
同,这就要求不同的研究目的,要选用比较合适的细

胞模型。

肺微血管内皮细胞的体外培养在技术上一直比

较困难。1995 年 Chen[1]等建立了肺周边组织块

法,用于培养肺微血管内皮细胞,不但大大地简化了

肺微血管内皮细胞的培养, 而且避免了在细胞分离

过程中的机械或化学损伤,提高了培养成功率。本

实验对该方法稍加改进, 大鼠处死后经右心用 D2

Hanks液进行肺循环灌注, 清除了肺循环中滞留的

血液,避免了培养过程中血细胞对内皮细胞的影响,

很大程度上提高了培养成功率;另外,增加了组织块

接种数,使获得的细胞数明显增加。

TNF2A、IL21B是 SAP 病理生理过程中的炎性

细胞因子, 在 SAP 由局部损害向全身并发症进展过

程中起重要作用[10]。TNF2A、IL21B作用机制之一

就是上调黏附分子的表达,从而促使白细胞2内皮细

胞黏附、跨内皮迁移,引起毛细血管通透性增加及组

织损害
[11]
。

本实验动态观察了 TNF2A、IL21B对体外培养

大鼠肺微血管内皮细胞表达黏附分子的影响。结果

表明, TNF2A、IL21B处理内皮细胞,显著增加白细胞

2内皮细胞的黏附率,可以引起大鼠肺微血管内皮细

胞黏附分子表达的明显上调, 该结果与 Shen[ 12]等

在体外培养人内皮细胞上发现的结果相一致。但

Guttorm等
[13]
以 TNF2A、IL21B刺激体外培养的人

肠微血管内皮细胞, 发现 E2选择素可持续高表达很

长时间,特别是 IL21B刺激后 72 h仍可检测到 E2选

择素的高水平表达,这可能是由于内皮细胞类型不

同的缘故。

HHI2I 是从治疗 SAP 有效方剂中的活血化瘀

中药中筛选出的疗效最好的重要制剂, 研究已证明

HHI2I 能抑制 SAP 大鼠在肠系膜毛细血管后静脉

白细胞内皮细胞的过度黏附, 减少白细胞在胰腺、肺

和小肠组织的募集,降低肺和小肠组织黏附分子的

上调
[ 1~ 3]

。本实验结果表明 , HHI2I能显著降低

TNF2A、IL21B引起的白细胞内皮细胞的过度黏附

率,抑制 TNF2A、IL21B引起的肺微血管内皮细胞表

达的黏附分子的上调, 从细胞水平进一步证明了

HHI2I 在调控白细胞内皮细胞黏附中的作用。
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生骨灵颗粒促进骨折愈合的实验研究

叶日乔1,李  茂2,韦宝伟2 X

( 11 广西中医学院瑞康医院, 广西 南宁  530011; 21 广西中医药研究所,广西 南宁  530011)

  生骨灵颗粒具有活血祛瘀、消肿止痛、强筋健骨 的功效, 临床辅助治疗骨折疗效显著。为进一步研
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究其药理作用及机制, 本实验观察生骨灵颗粒对大

鼠及小鼠骨折模型的影响,为其临床应用提供依据。

1  材料

111  动物: SD 大鼠 ( 180~ 210 g) 和 NIH 小鼠

( 20~ 24 g) , 由广西中医药研究所动物室提供。实

验室温度 ( 26 ? 2) e ,相对湿度 ( 70 ? 3)%。

112  药物:生骨灵颗粒使用其提取的浓缩液, 含原

药材 1179 g/ mL,由广西中医药研究所制药厂提供,

批号 990208 (临床拟用剂量为口服颗粒 10 g/ d, 相

当于原药材 01279 g/ kg。临用时浓缩液加水稀释,

使各剂量组给药体积相等)。伤科接骨片,大连中药

厂出品,批号 9808246, 规格: 013 g/片。

113  试剂与仪器:二甲苯,广州化学制药厂生产, 批

号 951020;醋酸, 广西南宁化学试剂厂生产, 批号

951004;扭力天平, 上海第二天平仪器厂;恒温水浴

箱,北京医疗设备厂。

2  方法与结果

211  小鼠骨折试验[1] :取雄性小鼠 60 只, 体重

22~ 25 g, 用手将小鼠右腿下肢向内侧对折 90b, 同

时听到骨折断的声音和感觉到骨折断, 造成小鼠骨

折模型,均不包扎固定,随机分为 4 组,每组 15 只。

生骨灵颗粒各组分别 ig 生骨灵颗粒 1013、511 g/ kg

(分别为临床拟用量 3619、1813 倍) ,阳性对照组 ig

伤科接骨片 115 g/ kg (为临床用量 25 倍) , 模型组

ig蒸馏水 20 mL/ kg, 均每天 1 次。分别于给药后

10、20、30 d每组分批各处死 5 只小鼠,取小鼠右腿

下肢股骨, 10% 甲醛溶液固定, 去掉软组织, 10%

硝酸脱钙,石蜡切片,苏木素2伊红染色, 观察骨痂组

织学的变化。疗效判断标准:断端软骨细胞骨化小

于 50% (+ ) , 断端软骨细胞骨化 50% (+ + ) , 断

端软骨细胞骨化大于 50% ( + + + )。各组结果与

模型组比较,作等级序值法统计分析,见表 1。结果

显示生骨灵颗粒能促进小鼠骨断端软骨细胞的骨

化,有利于骨折的愈合。
表 1  生骨灵颗粒对小鼠骨组织的影响

Table 1  Effect of Shengguling Granule on mice bone tissue

组  别
剂  量

/ ( g#kg- 1)

10 d

+ + + + + +

20 d

+ + + + + +

30 d

+ + + + + +

生骨灵颗粒    1013 0 3   2* * 0 1   4* * 0 0    5* *

511 1 4 0* 0 2 3* * 0 1 4* *

阳性对照 115 2 2 1 1 1 3* 0 1 4* *

模型    - 5 0 0 5 0 0 5 0 0

   与模型组比较: * P< 0105  * * P < 0101

   * P < 0105  * * P < 0101 vs model group

212  大鼠骨折试验:取 SD雄性成年大鼠 60 只, 戊

巴比妥钠麻醉, 碘酒及酒精消毒大鼠右腿,横向锯割

手术造成下肢胫腓骨中段 3 mm 完全缺损, 术毕缝

合切口,不予覆盖包扎, ip 青霉素抗感染, 连续 3 d,

造成大鼠骨折模型。将模型大鼠随机分为 4 组, 分

组及给药同 211 项, 每天 1 次,连续 30 d。分别于

药后 15、30 d, 每组随机取 10 只大鼠麻醉后, 采用

47 kV、100 mA、016 s、90 cm条件下拍摄 X光片, 采

用上海市骨伤科研究所 X 光片评价标准评级[2]。

结果显示,骨折后第 15天生骨灵颗粒两个剂量组的

X 光片有较明显改变, 大鼠骨折端模糊, 有骨痂形

成,有轻度骨膜反应, 以大剂量组作用明显, 阳性对

照组也有同样作用;而模型组仅表现为骨折端模糊,

有轻度骨膜反应,个别骨痂可见;但统计学检验差异

无显著性。骨折后 30 d, 生骨灵颗粒组缺损处有较

多骨痂形成, 大剂量组有 4 只而模型组仅有 1 只

(取样 10 只) 大鼠骨折缺损处已愈合, 生骨灵颗粒

组与模型组比较,用等级序值法统计分析差异显著

( P< 0105) ,见表 2。
表 2  X光片检查生骨灵颗粒对大鼠骨折愈合的影响

Table 2  Ef fect of Shengguling Granule on hea ling

of r at fr acture by X2r ay

组  别
剂  量

/ (g#kg
- 1

)

15 d

+ + + + + + + + + +

30 d

+ + + + + + + + + +

生骨灵颗粒  1013 4 3 3 0 0 3 1   6
*

511 6 2 2 0 0 6 3 1

阳性对照 115 4 6 0 0 0 5 5 0

模型   - 6 3 1 0 0 7 2 1

   与模型组比较: * P < 0105

   * P< 0105 vs model group

213  抗折力试验: 212项中各组大鼠给药 30 d 后,

停药观察 5 d 后处死, 取各组大鼠右后腿剥离肌肉,

用 10% 甲醛溶液固定, 分离出胫腓骨, 按文献方

法[ 3]测定各鼠骨折处抗折力(折断力, kg)。最后将

骨折断端做病理切片, 观察骨折处骨痂骨组织愈合

程度 (评级标准同 211项) ,结果见表 3。生骨灵颗

粒两个剂量组的抗折力明显高于模型组, 差异显著
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( P < 0101) , 表明生骨灵颗粒能促进大鼠骨折端软 骨细胞骨化。

表 3  生骨灵颗粒对大鼠抗折力及骨组织的影响 ( x ? s)

Table 3 Effect of Shengguling Granule on anti2breaked for ce and bone tissue of r ats ( x ? s)

组  别
剂  量

/ ( g#kg- 1)

动物数

/只

抗折力

/ kg

断端软骨细胞

全部骨化 50% 骨化 小于 50%骨化

生骨灵颗粒    1013   11   8143 ? 1166* *     8* *     3* *     0* *

511 11 7121 ? 2174* * 8* * 3* * 0* *

阳性对照 115 9 8183 ? 2179* * 9* * 0* * 0* *

模型     - 10 2140 ? 0176 0 8 2

  与模型组比较: * * P < 0101 ( t 检验)

  * * P < 0101 vs model group ( t2test )

214  小鼠腿部软组织撞击损伤试验:选取 NIH 小

鼠 40 只,雌雄各半, 体重 23~ 25 g。每鼠右后足腿

部剪毛,用 200 g砝码, 在 20 cm高度的圆筒内自由

落下,经砧木锤伤右后腿软组织,锤击后肉眼可见锤

击部位皮下有出血块, 数分钟后看见明显肿胀。次

日将软组织损伤的小鼠随机分组并给药, 方法同

211项, 每天 1次, 连续 6 d, 末次给药后 24 h 处死

小鼠,取下右后腿, 剥离皮肤, 按动物软组织损伤的

实验方法观察评分[ 4]。结果生骨灵颗粒两个剂量

组和阳性对照组的评分均比模型组低, 经等级序值

法统计分析,差异显著 (P < 0105) ,见表 4。
表 4  生骨灵颗粒对小鼠软组织撞击损伤的影响

Table 4  Ef fect of Shengguling Granule on stroke2

injury of mice sof t tissue

组  别
剂  量

/ ( g#kg- 1)

评分

0 1 2 3

生骨灵颗粒   1013 2 8 0  0*

511 0 8 2 0*

阳性对照 115 1 9 0 0*

模型    - 5 5 5 0

  与模型组比较: * P< 0105

  * P < 0105 vs model group

3  讨论

  骨折愈合过程是一个复杂的组织学、生物学、神

经内分泌学及骨生物力学的动态过程。临床上, 各

种原因所致的骨折延迟愈合和骨折不愈合是常见

病。本实验研究表明, 生骨灵颗粒能促进小鼠骨折

断端软骨细胞骨化,促进骨折的愈合;明显促进大鼠

骨折断端骨膜反应及骨痂生成, 提高骨痂质量, 明显

增强抗折力;明显减轻小鼠右腿部软组织撞击损伤

所致水肿,加速瘀血的吸收,促进损伤的修复。由此

可见,生骨灵颗粒具有明确的促进骨折愈合效果,为

临床应用提供了可靠的理论依据。
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丹参素对缺糖2缺氧损伤神经细胞的保护作用
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  研究表明脑组织缺血性损伤过程中存在着神经

细胞凋亡
[ 1]

, 且神经细胞凋亡在缺血性脑损伤中起

十分重要的作用。药物可通过干预神经细胞凋亡过

程阻止缺血性损伤的进一步发展,而发挥对神经细

胞损伤的保护作用。细胞内 Ca2+ 超载是缺血性脑

损伤的发病机制之一, 在缺血后神经元凋亡发生中

也起关键作用,而钙离子抑制剂或药物可抑制细胞

内 Ca2+ 浓度 ( [ Ca2+ ] i ) 升高, 可阻止凋亡的发

生[ 2, 3]。丹参素是丹参的有效活性成分, 具有抗缺

血缺氧、抗自由基、抑制细胞内 [ Ca
2+

] i升高等作
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