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摘要目的：从组织学及分子学层面探讨芍药甘草汤对兔颈后肌炎症损伤的作用及其可能的机制，为临床 

运用芍药甘草汤治疗颈型颈椎病提供实验依据# 将30只6月龄的新西兰白兔随机分为高剂量组、中

剂量组、低剂量组、模型组、正常组，每组6只，参照课题组 制 的 型兔颈型颈椎病模型进 ：

模# 模8 后，高剂量组、中剂量组、低剂量组分 16、8、4g/kg的芍药甘草汤进 治疗，正常组

和模型组给予正常饲养#于治疗4周后用ELISA法检测5组血清中炎症因子IL-10、IL-6、TNF-a的 达

# HE 法 5组兔颈后肌组织形态的变化。Western blot法检测5组兔颈后肌组织中核转录因子 

(NF)-kB信号通路关键节点髓样分化因子88(MyD88)、NF-kB P65蛋白表达水平#RT-qPCR法检测5组 

兔颈后肌TLR4、miRT46a及其 因TRAF-6的mRNA表达水平。 芍药甘 汤可降低兔血清

炎症因子IL-1!、IL-6、TNF-"的含量(！＜0.01)；明显改善受炎症损伤的兔颈后肌 '降低

MyD88、NF-KBP65蛋白的表达(！＜0.05)；同时提高颈后肌组织中miR-146a的表达水平(！＜0.05),降低 

TLR4、TCAF-6的表达 (！＜0.05)。 用芍药甘草汤可 颈型颈椎模型兔颈后肌的炎症损

伤，其作用机制可能 模型兔颈后肌组织中miR-146a的表达而抑制NF-kB信号通路释放TNF-
"、IL-l!、IL-6 炎症因子，从 颈型颈椎病模型兔颈炎症损伤， 治疗颈型颈椎的作用。

关键词 颈后肌；芍药甘草汤；miR-146a ； NF— kB '炎症因子

颈型颈椎病是颈椎病的早期分型，伴随着其他 

类型颈椎病的发展过程⑴，颈部疼痛是其最常见的 

症状"2#$成年人口中患病率为48.5%，长期使用电脑 

工作者的患病率为55%"1。IL-1队IL-6、TNF-"等 

作为促炎细胞因子在颈椎退变发展过程中起重要 

作用,NF-kB(nuclear factor-kB)信号通路已被证明 

可以调节IL-10、IL-6、TNF-a等促炎细胞因子和趋化 

因子的转录，从而导致和加速颈椎的退变[5-6]o miR- 
146a通过其重要的靶基因TRAF-6发挥抗炎功能， 

通过抑制靶基因TRAF-6的水平和减少TLR4下游

NF-kB的表达从而减少炎症因子的水平"7#$夬

《 》。 证明其 抗炎、

痉之功效，被广泛应用于床 病3#。7

组前期 已证 颈型颈椎病的疼 
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痛和痉挛均具有显著的疗效问。为探究芍药甘草汤 

对颈型颈椎病炎症损伤的作用，本研究通过建立颈 

椎病兔模型,观察芍药甘草汤对兔颈后肌炎症损伤的 

作用,并探讨其可能的作用机制。

1材料与方法

1.1动物

选取6月龄SPF级新西兰白兔（3.0〜3.5 kg） 

38只，雌雄各半,由福建中医药大学实验动物中心代 

购，实验动物生产许可证号：SCXK（沪）2012-0011。

1.2试剂及仪器

苏木素伊红染液（碧云， ）；il-1!、il-6、
TNF-q （ELISA） （上海西唐生物）；RT-qPCR

（ , ）;兔 定装置（苏州苏杭科

技器材有 ）; （Tecan, ）；

（Leica，德国）； 显 （Leica, ） ；PCR 分析

（Bio-Rad, ） ； Anti-NF#B Antibody,p65 sub­
unit ,active subunit,clone 12H11 （Merck Millipore,美 

国）；Anti-MyD88 Antibody（aa263-273） （Isbio,, ）。

1.3模型的建立与评估

1.3.1兔型椎病模型 立 [11]
型兔型椎病模型 模+ 兔

后置 兔 装 置中 , 其

45。 , 后 ，

装置， 5 h, 1 , 8 动

物置 25〜28 #中 ，由 、 +

1.3.2 兔 型 椎病模型 模后 2 ,

兔 ，观察兔 中炎症 IL-10、

IL-6-TNF-" ；观察兔颈肌的 +

1.4实验分组与给药

1.4.1 38只6月龄的新西兰白兔 .随

为 6 只 模 32 只, 模后

和 模中 的兔 , 为模

型组、 、中 - ，每组6只+

1.4.2给药 芍药甘草汤方由白芍12 g-炙甘草 

12 g 成；所用药材购自福建中医药大学承创堂河 

洛中医馆+ 此（24 g'为60 kg成人 日临床用

药有效量计算，按人与兔体质量系数折算公式 ：

换算：

每兔日服药量#人每千克体质量服药量x换算系数 

20 X每只兔子体质量

给兔子服用-中-低剂量的芍药甘草汤别 

是成人用药等效 的2-1 -0.5倍，故根据 式算 

得 、中剂量组、低 兔 千克体质

用药 别为16、8、4g/kg。 对兔子测 体

质 1 ,根据兔子的具体体质 兔日服药

式计算出只兔 所需药材，而计算出 

兔子的日需药材+ 药材用动煎药 规

煎，再用小火浓缩， 中药均浓缩煎至160 mL,

每次80 mL,日2 ； 模型组予以等量的

生理盐， 给药4 +

1.5取材及样本处理

1.5.1 本的采集 别 模前1 午-

模结束第2 午芍药甘草汤 结束

第2 午，对5 兔子均 缘 ，并收

集 记好的采血管中,及时于4#，转速3 000r/min,

离心,离心30 min 吸取 液,-80 #
箱保存。

1.5.2 织标本的采集采用空气栓塞

处 动物，迅速取出 织，一般取C3-6棘突

旁约2 cm处的肉 约1cm3。 取下的织

2个 ，一 投入装有4%多 的EP管中

，用作HE染；一 置 EP管中， ，

-80 #冰箱保存，用作RT-qPCR 测。

1.6 ELISA法检测血清中炎症因子*L-1!、*L-6、 

TNF-"的表达水平

5 ELISA 的 作；

吸收450 nm ! +各 的！ 减去

空白组的！ 为各 实际！，来反映 中IL- 
1!、IL-6、TNF-"的 +

1.7 HE染色观察兔颈颈后肌组织形态的变化

取下的 织 入 4%多 中

48 h, 入10REDTA脱，室温脱钙60 d。脱

完成， ，制作 ， 为

5 $m,规脱 ，苏木素染 5 min,来 「洗 

30s,1%盐 3 s , 用 来 30 s,PBS
30 min,用苏木素染1s。对

规 脱 , 用中 ,

, 显 下观察兔 织 的 。

1.8 Western blot法检测兔颈后肌组织蛋白的表达

收集 织，其液中迅速研成

,研 入白 液 1 mg：3 $L进行

, 20 min 1 ,2 h 取 液至 1.5 mL
离心管中4 & 14 000 r/min离心30 min,收集上 

液，吸取上清液200 $L置 0.6 mL离心管中，加 

入50 $L 白 液；95 &下 5 min,根

据BCA 白 结 ，通过SDS-
离并转移至PVDF膜,转 用 
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效封闭液室温封闭30 min。分别加入针对!-actin 
（1：10 000）、NF-kB P65（l：800）、MyD88（l：l 500&的一 

抗4 #孵育过夜。TBST洗涤缓冲液洗3次,每次 

10 min,加入二抗，在室温下保持2 h,TBST洗涤缓 

冲液洗3次，每次10 min；使用ImageQuant LAS 
4000微型化学发光成像分析系统,并使用ImageJ 
软件分析条带密度，计算蛋白相对表达量。

1.9 RT-qPCR法检测兔颈后肌组织中miR- 
&46a、TLR4 及 TRAF-6 的 mRNA 表达

从-80 $冰箱中取出兔颈后肌标本组织,液 

氮研磨成细粉后，各取75 mg粉末于1.5 mL EP管中, 

加入 1 mL Lysis/Binding buffer、200 $L 氯仿、无水 

, 液每次 700 $L加入

一 柱RA中,多次离心后,取出 柱RA,

提取总RNA。总RNA经 理后, 剂

化的 RNA 成 cDNA, cDNA
模 qPCR 。 后在光量 中 ：

光定量剂 ， 的 条件为：95 $
30 s,95 $ 10 s,60 $ 34 s。

1.10统计学方法

用SPSS 20.0软件 统计处理。计量 •

正态分 用（"士s）表，用 分

析 组 的 。$<0.05 统计

学。

2结果

2.1模型评估

在 模 过程中，兔颈后肌肉组织 I 
软 、 ； 模 后, 兔颈后肌 组

织出 的条 肌 , 本 兔颈

型颈 模型的成 。

模 后, 正 组在 模 后

化外， 5组 的相 表：平

模 高， 模4组与正组相，

统计学 （$<0.01）,而造模4组

较 统计学 （$>0.05）, 了本次

兔颈型颈 模型的成 。见表1。

表1干预前(造模后)5组血清炎症因子IL-ip#IL-6#TNF-a表达水平比较(!±s)

Table 1 Comparison of expression levels of serum inflammatory factors IL-ip,IL-6
and TNF-" in five groups before intervention (after modeling) (!±s) pg/mL

组别 IL-1! IL-6 TNF-"
正常组 6 3.84&0.10 2.69 ±0.13 4.55+0.08

模型组 6 13.46±0.181! 9.02±0.141! 9.41,0.401)

低剂量组 6 13.67±0.231! 8.88±0.171! 9.34-0.341)

中剂量组 6 13.77±0.201! 8.80±0.271! 9.30.0.391)

高剂量组 6 13.60±0.211! 8.83±0.251! 9.36/0.311)

注：与正常组比较,1) $<0.01o

Note: Compared with the normal group, 1) $<0.01.

2・2 ELISA法检测5组血清中炎症因子IL-1!、 见表2。

IL-6、TNF_"的水平

表2 干预后5组血清炎症因子IL-1p、IL-6、TNF-a表达水平比较(!±s)

Table 2 Comparison of serum inflammatory factors IL-1p,IL-6 and TNF-a
expression in five groups after intervention (!±s) pg/mL

组别 IL-1! IL-6 TNF-"
正组 6 3.8450.09 2.69 ±0.13 4.55 ±0.08
模型组 6 14.75 60.591& 9.2710.301& 9.69±0.231)

低剂量组 6 11.3870.452& 6.60±0.332) 8.17A0.312&

中剂量组 6 7.21±0.452)3) 5.37±0.292)3) 6.59±0.302)3)

高剂量组 6 4.84±0.382)3)4) 3.30 ±0.262)3 )4) 5.22±0.162)3)4)

注：与正常组比较,1) $<0.01 ；与模型组比较,2) $E0.01 ；与低剂量组比较,3) $<0.01 ；与中剂量组比较,4) $<0.01。

Note: Compared with the normal group, 1) $<0.01; Compared with the model group, 2) $<0.01; Compared with the low dose 
group, 3) $<0.01; Compared with the middle dose group, 4) $<0.01.
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2.3 HE染色观察5组颈后肌形态的变化

正常组肌细胞核椭圆形，颈肌纤维排列有序； 

模型组肌细胞变形,肌纤维断裂,断裂处出现大量 

炎症细胞；低剂量组细胞核数量较模型组增多；中 

剂量组细胞核增加更明显,肌纤维断裂减少；高 

剂量组细胞核较多,炎症细胞比中剂量组的更少。 

见图1。

正常组 低剂量组 中剂量组

图1 5组颈后肌形态变化(X400)

Figure 1 Morphological changes of the posterior cervical muscle in five groups (x400)

模型组 高剂量组

2.4 Western blot法检测兔颈后肌组织蛋白的表达 

见表3和图2。

表3 干预后5组颈后肌组织中MyD88、NF-KB 
P65蛋白表达(！±s )

Table 3 Protein expression of MyD88 and NF - 
kB P65 in posterior cervical muscles in 
five groups after intervention (!±s)

组别 MyD88 NF-kB P65
正常组 6 0.35 + 0.06 0.63 ±0.04
模型组 6 3.25±0.331) 2.84±0.211)

低剂量组 6 2.40± 0.302) 2.03±0.012)

中 剂 量组 6 1.44±0.112)3) 1.36±0.202)3)

高剂量组 6 0.38±0.062)3)4) 0.64±0.052)3)4)

注：与正常组比较，1) $<0.01；与模型组比较,2) $<0.05； 

与低剂量组比较,3) $-0.05；与中剂量组比较,4) $<

0.01。

Note: Compared with the normal group, 1) $<0.01; Compared 
with the model group, 2) $00.05; Compared with the 
low dose group, 3) $10.05; Compared with the middle 
dose group, 4) $<0.01.

正常组模型组低剂量组中剂量组高剂量组

2.5 RT -qPCR法检测兔颈后肌中miR -146a、 

TLR4 及 TRAF-6 的 mRNA 表达

见表4。

3讨论

颈型颈椎病属于颈椎病的早期分型,主要有酸 

胀、疼痛等不适,少数可伴有上肢的感觉异常[12%13]O 

研究发现，当颈前屈时，颈椎所承 的 增大，

、变叫研究 圆等[11啲

建立兔颈型颈椎病模型，操作简便，功 高，与 

。 研究发现 期低

兔颈椎炎症 的 ，而炎症 颈椎

变的要 叫IL-1B 要的

细 胞 , 有 的 炎 , 多

炎症 , 细 胞 、 和 属

3叫 ，IL_1! 细胞

加 细胞 的 , 加 颈 

椎变3。TNF-#的 与颈椎病 的颈椎疼痛

,TNF-# 增加

正常组 模型组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

NF-kB P65 Hb K

B—actin B—actin

图2 干预后5组颈后肌组织中MyD88、NF-KB P65蛋白表达

Figure 2 Protein expression of MyD88 and NF-kB P65 in posterior cervical muscles in five groups after intervention

的 ， 的 ，

增 p,表明TNF-#可能与

痛 中断 [19]o KISHIMOTO
等如出,IL-6 与细胞增 分、维

、 细胞功等键功的多功细胞

。 证，IL-6作 炎细胞 ，可致继

发 [21-22]o研究对 清样 行了评估，发现 

与模型组比,芍药甘草汤干预组中血清炎症 • 

比模型组明显低，说明芍药甘草汤明显降低 

兔清中炎症 的表达， 抑制炎症 。

NF-kB存在于不同类型的细胞中，是一个重要 

的转录调节 ，影响着细胞的 、分、亡

等)23*。病毒、细菌、促炎细胞 等都会 NF- 
kB 信号 路， NF-kB信号通路的 活，而导
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表4 干预后5组颈后肌组织中#iR-146a、TLR4、TRAF-6表达伍土s)

Table 4 Expression of miR-146",TLR4 and TRAF-6 in posterior
cervical muscle after intervention (!±s)

组别 miR-146a TLR4 TRAF-6
正常组 6 1.00 ±0.03 1.00 ±0.07 0.99 + 0.03
模型组 6 0.04±0.011) 14.30±0.501) 25.16±0.921)

低剂量组 6 0.20 ±0.022) 9.21 ±0.352) 11.92-0.332)

中剂量组 6 0.47±0.022)3) 5.83±0.282)3) 5.18±0.332)3)

高剂量组 6 0.99±0.052)3)4) 2.08±0.262)3)4) 2.65/0.202)3)4)

注：与正常组比较,1) $<0.01；与模型组比较,2) $<0.05；与低剂量组比较,3) $<0.05；与中剂量组比较,4) $<0.01。 

Note: Compared with the normal group, 1) $<0.01; Compared with the model group, 2) $<0.05; Compared with the low
Bose group, 3) $<0.05; Compared with the middle dose group, 4) $<0.01.

致一系列相关疾病的发生。NF-kB信号通路对调控 

颈椎退变中的炎症反应起到重要作用，在退变的颈 

后肌组织中,NF-kB信号通路被高表达的IL-6、IL- 
1"、TNF-#所调控，引起颈后肌细胞凋亡、蛋白聚糖 

降解，加剧了颈后肌的退行性病变列，当抑制NF- 
kB 活性后,能有效降低炎症因子IL-6、IL-1"和 

TNF-#的表达水平[25]O

miRNA是一类小的非编码RNA分子,可以作 

为许 和生 ( 炎症反应)的调剂

发关作用。miR-146a作为协调 和炎症信

号 的重要的miRNA之一,通常通其公认 

的靶基因IL-1受 相关激酶1 (IRAK1 )和 

因子(TNF)受 相关因子6(TRAF6)发 作用“杏24*, 

活 的IRAKI和TRAF6可引起NF-kB ,:

炎症 的 。 发，上调miR-146a细胞 

后可性调炎症 的 叫TLR4是一 

合蛋白，激活的TLR4可 细胞 MyD88和
TRIF蛋白,MyD88通 miR-146a的靶基因 I 

MyD88-IRAKs-TRAF-6复合体参加信号传导，最 

NF-kB通路的激活， 炎症因子国。

RT-qPCR , 后，高、中、低剂

量组miR-146a的表达均升高,TLR4、TRAF-6的表 

达 降低, 可以 高 颈 后 肌 中

miR-146a的表达，降低TLR4和TRAF-6的表达， 
高剂量效 。

4结论

颈后肌的炎症 ，其作用 

制可能是颈后肌组织中miR-146a通抑制其 

重要的靶基因TRAF-6的水平减少TLR4 NF- 
kB 信号通路 IL-1"、IL-6、TNF-#等炎症因子。
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Effect of Shaoyao Gancao Decoction on Inflammatory Injury of Posterior Cervical Muscle 
Based on miR-146a Regulation of NF-kB Signaling Pathway

CHEN Jincheng1, 2, LIN Rong2, 3, ZHANG Yuaniang4, DONG Jiquan2, 3, LIU Weilin2, 4, JIANG Zheng2, 3, CHEN Shaoqing2, 3, 
WANG Xiangbin2, 3, HE Jian1，2 聘

1 Rehabilitation Hospital Affiliated to Fujian University of Traditional Chinese Medicine, Fuzhou, Fujian 350003= China;
2 Fujian Provincial Key Laboratory of Rehabilitation Technology, Fuzhou, Fujian 350003, China;
3 College of Rehabilitation Medicine, Fujian University of Traditional Chinese Medicine, Fuzhou, Fujian 350122, China;
4 People's Hospital of Nanxun District, Huzhou, Zhejiang 313000, China 
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of Shaoyao Gancao decoction on the injury of rabbit cervical posterior myoinflam­
mation and its possible mechanism from histology and molecular level, and provided experimental basis for the clinical application of 
Shaoyao Gancao decoction in the treatment of cervical spondylopathy. Methods: A total of thirty 6-month-old New Zealand white rab­
bits were randomly divided into high dose group, medium dose group, low dose group, model group and normal group, with 6 rabbits 
in each group. The model was constructed according to the cold and wet rabbit cervical spondylopathy model prepared by the research 
group. Eight weeks after modeling, high-dose, medium-dose, and low-dose groups were given 16, 8, 4 g/kg Shaoyao Gancao decoc­
tion, and the normal and model groups were fed normally. The levels of IL-10, IL-6 and TNF-a in serum were detected by ELISA after 
4 weeks of treatment. The changes of cervical muscle morphology were observed by HE staining. Western blot was used to detect the 
expression of myeloid differentiation factor 88 (MyD88) and nuclear factor (NF)-kB P65 protein in the key nodes of rabbit posterior 
cervical%muscle%tissue.%The%expression%levels%of%miR-146a,%TLR4%and%TRAF-6%in%posterior%cervical%muscle%of%rabbits%were%detected%by% 
RT-qPCR.%Results: Shaoyao Gancao decoction%could%reduce%the%contents%of%serum%inflammatory%factors%IL-1!,%IL-6%and%TNF-" in%rab- 
bits (P<0.01). It can obviously improve the morphology and structure of the muscle cells of the rabbit posterior neck damaged by in­
flammation. The expression levels of MyD88, NF-kB P65 were decreased (P<0.05). At the same time, the expression level of miR- 
146a in cervical posterior muscle tissue was increased (P<0.05), and the expression levels of TLR4 and TRAF-6 were decreased (P<0.05). 
Conclusion: Shaoyao Gancao decoction can reduce the inflammation and injury of the posterior cervical muscle in rabbits. The mecha­
nism may be that by changing the expression of miR-146a in the posterior cervical muscle tissue of rabbits with cervical spondylosis, it 
inhibits the release of TNF-a, IL-10, IL-6 and other inflammatory factors in the NF-kB signaling pathway, so as to improve the inflam­
matory injury of the neck and treat neck type of cervical spondylosis.
KEY WORDS posterior cervical muscle; Shaoyao Gancao decoction; miR-146a; NF-kB; inflammatory factor
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