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葛根汤与桂枝汤对兔颈椎间盘组织 I L-1β、

iN O S、T N Fα、T G Fβ m R N A 表达的调节作用
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[摘要 ]  目的  检测兔动物模型风寒湿颈椎病组、低头位颈椎病组、风寒湿加低头位颈椎病组的颈椎间盘组织中白细胞介素

1β( inte rleukin-1β, IL-1β)、诱导型氮氧化物合酶( inducib le nit ric-oxide synthase , iNOS)、肿瘤坏死因子α( tumor necrosis factor-

alpha , T NFα)、转化生长因子β( t ransforming growth factor-beta , TGFβ)的 mRNA 的表达 , 并检测葛根汤、桂枝汤对兔风寒湿

颈椎病组颈椎间盘组织中上述细胞因子 mRNA 的调节作用。方法  36 只大白兔随机分为正常对照组、风寒湿颈椎病组、低

头位颈椎病组、风寒湿加低头位颈椎病组、葛根汤治疗组、桂枝汤治疗组。葛根汤、桂枝汤治疗组均以风寒湿颈椎病模型为基

础。采用逆转录聚合酶链反应法检测颈椎间盘组织中上述细胞因子 mRNA 的表达。结果  各模型组与正常对照组比较 IL-

1βmRNA、iNOS mRNA 表达上调( P < 0 .01 ) ; 葛根汤、桂枝汤治疗组与风寒湿颈椎病组比较 , IL-1β mRNA、iNOS mR NA 表

达均下调 ( P < 0 .05 或 < 0 .01) ;低头位加风寒湿颈椎病组 T NFα mRNA 表达上调 , 与风寒湿及低头位颈椎病组比较 ( P <

0 .01) ;葛根汤下调 T NFα mR NA 表达 , 与风寒湿颈椎病组比较 ( P < 0 .01) ; 各模型组同正常对照组比较 , TGFβ mRNA 表达

均下调 ( P < 0 .01) ;与风寒湿颈椎病组比较 , 葛根汤上调 TGFβ mRNA 表达 ( P < 0 .01) ; 桂枝汤对 TGFβ mRNA 的调节作用

不明显。结论  风寒湿、低头位、低头位加风寒湿的刺激可不同程度地上调椎间盘退变过程中 IL-1β、iNOS mRNA 的表达 , 下

调 TGFβmR NA 的表达 ;低头位加风寒湿颈椎病组上调 T NFα mRNA 表达 ,证明上述细胞因子参与椎间盘的退变过程 , 其中

IL-1β、iNOS、T NFα加速颈椎间盘的退变 , TGFβ延缓颈椎间盘的退变。葛根汤下调 IL-1β、iNOS、T NFα mRNA 的表达 ,上调

TGFβmRNA 的表达 ,发挥延缓椎间盘退变的作用 ; 桂枝汤调节上述细胞因子的作用低于葛根汤。
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Regulation effects of Gegen recipe and Guizhi recipe on expression of IL-1β, iNOS, TNFα, TGFβmRNA in de-

generated cervical intervertebral disk in rabbits
WANG Yong- Jun , SHI Qi , ZH OU Chong-Jian , HOU Bao-Xing , LI U Mei , MO Wen

(Institute of Spinal Disease , Longhua Hospital , Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 200032 , China)

[ABSTRACT]  Objective  To study the effects of Gegen Recipe and Guizhi Recipe regulating the expression of IL-1β, iNOS ,

T NFαand T GFβmRNA in degenerated in terver tebral disk caused by stimulation of wind , cold and damp . Methods  Thirty-six

rabbits were randomly separated in to six groups , viz . cont rol group , stimulation by wind , cold and damp group , head in low- lo-

cation group , compound model group( head in low- location plus stimulation of wind , cold and damp) , Gegen Recipe group and

Guizhi Recipe group . The gene expression of IL-1β, iNOS , TNFαand T GFβmRNA in degenerated cervical interver tebral disks

were assayed by RT- PCR . Results  Compared with the control group , IL-1βmRNA and iNOS mRNA expression were up-reg-

ula ted in each model group ( P < 0 .01 ) . Both Gegen Recipe and Guizhi Recipe down-regulated IL-1βmRNA , iNOS mRNA ex-

pression , which had significan t differences compared with the stimula tion model group( P < 0 .01 or < 0 .05) . T NFαmRNA ex-

pression was significan tly enhanced in the compound model group compared with the cont rol group ( P < 0 .01) . There was no

significan t diffe rence between the head in low- location group and the stimulation model group . Gegen Recipe dow n-regulated

T NFαmRNA expression compared with the stimulation group( P < 0 .01 ) , while the effect of Guizhi Recipe was not significant .

Compared with the control group , TGFβmRNA expression went down in each model group ( P < 0 .01) . Gegen Recipe up-reg-

ula ted T GFβmR NA expression( P < 0 .01) , while the effect of Guizhi Recipe on adjusting TGFβ mR NA was not significant .

Conclusion  Stimulation by wind , cold and damp , head in low- location , and compound of both can down-regulate the expres-

sions of IL-1β, iNOS , TNFαmR NA , and up-regulate the expression of TGFβmR NA . These researches cer tify that these fac-

tors take part in the progression of in tervertebral dis k degeneration . IL-1β, iNOS , TNFαaccelerate the degeneration and TGFβ

defers the degeneration . Gegen Recipe down-regulates the expression of T NFαmRNA and up-regulates the expression of TGFβ

mR NA . The effect on regulating the cell factors expressions by Guizhi Recipe is lower than that of Gegen Recipe .

[KEY WORDS]  drugs ,Chinese herbal ; cervical ver tebrae; in tervertebral disk ; inter leukin-1beta ; nit ric-oxide synthase; tumor

necrosis factor-alpha ; t ransforming growth factor-beta ; animal , laboratory
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①
 葛根汤源自张仲景《伤寒杂病论》。原文第三十

一条曰 :“太阳病 , 项背强   , 无汗恶风者 , 葛根汤

主之。”第十四条曰 :“太阳病 ,项背强   , 反汗出恶

风者 ,桂枝加葛根汤主之。”“项背强   ”就是风、

寒、湿邪侵袭项背部 , 而致项背肌肉出现酸痛、拘急

的“痹证”表现。本文依据上述理论 , 在建立风寒湿

和/ 或低头位颈椎病动物模型的基础上 , 通过研究椎

间盘组织中细胞因子的表达 , 进一步揭示葛根汤和

桂枝汤治疗颈椎病的机制。

1  材料与方法

1 .1  动物分组  8 月龄雄性新西兰大白兔 36 只 ,

体重 (2 .5±0 .2 ) kg , 由上海中医药大学实验动物中

心提供。36 只新西兰大白兔随机分为 6 组 : 正常对

照组、风寒湿颈椎病组、低头位颈椎病组、风寒湿加

低头位颈椎病组、葛根汤治疗组、桂枝汤治疗组。

1 .2  造模方法  剃除正常对照组家兔颈部毛发 , 不

作其它处理。剃除风寒湿颈椎病组家兔颈部毛发 ,

将动物固定在人工气候造模箱内 , 调节造模箱内环

境至温度 6℃ , 湿度 95 % , 风力 6 级 , 使家兔接受连

续刺激 4 h/ d , 共 32 d。低头位颈椎病组采用自制的

特殊支架将家兔固定于低头位 45°, 2 h/ 次 , 2 次/ d,

连续 1 个月。风寒湿加低头位颈椎病组按风寒湿及

低头位组的方法同时进行造模 , 连续 1 个月。葛根

汤、桂枝汤治疗组在风寒湿造模 1 个月后分别服用

葛根汤和桂枝汤。

1 .3  中药处方及用法  葛根汤 : 葛根 12 g、麻黄 9

g、桂枝 6 g、芍药 6 g、炙甘草 6 g、生姜 9 g、大枣 3

枚。桂枝汤 :桂枝 9 g、芍药 9 g、炙甘草 6 g、生姜 9

g、大枣 3 枚。葛根汤按 12 .75 g 生药· kg
- 1

·d
- 1

给药 ,桂枝汤按 9 .13 g 生药· kg - 1 · d - 1 给药 ,分别

水煎浓缩后与兔饲料混合均匀 , 制备成含药颗粒。

葛根汤和桂枝汤治疗组家兔在风寒湿造模 1 个月后

分别服用含药颗粒 1 个月。

1 .4  引物序列设计  采用逆转录聚合酶链反应

( rever se transcript ase polymerase chain reaction ,

R T- PCR ) , 检测白细胞介素 1β( inte rleukin-1β, IL-

1β) 、诱导型氮氧化物合酶 ( inducible nit ric-oxide

synthase , iN OS )、肿瘤坏死因子α( tumor necrosis

factor-alpha , TNFα)、转化生长因子β( t ransforming

grow th factor-beta , TGFβ)的 mRN A。基因及内参

照β-actin 引物序列购自中国科学院上海申友生物

科技公司 ,见表 1。

表 1  目的基因及引物序列设计

引物名称 ,片段 ( bp) 引物序列

I L-1β( 305 bp)
Forward

R ever se

5’ G GA T G ACG GC CT G AG AAC T T 3’

5’ T CACGCAG GACAG G T ACAG A 3’

iNOS ( 231 bp)
Forward

R ever se

5’ G AGACGCACA GGCAGA GG T T 3’

5’ GG T G ACCACAGCCACAG T GA 3’

T G Fβ( 250 bp)
Forward

R ever se

5’ AAC T AC T GCT T CAGC TCCAC 3’

5’ G T AACACGA T GGCG AG T GCG 3’

T N Fα(340 bp )
Forward

R ever se

5’ GC T GA GCCAGCG T GCG AACG 3’

5’ CAG G T AC TCA GGCT GG T T GA 3’

β-act in (660 bp)
Forward

R ever se

5’ ACGA T GC T CCAA GA GC T G T T 3’

5’ TCA GGCAGCT CA T A GCT C T T 3’

1 .5  实验方法和步骤  ( 1 ) 采用 Trizol 法提取颈

椎间盘组织中总 RNA ; (2 ) RN A 变性电泳 ; ( 3)逆转

录反应 ( RN A 逆转录合成 cDNA ) ; ( 4 ) 多聚酶链反

应 ; ( 5) 凝胶电泳 , 测定光密度或用密度扫描仪对特

异性条带进行密度扫描。

1 .6  统计学方法  用 SPSS 8 .0 统计软件包处理数

据 ,样本均数用 ( x± s) 表示 ,采用两样本均数比较的

t 检验 , 多组样本均数比较用精确方差分析。

2  结  果

2 .1  颈椎间盘组织总 RNA 提取  颈椎间盘组织

总 RNA 提取的样品经紫外分光光度计定量 , 各样

品 OD 值 ( 260 nm )/ OD 值 (280 nm)的比值在 1 .6～

2 .0 之间 ; 1%琼脂糖凝胶鉴定见 18 S、28 S 两条清

晰条带 ,表明总 RN A 无蛋白质污染 , 无降解。

2 .2  IL-1β、iNOS mRN A 表达  正常对照组有

IL-1β、iN OS mRNA 的表达 ; 各模型组 IL-1β、iN OS

基因大量表达 ;葛根汤、桂枝汤治疗组凝胶电泳条带

显色较风寒湿颈椎病组浅。 IL-1β、iNOS mRN A 光

密度比值结果见表 2。
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表 2  各组颈椎间盘组织 IL-1β、iNOS mRNA 光密度比值

( x± s)

组  别 n I L-1β m RN A iNOS mRN A

正常对照组 6 �0 f.9532±0 .0047 0 �.9199±0 .0129

风寒湿颈椎病组 6 �1 f.0413±0 .0152 * * 1 �.0026±0 .0096 * *

低头位颈椎病组 6 �1 f.0297±0 .0313 * * 1 �.0049±0 .0182 * *

低头位加风寒湿颈椎病组 6 �1 f.0885±0 .0271 * * △▲▲ 1 �.0160±0 .0078 * *

葛根汤治疗组 6 �0 f.9908±0 .0121△ 0 �.9437±0 .0031△△

桂枝汤治疗组 6 �0 f.9529±0 .0025△△ 0 �.9057±0 .0044△△

   注 : 与正常对照组比较 , * * P < 0 .01 ; 与风寒湿颈椎病组比较 , △ P < 0 .05 , △△ P < 0 .01 ;与低头位颈椎病组比较 , ▲▲ P < 0 .01

2 .3  TNFα、TGFβ mRN A 表达  正常对照组有

TN FαmRN A 表达条带 ; 各模型组 TNFα mRN A

大量表达 ,条带变深 ; 葛根汤、桂枝汤治疗组的条带

较风寒湿颈椎病组浅。正常对照组有明显的 TGFβ

mRNA 表达条带 ; 各模型组 TGFβ mRN A 条带变

浅 ;葛根汤治疗组的条带较风寒湿颈椎病组深 , 桂枝

汤治疗组与风寒湿颈椎病组比较 ,条带变化不明显。

结果见表 3。

表 3  各组颈椎间盘组织 TNFα、TGFβmRNA 光密度比值

( x± s)

组  别 n T N Fα mRN A T G Fβ mRN A

正常对照组 6 �0 f.8906±0 .0211 0 �.9710±0 .0572

风寒湿颈椎病组 6 �0 f.9045±0 .0199 0 �.8384±0 .0305 * *

低头位颈椎病组 6 �0 f.8958±0 .0169 0 �.8254±0 .0351 * *

低头位加风寒湿颈椎病组 6 �1 f.0284±0 .0182 * * △△▲▲ 0 �.8027±0 .0212 * *

葛根汤治疗组 6 �0 f.8578±0 .0294△△ 0 �.9662±0 .0127△△

桂枝汤治疗组 6 �0 f.9819±0 .0285△△ 0 �.8679±0 .0158□□

   注 : 与正常对照组比较 , * * P < 0 .01 ; 与风寒湿颈椎病组比较 , △△ P < 0 .01; 与低头位颈椎病组比较 , ▲▲ P < 0 .01 ; 与葛根汤

治疗组比较 ,□□ P < 0 .01

3  讨  论

正常椎间盘组织中不含有 IL-lβ及其免疫反应

细胞。Rand 等
[ 1 ]

发现培养中的鼠正常椎间盘细胞

在脂多糖的刺激下 , 可大量合成并分泌 IL- l 等细胞

因子。Tas kiran 等 [ 2 ] 发现 IL-1 在椎间盘退变的病

理过程中占有重要地位 , IL-1 通过诱导基质金属蛋

白酶的表达引起蛋白多糖降解 ; 通过刺激分泌一氧

化氮 ( nit ric oxide , N O ) 抑 制 前列 腺 素 的合 成。

Kawakami 等[ 3 ] 证实 N O 与颈、腰椎间盘突出所致

的神经根疼痛有关。目前认为 , NO 通过自分泌或

旁分泌 ,可直接或间接地与椎间盘组织中的细胞因

子 ( IL-1、IL-6) 发生相互作用 , 诱导产生炎症介质 ,

引起根性放射痛 ,加速椎间盘中Ⅰ、Ⅱ型胶原比值的

改变 ,从而抑制蛋白多糖的合成 , 加速椎间盘的退

变。Rand 等
[ 1 ]

指出 , TNFα是导致髓核退变的主要

细胞因子 ,在神经根损伤的发病机制中起重要作用 ,

这种作用通过神经纤维损伤和神经内膜水肿而实

现。TN Fα可引起轴索及髓鞘损伤
[ 4 ]

, 导致血管内

凝血和增加血管通透性 , TNFα还具有神经毒性 , 能

诱导疼痛行为的变化
[ 5 ]

。 Ignatowski 等
[ 6 ]

研究表

明 , TNFα还参与神经性疼痛。 TGFβ1 是一种具有

双向调节作用的生长因子 , 体外研究差异较大。

Nis hida 等
[ 7 ]

利用腺病毒搭载人 TGFβ1 基因 ( Ad/

CMV-TGF-β1) 注入椎间盘组织 , 可引起 TGFβ1 总

量的大量增加 ,葡聚糖的合成也有明显增加。

葛根汤具有发汗解表、生津液、濡经脉之功 , 张

仲景用其治疗风寒表实兼太阳经脉失于濡养之“项

背强   ”证。本课题组依据《内经》“痹证”理论及

仲景经验 ,结合多年临床实践认为 , 风寒湿颈椎病为

“本虚标实”之证 ,多因体虚感受风寒湿邪 , 客于经络

而致气血失和、筋脉不遂而为病。临床上用葛根汤

和桂枝汤治疗风寒湿颈椎病 , 可获得较好的疗效。

葛根汤是在桂枝汤的基础上减少桂枝、芍药的用量 ,

重用葛根、麻黄而成。现代研究证实 , 葛根含有多种

黄酮类成分 ,主要有大豆苷、大豆苷元、葛根素等 ; 葛

根、桂枝和赤芍可中度抑制前列腺素 E2 的释放 ; 桂

枝汤本身也具有抗炎作用 , 如对于角叉菜胶引起的

小鼠足肿胀、二甲苯所致的毛细血管通透性增高均

有抑制作用
[ 8 ]

, 对于佐剂性关节炎的继发肿胀与炎

症介质也有抑制作用
[ 9 ]

。以此为据 , 现代临床将其

广泛用于治疗各类神经运动系统功能障碍疾病 , 而
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此类病证又以经络郁滞、病性属寒为其辨证要点。

本次实验表明 ,葛根汤、桂枝汤均可下调椎间盘

组织 IL-1βmRN A 和 iNOS m RNA 的表达 , 与风寒

湿颈椎病组比较有显著性差异。葛根汤上调 TGFβ

mRNA 的表达 , 下调 TNFαmRN A 的表达 , 与风寒

湿颈椎病组比较有显著性差异。桂枝汤对 TGFβ

mRNA 的调节作用不明显。我们的研究还显示 , 葛

根汤、桂枝汤可以抑制炎性物质释放 , 调控椎间盘细

胞外基质金属蛋白酶的活性 , 调节椎间盘中相关细

胞因子和凋亡相关蛋白的表达。实验显示 , 二者在

抑制椎间盘退变过程的靶点和环节方面 , 既有同效

性 ,又有差异性。

总之 ,我们依据《伤寒杂病论》中有关葛根汤和

桂枝汤治疗颈部风寒湿“痹证”的论述 , 通过“方-证-

效”的研究 , 探讨了葛根汤和桂枝汤治疗痹证型颈椎

病的药效机制和两方之间的异同点 , 从而进一步揭

示了痹证型颈椎病相关证候的本质及葛根汤、桂枝

汤的作用机制。
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糊棚牢 , 触则痛”的生动描述。

1  手法治疗

1 .1  手法治疗步骤  ( 1)用双手拇指伸进患者口腔内按住

两侧第 3 磨牙处 ,作上下活动 10 次左右。( 2)一手固定下颌

骨 ,一手以拇指点揉患侧的下关穴和颊车穴 ,有酸胀得气感 ,

但以患者能够承受为度 , 每 1 处穴位点揉 10～ 20 次左右。

(3)以拇指指腹自患侧下关穴开始沿着下颌骨前缘 , 自上向

下按推 3～5 次 , 用力要踏实平均 , 不能轻浮。 (4 )最后用手

部小鱼际肌按摩下颌关节周围 ,放松组织。上述 4 步手法作

为 1 节 , 3～4 节/ 次 , 2～3 次/ 周 , 病情轻者需治疗 2～3 周 ,

重者需治疗 4～6 周为 1 个疗程。

1 .2  导引疗法  运用张合口、错腮、舔颌等方法锻炼颞下颌

关节 ,以恢复肌肉、韧带、关节之间的精细协调功能 , 使颞下

颌关节功能稳定而灵活。

1 .3  自我按摩  ( 1)用拇指指腹或腕豆骨按揉下关、颊车穴

的痛点。 (2)用拇指自下颌关节沿下颌骨前缘由上而下抹推。

(3)用手部大、小鱼际肌轮流按摩下颌关节周围。 (4 )用手心

紧贴关节作上下搓揉 ,使患处产生温热舒适感为度。上述按

摩 2～3 次/ d ,操作时可使用一些润滑油膏 ,以防皮肤受损。

1 .4  注意事项  在治疗期间 ,应注意局部保暖 ,避免吃硬性

食物。

2  中药治疗

2 .1  内服中药  气血两虚者用《正体类要》之八珍汤方加

味。有外邪者用《伤科补要》之疏风养血汤方加减。

2 .2  外用中药  《魏氏经验方》之下颌洗方 : 落得打 12 g、山

慈姑 9 g、伸筋草 12 g、秦艽 9 g、络石藤 18 g、桂枝 9 g、透骨

草 12 g、全当归 9 g、乳香 9 g、没药 9 克、川芎 9 g。
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