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六味地黄丸对兔椎间盘退变模型

椎间盘组织中Ⅰ、Ⅱ型胶原表达的影响
王乐，徐无忌

（湖南中医药大学第二附属医院，湖南　长沙　４１０００５）

摘　要　目的：观察六味地黄丸对兔椎间盘退变模型椎间盘组织中Ⅰ、Ⅱ型胶原表达的影响。方法：将８０只新西兰兔随机分为空

白组、假手术组、模型组和六味地黄组，每组２０只。模型组、六味地黄组手术暴露Ｌ４～５和Ｌ５～６椎间隙，随机选择１个椎间盘注射肿

瘤坏死因子α进行椎间盘退变造模，并以咬骨钳咬除该椎间盘上位椎体横突进行标记；假手术组经相同手术入路暴露 Ｌ４～５和

Ｌ５～６椎间隙，不做任何处理后缝合；空白组不进行任何手术干预。造模术后３ｄ开始，六味地黄组按２６ｍｇ·ｋｇ
－１以六味地黄胶囊

混悬液灌胃，其余３组以等量生理盐水灌胃，每天１次，共８周。分别于药物干预开始后２、４、６、８周，从各组随机选取５只兔子处

死，模型组和六味地黄组手术取出造模椎间盘，空白组和假手术组随机选择 Ｌ４～５或 Ｌ５～６椎间盘取出。分别采用聚合酶链式反应

法和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法测定椎间盘组织中Ⅰ、Ⅱ型胶原的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果：药物干预２、４、６、８周后，４组兔子椎间盘组

织Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达水平比较，组间差异均有统计学意义［（０．０６４８±０．００９８），（０．０６８６±０．０１２７），（０．１９２０±０．０４０６），

（０．１２４６±０．０１２０），Ｆ＝４９．７５２，Ｐ＝０．０００；（０．０６６０±０．０１００），（０．０７７１±０．０１１８），（０．２５２４±０．０３９９），（０．１６４１±０．０１８１），

Ｆ＝７９．５３７，Ｐ＝０．０００；（０．０７１２±０．０１１２），（０．０８９１±０．００８１），（０．３２６３±０．０２８５），（０．１７６３±０．０１５０），Ｆ＝２３６．７２６，Ｐ＝

０．０００；（０．０９４１±０．０１２０），（０．１５５０±０．００３８），（０．４５１４±０．０３９６），（０．２０５８±０．０１８１），Ｆ＝２０１．０５５，Ｐ＝０．０００］；模型组Ⅰ型

胶原ｍＲＮＡ表达水平高于空白组、假手术组和六味地黄组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．０１５；Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。空白组和假手术组的Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达水平各时间点间比较，

差异均无统计学意义（Ｆ＝５０．５６３，Ｐ＝０．１３２；Ｆ＝８０．３５２，Ｐ＝０．６３４）；模型组和六味地黄组的Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平各时间点

间比较，差异均有统计学意义（Ｆ＝１９３．６３５，Ｐ＝０．０００；Ｆ＝２８４．７３６，Ｐ＝０．０００），Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平均逐渐增高（Ｐ＝

０．００４，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．００１）。药物干预２、４、６、８周后，４组兔子椎间盘组织Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ表达

水平比较，组间差异均有统计学意义［（０．０４２７±０．００８０），（０．０４１２±０．００５８），（０．０１１６±０．００２１），（０．０３１７±０．００５６），Ｆ＝

４２．６９６，Ｐ＝０．０００；（０．０３８８±０．００４３），（０．０３７３±０．００４３），（０．０１１５±０．００１８），（０．０３１１±０．００３５），Ｆ＝１０８．１１０，Ｐ＝０．０００；

（０．０３０３±０．００５７），（０．０２５９±０．００８３），（０．００７９±０．００２７），（０．０１７２±０．００２１），Ｆ＝５２．４３６，Ｐ＝０．０００；（０．０２９３±０．００６９），

（０．０２３７±０．００４６），（０．００５３±０．００１０），（０．０１４８±０．００１８），Ｆ＝５１．３７５，Ｐ＝０．０００］；模型组Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ表达水平低于空

白组、假手术组和六味地黄组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１，

Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．０００）。空白组和假手术组的Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平各时间点间比较，差异均无统计学意义（Ｆ＝

７０．４６３，Ｐ＝０．１２２；Ｆ＝９０．３６２，Ｐ＝０．０８９）；模型组和六味地黄组的Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ表达水平各时间点间比较，差异均有统计学意

义（Ｆ＝１１０．３６４，Ｐ＝０．００１；Ｆ＝８６．３６２，Ｐ＝０．００４），模型组和六味地黄组的Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ表达水平均逐渐降低（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝

０．００５，Ｐ＝０．００３；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）。药物干预２、４、６、８周后，４组兔子椎间盘组织Ⅰ型胶原蛋白表达水平比较，组

间差异均有统计学意义［（０．５７５９±０．１３５６），（０．５９９５±０．０３７４），（０．６２００±０．０７２０），（０．６０９６±０．０３２１），Ｆ＝９．２８８，Ｐ＝

０．００１；（０．５９３９±０．１０８０），（０．６４７１±０．０４４８），（０．８０７０±０．０６１６），（０．６５９９±０．１０５５），Ｆ＝２８．８８３，Ｐ＝０．０００；（０．６１４０±

０．２２４６），（０．６８５６±０．０６６５），（１．１２９１±０．０９７４），（０．７００１±０．０８６５），Ｆ＝３４．９５７，Ｐ＝０．０００；（０．６１４８±０．１３９３），（０．７４２３±

０．１６５３），（１．３２２４±０．３５１７），（０．８０６０±０．０９４３），Ｆ＝３．２９６，Ｐ＝０．０４８］；模型组Ⅰ型胶原蛋白表达水平高于空白组、假手术组

和六味地黄组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１５；Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．０００）。空白组和假手术组的Ⅰ型胶原蛋白表达水平各时间点间比较，差异均无统计学意义（Ｆ＝３７．４８５，Ｐ＝０．３６５；

Ｆ＝１０．３７６，Ｐ＝０．５８３）；模型组和六味地黄组的Ⅰ型胶原蛋白表达水平各时间点间比较，差异均有统计学意义（Ｆ＝７０．３６２，Ｐ＝

０．０００；Ｆ＝６．３７５，Ｐ＝０．００１），模型组和六味地黄组的Ⅰ型胶原蛋白表达水平均逐渐增高（Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝

０．００４，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）。药物干预２、４、６、８周后，４组兔子椎间盘组织Ⅱ型胶原蛋白表达水平比较，组间差异均有统计学意
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义［（０．６０５８±０．０６６５），（０．５５００±０．１１７９），（０．２７８０±０．０５３２），（０．４９８６±０．１４９１），Ｆ＝１０．２２４，Ｐ＝０．００１；（０．５５３７±

０．１２６５），（０．５２３４±０．０７８４），（０．２５８２±０．０３７８），（０．４７９７±０．０９０８），Ｆ＝１１．６２７，Ｐ＝０．０００；（０．５４６８±０．１２０８），（０．４９４８±

０．１３９８），（０．２１９０±０．０９９２），（０．４４０５±０．０５２７），Ｆ＝１３．５４３，Ｐ＝０．００３；（０．４９４８±０．０４２５），（０．４３３７±０．０６１９），（０．１３１９±

０．０１２８），（０．３９２９±０．１０７０），Ｆ＝１３．９７９，Ｐ＝０．０００］；模型组Ⅱ型胶原蛋白表达水平低于空白组、假手术组和六味地黄组（Ｐ＝

０．００２，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．０００）。空

白组和假手术组的Ⅱ型胶原蛋白表达水平各时间点间比较，差异均无统计学意义（Ｆ＝１７．３６４，Ｐ＝０．０９２；Ｆ＝１５．５７３，Ｐ＝０．１７５）；

模型组和六味地黄组的Ⅱ型胶原蛋白表达水平各时间点间比较，差异均有统计学意义（Ｆ＝１７．７５３，Ｐ＝０．００１；Ｆ＝１３．６７４，Ｐ＝

０．０００），模型组和六味地黄组的Ⅱ型胶原蛋白表达水平均逐渐降低（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝

０．０００）。结论：六味地黄丸能适度下调兔椎间盘退变模型椎间盘组织中Ⅰ型胶原的表达、上调Ⅱ型胶原的表达，可在一定程度上

延缓椎间盘退变进程。

关键词　椎间盘退行性变；六味地黄丸；胶原Ⅰ型；胶原Ⅱ型；兔；动物实验
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Ｐ＝０．００１），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄＬＷＤＨＷ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．００５，

Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎ

ｉｎｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ４ｇｒｏｕｐｓａｔ２，４，６ａｎｄ８ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｈｅｂｅｇｉｎｎｉｎｇｏｆｔｈｅｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（０．６０５８＋／－０．０６６５，

０．５５００＋／－０．１１７９，０．２７８０＋／－０．０５３２，０．４９８６＋／－０．１４９１，Ｆ＝１０．２２４，Ｐ＝０．００１；０．５５３７＋／－０．１２６５，０．５２３４＋／－０．０７８４，

０．２５８２＋／－０．０３７８，０．４７９７＋／－０．０９０８，Ｆ＝１１．６２７，Ｐ＝０．０００；０．５４６８＋／－０．１２０８，０．４９４８＋／－０．１３９８，０．２１９０＋／－０．０９９２，

０．４４０５＋／－０．０５２７，Ｆ＝１３．５４３，Ｐ＝０．００３；０．４９４８＋／－０．０４２５，０．４３３７＋／－０．０６１９，０．１３１９＋／－０．０１２８，０．３９２９＋／－０．１０７０，

Ｆ＝１３．９７９，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｗｅｒｅｌｏｗｅｒｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｓｈａｍ－ｏｐｅｒ

ａｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄＬＷＤＨＷｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１，

Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

ｐｏｉｎｔｓｉｎｂｌａｎｋｇｒｏｕｐａｎｄｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ（Ｆ＝１７．３６４，Ｐ＝０．０９２；Ｆ＝１５．５７３，Ｐ＝０．１７５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｐｒｏ

ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄＬＷＤＨＷ ｇｒｏｕｐ（Ｆ＝１７．７５３，Ｐ＝０．００１；

Ｆ＝１３．６７４，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｄｅｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄＬＷＤＨＷｇｒｏｕｐ（Ｐ＝

０．００２，Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＬＷＤＨＷｃａｎｍｏｄｅｒａｔｅｌｙｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎａｎｄｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｐｅⅡｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｏｆｒａｂｂｉｔｍｏｄｅｌｏｆｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｓｏｉｔｃａｎｐｏｓｔｐｏｎｅｔｈｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｔｏｓｏｍｅｅｘｔｅｎｔ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；ＬｉｕｗｅｉＤｉｈｕａｎｇＷａｎ；ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ；ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅡ；ｒａｂｂｉｔｓ；ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　椎间盘退变是引起腰痛的主要原因之一［１－２］。

胶原蛋白在椎间盘内所占比例较大，约占纤维环胶原

干质量的７０％［３－５］，其中Ⅰ型胶原占髓核胶原干质量
的２０％，抗牵张力强，有很好的延展性，能承受压力
并有组织修复代偿功能，Ⅱ型胶原是髓核的主要成
分，具有亲水性，可吸收并保持水分，有黏弹性和形变

能力［６－７］。椎间盘退变过程中Ⅱ型胶原减少，Ⅰ型胶
原成为髓核中的主要胶原，甚至全部变为Ⅰ型胶
原［８］，导致椎间盘组织硬度增加，传递压力作用降低。

椎间盘属中医学“筋”的范畴，《医学衷中参西

录》指出“肝主筋，肾主骨，腰痛为筋骨之病，是以肝肾

主之”，并提出用补益肝肾方剂配合引入督脉的药物

治疗腰痛。六味地黄丸为补肾经典方剂，在治疗腰痛

方面疗效确切。本研究拟通过观察六味地黄丸对椎

间盘退变动物模型退变椎间盘中Ⅰ、Ⅱ型胶原表达的
影响，探讨其治疗椎间盘源性腰痛的可能作用机制。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　６月龄清洁级新西兰兔８０只，雌雄
各半，体质量２．３～３．５ｋｇ，由湖南中医药大学动物实
验室提供，实验动物合格证号：ＳＣＸＫ（湘）２００９－
００１２。实验方案通过医学动物实验伦理委员会批准。
１．２　药物和试剂　六味地黄胶囊（长春经开药业有
限公司，国药准字 Ｚ２２０２４０１６），ＲＩＰＡ组织细胞快速
裂解液、３０％丙烯酰胺（２９∶１）、１０％过硫酸铵（上海
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基尔顿生物公司），显影粉、定影粉（上海冠龙公司），

ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ公司），氯仿、异丙醇、
无水乙醇（国药集团有限公司），发光液（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）。

１．３　实验仪器　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ聚合酶链式反应（ｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）试剂盒、逆转录试剂盒
（Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＰＣＲ引物（上海捷瑞公司），酶联免疫
吸附检测试剂盒（武汉基因美生物科技公司），透明质

酸放射免疫药盒（北京北方生物技术研究所），Ｍｉｎｉ
ｐｒｏｔｅａｎ３ｃｅｌｌ电泳仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ公司），ＰＳ－９电转
仪（大连竞迈科技有限公司），ＭＫ３酶标仪（芬兰雷勃
公司），ＸＷ－８０Ａ旋涡振荡器（上海青浦泸西仪器厂
产品），ＡＢＩ－７３００Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ检测仪（ＡＢＩ公司），
ＨＩ１２１０水浴锅（Ｌｅｉｃａ公司），ＩＸ８３倒置光学显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。

２　方　法
２．１　分组和造模　将８０只兔子随机分为空白组、假
手术组、模型组和六味地黄组，每组２０只。模型组、
六味地黄组参照胡绪江等［９］的方法进行椎间盘退变

造模：全身麻醉后，经左腹前外侧入路暴露 Ｌ４～５和
Ｌ５～６椎间隙，用１０μＬ微量注射器随机选择１个椎间

盘注入１０ｎｇ·μＬ－１肿瘤坏死因子α溶液１μＬ，以咬
骨钳咬除该椎间盘上位椎体横突进行标记；假手术组

经相同手术入路暴露Ｌ４～５和Ｌ５～６椎间隙，不做任何处
理后缝合。术后肌肉注射青霉素，每天４００万单位，
连续３ｄ。空白组不进行任何手术干预。
２．２　药物干预　造模术后３ｄ开始进行药物干预，六
味地黄组按２６ｍｇ·ｋｇ－１以六味地黄胶囊混悬液灌胃，
其余３组以等量生理盐水灌胃，每天１次，共８周。
２．３　椎间盘标本采集　分别于药物干预开始后２、４、
６、８周，从各组随机选取５只兔子。耳缘静脉注射空
气１０ｍＬ处死，切开背部皮肤，逐层分离肌肉显露脊
柱，用咬骨钳将Ｌ３～Ｌ７椎体整体取出，剥离附着的肌
肉韧带，模型组和六味地黄组找到标记的椎间隙，剥

离终板后取出椎间盘，空白组和假手术组随机取出

Ｌ４～５或Ｌ５～６椎间盘。取出的椎间盘放入冻存管中，置
于－８０℃冰箱保存。
２．４　椎间盘组织学观察和Ⅰ、Ⅱ型胶原表达水平测
定　将从每只兔子身上所取椎间盘组织分为３份，分
别用于组织学观察、Ⅰ型和Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ和蛋白表
达水平测定。

将椎间盘组织以体积分数４％甲醛固定，经石蜡包
埋、切片、脱蜡、蒸馏水洗后，Ｗｅｉｇｅｒｔ苏木素染色，充分
水洗后用Ｍａｓｓｏｎ酸性复红液浸洗，苯胺蓝液染５ｍｉｎ，
体积分数０．２％冰醋酸水溶液浸洗，再经９５％乙醇、无
水乙醇、二甲苯透明、中性树胶封固后在光镜下观察。

取１ｍＬ椎间盘组织于匀浆管中，匀浆２０ｓ后置

于冰上，在超净台中温育５ｍｉｎ，以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离

心 １０ｍｉｎ（离心半径 １０．２ｃｍ）。取上清液置于
１．５ｍＬ离心管中，加入２００μＬ氯仿，摇匀后室温下静

置２ｍｉｎ，在４℃以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ（离心

半径１０．２ｃｍ）。取上清液置于１．５ｍＬ离心管中，加
入６００μＬ异丙醇，混合均匀后在室温下静置１５ｍｉｎ，

在４℃以 １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ｍｉｎ（离心半径

１０．２ｃｍ）后弃上清液，加入１ｍＬ７５％无水乙醇漂洗

沉淀，在４℃以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ（离心半径

１０．２ｃｍ）后弃上清液，加入１ｍＬ无水乙醇，漂洗沉淀

后再次在４℃以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ（离心半

径１０．２ｃｍ）后弃上清液。室温干燥 １０ｍｉｎ后加入
４０μＬ焦碳酸二乙酯水溶解ＲＮＡ，置于－８０℃冰箱保
存备用。合成第一条ｃＤＮＡ链后进行反转录，反转录
后再进行 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ扩增，ＡＢＩＰｒｉｓｍ７３００ＳＤＳ
软件采集数据。所用引物序列见表１。

表１　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ实验所用引物序列

基因名称 引物序列

ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ
ＰｒｉｍｅｒＦ

ＰｒｉｍｅｒＲ

５＇－ＡＧＧＡＡＣＣＡＡＧＧＧＡＣＣＴＡＡＧ－３＇

５＇－ＣＣＡＧＧＧＡＡＡＣＣＡＧＴＣＡＴＡＣ－３＇

ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ
ＰｒｉｍｅｒＦ

ＰｒｉｍｅｒＲ

５＇－ＧＣＴＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＣＣＴＡＣＣ－３＇

５＇－ＧＴＧＴＴＴＣＧＴＧＣＡＧＣＣＡＴＣＣ－３＇

ＧＡＰＤＨ
ＰｒｉｍｅｒＦ

ＰｒｉｍｅｒＲ

５＇－ＡＧＧＡＡＣＣＡＡＧＧＧＡＣＣＴＡＡＧ－３＇

５＇－ＣＣＡＧＧＧＡＡＡＣＣＡＧＴＣＡＴＡＣ－３＇

　　将所取椎间盘组织剪碎，按比例加入裂解液（裂
解液中加入蛋白酶和磷酸酶抑制剂），用匀浆器匀浆至

完全裂解。裂解后的样品在４℃以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离

心１５ｍｉｎ（离心半径１０．２ｃｍ）后取上清液，进行蛋白
质定量后贮存于 －８０℃冰箱。绘制标准曲线后，取
酶标板加入蛋白标准液和去离子水，取１６０μＬ配置的
ＢＣＡ工作液加入各孔，测定吸光值并在标准曲线上查
得相应的蛋白浓度并乘以样品稀释倍数，得到实际浓

度。制备ＰＡＧＥ胶并加入电泳缓冲液吹打加入样孔
中，配置 ＥＣＬ发光液并感光、显色，根据条带强弱观
察结果。

２．５　数据统计分析　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
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分析，４组兔子药物干预不同时间后Ⅰ、Ⅱ型胶原
ｍＲＮＡ及蛋白表达水平的组间比较和组内不同时点
间比较均采用单因素方差分析，组间两两比较及组

内不同时点间两两比较均采用 ＬＳＤ－ｔ检验，检验水
准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　椎间盘组织学观察结果　药物干预８周后，光
镜下空白组、假手术组髓核细胞正常，胞膜完整，胞质

内少见空泡，纤维环细胞呈纺锤形，胞质均匀，未见皱

缩；模型组髓核细胞胞质内有较多空泡，胞膜不清，大

部分细胞核缩小，甚至消失，纤维环细胞形态变化明

显，胶原成分下降，出现大量裂隙；与模型组相比，六

味地黄组髓核细胞及纤维环细胞形态均有所好转，细

胞核完整，胶原纤维相互平行排列，纤维粗细均匀，相

互间裂隙减小。见图１。

图１　药物干预８周后４组兔子椎间盘组织观察结果 （Ｍａｓｓｏｎ染色　×２００）

３．２　椎间盘Ⅰ、Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平测定结果
　药物干预２、４、６、８周后，４组兔子椎间盘组织Ⅰ型
胶原ｍＲＮＡ表达水平比较，组间差异均有统计学意
义；模型组Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平高于空白组、假
手术组和六味地黄组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝
０．００２，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００，
Ｐ＝０．０１５；Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００）。空白组和假手术组的椎间盘组织Ⅰ型胶原

ｍＲＮＡ表达水平各时间点间比较，差异均无统计学意
义；模型组和六味地黄组的椎间盘组织Ⅰ型胶原ｍＲ
ＮＡ表达水平各时间点间比较，差异均有统计学意义，
药物干预２、４、６、８周后Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平均
逐渐增高（Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．００１）。见表２。

药物干预２、４、６、８周后，４组兔子椎间盘组织Ⅱ
型胶原ｍＲＮＡ表达水平比较，组间差异均有统计学意
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义；模型组Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平低于空白组、假
手术组和六味地黄组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，
Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝
０．０００）。空白组和假手术组的椎间盘组织Ⅱ型胶原
ｍＲＮＡ表达水平各时间点间比较，差异均无统计学意

义；模型组和六味地黄组的椎间盘组织Ⅱ型胶原ｍＲ
ＮＡ表达水平各时间点间比较，差异均有统计学意义，
模型组和六味地黄组的Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ表达水平均
逐渐降低（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００３；Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）。见表３。

表２　药物干预不同时间后４组兔子椎间盘组织Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达水平　ｘ±ｓ

组别 样本量（只） 干预２周后 干预４周后 干预６周后 干预８周后 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ５ ０．０６４８±０．００９８ ０．０６６０±０．０１００ ０．０７１２±０．０１１２ ０．０９４１±０．０１２０ ５０．５６３ ０．１３２

假手术组 ５ ０．０６８６±０．０１２７ ０．０７７１±０．０１１８ ０．０８９１±０．００８１ ０．１５５０±０．００３８ ８０．３５２ ０．６３４

模型组 ５ ０．１９２０±０．０４０６ ０．２５２４±０．０３９９ ０．３２６３±０．０２８５ ０．４５１４±０．０３９６ １９３．６３５ ０．０００

六味地黄组 ５ ０．１２４６±０．０１２０ ０．１６４１±０．０１８１ ０．１７６３±０．０１５０ ０．２０５８±０．０１８１ ２８４．７３６ ０．０００
Ｆ值 ４９．７５２ ７９．５３７ ２３６．７２６ ２０１．０５５
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

表３　药物干预不同时间后４组兔子椎间盘组织Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ表达水平　ｘ±ｓ

组别 样本量（只） 干预２周后 干预４周后 干预６周后 干预８周后 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ５ ０．０４２７±０．００８０ ０．０３８８±０．００４３ ０．０３０３±０．００５７ ０．０２９３±０．００６９ ７０．４６３ ０．１２２

假手术组 ５ ０．０４１２±０．００５８ ０．０３７３±０．００４３ ０．０２５９±０．００８３ ０．０２３７±０．００４６ ９０．３６２ ０．０８９

模型组 ５ ０．０１１６±０．００２１ ０．０１１５±０．００１８ ０．００７９±０．００２７ ０．００５３±０．００１０ １１０．３６４ ０．００１

六味地黄组 ５ ０．０３１７±０．００５６ ０．０３１１±０．００３５ ０．０１７２±０．００２１ ０．０１４８±０．００１８ ８６．３６２ ０．００４
Ｆ值 ４２．６９６ １０８．１１０ ５２．４３６ ５１．３７５
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

３．３　椎间盘Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白表达水平测定结果　药物
干预２、４、６、８周后，４组兔子椎间盘组织Ⅰ型胶原蛋白
表达水平比较，组间差异均有统计学意义；模型组Ⅰ型胶
原蛋白表达水平高于空白组、假手术组和六味地黄组

（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１３，
Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１５；Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１２，
Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。空白组和假手术组的椎间盘组
织Ⅰ型胶原蛋白表达水平各时间点间比较，差异均无统
计学意义；模型组和六味地黄组的椎间盘组织Ⅰ型胶原
蛋白表达水平各时间点间比较，差异均有统计学意义，

模型组和六味地黄组的Ⅰ型胶原蛋白表达水平均逐渐增
高（Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００４，Ｐ＝
０．００１，Ｐ＝０．０００）。见表４。

药物干预２、４、６、８周后，４组兔子椎间盘组织Ⅱ
型胶原蛋白表达水平比较，组间差异均有统计学意

义；模型组Ⅱ型胶原蛋白表达水平低于空白组、假手
术组和六味地黄组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，
Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．００１；Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．０００）。
空白组和假手术组的椎间盘组织Ⅱ型胶原蛋白表达
水平各时间点间比较，差异均无统计学意义；模型组

和六味地黄组的椎间盘组织Ⅱ型胶原蛋白表达水平
各时间点间比较，差异均有统计学意义，模型组和六

味地黄组的Ⅱ型胶原蛋白表达水平均逐渐降低（Ｐ＝
０．００２，Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１，
Ｐ＝０．０００）。见表５。

表４　药物干预不同时间后４组兔子椎间盘组织Ⅰ型胶原蛋白表达水平　ｘ±ｓ

组别 样本量（只） 干预２周后 干预４周后 干预６周后 干预８周后 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ５ ０．５７５９±０．１３５６ ０．５９３９±０．１０８０ ０．６１４０±０．２２４６ ０．６１４８±０．１３９３ ３７．４８５ ０．３６５

假手术组 ５ ０．５９９５±０．０３７４ ０．６４７１±０．０４４８ ０．６８５６±０．０６６５ ０．７４２３±０．１６５３ １０．３７６ ０．５８３

模型组 ５ ０．６２００±０．０７２０ ０．８０７０±０．０６１６ １．１２９１±０．０９７４ １．３２２４±０．３５１７ ７０．３６２ ０．０００

六味地黄组 ５ ０．６０９６±０．０３２１ ０．６５９９±０．１０５５ ０．７００１±０．０８６５ ０．８０６０±０．０９４３ ６．３７５ ０．００１
Ｆ值 ９．２８８ ２８．８３３ ３４．９５７ ３．２９６
Ｐ值 ０．００１ ０．０００ ０．０００ ０．０４８
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表５　药物干预不同时间后４组兔子椎间盘组织Ⅱ型胶原蛋白表达水平　ｘ±ｓ

组别 样本量（只） 干预２周后 干预４周后 干预６周后 干预８周后 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ５ ０．６０５８±０．０６６５ ０．５５３７±０．１２６５ ０．５４６８±０．１２０８ ０．４９４８±０．０４２５ １７．３６４ ０．０９２
假手术组 ５ ０．５５００±０．１１７９ ０．５２３４±０．０７８４ ０．４９４８±０．１３９８ ０．４３３７±０．０６１９ １５．５７３ ０．１７５
模型组 ５ ０．２７８０±０．０５３２ ０．２５８２±０．０３７８ ０．２１９０±０．０９９２ ０．１３１９±０．０１２８ １７．７５３ ０．００１

六味地黄组 ５ ０．４９８６±０．１４９１ ０．４７９７±０．０９０８ ０．４４０５±０．０５２７ ０．３９２９±０．１０７０ １３．６７４ ０．０００
Ｆ值 １０．２２４ １１．６２７ １３．５４３ １３．９７９
Ｐ值 ０．００１ ０．０００ ０．００３ ０．０００

４　讨　论
Ⅰ、Ⅱ型胶原在椎间盘组织内呈反向梯度分布，

纤维环外侧以Ⅰ型胶原为主，向内Ⅰ型胶原含量逐渐
减少，Ⅱ型胶原逐渐增多，靠近髓核部分以Ⅱ型胶原
为主。在椎间盘退变过程中随着Ⅱ型胶原减少，椎间
盘组织硬度增加，传递压力作用降低［１０］。当外界压

力增大时，纤维坏薄弱处破裂，髓核突出或脱出，同时

一些炎性因子水平增高，刺激相应的神经末梢引起腰

部疼痛［１１－１２］。本研究中造模后模型组髓核细胞胞质

内有较多空泡，胞膜不清，大部分细胞核缩小，甚至消

失，纤维环细胞形态变化明显，胶原成分下降，并出现

大量裂隙，Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平逐渐增
高，Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ和蛋白表达水平逐渐降低，提示
造模成功。

中医学中没有椎间盘源性腰痛这一病名，根据其

临床表现，应属于“腰痛”“痹证”范畴。中医学理论

认为腰为肾之府，腰痛以肾虚为本。《金匮要略·五

脏风寒积聚病脉证并治》载有“肾着”病，其特点是自

觉身体沉重，腰部冷痛，描述的是寒湿内浸所致腰痛，

外感风寒湿热诸邪，因湿邪重浊黏滞，其性趋下，故易

停滞腰部，导致腰痛，而此种外感疾病，必然是因为机

体正气不足，内外合因，疾病始发。《杂病源流犀烛·

腰痛病源流》也指出腰痛是由于精气虚导致外邪入

侵，并指出肾虚是该病的本质。六味地黄丸为补益肝

肾的名方，首载于宋代钱乙所著《小儿药证直决》，具

有滋阴补肾、填精益髓的功效。徐无忌等［１３］之前的

研究已表明，六味地黄丸可稳定Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白和
基因表达，对椎间盘细胞外基质具有保护作用。

本研究的结果提示，六味地黄丸能适度下调兔椎

间盘退变模型椎间盘组织中Ⅰ型胶原的表达、上调Ⅱ型胶
原的表达，可在一定程度上延缓椎间盘退变进程。
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