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补肝健腰方对于腰椎间盘退变模型组织中 bFGF、TGF-茁1、
BMP-3表达影响的实验研究 *
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摘要 目的：探讨补肝健腰方对大鼠腰椎间盘退变模型中碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）、转化生长因子 -茁1（TGF-茁1）、骨形态
发生蛋白 -3（BMP-3）表达的影响。方法：取 SD大鼠 90只，随机分为正常对照组、假手术组、模型组、低、中、高剂量补肝健腰方组，

每组各 15只，正常对照组不予处理，假手术组仅暴露椎间盘而不做椎间盘穿刺，余四组制备大鼠腰椎间盘退变模型，造模成功

后，分别给予低、中、高剂量补肝健腰方组低、中、高剂量补肝健腰方药液灌胃；正常对照组、假手术组、模型组给予等量生理盐水

灌胃，检测各组干预前、20 d后、40 d后椎间盘 TGF-茁1、bFGF mRNA及 BMP-3含量。结果：与正常对照组及假手术组相比，模型

组及补肝健腰方各剂量组干预前 TGF-茁1、bFGF mRNA及 BMP-3的表达均上升（P＜0.05）,干预 20 d、40 d后补肝健腰方各剂量

组 TGF-茁1、bFGF mRNA及 BMP-3的表达上升（P＜0.05）。与模型组相比，补肝健腰方各剂量组干预前 TGF-茁1、bFGF mRNA及
BMP-3的含量未见明显变化（P>0.05），干预 20 d后补肝健腰方各剂量 TGF-茁1、bFGF mRNA及 BMP-3的表达均下降（P＜0.05），

干预 40 d后补肝健腰方高剂量组与中剂量组 TGF-茁1、bFGF mRNA及 BMP-3的表达下降更为明显（P＜0.05），低剂量组中

TGF-茁1、bFGFmRNA及 BMP-3的表达也下降（P＜0.05）。干预 40 d后补肝健腰方高剂量组、中剂量组较低剂量组 TGF-茁1、bFGF
mRNA及 BMP-3的表达下降更为明显(P＜0.05)。结论：补肝健腰方能降低大鼠腰椎间盘退变模型中 bFGF、TGF-茁1、BMP-3的表

达，促使退变的椎间盘修复，且呈剂量依赖性。
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Experimental Study on the Effect of Bugan Jianyao Decoction
on the Expression of bFGF, TGF-茁1 and BMP-3

in the Tissue of Lumbar Disc Degeneration Model*

To investigate the effect of Bugan Jianyao Decoction on the expression of basic fibroblast growth factor

(bFGF), transforming growth factor-茁1 (TGF-茁1) and bone morphogenetic protein-3 (BMP-3) in rat model of lumbar disc degeneration.

A total of 90 SD rats were randomly divided into normal control group, sham operation group, model group, low, medium and

high dose Bugan Jianyao Decoction groups, with 15 rats in each group. The normal control group was not treated. The sham operation

group only exposed the intervertebral disc without intervertebral disc puncture. The remaining four groups prepared rat lumbar interverte-

bral disc degeneration model. After successful modeling, the low, medium and high doses of Bugan Jianyao Decoction groups were given

low, medium and high doses of Bugan Jianyao Decoction by gavage. The normal control group, sham operation group and model group

were given the same amount of normal saline. The contents of TGF-茁1, bFGF mRNA and BMP-3 in intervertebral disc were detected

before intervention, 20 d, 40 d after intervention. Compared with the normal control group and the sham operation group, the

expression of TGF-茁1, bFGF mRNA and BMP-3 in the model group and each dose group of Bugan Jianyao Decoction increased before

intervention (P<0.05). After 20 d and 40 d of intervention, the expression of TGF-茁1, bFGF mRNA and BMP-3 in each dose group of

Bugan Jianyao Decoction increased(P<0.05). Compared with the model group, there was no significant change in the content of TGF-茁1,
bFGF mRNA and BMP-3 in each dose group of Bugan Jianyao Decoction before intervention (P>0.05). After 20 d of intervention, the
expression of TGF-茁1, bFGF mRNA and BMP-3 in each dose group of Bugan Jianyao Decoction decreased (P<0.05). After 40 d

of intervention, the expression of TGF-茁1, bFGF mRNA and BMP-3 in the high dose group and the middle dose group of Bugan Jianyao

Decoction decreased more significantly (P<0.05). The expression of TGF-茁1, bFGF mRNA and BMP-3 in the low-dose group also
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decreased (P<0.05). After 40 d of intervention,the expression of TGF-茁1, bFGF mRNA and BMP-3 in the high-dose group and the mid-

dledose group was significantly lower than that in the low-dose group (P<0.05). Bugan Jianyao Decoction can reduce the

expression of bFGF, TGF-茁1 and BMP-3 in the model of lumbar intervertebral disc degeneration in rats, and promote the repair of

degenerative intervertebral disc in a dose-dependent manner.

Bugan Jianyao decoction; Lumbar disc degeneration; bFGF; TGF-茁1; BMP-3

前言

腰椎间盘退行性病变(LDDD)是骨科的常见病，是引起下

腰痛和急性下肢神经根性疼痛的重要原因，此病病程长，病情

反复发作，严重者可丧失劳动能力[1]。LDDD发病率逐年上升，

给患者和社会带来一定负担，此病缺乏特异性的治疗措施，各

种临床方法疗效参差不齐[2]。祖国传统中医药对于此类疾患具

有明显的治疗作用，临床研究显示补肝健腰方可有效治疗 LD-

DD，其疗效确切[3]，但作用机制至今尚未被揭示。有研究显示，

LDDD是在多种因素共同作用下发生的，性别、年龄、遗传、环

境、创伤、营养不足、炎性因子等均与 LDDD发生息息相关[4,5]，

但是具体影响因素及作用机制尚未清晰。近年来有研究显示，

碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）、转化生长因子 -茁1（TGF-茁1）
因子与椎间盘的生长发育、修复及退变等过程密切相关[6-8]，其

中骨形态发生蛋白 -3（BMP-3）作为 TGF-茁的超家族成员，也
在椎间盘的生长发育以及修复过程中发挥重要作用[9-11]。基于

此，本研究旨在探讨补肝健腰方对大鼠腰椎间盘退变模型中

bFGF、TGF-茁1、BMP-3表达的影响，报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

（1）动物：5-6月龄 SD大鼠 90只，均为雄性，体重 200~230g，

平均体重（216± 3.6）g，实验动物由河南中医药大学中医药科

学院动物实验中心提供。（2）药物与试剂：补肝健腰方药物组

成：白芍药 30 g、熟地黄 25 g、当归 15 g、杜仲 15 g、川芎 12 g、

炒酸枣仁 10 g、延胡索 10 g、全蝎 3 g、甘草 5 g、蜈蚣 1条，由河

南省中医院药房提供。荧光 PCR板(Thermo Fisher Scientific公

司），TGF-茁1免疫组织化学检测试剂（今品化学技术(上海)有

限公司），BMP-3酶联免疫试剂盒（武汉菲恩生物科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 药物制备 取补肝健腰方 10剂加水 4000 mL，先后煎

煮 2次，每次先武火煮 45 min，再文火煮 15 min，合并煎液，静

置 24 h，离心过滤，取上清液后浓缩得药液约 600 mL，灌装灭

菌后备用，生药浓度约 2.14 g/mL（中剂量组），低、高剂量组生

药浓度分别稀释至 1.07 g/mL，4.28 g/mL。

1.2.2 动物分组与造模 在恒温恒湿环境下，将大鼠分笼喂

养 10 d后，按照体重进行排序，随机分为正常对照组、假手术

组、模型组、低、中、高剂量补肝健腰方组，每组各 15只。正常对

照组大鼠不做处理，假手术组大鼠仅手术暴露椎间盘，不做椎

间盘穿刺，模型组、低、中、高剂量补肝健腰方组大鼠行腰椎纤

维环穿刺法，制备大鼠椎间盘退变模型[12]。向 SD大鼠腹腔注射

10%水合氯醛（按 3 mL/kg的比例），大鼠角膜反射消失即为麻

醉成功，将麻醉后的大鼠背部脱毛备皮、清洁，俯卧位四肢固定

于固定板，生理盐水清洗手术区域，约 2 cm× 4 cm，碘伏消毒铺

巾。取右侧旁正中切口，纵行切开约 1.5～2.0 cm的切口，皮肤

拉钩，逐层钝性分离，在背肌与腹外斜肌之间剪开，平大鼠骼峭

水平于右前外侧方暴露 L4/5椎间隙，执 20G穿刺针，与脊柱矢

状面呈 0° ～ 60° ，平行于软骨终板进针行全层穿刺（深度约

为 2-3 mm）。成功后逐层缝合切口，关闭皮肤。两周后，脱颈处

死后取出 L4/5椎间盘组织，制作常规切片，染色后在光学显微

镜下对比各组大鼠的椎间盘组织；观察到造模组均存在明显针

刺现象，纤维环与髓核界限模糊，组织排列紊乱且炎性细胞浸

润即判定大鼠腰椎间盘退变模型制备成功。术后大鼠饲养环境

同术前，每日观察大鼠伤口有无感染、步态及进食情况等。

1.2.3 给药方案 正常对照组、假手术组以及模型组给予生理

盐水灌胃，剂量为 1 mL/200 g，2次 /1d。参照不同动物等效剂量

的折算系数[13]，计算各组大鼠补肝健腰方灌胃剂量。分别给予

低、中、高剂量补肝健腰方组低、中、高剂量补肝健腰方药液

灌胃，其中低剂量为 1 mL/200 g（含生药 1.07 g），中剂量为

1 mL/200 g（含生药 2.14 g），高剂量为 1mL/200 g（含生药 4.28 g），

2次 /1d。连续 40 d。

1.3 观察指标

在造模成功后（即实验干预前）和 20 d后、40 d后，各组随

机选取 5只大鼠，水合氯醛腹腔麻醉后，完整取出 L4/5椎间盘

组织。分别用 10%浓度的甲醛溶液固定一部分腰椎间盘组织

24 h，清水持续冲洗 1 h后，经过梯度乙醇脱水、二甲苯后透明、

浸蜡、石蜡包埋后，用免疫组化法检测 TGF-茁1的表达；分别取
一部分腰椎间盘组织装入塑料管中，然后放置于冰上保存，随

后及时将标本放入液氮中保存，根据试剂盒中的说明书进行

bFGF mRNA的 PCR检测；分别取一部分腰椎间盘组织装入塑

料管中，-80℃保存。按照 BMP-3酶联免疫试剂盒说明书进行

BMP-3浓度的检测。

1.4 统计学方法

以 SPSS20.0软件分析数据。符合正态分布且具备方差齐性

计量资料以均数± 标准差（x± s）表示，两组间比较采用独立样
本 t检验，多组间比较采用单因素方差分析；计数资料以率（%）

表示，采用 x2检验；等级资料采用秩和检验；检验水准 琢=0.05，
P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠不同时间点 TGF-茁1表达情况
正常对照组与假手术组相比，干预前、20 d、40 d后两组椎

间盘组织中 TGF-茁1表达未见差异（P>0.05）。与正常对照组及
假手术组相比，模型组及补肝健腰方各剂量组干预前 TGF-茁1
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2.2 各组大鼠不同时间点 bFGF mRNA表达情况

正常对照组与假手术组相比，干预前、20 d、40 d后两组椎

间盘组织中 bFGF mRNA表达未见差异(P>0.05)。与正常对照
组及假手术组相比，模型组及补肝健腰方各剂量组干预前

bFGF mRNA的表达均上升 (P＜0.05) ,干预 20 d、40 d后补肝

健腰方各剂量组 bFGF mRNA的表达上升(P＜0.05)。与模型组

相比，补肝健腰方各剂量组干预前 bFGF mRNA含量未见差异

(P>0.05)，20 d后补肝健腰方各剂量组 bFGF mRNA的表达均

下降(P＜0.05），干预 40 d后补肝健腰方高剂量组与中剂量组

bFGF mRNA 的表达下降更为明显 (P＜0.01），而低剂量组

bFGF mRNA表达也下降(P＜0.05）。补肝健腰组之间相比，干

预前、20 d后补肝健腰方各剂量组之间的 bFGF mRNA表达含

量未见差异(P>0.05），干预 40 d后补肝健腰方高剂量组、中剂

量组较低剂量组 bFGF mRNA的表达下降更为明显(P＜0.05)，

而高剂量组与中剂量组两组间未见差异(P>0.05）。见表 2、图 2、

图 3。

2.3 各组大鼠不同时间点 BMP-3表达情况

正常对照组与假手术组相比，干预前、20 d、40 d后两组椎

间盘组织中 BMP-3的表达未见差异(P>0.05)。与正常对照组及
假手术组相比，模型组及补肝健腰方各剂量组干预前 BMP-3

的表达均上升(P＜0.05) ,干预 20 d、40 d后补肝健腰方各剂量

组 BMP-3的表达上升(P＜0.05)。与模型组相比，补肝健腰方各

剂量组干预前 BMP-3的未见差异(P>0.05),干预 20 d后补肝健

腰方各剂量组 BMP-3的表达均下降(P＜0.05），干预 40 d后补

的表达均上升（P＜0.05），干预 20 d、40 d后补肝健腰方各剂量

组 TGF-茁1的表达上升（P＜0.05）。与模型组相比，补肝健腰方各

剂量组干预前 TGF-茁1的含量未见差异（P>0.05），干预 20 d后

补肝健腰方各剂量 TGF-茁的表达均下降（P＜0.05），干预 40 d

后补肝健腰方高剂量组与中剂量组 TGF-茁1的表达下降更为
明显（P＜0.01），而低剂量组 TGF-茁1表达也下降（P＜0.05）。补

肝健腰组之间相比，干预前、20 d后补肝健腰方各剂量组之间

的 TGF-茁1表达含量未见差异（P>0.05），干预 40 d后补肝健腰

方高剂量组、中剂量组较低剂量组 TGF-茁1的表达下降更为明
显（P＜0.05），而高剂量组与中剂量组两组间未见差异（P>0.05）。
见表 1、图 1。

表 1 各组大鼠不同时间点 TGF-茁1表达情况(x± s)
Table 1 Expression of TGF-茁1 in each group at different time points(x± s)

Groups n Before intervention 20 d after intervention 40 d after intervention

Normal control group 5 11.51± 0.17 11.54± 0.16i 11.57± 0.14i

Sham operation group 5 11.49± 0.12a 11.58± 0.14a 11.64± 0.22a

Model group 5 19.93± 0.17b 21.74± 0.37ck 23.68± 0.42cx

Low-dose Bugan Jianyao Decoction group 5 19.84± 0.15bdg 18.58± 0.35cegy 17.06± 0.28cy

Medium-dose Bugan Jianyao Decoction group 5 19.74± 0.24bdg 18.37± 0.26cegy 15.57± 0.29cfhz

High-dose Bugan Jianyao Decoction group 5 19.75± 0.31bdg 18.39± 0.34cegy 15.51± 0.30cfhz

F value 9037.036 10749.279 12948.108

P value 0.000 0.000 0.000

图 1 各组大鼠腰椎间盘 TGF-茁1表达的免疫组化图（× 200）

Fig.1 Immunohistochemistry of TGF-茁1 expression in lumbar intervertebral disc of rats in each group（× 200）

Note: A: Normal control group; B: Sham operation group; C: Model group; D: Low-dose Bugan Jianyao Decoction group; E: Medium-dose Bugan

Jianyao Decoction group; F: High-dose Bugan Jianyao Decoction group.
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图 2 bFGF mRNA溶解曲线图

Fig.2 bFGFmRNA dissolution curve

图 3 bFGF mRNA扩张曲线图

Fig.3 bFGFmRNA expansion curve

Note: Compared with the normal control group, Pa>0.05, Pb<0.01; Compared with sham operation group, Pc<0.05; Compared with model group, Pd>0.05,

Pe<0.05, Pf<0.01; Pairwise comparison between each group of Bugan Jianyao Decoction, Pg>0.05, Ph<0.05; Compared with before intervention within each

group, Pi>0.05, Pk<0.05, Px<0.01, Py<0.05, Pz<0.01.

Note: Compared with the normal control group, Pa>0.05, Pb<0.01; Compared with sham operation group, Pc<0.05; Compared with model group, Pd>0.05,

Pe<0.05, Pf<0.01; Pairwise comparison between each group of Bugan Jianyao Decoction, Pg>0.05, Ph<0.05; Compared with before intervention within each

group, Pi>0.05, Pk<0.05, Px<0.01, Py<0.05, Pz<0.01.

肝健腰方高剂量组与中剂量组 BMP-3 的表达下降更为明显

(P＜0.01），而低剂量组 BMP-3表达也下降(P＜0.05）。补肝健腰

组之间相比，干预前、20 d 后补肝健腰方各剂量组之间的

BMP-3表达未见差异(P>0.05），干预 40 d后补肝健腰方高剂量

组、中剂量组较低剂量组 BMP-3的表达下降更为明显 (P＜
0.05)，而高剂量组与中剂量组两组间未见差异(P>0.05）。见表3。

表 2 各组大鼠不同时间点 bFGF mRNA表达情况(x± s)
Table 2 Expression of bFGF mRNA in each group at different time points (x± s)

Groups n Before intervention 20 d after intervention 40 d after intervention

Normal control group 5 1.27± 0.19 1.23± 0.23i 1.30± 0.12i

Sham operation group 5 1.26± 0.31a 1.23± 0.27a 1.24± 0.34a

Model group 5 3.49± 0.28b 4.17± 0.16ck 5.97± 0.32cx

Low-dose Bugan Jianyao Decoction group 5 3.51± 0.18bdg 3.10± 0.16cegy 2.89± 0.35cy

Medium-dose Bugan Jianyao Decoction group 5 3.37± 0.26bdg 3.08± 0.30cegy 2.14± 0.28cfhz

High-dose Bugan Jianyao Decoction group 5 3.46± 0.17bdg 3.12± 0.27cegy 2.08± 0.22cfhz

F value 14176.048 15517.247 20718.017

P value 0.000 0.000 0.000

表 3 各组大鼠不同时间点 BMP-3表达情况(x± s，%)
Table 3 Expression of BMP-3 in each group at different time points (x± s, %)

Groups n Before intervention 20 d after intervention 40 d after intervention

Normal control group 5 1.72± 0.26 1.76± 0.31i 1.71± 0.14i

Sham operation group 5 1.79± 0.15a 1.81± 0.42a 1.77± 0.26a

Model group 5 2.73± 0.21b 3.79± 0.23ck 4.97± 0.31cx

Low-dose Bugan Jianyao Decoction group 5 2.81± 0.35bdg 2.47± 0.41cegy 2.39± 0.34cy

Medium-dose Bugan Jianyao Decoction group 5 2.78± 0.13bdg 2.39± 0.37cegy 2.16± 0.36cfhz

High-dose Bugan Jianyao Decoction group 5 2.86± 0.28bdg 2.45± 0.13cegy 2.11± 0.22cfhz

F value 13756.138 12078.306 15719.085

P value 0.000 0.000 0.000

3 讨论

LDDD是由于年龄、负重、遗传、炎性因子等多种因素造成

的，病理机制复杂，表现为椎间盘的退行性变，甚至突出、脱垂，

以及关节突的关节软骨与韧带的退行性改变[14-16]。补肝健腰方

的提出者仇湘中教授认为腰椎间盘退变是由 "肝虚络痹 " 导

致，因此提出 "补肝通络 "的观点，其通过多项实验表明，补肝

健腰方可以较好的修复腰椎间盘退变，起到镇痛、抗炎的作

用[3,17,18]。该方中熟地黄滋阴补血；白芍敛阴以养血；当归补血且

活血，肝主藏血，三药合用以达到养肝血的目的；川芎行气活
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血，与上 3味药合用，补血活血，补而不腻；杜仲补益肝肾，强壮

腰膝;全蝎、蜈蚣通络止痛，两药合用增加镇痛之功；延胡索活

血行气止痛;酸枣仁为引经之药;甘草调和诸药[19]。

研究发现，炎症反应参与了 LDDD的发生及进展，炎性反

应可诱发椎间盘组织新生血管的长入，而性炎症反应和血管增

生可导致导致椎间盘基质的分解以及椎间盘细胞的凋亡，进而

导致椎间盘结构和功能变化 [20,21]。作为与 LDDD关系密切的

NF-资B信号通路，其在炎症反应及免疫调控方面发挥着重要作
用，炎性因子 TNF-琢、IL-1 能够作为活化因子来激活经典
NF-KB信号通路，诱导炎性 -免疫反应，伴随着炎性 -免疫反

应的进展，腰椎间盘细胞逐渐凋亡、基质分解，正常组织丧

失[22,23]。多项实验表明 TGF-茁1、bFGF因子与椎间盘的生长以及
修复密切相关，具有双向调节的作用[24,25]。TGF-茁1是分化后的
TGF-茁超家族的一员，TGF-茁超家族属于信号分子，具有各种
各样的调节功能，在正常细胞外基质合成中扮演着重要的作

用；其不仅可促进骨的吸收与合成，也可以促进椎间盘软骨细

胞再生、抑制髓核细胞凋，调控炎性因子，从而延缓椎间盘退

变[26-28]。作为纤维细胞生长因子家族中的一员，bFGF可促进体

外培养的软骨细胞增生和基质合成，由软骨细胞分泌的基质金

属蛋白酶增加，促进椎间盘的基质降解导致椎间盘发生退变[29]，

而有实验证明向椎间盘内注射 bFGF能减少椎间盘形态结构

的破坏，保持髓核内常髓核细胞核 II型胶原的含量，使髓核处

于富水状态[30]。BMPs属于 TGF-茁的超家族成员，是一组具有
类似结构高度保守的功能蛋白[31]，多项相关研究得出 BMPs在

骨骼的生长发育以及损伤后修复过程中发挥重要作用，还参与

调控多种组织细胞生长发育以及凋亡、迁移、侵袭的过程[32,33]。

本实验结果显示，低剂量组、中剂量组及高剂量组大鼠腰椎间

盘组织中的 bFGF、TGF-茁1、BMP-3含量明显表达上升，表明

bFGF、TGF-茁1、BMP-3参与了椎间盘退变的进展。而正常对照

组与假手术组 TGF-茁1、bFGF mRNA、BMP3 的表达始终未见

差异（P>0.05）；模型组、补肝健腰方各剂量组在补肝健腰方干
预前，椎间盘退变组织中 TGF-茁1、bFGF mRNA、BMP3的表达

明显上升；补肝健腰方各剂量组在补肝健腰方干预后，

TGF-茁1、bFGF mRNA、BMP3的表达较模型组下降，尤其高、中

剂量组在 40d时较前明显下降。提示补肝健腰方可能通过下调

TGF-茁1、bFGF、BMP-3的表达，起到对腰椎间盘的修复作用，

且高、中剂量补肝健腰方作用更为明显。

综上所述，TGF-茁1、bFGF、BMP-3的异常表达与 LDDD疾

病进展关系密切，补肝健腰方可促使 TGF-茁1、bFGF、BMP-3的

表达下调，具有修复退变椎间盘的作用，且呈剂量依赖性。
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