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·基础研究·

独活寄生汤含药血清对大鼠退变软骨细胞蛋白激酶

Ｒ样内质网激酶／免疫球蛋白结合蛋白信号通路的影响
陈俊１，吴广文２，许惠凤２，郑春松２，戴一琛１，邱建清１，刘淑如１，陈振沅１，刘献祥２

（１．福建中医药大学，福建　福州　３５０１２２；
２．福建省中西医结合老年性疾病重点实验室，福建　福州　３５０１２２）

摘　要　目的：观察独活寄生汤含药血清对大鼠退变软骨细胞蛋白激酶Ｒ样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲ－ｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃ

ｕｌｕｍｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）／免疫球蛋白结合蛋白（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＢｉＰ）信号通路的影响。方法：将３６只２月龄清洁级雄

性ＳＤ大鼠随机分为含药血清组和空白血清组，每组１８只。含药血清组按照９．３ｇ·ｋｇ－１以独活寄生汤灌胃、空白血清组按照

１０ｍＬ·ｋｇ－１以生理盐水灌胃，每天１次。连续灌胃７ｄ后，麻醉下行腹主动脉采血，获取独活寄生汤含药血清和空白血清。取４

周龄ＳＤ大鼠膝关节，分离软骨进行软骨细胞培养，传代至第３代，以白细胞介素－１β干预２４ｈ后获得退变软骨细胞。将获得的

退变软骨细胞分为２组，分别以独活寄生汤含药血清（独活寄生汤组）和空白血清（空白组）进行干预。分别在干预２４ｈ、４８ｈ和

７２ｈ后，测定２组退变软骨细胞凋亡率、ＰＥＲＫｍＲＮＡ含量、ＢｉｐｍＲＮＡ含量、真核细胞翻译起始因子－２α（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

２α，ｅＩＦ－２α）ｍＲＮＡ含量、转录激活因子－４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ－４）ｍＲＮＡ含量、生长抑制 ＤＮＡ损伤基因１５３抗

原（ｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ１５３，ＧＡＤＤ１５３）ｍＲＮＡ含量、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（ｃｙｓｔｅｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｓｐａｒｔａｔｅ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）－９活性及Ｃａｓｐａｓｅ－３活性。结果：①退变软骨细胞凋亡率。时间因素与分组因素存在交互效应（Ｆ＝

９．０２２，Ｐ＝０．０３８）。２组软骨细胞凋亡率总体比较，差异有统计学意义，即存在分组效应（Ｆ＝３２５．２４６，Ｐ＝０．０００）；干预后不同时

点之间软骨细胞凋亡率的差异有统计学意义，即存在时间效应（Ｆ＝３８９．７６８，Ｐ＝０．０００）；２组软骨细胞凋亡率随时间变化均呈降

低趋势；干预后各时点独活寄生汤组软骨细胞凋亡率均低于空白组（ｔ＝１４．０５５，Ｐ＝０．０００；ｔ＝１３．２６４，Ｐ＝０．０００；ｔ＝１２．１８３，Ｐ＝

０．０００）。②退变软骨细胞中ＰＥＲＫｍＲＮＡ含量。时间因素与分组因素不存在交互效应（Ｆ＝３．００２，Ｐ＝０．１５７）；独活寄生汤组软

骨细胞中ＰＥＲＫｍＲＮＡ含量总体低于空白组，即存在分组效应（Ｆ＝１７．８３３，Ｐ＝０．０１３）；干预后不同时点之间软骨细胞中 ＰＥＲＫ

ｍＲＮＡ含量的差异有统计学意义，即存在时间效应（Ｆ＝４３．０６０，Ｐ＝０．００３）；２组软骨细胞中ＰＥＲＫｍＲＮＡ含量随时间变化均呈降

低趋势。③退变软骨细胞中ＢｉｐｍＲＮＡ含量。时间因素与分组因素不存在交互效应（Ｆ＝４．０９２，Ｐ＝０．１０６）；独活寄生汤组软骨

细胞中ＢｉｐｍＲＮＡ含量总体低于空白组，即存在分组效应（Ｆ＝１５．１３６，Ｐ＝０．０１８）；干预后不同时点之间软骨细胞中ＢｉｐｍＲＮＡ含

量的差异有统计学意义，即存在时间效应（Ｆ＝６２．９６８，Ｐ＝０．００１）；２组软骨细胞中 ＢｉｐｍＲＮＡ含量随时间变化均呈降低趋势。

④退变软骨细胞中ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ含量。时间因素与分组因素不存在交互效应（Ｆ＝２．１３８，Ｐ＝０．２０１）；独活寄生汤组软骨细胞

中ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ含量总体低于空白组，即存在分组效应（Ｆ＝１５５．８５２，Ｐ＝０．０００）；干预后不同时点之间软骨细胞中 ｅＩＦ－２α

ｍＲＮＡ含量的差异有统计学意义，即存在时间效应（Ｆ＝５０．３２８，Ｐ＝０．０００）；２组软骨细胞中ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ含量随时间变化均呈

降低趋势，且降低趋势基本一致。⑤退变软骨细胞中ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量。时间因素与分组因素存在交互效应（Ｆ＝１４．６１２，Ｐ＝

０．０１７）；２组软骨细胞中ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量总体比较，组间差异有统计学意义，即存在分组效应（Ｆ＝３３．７０３，Ｐ＝０．００４）；干预后

不同时点之间软骨细胞中ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量的差异有统计学意义，即存在时间效应（Ｆ＝１８７．７００，Ｐ＝０．０００）；２组软骨细胞中

ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量随时间变化均呈降低趋势；干预后各时点独活寄生汤组软骨细胞中 ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量均低于空白组（ｔ＝

４．３４３，Ｐ＝０．０１２；ｔ＝３．９１５，Ｐ＝０．０１７；ｔ＝１０．７１９，Ｐ＝０．０００）。⑥退变软骨细胞中ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含量。时间因素与分组因素不

存在交互效应（Ｆ＝３．０５３，Ｐ＝０．１１６）；独活寄生汤组软骨细胞中 ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含量总体低于空白组，即存在分组效应（Ｆ＝

１６．９４６，Ｐ＝０．０１５）；干预后不同时点之间软骨细胞中 ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含量的差异有统计学意义，即存在时间效应（Ｆ＝８８．２０６，

Ｐ＝０．０００）；２组软骨细胞中ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含量随时间变化均呈降低趋势。⑦退变软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－９活性。时间因素与

分组因素不存在交互效应（Ｆ＝１．２６６，Ｐ＝０．３２７）；独活寄生汤组软骨细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－９活性总体低于空白组，即存在分组效应

（Ｆ＝２１．１６４，Ｐ＝０．０１０）；干预后不同时间点之间软骨细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－９活性的差异有统计学意义，即存在时间效应（Ｆ＝
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２６３．３８４，Ｐ＝０．０００）；２组软骨细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－９活性随时间变化均呈降低趋势，且降低趋势基本一致。⑧退变软骨细胞中

Ｃａｓｐａｓｅ－３活性。时间因素与分组因素不存在交互效应（Ｆ＝１．３４６，Ｐ＝０．３１４）；独活寄生汤组软骨细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－３活性总体

低于空白组，即存在分组效应（Ｆ＝１９．４２２，Ｐ＝０．０１２）；干预后不同时间点之间软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－３活性的差异有统计学意义，

即存在时间效应（Ｆ＝１３０．６４９，Ｐ＝０．０００）；２组软骨细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－３活性随时间变化均呈降低趋势，且降低趋势基本一致。

结论：独活寄生汤含药血清可通过调控大鼠退变软骨细胞ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路，抑制因内质网应激反应引起的软骨细胞凋亡。

关键词　骨关节炎；软骨细胞；独活寄生汤；信号传导；大鼠
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ｎｏｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｉｍｅｆａｃｔｏｒａｎｄｇｒｏｕｐｆａｃｔｏｒｉｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ－９ｉｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ（Ｆ＝１．２６６，Ｐ＝０．３２７）．Ｔｈｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ－９ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｗａｓｌｏｗｅｒｉｎＤＨＪＳＴｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｉｎｇｅｎｅｒａｌ，ｉｎｏｔｈｅｒｗｏｒｄｓ，ｔｈｅｒｅｗａｓｇｒｏｕｐｅｆｆｅｃｔ

（Ｆ＝２１．１６４，Ｐ＝０．０１０）．ＴｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ－９ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｉｎｔｅｒ

ｖｅｎｔｉｏｎ，ｉｎｏｔｈｅｒｗｏｒｄｓ，ｔｈｅｒｅｗａｓｔｉｍｅｅｆｆｅｃｔ（Ｆ＝２６３．３８４，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ－９ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｔｉｍｅ－ｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｔｒｅｎｄｉｎｂｏｔｈｏｆｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ，ａｎｄｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｅａｃｈｏｔｈｅｒｉｎｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｔｒｅｎｄｏｆａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

Ｃａｓｐａｓｅ－９ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｉｍｅｆａｃｔｏｒａｎｄｇｒｏｕｐｆａｃｔｏｒｉｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ－３ｉｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｃｈｏｎ

ｄｒｏｃｙｔｅｓ（Ｆ＝１．３４６，Ｐ＝０．３１４）．ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ－３ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｗａｓｌｏｗｅｒｉｎＤＨＪＳＴｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｉｎｇｅｎｅｒ

ａｌ，ｉｎｏｔｈｅｒｗｏｒｄｓ，ｔｈｅｒｅｗａｓｇｒｏｕｐｅｆｆｅｃｔ（Ｆ＝１９．４２２，Ｐ＝０．０１２）．ＴｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ－３ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｉｎｏｔｈｅｒｗｏｒｄｓ，ｔｈｅｒｅｗａｓｔｉｍｅｅｆｆｅｃｔ（Ｆ＝１３０．６４９，Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ－３

ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｔｉｍｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｔｒｅｎｄｉｎｂｏｔｈｏｆｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ，ａｎｄｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｅａｃｈｏｔｈｅｒｉｎ

ｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｔｒｅｎｄｏｆａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ－３ｉｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＤＨＪＳＴｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｃａｕｓｅｄｂｙｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｒｅａｃｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＰＥＲＫ／ＢｉＰｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｏｆｒａｔｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；ＤｕｈｕｏＪｉｓｈｅｎｇＴａｎｇ；ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ；ｒａｔｓ

　　膝骨关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是一种多
见于中老年人的骨关节疾病，发病率随年龄增长而增

加［１－２］，易反复发作、缠绵难愈，具有较高的致残率，

严重影响患者的生活质量［３－４］，治疗方法虽多，但主

要以对症治疗为主。独活寄生汤在临床长期被用于

ＯＡ的治疗，疗效可靠［５－１０］。前期研究表明，独活寄

生汤可通过激活Ｇ蛋白偶联信号传导通路而抑制软

骨基质降解，从而使受损的软骨组织修复［１１］，有效抑

制软骨细胞凋亡［１２］，但是否是通过调节蛋白激酶Ｒ样

内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲ－ｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕ
ｌｕｍｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）／免疫球蛋白结合蛋白（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂ
ｕｌｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＢｉＰ）信号通路，尚不明确。为此，
本实验观察了独活寄生汤含药血清对大鼠退变软骨细

胞ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路的影响，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　２月龄清洁级雄性 ＳＤ大鼠３６只、４

周龄清洁级雄性ＳＤ大鼠２０只，购于上海斯莱克实验

动物有限责任公司，实验动物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）

２００７－００１１。实验方案经医学动物实验伦理委员会

审查通过。

１．２　药物及试剂　独活寄生汤，药物组成包括独活

９ｇ、桑寄生６ｇ、牛膝６ｇ、杜仲６ｇ、秦艽６ｇ、防风６ｇ、

肉桂６ｇ、细辛６ｇ、当归６ｇ、川芎６ｇ、地黄６ｇ、芍药

６ｇ、人参６ｇ、茯苓６ｇ、甘草６ｇ。由福建中医药大学

附属第二人民医院药剂科提供。ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ

细胞凋亡双染试剂盒（ＢＤ公司），半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶 （ｃｙｓｔｅｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ，

Ｃａｓｐａｓｅ）－９和Ｃａｓｐａｓｅ－３活性检测试剂盒、ＴＲＩＺＯＬ

试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＤＭＥＭ培养基、０．２５％胰蛋白

酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胎牛血清（ＧＩＢＣＯ公司），Ⅱ型胶

原酶粉末（Ｓｉｇｍａ公司），逆转录试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司），ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、真核细胞翻译起始因子－２α（ｅｕｋａｒｙ

·３·　中医正骨２０１８年８月第３０卷第８期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０１８，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．８　　　（总５６３）　　　
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ｏｔｉｃｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ｅＩＦ－２α）、转录激活因子 －４
（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ－４）、生长抑制
ＤＮＡ损伤基因１５３抗原（ｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔａｎｄＤＮＡｄａｍ
ａｇｅ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ１５３，ＧＡＤＤ１５３）引物合成由上海生工
生物工程公司完成。

１．３　实验仪器　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（ＢＤ公
司），Ｅｌｘ８００酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公司），Ｓ１０００ＰＣＲ仪
（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司），ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋化学发光
成像系统（Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。

２　方　法
２．１　血清制备　将３６只２月龄清洁级雄性ＳＤ大鼠
随机分为含药血清组和空白血清组，每组１８只。根
据药理试验中动物与人体间的等效剂量换算关

系［１３］，含药血清组按照９．３ｇ·ｋｇ－１以独活寄生汤灌
胃、空白血清组按照１０ｍＬ·ｋｇ－１以生理盐水灌胃，每
天１次。连续灌胃７ｄ后，麻醉下行腹主动脉采血，离
心后分别获取独活寄生汤含药血清和空白血清，在

５６℃水浴灭活３０ｍｉｎ，－２０℃保存备用。
２．２　退变软骨细胞造模及药物干预　参照课题组前
期取材方法，将４周龄ＳＤ大鼠以颈椎脱臼法处死，用
７５％酒精浸泡５ｍｉｎ，游离并截取膝关节，置入无菌培
养皿，带入超净工作台操作。先用 ＰＢＳ充分漂洗，刮
除关节周围附着的肌肉、脂肪、骨膜、滑膜等组织后再

次以ＰＢＳ充分漂洗。用刀片削取每个关节表面的软
骨，以ＰＢＳ充分漂洗３次，采用酶消化法消化，获取软
骨细胞［１４］。培养、传代至第３代，以１０ｎｇ·ｍＬ－１白
细胞介素－１β干预２４ｈ，获得退变软骨细胞［１５－１６］。

将获得的退变软骨细胞分为２组，分别以独活寄生汤

含药血清（独活寄生汤组）和空白血清（空白组）进行

干预。分别在干预２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ后进行相关指
标检测。

２．３　退变软骨细胞凋亡率检测　干预结束后，用不
含ＥＤＴＡ的胰酶消化，收集细胞沉淀，用试剂盒内的
缓冲液重悬细胞，调整其浓度为 １×１０６个·ｍＬ－１。
参照ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡双染试剂盒说明
书，取１００μＬ细胞悬液于５ｍＬ流式管中，分别加入
５μＬＦＩＴＣ和５μＬＰＩ，混匀后室温避光孵育１５ｍｉｎ，
之后每管再加４００μＬＰＢＳ缓冲液。以 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ
流式细胞仪检测、分析凋亡率。

２．４　退变软骨细胞中 ＰＥＲＫｍＲＮＡ、ＢｉｐｍＲＮＡ、
ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ、ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ、ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含
量检测　干预结束后，以 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，逆转
录成 ｃＤＮＡ，进行目的基因扩增，电泳后进行结果分
析。目的基因引物序列见表１。
２．５　退变软骨细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－９和 Ｃａｓｐａｓｅ－３活
性检测　干预结束后，去上清，加入５０μＬ细胞裂解
液，冰上孵育１０ｍｉｎ后，以１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ
（离心半径１５ｃｍ），转移上清液至新的 ＥＰ管中。采
用ＢＣＡ法进行蛋白浓度测定。每份样本按１００μｇ蛋
白的量加到９６孔板，加样量不足５０μＬ的用细胞裂
解液补齐，做 ３个复孔，分别加 ５０μＬ２×Ｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｂｕｆｆｅｒ（使用前加 １０ｍＭＤＴＴ）至每份样本中，再加
５μＬＬｅｕ－Ｇｌｕ－Ｈｉｓ－Ａｓｐ－ｐＮＡ（Ｃａｓｐａｓｅ－９底物）
或Ａｓｐ－Ｇｌｕｅ－Ｖａ－Ａｓｐ－ｐＮＡ（Ｃａｓｐａｓｅ－３底物），
３７℃避光孵育２ｈ。另取３孔加１００μＬＰＢＳ，作为阴
性对照。酶标仪上检测，波长４０５ｎｍ。各干预组ＯＤ

表１　目的基因引物序列

基因名称 引物序列 长度

ＰＥＲＫ
Ｓｅｎｓｅ ５′－ＣＴＣＡＧＴＧＣＡＴＡＴＡＧＴＧＧＡＡＡ－３′
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′－ＡＴＧＴＣＴＧＧＡＡＴＡＴＡＣＣＧＡＡＧ－３

２０３ｂｐ

Ｂｉｐ
Ｓｅｎｓｅ ５′－ＣＡＡＧＡＡＣＣＡＡＣＴＣＡＣＧＴＣ－３′
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′－ＧＴＧＡＧＡＡＣＣＡＴＡＧＣＡＧＡＡＡＴ－３′

２１３ｂｐ

ｅＩＦ－２α
Ｓｅｎｓｅ ５′－ＴＡＧＣＣＡＧＴＡＣＡＧＡＴＧＴＴＧＡＣ－３′
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′－ＡＡＣＴＡＧＧＡＴＴＣＣＡＡＧＣＴＡＣＡ－３′

１４１ｂｐ

ＡＴＦ－４
Ｓｅｎｓｅ ５′－ＡＴＧＡＣＣＧＡＡＡＴＧＡＧＣＴＴＣＣＴＧ－３′
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′－ＧＣＴＧＧＡＧＡＡＣＣＣＡＴＧＡＧＧＴ－３′

１５３ｂｐ

ＧＡＤＤ１５３
Ｓｅｎｓｅ ５′－ＡＴＧＧＣＡＧＣＴＧＡＧＴＣＴＣＴＧＣＣ－３′
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′－ＴＧＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧＧＴＡＣＡＣＴＣＣ－３′

５６０ｂｐ

β－肌动蛋白
Ｓｅｎｓｅ ５′－ＧＧＧＡＡＧＴＧＣＴＧＧＡＴＡＧ－３′
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′－ＧＴＧＡＴＧＴＴＴＣＧＧＡＴＧＧ－３′

４５３ｂｐ

ＰＥＲＫ：蛋白激酶Ｒ样内质网激酶；Ｂｉｐ：免疫球蛋白结合蛋白；ｅＩＦ－２α：真核细胞翻译起始因子 －２α；ＡＴＦ－４：转录激活因子 －４；

ＧＡＤＤ１５３：生长抑制ＤＮＡ损伤基因１５３抗原
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值与阴性对照组 ＯＤ值的比值作为 Ｃａｓｐａｓｅ－９与
Ｃａｓｐａｓｅ－３活性相对值。
２．６　数据统计　采用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行数据统计
分析。２组退变软骨细胞凋亡率、ＰＥＲＫｍＲＮＡ含量、
ＢｉｐｍＲＮＡ含量、ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ含量、ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ
含量、ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含量、Ｃａｓｐａｓｅ－９活性及
Ｃａｓｐａｓｅ－３活性的比较均采用重复测量资料的方差
分析。检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　造模结果　培养的第３代软骨细胞形态规则、

大小一致，边界清晰；经白细胞介素 －１β诱导后的退
变软骨细胞，体积变大，边缘出现指状突起，胞膜和胞

浆不清晰，细胞呈多边形改变，折光度下降（图１）。
３．２　退变软骨细胞凋亡率测定结果　时间因素与分
组因素存在交互效应。２组软骨细胞凋亡率总体比
较，差异有统计学意义，即存在分组效应；干预后不同

时点之间软骨细胞凋亡率的差异有统计学意义，即存

在时间效应；２组软骨细胞凋亡率随时间变化均呈降
低趋势；干预后各时点独活寄生汤组软骨细胞凋亡率

均低于空白组。见表２、图２。

图１　软骨细胞形态（×１００）

表２　２组退变软骨细胞凋亡率测定结果　ｘ±ｓ

组别
样本量
（孔）

干预２４ｈ后 干预４８ｈ后 干预７２ｈ后 合计 Ｆ值 Ｐ值

空白组 ９ （３０．３９±０．５１）％ （２２．８９±１．５９）％ （１３．６２±１．２６）％ （２２．３０±７．３５）％ ３９８．６８６ ０．００２
独活寄生汤组 ９ （１７．３９±１．５２）％ （９．６６±０．６９）％ （４．４２±０．３６）％ （１０．４９±５．７１）％ １０９．０６１ ０．００９

合计 １８ （２３．８９±７．１９）％ （１６．２８±７．３３）％ （９．０２±５．１１）％ （１６．４０±８．８２）％ ３８９．７６８１） ０．０００１）

ｔ值 １４．０５５ １３．２６４ １２．１８３ ３２５．２４６１）

Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００１）
Ｆ＝９．０２２２），
Ｐ＝０．０３８２）

１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值

图２　干预后２组退变软骨细胞凋亡率变化趋势图

３．３　退变软骨细胞中 ＰＥＲＫｍＲＮＡ、ＢｉｐｍＲＮＡ、

ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ、ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ、ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含

量检测结果

３．３．１　退变软骨细胞中ＰＥＲＫｍＲＮＡ含量检测结果

时间因素与分组因素不存在交互效应；独活寄生汤组

软骨细胞中ＰＥＲＫｍＲＮＡ含量总体低于空白组，即存

在分组效应；干预后不同时点之间软骨细胞中 ＰＥＲＫ

ｍＲＮＡ含量的差异有统计学意义，即存在时间效应；２

组软骨细胞中 ＰＥＲＫｍＲＮＡ含量随时间变化均呈降

低趋势。见表３、图３。

３．３．２　退变软骨细胞中 ＢｉｐｍＲＮＡ含量检测结果　

时间因素与分组因素不存在交互效应；独活寄生汤组

·５·　中医正骨２０１８年８月第３０卷第８期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０１８，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．８　　　（总５６５）　　　




软骨细胞中ＢｉｐｍＲＮＡ含量总体低于空白组，即存在
分组效应；干预后不同时点之间软骨细胞中 ＢｉｐｍＲ
ＮＡ含量的差异有统计学意义，即存在时间效应；２组
软骨细胞中 ＢｉｐｍＲＮＡ含量随时间变化均呈降低趋
势。见表４、图４。
３．３．３　退变软骨细胞中ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ含量检测结
果　时间因素与分组因素不存在交互效应；独活寄生
汤组软骨细胞中 ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ含量总体低于空白
组，即存在分组效应；干预后不同时点之间软骨细胞中

ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ含量的差异有统计学意义，即存在时间
效应；２组软骨细胞中ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ含量随时间变化
均呈降低趋势，且降低趋势基本一致。见表５、图５。
３．３．４　退变软骨细胞中 ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量检测结
果　时间因素与分组因素存在交互效应；２组软骨细

胞中ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量总体比较，组间差异有统计
学意义，即存在分组效应；干预后不同时点之间软骨

细胞中ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量的差异有统计学意义，即
存在时间效应；２组软骨细胞中 ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量
随时间变化均呈降低趋势；干预后各时点独活寄生汤

组软骨细胞中ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量均低于空白组。见
表６、图６。
３．３．５　退变软骨细胞中 ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含量检测
结果　时间因素与分组因素不存在交互效应；独活寄
生汤组软骨细胞中ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含量总体低于空
白组，即存在分组效应；干预后不同时点之间软骨细

胞中 ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含量的差异有统计学意义，即
存在时间效应；２组软骨细胞中 ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ含
量随时间变化均呈降低趋势。见表７、图７。

表３　２组退变软骨细胞中蛋白激酶Ｒ样内质网激酶ｍＲＮＡ含量检测结果　ｘ±ｓ

组别 样本量（孔） 干预２４ｈ后 干预４８ｈ后 干预７２ｈ后 合计 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ９ ０．１７４±０．０３０ ０．１６０±０．０２０ ０．１２６±０．００９ ０．１５３±０．０２９ ８．１８５ ０．１０１

独活寄生汤组 ９ ０．１４１±０．０１９ ０．１０８±０．０１３ ０．０５８±０．００５ ０．１０２±０．０３８ ６３．１４６ ０．０１５
合计 １８ ０．１５８±０．０２９ ０．１３４±０．０３２ ０．０９２±０．０３８ ０．１２８±０．０４２ ４３．０６０１） ０．００３１）

ｔ值 １．５８５ ３．８４７ １１．９７８ １７．８３３１）

Ｐ值 ０．１８８ ０．０１８ ０．０００ ０．０１３１）
Ｆ＝３．００２２），
Ｐ＝０．１５７２）

１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值

表４　２组退变软骨细胞中免疫球蛋白结合蛋白ｍＲＮＡ含量检测结果　ｘ±ｓ

组别 样本量（孔） 干预２４ｈ后 干预４８ｈ后 干预７２ｈ后 合计 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ９ ０．６０９±０．１０７ ０．５６２±０．０６７ ０．４２２±０．０４９ ０．５３１±０．１０８ １２．８０５ ０．０６９

独活寄生汤组 ９ ０．４８６±０．０６７ ０．３３９±０．０６７ ０．１８０±０．０３７ ０．３３５±０．１４２ ９８．５７０ ０．００３
合计 １８ ０．５４８±０．１０５ ０．４５１±０．１３６ ０．３０１±０．１３８ ０．４３３±０．１５９ ６２．９６８１） ０．００１１）

ｔ值 １．６９７ ４．０４６ ６．８６７ １５．１３６１）

Ｐ值 ０．１６５ ０．０１６ ０．００２ ０．０１８１）
Ｆ＝４．０９２２），
Ｐ＝０．１０６２）

１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值

图３　干预后２组退变软骨细胞中ＰＥＲＫｍＲＮＡ含量

变化趋势图

ＰＥＲＫ：蛋白激酶Ｒ样内质网激酶

图４　干预后２组退变软骨细胞中ＢｉｐｍＲＮＡ含量

变化趋势图

Ｂｉｐ：免疫球蛋白结合蛋白
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表５　２组退变软骨细胞中真核细胞翻译起始因子－２αｍＲＮＡ含量检测结果　ｘ±ｓ

组别 样本量（孔） 干预２４ｈ后 干预４８ｈ后 干预７２ｈ后 合计 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ９ ０．２９０±０．０３５ ０．２４９±０．０１５ ０．１５４±０．０２３ ０．２３１±０．０６４ １６．１５６ ０．０４６

独活寄生汤组 ９ ０．２０７±０．０１２ ０．１１８±０．０２０ ０．０７２±０．０１５ ０．１３３±０．０６１ ７２．５６５ ０．００９
合计 １８ ０．２４９±０．０５１ ０．１８４±０．０７３ ０．１１３±０．０４８ ０．１８２±０．０７９ ５０．３２８１） ０．０００１）

ｔ值 ３．８４２ ９．０６９ ５．２４７ １５５．８５２１）

Ｐ值 ０．０１８ ０．００１ ０．００６ ０．０００１）
Ｆ＝２．１３８２），
Ｐ＝０．２０１２）

１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值

表６　２组退变软骨细胞中转录激活因子－４ｍＲＮＡ含量检测结果　ｘ±ｓ

组别 样本量（孔） 干预２４ｈ后 干预４８ｈ后 干预７２ｈ后 合计 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ９ ０．６７１±０．０２４ ０．６１４±０．０１ ０．４９３±０．０２５ ０．５９３±０．０８１ ２９６．３２８ ０．００１

独活寄生汤组 ９ ０．５４４±０．０４５ ０．４０９±０．０９ ０．２２６±０．０３５ ０．３９３±０．１４８ ８３．２７９ ０．０１１
合计 １８ ０．６０７±０．０７７ ０．５１１±０．１２６ ０．３６０±０．１４９ ０．４９３±０．１５５ １８７．７００１） ０．０００１）

ｔ值 ４．３４３ ３．９１５ １０．７１９ ３３．７０３１）

Ｐ值 ０．０１２ ０．０１７ ０．０００ ０．００４１）
Ｆ＝１４．６１２２），
Ｐ＝０．０１７２）

１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值

表７　２组退变软骨细胞中生长抑制ＤＮＡ损伤基因１５３抗原ｍＲＮＡ含量检测结果　ｘ±ｓ

组别 样本量（孔） 干预２４ｈ后 干预４８ｈ后 干预７２ｈ后 合计 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ９ ０．３８４±０．０４１ ０．３４７±０．０４５ ０．２４９±０．０２６ ０．３２７±０．０６８ ４０．１４１ ０．００８

独活寄生汤组 ９ ０．３０９±０．０４５ ０．２１７±０．０３５ ０．１３２±０．０１４ ０．２２０±０．０８２ ４９．７８６ ０．００２
合计 １８ ０．３４６±０．０５６ ０．２８２±０．０７９ ０．１９１±０．０６７ ０．２７３±０．０９２ ８８．２０６１） ０．０００１）

ｔ值 ２．１１８ ３．９６９ ６．９１６ １６．９４６１）

Ｐ值 ０．１０２ ０．０１７ ０．００２ ０．０１５１）
Ｆ＝３．０３５２），
Ｐ＝０．１１６２）

１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值

图５　干预后２组退变软骨细胞中ｅＩＦ－２αｍＲＮＡ含量

变化趋势图

ｅＩＦ－２α：真核细胞翻译起始因子－２α

３．４　退变软骨细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－９和 Ｃａｓｐａｓｅ－３活
性检测结果

３．４．１　退变软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－９活性检测结果　
时间因素与分组因素不存在交互效应；独活寄生汤组

软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－９活性总体低于空白组，即存在
分组效应；干预后不同时点之间软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－

９活性的差异有统计学意义，即存在时间效应；２组软
骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－９活性随时间变化均呈降低趋势，
且降低趋势基本一致。见表８、图８。

图６　干预后２组退变软骨细胞中ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ含量

变化趋势图

ＡＴＦ－４：转录激活因子－４

３．４．２　退变软骨细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－３活性检测结果
时间因素与分组因素不存在交互效应；独活寄生汤组

软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－３活性总体低于空白组，即存在
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分组效应；干预后不同时点之间软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－
３活性的差异有统计学意义，即存在时间效应；２组软

骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－３活性随时间变化均呈降低趋势，
且降低趋势基本一致。见表９、图９。

图７　干预后２组退变软骨细胞中ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ

含量变化趋势图

ＧＡＤＤ１５３：生长抑制ＤＮＡ损伤基因１５３抗原

图８　干预后２组退变软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－９活性

变化趋势图

Ｃａｓｐａｓｅ－９：半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－９
表８　２组退变软骨细胞中半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－９活性检测结果　ｘ±ｓ

组别 样本量（孔） 干预２４ｈ后 干预４８ｈ后 干预７２ｈ后 合计 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ９ ３．２３８±０．３３８ ２．７２４±０．２４ ２．１７１±０．１２５ ２．７１１±０．５１０ ７４．１１０ ０．０１３

独活寄生汤组 ９ ２．５３３±０．１５７ １．８８６±０．１２５ １．４５７±０．１９８ １．９５９±０．４９０ ５５４．８００ ０．００１
合计 １８ ２．８８６±０．４５２ ２．３０５±０．４９０ １．８１４±０．４１８ ２．３３５±０．６２１ ２６３．３８４１） ０．０００１）

ｔ值 ３．２７０ ５．３７５ ５．２９０ ２１．１６４１）

Ｐ值 ０．０３１ ０．００６ ０．００６ ０．０１０１）
Ｆ＝１．２６６２），
Ｐ＝０．３２７２）

１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值

表９　２组退变软骨细胞中半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－３活性检测结果　ｘ±ｓ

组别 样本量（孔） 干预２４ｈ后 干预４８ｈ后 干预７２ｈ后 合计 Ｆ值 Ｐ值
空白组 ９ ４．０８２±０．５７４ ３．１１４±０．４４３ ２．３６６±０．１７３ ３．１８７±０．８３３ ４２．２９３ ０．０１０

独活寄生汤组 ９ ２．８１４±０．２０５ ２．０８５±０．１６７ １．３９９±０．１８８ ２．０９９±０．６３４ ３８６．２６８ ０．００１
合计 １８ ３．４４８±０．７９４ ２．６００±０．６３８ １．８８３±０．５５４ ２．６４３±０．９１０ １３０．６４９１） ０．０００１）

ｔ值 ３．６０３ ３．７６９ ６．５５４ １９．４４２１）

Ｐ值 ０．０２３ ０．０２０ ０．００３ ０．０１２１）
Ｆ＝１．３４６２），
Ｐ＝０．３１４２）

１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值

图９　干预后２组退变软骨细胞中Ｃａｓｐａｓｅ－３活性变化趋势图

Ｃａｓｐａｓｅ－３：半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－３

４　讨　论
ＯＡ属中医“痹证”“痿证”范畴，气血营卫亏虚是

致病内因，风寒湿邪外袭是致病外因。独活寄生汤中

的独活可祛下焦与筋骨间的风寒湿邪，为君药；细辛

散阴经风寒、搜筋骨风湿、通络止痛，秦艽除风湿舒

筋，肉桂能温里祛寒、通利血脉，防风可祛一身之风而

胜湿，共为臣药；桑寄生、牛膝、杜仲补肝肾、壮筋骨、

祛风湿，当归、川芎、地黄、芍药养血活血，人参、茯苓、

甘草补气健脾、扶助正气，共为佐药；甘草调和诸药，

为使药。诸药合用祛邪扶正、标本兼顾，具有祛风湿、

止痹痛、益肝肾、补气血之功［１７－１８］，可针对 ＯＡ病机
起到治疗作用［１９－２０］。
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ＯＡ是多种因素共同作用导致软骨细胞、细胞外
基质、软骨下骨降解与合成正常偶联失衡的结果［２１］。

细胞凋亡是关节软骨细胞的中心性特征，是关节软骨

退行性改变的病理因素之一［２２－２３］。研究表明，内质

网应激反应与软骨细胞凋亡密切相关［２４］。ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ
信号通路是调控内质网应激反应，引起软骨细胞凋亡

的关键通路［２５－２６］。ＰＥＲＫ信号分子的激活可以磷酸
化ｅＩＦ－２α，后者可激活ＡＴＦ－４，上调ＧＡＤＤｌ５３的表
达，而ＧＡＤＤｌ５３则可抑制 Ｂ淋巴细胞瘤 －２（Ｂ－ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）的表达，导致 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ比例
失衡，激活 Ｃａｓｐａｓｅ－９，活化的 Ｃａｓｐａｓｅ－９再激活
Ｃａｓｐａｓｅ－３，从而启动细胞凋亡程序［２７－２９］。

ＡｎｎｅｘｉｎＶ是一种Ｃａ２＋依赖性磷脂结合蛋白，与
磷脂酰丝氨酸有高度亲和力，可通过细胞外侧暴露的

磷脂酰丝氨酸与凋亡早期细胞胞膜结合，是检测细胞

早期凋亡的灵敏指标。碘化丙啶是一种核酸染料，不

能透过完整的细胞膜，但能透过凋亡中晚期的细胞和

死细胞，将其细胞核染红。因此，将 ＡｎｎｅｘｉｎＶ与碘
化丙啶一起使用可区分不同凋亡时期的细胞。从软

骨细胞凋亡检测结果来看，空白血清和独活寄生汤含

药血清均能降低软骨细胞凋亡率，而独活寄生汤含药

血清的作用更明显。为了进一步探讨独活寄生汤含

药血清抑制退变软骨细胞凋亡的机制，我们采用 ＲＴ
－ＰＣＲ法测定了 ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路中关键调节因
子ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、ｅＩＦ－２α、ＡＴＦ－４、ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ水
平，采用分光光度法测定了 Ｃａｓｐａｓｅ－９、Ｃａｓｐａｓｅ－３
活性。检测结果表明，空白血清和独活寄生汤含药血

清均能降低 ＰＥＲＫ ｍＲＮＡ、ＢｉｐｍＲＮＡ、ｅＩＦ－２α
ｍＲＮＡ、ＡＴＦ－４ｍＲＮＡ、ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ水平和
Ｃａｓｐａｓｅ－９、Ｃａｓｐａｓｅ－３活性，但独活寄生汤含药血清
的效果更明显。

本研究的结果提示，独活寄生汤含药血清可通过

调控大鼠退变软骨细胞 ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路，抑制因
内质网应激反应引起的软骨细胞凋亡。
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·通　知·

全国水针刀微创技术及中医筋骨三针法学习班通知

水针刀微创技术、中医筋骨三针疗法是由北京世针联中医微创针法研究院院长吴汉卿教授经过３０余年潜心研究，在传统
九针、刀针、水针疗法、针挑疗法、运动针法及太极针法基础上，根据中医经筋学说及软组织解剖学所总结的融中西医针法于一

体的中医微创技术。该技术已被纳入国家中医药管理局“中医医疗适宜技术”，写入全国高等中医药院校创新教材，确定为中

医药Ⅰ类继续教育推广项目。该技术问世以来，全国性培训班已成功举办２００余期，培训学员数万名，学员来自国内包括台
湾、香港等地区及国外，如：马来西亚、新加坡、韩国、俄罗斯、澳大利亚、美国等，其“短、平、快”的治疗特点受到了国内外专家及

广大学员的好评。为满足广大医师要求，继续举办学习班，培训内容如下。

水针刀微创技术、三氧融盘技术　①水针刀微创技术结合三氧融盘技术治疗软组织损伤病，如：颈椎病、肩关节周围炎、肘
关节病变、腕管综合征、腰椎间盘突出症、膝关节病变、坐骨神经痛、臀上皮神经痛、风湿类风湿关节炎、腱鞘炎、跟痛症等骨伤

疼痛疾病。②水针刀尸体解剖微创入路内容：该班在医学院解剖馆进行，结合新鲜尸体全面讲解人体全身三维解剖以及三针
法定位、进针方向、针下层次、危险区的划分、常用针法及操作技巧等内容，学员能自己动手练习。

中医筋骨三针疗法　中医筋骨三针疗法分为微型筋骨三针疗法与巨型筋骨三针疗法２种，微型筋骨三针疗法的优点：该
针具针体细如银针，创伤微、痛苦小，融合了中医针法和西医刀法，定位独特，针法灵活多变，既有微创针刀的松解分离功能，又

有针灸的补泻候气、疏通经络功能；该疗法主治：中风偏瘫、失语症、三叉神经痛、面瘫、肋间神经痛、坐骨神经痛、皮神经卡压

症、四肢末端病等。巨型筋骨三针疗法的优点：该针法有钝性松解、安全可靠、通透力强、松解力度大等特点。其主要针法有：

筋膜扇形撬拨法、筋骨减压术、椎间孔针旋转术等１０大针法；该疗法主治：颈腰椎术后综合征、腰椎管狭窄症、强直性脊柱炎驼
背、颈１横突综合征、颈７棘突综合征等临床疑难病。同时培训水针刀松解埋线技术内容：脊背九大诊疗区，应用水针刀松解、
注射、磁线留置并配合整脊手法快速治愈颈性心脏病、颈性咽炎、面瘫、癫痫病、慢性支气管炎、哮喘、胃炎、胃溃疡、结肠炎、生

殖疾病等；并教授三氧自血疗法治疗心脑血管疾病，乙肝、丙肝、脂肪肝等肝病，妇科疾病及皮肤病性病等。

培训时间：每月１日正式上课，学期１２天，请提前１天报到。
培训方式及待遇：学习班由吴汉卿教授主讲，采用小班授课，理论结合临床实习和尸体解剖操作，学期结束后颁发培训证

书及Ｉ类继续教育学分证书。
培训地址：①北京班地址：北京市东城区广渠门内夕照寺街东玖大厦Ｂ座７０３室，北京世针联中医微创针法研究院。②河

南南阳班地址：河南省南阳市仲景路与天山路口，水针刀研究院。

联系电话：４００８３７７６１８　　联系人：黄建老师 １３７２１８２０６５７，０３７７－６３２８２５０７
网址：ｗｗｗ．ｓｈｕｉｚｈｅｎｄａｏ．ｃｏｍ（中华水针刀微创网）
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