���
、

���
、

���
、

���
、

��� �病死率分别为

���
、

���
、

���
、

���
、

���
、

���
，

各组间比较差异均无显著

性 �尸��
�

���
。

表 �示
，

模型组动物病情较重
，

醋酸泼

尼松组动物病情稍轻
，

与模型组 比较其体重损失明显

减少 �尸� �
�

�� �
、

临床体 征评分有 降低 趋 势 �尸 �

�
�

�����补肾固髓片中剂量组与模型组比较
，

体重损失

减少 �尸� �
�

�� �
，

临床体 征评分 有 减 低 趋 势 �尸 �

�� �����补肾固髓片大剂量组动物病情较轻
，

与模型组

比较其发病潜伏期延长 �尸��
�

���
，

体重损失明显减

少�尸��
�

���
，

临床体征评分减低�尸��
�

���
。

�� � 病理组织学观察

肉眼观察
�

各动物标本取材后观察
，

模型组和补肾

固髓片小剂量组早期发病动物脑和脊髓表面静脉充

盈
，

未发现出血及凹陷的斑块组织
�其他动物标本均未

见静脉充盈
、

出血及凹陷的斑块组织
。

普通光镜观察
�

空白对照组
�

神经组织病理检查未

见异常
。

模型组
�

脑和脊髓蛛网膜下腔可见血管扩张充

血
，

有少量淋巴细胞
、

中性粒细胞浸润
。

大脑
、

脑干的病

变以脑室周围
、

室管膜下病变最为明显
，

白质血管扩张

充血
，

�������一����� 氏空隙扩张
，

周围有多量淋巴

细胞
、

单核细胞浸润
，

还有少量嗜酸性粒细胞和中性粒

细胞
，

明显处血管周围呈袖 口状浸润
�星形胶质细胞及

少突胶质细胞增生
，

胞浆肿胀
，

数量增多
，

小胶质细胞

亦增生变形
。

大脑
、

脑干白质处呈斑状及小片状髓鞘脱

失
，

轻处则见轴突肿胀
、

蛇形
、

断裂
、

甚或消失
，

脑干以

桥脑髓鞘脱失最为明显
，

呈灶状
、

片状
。

上述病变内还

可见有格子细胞
。

部分神经元细胞胞浆肿胀
，

致使胞体

呈圆形
，

尼氏小体减少或消失 �有的神经元胞体固缩浓

染
，

收缩呈三角形
，
核仁消失

，

有的胞核与深染的胞浆

不易区别开来 �脊髓病变腰髓较颈髓
、

胸髓为重
，

白质

内血管扩张充血
、

水肿
，

血管周围有淋巴细胞及单核细

胞浸润
，

可见小灶状及片状髓鞘脱失
，

其附近轴突亦可

见肿胀
、

蛇形
、

断裂
、

甚或消失
，

有的神经元胞浆肿胀
，

有的神经元固缩浓染
。

醋酸泼尼松组
�

早期发病动物脑

和脊髓白质内血管扩张充血
、

炎细胞浸润
、

胶质细胞增

生
、

神经元和轴突改变及髓鞘脱失较模型组略轻
，

发病

较晚的动物和未发病的动物无明显炎细胞浸润及髓鞘

脱失
，

神经元
、

轴突亦无明显异常
。

补肾固髓片小
、

中剂

量组
�

小剂量组炎细胞浸润
、

胶质细胞增生
、

神经元和

轴突改变及髓鞘脱失较模型组略轻
，

中剂量组上述病

变较模型组
、

小剂量给药组病变轻
。

补肾固髓片大剂量

组
�

少数早期发病动物脑和脊髓的血管扩张充血
，

血管

周围可见少量炎细胞浸润及轻微的髓鞘脱失
，

晚期发

病动物和未发病动物无炎细胞浸润及髓鞘脱失
，

胶质

细胞
、

神经元和轴突亦无明显异常
。

�
�

� 各组炎细胞浸润及脱髓鞘面积图像分析结果 比

较
�

表 �示
，

模型组与空白对照组各项指标比较差异有

非常显著性意义 �尸��
�

�� ��醋酸泼尼松组与模型组

比较炎细胞浸润明显减轻�尸��
�

�� �
，

脱髓鞘面积亦

减少 �尸��
�

����补肾固髓片大剂量组与模型组 比较

炎细胞浸润面积明显减少�尸��
�

���
，

脱髓鞘面积明

显减少�尸��
�

���
。

� 讨论

我国多发性硬化临床病例报道有逐年增多的趋

势
，

中医药治疗多发性硬化的临床报道亦愈来愈多
，

并

取得 了一定的疗效
，

但中医药的实验研究却很少
，

仅见
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表 � ��� 各组动物炎细胞浸润 与脱髓鞘面积图像比较 �环
�

二士 、 �

组别 动物数 炎细胞浸润面积

空自对照组 � �
�

��士 。
�

流
‘

模型组 � �
�

��上��
�

�艺

酷酸泼尼松组 � �
·

��十 �
·

侧 “
辛�

· ’
产千固髓片小剂址组 吕 �

·

��干 �
·

��

补
’

�于����髓片中剂 �，鸳组 � � ��土 �
·

�几

补肾�州髓 片大角卜
，卜红� � �

·

‘〕�士 �
·

�� “

与模型组 比较
， �

�’�‘ 。
�

肠
， 、 � 尸� 。

�

���

郁金
、

雷公藤对实验性变态反应性脑脊髓炎动物影响

的报道���
�

·

们
。

本实验观察发现补肾固髓片对 ��� 有

一定治疗作用
。

模型组动物病情较重
，

光镜
一

下可见明显的炎细胞

浸润和轻度脱髓鞘改变
，

与文献报道相符��，
�弓�醋酸泼

厄松组动物病情稍轻
，

与模型组比较其体重损失明显

减少
、

临床体征评分有降低趋势
、

炎细胞浸润明显减

轻
、

髓鞘脱失面积亦减少
�

补肾固髓片小剂量组动物的

临床发病情况
、

炎细胞浸润和脱髓鞘面积与模型组相

比差异无显著性
。

补肾固髓片中剂量组与模型组相 比
，

体震损失减少 �临床体征评分
、

炎细胞浸润面积与模型

组 比较有减少趋势
�
补肾固髓片大剂量组动物病情较

轻
，

与模型组 比较其发病潜伏期延长
、

体重损失明显减

少
，

临床体征评分减低
，

光镜下观察及图像分析结果亦

表明
，

其炎细胞浸润和脱髓鞘明显减轻
，

与模型组 比较

炎细胞浸润面积明显减少
、

脱髓鞘面积明显减少
。

补肾

固髓片大
、

中剂量组分别与醋酸泼尼松组 比较
，

各项指

标经统计学处理差异均无显著性
。

对发病率和死 亡率

的统计处理各组间比较差异无显著性
，

考虑主要原因

是样本数小
，

进
‘

步研究尚需加大样本量

中药补肾固髓片 上要由淫羊霍
、

肉从蓉
、

仙茅
、

生

地黄
、

郁金
、

丹叁
、

制何首鸟等药物组成
。

浮羊范
、

仙茅
、

肉从蓉补肾阳
，

强筋骨 �生地 黄
、

制何首 鸟养阴填精益

肾
�
郎金

、

丹参活血化癖
，

诸药合用补肾阳
，

益精髓
，

活

血通经 现代药理研究证明
，

上述诸药可从不同方面调

竹免疫和内分泌功能
，

如动物实验表明淫羊衷多糖
一

可

促进抑制性 � 淋 巴细胞 ��、 �产生
�

在细胞培养系统

内
， 。

�

��共唱���浓度的淫 羊蓉可明显抑制促有丝分裂

原诱发的小鼠淋巴细胞增殖
，

对 �
、

�淋巴细胞的增殖

均呈抑制作用���
。

肉从蓉能增强单核 一 巨噬细胞的吞

噬能力
，

并且淫羊翟有激素样作用
，

肉从蓉有激活肾上

腺
、

释放皮质激素的作用队门
。

生地黄对外周血 � 淋巴

绷胞具 子�双 �旬调节作用
，

可抑制免疫功能亢进
，

而且既

能促进肾 �二腺皮质激素的合成
，

还能减轻糖皮质激素

对垂体 一 肾 卜腺皮质系统功能和形态的影响陈
��

。

丹参

能够改善体液免疫功能
，

对 已沉积的抗原 一抗体复合

桥脑脱髓鞘面积

� ��二上�二
‘
�

℃ ’

�
�

�
一

盂七�
� ‘ 一
�

几
�

�� 十 �
�

‘ 卜

�
，

��二二�
� ‘ 一

巧

�
�

飞�士 �
�

之
、

与
�

�� 斗� 匕了
戈 赞

脊髓脱髓鞘血积

�� 了��

艺� 里��

�� �〔�

�
�

刊

� 钊之

�
，

�几�

�
� 一

�仁�

��
，

��

物有促进吸收和消除的作用
。

郁金水浸醇提取物在 名

方面具有类似糖皮质激素徉作用
，

川冈状内皮系统
、
�

朴

核 一 巨噬细胞吞噬系统及体液免疫均有抑制作���
一 、

应用郁金水浸醇提取物治疗 ��� 豚 鼠
，

发现 可明 淤

降低其发病率和死亡率川
�
淫 羊汇

、

生地黄
、

丹参
、

郁金

还有
一

定的抗炎作用际
�飞

，

由此 可知中药补肾固髓片
，了
丁

通过改善机体的免疫功能和 内分泌调节机制
，

起到积

极的治疗作用
。

综 上所述
，

大剂量补肾固髓片可抑制或延缓 �八�

动物发病
，

并减轻其病情
，

防治炎症及髓鞘脱 失等
� ‘ 、

醋酸泼尼松比较差异无显著性
。

中剂量补肾固髓片在

某些方面有效
，

而小剂量补肾固髓片则无明显效果 实

验结果说明
，

补肾固髓片能抑制 ��� 动物发病
，

并能

减轻其病情
，

提示补肾固髓片对 �� 有治疗作明
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