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!摘要" 目的!观察补阳还五汤对大鼠急性上颈脊髓损伤!

G&Q

"模型大鼠脊髓组织血小板活化因子!

RK4

"表达的

影响# 方法$将
GS4

级别
%

月龄
T(J.*-

大鼠
="

只%雌性%随机分成假手术组&模型组&甲强龙组&补阳还五汤组!即中药

组" %每组
8>

只# 造模后第
8

天%甲强龙组经尾静脉注射治疗共
!U '

%首剂量
%" 3B V WB

%之后剂量
>MU 3B V WB

(

'

%每

U '

给药
8

次'中药组以中剂量补阳还五汤颗粒剂%配制成含颗粒剂
!M"" B V 3:

的水溶液%每日
%M> B V WB

灌胃%相当于成

人用量的
8

倍'模型组和假手术组予等体积生理盐水灌胃%均每日
!

次%用药
!

周# 治疗后第
8

&

%

&

X

&

8U

天分别以
CCC

分级法评价神经功能恢复情况'采用双抗体夹心法!

NYQGK

法"于术后
8

&

X

&

8U A

检测脊髓损伤节段
SK4

的表达#结果$

治疗后第
8

天%模型组&甲强龙组和中药组
CCC

评分明显降低%与假手术组比较差异有统计学意义!

!Z"M"8

"%但
%

组

间比较差异无统计学意义!

!["M ">

"# 治疗后第
X

&

8U

天评分结果%中药组与甲强龙组大鼠四肢运动功能评分明显高于

模型组!

!Z"M"8

"%而中药组与甲强龙组比较差异无统计学意义!

!["M ">

"# 治疗后
X

&

8U A

%中药组与甲强龙组大鼠
SK4

值与模型组比较明显下降!

!Z"M"8

"%而中药组与甲强龙组比较差异无统计学意义!

!["M">

"# 结论$急性上颈脊髓损伤

后以补阳还五汤治疗%可以改善
G&Q

大鼠四肢运动功能%其作用机制可能与通过降低脊髓组织中
SK4

表达明显有关#
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继发性脊髓损伤!

8

"

#

<0()*: =/-> ()?2-@

$

A&B

% 部分

可逆&脊髓组织缺血'缺氧&血小板活化因子#

0:*.5:5.

*=.(C*.()D E*=./-

&

FG4

(作为血小板激活物&刺激血小

板致微循环障碍&形成血栓) 目前研究!

!H%

"发现急性

脊髓损伤后呈动态改变* 急性脊髓损伤后
!IJ >

&血

及受损脊髓组织中
FG4

的含量均明显增加&尤以伤

后第
J

天达高峰后逐渐下降) 全血
FG4

含量增高幅

度与损伤程度成正相关&

FG4

含量与预后关系的分

析中发现&颈髓损伤后期+

8K >

( 全血
FG4

恢复至正

常水平者&其预后往往较好&而呈持续增高状态者&

预后较差) 研究发现!

KHL

"补阳还五汤可明显改善脊髓

损伤大鼠后肢运动功能& 减少脊髓损伤大鼠内源性

FG4

含量&说明
FG4

受体拮抗剂具有潜在的临床治

疗价值)利用中药复方整体治疗优势以及多途径,多

靶点的药物作用机制&能够有效改善脊髓神经功能&

达到治疗脊髓损伤的目的- 本研究从脊髓损伤大鼠

脊髓组织和全血
FG4

含量角度$探讨补阳还五汤对

损伤脊髓的防治机制$ 为传统中药复方的临床应用

提供了新的实验依据$现报告如下-

!

材料与方法

!" !

实验动物

AF4

级别
%

月龄
M(<.*-

大鼠
L"

只$随机分成

K

组$每组
8J

只*假手术组$模型组$甲强龙组$补阳

还五汤组 +简称中药组%- 体质量
!L"I%"" D

$军事医

学科学院实验动物中心提供$ 实验动物许可证号

A&NOH

+军%

!P8!H"""K

-

!" #

实验药物及试剂

戊巴比妥钠+美国
A(D3*

公司$批号
!"8L"Q!J

$

规格
J D

%.甲强龙#辉瑞公司&批号
R!""L""J!

&规格

"7J D

(.血小板活化因子 #

S*. FG4

(

TUBAG

试剂盒

#

&2<*6(/

&

&AVHTPWQ%P-

(-

!" $

实验仪器

球囊压迫系统由经缠绕改良后的
AFU!JP8!N

球囊导管#

X5>.-/)(=

&规格
!7J 33Y8! 33

(&

KY8"

缝

合针和铜丝&压力泵#美国
X5>.-/)(=

公司&型号
TC5-5<.

&

规格
%" *.3

(& 三通&

TC5-5<.

手推压力泵#

X5>.-/)(=

&

规格
%" *.3

( 组成-

4-5<=/

低温冷冻离心机#

1'5-Z

3/

(.电动组织匀浆#

4:2[*

(.电热恒温水浴锅#上海

科恒&

RRM!8HK!"

(.酶标仪#

1'5-3/

&

XO%

(-

!" %

实验方法

!" %" !

造模方法 在前期 !

W

"大鼠急性上颈段球囊

压迫型脊髓损伤模型制作的基础上进行改良- 除假

手术组外各组大鼠均以
!\

戊巴比妥钠 #

JP 3D ] [D

(

腹腔注射麻醉&颈前垫枕&维持颈椎中立位&低头俯

卧位固定- 术前定位
&

8

后结节&用
WP\

乙醇和碘伏

对手术区域进行剃毛和消毒- 在
&

P

H&

%

区域进行中

线切口&颈后正中入路&逐层分离肌肉&暴露寰枕间

隙及
&

8

,

&

!

间隙- 以
! 3:

注射器自制神经剥离子和

圆刀分离寰枕覆膜及寰,枢椎间黄韧带-在铜丝与调

整后弧度为
8J^

的缝合针引导下经寰枕间隙置入椎

管内&球囊位于
&

8

后弓下&硬脊膜外- 球囊头端于寰

椎后弓下缘和枢椎椎板上缘间隙穿出&留置于
&

!

和

&

K

椎板外- 以温盐水彻底冲洗术区&逐层缝合&将留

在体外的导管固定于大鼠头项部及背部皮上- 术前

肌肉注射青霉素
$P

万单位& 术后每天肌注青霉素

$P

万单位- 模型组,甲强龙组和中药组大鼠术后

!K '

以手推压力泵向球囊内注射生理盐水至球囊内

压力达
%PP [F*

&使球囊匀速膨胀&对颈脊髓产生急

性压迫- 持续压迫
K$ '

后&以手推压力泵将球囊抽

成负压并取出球囊导管&无须再次打开切口-单笼饲

养&定期行膀胱按摩协助排尿- 术中出现脑脊液漏,

麻醉复苏半小时后不能正常站立行走的动物废弃&

同时补充实验动物&保证每组实验动物数量-共废弃

并补充大鼠
J

只-

!" %" #

给药方法 补阳还五汤按/中华人民共和国

药典0及规定剂量范围内的临床常用剂量$并参照徐

志华等 !

$

"用药剂量称取组成 $药物如下 *生黄芪

LP D

$当归尾
8P D

$地龙
8P D

$赤芍
8P D

$川芎
8P D

$桃

仁
8P D

$红花
8P D

- 大鼠给药量按照/药理实验方法

学0

!

Q

"

$选择按体重计算方法计算给药剂量- 动物给

药量的换算公式*

V

种动物的剂量+

3D ] [D

%

_MYG

种

动物的剂量 +

3D ] [D

%+

V

为大鼠每天每千克体重灌

药量$

G

为成人每天每千克用药量%- 成人与大鼠的

折算系数为
L7!J

$以成人
LP [D

$成人每天每千克用

药量为
! D ] [D

$ 故大鼠每天每千克体重灌药量为

8!7J D ] [D

- 造模成功后$中药组以中剂量每天
!J D ] [D

灌胃$相当于成人用量的
8

倍-于中国中医科学院附

属望京医院中药配方颗粒药房以中药配方颗粒自动

化调配系统配制$黄芪
L D

相当于原药材
LP D

$赤芍

! D

相当于原药材
8P D

$当归
% D

相当于原药材
8P D

$

地龙
87J D

相当于原药材
8P D

$川芎
87LL D

相当于原

药材
8P D

$红花
87LL D

相当于原药材
8P D

$桃仁
8 D

相当于原药材
8P D

- 颗粒剂混匀后等剂量换算为

%7J D ] [D

灌胃$ 用
8PP ^&

蒸馏水配制成
! D ] 3:

的水

溶液-模型组和假手术组予等体积生理盐水灌胃$均

为每日
!

次$各组均用药
!

周- 甲强龙组*造模后第

8

天经尾静脉注射甲强龙注射液治疗共
!K '

$ 首剂

量为
%P 3D ] [D

$之后剂量
J7K 3D ] [D

1

'

&每
K '

尾静

脉注射给药
8

次-

!" %" $

标本制作方法 取材及处理*各组大鼠术后

第
8

,

W

,

8K

天&每组随机抽取大鼠
J

只&

!\

戊巴比妥

钠 +

JP 3D ] [D

% 腹腔麻醉后&显露脊髓损伤区- 取
&

8

8W8

" "
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表
!

各组大鼠治疗后各时间点
"""

功能评分比较!!

!

!"

"分#

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

!

3

!

4 $.5 !6 5$7- $/21+ 2+1$2)1.2 $)(.8 $99 8(:*-

!!

!

!"

"

<=/-5

$

注%

# 时间>!8%7?@"$>"7""&# 组间>8$A7B8"$>"7""&# 交互>!$7"!"$>"7""' 与假手术组比较"

""

$C"7"8

&与模型组比较"

DD

$C?E"8

;/.5

%

#

.(35

>!8%7"@

"

$>"7""

&

#

F-/20

>#$AGB8

"

$>"7""

&

#

().5-*=.(H5

>!$7"!

"

$>"7""7 &/30*-5I J(.' .'5 <'*3 /05-*.(/) F-/20

"

""

$CK7"8

&

=/30*-5I J(.' .'5 3/I5:

F-/20

"

DD

$C"7"8

组别 鼠数
8 I % I L I 8B I

假手术组
8@ !87""M?E??

NN

!#E??OKGKK

PD

!87""M"7""

DD

!87""M"7""

DD

模型组
8@ Q7""M87""

""

8!7""M87""

""

8B7%%M878A

""

8A7%%M"7@$

""

甲强龙组
8@ Q7ALM"7@$

""

8@7%%M"7@$

""DD

8$7""M"7""

""DD

8Q7%%M"7@$

""DD

中药组
8B $7%%M87@%

""

8B7ALM878A

""DD

8$7%%M"7@$

""DD

!"7""M87""

""DD

#

值
R 88$GLQ ABGBA @BG"L !QG"L

$

值
R "G"" "G"" "G"" "G""

节脊髓组织
"GBSKE@ =3

" 预冷
TUVW

蛋白抽提试剂"

加入蛋白酶抑制剂 (磷酸化蛋白需要同时加入磷酸

酶抑制剂$' 在蛋白抽提开始前加入
"G8 X VXY4

母

液"

VXY4

终浓度
8 3X

' 称取组织重量以重量%裂解

液体积
>8 ZQ

比例加入裂解液 "

4:2[*

电动组织匀

浆器
8@ """ - \ 3()

转速进行匀浆 "每次
#K <

"间隔

#K <

"进行
%

次匀浆' 匀浆时
]V

管需要浸入冰水混

合物中进行降温' 匀浆完成后在冰上孵育
!K 3()

"

B ^&

离心"

#% KKK - \ 3()

"

!K 3()

'离心完成后取上清"

分装保存"待测'

!& ;

观察项目与方法

!& ;& !

行为学检测
___

分级法)

.'5 _*<</

"

_5*..(5

"

.'5 _-5<)*'*) :/=/3/./- -*.()F <=*:5

$

*

#K

+评分是一项评

价脊髓损伤大鼠后肢运动功能的评分标准" 本研究

参考
___

评分分别对大鼠肢体造模前和治疗后
#

,

%

,

L

,

#B I

对所有大鼠进行
___

评分' 评分者为
!

名

熟悉评分标准的非本专业人员 "评分观察期为

B 3()

"

!

人分别记录各组评分结果"评分取平均值'

!& ;& <

脊髓组织
VW4

测定 严格按照大鼠
VW4

双

抗体夹心
]`UYW

法说明书进行操作'简要实验步骤%

)

#

$将标准品梯度稀释后加入酶标板设定的标准品

孔中 &并将待测样品加入酶标板样品孔 &每孔

#KK !:

"用封板胶纸封住反应孔 "

%L a

孵育
! '

'

)

!

$洗板
@

次' )

%

$加入生物素化抗体工作液"每孔

8KK !:

"用封板胶纸封住反应孔"

%L a

孵育
8 '

' )

B

$洗

板
@

次' )

@

$加入酶结合物工作液"每孔
8KK !:

"用封

板胶纸封住反应孔"

%L a

避光孵育
BK 3()

' )

A

$洗板

@

次' )

L

$加入显色液)

1X_

$"每孔
8KK !:

"

%L a

避光

孵育
8@ 3()

' )

$

$加入终止液"每孔
8KK !:

"混匀后即

刻检测
,bB@?

值)

% 3()

内$' )

Q

$保存数据"分析结

果' 以
,b

值为纵坐标"以标准品浓度为横坐标"绘

制标准曲线' 根据样品的
,b

值可在标准曲线上查

出其浓度'

VW4 >

标准曲线上查出的浓度
c

稀释倍数
\

@K KKK

'

!& =

统计学处理

采用
YVYY !KGK

统计学软件进行数据分析"数据

用均数
O

标准差)!

!

%"

$表示"各组大鼠干预后各时间

点
___

评分和脊髓组织内
VW4

值采用重复测量数

据的方差分析"其余定量资料采用单因素方差分析"

两两比较时采用方差分析中
`YbR&

检验" 以
$CKGK@

为差异有统计学意义'

<

结果

<& !

大鼠
___

评分结果

在术后
8 S8B I

内" 假手术组大鼠肢体运动功能

___

评分无明显变化)表
8

$&而中药组与甲强龙组

评分随时间变化差异无统计学意义)

$dKGK@

$"与假

手术组及模型组比较差异有统计学意义 )

$CKGK8

$'

各时间点组间比较结果%术后第
8

天"模型组,甲强

龙组和中药组
___

评分明显降低"与假手术组比较

差异有统计学意义)

$CKGK8

$"但
%

组间比较差异无

统计学意义)

$dKGK@

$&治疗后
LS8B I

"各模型组大鼠

后肢运动功能逐渐恢复" 模型组大鼠四肢运动功能

恢复不明显" 中药组与甲强龙组大鼠四肢运动功能

恢复明显" 与模型组同时间点比较差异有统计学意

义)

$CKGK8

$"而中药组与甲强龙组比较差异无统计

学意义)

$dKGK@

$'

<& <

各组大鼠脊髓组织
VW4

检测结果

在术后
8S8B I

内"假手术组大鼠脊髓组织
VW4

值无明显变化)表
!

$&而中药组与甲强龙组评分随

时间变化差异无统计学意义)

$dKGK@

$"与假手术组

及模型组比较差异有统计学意义)

$CKGK8

$' 各时间

点组间比较结果%术后第
8

天"模型组,甲强龙组和

中药组脊髓组织
VW4

值升高"与假手术组比较差异

有统计学意义)

$CKGK8

$"但
%

组间比较差异无统计

学意义)

$dKGK@

$&模型组治疗后
L IVW4

值高于
8 I

"

差异有统计学意义)

$CKGK8

$&治疗后
8B I VW4

值低

于
L I

"差异有统计学意义)

$CKGK8

$&治疗后
LS8B I

"

中药组与甲强龙组大鼠
VW4

值明显下降"与模型组

8L!

" "
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表
!

各组大鼠治疗后各时间点脊髓组织
"#$

表达比较

!!

!

!"

"

)< = 3:

#

%&'() *+,-&./0+1 +2 "#$ /1 0-/1&3 4+.5 6/0078 +2 .&60 +1

9

!

:

!

; &15 <= 5&>0 &268. 6.8&6,816 &,+1? &33 ?+7-0

!!

!

!"

"

)< = 3:

$

注%

# 时间>8?@7%?"$>"7""&# 组间>8A@7@A"$>"7""&# 交互>8$87B@"$>"7""'

与假手术组比较"

""

$C"7"8

&与模型组比较"

DD

$CE7E8

;/.5

%

#

.(35

>8?@7%?

"

$>E7EE

&

#

<-/20

>8A@7@A

"

$>E7EE

&

#

().5-*F.(G5

>#$#7B@

"

$>E7EE7

&/30*-5H I(.' .'5 J'*3 /05-*.(/) <-/20

"

""

$CE7EB

&

F/30*-5H I(.' .'5

3/H5: <-/20

"

DD

$CE7EB

组别 鼠数
# H ? H #A H

假手术组
#B %7##KE7A8

DD

%78%KE7%L

DD

%78LKE7AL

DD

模型组
8B ?7!!K87A%

""

!87%?KB7%8

""

@7$%K!788

""

甲强龙组
8B ?7BBKE7@L

""

L7BAKE7BL

""DD

A7%$KE7BL

""DD

中药组
8B ?7%BK87A?

""

B7?8K87EE

""DD

B7E@KE7@L

""DD

#

值
M !"7"B A"L7%8 BB7??

$

值
M "7"" "7"" "7""

同时间点比较差异有统计学意义(

$C"7"8

$"而中药

组与甲强龙组比较差异无统计学意义)

$NE7EB

$'

:

讨论

:@ <

补阳还五汤对大鼠急性脊髓损伤的治疗作用

及其机制

继发性脊髓损伤早期
OP4

*

88

+在组织创伤局部"

由于组织血管受损"血小板,内皮细胞等在受到凝血

酶,胶原等刺激时释放
OP4

"

OP4

在损伤局部引起血

管通透性增高和微血栓形成" 从而导致创伤局部的

软组织淤血,肿胀等病理生理改变'张继平等*

8!

+发现

补阳还五汤改善
Q&R

大鼠后肢运动功能和体质量降

低"与其降低脊髓组织
OP4

含量,减轻
OP4

对脊髓

组织的继发性损伤有关' 脊髓损伤造模的部位多选

择在低位颈椎,胸椎及高位腰椎"脊髓损伤后大鼠表

现为后肢运动功能障碍" 故多数研究中只观察了大

鼠后肢的运动功能"且张继平等 *

8!

+研究中只有治疗

后第
8A

天脊髓组织内的
OP4

表达" 并未对单纯脊

髓损伤及治疗后
OP4

的动态变化进行观察' 本研究

分别于以补阳还五汤治疗后
8

,

?

,

8A H

测量
&

8

节段

脊髓组织内
OP4

的表达" 发现上颈脊髓损伤后
8 H

受损脊髓组织中
OP4

即开始增加" 术后
? H

达高峰

后逐渐下降'经甲强龙和补阳还五汤治疗后"脊髓组

织中
OP4

逐渐下降"

8A H

稍高于正常" 符合脊髓组

织内
OP4

的动态变化规律*

%

+

' 补阳还五汤可明显改

善
Q&R

大鼠前肢和后肢运动功能" 并明显减少大鼠

脊髓组织内
OP4

含量" 发挥对损伤脊髓的保护作

用"其降低大鼠脊髓组织中
OP4

含量与改善其肢体

运动功能相关' 说明脊髓组织
OP4

含量在一定程度

上可以反应脊髓损伤程度和脊髓神经恢复状态*

8%

+

'

从中药传统复方中发掘抗
OP4

的方剂是开发

抗
OP4

药物的一条重要途径' 中医学对脊髓损伤并

无专著阐释"根据症状,体征可归于-体惰.-痿证.范

畴/ 补阳还五汤拮抗
OP4

的作用是以其所含多种活

性成分通过多途径, 多靶点的药物作用机制而产生

整体综合调节作用对脊髓损伤后的中枢神经保护的

结果*

8A

+

'

:( A

中药饮片颗粒剂与中药汤剂的比较

中药饮片和中药免煎颗粒均是临床中常用的中

药剂型"中药免煎颗粒是以中药饮片为原料"经过提

取,浓缩,干燥,制粒等工序"最后制成颗粒剂' 中药

配方颗粒是对中药饮片的继承,发展和创新"是传统

中药与时俱进的产物"存在以下优点%)

8

#组方灵活"

随证加减"起效快,易吸收' )

!

#既保留中药材原有的

功效和质量 *

8B

+

"满足中医辨证论治,随证加减的需

要"又符合 -三效.)高效,速效,长效#"-三小. )剂量

小,毒性小,副作用小#"-三便.)贮存,携带, 服用方

便#的现代化成品剂型方向改进'但存在中药配方颗

粒的包装规格单一且规格不统一" 使医师在随证用

药加减方面受限"且价格偏高,品种不全' 从疗效上

来分析"因为中药本身含有多种化学成分"复方共煎

时发生成分间的增溶,助溶,吸附等复杂的物理化学

反应*

8L

+

'颗粒剂采用-单味提取,混合冲服.而不具备

这些特点"另中药饮片颗粒剂多以原生药为原粒"炮

制品的品种较少*

8?

+

'因此"中药配方颗粒的冲泡与中

药饮片合煎的疗效是否相同尚未取得统一认识' 关

于补阳还五汤水煎剂与颗粒剂的对比研究" 目前较

少"麻淑磊等 *

8$

+研究发现补阳还五汤传统饮片汤剂

中盐酸川芎嗪含量明显高于配方颗粒汤剂" 当归等

诸药共煎的过程中可能会发生了一系列的化合,络

合,共溶等化学变化"使盐酸川芎嗪的溶解度增加'

周夏慧等*

8L

+分析比较补阳还五汤传统饮片与免煎颗

粒中黄芪甲苷的含量"结果表明与传统饮片比较"补

阳还五汤配方颗粒中黄芪甲苷的含量更高' 从单味

中药的活性成分考察" 一定程度说明免煎颗粒优于

传统饮片'

本实验中采用与饮片等量的各味药的颗粒剂混

匀"用
8EE S&

蒸馏水配制成含颗粒剂
! < = 3:

的水溶

液"每日
!

次灌胃"实验中贮存,携带,服用方便"观

察大鼠行为学及脊髓组织中
OP4

表达"急性上颈脊

髓损伤后以补阳还五汤治疗" 改善
Q&R

大鼠四肢运

动功能并明显降低脊髓组织中
OP4

表达"表明颗粒

剂治疗有效' 但目前仍缺乏补阳还五汤中药饮片颗

粒剂与中药汤剂的等效性研究" 实验需进一步从化

学成分,药理药效,临床疗效等方面进行系统科学的

8?%

" "
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对比研究! 另本研究中给予的补阳还五汤灌胃为中

剂量"尚需要进一步进行低剂量#中剂量和高剂量补

阳还五汤治疗脊髓损伤的对比研究!

总之"急性上颈脊髓损伤后以补阳还五汤治疗"

改善
<&=

大鼠四肢运动功能" 其作用机制可能通过

降低脊髓组织中
>?4

表达明显有关!
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