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摘要 目的
�

探讨针灸对骨髓源性破骨细胞形成数和白细胞介

素 �信使 ������
一
������表达的影响

。

方法
�

进行骨髓源性

破骨细胞培养
、

鉴定及 ��
一
����� 基因表达水平的检测

。

结

果
�

模型组破骨细胞形成数明显多于假手术组 �尸��
�

���
，

针刺

后破骨细胞形成数显著低于模型组 �尸��
�

����模型组与假手

术 组 比较
，

骨髓 细胞 ��
一
����� 表达 呈 有 意义增 高 �尸�

。
�

���
，
而针刺后其升高的水平明显低于模型组 �尸��

�

���
。

结

论
�
��� 针刺有效调节 白细胞介素 ����

一

�� 的分泌
，

使 ��
一
�

���� 表达下降
����针刺使破骨细胞形成数减少

。

主题词 骨髓�针灸效应 破骨细胞�针灸效应 �����针灸

效应

我们在前期的研究中已证实
，

针灸某些穴位能调

整骨质疏松症患者机体内雌激素水平及垂体
、

肾上腺

的功能
，

调节骨代谢
，

增加骨密度
，

达到补肾壮骨之 目

的巨，一 �〕 。

为了阐明针灸的作用机制
，

本课题进行了针灸

对破骨细胞形成数和 白细胞介素 �信使 ��� ���
一

�

�����表达水平影响的研究
。

� 材料与方法

�
�

� 动物模型的复制
�

�� 月龄雌性 �� 大鼠 �� 只�上

海西普尔一必凯实验动物有限公司提供�
，

体重 ���士

���
，

随机分为两组
。

造模组 �� 只
，

完整摘除双侧卵巢 �

假手术组 �� 只
，

切除一部分小肠系膜
，

未切除卵巢
。

�
�

� 针灸治疗实验
�

将造模 �个月的造模组大鼠 ��

只随机分为 �组
，

包括假手术组 �� 只
，

共 �组
。

模型组

��只
，

不给任何药物
。

雌二醇组 �� 只
，
以苯甲酸雌二

醇后肢肌肉注射
，

按人鼠剂量换算
，

每只鼠每次肌肉注

射 。
�

������体重
，

每周 �次
，

连续 �� 天
。

针刺组 ��

只
。

主穴
�

大杆
、

命门 �配穴
�

悬钟
、

足三里
。

穴位局部常

规消毒
，
以毫针进行针刺

，

行提插捻转平补平泻手法
，

留针 �����
，

每隔 ����� 捻针 �次
，

每 日 �次
，
��次为

�个疗程
，

疗程间休息 �天
，

再行下一个疗程
，

共针刺 �

个疗程
，

持续 �� 天
。

艾灸组 �� 只
，

穴位同针刺组
。

以

�
�

��
�� � ��

�� 补 肾药条 �组成
�

艾绒
、

淫羊蕾
、

补骨

脂
、

刺五加
、

黄蔑
、

当归
、

杜仲
、

桂枝
、

牛膝 �福建长乐针

基金项 目
�

福建省 自然科学基金资助课题�����。 。 ���

� 福建中医学院
，

福州市五四路 ���号��������

� 华中科技大学同济医学院

� 福建省第二人民医院

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

灸用品厂出品�距穴位皮肤 ��� 处行温和灸
，

每次灸

巧���
，

每 日 �次
，

�� 次为 �个疗程
，

疗程间休息 �天
，

再行下一个疗程
，

共艾灸 �个疗程
，

持续 �� 天
。

假手术

组 �� 只
，

不给任何药物
。

�
�

� 观察指标

�
�

�
�

� 主要仪器
�

台式高速离心机 �上海医用分析仪

器厂
，
���一����

，

低温超速离心机 ���
一

��� 美国�
，

电热恒温水浴箱 �上海 医疗器 械厂 �
，
��� 扩增 仪

������
，

美国 �� 公司�
，

稳压稳流电泳仪 ���� � 型

北京六一仪器厂�
，
��� 可见紫外检测仪 �上海顾村电

光仪器厂�
，

恒温摇床 �����
，

中国科学院武汉科学仪

器厂�
，

二氧化碳培养箱������
一

���
一

���� 美国�
，

超

净工作台�������苏州�
。

�
�

�
�

� 实验试剂和材料
�
���细胞培养材料

�����

������ 公司��胎牛血清����
，
����� 公司��地塞米松

���
�����������

，
�����

公 司���
，
������

���
�������

公司��粒单核细胞集落刺激因子 ���
一

���
，
�����

公

司�
。

���分子生物学材料
��������美国����� 公司�

�

��� 逆转 录酶
一

����
、

������ 酶 �德 国宝灵曼公

司������
��上海 ��������按文献设计 ��

一

�
、

��
一

��

的 ��� 引物序列
，

由大连 �����
�
生物技术公司合成

。

引物序列如下
�

大鼠 ��
一

�引物
�

�’ 一

�������������������������
一

�’

�夕
一

��������������������������
一

�夕

大鼠 ��
一

�� 引物
�

�
’ 一

���������������������
一

� �，

�’ 一

���������������������
一

�’

�
�

�
�

� 实验动物取材
�

将各组处死大鼠右侧股骨放入

装有无菌生理盐水的烧杯中
，

转入超净台
。

剔净骨周附

着软组织
，

用纱布擦净股骨
，

浸人装有生理盐水的烧杯

中
，

用生理盐水清洗 �次待用
。

每组中一半动物的股骨

用于骨髓源性破骨细胞培养
，

余下股骨待下一步取骨

髓细胞分离提取 ���
。

�
�

�
�

� 骨髓源性破骨细胞培养
�
���用骨剪剪断股骨

两端骨髓
。

用 �号针头注射器抽取含 ��胎牛血清的

���� 培养液 ���冲洗骨髓
，

重复 �次
，

将含骨髓的

冲洗液收集在培养皿中
，

用吸管轻柔吹打培养液数次
，
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����
�

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

以吹散组织团块
。

用吸管轻柔吹打细胞悬液使之均匀
，

取少许细胞计数
，

调整细胞数至 �� �。丫��
。
���在细

胞悬液中分别加人 ��
一

����终浓度为 �
�

���������

�
，
������

���
�终浓度 ��一 吕���地塞米松�终浓度 ��一 �

������终浓度 ���
，
���� 补足体积

。

用吸管轻柔

吹打至混合均匀
。

���将上述混合物分别种人到 �孔培

养板中
，

每孔 �
�

�����孔板每孔中预置有玻片 �张�
。

培养板放入 ��
�

培养箱 ��
‘

�
、

����
� 、
����湿度培养

�天
，

每 �天换液 �次
，

每次换液一半
。

每 日在倒置相

差显微镜下观察细胞生长情况
。

第 �天取出玻片进行

染色
。

�
�

�
�

� 破 骨细胞 鉴定
�

��� 抗 酒 石 酸 酸性磷 酸 酶

������染色
�

染色药盒购 自中国医科院血液病研究

所
。

按说明书操作
。

��作用液配制
�①�号液配制

�

称 �

号粉剂 ����溶于 �
�

����蒸馏水中
。

②六偶氮品红配
制

�

取 �号液 �
�

����
，
�号液 �

�

����混匀
，

混合液体成

草黄色
，

约 ���� 后使用
。

③取 �号储备液 ����
，
�号

液 �
�

���
，

加 �号储备液 � �
�

���
，

再加六偶氮品红

�
�

���
，

混匀
、

立即过滤到涂片上
。

��操作步骤
�①盖玻

片上滴加 �号固定液数滴固定 ����
，

流水冲洗 ����
，

晾干
。

②盖玻片上滴加作用液数滴 ，

于 �� �湿盒内孵

育 �����
，

取出后流水冲洗 ����
。

③盖玻片用 ��酸酒

精����酒精 ����加浓盐酸 ���
，

混匀�浸泡 ���
� ，

自

来水冲洗 ����
。

滴加 �号液数滴
，

复染 �����
。

④盖玻
片用 �

�

��氨水浸泡 �秒
，

自来水冲洗 �������
，

晾

干
。

���破骨细胞计数
�

���倍光镜下观察
，

每张培养板

�张玻片计数
。

以 ���� 阳性多核细胞�� 个或 �个以

上核�为骨髓源性破骨细胞
，

计数每个玻片上 �� 个随

机视野�火 ����中的骨髓源性破骨细胞数
，

其平均值为

每张玻片上多核细胞数
，

每组所有玻片平均值为各组

多核细胞数
。

�� �
·

� �
孑一

����� 基因表达水平的检测
�
���骨髓细

胞获得
�

将余下股骨用骨剪剪断两端骨髓
。

用 ���

����
·

���冲洗骨髓
，

重复 �次
，

将含骨髓的冲洗液收

集在培养皿中
、

用吸管轻柔吹打培养液数次
，
以吹散组

织团块
。

������ 提取
�

采用 ������法
。

主要过程如下
�

①以上细胞悬液移人 ��管
，
��������� 离心 ����

，

去

上清
。

②上述 ��管中加 �
�

���������
，

混匀
，
再加人

氯仿 ���胖�后混匀
，

室温静置 ����
，

然后 ����������
，

��离心 �����
。

③取上清约 ���拼�
，

加人无水 乙醇沉

淀
。

弃上清后加入 ���冰乙醇清洗 �次
。 ④以 ��川消

毒后经 ���� 处理双蒸水溶解沉淀
，

储存于 �� �待

用
。

���逆转录 ���
�①���� 合成

�

用 ���������完成

反转录
，

反应体系总体积为 ��川
，

其 中二硫苏糖醇

������拌������
，
�����拼�������

，
��� 酶抑制物

�
�

�拜�����加��
，

逆转 录酶 �
�

�拼����乍���德 国 �
�

�

�������� ���
�

��������
，

总 ����拌�
，����������拼���。

������
�

�
。

反 应 条 件
�

首 先 ��� �����
，

然 后 ��〔

����
。 ②��� 反应

�

反应体 系总体积 为 ���川
，

其 中

���� ����
，

��
�� �

，

��������
� ，
�����拌������ �

，

弓�

物各 ������
，
��� 酶��

�

���管�
。

按下列条件进行扩增

循环
�

首先 ��
‘

�预变性 ���� �然后 �� �变性 ���
�

之后

各引物 ��� ���
，
��℃延伸 ���

，

共 ��次循环
。

反应产

物在 ��琼脂糖凝胶上电泳检验分析
。

������ 产物

半定量
�

扩增产物经 ��琼脂糖凝胶电泳后摄照
，

然后

进行光密度扫描
，

并以 ��
一 ” 为内参照校正作相对量

分析
，

以 ��
一

�� 光密度扫描数值为 ����
，
以两者之积

分吸光度 比值百分数表示 �������图像分析系统
，

同济医科大学千屏医学影像公司�
。

� 结果

�
�

� 各组骨髓源性破骨细胞形成数比较
�

附表示
，

模

型组破骨细胞形成数明显多于假手术组 ����
�

�� �
，

而 针刺后破骨细胞形成数显著低于模型组 �����

���
，

与雌激素组相 比差异无显著性 ����
�

����艾灸

组虽稍低于模型组
，

但差异无统计学意义
。

�
�

� 各组骨髓细胞 ���
一

����� 的表达
�

附表示
，

模

型组与假手术组 比较
，

骨髓细胞 ��
一

����� 表达呈

有意义增高�尸� 。
�

�� �
，

而针刺组升高的水平明显低

于模型组�尸��
�

���
，

与雌二醇组相比有显著性差异 �

艾灸组虽稍低于模型组
，

但差异无统计学意义
。

附表 各组破骨细胞形成数及 ���
一
����� 表达 比较 ‘ 士 ��

组别 标本数 破骨细胞数�个�玻片� ��
一

����

假手术组 � ��
�

��士 �
�

�� ��
�

��士 �
�

��

模型组 � ��
�

��士�
�

��“ � ��
�

��士 �
·

��“ “

雌二醇组 � ��
�

��士 �
�

��△ ��
�

��士 �
�

��△ 尽 二

针刺组 � ��
�

��生 �
�

��△ 封 ��
�

��士�
�

��乙 � 红 ’

艾灸组 � ��
�

��士 �
�

��林 茸 “
��

�

��士 ��
�

��扛 扛 ’

与模型组比较
，△尸���

�� �与假手术组 比较
，
� 尸��

�

��
，
� � ��

�
�

���与雌二醇组比较
， ， 尸��

�

��

� 讨论

随着妇女绝经后雌激素水平降低
，
导致一系列细

胞 因子如白细胞介素 ����
一

��
、

白细胞介素 �����
一

��
、

肿瘤坏死因子 �����等在体内分泌增多
，

研究表明
，

雌激素减少后出现的骨吸收增强最先是由 ���
一

�启动

的川
。

由 ��
一

�诱导的破骨活性增强
，

溶骨所释放的产

物激活巨噬细胞产生更多的细胞因子
，

包括 ���
，

后

者反过来增加和扩大溶骨的应答
，

因此 ���
一

�被认为是

病理条件下调节骨吸收的重要因子
。
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·

��
一

�促进人和小鼠破骨细胞的早期形成
，

��
一

�在

富含前破骨细胞的胎 鼠的掌骨培养中促进骨吸收川
。

体内外大量实验证实
，

���
一

�增加破骨细胞形成
，

刺激

骨吸收
。

早在 ����年
，
���������仁

�〕研究发现
，
��

一

�可刺

激长时间人骨髓培养中的破骨细胞多样核细胞形成
。

�����
�� 也证实了这一点

，

并报道加人 ��
一

�抗体可抑

制破骨细胞形成吸收陷窝
。

用 ���
一

�基因缺失的小鼠进

行实验
，

切除这些小鼠卵巢后未出现骨量丢失
，

而正常

小鼠去势后很快出现骨量下降二�〕 。

这是因为正常小鼠

去势后雌激素下降
，

使 ���
一

�的表达增加
，

增强骨质吸

收
。

破骨细胞起源于骨髓造血干细胞
，

具体地说
，

起源

于 粒细胞�巨噬细胞克隆形成单位 ����
一

���
，

其形

成包括由���
一

�� 经过增殖形成单核破骨细胞前体
，

后者融合形成多核巨细胞
，

再经过活化后形成成熟的

破骨细胞
。

���
一

�主要作用 于破骨细胞形成的早期阶

段
，

通过增加 ���
一

�� 形成
、

增加破骨细胞早期前体

的分裂
，

加强破骨细胞骨吸收而在骨质吸收中发挥重

要作用
。

本 实 验 表 明
，

模 型 组 破 骨 细 胞 形 成 数
、

��
一

�

���� 表达率较正常组高�尸��
�

���
，

表明去卵巢大

鼠由于雌激素水平下降
，

导致 ��
一

�骨吸收细胞因子产

生过量
，

作用于破骨细胞形成的早期阶段
，

增加破骨细

胞早期前体的分裂
，

促进了破骨细胞骨吸收
，

从而导致

骨质疏松
。

而去卵巢大鼠经雌激素
、

针刺及艾灸治疗

后
，
��

一

����� 表达率
、

破骨细胞形成数较模型组有

不同程度的下降
，

而用针刺及雌二醇治疗后破骨细胞

数明显减少
，

与模型组比较差异显著�尸��
�

���
，

说明

针刺及雌激素治疗可有效调节 ��
一

�的分泌
，

使 ���
一

�

表达下降
�针刺使破骨细胞形成数减少

，

由此有效地抑

制了骨吸收
。
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�匕京市东方中 医药培训 中心
����年全国名老中医治疗疑难病经验高级专修班招生通知

�
�

注重信誉
�
北京市木方 中医药培训中心 由中华 中医药学会继续教育部主管

�

中国中医研究院
、

中医杂志社 主办
，

专 门举办国家级继续教育学 习班和专病研讨班 其 中 �。 。 �年系列

高级专修班深获各地学员好评
。

�
�

雄厚师资
�

依托中华中医药学会
、

中国中医研究院和中医杂志社在科研
、

临床
、

教学和学术方面 的独有优势
，

集各科警名权威
�

专家
、

博导
，
面对面传授

，

浓缩理论与实践梢华
，

突出

实用与提高
。

学会一招
，

办一专科
，

兴一 医院
，

造福一方
�

�
�

中西结合 专题突出
�

‘�� �。 。 �年 �月 �� 日� �� 日在北京举办
“
全国心血管病

、

脑病高级专修班
， ，

由谢海州
、

周玉萍等教授主讲
�

�� ，����年 �月 � 日一 �� 日在北京举办
“
全国中西医结合泊疗肝病肿瘤高级专修班

” ，

由钱英
、

陈立华等教授主讲
�

������� 年 �月 �� 日� �� 日在北京举办
“
全国不育不孕症高级专修班

” �

由王琦
、

李日 庆
、

蔡连香等教授主讲
�

��� �。 。 �年 ‘ 月 �� 日��� 日在北京举办
“
全国痹证高级专修班

” ，

由路志正
、

房定亚等教授主讲
�

〔���。 。 �年 �月 �� 日 � �。 日在北京举办
“
全 国中医临床专病专治高级专修班

，， ，
由李俊龙

、

杜怀棠等教授 主讲
�

������� 年 �� 月 �� 日��� 日在北京举办
“
全国针药并用专病专治高级专修班

， ，

由李传杰
、

魏明丰等教授主讲

��� �。 。 �年 ” 月 �日一 �� 日在北京举办
“
全国中西 医结合治疗皮肤病

、

性病高级专修班
” ，

由庄 国康
、

许铣等教授主讲

�
�

收费合理 准时开班 以上各班每期学费 ��� 元
�

第 �天均为报到 日
�

学 习期 间的情安排临床见习
�

学 习结业后颁发中英文对照结业证书�益钢印�和国家继续教育学分证 书 升职

晋级
，

全国通用 凡参加专修班学员的优秀论文将优先于 《中医杂志 》每年正式 出版的增刊中发表
。

欲学习者请先交报名费 �� 元 �注明班别�
，

附个人简历�注明学历
、

职称
、

电话等�
�

我

中 心收刻报 戈 两 后 即做排名 和安排
，
经 审杳合格

�

即 发人学诵 知
。

广告批准号
�
京教社广字�东城 ��。 。 ����号

中 医杂志社与�匕京东方中 医药培训 中心举办
手穴诊疗培训班

为发掘民族瑰宝
、

弘扬中医精粹
�

滴足广大学员开展特色诊疗的霜求
，

中医杂志社与北京东方中医药培训中心将于 ���� 年 �月 � 日至 �� 日 〔�日报到 �在北京联合举办
，�
手穴诊疗

培训班
” 。

由中国老教授协会医学专业委员会手诊分会副会长
、

江苏省常州市手穴诊疗研究所所长刘浩兴主讲
�

传授
“
望诊

、

触诊
、

压诊
”
的手穴诊病方法

�

该法以中医动态整休观念为药

石
，

交融 西 医静态组织解剖论
，

率先运用 阴阳理论
，

将现代基因观点应用 于 手诊
，

数分钟即可概知家族遗传性疾病及 自身健康状况
、

鉴别诊断及对诸多贬难病症的诊治观点
�

并能根据

掌
、

指的各种特征预示部分隐患
�

该手诊法中西医结合
�

直观明了
、

易学易用
�

为广大医务工作者诊病寻根
、

治病求本
，
不治已病治未病提供了一条新思路

、

新方法
�

学费 ��。 元
，

学期 �天
，

结业后颁发中英文对服�盖钢印�的结业证书和继续教育学分证书
�

欲学习者诱先文报名费 �� 元 �信封上请注明
“
手穴班

”
字样�

，

附个人简历�注明学历
、

职

称
、

电话等�
。

我中心收到报名函后
，

经审查合格
�

即发人学通知
�

以上培训班报名联系地址
�

北京东城区北新仓 �� 号中医杂志社北京东方中医药培训中心
，

邮政编码
�
������

。

电话
�
�������������

，

传真
�
�������������

。

联系人
�

梅丽
。

京艘社广宇 �东城 、�。 。����号 〔广告�， �。 。 ����。 �


