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［摘　要］目的：探讨通痹方热奄包外敷对家兔退变椎间盘细胞凋亡相关基因天冬氨酸特异性蛋白酶３
（Ｃａｓｐａｓｅ３）和Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）ｍＲＮＡ表达的影响。方法：普通级新西兰大白兔１８只随机均分为空白组
（正常兔，不做任何干预）、模型组（颈椎病模型兔，不予任何治疗）及热敷组（颈椎病模型兔，通痹方热奄包外敷

治疗），各组家兔于造模前、造模第３０天及治疗结束后拍摄颈椎Ｘ线并评分；治疗１５次后留取各组家兔Ｃ３４和
Ｃ４５椎间盘，采用苏木精－伊红（ＨＥ）染色观察Ｃ３４椎间盘组织形态学变化并评分，实时荧光定量法检测 Ｃ４５
椎间盘Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达量。结果：模型组和热敷组家兔造模后颈椎Ｘ线评分分别较空白组升
高，热敷组家兔治疗后颈椎Ｘ线积分改善程度较模型组大，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＨＥ染色结果显示，
模型组家兔Ｃ３４椎间盘评分比空白组升高，热敷组评分比模型组降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；与空白
组相比，模型组家兔Ｃ４５椎间盘内Ｃａｓｅｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达升高、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达降低，差异均有统计学意义（Ｐ
＜００５）；与模型组相比，热敷组家兔椎间盘内Ｃａｓｅｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达降低，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达升高，差异均有统计
学意义（Ｐ＜００５）。结论：通痹方热敷可通过上调Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达、抑制Ｃａｓｅｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达减少椎间盘细
胞凋亡，延缓椎间盘退变。
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　　椎间盘退变被认为是引起颈、腰椎病疼痛的主
要原因，而颈腰痛是目前临床最常见的颈椎病和腰

椎病的就诊原因，每年医疗费用巨大［１］。椎间盘

退变是由衰老、异常应力、损伤等多种因素引起的

椎间盘慢性退行性病变，其病理过程往往伴随着细

胞减少、细胞外基质丢失、Ⅰ型胶原大量合成等，最
终导致椎间盘结构和功能发生改变［２］。有研究指

出，椎间盘细胞过度凋亡导致的细胞数量减少和细

胞活力丧失可直接影响椎间盘的功能［３］。因此，

能否有效抑制椎间盘细胞凋亡、改善椎间盘功能成

为临床治疗椎间盘退行性疾病新的攻破点。中药

热奄包作为一种中医保守疗法，药物在热力作用下

可直接渗透至病灶深部，有疏通经络、活血化瘀、缓

解疼痛及减轻炎症的作用［４］。天冬氨酸特异性蛋

白酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅ
ａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ３）是半胱氨酸蛋白酶家族的成员，与
细胞凋亡有着密不可分的关系，可通过降解细胞内

底物激活细胞凋亡通路，致使细胞凋亡［５］。Ｂ淋巴
细胞瘤２（Ｂｌｙｍｐｈｏｃｙｔｏｍａ２，Ｂｃｌ２）是 Ｂｃｌ２家族
主要的抗凋亡蛋白，可抑制细胞色素Ｃ释放，阻止
下游胱冬肽酶的激活，从而起到抑制凋亡发生的

作用［６］。因此，本研究通过建立新西兰大白兔颈

椎间盘退变模型，探讨中药热奄包外敷疗法对退变

椎间盘细胞凋亡相关基因 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂｃｌ２ｍＲ
ＮＡ的影响。

１　材料与方法

１１　实验动物、主要药品、试剂及仪器
１１１　实验动物　普通级新西兰大白兔［ＳＹＸＫ
（黔）２０１８－０００１］１８只，雌雄各半，每只体质量
２０～２５Ｋｇ，贵州医科大学实验动物中心提供。

１１２　主要药品与试剂　通痹方（葛根２０ｇ、桂枝
１２ｇ、伸筋草 １０ｇ、牛膝 １０ｇ、路路通 １０ｇ、细辛
１０ｇ、防风１０ｇ、川芎１５ｇ、红花１０ｇ、没药２０ｇ、赤
芍１５ｇ、独活１５ｇ、威灵仙１５ｇ及秦艽１５ｇ）为贵
州医科大学附属医院针灸科自制方，中药材均购自

贵州医科大学附属医院；ＴＲＩＺＯＬ试剂盒和荧光定
量试剂盒购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，
逆转录试剂盒购自日本 Ｔａｋａｒａ公司，苏木素 －伊
红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色液购自湖南艾佳生
物有限公司，引物由中国生工生物工程（上海）有

限公司合成。

１１３　主要仪器　１７３０Ｒ高速冷冻离心机（香港
基因有限公司）、ＹＢ－６ＬＦ生物组织石蜡包埋机
（孝感亚光医用技术有限公司）、ＹＴ－６Ｃ生物组织
摊烤片机（孝感亚光医用技术有限公司）、ＡＥ４１光
学显微镜（厦门麦克奥迪医疗诊断系统有限公司）

和７５００型实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉ
ｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）。
１２　方法
１２１　造模及分组　１８只家兔适应性喂养７ｄ后
随机分为空白组、模型组及热敷组，每组各６只。
模型组和热敷组家兔采用长期低头位建模法建立

颈椎病家兔模型［７］，即将家兔置于兔固定盒内，充

分显露颈部，敷以保湿冰袋，使其颈部成低头屈曲

位４５°、３ｈ／次、２次／ｄ，造模３０ｄ后拍摄颈椎 Ｘ线
片，见家兔颈椎出现生理曲度改变、反弓或椎间隙

变窄、椎间孔变小、椎体出现骨质增生或椎体周围

软组织钙化等变化中的 ２项时即视为造模成功。
空白组同期正常饲养，不做任何干预；模型组仅作

造模处理，不予任何治疗；热敷组造模成功后用通

痹方方药制成热奄包，加水煎熬后去除药包多余水

分，将温度适宜的热奄包置于家兔颈部进行热敷，１
９３４
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次／ｄ、１５ｍｉｎ／次，治疗５次，休息２ｄ，共治疗１５次。
１２２　颈椎影像学观察及评分　各组家兔在造模
前、造模第３０天及治疗结束后拍摄颈椎左侧位 Ｘ
线，观察颈椎病变情况，并参照文献［８］方法以造
模前 Ｘ线检查作参照，于造模第３０天、治疗结束
后２个时间节点对颈椎椎间隙、椎体前后缘、颈椎
上下关节突骨质增生情况、椎间孔、颈椎生理曲度

进行评分，并计算治疗后Ｘ线积分改善程度（治疗
后Ｘ线积分改善程度＝造模后Ｘ线积分－治疗后
Ｘ线积分）。
１２３　颈椎间盘组织形态学观察及评分　于治疗
结束后第２天取出各组家兔 Ｃ３４椎间盘在４％多
聚甲醛溶液中固定４８ｈ，４℃冰箱过夜，０９％生理
盐水浸洗２～３次，置于１０％ＥＤＴＡＮａ２溶液脱钙，
经石蜡包埋、切片、苏木素－伊红染色液染色，光学
显微镜下观察组织形态学变化，参照文献［９］方法
对椎间盘组织形态进行评分，评分范围从正常椎间

盘４分到严重退变椎间盘１２分。
１２４　椎间盘 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ　采用实
时荧光定量多聚核苷酸链式反应（ＲｅａｌｔｉｍｅＱｕａｎ
ｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）法检
测。取各组家兔 Ｃ４５椎间盘液氮研磨后用 Ｔｒｉｚｏｌ
法提取总ＲＮＡ，参照逆转录试剂盒说明书将 ＲＮＡ
逆转录为ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行ＲＴｑＰＣＲ反
应，反应体系为 １０μＬ：ＳＹＢＲＭｉｘ５μＬ，引物各
０５μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３μＬ。反应参数为５０
℃ ２ｍｉｎ、９５℃ １５ｓ、９５℃ １５ｓ和６０℃ １ｍｉｎ，４０
个循环，以 ＧＡＰＤＨ作为内参基因，根据２－ΔＣｔ法计
算 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的相对表达量。见
表１。

表１　相关引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

　名称 引物序列５′～３′ 产物大小／ｂｐ
Ｂｃｌ２ 上游：ＧＴＴＴＣＡＡＡＧＣＧＧＣＴＣＴＣＡＣＣ １３６

下游：ＴＴＣＣＣＴＡＣＧＴＧＡＴＧＴＴＧＴＧＴＴ
Ｃａｓｅｐａｓｅ３ 上游：ＴＧＣＣＡＴＧＣＴＧＡＡＡＧＡＧＴＡＣＧ １０５

下游：ＧＴＧＧＣＡＴＣＡＡＧＧＧＡＡＴＡＧＧＡ
ＧＡＰＤＨ 上游：ＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＧＣＴＧＣＴＡ １０４

下游：ＡＣＧＡＣＣＴＧＧＴＣＣＴＣＧＧＴＧＴＡ

１３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１９０统计软件进行分析，计量资料

以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因
素方差分析，两两比较采用独立样本 ｔ检验，Ｐ＜
００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２１　颈椎Ｘ线评分
与空白组相比，模型组和热敷组家兔造模后颈

椎Ｘ线评分升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
热敷组家兔治疗后颈椎 Ｘ线积分改善程度较模型
组大，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　各组家兔颈椎Ｘ线评分和积分
改善程度比较（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｏｎｇｂｉｈｏｔｃｏｍｐｒｅｓｓｏｎＸｒａｙ
ｉｍａｇｉｎｇｓｃｏｒｅｓａｎｄｓｃｏｒｅｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆｒａｂｂｉｔｓ＇
ｃｅｒｖｉｃａｌｓｐｉｎｅｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ｘ±ｓ）

　组别 ｎ 造模后积分／分 积分改善程度／分
空白组 ６ １１７±０４１ －０１７±０４１
模型组 ６ ４６７±０５２（１） ０１７±０４１
热敷组 ６ ４３３±０５２（１） ０８３±０７５（２）

注：（１）与空白组比较，Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５。

２２　Ｃ３４椎间盘组织结构
ＨＥ染色结果显示，空白组家兔Ｃ３４椎间盘纤

维环层次分明、排列整齐、结构正常、细胞分布均

匀，模型组家兔椎间盘纤维环可见纤维排列松散紊

乱、出现较多撕裂和细胞肿胀变性，热敷组家兔椎

间盘纤维环排列相对整齐、层次相对清楚和细胞形

态稍好；模型组家兔椎间盘评分比空白组升高，热

敷组评分比模型组降低，差异均有统计学意义

（Ｐ＜００５）。见图１。
２３　Ｃ４５椎间盘Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的相对
表达量

与空白组相比，模型组家兔 Ｃ４５椎间盘内
Ｃａｓｅｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达升高、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达降
低，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组相
比，热敷组家兔椎间盘内 Ｃａｓｅｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达降
低，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达升高，差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５）。见表３。

３　讨论

椎间盘由中心的髓核、包裹于髓核周围的纤维

环以及上下端的软骨终板构成［１０］，位于上下两椎

体之间，起到缓冲震荡、均匀分散脊柱应力、连接椎

体及维持脊柱高度的作用，是人体最容易发生退变

的组织［１１］。导致椎间盘发生退变的因素众多，常

０４４
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注：（１）与空白组比较，Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５。

图１　各组家兔Ｃ３４椎间盘纤维环组织学及ＨＥ染色评分
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｏｎｇｂｉｈｏｔｃｏｍｐｒｅｓｓｏｎｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆＣ３４ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃａｎｎｕｌｕｓｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

表３　各组家兔椎间盘Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
相对表达量比（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｏｎｇｂｉｈｏｔｃｏｍｐｒｅｓｓｏｎ
Ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄＢｃｌ２ｍＲＮＡｉｎＣ４５

ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｓｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
　组别 Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
空白组 ０２３±００３ ０８５±００７
模型组 ０９１±００３（１） ０６１±００５（１）

热敷组 ０６９±００６（２） １５１±００７（２）

注：（１）与空白组比较，Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５。

见的有机械压力、创伤、免疫因素以及缺血缺氧等

均可诱使椎间盘过早的发生退变［１２］。本研究使用

低头位造模法经长时间诱导之后建立家兔颈椎间

盘退变模型，较好的模拟人类长期低头颈椎异常应

力所致颈椎间盘退变，且兔颈椎结构与人类颈椎结

构极为相似，这使得研究所用模型更符合临床实

际。建立模型后，本研究观察到家兔颈椎 Ｘ线出
现了不同程度的椎间隙狭窄、曲度变直，椎体边缘

观察到骨赘形成，小关节出现增生硬化等情况，说

明模型建立成功。在对家兔颈椎 Ｘ线的评分中，
与空白组相比，模型组和热敷组家兔造模后颈椎Ｘ
线评分升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；热敷
组家兔治疗后颈椎 Ｘ线积分改善程度较模型组
大，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；椎间盘 ＨＥ染
色显示，空白组家兔椎间盘纤维环层次分明、排列

整齐、结构正常、细胞分布均匀，模型组家兔椎间盘

纤维环可见纤维排列松散紊乱，出现较多撕裂和细

胞肿胀变性，热敷组家兔椎间盘纤维环排列相对整

齐、层次相对清楚和细胞形态稍好；模型组家兔椎

间盘评分比空白组升高，热敷组评分比模型组降

低，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。这些结果提
示建模过程中家兔的不当体位以及异常应力致使

家兔颈椎椎间盘发生退变，经过通痹方外敷治疗后

从影像学上家兔颈椎整体退变情况较前好转，从组

织形态学上椎间盘退变程度也较治疗前减轻。

细胞凋亡是一种由基因调控的细胞自主性死

亡，存在于机体的整个生命过程维持机体器官或组

织内环境的稳定［１３］，对机体的免疫和防御反应、疾

病或中毒引起的细胞损伤等都具有非常重要的作

用［１４］。研究发现，细胞凋亡异常与椎间盘退变的

发生发展密切相关，细胞凋亡异常增多导致椎间盘

细胞活性降低、活性细胞数量减少，加重了椎间盘

退变过程［１５］。研究发现软骨细胞凋亡异常增加，

会导致椎间盘内的活化软骨细胞数量减少，软骨

细胞合成和（或）降解细胞外基质的能力降低，致

使代谢产物堆积于椎间盘内，营养物质的供应减

少，最终导致椎间盘发生退变［１６］。同样有很多研

究者认为，细胞凋亡过度或衰老会引起的椎间盘髓

核细胞数目减少和细胞活性降低，细胞外基质合成

减少而分解增加是导致椎间盘退变的主要原

因［１７］。也有研究认为细胞凋亡导致的纤维环细胞

减少是纤维环退变的主要原因，而椎间盘纤维环细

胞减少，细胞外基质成分也不断减少，进而导致椎

间盘发生退变［１８］。总而言之，细胞凋亡是椎间盘

退变的重要环节，椎间盘细胞过度凋亡后导致的细

胞数量减少、细胞活性降低以及细胞外基质成分合

１４４
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成减少，是促进椎间盘退变和衰老主要因素。

Ｃａｓｐａｓｅ级联反应是细胞凋亡通路的中心环节，
Ｃａｓｐａｓｅ３作为Ｃａｓｐａｓｅ级联反应下游最关键的凋
亡蛋白酶，在死亡受体途径与线粒体凋亡途径等途

径中介导了细胞凋亡［５］。在正常情况下，胞质中

的Ｃａｓｐａｓｅ３以无活性的酶原形式存在，细胞发生
凋亡时被释放到细胞质中的细胞色素 Ｃ激活天冬
氨酸特异性蛋白酶９（ｃｙｓｔｅｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｓｐａｒｔａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ９，Ｃａｓｐａｓｅ９），继而激活 Ｃａｓｐａｓｅ
３［１９］；被活化后的 Ｃａｓｐａｓｅ３直接参与切割或降解
细胞的多种结构和功能蛋白，引起细胞功能障碍、

细胞凋亡［２０］。对人退变腰椎间盘的研究表明，腰

椎间盘退行性病变患者血清中 Ｃａｓｐａｓｅ３和
Ｃａｓｐａｓｅ９的浓度明显高于正常健康者，而且
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９的浓度与腰椎间盘突出节段
的数量有直接联系，指出凋亡因子 Ｃａｓｐａｓｅ３和
Ｃａｓｐａｓｅ９腰椎间盘退变的发生或发展过程中起到
重要作用［２１］。在线粒体凋亡通路上 Ｂｃｌ２家族是
细胞凋亡的调控者，以线粒体为调控凋亡单位，

Ｂｃｌ２为抗凋亡蛋白，Ｂｃｌ２家族蛋白Ｂａｘ为促凋亡
蛋白，当 Ｂｃｌ２表达降低、Ｂａｘ表达升高时，线粒体
通道开放释放出细胞色素 Ｃ等诱导凋亡因子启动
下游凋亡发生［２２］。Ｂｃｌ２是线粒体凋亡途径上最
重要的抗凋亡因子，通过减少凋亡诱导因子、与促

凋亡因子Ｂａｘ结合、拮抗凋亡蛋白酶等发挥抑制凋
亡作用［２３］。有研究报道，Ｂｃｌ２可抑制线粒体中内
源性核酸内切酶及细胞色素 Ｃ的释放，干预
Ｃａｓｐａｓｅ３活化进而发挥抗凋亡的作用，认为 Ｂｃｌ２
可能抑制了 Ｃａｓｐａｓｅ３的合成［６］。有人在对人类

退变椎间盘的研究中发现，在椎间盘退行性变程度

逐渐加重的过程中，髓核组织中的 Ｂａｘ和 Ｃａｓｅ
ｐａｓｅ３表达量也呈现出增长趋势，Ｂｃｌ２则趋于下
降［２４］，这说明椎间盘退行性变程度越重，髓核细胞

的凋亡水平越高。周文明等［１０］用补肾壮督方对椎

间盘退变模型大鼠干预后发现，经干预后大鼠退变

椎间盘中活化Ｃａｓｐａｓｅ３表达量明显下降，Ｂｃｌ２表
达量明显增加。同以上研究结果一致，本次研究结

果显示：与空白组相比，模型组家兔椎间盘内Ｃａｓｅ
ｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达升高、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达降低，差
异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组相比，热
敷组 Ｃａｓｅｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达较模型组降低，Ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ表达较模型组升高，差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５）。提示造模后家兔退变颈椎间盘内细
胞凋亡增多，而在治疗后，与模型组相比较，热敷组

Ｃａｓｅｐａｓｅ３表达降低、Ｂｃｌ２表达升高则说明经通痹
方热奄包外敷治疗后椎间盘内细胞凋亡较前减少。

在既往的研究中研究者用中药热奄包对腰椎

间盘突出症患者进行热敷治疗后，患者腰骶部疼痛

及下肢麻木症状明显缓解［２５］。有临床研究采用中

药热奄包联合手法治疗腰椎间盘突出症患者总有

效率达 ９２５％，ＶＡＳ评分较治疗前显著降低［４］。

本研究所用通痹方为自拟方，在临床应用１０余年，
口谕颇佳。全方以红花、赤芍、独活、威灵仙、防风、

细辛等祛风除湿、舒筋通络、活血止痛为主，辅以川

芎、桂枝、葛根温通经脉、通达气血，全方合用具有

温经通络止痛、调和气血、祛湿除寒的作用，主要治

疗以颈椎病、腰椎病、风湿性关节炎等为主的痹

证［２６］。用此方制成热奄包对疼痛局部进行热敷可

使药效渗透到病变局部，起到温经散寒、活血通络

止痛的作用，且温热的药物直接作用于局部可促进

经脉气血运行、扶正祛邪，能有效改善患者局部畏

寒、疼痛不适等情况。

综上所述，通痹方热奄包外敷治疗可导致抗凋

亡因子Ｂｃｌ２表达上调和凋亡执行因子 Ｃａｓｐａｓｅ３
的表达下调，从而减少椎间盘细胞凋亡，改善椎间

盘退变程度。
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