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富马酸二甲酯对大鼠椎间盘退变髓核中
低氧诱导因子１α表达和功能的影响
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摘要：目的　建立ＳＤ大鼠腰椎间盘退变模型采用测定低氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）在大鼠模型腰椎间盘髓核中的表达情况及
作用，探讨富马酸二甲酯（ＤＭＦ）对其表达及功能的影响。方法　对大鼠腰椎退变模型行磁共振成像（ＭＲＩ）扫描后，取 Ｌ４／Ｌ５
节段髓核组织行蛋白多糖检测，石蜡包埋、切片后进行ＨＩＦ１α的免疫组化染色。结果　ＭＲＩ结果显示模型对照组（Ｂ组）的
椎间盘髓核存在明显的退变，Ｔ２加权相信号降低 （Ｐ＜０．０５）。Ｂ组髓核中的ＨＩＦ１α呈强阳性，与另两组比较差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。对全部的髓核组织的进行蛋白多糖含量的检测，可见对照组 Ｂ组的蛋白多糖成分（２．０６±０．０４）ｎｇ·ｇ－１，
流失最为严重，富马酸二甲酯用药组（Ｃ组）（２．０６±０．０５）ｎｇ·ｇ－１相对较轻，正常对照组（Ａ组）含量为（３．２８±０．０３）ｎｇ·
ｇ－１，三组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＩＦ１α在退变的腰椎间盘组织中表达增高，其表达与腰椎的退变密切相
关。富马酸二甲酯作为ＨＩＦ１α的抑制剂能降低ＨＩＦ１α的表达，抑制和延缓腰椎间盘退变的形成和发展。
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　　低氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）是在低氧的环境下
具有调节自身机体功能作用的一类关键的氧依赖

转录激活细胞因子。ＨＩＦ１α的蛋白质水平通过可
控的蛋白质水解作用受到氧张力的严格调控。有

研究证实，ＨＩＦ１α于存在突出退变的椎间盘中的表
达强度要显著强于正常椎间盘，且与细胞的凋亡具

有正相关，ＨＩＦ１α的表达强度会随着椎间盘髓核
组织退变程度的进展而增强［１２］。富马酸二甲酯是

临床常用的一种新型 ＨＩＦ１α抑制剂药物，主要用
于治疗多发性硬化，是一种调节分子免疫的制剂，

其作用机制尚不明确［３４］。富马酸二甲酯是烟酸受

体激动剂的一种，可通过激活核因子κＢ（ＮＦκＢ）
通路，特异性结合多种基因的启动子、增强子位点，

调控机体的免疫应答反应，降低某些炎性因子在中

·６２２· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｆｅｂ，２１（２）



枢系统中的表达，从而使其避免损害［５］。本研究将

检测在退变椎间盘组织内 ＨＩＦ１α的表达情况以及
富马酸二甲酯对其表达的影响，以便更深入地了解

椎间盘退化病变的机制，探索抑制退变的方法，这

对椎间盘退变性疾病的研究有重大临床意义。

１　材料与方法
１．１　材料　３月龄的 ＳＤ大鼠４８只，平均体质量
２５０ｇ（购自山东大学动物中心）；ＨＩＦ１α抗体试剂
盒（购自南京建成生物公司）；ＳＰ９０００试剂盒（购自
北京中杉金桥生物公司）；富马酸二甲酯缓释胶囊

购自ＢｉｏｇｅｎＩｄｅｃ公司；１０％甲醛、二甲苯、氢氧化钠
等均来自上海化学试剂厂。

１．２　实验方法
１．２．１　实验分组与造模干预　将大鼠随机分为３
组，每组１６只。正常对照组（Ａ组）未行任何手术
及药物干预；模型对照组（Ｂ组），建立腰椎间盘退
变模型并口服生理盐水；富马酸二甲酯用药组（Ｃ
组），建立腰椎间盘退变模型并口服富马酸二甲脂

（ＤＭＦ）制剂。氯胺酮麻醉后将 Ｂ组和 Ｃ组大鼠的
Ｌ１至Ｌ６节段的棘上、棘间韧带以及两旁的竖棘肌、
棘突关节突等全部切除。标记后在标准饲养条件

下单鼠单笼饲养，术后常规口服抗生素（注射用青

霉素２０万单位）预防感染治疗１周。术后８周分
批分期处理动物进行观察。药物干预：Ｃ组：给予
ＤＭＦ５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１；Ａ组及Ｂ组用“生理盐水”
３．０ｍＬ·ｋｇ－１·ｄ－１。Ｂ组和 Ｃ组动物模型建立手
术后２周开始给药，Ｃ组按上述剂量灌胃给药，持续
给药６周。第８周所有的实验动物行ＭＲＩ扫描（扫
描参数：矢状面 Ｔ１加权 ＴＲ５００／ＴＥ２０，２次收集信
号；Ｔ２：Ｔ２加权 ＴＲ２０００／ＴＥｌ５／９０，４次收集信号，每
层厚度１ｍｍ，间隔厚度０ｍｍ）。然后取 Ｌ４／５节段
的椎间盘的髓核作５μｍ切片备用。
１．２．２　免疫组化　髓核切片经常规脱蜡水化、磷酸
缓冲盐溶液（ＰＢＳ）水洗 ３遍每次 ５ｍｉｎ，３％Ｈ２Ｏ２
（８５％ＣＨ４Ｏ）滴加置于 ＴＭＡ上，室内静置 １５ｍｉｎ；
ＰＢＳ水洗３次，每次５ｍｉｎ；抗原修复；ＰＢＳ水洗３次，
每次５ｍｉｎ；山羊血清封闭，３７℃ １５ｍｉｎ。甩去多余
液体；滴加Ｉ抗（１∶５０稀释），４℃过夜；过夜后需在３７
℃复温４５ｍｉｎ；ＰＢＳ水洗３次，每次５ｍｉｎ；滴加Ⅱ抗
（１∶５０稀释），３７℃３０ｍｉｎ；将０．０５％的辣根酶标记卵
白素Ⅱ抗工作液３７℃ ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ水洗３次，每次５
ｍｉｎ；在光学显微镜下滴加二氨基联苯（ＤＡＢ）５～１０
ｍｉｎ并控制染色深度；ＰＢＳ或自来水冲洗１０ｍｉｎ；苏
木素复染５ｍｉｎ，１％的盐酸分化，乙醇梯度脱水；ＰＢＳ
水洗３次，每次５ｍｉｎ；脱水、透明、封片、镜检。

１．２．３　蛋白多糖检测　分别取各组实验动物的
Ｌ４／Ｌ５椎间盘组织，准确称重０．３ｇ，研磨成浆后放
入离心管内滴加３％ＮａＯＨ溶液２ｍＬ，恒温振荡２
ｈ，将溶液ｐＨ值调至８～９之间，后滴加胰蛋白酶２
ｍＬ，室温酶解２ｈ。根据试剂盒的说明方法制备蛋
白多糖标准品 （１ｎｇ·Ｌ－１）精确取。０、６、１２、１８、２４
μＬ，稀释至１ｍＬ，加入间苯三酚溶液２ｍＬ，多糖标
准品浓度最终为０、２、４、６、８ｎｇ·Ｌ－１，水浴显色，１００
℃，８ｍｉｎ。将去离子水（ｄｄＨ２Ｏ）空白调零，紫外分
光光度计５５４ｎｍ处测取各管Ａ值，画出标准曲线。
使用上述同样的方法测定各实验样品的 Ａ值。依
据测出的Ａ值结果换算出蛋白多糖（ｎｇ·Ｌ－１）在三
组椎间盘组织样品中的含量。用 Ｎｉｋｏｎ光学显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）进行切片结果分析，使用数码相机
系统 （佳能Ａ７１０，日本）记录图像数据备用。
１．３　统计学方法　采取ＳＰＳＳ软件１８．０分析，数据
呈正态分布且方差齐性，则采取单因素方差分析方

法，两两比较用ＬＳＤ；方差不齐或者非正态分布，用
ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ方法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果
２．１　磁共振成像（ＭＲＩ）结果　Ａ组ＭＲＩ显示脊柱
的正常生理弯曲存在，腰椎体及椎间盘排列有序，

未见异常，椎间盘Ｔ２像呈高信号。Ｂ组可出现椎间
盘突出及后移，严重者甚至有椎管及椎体间隙狭窄

的发生。Ｔ２信号下明显降低。Ｃ组在术后８周时
椎间盘Ｔ２信号强度下降，可以出现程度不同的椎
间盘突出及硬膜囊受压，信号强度介于Ａ组和Ｂ组
两者之间。

　　将上述各组椎间盘Ｔ２值进行统计学分析比较，
Ａ组 Ｔ２值为（２２４．３０±１．５４）；Ｂ组为（１６４．３０±
１．４２）；Ｃ组为（２０１．３６±１．１２）。三组数据之间差异
有统计学意义，运用 ＳＰＳＳ１８．０对以上数据进行
ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验（Ｆ＝１８．３２），差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１），具体见表１，图１。

表１　８周时各组椎间盘髓核矢状位ＭＲＩ的
Ｔ２加权像信号变化比较

组别 鼠数／只 Ｔ２值／ｘ±ｓ

Ａ组 １６ ２２４．３０±１．５４

Ｂ组 １６ １６４．３０±１．４２

Ｃ组 １６ ２０１．３６±１．１２

　　注：进行 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验，Ｆ＝１８．３２，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。
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图１　各组椎间盘髓核矢状位ＭＲＩ的Ｔ２加权像信号值比较

２．２　ＨＩＦ１ａ表达的结果　将各组动物椎间盘髓
核组织利用免疫组化进行 ＳＰ染色，随机选取互不
重叠的５个视野，从低倍到高倍镜依次观察。椎间
盘髓内组织中的脊索细胞和类软骨细胞的胞浆中

均可见阳性染色。见图２～４。无论椎间盘组织是
否发生退变、突变的程度如何，ＨＩＦ１α均会在髓核
组织内有所表达，但在Ｂ组中表达呈强阳性，远高

图２　Ａ组椎间盘组织中偶有少量的ＨＩＦ１α的表达
（ＳＰ染色×４０）

图３　Ｂ组的ＨＩＦ１α蛋白表达阳性染色明显增多，
为强阳性（ＳＰ染色×４０）

图４　Ｃ组的ＨＩＦ１α蛋白表达为弱阳性（ＳＰ染色×４０）

于Ｃ组和Ａ组；Ｃ组的表达高于 Ａ组而低于 Ｂ组。
运用ＳＰＳＳ１８．０对以上数据进行ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检
验（Ｈ＝２３．５２），各组大鼠 ＨＩＦ１α阳性表达情况差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见表２。

表２　各组大鼠髓核组织中ＨＩＦ１α阳性表达情况／只

组别 鼠数
ＨＩＦ１α表达

阴性 弱阳性 中强阳性 强阳性

Ａ组 １６ １４ ２ ０ ０

Ｂ组 １６ ０ １ １ １４

Ｃ组 １６ ２ ７ ３ ４

合计 ４８ １６ １０ ４ １８

　　注：ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验（Ｈ＝２３．５２），各组大鼠ＨＩＦ１α阳性表

达情况差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．３　灌胃富马酸二甲酯后蛋白多糖的含量变化　
对全部的髓核组织蛋白多糖含量进行检测，Ｂ组灌
胃后的蛋白多糖成分含量最少，流失最为严重，Ｃ组
相对较轻，Ａ组未见流失。三组蛋白多糖进行比较
（Ｆ＝３．４２２），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），三组
大鼠蛋白多糖水平数据见表３，各组实验动物髓核
组织中蛋白多糖水平检测的趋势见图５。

表３　各组大鼠灌胃前后蛋白多糖水平比较／（ｎｇ·ｇ－１，ｘ±ｓ）

组别 鼠数／只 灌胃前 灌胃后

Ａ组 １６ ３．２７±０．０５ ３．２８±０．０３

Ｂ组 １６ ３．２９±０．０３ ２．０６±０．０４

Ｃ组 １６ ３．２２±０．０５ ２．５６±０．０５

　　注：三组蛋白多糖进行比较（Ｆ＝３．４２２），差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。

图５　各组髓核组织中蛋白多糖水平的比较

３　讨论
国外学者 Ｓｅｍｅｎｚａ等［６］发现一类能与促红细

胞生成素（ＥＰＯ）基因的低氧反应元件上特异结合
的蛋白，将其命名为低氧诱导因子１（ＨＩＦ１）。
ＨＩＦ１α作为一类可使组织细胞在低氧环境中能够
迅速适应的重要因子，是机体在低氧的环境状态

下调节机体功能的一类重要的氧依赖转录激活因
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子。其可以促进血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和葡
萄糖受体及外源性人重组促红细胞生成素形成，

激活炎性因子表达并诱导泡沫细胞的形成，对细

胞的凋亡及分化起到重要的调控作用［７１０］。椎间

盘组织相当于人类机体中的无血管组织，在形态

上髓核细胞又近似于软骨细胞［１１］，他们的新陈代

谢通过毛细血管进行扩散，软骨在其附近。ＨＩＦ１
如何在人髓核中表达，目前有以下几种观点：（１）
髓核是无血管组织，生长在缺氧的环境；（２）具有
自身类似关节软骨细胞的生理和组织学结构；（３）
ＨＩＦ在大鼠髓核中表达已被证实。已有的实验结
果表明 ＨＩＦ１α与多种细胞因子与椎间盘退变过
程相关，并发挥着关键作用［９，１２］。两者在退变髓

核中呈正性相关且高度表达。众多的研究表明

ＨＩＦ１α、Ｓｏｘ９、ＶＥＧＦ，转化生长因子（ＴＧＦ）、基质
金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）、环氧化酶（ＣＯＸ２）、骨形态
蛋白（ＢＭＰ）等众多细胞因子均与椎间盘的退变相
关［１３１７］。然而在椎间盘的退变过程中 ＨＩＦ１α极
有可能起着中心作用，调控葡萄糖转运、卵白多糖

和胶原纤维的降解、促进血管再生、调控细胞的凋

亡，而Ｓｏｘ９、ＶＥＧＦ、ＴＧＦ、ＭＭＰｓ、ＣＯＸ２、ＢＭＰ之间
可能也存在协同作用，一同介入椎间盘退变过程。

其中 ＨＩＦ１α与人类腰椎椎间盘退变的形成、加重
具有某种正相关性，作为低氧状态下关键调节物

的低氧诱导因子，能激活炎性因子的表达，诱导泡

沫细胞的形成，调控多种细胞的凋亡及分化。当

椎间盘发生退变时，会出现营养物质的供应不足

和局部代谢障碍，为适应这种缺血缺氧状态，ＨＩＦ
１α因子表达加强［１８］。正常情况下，椎间盘组织的

营养来自椎体软骨的终板途径。当椎间盘出现退

变时，营养物质局部代谢障碍、相对缺血缺氧，使

ＨＩＦ１α、一氧化氮、白细胞介素等得以表达来适应
局部代谢障碍及缺氧环境，在这些细胞因子共同

作用下，调节椎间盘蛋白多糖和胶原纤维的代谢，

ＨＩＦ１α在椎间盘细胞的低氧环境及代谢过程过程
中的作用至关重要［１９］。人体的 ＨＩＦ１主要通过两
个方面的作用机制参与机体的缺氧的调节，一方面

是激活状态下的ＨＩＦ１与靶基因位点生成转录起始
复合物，促进ＶＥＧＦ的表达，诱导新血管生成来适应
机体的缺氧环境；另一方面是 ＨＩＦ１能激活 Ｐ５３基
因，抑制血管内皮细胞（ＥＣｓ）凋亡，诱导新血管的生
成［２０］。ＨＩＦ１在退变的椎间盘组织的表达是否也
是通过上述相同机制有待于我们继续研究。

本研究将新型ＨＩＦ１α抑制剂富马酸二甲酯应
用于实验动物，探讨富马酸二甲酯对 ＨＩＦ１α表达

的影响，同时对ＨＩＦ１α在退变中的髓核进行检测，
在正常或存在退变的情况下，髓核组织内 ＨＩＦ１ａ
都有所表达，但在Ｂ组中表达强度显著高于 Ｃ组和
Ａ组。对全部的髓核组织的进行蛋白多糖含量检
测，Ｂ组的蛋白多糖成分含量最少，流失最为严重，
Ｃ组相对较轻。所以，我们认为ＨＩＦ１α的表达及强
度与腰椎间盘的退变及其程度具有正相关性，退变

程度越深表达越强。富马酸二甲酯能有效减少

ＨＩＦ１α的表达，对防止和延缓退变的发生、发展都
具有重要的临床意义。
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葛根素通过调控炎性因子抑制兔膝关节骨性关节炎的研究
陈兴华，黄珍谷，王棚，刘涛

（重庆市大足区人民医院骨科，重庆　４０２３６０）

摘要：目的　研究葛根素对兔膝关节骨性关节炎的抑制作用及机制。方法　将４０只成年新西兰兔随机分为正常组、模型组、
生理盐水组、葛根素组，每组１０只，后三组构建兔膝关节骨性关节炎模型。模型构建成功后，生理盐水组和葛根素组分别膝关
节内注射生理盐水、葛根素０．５ｍＬ，５周共１０次。药物注射完成后，切开膝关节肉眼观察关节面，抽取关节液采用ＥＬＩＳＡ法检
测白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素１０（ＩＬ１０）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、环氧化酶２（ＣＯＸ２）、前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）表达水
平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测关节软骨组织中基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）、Ⅱ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ）表达水平。结果　葛根素作
用后膝关节软骨面病损程度明显减轻。葛根素作用后膝关节液中ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＯＸ２、ＰＧＥ２表达水平降低，ＩＬ１０表达水平
增加，而关节软骨组织中ＭＭＰ２表达降低，ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ表达增加。结论　葛根素可能参与了骨性关节炎中促炎因子与抑炎因
子间的平衡，具有一定的抑制细胞外基质中胶原的降解作用，从而有可能减缓骨性关节炎的病程进展。
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