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近距离放射损伤对大鼠脊髓神经细胞降钙素基因相关
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　　[摘要 ]　目的 :观察192 Ir近距离放射后对大鼠脊髓神经细胞降钙素基因相关肽 (CGRP)的影响及金匮肾气丸的干预作用。

方法 :将 120只 SD大鼠随机分为模型组、金匮肾气组、强的松组和正常对照组 ,各组每日给予相应的药物 ,连续给药 14 d后 ,除

正常对照组外 ,其它各组均采用后装技术在大鼠脊髓进行192 Ir近距离照射 ,照射剂量均为 22 Gy ,试验大鼠分别在照射后 8 h ,24

h ,4周时取损伤节段脊髓 ,应用免疫组化方法检测 CGRP的变化。结果 :与正常组比较 ,近距离照射后大鼠脊髓组织 CGRP阳性

细胞数明显增多、强度明显增加 ( P < 0101) ;金匮肾气丸和强的松组照射后 8 h ,24 h时阳性细胞数较模型组明显减少、强度明

显变浅 ( P < 0101) ;而照射后 4周时阳性细胞数及强度与模型组照射后 4周比无显著差异。结论 :CGRP参与了大鼠脊髓损伤

的发生、发展和愈合的过程 ,起到调控作用 ;金匮肾气丸对大鼠近距离放射性损伤具有保护作用。
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[ Abstract ] 　Objective : To observe the change of CGRP after radiation by
192

Ir irradiation on spinal cord and to

detect the protective action of Jingui Shenqi Wan for spinal cord damnification. Method : 120 SD rats were randomly

divided into four groups : model group , Jingui Shenqi Wan treatment group , prednisone positive group , and normal control

group. Rats were given correspondence drug once a day for 14 days (normal control group and model group were given

normal saline) . Then Animal models of radiation damage in spinal cord was induced in rats by 192 Ir interstitial irradiation ,

which was successfully created through the tube inserted in T11 horizontal place in rat spinal cord by back2fixing

technology. The dosage of model group , Jingiu Shenqi Wan treatment group and prednisone positive group was 22 Gy , the

normal control group was free of irradiation. CGRP was tested by immunohistochemistry. Result : From the result of

immunohistochemistry , we found the number and the brown substance in cells of spinal cord were significantly increased

after irradiation. After treated with Jingui Shenqi Wan and prednisone , they were significantly decreased and weaked 8 h ,

24 h after brachytherapy ( P < 0101) . However ,there were no significantly difference compared with the model group 4
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week after irradiation. Conclusion : It was found that CGRP regulated and controlled the process of rat spinal

damnification. Jingui Shenqi Wan could relive the damnification spinal cord after brachytherapy in rats.

[ Key words ] 　brachytherapy ; Jingui Shenqi Wan ; CGRP

　　降钙素基因相关肽 ( Calcitonin Gene2related

Peptide ,CGRP)是由 37个氨基酸残基组成的神经多

肽 ,起着递质或细胞外调节物样作用 ,主要分布在神

经系统及心血管系统中 ,是强烈的血管舒张因子 ,在

神经再生过程中起一定作用。CGRP的增多可增加

损伤运动神经元和轴突的血液供应 ,有利于神经的

再生。CGRP可在神经与免疫两个系统内分别合成

和释放 ,被认为是神经—免疫系统相互调节的介导

物质之一[1 ]。目前在放射引起的脊髓损伤中 CGRP

是否参与了介导尚不清楚。本研究通过免疫组织化

学法检测近距离放射损伤后大鼠脊髓的 CGRP的变

化 ,探讨脊髓放射损伤与 CGRP表达的相关性 ,同时

观察金匮肾气丸对近距离放射性损伤脊髓组织细胞

损伤的干预作用 ,为临床治疗和金匮肾气丸的应用

研究提供理论依据。

1　材料和方法

111　动物 　雄性 SD大鼠 ,体重 (270～300) g ,由中

国科学院上海实验动物中心提供 ,动物许可证号 :医

动字第 220010004号。

112　药物 　金匮肾气丸购自杭州胡庆余堂 ,批号

030305 ,加蒸馏水制成 1515 mg·mL
- 1药液 ;强的松片

购自浙江仙居制药股份有限公司 ,批号 0304010 ,加

蒸馏水制成 015 mg·mL
- 1药液。

2　方法

211　动物分组和处理 　120只 SD大鼠随机分为正

常对照组、模型组、金匮肾气丸组和强的松组 ,每组

30只 ,每组根据实验要求在 8 h ,24 h及 4周时间点

又分 3小组。正常对照组和模型组每日经口灌胃蒸

馏水 10 mL·kg
- 1体重。金匮肾气丸的剂量按临床标

准体重用量来确立 ,因临床金匮肾气丸 1 日用量约

为 7175 g ,用 50 公斤体重人折算 ,即为 01155 g·

kg
- 1

,将此剂量作为给药剂量 ,因此金匮肾气丸组每

日灌胃给予 1515 mg·mL - 1溶液 10 mL·kg - 1体重 ,强

的松组每日灌胃给予 015 mg·mL - 1药液 10 mL·kg - 1

体重。各组大鼠连续 14 d给予相应的药物预处理。

212　模型建立 　大鼠于给药后第 15 天 ,除正常对

照组外 ,其它各组均采用后装技术在大鼠脊髓 T11水

平部位进行192 Ir近距离照射损伤。具体方法参见作

者已报道的文献[2 ]。

213　组织包埋及 HE染色　大鼠分别在照射后按 8

h ,24 h及 4周时间点麻醉 ,采用 4 %多聚甲醛磷酸缓

冲液灌注固定 30 min ,而后自背部打开椎管 ,显露脊

髓 ,切取范围在 T11水平节段长约 015 cm脊髓 ,取下

的脊髓标本放置于 4 %多聚甲醛磷酸缓冲液里常规

固定、脱水、透明、浸蜡和包埋 ,组织切片 4μm厚。

HE染色观察。

214　CGRP石蜡切片的免疫组化方法　石蜡切片二

甲苯脱蜡梯度乙醇至水化后 ;蒸馏水洗 ;抗原修复 :采

用高温高压修复 (0101 molΠL ,柠檬酸缓冲液 ,pH610) ;

蒸馏水洗 ,PBS冲洗 ,5 min×3次 ; 3 %H2O2 阻断内源

性过氧化物酶 10 min ;PBS洗 ,5 min×3次 ; (5～10) %

正常山羊血清封闭 ,室温孵育 10 min ,倾去血清 ,勿洗 ,

滴加稀释的一抗 ,4 ℃过夜。(小鼠抗大鼠 CGRP为

NeoMarkers公司产品 ,工作浓度为 1∶100) ;PBS冲洗 ,5

min×3 次 ;滴加山羊抗小鼠 IgG抗体2HRP多聚体 ,

37 ℃孵育 30 min ;PBS冲洗 ,5 min×3次 ;DAB显色 (3

～5) min ;蒸馏水终止反应 ,苏木素复染细胞核、脱水、

透明、中性树胶封片。空白对照 :第一抗体用 PBS代

替。定量测定 :计数每张切片 CGRP阳性细胞以及测

定其阳性强度 ,用显微图像分析系统 (HPIAS21000病

理图文分析系统 ,武汉同济千屏影像工程公司)测定

每张切片 CGRP阳性细胞的平均积分光密度。

215　统计学方法 　利用 SPSS1010统计软件包进行

统计学处理。采用方差分析检验 ,继以 LSD两两比

较或 t检验。

3　结果

311　HE染色结果　HE染色结果显示 ,正常对照组

大鼠脊髓 T11水平脊髓节段结构、细胞、轴突、血管完

整清楚、白质区组织紧凑 ;模型组、金匮肾气丸组和

强的松组照射放射后 8 h ,24 h 时与正常对照组比

较 ,大鼠脊髓无明显组织结构上的改变 ;但在放射后

4周时 ,大鼠脊髓白质区出现明显的疏松 ,部分可见

出血灶 ,而灰质区均未见病理性改变 ;金匮肾气丸组

和强的松组与模型组比较均无明显差异。

312　免疫组化检测结果　免疫组化检测结果显示 ,

正常大鼠 T11水平脊髓节段中偶见内含棕色物质的
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前角运动神经元 ,棕色物质为 CGRP表达的阳性物

质 ,脊髓的每一切面可见有 1～2个 CGRP阳性反应

的细胞 ,染色较浅 ,而纤维未见阳性物质 ,阳性反应

细胞多为大细胞 ,呈圆形或多角形 ,树突较短 ,阳性

物质主要集中在胞浆 ,胞核为阴性。与正常对照组

比较 ,模型组照射放射后 8 h ,24 h和 4周时大鼠 T11

水平脊髓节段 CGRP阳性反应的前角运动神经元明

显增多 ,阳性物质的颜色明显变深 ,而给予金匮肾气

丸和强的松组 ,与模型组比较 ,在早期 (照射后 8 h ,

24 h) CGRP阳性反应的前角运动神经元数量明显减

少 ,阳性物质的颜色明显变浅 ,而在后期 (照射后 4

周) CGRP阳性反应的前角运动神经元明显增多 ,染

色强度明显变深与模型组照射后 4周比差异无统计

学显著性。各组 CGRP阳性细胞光密度统计结果见

表 1。
表 1　金匮肾气丸对大鼠脊髓放射损伤 CGRP

阳性细胞光密度的影响( �x ±s , n = 10)

组别
剂量

mg·kg - 1

CGRP阳性细胞光密度

8 h 24 h 4周
正常 — 01017 9±01005 23) 01018 2±01004 83) 01018 0±01003 13)

模型 — 01060 8±01005 31) 01083 0±01006 91 ,2) 01081 9±01004 41 ,2)

金匮肾气丸 155 01042 1±01005 01 ,3) 01045 1±01003 31 ,3) 01080 6±01007 11 ,2)

强的松 5 01038 1±01003 61 ,3) 01041 2±01003 51 ,3) 01081 4±01004 31 ,2)

　　注 :与正常对照组比较 :1) P < 0101 ;同组内与 8 h 比较 :2) P <

0105 ;与模型组比较 :3) P < 0101

4　讨论

CGRP是 Rosenfeld等于 1983年研究降钙素基因

时发现的[3 ]。目前研究表明 CGRP广泛分布于神经

系统、多种免疫器官以及其他组织 ,不同条件的刺激

下 ,CGRP可在神经与免疫两个系统内分别合成和释

放[4 ]。CGRP具有多方面作用 ,可能有激素样广泛调

节机体的功能 ,更可能以自分泌或旁分泌方式调节

本身和邻近细胞的功能 ,包括免疫功能[5 ]。本实验

结果发现大鼠脊髓近距离照射后 8 h、24 h、4 周的

CGRP阳性神经元细胞数显著增多、阳性强度明显增

加 ,阳性主要集中于胞浆 ,说明大鼠脊髓近距离照射

后 CGRP均有较高水平的表达 ,还发现 CGRP阳性细

胞数和阳性强度出现进行性增加 ,表明了脊髓对放

射既有应答又有反应 ,神经损伤早期 ,损伤本身的刺

激在 CGRP表达中占主导作用 ,随着时间延长机体

可有整体效应 ,CGRP的增多可增加损伤运动神经元

和轴突的血液供应 ,亦有利于神经的再生。因此 ,它

可以作为脊髓近距离放射损伤的一个重要的相关指

标。

随着时代的发展 ,电离辐射包括放射治疗等特

因环境对机体影响越来越受到重视。临床上在脊柱

肿瘤放射治疗中常用糖皮质激素配合治疗 ,糖皮质

激素除可以减轻脊髓损伤后继发性水肿外 ,尚有改

善微循环 ,抑制脂质过氧化反应 ,减轻钙内流和维持

神经元兴奋性等作用。并有实验证明在大鼠脊神经

节细胞培养液中加入糖皮质激素 ,可抑制 CGRP的

合成和释放[6 ]
,但是糖皮质激素保护放射性脊髓损

伤的临床效果并不太理想 ,并伴有较高的副反应。

近年来对中药的大量研究 ,已揭示了某些药物对细

胞保护作用的单向或双向调节机理 ,提示开展中药

干预脊髓放射损伤病理变化机制的研究 ,有助于发

挥中药的优势。

放射性脊髓损伤的临床表现为进行性发展的损

伤平面以下感觉或运动觉功能的损害 ,中医辩证属

于督脉受损。督脉贯脊 ,络肾 ,入络于脑而督诸阳 ,

故督脉受损必致伤肾。金匮肾气丸是《金匮要略》

方 ,为《太平惠民和剂局方》收载经方 ,为历代医家用

于温补肾阳的代表方。现代药理研究亦表明金匮肾

气丸具有清除自由基 ,抑制细胞凋亡和保护骨髓细

胞放射损伤的作用[7～8 ]。金匮肾气丸在具有肾上腺

皮质激素样正作用的同时 ,避免了激素类药物的副

反应 ,且能拮抗外源性激素的反馈性抑制 ,防止肾上

腺皮质的萎缩[9 ]。本实验发现 ,金匮肾气丸和强的

松组放射后早期 CGRP阳性细胞数和平均光密度积

分明显减少 ,这与 Wang X ,唐华美等肾上腺皮质激

素可抑制 CGRP 合成和释放的研究结果相一

致[10～11 ]。而在照射后期 (4 周) CGRP阳性细胞数较

损伤后 8 h明显增加 ,与同期模型组比较已无显著

差异 ,反映了金匮肾气丸可调节脊髓神经细胞 CGRP

的合成和释放 ,对脊髓细胞损伤和修复起到调节作

用 ,进一步表明了金匮肾气丸对放射性脊髓损伤的

保护作用。实验还观察到脊髓近距离放射损伤后 ,

给予金匮肾气丸和强的松组放射后大鼠脊髓细胞的

凋亡指数显著下降 ,表明金匮肾气丸可抑制放射性

脊髓损伤中胶质细胞的凋亡 ,起到保护作用 ,具有类

似强的松的作用[12 ]。

前已述及 ,金匮肾气丸具有肾上腺皮质激素样

的作用 ;本实验结果说明 ,金匮肾气丸无论是调控脊

髓细胞 CGRP的变化还是抑制脊髓近距离放射损伤

的细胞凋亡 ,均具有肾上腺皮质激素样的作用。金

匮肾气丸通过补肾填精 ,温肾助阳 ,对保护大鼠脊髓

近距离放射损伤有重要作用。而金匮肾气丸是通过
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何种机制影响脊髓近距离放射损伤的细胞凋亡及调

控脊髓细胞 CGRP的变化的 ,目前尚不清楚 ,需进一

步进行探讨。
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益气逐瘀颗粒的主要药效学研究

崔　刚1 3 ,魏凤玲1 ,周建平2

(1.中日友好医院药学部 ,北京　100029 ; 2.北京市药品检验所 ,北京　100035)

　　[摘要 ]　目的 :验证益气逐瘀颗粒的主要药理作用。方法 :以注射肾上腺素及冰水游泳建立大鼠急性血瘀证模型 ,观察益

气逐瘀颗粒对急性血瘀模型大鼠血液流变学指标的影响 ;以舌下静脉注射垂体后叶素建立大鼠心肌缺血模型 ,观察该制剂对

心肌缺血模型动物 ST2T段位移变化和对肌酸激酶 (CK)、乳酸脱氢酶 (LDH2L)含量的影响 ;以二磷酸腺苷 (ADP)为诱导剂 ,进行

血小板聚集活性测定。结果 :益气逐瘀颗粒对血瘀证有一定的改善作用 ,能降低全血黏度 ,对血浆黏度未见明显影响 ;能够缓

解垂体后叶素引起的大鼠急性心肌缺血 ,减轻 S2T段抬高程度 ;降低 LDH2L的活性 ,可明显抑制 ADP诱导的大鼠血小板聚集。

结论 :益气逐瘀颗粒对急性血瘀模型大鼠血液流变学指标有一定的改善作用 ,抑制血小板聚集 ,对大鼠实验性急性心肌缺血有

一定的保护作用。
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