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摘要： 目的　 观察胶原 ／壳聚糖 ／铁皮石斛多糖支架对脊髓损伤大鼠的修复作用。 方法　 体外实验采用不同质量浓度铁

皮石斛多糖干预骨髓间充质干细胞， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖情况； 在神经分化诱导的基础上， 以不同质量浓度铁皮石

斛多糖干预骨髓间充质干细胞， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测神经元分化相关基因的表达， 同时进行吉姆萨染色与免疫荧光染色。
体内实验将 ４８ 只大鼠随机分为假手术组、 模型组、 胶原 ／壳聚糖支架组、 铁皮石斛多糖支架组， 每组 １２ 只， 术后 １２
周， 评估大鼠后肢运动功能， 对脊髓损伤区进行 ＨＥ 染色、 免疫组化染色。 结果　 一定质量浓度范围内的铁皮石斛多

糖可促进骨髓间充质干细胞的增殖， 促进神经元分化相关基因 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＭＡＰ⁃２、 ＮＳＥ ｍＲＮＡ 表达， 抑制 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表

达； 细胞染色进一步证实铁皮石斛多糖可促进骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞。 与胶原 ／壳聚糖支架比较， 胶

原 ／壳聚糖 ／铁皮石斛多糖支架可进一步恢复脊髓损伤大鼠的后肢运动功能， 缩小脊髓损伤空洞面积， 增加神经元、 神

经纤维数量， 抑制胶质瘢痕增生。 结论　 复合铁皮石斛多糖的胶原 ／壳聚糖支架可通过促进神经元的再生、 神经的再

髓鞘化和轴突的生长， 抑制星形胶质细胞瘢痕的产生， 促进脊髓损伤后大鼠运动功能的恢复。
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　 　 脊髓损伤是一种致残率极高的中枢神经系统损伤， 目

前尚缺乏非常有效的治疗方法， 如何采用干预措施促使缺

损的神经元和轴突再生， 并恢复功能性轴突的传导能力是

脊髓损伤治疗的热点。 近年来迅速发展的组织工程技术为

脊髓损伤的治疗提供新的思路。
组织工程中的支架不仅可以桥接脊髓损伤部位两侧的

残端， 还可以作为运送细胞、 生物活性分子与药物的载体，
可为干细胞提供一个三维的空间， 促进其在体内的粘附、
迁移和分化［１⁃４］ 。 大量动物实验已证实， 使用以生物材料为

基础的支架可以一定程度上实现神经轴突及神经元的再

生［５⁃８］ 。 壳聚糖具有无毒性、 成本低廉、 易于加工与良好的

机械性能等优点， 有利于中枢神经细胞和轴突的依附， 有

利于刺激神经细胞合成分泌生长因子及营养因子等， 将其

与胶原蛋白交联可提高支架的机械强度， 同时解决其自身

降解过慢的不足， 是较为理想的组织工程支架［９⁃１１］ 。
铁皮石斛自古以来就有 “药中黄金” “救命仙草” “中

华仙草” 的美称［１２］ ， 其主要药效成分为铁皮石斛多糖， 具

有增强免疫、 抗氧化、 抗衰老、 抗感染、 抗肿瘤、 降血糖

等广泛的生物学活性。 沈鸿涛等［１３］ 研究证实， 铁皮石斛多

糖可抑制肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ⁃α） 引发的小鼠海马神经

元细胞系 （ＨＴ２２） 的凋亡； Ｆｅｎｇ 等［１４］ 研究表明， 铁皮石

斛多糖有可能通过调节小胶质细胞的激活对阿尔茨海默症

相关的认知障碍起到神经保护作用。 以上研究显示， 铁皮

石斛多糖具有神经保护作用， 但用于治疗脊髓损伤的报道

不多见。 本实验以胶原 ／壳聚糖支架为载体将铁皮石斛多糖

应用于大鼠脊髓损伤部位， 观察其修复效果。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 大鼠骨髓间充质干细胞， 购自武汉普诺赛生

命科技有限公司。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 铁皮石斛多糖 （货号 ＦＹ１５９２５， 纯度

９８％ ， 相对分子量 ５􀆰 ５３× １０５， 南通飞宇生物科技有限公

司）。 壳聚糖 （ＣＡＳ 号 ９０１２⁃７６⁃４， 青岛博智汇力生物科技

有限公司）； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （货号 ＣＫ０４， 北京智杰方远科

技有限公司）； 胎牛血清、 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基 （货号 ＢＣ⁃
ＳＥ⁃ＦＢＳ０７、 ＢＭ０２２⁃１０х１Ｌ， 南京生航生物技术有限公司）；
Ｂ２７ 细胞培养添加剂 （货号 １７５０４⁃０４４， 上海恪敏生物科技

有限公司）； Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ⁃ＰＣＲ 逆转录盒 （货号 Ｋ１６９１，
北京麦瑞博生物科技有限公司）； 鼠抗 ＭＡＰ⁃２ 单抗、 鼠抗

ＮｅｕＮ 单抗 （货号 ＡＧ２９５８、 ＡＧ５３１７， 上海碧云天生物技术

有限 公 司 ）； 鼠 抗 ＮＦ⁃Ｈ、 鼠 抗 ＧＦＡＰ （ 货 号 ＲＴ１４２４、
Ｐ１４１３６， 南京莱富赛生物科技有限公司）。
１􀆰 ３　 动物 　 成年雄性 ＳＤ 大鼠 ４８ 只， 体质量 （２３０􀆰 ３６±
１６􀆰 ３９） ｇ， ＳＰＦ 级， 饲养于环境温度 ２４ ～ ２６ ℃， 相对湿度

５５％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜交替， 干燥通风的环境， 每隔 ３ ｄ 更
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换垫料以确保清洁。
２　 方法

２􀆰 １　 骨髓间充质干细胞增殖活性检测　 将第 ３ 代骨髓间充

质干细胞以每孔 １×１０４ 个的密度接种于 ９６ 孔板中， 待细胞

贴壁后， 分别加入 １０、 ２５、 ５０、 ７５、 １００ ｍｇ ／ Ｌ 铁皮石斛多

糖溶液， 设置 ６ 个复孔， 以未干预的细胞为阴性对照， 并

设置空白对照孔。 干预 ８ ｄ 后， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液

继续培养 ２ ｈ， 采用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光度值，
绘制细胞生长曲线。
２􀆰 ２　 诱导骨髓间充质干细胞向神经样细胞分化　 取生长状

态良好的第 ３ 代骨髓间充质干细胞， 分组诱导， 阳性对照

组加入含 ２％ Ｂ２７、 ２０ μｇ ／ Ｌ 碱性成纤维细胞生长因子、 ２０
μｇ ／ Ｌ 表皮生长因子的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基， 阴性对照组加

入含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基， 实验组在阳性对

照组的基础上再加入 １０、 ２５、 ５０、 ７５、 １００ ｍｇ ／ Ｌ 铁皮石斛

多糖溶液， 每 ３ ｄ 换液 １ 次。 诱导培养 １２ ｄ 后， 采用 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法检测 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＭＡＰ⁃２、 ＧＦＡＰ、 ＮＳＥ ｍＲＮＡ 表达。 同

时， 吉姆萨染色后于倒置显微镜下观察细胞形态变化， 利

用免疫荧光染色技术检测神经分化相关标记物 ＭＡＰ⁃２ 与

ＮｅｕＮ 的表达。
２􀆰 ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＭＡＰ⁃２、 ＧＦＡＰ、 ＮＳＥ ｍＲＮＡ
表达 　 收集各组细胞， 提取 ＲＮＡ， 检测 ＲＮＡ 的浓度与纯

度， 利用 Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ⁃ＰＣＲ 逆转录盒逆转录合成 ｃＤＮＡ，
反应体积为 １０ μＬ。 以逆转录所得 ｃＤＮＡ 作为模板， 用不同

引物序列进行扩增。 ＰＣＲ 扩增条件为 ５０ ℃ ２ ｍｉｎ， ９５ ℃
２ ｍｉｎ， ９５ ℃ １５ ｓ， ９５ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。 结果采用 ２－ΔΔＣＴ

法分析， 计算各组基因相对表达量。 扩增引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

基因 正向引物 反向引物

Ｎｅｓｔｉｎ ５′⁃ＧＧＣＣＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧＴＴＡＡ⁃３′ ５′⁃ＣＣＧＡＣＡＡＧＣＣＡＡＴＧＧＡＴＡＡＴＧ⁃３′
ＭＡＰ⁃２ ５′⁃ＧＴＣＣＴＣＧＴＴＧＴＣＧＴＧＧＴＧＡＴ⁃３′ ５′⁃ＡＡＧＧＴＡＧＣＧＡＴＧＧＴＧＴＣＴＧＣ⁃３′
ＧＦＡＰ ５′⁃ＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＴＧＴＧＡＧＧＴ⁃３′ ５′⁃ＡＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＡＧＴＧＡＡＡＡＧ⁃３′
ＮＳＥ ５′⁃ＧＧＣＡＣＴＧＡＡＡＡＧＣＡＣＣＡＡＧＧ⁃３′ ５′⁃ＣＴＧＧＴＡＧＧＡＧＧＣＡＡＴＧＴＣＧＧ⁃３′

ＧＡＰＤＨ ５′⁃ＡＡＡＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡ⁃３′ ５′⁃ＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴ⁃３′

２􀆰 ４　 免疫荧光染色检测 ＭＡＰ⁃２、 ＮｅｕＮ 荧光表达 　 细胞按

“２􀆰 ２” 项下方法诱导培养 １２ ｄ 后， 将细胞接种于盖玻片

上， 弃培养基， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 置于 ４％ 多聚甲醛固定 ３０
ｍｉｎ， ０􀆰 １％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 溶液处理 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次，
３％ 过氧化氢处理 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， ５％ ＢＳＡ 溶液封闭

１ ｈ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 分别置于鼠抗 ＭＡＰ⁃２、 ＮｅｕＮ 单抗溶液

（１ ∶ ２０） 中 ４ ℃孵育过夜， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 置于 ＰＩ、 ＤＡＰＩ
溶液中染色， 用鬼笔环肽对细胞骨架进行复染， ＰＢＳ 清洗 ３
次， 于荧光显微镜下观察。
２􀆰 ５　 胶原 ／ 壳聚糖支架制备 　 参考文献 ［１０］ 报道方法制

备胶原 ／壳聚糖支架， 剔除新鲜牛腱的外膜与周围结缔组

织， 充分研磨粉碎后置于 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ 缓冲液中浸泡

１２ ｈ， 高速离心后收集白色沉淀， 加入含消化蛋白酶的醋

酸溶液溶解沉淀， 充分溶解后取上清液， 利用盐析法析出沉

淀物， 去离子水充分清洗溶解后获得胶原蛋白凝胶。 以醋酸

溶液充分溶解壳聚糖粉末， 将壳聚糖溶液与胶原蛋白凝胶以

１ ∶ ３ 比例混合， 高速离心后去上清液， 去离子水充分清洗，
置于真空冷冻干燥机中干燥 ２４ ｈ， １％ ＮａＯＨ 溶液浸泡 １２ ｈ，
去离子水反复清洗， 再次冻干后６０Ｃｏ 灭菌， 即得。
２􀆰 ６　 胶原 ／ 壳聚糖 ／ 铁皮石斛多糖支架制备 　 将胶原 ／壳聚

糖支架置于 ５ ｇ ／ Ｌ 铁皮石斛多糖溶液中浸泡 １ ｈ， 然后于

－８０ ℃冰箱冷冻 ４ ｈ， 最后真空冷冻干燥 ２４ ｈ， 即得。
２􀆰 ７　 脊髓损伤模型制备 　 大鼠腹腔注射 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 戊巴比

妥钠麻醉， 背部备皮后俯卧位固定于手术台上， 显露 Ｔ９ ～
Ｔ１１脊髓后切开硬脊膜， 切除 ０􀆰 ２ ｃｍ 脊髓组织， 制作完全脊

髓横断伴部分缺损模型； 假手术组 （１２ 只） 大鼠仅暴露脊

髓， 未给予脊髓损伤操作。 将造模后的大鼠随机分为模型

组、 胶原 ／壳聚糖支架组 （脊髓损伤部位植入胶原 ／壳聚糖

支架）、 铁皮石斛多糖支架组 （脊髓损伤部位植入胶原 ／壳
聚糖 ／铁皮石斛多糖支架）， 每组 １２ 只， 逐层缝合。 等待动

物苏醒， 术后分笼饲养。
２􀆰 ８　 行为学评分　 术后 １２ 周内， 采用 ＢＢＢ 评分［１５］ 评估大

鼠的运动功能。 将大鼠放入纸板试验箱内 ４ ｍｉｎ， 轻敲板

壁， 使其自由爬行， 观察损伤动物右后肢踝关节、 膝关节、
髋关节的活动范围和灵活程度， 躯干运动及整体协调情况。
所得评分越高说明大鼠运动功能恢复越好。
２􀆰 ９　 组织病理学观察 　 移植给药 １２ 周后， 麻醉脱臼处死

大鼠， 心脏灌注后， 以脊髓损伤点为中心截取 ３ ｃｍ 长的脊

髓组织， 置于 ４％ 多聚甲醛中固定 ２４ ｈ， 脱水后制备组织冰

冻切片 （１０ μｍ）， ＨＥ 染色观察脊髓损伤区生长情况， 每

个样本观察 ６ 个视野。 常温晾干切片， 置于丙酮 （－２０ ℃
预冷） 中固定 ６ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 于 ３％ 过氧化氢中

３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ４ 次， 于 ５０％ 甲酰胺和 ２ 倍枸

橼酸钠杂交液内 ６５ ℃处理 ２ ｈ， ２ 倍枸橼酸钠清洗 ２ 次， 再

用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 加入 ＨＣｌ ３７ ℃处理 １ ｈ， 硼酸缓冲液清

洗 ２ 次， 再用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次， １％ 牛血清蛋白 ３７ ℃封闭 ３０
ｍｉｎ， 分别滴加鼠抗 ＮｅｕＮ （１ ∶ ２００）、 ＮＦ⁃Ｈ （ １ ∶ ３００）、
ＧＦＡＰ （１ ∶ ３００）， ３７ ℃ 孵育 ２ ｈ 后， ４ ℃ 冰箱孵育过夜，
次日 ＰＢＳ 清洗 ４ 次， 滴加生物素标记的兔抗鼠二抗 ３７ ℃孵

育 １ ｈ， ＰＢＳ 清洗 ４ 次， 甘油封固后于显微镜下观察。 利用

Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分析图片的阳性细胞计数， 实验均

重复 ３ 次。
２􀆰 １０　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 结果以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 进一步比
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较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验， 两组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差

异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 铁皮石斛多糖对骨髓间充质干细胞增殖活性的影响　
阴性对照组与 １０、 ２５、 ５０、 ７５ ｍｇ ／ Ｌ 铁皮石斛多糖组细胞

生长曲线基本呈 “Ｓ” 形， 第 １、 ２ 天时细胞生长较缓慢，
处于生长潜伏期； 第 ３ 天起细胞进入快速增殖期， 在第 ５、
６ 天时进入增殖平台期， 见图 １。 １００ ｍｇ ／ Ｌ 铁皮石斛多糖组

细胞在第 １ ～ ５ 天处于增殖期， 在第 ６ 天时呈现抑制增殖。
根据细胞生长曲线可知， ２５、 ５０、 ７５ ｍｇ ／ Ｌ 铁皮石斛多糖组

第 ６ 天细胞增殖率高于阴性对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； １００ ｍｇ ／ Ｌ
铁皮石斛多糖组第 ６ 天细胞增殖率低于阴性对照组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； １０ ｍｇ ／ Ｌ 铁皮石斛多糖组第 ６ 天细胞增殖率与阴性

对照组比较差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ２　 铁皮石斛多糖对骨髓间充质干细胞向神经样细胞分化

的影响　 细胞诱导分化 １２ ｄ 后， 与阴性对照组比较， 阳性

对照组 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＭＡＰ⁃２、 ＮＳＥ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），
ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与阳性对照组比较，
１０～ ７５ ｍｇ ／ Ｌ 铁皮石斛多糖组细胞 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＭＡＰ⁃２、 ＮＳＥ
　 　 　 　 　

注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 各组骨髓间充质干细胞的生长曲线 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 其中以 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 铁皮石斛多糖的效果最明显； 而

１００ ｍｇ ／ Ｌ 铁皮石斛多糖组 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＭＡＰ⁃２、 ＮＳＥ、 ＧＦＡＰ
ｍＲＮＡ 表达与阴性对照组比较差异无统计学意义 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， 见图 ２。 故后续实验选择 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 剂量进行。

注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与阳性对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ２５ ｍｇ ／ Ｌ 铁皮石斛多糖组比较， ＄＄ Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组骨髓间充质干细胞 Ｎｅｓｔｉｎ、 ＭＡＰ⁃２、 ＮＳＥ、 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 图 ３Ａ 显示， 阴性对照组细胞形态无明显变化； 而阳性

对照组和铁皮石斛多糖组细胞出现明显的分支与轴突， 呈

现典型的神经元样细胞形态。 图 ３Ｂ～ ３Ｃ 显示， 与阴性对照

组比较， 阳性对照组和铁皮石斛多糖组细胞 ＭＡＰ⁃２ 与 ＮｅｕＮ
阳性表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且铁皮石斛多糖组升高更明显

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 胶原 ／ 壳聚糖支架的微观形貌　 扫描电镜下观察可见，
支架内部呈现疏松多孔结构， 孔隙较均匀， 孔与孔之间具

有良好的连通性， 见图 ４。
３􀆰 ４　 铁皮石斛多糖支架对脊髓损伤大鼠行为学评分的影

响　 图５ 显示， 与假手术组比较， 模型组和各给药组 ＢＢＢ
评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 术后第 ２ 周起， 脊髓损伤各组大鼠

行为学 ＢＢＢ 评分逐渐升高。 与模型组比较， 胶原 ／壳聚糖支

架组和铁皮石斛多糖支架组 ＢＢＢ 评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 术

后 ３ 周起， 铁皮石斛多糖支架组行为学 ＢＢＢ 评分高于胶原 ／

壳聚糖支架组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ５　 铁皮石斛多糖支架对脊髓损伤大鼠脊髓组织病理形态

的影响　 图 ６ 显示， 假手术组脊髓完整， 无空洞； 模型组、
胶原 ／壳聚糖支架组、 铁皮石斛多糖支架组脊髓损伤区可见

大小不等的空洞结构。 其中模型组空洞面积最大， 为

（１􀆰 ３±０􀆰 ２） ｍｍ２； 胶原 ／壳聚糖支架组空洞面积小于模型组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 为 （０􀆰 ８±０􀆰 １） ｍｍ２； 铁皮石斛多糖支架组空

洞面积小于胶原 ／壳聚糖支架组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 为 （ ０􀆰 ６ ±
０􀆰 １） ｍｍ２。
３􀆰 ６　 铁皮石斛多糖支架对脊髓损伤大鼠脊髓组织 ＮｅｕＮ、
ＮＦ⁃Ｈ、 ＧＦＡＰ 阳性表达的影响　 表 ２、 图 ７ 显示， 与假手术

组比较， 模型组 ＮｅｕＮ、 ＮＦ⁃Ｈ 阳性细胞数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＧＦＡＰ 阳性细胞数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胶原 ／
壳聚糖支架组和铁皮石斛多糖支架组 ＮｅｕＮ、 ＮＦ⁃Ｈ 炎性细

胞数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＧＦＡＰ 阳性细胞数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
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注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与阳性对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组骨髓间充质干细胞神经向分化的吉姆萨染色与 ＭＡＰ⁃２、 ＮｅｕＮ 免疫荧光表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ４　 胶原 ／壳聚糖支架的微观形态 （×１００）

注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与

胶原 ／ 壳聚糖支架组比较， ＄ Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组大鼠术后行为学 ＢＢＢ 评分 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ６　 各组大鼠脊髓损伤部位组织 ＨＥ 染色 （×１００）

与胶原 ／壳聚糖支架组比较， 铁皮石斛多糖支架组 ＮｅｕＮ、
ＮＦ⁃Ｈ 阳性细胞数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＧＦＡＰ 阳性细胞数减少

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
４　 讨论

本实验以不同质量浓度铁皮石斛多糖干预骨髓间充质

干细胞， ＣＣＫ⁃８ 实验结果显示铁皮石斛多糖可促进骨髓间

充质干细胞的生长， 有利于神经细胞的再生。 同时体外神

　 　 　 　
表 ２　 各组大鼠脊髓损伤部位每个视野阳性细胞计数 （个，

ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＮｅｕＮ 计数 ＮＦ⁃Ｈ 计数 ＧＦＡＰ 计数

假手术组 ８９±１０ ３５±７ ２４±５
模型组 １２±３∗∗ ６±１∗∗ ４７±１０∗∗

胶原 ／ 壳聚糖支架组 ４３±８＃ １２±４＃ ２２±８＃

铁皮石斛多糖支架组 ５８±７＃＃ ＄ ２０±５＃＃ ＄ １３±２＃＃ ＄

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胶原 ／ 壳聚糖支架组比较， ＄ Ｐ＜０􀆰 ０５。

经向诱导的实验结果显示， 铁皮石斛多糖可促进骨髓间充

质干细胞分化为神经元样细胞， 抑制其分化为星形胶质细

胞。 Ｎｅｓｔｉｎ 是特异性表达于神经上皮干细胞的一种分子标

记物［１６］ ， 已被广泛作为神经前体细胞的标志分子， 对神经

系统的进化具有重要作用， 同时也可以作为神经系统病变

和损伤的快速敏感诊断指标之一。 ＭＡＰ⁃２ 是组成神经元细

胞骨架的重要组成成分， 在神经系统发育、 形成和再生过

程的不同时期扮演着重要的角色［１７］ 。 ＭＡＰ⁃２ 在正常脑组织

中主要存在于神经元的胞体、 树突和树突棘， 是脑内最丰

富的蛋白之一， 其可调节微管的聚合作用和微管的稳定性，
同时对神经元轴突和树突的发生、 延长、 稳定和突触可塑

性调节具有重要作用［１８］ 。 ＮＳＥ 是神经元和神经内分泌细胞

所特有的一种酸性蛋白酶， 可作为评价神经细胞损伤严重

程度及判断预后的敏感指标［１９］ 。 并且通过细胞形态与免疫

荧光染色进一步证实， 铁皮石斛多糖可促进骨髓间充质干

细胞分化为神经元样细胞。 但是铁皮石斛多糖诱导骨髓间

充质干细胞分化为神经元样细胞的具体作用途径还有待进

一步的研究。
ＢＢＢ 评分结果显示， 胶原 ／壳聚糖支架可在一定程度上

恢复脊髓损伤大鼠的后肢运动功能， 与以往的研究结论一

致［２０］ ， 而胶原 ／壳聚糖 ／铁皮石斛多糖支架可更大程度地恢

复脊髓损伤大鼠的后肢运动功能， 证实铁皮石斛多糖对脊

髓损伤的运动功能恢复发挥了重要作用。 ＨＥ 染色显示， 胶

原 ／壳聚糖 ／铁皮石斛多糖支架组的脊髓损伤空洞较胶原 ／壳
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注： 棕色为阳性表达。

图 ７　 各组大鼠脊髓损伤部位 ＮｅｕＮ、 ＮＦ⁃Ｈ、 ＧＦＡＰ 免疫组化染色图 （×２００）

聚糖支架组面积更小， 说明胶原 ／壳聚糖支架为内源性神经

干细胞的生长及粘附提供了良好的条件， 而支架中的铁皮

石斛多糖可进一步促进神经干细胞的增殖， 有利于缩小空

洞面积。 免疫组化染色结果显示， 与胶原 ／壳聚糖支架组比

较， 胶原 ／壳聚糖 ／铁皮石斛多糖支架组的神经元、 神经纤

维数量增多， 而胶质瘢痕增生减少， 进一步促进了脊髓损伤

大鼠运动功能的恢复。 由此推测， 复合于胶原 ／壳聚糖支架

中的铁皮石斛多糖植入脊髓损伤部位后， 可促进内源性神经

干细胞增殖并调解其定向分化， 促进神经元的再生、 神经的

再髓鞘化和轴突的生长， 抑制星形胶质细胞瘢痕的产生。
综上所述， 将铁皮石斛多糖、 胶原 ／壳聚糖支架联合应

用于脊髓损伤部位， 可以通过促进神经元的再生、 神经的

再髓鞘化和轴突的生长、 抑制星形胶质细胞瘢痕的产生而

促进大鼠脊髓损伤后运动功能的恢复。
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清热散结胶囊体外和体内抗菌活性研究
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摘要： 目的　 研究清热散结胶囊体外和体内抗菌活性。 方法　 采用微量肉汤稀释法进行体外抗菌实验， 测定清热散结

胶囊对一系列常见菌株， 包括耐药菌在内的抑菌活性。 评价清热散结胶囊对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌引起小鼠感染

的体内抗菌活性。 探究清热散结胶囊抗菌有效成分对热、 紫外光的稳定性。 采用棋盘法评价清热散结胶囊与临床常用

抗生素的联合用药效果。 结果　 清热散结胶囊具有广谱抗菌活性， 对所筛菌株如金黄色葡萄球菌、 大肠杆菌、 枯草芽

孢杆菌、 变异链球菌、 粪肠球菌、 铜绿假单胞菌表现出明显的活性抑制， 最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） 为 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 或

４０ ｍｇ ／ ｍＬ。 体内抗菌实验结果显示， 中、 高剂量清热散结胶囊 （１０、 ２０ ｇ ／ ｋｇ） 可提高小鼠感染金黄色葡萄球菌和大

肠杆菌的存活率 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 稳定性实验结果显示， 清热散结胶囊的抗菌有效成分具有很好的热稳定性， 经

５０ ℃至 １２１ ℃处理 ３０ ｍｉｎ 后， 抑菌 ＭＩＣ 没有变化； 紫外光照射 ３０、 ６０ ｍｉｎ 后， 清热散结胶囊的抗菌活性亦没有变

化， 说明其抗菌活性成分对紫外光稳定。 联合用药实验结果显示， 清热散结胶囊与青霉素、 氯霉素或者庆大霉素联合

用药时具有协同作用。 结论　 清热散结胶囊具有广谱的体外抑菌性能和明显的体内抗菌活性。 该制剂与临床抗生素联

合应用时， 可以产生协同作用， 从而提高临床疗效， 减少抗生素的用量， 降低耐药性。
关键词： 清热散结胶囊； 千里光； 抗菌活性； 联合用药； 体外实验； 体内实验
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　 　 细菌性感染是临床常见疾病， 尤其是细菌性呼吸道、
肺部与肠道感染更为常见［１］ 。 细菌感染临床常用药为头孢

类与沙星类等化学类抗生素［２⁃３］ 。 但随着对抗菌药物研究的

不断深入， 抗生素的滥用误用导致细菌的耐药性问题日益

加剧［４⁃５］ 。
我国拥有丰富的中药资源， 各类中成药为临床各种疾

病的治疗提供了选择。 近年来， 研究发现多种清热散结、
消炎止痛的中药材及制剂都具有一定抗菌活性［６⁃８］ 。 中药具

有多成分、 多靶点的作用特点， 可发挥广谱抗菌作用， 并

具有增强机体免疫力、 抗炎、 镇痛等整体调节的优势［９］ 。
因此抗菌中药逐渐成为诸多学者研究的热点， 通过对抗菌

中药的研究与开发， 有望减少抗生素的使用， 提高临床治

疗效果， 缓解临床耐药性问题。
清热散结胶囊是一种中成药胶囊制剂， 其主要成分是

千里光， 具有清热散结、 散结止痛的功效， 临床上常用于

急性结膜炎、 急性咽喉炎、 急性扁桃腺炎、 急性肠炎等疾

病的辅助治疗。 本研究对其进行了系统的抗菌作用研究，
包括体外抗菌实验、 体内抗菌实验、 抗菌成分稳定性实验

和临床抗生素联合用药实验， 以期为清热散结胶囊辅助临

床抗生素对各种感染性疾病的治疗提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＡＲ２２４ＣＮ 型电子天平 ［奥豪斯仪器 （上海）
有限公司］； ＷＴ２００２ 型电子天平 （杭州万特衡器有限公

司）； ＪＰ⁃０３１Ｓ 型台式超声清洗机 （深圳洁盟技术股份有限
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