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天&甲基泼尼松龙组造模后
% A

内肌肉注射甲基泼尼

松龙
$" </GS/

$相当于临床人用药剂量
!

倍%"此后每

天甲基泼尼松龙肌肉注射量减少
#" </GS/

"共
$

天&

联合组联合金腰带和甲基泼尼松龙"用法用量同前*

假手术组及模型组常规饲养" 肌肉注射青霉

素
#7

万
)\G

$

S/

!

M

%

$

天*

7

#检测指标及方法

7

!

#

#神经行为学$

H=003 H8=11>8 =BM HL80B=

"

A=B

"

HHH

%评分#术后$

#

'

&

'

9

'

#"

'

!%

天%早
%

#

""

$

c

#

""

每组选取
%

只大鼠"采用
HHH

评分(

#!

)对大鼠

后肢运动行为进行评价* 联合考察大鼠后肢的运

动'躯干位置及稳定性'步态'协调性'爪的置放'足

趾间隙及尾的位置* 大鼠在足够宽阔的空间自由

走动
: < >B

"其后肢的运动可以近距离地进行观察*

为避免评分主观偏见"采用
&

个评分组进行
HHH

评分"且各组大鼠的存活时间均符合双侧后肢功能

要求*

&

个评分组获得的
HHH

评分均值为最终

结果*

7

!

!

#

6,E-

受体及
HE6I

检测#术后
#&

天"

每组取
%

只大鼠麻醉后利用切开椎体取脊髓法(

#&

)切

取损伤节段脊髓
*

%

$

#"

"液氮中保存"采用(

&

T

)

,U

"

%"#

放射性配基分析法测定
6,E-

受体亲和力$

UM

%

和最大结合数量$

H<=?

%&术后
:

周"大鼠完成行为学

评价后"用
&

!

7d

的水合氯醛麻醉$

# <XG#"" /

%"

:d

多聚甲醛心内灌注固定后"取脊髓置于含
!"d

蔗糖的

"

!

# <34GX

磷酸缓冲液中* 标本沉底后" 将其取出置

于冰冻切片机上行冠状切片"片厚
!" !<

* 用于免疫

组化染色*

7

!

!

!

#

#

6,E-

受体
H<=?

及
UM

检测#大鼠突

触后膜液的制备(

#:

)

# 将脊髓组织加入预冷的

"

!

&! <34GX

蔗糖溶液匀浆"

#" """

)

/

离心
#" <>B

"

取上清液
!" """

)

/

离心
!" <>B

"将沉淀加入

$ <<34GX *L>0

"

T'X

$

JT 9

!

$

"

:

(%后
:%" """

)

/

离心
!" <>B

* 弃上清"所得沉淀即为突触后膜* 蛋白

浓度测定应用
X3_LD

方法* 分别取各实验组
!$" !X

膜蛋白" 与终浓度为
$

'

#"

'

#$

'

!"

'

!$

'

&"

'

&$

'

:" B<34GX

(

&

T

)

,U

"

%"#

混合"并加入
$ <<34GX

*L>0

"

T'X

$

JT 9

!

$

"

:

(%使其总体积为
$"" !X

"此为

总结合管* 非特异性结合管加入
#" B<34GX

(

&

T

)

,U

"

%"#

"特异结合
e

总结合 非特异结合* 抽滤'加样后

震荡
#" <>B

"

!&

(水浴
#!" <>B

"加入预冷的
*L>0

"

T'X ! <X

终止反应后"立即用玻璃纤维滤膜负压抽

滤"将膜片在
7"

(烤箱中烤干"再移入闪烁杯"加闪

烁液
$ <X

"放置过夜"测其放射性* 采用液体闪烁计

数器进行测量"采用
OK=1KA=LM

分析求得
6,E-

受

体
H<=?

及
UM

*

7

!

!

!

!

#

HE6I

检测#术后
:

周"将剩余动物$每

组
%

只%麻醉'开胸"经心灌注等渗盐水"再灌注多聚

甲醛"取伤段脊髓
% <<

* 在多聚甲醛固定后"移入蔗

糖"

:

(过夜"冰冻切片$

!" !<

%"隔
$

取
#

"贴片* 丙

酮固定'甲醇加
T

!

F

!

浸泡'水洗* 按下列程序进行免

疫组化
-H'

法染色#切片在
"

!

# <34GX VHO

中漂洗

&

次 $每次
$ <>B

%"自由漂片与
&d T

!

F

!

孵育

&" <>B

"并浸入
$d

含
"

!

&d *L>13B [

"

#""

的正常羊

血清中
&9

(反应
&" <>B

* 转入各自的含
!d

正常羊

血清和
"

!

&d *L>13B [

"

#""

的
"

抗$兔多克隆
6*

"

&

抗血清"稀释倍数为
#

*

# """

和小鼠多克隆
HE6I

抗

血清"稀释倍数为
#

*

# """

% 于
:

(孵育
:% A

*

"

!

# <34GX VHO

再次漂洗
$ <>B

)

&

次"切片与试剂

盒的试剂
"

和
#

于
&9

(每种抗体反应
&" <>B

*

"

!

# <34GX VHO

漂洗
$ <>B

)

&

次* 免疫反应的产物

直视下放入含
"

!

"$d E-H

'

"

!

#d

硫酸镍和
"

!

"#d

T

!

F

!

的染色液中反应
#" <>B

* 棕色反应显色* 水

洗'脱水'透明'封片* 经以上处理的脊髓切片标本用

光学显微镜观察"用配套的显微照相系统摄片*
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阳性染色结果判定#光镜下观察染色结果"并按照

,K'=L1AD UE

等(

#$

)的方法对免疫组化染色结果进行

判定#按细胞着色的程度分为
"

'

#

'

!

'

&

级"分别对应

无着色'轻度着色'明显着色和深度着色* 其中达到

#

级为阳性$若用灰度表示"一般染色深度至少比对照

大
$

倍%*

细胞计数#每例动物取
$

张切片"每张切片取
$

个

视野"

#""

倍计数
HE6I

阳性神经元数量*

9

#统计学方法#应用
OVOO #%

!

"

软件包进行

统计学分析* 各组动物经造模和相应处理后"行单盲

实验检测* 计量资料以
?

%

0

表示"采用
1

检验和单因

素方差分析进行统计学处理*

V W"5 "$

为差异有统计

学意义*

结##果

#

#各组大鼠干预期间一般状态#假手术组大鼠

术后
#

天进食'活动稍减少"毛色正常&术后
&

天即恢

复正常* 与假手术组比较"模型组大鼠的进食'四肢活

动从术后
#

天明显减少"无自主排便"

&

天后毛色枯

萎&随后特别是
9

天后进食逐步增加'活动量增多"毛

色逐渐光亮&甲基泼尼松龙组'金腰带组'联合组恢复

更快更好"金腰带组第
!

天即有排便"甲基泼尼松龙组

最早在第
&

天排便"而模型组最早在
$

天后排便* 死

亡率#假手术组'甲基泼尼松龙组'联合组无死亡"

O')

模型组
!$d

"金腰带组
7

!

$d

*

!

#各组腹角和背角
HE6I

比较$图
#

'

!

"表
#

%

与假手术组比较"模型组腹角和背角
HE6I

阳性神经

元数量升高"差异有统计学意义$

V W"

!

"$

%* 与模型

组比较"各给药组
HE6I

阳性神经元数量升高$

V W

"

!

"$

%* 与甲基泼尼松龙组比较"金腰带组及联合组

HE6I

阳性神经元数量升高$

V W"

!

"$

%"联合组优于

金腰带组$

V W"

!

"$

%*

图
#

$脊髓腹角
HE6I

免疫组化染色$

-H'

法" )

!""

%

图
!

$脊髓背角
HE6I

免疫组化染色$

-H'

法" )

!""

%
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表
#

$各组干预后腹角和背角
HE6I

阳性

神经元数量比较#$

?

%

0

%

组别
B

腹角$个
GTV

% 背角$个
GTV

%

假手术
%

9

+

c

%

"

+

&

!

!

+

c

%

#

+

"

!

模型
% c

+

$

%

"

+

$ #9

+

!

%

"

+

$

甲基泼尼松龙
%

#!

+

"

%

"

+

:

!

!"

+

!

%

#

+

7

!

金腰带
%

#:

+

%

%

"

+

&

!"

!7

+

7

%

"

+

c

!"

联合
%

#$

+

7

%

#

+

9

!"#

!c

+

&

%

!

+

9

!"#

##注#与模型组比较"

!

V W "

!

"$

&与甲基泼尼松龙组比较"

"

V W

"

!

"$

&与金腰带组比较"

#

V W"

!

"$

&

#各组
6,E-

受体
H<=?

及
UM

比较 $表
!

%

与假手术组比较"模型组
6,E-

受体
H<=?

升高"

UM

降低$

V W"

!

"$

%* 与模型组比较"

&

个给药组
H<=?

降低"

UM

升高 $

V W"

!

"$

%*与甲基泼尼松龙组比较"

金腰带组和联合组
H<=?

降低"

UM

升高$

V W"

!

"$

%*

与金腰带组比较"联合组
H<=?

降低"

UM

升高$

V W

"

!

"$

%*

表
!

$各组
6,E-

受体
H<=?

及
UM

比较#$

?

%

0

%

组别
B H<=?

##

UM

假手术
%

:9"

%

&:

!

:

+

"

%

"

+

:

!

模型
% 9&"

%

!c !

+

"

%

"

+

$

甲基泼尼松龙
%

77"

%

#$

!

&

+

"

%

"

+

:

!

金腰带
%

7:7

%

!$

!"

:

+

"

%

#

+

"

!"

联合
%

$#"

%

!#

!"#

:

+

c

%

#

+

"

!"#

##注#与模型组比较"

!

V W "

!

"$

&与甲基泼尼松龙组比较"

"

V W

"

!

"$

&与金腰带组比较"

#

V W"

!

"$

:

#各组大鼠各时间点后肢运动功能
HHH

评分

比较$表
&

%#假手术组大鼠
HHH

评分显示"术后

#

天大鼠的运动功能有所减弱"但术后
&

天即恢复正

常* 与假手术组同期比较"模型组大鼠术后
& b!%

天

HHH

评分减少$

V W"5 "$

%* 与模型组比较"各给药组

术后
& b!%

天
HHH

评分升高$

V W"5 "$

%* 与甲基泼

尼松龙组同期比较"金腰带组和联合组术后
9 b!%

天

HHH

评分升高$

V W"5 "$

%*

讨##论

急性
O')

的病理基础是脊髓神经炎性水肿"炎性

物质激活
6,E-

受体"产生严重的神经毒性"引起神

经元损伤或死亡(

#7

)

* 金腰带的核心成分为芫花根皮*

芫花根逐水泄湿"解毒疗疮"散结消肿"活血止痛* 用

于水肿'瘰疬'乳痈'痔瘘'疥疮等(

#9

)

* 芫花根含二萜

类成分#芫花酯甲$

D.=BA.=K>B

%"芫花酯乙 $

D.=B

"

A.=M>B

%"芫花瑞香宁$

/8BS_=M=JAB>B

%即
#!

$苯甲

酸氧基瑞香毒素$

#!

"

P8B@3?DM=JAB813?>B

%&双黄酮

类成分#瑞香黄烷素
H

$

M=JAB3M3L>B H

%"芫花醇

$

/8BS_=B34

%

-

'

H

'

'

&香豆精类成分#西瑞香素

$

M=JAB3L81>B

%"伞形花内酯$

.<P844>R8L3B8

%&甙类

成分#瑞香甙 $

M=JA>B

%"丁香甙 $

0DL>B/>B

%"芜根

$

D.=BS=B>B

%"还含
$

$谷甾醇 $

$

"

0>13018L34

%

(

#%

)

*

芫花根的碳酸溶解部分对动物子宫$小鼠离体子宫或

孕兔羊膜内注射%有明显的兴奋作用* 麻醉猫静脉注

射"除引起短暂的血压下降外"亦出现子宫收缩* 中毒

剂量可延长凝血时间"并出现血尿* 芫花酯乙素能扩

张冠状血管"但效力较凯林$

UA844>B

%为弱(

#c

)

* 芫花

酯甲为主要的二萜类成分"具有利水作用"能改善微循

环'稳定生物膜'钙离子拮抗'控制炎症水肿"避免脊髓

因周围组织水肿造成二次损伤* 该成分具有强烈的刺

激性"对皮肤'黏膜系统有较大的毒害作用(

!"

)

" 是金

腰带在临床的主要毒副作用$腹泻%的物质基础* 芫

花酯甲的作用可减少伤害性刺激通过外周神经纤维传

递至脊髓后角"抑制兴奋性氨基酸$主要为谷氨酸和

天冬氨酸%释放"从而下调
6,E-

表达"保护损伤脊

髓"促进神经功能恢复"是阻隔
6,E-

受体通路'抑制

神经元凋亡最可能的物质基础* 一方面芫花根醇提物

弱极性组分中含苯甲酸酯衍生物'甾族化合物和齐墩

果烷衍生物等抗炎活性物质"芫花根醇提物弱极性组

分能明显提高小鼠网状内皮系统异物吞噬活性"对大

鼠足肿胀抑制作用显著"是抑制急性炎症的有效组

分(

!#

)

"它们阻隔
6,E-

受体通路'抑制神经元凋亡"

为
HE6I

的激活扫除了障碍&另一方面芫花酯乙素等

物质能扩张冠状血管'改善循环为
HE6I

的激活创造

了条件"增强这些因子的表达方式来为损伤神经元提

表
&

$各组大鼠各时间点后肢运动功能
HHH

评分比较#$分"

?

%

0

%

组别
B

HHH

评分

术后
#

天 术后
&

天 术后
9

天 术后
#"

天 术后
!%

天

假手术
% #c

+

"

%

#

+

#

!#

+

"

%

"

+

#

!

!"

+

%

%

"

+

:$

!

!#

+

"

%

"

+

"

!

!#

+

"

%

"

+

"

!

模型
% "

+

7

%

"

+

: "

+

9

%

"

+

$ &

+

&

%

"

+

: :

+

%

%

"

+

9 %

+

!

%

"

+

!

甲基泼尼松龙
% "

+

9

%

"

+

:

#

+

9

%

"

+

7

!

$

+

"

%

"

+

&

!

7

+

c

%

#

+

#

!

#!

+

#

%

"

+

:

!

金腰带
% "

+

9

%

"

+

$

#

+

$

%

"

+

$

!

:

+

"

%

"

+

7

!"

7

+

9

%

"

+

c

!"

#!

+

:

%

"

+

7

!"

联合
% "

+

%

%

"

+

:

!

+

#

%

"

+

$

!

7

+

&

%

#

+

&

!"

%

+

%

%

!

+

#

!"

#:

+

!

%

!

+

$

!"

##注#与模型组同期比较"

!

V W"

+

"$

&与甲基泼尼松龙组同期比较"

"

V W"

+

"$
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供营养支持"以有利于损伤后的突触重建和功能恢复*

脊髓钝挫伤在临床较为常见* 挫伤可致脊髓局部

神经元受损"胶质细胞激活* 特别是因外力和炎症导

致的脊髓继发损伤可进一步加重对神经元和轴索的损

害"进而导致感觉运动和传导功能障碍* 大鼠脊髓顿

挫伤模型是研究
O')

机制和药物作用的有用模型*

本实验发现"

HE6I

免疫阳性反应物主要分布于

脊髓神经元"提示在成年大鼠脊髓"

HE6I

的生理作

用主要与神经元有关* 由于脊髓前角脊髓运动神经元

是控制肢体骨骼肌运动行为的主要执行者"与动物行

为学关系密切* 因此"

HE6I

在前角脊髓运动神经元

表达"提示
HE6I

可能参与运动功能调节* 本实验结

果支持
HE6I

可能在成年大鼠脊髓神经元功能维持

发挥重要作用* 在本实验中"脊髓挫伤导致了脊髓

HE6I

阳性细胞数量增加" 提示
O')

促进了内源性

HE6I

的合成"可能有利于保护受损神经元从而发挥

功能营救作用*

本实验结果发现"

!%

天后"

O')

组脊髓
HE6I

阳

性神经元数量明显多于假手术组"表明
O')

促使一些

正常脊髓内原来未表达
HE6I

的细胞表达了
HE6I

"

说明
O')

能刺激脊髓神经元
HE6I

表达增加* 提示

HE6I

是
O')

损伤修复过程中的一个重要分子*

HE

"

6I

在
O')

中的具体作用和其相关的分子机制尚需进

一步研究*

与
O')

组比较"甲基泼尼松龙组的运动功能改进

和
HE6I

阳性神经元数量进一步增加"差异有统计学

意义$

V W"

!

"$

%"说明甲基泼尼松龙能增加损伤脊髓

HE6I

表达'改善运动功能* 本实验中"金腰带组的运

动功能和
HE6I

阳性神经元数量与
O')

组比较"也明

显改善"差异有统计学意义$

V W"

!

"$

%"说明金腰带治

疗有效增加损伤脊髓
HE6I

表达'改善运动功能" 从

而为金腰带用于
O')

治疗提供了重要的实验支持*

比较金腰带和甲基泼尼松龙对运动功能改进和
HE6I

表达的影响发现#金腰带组的运动功能改进和
HE6I

的神经元数量明显多于甲基泼尼松龙组"差异有统计

学意义$

V W"

!

"$

%"显示金腰带的效果优于甲基泼尼

松龙组* 说明金腰带是治疗
O')

的有效药物* 本实

验中"甲基泼尼松龙和金腰带的联合应用显示出对运

动功能改进和
HE6I

表达的最强促进作用"说明两者

联合治疗
O')

是可行而高效的策略 $

V W"

!

"$

%*

内源性兴奋性氨基酸的释放对损伤的中枢神经系

统有毒性作用"分布在脊髓的
6,E-

受体"在中枢神

经系统毒性损害中可能起主要作用*

6,E-

受体可

提高脊髓背角神经元的兴奋性"参与脊髓水平伤害性

信息传递"在伤害性感受及痛觉过敏形成中起着重要

的作用*

6,E-

受体在中枢敏感化中的重要作用体

现在两个方面#一是
6,E-

受体的激活常发生于反复

刺激
'

纤维所致的上发条$

_>BM

"

.J

%现象&二是鞘内

应用竞争性或非竞争性
6,E-

受体拮抗剂可抑制中

枢敏感化* 累积的生物学'电生理学及行为学资料指

出
6,E-

受体可介导持续数小时到数天的长时程突

触可塑性变化(

%

)

"证明
6,E-

受体在中枢敏感化及

慢性痛的形成中扮演重要角色* 当持续性伤害性刺激

通过外周神经纤维传递至脊髓后角时"可引起兴奋性

氨基酸$主要为谷氨酸和天冬氨酸%释放"激活
6,E-

受体"引起钙离子内流"进而激活蛋白激酶
'

$

JL318>B

S>B=08 '

"

VU'

%

(

c

)

"引起痛觉过敏*

本实验发现"大鼠术后
#&

天"(

&

T

)

,U

"

%"#

放射

性配基测定
6,E-

受体
UM

在模型组明显减少"

H<=?

升高联合组恢复最好"甲基泼尼松龙组和金腰

带组也有部分恢复* 说明
O')

后"

6,E-

受体被激

活"金腰带'甲基泼尼松龙能有效下调脊髓
6,E-

受

体"减轻继发性
O')

"对
O')

有一定的治疗与保护作

用"且两者有协同作用*

综上"

HE6I

和
6,E-

受体在神经元损伤修复

中可能发挥重要调节作用* 本实验发现甲基泼尼松

龙组和金腰带均能增加
O')

动物
HE6I

表达"下调

6,E-

受体水平"对行为功能有一定改善作用&实验

结果显示金腰带的效果优于甲基泼尼松龙组"且两

者联合效果最佳* 为金腰带治疗
O')

提供了理论依

据* 笔者认为临床治疗
O')

可首选金腰带"但要将

金腰带形成制剂推广到临床还要做大量基础研究才

能获得普遍认可* 本研究不足之处在于样本量过

小"观察指标较单一"如睫状神经营养因子'神经生

长因子'神经营养因子等可纳入进一步观察指标"金

腰带的毒性反应及机制有待进一步深入研究*
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中医药条例落实初获成效

7

月
!&

日#国家卫生计生委通报
!"#:

年
%

月+

#!

月与国家中医药管理局联合组织开展的,中医药条例-落实情况监督检查工

作% 通报称#该项工作取得一定成效#中医药逐步纳入法制轨道%

,中医药条例-实施以来#从中央到地方各级政府#都将中医药事业发展纳入当地国民经济和社会发展总体规划及区域卫生发展

规划#逐步增加对中医药的投入% ,中医药条例-的实施促进了中医药参与深化医药卫生体制改革#不仅在
$"

余个医改配套文件中包

含中医药内容#在涉及中医药重大项目$重点领域$关键问题等方面#也依法制定单独政策#充分体现对中医药权益的保障%

目前#已有
!$

个省!区$市"公布中医药!民族医药"地方性法规#有效推动,中医药条例-贯彻落实%

&#

个省!区$市"发布
&$

个

扶持促进中医药$民族医药发展的意见或决定#形成推动,中医药条例-贯彻落实的合力#全国有
%9d

的中医医疗机构纳入医疗保险定

点机构#医疗服务价格项目中已有
&&9

项中医诊疗项目纳入收费项目#并不同程度地提高中医药报销比例%

通报也指出了该项工作存在的一些问题% 如,中医药条例-未能充分体现中医药特点和发展规律#中医药服务体系标准规范有待

完善#中医药监管体制机制有待健全#绝大多数中医药管理部门没有专门从事监督工作的人员#卫生计生综合监督执法队伍人员少$任

务重#中医药监督执法力量不足等%

!转载自,中国中医药报-

!"#$

年
7

月
!7

日第
#

版"


