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葛根汤
、

桂枝汤对家兔颈椎间盘组织白介素 �俘
、

诱导型一氧化氮合酶 ���� 表达的调节作用
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摘要 目的
�

观察葛根汤
、

桂枝汤对颈椎间盘组织白介素 �日���
一

�助
、

诱导型一氧化氮合酶���������� 表达的调节作用
。

方

法
�

选择 �月龄雄性新西兰白兔 �� 只
，

随机平均分为正常对照组
、

风寒湿刺激组
、

低头位组
、

风寒湿加低头位组
、

葛根汤组和桂

枝汤组
。

通过建立风寒湿痹证型
、

低头位
、

风寒湿加低头位颈椎间盘退变家兔模型
，

采用 ��
一
��� 技术检测颈椎间盘细胞因子

��
一

�日
、

�������� 的表达情况
。

结果
�

各个模型组与对照组 比较
，

��
一
��

、

�������� 的表达上调 �尸��
�

�� �
，

葛根汤
、

桂枝汤

组与风寒湿刺激组 比较
，
��

一

�俘
、

�������� 表达均下调
，

有显著性差异 �尸��
�

�� 或 尸� 。
�

�� �
。

结论
�

椎间盘退变中 ��
一

�昌
、

�������� 的表达上调
，

葛根汤下调 ��
一

�月
、

�������� 表达
，

桂枝汤调节作用低于葛根汤
。
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葛根汤源 自张仲景 《伤寒杂病论 》 。

原文第 �� 条

曰
� “
太阳病

，

项背强几几
，

无汗恶风者
，

葛根汤主之
” 。

原文第 �� 条曰
� “
太阳病

，

项背强几几
，

反汗出恶风者
，

桂枝加葛根汤主之
” 。 “
项背强几几

”
就是风寒湿刺激颈

背部
，

出现颈背肌肉酸重的
“

痹证
”
表现

。

本文依据上述

思路立论
，

研究葛根汤和桂枝汤调控颈椎间盘组织 中

白介素 �俘���
一

�俘�
、

诱导型一氧化氮合酶 ����������

表达的调节作用
。

� 材料与方法

�
�

� 动物分组
��月龄雄性新西兰大白兔 �� 只

，

体重

�
�

�士 。
�

���
，

由上海中医药大学实验动物中心提供
。

将

基金项 目
�

国家 自然科学基金����������
，

国家中医药管理局基

金 ���一 ���
�

����

� 上海中医药大学中医骨伤修复研究所
，

上海市宛平南路 ���

号 ��〔一�����

� 上海中医药大学龙华医院伤骨科

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

�� 只新西兰大白兔随机分为 �组
，

即正常对照组 �正

常组�
、

风寒湿刺激组�风寒湿组�
、

低头位组
、

风寒湿加

低头位组�复合组�
、

葛根汤组
、

桂枝汤组
，

每组 �只
。

�
�

� 造模方法
�

正常组剃除颈部兔毛
，

不作其它处理
。

风寒湿组剃除颈部兔毛
，

固定动物于人工气候造模箱

内
，

调节造模箱内环境为温度 ��
，

湿度 ���
，

风力 �

级
。

每 日连续刺激 �小时
，

共 ���小时
。

低头位组以 自

制特殊支架将家兔固定于低头 �� 度
，

每 日 �次
，

每次 �

小时
，

连续 �个月
。

复合组按风寒湿加低头位方法同时

进行
，

连续 �个月
。

�
�

� 药物与制剂
�

葛根汤组成
�

葛根 ���
，

麻黄 ��
，

桂

枝 ��
，

芍药 ��
，

炙甘草 ��
，

生姜 ��
，

大枣 �枚 �桂枝汤

方组成
�

桂枝 ��
，

芍药 ��
，

炙甘草 ��
，

生姜 ��
，

大枣 �

枚
。

按 千 克 体 重 换 算 方 法
，

上 述 药 物 水 煎 浓 缩 至

�����
，

与 ����兔饲料混合均匀
，

制备成颗粒
，

烘干后

按每兔每 日��
�

��� 给予药物
。

葛根汤组在风寒湿组造
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表 � 目的基因及 ����� 引物序列设计

引物名称
，

片段����

��
一
�日�������

引物序列

����别������

昆
����� �������

正向 �
’

�������������������� �’

反向 �’
�������������������� �’

正向 �
’

��������������������� �，

反向 �’ �������������������� �’

正向 �’ �������������������� �’

反向 �
’

�������������������� �’

表 � 各组家兔颈椎间盘组织 ��
一
�俘

、
��������

光密度值 比较 ‘ 士 、 �

组别 兔数 ��
一
�俘���� ��������

正常组 � �
�

����士 �
�

���� �
�

����士 �
�

����

风寒湿组 � �
�

����士 �
�

����△△ �
�

����士�
�

����△△

低头位组 � �
�

����士 �
�

����△△ �
�

����士�
�

����△△

复合组 � �
�

����士 �
�

����△△ ☆写军 �
�

����士�
�

����△△☆

葛根汤组 � �
�

����土 �
�

����△丫 ☆， �
�

����士�
�

����△△亡☆�▲

桂枝汤组 � �
�

����士 �
�

����☆☆下 � �
�

����士�
�

����△☆☆守 ‘ �

与正常组 比较
，△���

�

��
，△△�� 。

�

�� �与风寒湿组 比较
，☆尸�

。
�

��
，
食☆�� 。

�

���
�

与低头位组 比较
，
军�� 。

�

�� �
与复合组 比较

，▲�

��
�

�� �
与葛根汤组 比较

，
令尸��

�

��

模 �个月后服用葛根汤
，

桂枝汤组在风寒湿组造模 �

个月后服用桂枝汤
。

两个给药组每 日定时给予含药饲

料
，

待完全吃完后再添加一般饲料
。

�
�

� 取材时间与方法
�

正常组
、

模型组于 �个月后
，

治

疗组于给药 �个月后
，

耳静脉栓塞处死家兔
，

手术显微

镜下取各组家兔颈部椎间盘
，

沿上
、

下软骨终板与椎体

的交界面切下椎间盘
，

组织匀浆
，

抽提总 ��� 待测
。

�
�

� 试剂
�
������试剂 ������ ��� 公司�

，

焦碳酸二

乙 醋 �����
，
�����

公司�
，

甲酞胺 ������
公司�

，

澳乙

锭 ������
公 司�

，

琼脂糖 �电泳纯
，
������ 公 司�

、

�
�

���
、

������
、

��� �
������������� 公 司�

，

无水 乙

醇
、

氯 仿
、

异 丙 醇
、

硼 酸 �分 析 纯
，

华 东试 剂 公 司 �
，

����
、

����� �分析纯
，

华美公司�
，

三经 甲基氨基 甲

酸 �����
，

分 析 纯
，
������ 公 司 �

，

逆 转 录 试 剂 盒

�������� 公司�
，
������ 聚合酶����公司�

，

其它试

剂均为分析纯
。

��
一

��� 反应系
�

����� 反应系
�
������� ���

，

�
一

��
�

� 逆转录酶 �����扭��
，
��������

�

����
，

随机

六聚体引物 ��
����� ���������� 逆转 录酶缓 冲液

�

���������
� ����

一

�������
�

��
，
����������

，
�������

� ����
�������� 反应系

��������� ����
� ，
�������

� �������
，
������ 聚合酶���扭�����又 ��� 缓冲

液
� ���������

� ����
一

�������
�

��
，
��������� ���

，

�
�

��明 胶 ��� � ��� 缓 冲 液
�
��������

，

冰 乙 酞

��
�

���
，
������� ���� ���������

�

��
。

�
�

� 引物序列设计
���

一

��� 检测所检测的基因及内

参照 件肌动蛋白甲
一

������引物序列由中国科学院上海

申友生物科技公司合成
。

见表 �
。

�
�

� 实验步骤
�

组织总 ��� 提取 �������法�
，
���

变性电泳
，

反转录反应 ���� 逆转录合成
�����

，

多

聚合酶反应 �����
，

凝胶电泳
，

测定其光密度或密度扫

描仪对特异性条带进行密度扫描
。

�
�

� 统计学方法
�

凝胶成像系统 自动采集各个条带的

光密度 比值
，

原始数据输人 �����
�

�统计软件包
，

每

组样本均数以均数士标准差 �牙士
，�表示

，

显著性检验

采用两样本均数 比较 的 �检验
，

多组样本均数 比较采

用方差分析
。

� 结果

�
�

� 椎间盘退变状态分析
�

连续 �个月造模后
，

各个

模型组椎间盘中纤维环疏松断裂
，

软骨终板不规则增

生
、

钙化
，

软骨终板交界处血管芽减少
、

闭塞
，

炎症介质

前 列 腺 素 �，
����

�
�

、
�
一

酮
一

前 列 腺 素 ��。

��
一

�����

���工。

�明显升高
，

成纤维细胞胶原酶 ����
一

��
、

溶基

质素酶����
一

��活性明显升高
，

金属蛋白酶组织抑制

剂�����
一

��
、

转化生长因子 俘����。����� 表达明显

下调
，

肿瘤坏死 因子 ����������� 表达明显上调
�

凋亡相关蛋白表达变化明显�文章另发�
。

�
�

� 总 ��� 抽提结果
�

椎间盘组织总 ��� 提取 的

样 品经过紫外分光光度计定量
，

各样 品 ��������

������� 比值均在 �
�

�一�
�

�之间
，
��琼脂糖凝胶鉴

定见 ���
、

���两条清晰条带
，

表明总 ��� 无蛋 白质

污染
，

无降解
。

�
·

� ��
一

�俘����
、

���� ���� 表达
�

正常组有 ��广

������
、

���� ���� 表 达
，

各 个 模 型 组 ��
一

�尽
、

����基因大量表达
，

葛根汤组
、

桂枝汤组条带较风寒

湿组变浅
。

��
一

�俘����
、

�������� 光密度 比值结

果见表 �
。

��
一

������ 表达
�

各模型组同正常组 比较
，
��

一

�月

���� 表达上调
，

差异均有显著性�尸��
�

����复合组

与风寒湿组����
�

�� �及低头位组 �尸��
�

���比较
，

差

异均有显著性
。

葛根汤和桂枝汤可下调 ���
一

�俘����

表达
，

与风寒湿组比较差异均有显著性 ��� �
�

�� 或 尸

��
�

�� �
，

桂枝汤组与葛根汤组 比较差异有显著性 ��

��� ���
，

而与正常组比较差异无显著性
。

���� ���� 表达
�

各个模 型组 同正常组 比较
，

�������� 表达上调
，

差异均有显著性 ����
�

�� 或

���
�

����复合组与风寒湿组 比较差异有显著性 �尸�

�� ���
，

而复合组与低头位组 比较及风寒湿组与低头位

组 比较
，

���� ���� 表 达 差 异 均 无 显 著性 �尸�
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�
�

���
。

葛根汤和桂枝汤可下调 �������� 的表达
，

与风寒湿组 比较差异均有显著性 �尸��
�

���
，

但桂枝

汤组较葛根汤组作用显著�尸��
�

���
。

� 讨论

临床流行病学证实
，

风寒湿刺激
、

长期低头位都是

加速椎间盘退变
，

产生颈椎病临床症状的重要因素���
。

风寒湿刺激 已经引人风湿性关节炎
、

肩关节周围炎
、

颈

椎病动物模型研究中
。

实验证实
，

风寒湿邪刺激后
，

肌

肉
、

肌键
、

关节滑膜
、

关节软骨等组织可出现微循环障

碍
、

炎性细胞渗出
、

神经电生理改变
、

血液流变学变化
、

氧 自由基代谢异常以及 ��
一

��等细胞 因子 ���� 表

达的改变一
‘ 〕 。

根据 《伤寒论 》中葛根汤和桂枝汤治疗

颈部风寒湿
“
痹症

”
的论述

，

本文从调控椎间盘组织细

胞因子表达方面探讨葛根汤和桂枝汤作用的异同点
。

椎间盘退变是一个动态的复杂过程
。

正常椎间盘

组织中较少含有 ��
一

�尽及其免疫反应细胞
。

����等阁

发现培养中的鼠正常椎间盘细胞在脂多糖刺激下
，

可

大量合成
、

分泌 ��厂�等细胞因子
。

������
��川研究发

现
，

�
� 一

�在椎间盘退变的病理过程中占有重要的地位
。

��
一

�通过诱导基质金属蛋白酶的表达
，

引起蛋白多糖

降 解
�

通过刺激分泌一 氧化氮 ����
，

抑制前列腺素

����的合成
，

导致 �� 的净损失
。

��������等巨�〕证实
，

�� 对继发于颈
、

腰椎间盘突出的神经根疼痛发挥作

用
。

����
��

�
等川认为

，
�� 可以间接改变感觉神经的

兴奋性
，

大量一氧化氮合酶 �����抑制剂阻止外周 乙

酞胆碱及吗啡抗感受伤害的能力
，

通过直接向椎间盘

内注射 ���的竞争抑制物
，
�� 可 以抑制或改变由磷

脂酶 �
�

���
一

�
�
�产生的机械性痛觉过敏

。

目前认为
，
��

通过 自分泌或旁分泌
，

可直接或间接地与椎间盘 中产

生的细胞因子����
一

�日
，

��
一

��相互作用
，

诱导等炎症介质

产生
，

加速椎间盘外基质的降解
，

进一步加速退变椎间

盘的退变
。

葛根汤是在桂枝汤的基础上减桂枝
、

芍药量
，

重用

葛根
、

麻黄而成
，

二者在临床上同用来治疗颈椎病
。

本

实验显示
，

二者在抑制椎间盘退变过程的靶点和环节

方面
，

既具有同效性
，

又具有差异性
。

本次实验发现葛

根汤
、

桂枝汤都 可 以下调椎间盘组织 ��
一

珍 ����
、

���� ���� 的表达
�

与风寒湿组 比较差异均有显著

性 �尸��� �� �
。

研究还显示
，

葛根汤
、

桂枝汤可 以抑制

炎性物质释放
，

调控椎间盘细胞外基质金属蛋 白酶活

性
，

调节椎间盘中相关细胞因子和凋亡相关蛋 白表达

的 表 达
。

葛 根 汤
、

桂 枝 汤 可 以 降 低 ���
， 、

�
一

��� 。 �

���
�。 、

血栓烷 �
�
����

�
�含量

，

与风寒湿组比较差异有

显著性
。

现代研究证实
，

桂枝汤有抗炎作用
，

如对于角叉菜

胶引起的小鼠足肿胀
、

二 甲苯所致的毛细血管通透性

增高均有抑制作用阁
，

对于佐剂性关节炎的继发肿胀

与炎症介质均有抑制作用仁’。 〕 。

葛根
、

桂枝和赤芍中度

抑制 ���
�

的释放
。

葛根汤具通经活络
、

调理气血的功

效
，

现代临床将之广泛用治各类神经运动系统功能障

碍的病症
，

而此类病症 以经络郁滞且病性属寒者为其

辨证要点
。

其角叉菜胶性足肠肿胀容积有减少倾向
，

提

示本方具有抗炎作用
�从与其有剂量依赖关系的抑制

组胺引起的豚鼠支气管平滑肌的收缩作用及 乙酞胆碱

引起的回肠收缩作用可见本方对多种平滑肌具有收缩

抑制作用仁‘，〕 。
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