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也摘要页 目的 从 Ca2+浓度及线粒体氧化应激的角度探讨补阳还五汤渊Buyang Huanwu Decoction, BYHWD冤对脊髓损伤渊spinal
cord injury, SCI冤气虚血瘀证红核神经元的影响遥 方法 将大鼠随机分为 5 组院对照组尧模型组尧BYHWD 低剂量组渊BL组冤尧BYHWD
中剂量组渊BM 组冤和 BYHWD高剂量组渊BH 组冤遥 除对照组外袁其余 4 组均采用游泳力竭法联合红核脊髓束渊rubrospinal tract, RST冤
横断术制备 SCI气虚血瘀证模型遥 BL组尧BM组尧BH 组大鼠分别以 BYHWD生药 12.825尧25.650尧51.300 g/kg的剂量灌胃袁对照组和

模型组以生理盐水灌胃遥 采用斜板实验检测大鼠的肢体运动功能袁血液流变学检测血液的状态袁氧化应激和抗氧化能力检测红核超

氧化物歧化酶渊superoxide dismutase, SOD冤活性和丙二醛渊malondialdehyde, MDA冤含量袁原子分光光度法测定红核 Ca2+浓度袁透射

电子显微镜观察红核线粒体的状态遥 结果 术后第 1尧第 14尧第 28 天袁模型组斜板实验角度均明显低于对照组渊P约0.01冤遥 术后第 14尧
第 28天袁BL组尧BM组尧BH组斜板实验角度均明显高于模型组渊P约0.01冤曰BL组斜板实验角度明显低于 BH 组渊P约0.01冤遥 与术后第 1
天比较袁术后第 14尧第 28天BL组尧BM组尧BH组斜板实验角度均明显升高渊P约0.01冤遥 与对照组比较袁模型组全血低切黏度尧全血中切黏

度尧全血高切黏度尧红细胞聚集指数尧卡松黏度尧MDA 含量和 Ca2+浓度均明显升高渊P约0.01冤袁SOD 含量明显降低渊P约0.01冤遥与模型组比

较袁BL组尧BM 组尧BH 组全血低切黏度尧全血中切黏度尧全血高切黏度尧红细胞聚集指数尧卡松黏度和 Ca2+浓度均明显降低渊P约0.01冤袁
BM 组尧BH 组MDA含量均明显降低渊P约0.05 或 P约0.01冤袁BH 组 SOD 含量明显升高渊P约0.05冤遥 与 BH 组比较袁BL组尧BM 组卡松黏度

均明显升高渊P约0.05冤遥模型组出现线粒体结构模糊尧排列紊乱尧染色质边集的典型凋亡现象遥 BL组尧BM组尧BH 组线粒体结构变得清

晰袁数目增多袁染色质边集现象改善袁其中袁BH组改善最为明显遥 结论 BYHWD对 SCI气虚血瘀证大鼠受损红核神经元有保护作用袁促
进肢体运动功能的恢复袁其机制可能与 BYHWD调节血液微循环袁改变线粒体形态袁增强线粒体抗氧化应激能力袁降低 Ca2+浓度有关遥
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脊髓损伤渊spinal cord injury, SCI冤是常见的神

经系统损伤性疾病[1]遥 每年约有 100 万人遭受 SCI袁
对患者尧家庭和社会产生重大的心理尧身体和社会经

济后果[2]遥 SCI 常表现为截瘫或四肢瘫袁致残率高且

治愈率低[3]遥 目前的治疗手段可以在一定程度上缓

解脊髓受压或损伤的状况袁但对神经功能恢复的作

用仍然有限遥 因此袁如何有效降低 SCI 后伤残率袁缓
解疼痛袁促进其神经功能快速恢复仍是巨大挑战[4]遥

SCI 在中医学属于野痿证冶范畴袁常伴气虚血瘀

证[5]遥 SCI 患者多长期卧床袁久卧伤气遥 气为血之帅袁
气行则血行袁气伤则虚袁气虚则血行无力袁从而病情

经久不愈袁痿软无力[6]遥 本课题组前期研究发现袁采用

游泳力竭法联合红核脊髓束渊rubrospinal tract, RST冤
横断手术制备 SCI 气虚血瘀证大鼠模型后袁补阳还

五汤渊Buyang Huanwu Decoction, BYHWD冤可防止

红核神经元发生逆行性溃变尧促进神经元的再生袁
改善大鼠肢体运动功能 [7-10]袁但是其具体机制尚不

完全清楚遥
中医学认为袁野气冶是维持人体生命活动的精微

物质袁包含生命活动所需的物质和能量等袁而物质能

量代谢和呼吸作用的主要场所是线粒体[11]遥 线粒体

参与机体氧化还原反应袁对保护神经元袁促进神经

元再生都有着至关重要的作用袁细胞存活与否尧
状态好坏都会随着线粒体功能结构的变化而受到

影响[12]袁而线粒体功能结构的变化与 Ca2+的稳态密

切相关遥 因此袁本课题组假设中医学中的野气虚冶可
能与线粒体功能下降相关袁拟从红核线粒体形态

改变尧Ca2+浓度变化的影响去阐释 BYHWD 修复 SCI
的机制遥

cord injury (SCI) of qi deficiency and blood stasis pattern from Ca2+ concentration and mitochondrial oxidative stress. Methods
The rats were randomly divided into 5 groups: control, model, low-dose BYHWD (BL) group, medium-dose BYHWD (BM) group
and high-dose BYHWD (BH) group. The SCI models of qi deficiency and blood stasis pattern were established in model, BL,
BM and BH groups with swimming exhaustion method combined with rubrospinal tract (RST) transection, except for the control
group. The BL, BM and BH groups were intragastrically perfused with crude BYHWD 12.825, 25.650, 51.300 g per kilogram
of bodyweight, respectively. The control and model groups were given normal saline. The motor function of limbs was
determined by inclined plate test, the blood state was tested by hemorheology, the superoxide dismutase (SOD) activity and
malondialdehyde (MDA) level in nucleus ruber was measured by oxidative stress and antioxidative ability, and the Ca2+ concentration
in rubrospinal neurons was determined by atomic spectrophotometry. The morphological changes of mitochondria in nucleus
ruber were observed by transmission electron microscope. Results On the 1st, 14th and 28th day after operation, the angle of
inclined plate in model group was significantly lower than that in control group (P<0.01). On the 14th and the 28th day after
surgery, the angle of inclined plate in BL, BM and BH groups was significantly higher than that in model group (P<0.01). The
angle of inclined plate in BL group was significantly lower than that in the BH group (P<0.01). Compared with the 1st day after
surgery, the angle of inclined plate test in BL, BM and BH group was significantly higher on the 14th and 28th day after
surgery (P<0.01). Compared with control group, the whole blood low viscosity, whole blood middle viscosity, whole blood high
viscosity, red blood cell aggregation index, Casson viscosity, MDA content and Ca2+ concentration were significantly higher in
the model group (P<0.01), while the SOD content was significantly lower (P<0.01). Compared with model group, the whole
blood low tangential viscosity, whole blood tangential viscosity, whole blood high tangential viscosity, red blood cell aggregation
index, Casson viscosity and Ca2+ concentration in BL group, BM group and BH group were significantly lower (P<0.01). MDA
content in BM group and BH group was significantly lower (P<0.05 or P<0.01). SOD content in BH group was significantly higher
(P<0.05). Compared with BH group, Casson viscosity in BL group and BM group was significantly higher (P<0.05). The model
group showed typical apoptotic phenomena of fuzzy mitochondrial structure, disordered arrangement and chromatin edge set. In
BL, BM and BH groups, the mitochondrial structure was clear, the number increased, and the chromatin margination
phenomenon improved. Among the three groups, BH group showed the most obvious improvement. Conclusion BYHWD has
protective effects on damaged rubrospinal neurons of rats after SCI with qi deficiency and blood stasis pattern, and helps
recover the limb motor function. The possible mechanism is that BYHWD can regulate blood microcirculation, change the
morphology of mitochondria, improve its anti-oxidative stress capability and decrease Ca2+ concentration.

也运藻赠憎燥则凿泽页 spinal cord injury; Buyang Huanwu Decoction; Ca2+; mitochondria; oxidative stress; rubrospinal neurons; qi
deficiency and blood stasis pattern
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1 材料

1.1 实验动物

健康雄性 SD 大鼠 90 只袁8~10 周龄袁SPF 级袁体
质量渊200依20冤 g袁由湖南中医药大学实验动物中心

提供袁许可证号院SCXK渊湘冤2019-0004遥 本实验由湖

南中医药大学动物实验伦理委员会批准袁伦理审批

号院LL2021030503遥 实验动物在环境清洁尧温度为

渊21依2冤 益尧相对湿度为 30%~70%的饲养环境中分

笼喂养袁按时等量供给高温高压灭菌的饲料和水遥
动物饲养和实验操作均遵循湖南中医药大学制定的

科研动物和实验室使用规范遥
1.2 主要试剂尧药品

电子显微镜固定液渊北京索莱宝科技有限公

司袁批号院20170727冤曰BCA 蛋白定量试剂盒渊赛默飞

世尔科技有限公司袁批号院23227冤曰超氧化物歧化酶

渊superoxide dismutase, SOD冤检测试剂盒渊批号院
A001-3-2冤尧丙二醛渊malondialdehyde, MDA冤检测试

剂盒渊批号院A003-1-2冤均购自南京建成生物工程研

究所有限公司曰钙标准贮备液渊国家有色金属及电子

材料分析测试中心袁批号院20A034-5冤曰苯巴比妥钠注

射液渊天津金耀药业有限公司袁批号院1906061袁0.1 g/mL冤曰
阿莫西林胶囊渊海南先声药业有限公司袁批号院
02-190503冤遥
1.3 主要仪器

强迫游泳桶渊型号院Smart 3.0冤尧手术显微镜渊型
号院77002冤均购自深圳市瑞沃德生命科技有限公司曰
血液流变仪渊北京赛科希德科技股份有限公司袁型
号院SA-6600冤曰透射电子显微镜渊北京捷欧路科贸

有限公司袁型号院JEM1230冤曰原子吸收光谱仪渊赛默

飞世尔科技有限公司袁型号院ICE3000冤遥
2 实验方法

2.1 实验药物制备

BYHWD 处方院黄芪 120 g袁当归尾 6 g袁赤芍

4.5 g袁川芎 3 g袁地龙 3 g袁桃仁 3 g袁红花 3 g遥 以上

中药饮片均购于湖南三湘中药饮片有限公司袁请湖

南中医药大学药学院专家鉴定袁符合叶中华人民共和

国药典曳[13]要求遥 在湖南中医药大学中医诊断学湖南

省重点实验室袁将每种药物饮片用电子天平进行精

确称量袁每份 BYHWD 处方均加自身重量的 10 倍

量水浸泡 30 min袁用武火煮至药液沸腾后改为文火

保持 30 min袁再用无菌纱布过滤药液袁将所得药液

用滤纸过滤得滤液备用遥 继续向第 1 次煎煮过药液

的药渣加入 8 倍量水袁进行相同步骤得第 2 次滤液遥
将两次滤液合并一同放入旋转蒸发仪浓缩袁浓缩至

浓度为生药 2 g/g 的膏剂袁待冷却后放入灭菌玻璃

罐中袁在 4 益冰箱保存备用遥 后续使用时用蒸馏水

稀释成浓度为生药 2 g/mL 的药液遥
2.2 动物模型制备

采用游泳力竭法联合 RST 横断术[14]进行 SCI 气
虚血瘀证大鼠模型制备遥 水温 22~25 益袁将大鼠分

组依次进行游泳袁直到出现身体无法支撑尧摇晃欲倒

等袁表明游泳导致力竭遥 连续游泳 21 d袁建立气虚状

态模型遥 在 21 d 的强迫游泳运动结束后袁注射苯巴

比妥钠渊30 mg/kg冤麻醉大鼠袁将大鼠固定于鼠台袁在
手术显微镜下逐层分离大鼠颈背部肌肉组织袁暴露

第 3尧第 4 颈椎之间的脊髓袁用手术刀的尖端迅速横

断右侧 RST袁建立局部野血瘀冶状态袁逐层缝合袁涂阿

莫西林以预防感染遥 大鼠苏醒后袁可见右侧前肢呈

屈曲无力状袁且右前爪无法自由伸展袁表明 SCI 气虚

血瘀证大鼠模型制备成功[14]遥 术后注意护理清洁大

鼠袁保持干爽袁每日更换垫料遥
2.3 动物分组与干预

将 90 只大鼠随机分为对照组尧模型组尧BYHWD
低剂量组渊BL 组冤尧BYHWD 中剂量组渊BM 组冤尧BY鄄
HWD 高剂量组渊BH 组冤袁每组 18 只遥 除对照组外袁
其余 4 组均进行游泳力竭法联合 RST 横断术制备

SCI 气虚血瘀证模型遥 BL 组尧BM 组尧BH 组大鼠分别

以 BYHWD 生药 12.825尧25.650尧51.300 g/kg 的剂量

渊按照体表面积药物剂量换算公式[15]计算袁分别相当

于 70 kg 成人剂量的 1尧2尧4 倍冤进行灌胃干预袁对照

组和模型组以生理盐水灌胃袁均 1 次/d袁持续干预

28 d 后进行取材遥
2.4 动物样本采集与制备

每组先随机选取 6 只大鼠进行取血袁将大鼠称

量麻醉后袁打开大鼠的腹腔袁使用一次性采血针刺入

腹主动脉采集 5 mL 血液袁在 4 h 内完成血液流变

学检测遥采完血后的大鼠袁用止血钳缓慢地将大鼠颅

骨拨开袁暴露大脑组织袁定位中脑红核组织所在区

域袁红核位于脑桥上丘的腹侧袁用镊子将红核组织

完整地分离袁将红核组织样本放置在洁净的 EP 管

中并立即投入液氮中袁转存至-80 益冰箱遥每组再随

机选取 6 只大鼠袁以上同方式取红核组织转存至

-80 益冰箱遥 这 12 个红核组织样本中袁6 个样本用

于后续的线粒体氧化应激相关检测袁其余 6 个样本

用于 Ca2+浓度检测遥
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每组其余 6 只大鼠以上述方式取完整中脑放入

含电子显微镜固定液的 EP 管中袁暂时置于 4 益冰

箱内保存袁用于后续切片染色进行电子显微镜检测遥
2.5 指标检测

2.5.1 宏观表征观察 术后第 28 天袁在自然光线下

观察每组大鼠精神状态尧爪甲黏膜和舌色袁并记录遥
2.5.2 行为学检测 每组随机抽取 6 只大鼠袁在
RST 横断术前和术后第 1尧第 14尧第 28 天进行斜板

实验遥 将大鼠身体轴线与斜板纵轴垂直放置袁检测

大鼠能够停留的最大角度遥 从水平开始增加斜板角

度袁每次升高 5毅袁检测能够持续停留 5 s 而不下滑

的最大角度袁每只实验大鼠测量 3 次袁取其平均值为

其运动功能值[16]遥
2.5.3 血液流变学检测 使用血液流变仪进行检测袁
测定全血高切黏度尧全血中切黏度尧全血低切黏度尧
红细胞聚集指数和卡松黏度袁了解血液流变学情况遥
2.5.4 氧化应激水平和抗氧化能力的检测 从-80 益
冰箱中取出新鲜红核组织样本等待其恢复至室温袁
10%的样品溶液袁4000 r/min尧半径 11 cm 在高速离

心机中持续离心 10 min袁取出离心管袁取上清液备

用遥用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度袁且严格按照 SOD尧
MDA 测定试剂盒说明袁配制反应体系袁制备测试管尧
对照管尧测定管遥放置在 37 益水浴箱中水浴 40 min袁
然后分别加入显色剂 400 滋L袁混匀袁室温放置 10 min遥
将可见光分光光度计分别调至 550 nm 和 532 nm
处袁测定各管吸光度值袁按照试剂盒说明所提供公式

计算红核组织样本 SOD 活力尧MDA 含量遥
2.5.5 原子分光光度法测定 Ca2+浓度 将红核组织

样品放置在 50 mL 坩埚内袁加入硝酸 8 mL尧高氯酸

2 mL袁浸泡放置一夜袁盖上坩埚盖袁在电热板上加热

60 min袁打开盖子袁继续加热至红棕色蒸气挥发干

净袁冷却再加蒸馏水转入离心管中袁稀释至 50 mL袁
混匀遥 制备钙标准贮备液袁取钙标准贮备液袁用 2%
硝酸溶液不同 Ca2+浓度下溶液的吸光度袁绘制标准

曲线遥 根据标准曲线的制备方法测定待测样品中

Ca2+的浓度遥
2.5.6 红核区透射电子显微镜观察 将电子显微镜

固定液中的中脑组织用 0.1 mol 磷酸漂洗液漂洗

3次袁每次15 min遥 红核组织浸泡于 1%锇酸溶液中袁
4 益固定 2 h遥双蒸水冲洗 3 次袁每次 15 min遥 依

次浸泡于 50%尧70%尧90%乙醇中各 15 min曰100%
无水乙醇和环氧丙烷各浸泡 3 次袁每次 15 min袁进
行梯度脱水遥在环氧丙烷和包埋液中进行包埋渗透遥

纯包埋剂包埋红核组织后置于包埋模板内袁电热恒

温干燥箱内进行聚合遥 超薄切片机切片袁片厚 70 nm袁
定位选取红核组织区域袁用醋酸双氧铀-柠檬酸铅

双染色袁使用透射电子显微镜观察记录并拍片遥
2.6 统计学分析处理

实验数据采用 SPSS 26.0 软件进行统计分析袁
采用 GraphPad Prism 7.0 软件进行绘图遥 数据以

野曾依s冶表示袁满足正态性和方差齐性后袁多组间比较

采用单因素方差分析袁不满足正态性采用 Kruskal-
Wallis 法袁不符合方差齐性则采用 Dunnett's T3法遥
以 P约0.05 为差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 宏观表征观察结果

对照组精神状态良好尧活泼好动袁爪甲淡红尧毛
发有光泽袁舌质淡红柔软曰模型组大鼠精神萎靡尧不
爱活动袁且爪甲呈深红或紫红状袁舌质深红袁毛发黯

淡遥与模型组比较袁BL 组尧BM 组尧BH 组出现气虚血

瘀症状的程度较轻袁部分大鼠爪甲呈深红状袁部分

无爪甲改变袁可自由活动袁且 BH 组气虚血瘀症状程

度最轻遥在游泳联合手术造模以及给药干预过程中

均无大鼠死亡遥
3.2 各组大鼠行为学检测结果

术前各组间斜板实验角度比较袁差异均无统计

学意义渊P跃0.05冤袁具有可比性遥 术后第 1尧第 14尧第
28 天袁模型组斜板实验角度均明显低于对照组渊P约
0.01冤遥 术后第 14尧第 28 天袁BL 组尧BM 组尧BH 组斜

板实验角度均明显高于模型组渊P约0.01冤曰BL 组斜板

实验角度明显低于 BH 组渊P约0.01冤遥 与术后第 1 天

比较袁术后第 14尧第 28 天 BL 组尧BM 组尧BH 组斜板

实验角度均明显升高渊P约0.01冤遥 模型组斜板实验角

度术后第 14尧第 28 天与术后第 1 天比较袁差异均

无统计学意义渊P跃0.05冤遥 详见表 1遥

注院与对照组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01曰与 BH 组比

较袁&&P约0.01曰与术后第 1 天比较袁吟吟P<0.01遥

表 1 各组大鼠的斜板实验角度渊曾依s袁n=6冤
分组

对照组

模型组

BL 组

BM 组

BH 组

术前

61.67依6.05
60.00依8.94
60.83依8.61
61.67依9.83
60.83依5.85

术后第 1 天

61.67依6.06
20.83依5.85**
20.83依5.85
21.67依5.16
20.00依7.07

术后第 14 天

60.83依8.61
24.17依3.76**
35.00依6.32##&&吟吟

46.67依5.16##吟吟

47.50依4.18##吟吟

术后第 28 天

59.17依8.61
25.83依5.85**
40.83依4.92##&&吟吟

50.00依6.32##吟吟

58.33依10.80##吟吟
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3.3 血液流变学检测结果

与对照组比较袁模型组全血低切黏度尧全血中切

黏度尧全血高切黏度尧红细胞聚集指数和卡松黏度均

明显升高渊P约0.01冤遥 与模型组比较袁BL 组尧BM 组尧
BH 组全血低切黏度尧全血中切黏度尧全血高切黏度尧
红细胞聚集指数和卡松黏度均明显降低渊P约0.01冤遥
与 BH 组比较袁BL 组尧BM 组卡松黏度均明显升高

渊P约0.05冤遥 详见表 2遥
3.4 红核氧化应激和抗氧化检测结果

与对照组比较袁模型组 MDA 含量明显升高渊P约
0.01冤袁SOD 含量明显降低渊P约0.01冤遥 与模型组比较袁
BM 组尧BH 组 MDA 含量均明显降低渊P约0.05 或 P约
0.01冤袁BH组 SOD 含量明显升高渊P约0.05冤遥BL 组与模

型组间 MDA 含量比较袁差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥
BL 组尧BM 组与模型组间 SOD 含量比较袁差异无统

计学意义渊P跃0.05冤遥 详见表 3遥

3.5 红核 Ca2+浓度检测结果

与对照组比较袁模型组 Ca2+浓度明显升高渊P约
0.01冤遥 与模型组比较袁BL 组尧BM 组尧BH 组 Ca2+浓度

明显降低渊P约0.01冤遥 详见表 4遥

3.6 红核透射电子显微镜观察结果

对照组红核组织中线粒体为椭圆形或卵圆形袁
线粒体结构清晰完整袁线粒体嵴排列有序紧密袁核膜

完整且细胞核呈饱满圆形曰模型组红核组织中线粒

体结构模糊呈肿胀空泡状袁线粒体嵴碎裂溶解状袁伴
有髓样化改变且数目减少袁核膜内陷变形且有明显

的染色质凝结边集现象袁为典型的凋亡现象曰BL 组

红核组织中线粒体空泡现象减少袁肿胀减轻袁可以看

到卵圆形线粒体结构和少量线粒体嵴排列袁核膜变

形减轻且染色质边集程度减轻曰BM 组线粒体结构

和线粒体嵴更加清晰袁染色质边集现象明显好转曰
BH 组改善最为明显袁有椭圆形和卵圆形线粒体袁结
构清晰袁嵴的数量增多袁核膜附近基本无染色质边

集遥 详见图 1遥
4 讨论

根据中医理论野劳则气耗冶理论袁本课题组选择

游泳力竭法模拟建立野气虚冶状态遥 在中枢神经系统

中袁红核通过 RST 将小脑和大脑皮质等处的冲动传

递到脊髓前角神经元袁在调节体态和维持运动协调

表 2 各组大鼠血液流变学指标比较渊曾依s袁n=6冤

注院与对照组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01曰与 BH 组比较袁&P约0.05遥

分组

对照组

模型组

BL 组

BM 组

BH 组

全血低切黏度/渊mPa窑s冤
47.26依17.00

260.40依99.33**
88.48依12.46##

84.14依20.02##

61.58依34.55##

全血中切黏度/渊mPa窑s冤
6.65依1.31

19.13依4.93**
9.69依0.39##

9.53依1.52##

7.35依2.43##

全血高切黏度/渊mPa窑s冤
5.02依0.56

12.18依2.57**
6.78依0.33##

6.98依0.78##

5.21依1.13##

红细胞聚集指数

9.73依1.32
22.39依4.53**
13.48依1.92##

13.05依0.83##

11.75依2.06##

卡松黏度/渊mPa窑s冤
3.52依0.35
6.01依0.99**
4.34依0.52##&

4.35依0.46##&

3.53依0.62##

注院与对照组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁#P约0.05袁##P约0.01遥

分组

对照组

模型组

BL 组

BM 组

BH 组

MDA/渊nmol/mg冤
2.92依1.61
5.87依1.28**
3.97依2.32
3.34依2.04#

2.75依1.75##

SOD/渊U/mg冤
431.17依108.95
265.44依43.10**
340.92依81.20
341.04依84.14
396.42依101.51#

表 3 红核线粒体氧化应激和抗氧化检测渊曾依s袁n=6冤

表 4 各组大鼠红核组织中 Ca2+浓度渊曾依s袁n=6冤

注院与对照组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01遥

分组

对照组

模型组

BL 组

BM 组

BH 组

Ca2+浓度/渊滋g/mg冤
40.41依33.18

299.99依158.71**
95.31依151.95##

72.00依43.92##

58.61依25.02##

图 1 透射电子显微镜观察结果渊伊10 000冤
注院A.对照组曰B.模型组曰C. BL 组曰D. BM 组曰E. BH 组遥 红色箭头指向线粒体袁蓝色箭头指向核膜遥

50 滋m 50 滋m 50 滋m 50 滋m 50 滋m
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上具有重要作用[17]遥 为保证造模方式简便有效袁选择

横断第 3尧第 4 颈椎之间的脊髓右侧 RST 进行造模袁
此方式损伤范围小袁部位较为精确袁易于术后护理袁
可达到模拟 SCI 后运动功能受损明显又不威胁生命

安全的良好效果遥 除此以外袁气为血之帅袁血为气之

母袁横断处的局部血瘀亦可导致气运不利遥 因此袁游
泳力竭法联合 RST 横断术的造模方式都可以较好

模拟 SCI 气虚血瘀证遥
斜板实验结果可知袁术前各组斜板实验角度无

差异袁说明实验大鼠术前运动功能水平相同遥 而模

型制备术后第 1 天袁模型组尧BL 组尧BM 组和 BH 组

的斜板实验角度均大幅下降袁说明造模大鼠的运动

功能明显受损袁造模成功遥 术后第 14尧第 28 天袁与模

型组比较袁BL 组尧BM 组和 BH 组的斜板角度均明显

上升袁且在第 2 天袁BH 组的斜板实验角度大于 BL
组袁其运动功能恢复接近对照组水平袁说明 BYHWD
对SCI 大鼠的运动功能有明显的改善作用袁且 BH
组的疗效优于 BL 组袁提示疗效可能与治疗时间成

正比遥 宏观表征观察结果显示袁模型组气虚血瘀症

状最为明显袁大多表现为爪甲深红或紫红尧精神萎

靡袁BL 组尧BM 组大鼠爪甲颜色转淡袁但精神状态一

般袁而BH 组大鼠爪甲血呈粉色袁精神状态良好袁说
明 BYHWD可改善 SCI大鼠气虚血瘀症状且 BH组效

果最好袁与斜板实验结果相符袁故 BYHWD 可以改

善 SCI 气虚血瘀证的表现袁体现其益气养血的功效遥
SCI 后血管内皮细胞损伤和组织水肿形成了缺

血缺氧的微环境袁不利于神经元的存活袁故改善 SCI
后微循环障碍有助于脊髓修复[18]遥 血液流变学检测

血液中的细胞变形性和血浆流动性袁这些指标可反

映血液循环的状态遥 本研究采用血液流变学检测评

价 BYHWD 对 SCI 后血液微循环的影响袁结果显示袁
与对照组比较袁模型组不同切变率下的全血黏度尧红
细胞聚集指数和卡松黏度明显升高渊P<0.01冤袁而这

些指标的值越高袁说明全血的流动性越差袁更易发

生高黏滞血症袁而 BYHWD 治疗组各指标值均明显

下降袁说明 BYHWD 可减轻血液微循环障碍袁缓解

血瘀状态袁且 BH组的卡松黏度明显低于 BL 组和BM
组渊P<0.05冤袁说明 BH 组的血液微循环改善效果优

于 BL 组与 BM 组袁提示一定剂量范围内袁血液微

循环的改善可能与BYHWD 的剂量具有正相关性遥
上述血液流变学检测结果表明袁SCI 后易导致

血液微循环障碍袁增加缺血缺氧的发生概率袁而神经

系统具有高耗氧量尧高代谢的特点[19]袁神经元在缺血

缺氧状态下会产生和释放大量氧自由基袁这些产物

可破坏细胞膜袁造成细胞损伤从而影响神经细胞的

功能[20-22]袁且神经系统在处于缺血缺氧的微环境时袁
易发生氧化应激反应袁氧化终产物为 MDA遥 MDA 可

影响线粒体呼吸链复合物及相关酶活性袁加剧细胞

膜和细胞器的损伤袁是反映自由基对细胞损害程度

的重要标志[23]遥 自由基损伤作用最早的靶点为线粒

体袁SOD 为氧自由基清除剂袁代表机体清除自由基

的能力 [24]袁故 MDA 含量与 SOD 活力可反映组织线

粒体氧化应激与抗氧化能力的变化遥因此袁维持线粒

体氧化应激-抗氧化轴的动态平衡对抑制细胞的氧

化损伤有着重要意义遥 红核 MDA 与 SOD 检测结果

显示袁与对照组比较袁模型组的 MDA 含量上升渊P<
0.01冤袁SOD 含量下降渊P<0.01冤袁提示 SCI 后出现明显

的氧化应激反应袁红核抗氧化能力减弱袁细胞过氧化

损伤程度较重曰与模型组比较袁BM 组尧BH 组的MDA
含量下降渊P<0.01冤袁BH组的 SOD 含量上升渊P<0.05冤袁
说明 BYHWD 可改善红核线粒体氧化应激水平袁增
抗氧化能力袁降低自由基对细胞过氧化的损伤程度袁
且 BH 组效果最好遥

细胞线粒体氧化磷酸化受阻袁将会导致 ATP 合

成受阻袁从而使细胞膜上依赖 ATP 的钙泵功能受

损袁继而影响 Ca2+稳态[25]遥 本研究中 Ca2+浓度检测结

果显示袁与对照组比较袁模型组的 Ca2+浓度明显上升

渊P<0.01冤袁说明 SCI 后袁线粒体形态发生改变袁影响

氧化应激反应可引起 Ca2+浓度上升遥Ca2+浓度上升一

方面可加速自由基的生成袁加重对线粒体的损伤袁另
一方面还可影响膜的流动性袁使线粒体膜形态发生

改变袁形成恶性循环袁加重 SCI 症状遥 而与模型组

比较袁BL 组尧BM 组与 BH 组的 Ca2+浓度均下降渊P<
0.01冤袁说明BYHWD可以抑制 Ca2+浓度上升袁维持

Ca2+平衡袁防止形成恶性循环来保护线粒体遥 本研究

中透射电子显微镜结果也验证了这一点袁电子显微

镜下对照组红核神经元超微结构非常清晰袁胞核

形态饱满袁核膜清晰袁线粒体嵴排列整齐均匀袁结构

清晰袁数量较多曰而模型组的红核神经元胞核出现凝

集现象袁线粒体嵴肿胀且排列散乱袁伴空泡化袁数量

明显减少袁染色质边集明显袁说明 Ca2+浓度增加后袁
线粒体膜结构明显受到影响遥 与模型组比较袁BL 组尧
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BM 组与 BH 组电子显微镜下红核神经元的超微结

构也发生了改变袁胞核凝集现象减轻袁核膜变形减

轻袁线粒体形态逐渐恢复袁且 BH 组恢复情况最好袁
说明BYHWD 可以保护线粒体的形态结构袁且 BH
组优于 BL 组尧BM 组遥

综上所述袁通过游泳力竭法联合 RST 横断术制

备大鼠气虚血瘀证模型后应用 BYHWD 进行治疗袁
实验结果验证了 BYHWD 对 SCI 气虚血瘀证大鼠的

神经细胞有保护作用袁有利于 SCI 气虚血瘀证大鼠

运动功能的恢复袁其机制可能与 BYHWD 调节血液

微循环尧增强线粒体抗氧化能力尧降低 Ca2+浓度有

关袁提示我们可以从保护红核神经元尧改善线粒体抗

氧化能力和调节 Ca2+浓度等方面寻求更为有效的

SCI 治疗策略遥 然而袁关于 BYHWD 调节线粒体氧化

应激的蛋白通道和 Ca2+的具体分子机制袁有待进一

步研究袁以便更加完善地阐述其作用机制遥
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