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文章亮点： 

根据上海中医药大学施杞终身教授认为软骨组织缺血缺氧导致的退变主要病机在于“气虚血瘀”原理，

根据“以气为主，以血为先”的中医辨证论治理论，以“益气化瘀”法则治疗软骨退变性疾病，进行临

床效果观察，同时观察低氧诱导因子 1α条件性基因敲除小鼠椎间盘软骨退变情况。实验结果说明了低
氧诱导因子 1α基因敲除小鼠出现了椎间盘软骨退变，并且这种退变随着小鼠增龄而加重；益气化瘀方
可以减轻低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠的椎间盘软骨退变。 
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摘要 

背景：低氧诱导因子 1α 与椎间盘软骨的正常生理及病理情况存在密切的关系，能够维持软骨组织在低
氧环境中的正常活性，低氧诱导因子 1α 基因敲除后，软骨组织无法维持其正常低氧状态，导致软骨组
织营养供应障碍，使软骨细胞处于异常缺血缺氧状态，长此以往，软骨组织会发生退变。 

目的：观察低氧诱导因子 1α 条件性基因敲除小鼠椎间盘软骨退变情况，以及中药复方益气化瘀方对减
缓低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠椎间盘软骨退变的作用。 

方法：①将杂交繁殖获得同窝的低氧诱导因子 1α+/+对照小鼠和低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠，分别分
为为 2.5 月龄组和 4.5 月龄组(n=6)。分别在 2.5、4.5 月龄处死相应小鼠，取 L4-6腰椎进行藏红固绿、

苏木精-伊红染色及免疫组化相关指标染色及分析。②取 12只 0.5月龄低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠
随机均分为生理盐水组和益气化瘀方组。灌胃给药 2个月后，取两组小鼠的 L4-6椎间盘进行藏红固绿、

苏木精-伊红染色及免疫组化相关指标染色及分析。 

结果与结论：①低氧诱导因子 1α-/-小鼠：2.5月龄组椎间盘软骨组织出现破损和骨化，细胞分布不均匀，
软骨细胞减少，椎间盘软骨中Ⅱ型胶原和 Sox9 表达降低，X 型胶原、基质金属蛋白酶 13 表达增加；
4.5月龄组椎间盘软骨损伤更加严重，Ⅱ型胶原蛋白与 Sox9表达进一步降低， X型胶原、基质金属蛋
白酶 13表达进一步上升。②与生理盐水组比较，益气化瘀方干预后苏木精-伊红染色和藏红固绿染色显
示软骨骨化和缺损减轻，软骨细胞数目较多，分布较均匀。与生理盐水组比较，益气化瘀方组椎间盘软

骨中Ⅱ型胶原和 Sox9的表达升高，X型胶原、基质金属蛋白酶 13表达减少。说明低氧诱导因子 1α基
因敲除小鼠出现了椎间盘软骨退变，并且这种退变随着小鼠增龄而加重；益气化瘀方可以减轻低氧诱导

因子 1α基因敲除小鼠的椎间盘软骨退变。 
 
 

Intervertebral disc degeneration in hypoxia-inducible factor 1 alpha-knockout 
mice and treatment of Yiqihuayu Prescription    
 
Wang Jing1, 2, Dong Fang-fang1, 2, Li Xiao-feng1, 2, Xu Jin-hai2, Shu Bing1, 2, Shi Qi1, 2, Wang Yong-jun1, 2, 
Zhou Chong-jian1, 2 

 
1 Institute of Spine Disease, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai  
200032, China 
2 Longhua Hospital, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai  200032, China 



 
王晶，等. 低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠椎间盘退变与益气化瘀方的干预 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   www.CRTER.org 4482 

www.CRTER.org 

 
Wang Jing★, Studying for 

master’s degree, Institute of 

Spine Disease, Shanghai 

University of Traditional 

Chinese Medicine, Shanghai  

200032, China; Longhua 

Hospital, Shanghai University of 

Traditional Chinese Medicine, 

Shanghai  200032, China 

188628850@qq.com 

 

Corresponding author: Zhou 

Chong-jian, M.D., Investigator, 

Institute of Spine Disease, 

Shanghai University of 

Traditional Chinese Medicine, 

Shanghai  200032, China; 

Longhua Hospital, Shanghai 

University of Traditional 

Chinese Medicine, Shanghai  

200032, China 

zhouchongjian@hotmail.com 

 

Supported by the National 

Natural Science Foundation of 

China, No. 30973760*; the 

Foundation for Innovation Team 

Plan in Shanghai High 

Institutes, Shanghai Municipal 

Education Commission, No. 

[2009]6*   

 
Received: 2012-10-13  

Accepted: 2012-12-06 
 

Abstract 

BACKGROUND: Hypoxia-inducible factor 1 α is highly correlated with normal physiology and pathology of 
intervertebral disc cartilage because it can maintain normal activities of cartilage in hypoxia. After knockout of 
hypoxia-inducible factor 1α, cartilage cannot maintain the hypoxia state, resulting in nutritional disturbance, and 
hypoxia/ischemia in chondrocytes. Consequently, cartilage degeneration occurs. 

OBJECTIVE: To observe the degeneration of intervertebral disc cartilage end-plate in hypoxia-inducible factor 
1α gene knockout mice and investigate the effects of Chinese herbal compound Yiqihuayu Prescription on 
intervertebral disc cartilage end-plate degeneration. 

METHODS: We collected 2.5- (n=6) and 4.5-month-old (n=6) hypoxia-inducible factor 1α gene knockout mice 
and wild type hypoxia-inducible factor 1α+/+ control mice were obtained by interbreeding. The mice were 
sacrificed at 2.5 and 4.5 months old. Lumbar vertebra at L4-6 levels was harvested for Safranin O/fast green, 
hematoxylin-eosin, immunohistochemical staining. Another 12 hypoxia-inducible factor 1α gene knockout mice of 
0.5 month old were randomly assigned to normal saline and Yiqihuayu Prescription groups. Following 
intragastrical administration for 2 months, lumbar vertebra at L4-6 levels was harvested for Safranin O/fast green, 
hematoxylin-eosin, immunohistochemical staining and analysis. 

RESULTS AND CONCLUSION: For hypoxia-inducible factor 1α-/- mice, mice at 2.5 months old developed aging 
related cartilage loss and bony tissue appearance, in addition to cartilage defects, uneven distribution of cells, 
and chondrocyte reduction. In addition, type II collagen and Sox-9 expression in intervertebral disc cartilage 
decreased, while type X collagen and matrix metalloproteinase 13 expression increased. At 4.5 months old, the 
cartilage injury was worsened, type II collagen and Sox-9 expression further reduced, and type X collagen and 
matrix metalloproteinase 13 expression further increased. Compared with normal saline group, Yiqihuayu 
Prescription reduced ossification and defect of endplate cartilage, the number of chondrocytes increased, and the 
distribution was more uniform as shown by Safranin O/fast green and hematoxylin-eosin staining. Moreover, 
Yiqihuayu Prescription increased type II collagen and Sox-9 expression, but decreased type X collagen and 
matrix metalloproteinase 13 protein expression. The results indicate that intervertebral disc cartilage 
degeneration occurred in hypoxia-inducible factor 1α gene knockout mice, which was progressed with aging of 
mice. Yiqihuayu Prescription can attenuate the degeneration of intervertebral disc cartilage in hypoxia-inducible 
factor 1α gene knockout mice. 

Key Words: tissue construction; tissue construction and bioactive factors; Yiqihuayu Prescription; 
hypoxia-inducible factor 1α; gene knockout mice; intervertebral disc; cartilage; degeneration; ossification; bone 
defect; type II collagen; chondrocyte; matrix metalloproteinase; National Natural Science Foundation of China 
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0  引言 

 
椎间盘退变是颈椎病、腰椎间盘突出症发生的病理基础，而椎间盘的退变始于软骨终板

的退变
[1]
。低氧诱导因子1基因与椎间盘软骨的正常生理及病理情况存在密切的关系，能够

维持软骨组织在低氧环境中的正常活性
[2-4]
。低氧诱导因子1α基因敲除后，软骨组织无法维

持其正常低氧状态，导致软骨组织营养供应障碍，使软骨细胞处于异常缺血缺氧状态，长此

以往，软骨组织会发生退变。 

 
Ⅱ型胶原是软骨特异性基因，也是透明软骨的主要成分之一，是维持软骨的主要细胞外

基质，由正常软骨细胞分泌，能维持软骨细胞的生理功能；因此，当发生脊柱退行性改变造

成软骨组织的退变时， Ⅱ型胶原的表达量减少。Sox-9基因是调控软骨分化的一个转录因子，

可以调控软骨细胞中Col2al的表达，从而对软骨的发育和成熟都具有重要的生物学作用[5]
。

骨性关节炎时，Sox-9基因的表达减少，并且它的表达量随着软骨组织损伤程度的加重而逐

渐减少。基质金属蛋白酶家族成员是骨性关节炎关键性的破坏性因素，可导致软骨基质中蛋

白聚糖的降解和胶原网络的破坏，从而引起软骨破坏
[6]
，软骨组织发生破坏时，它的表达量

升高，并且基质金属蛋白酶13与软骨损伤的严重程度呈正相关。X型胶原也是软骨损伤的一
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个特异性的标志物。与正常成人关节软骨相比X型胶原
可以在大部分的椎间盘软骨中检测到，并且多分布在软

骨细胞团周围，也见于骨赘，X型胶原表达提示椎间盘
退变某阶段或某些部位软骨细胞的肥大化，从而失去合

成正常软骨基质，因此，发生脊柱退变性疾病时，X型
胶原的表达量升高，并随着疾病日益严重而逐渐升高。

实验旨在观察低氧诱导因子1α基因敲除小鼠椎间盘的
改变情况，并分析中药复方益气化瘀方对低氧诱导因子

1α基因敲除小鼠椎间盘软骨的影响。 
 

1  材料和方法 
 

设计：动物实验观察。 
时间及地点：于2011年9月至2012年7月上海市中

医药研究院脊柱病研究所完成。 
材料： 

实验动物：8周龄低氧诱导因子1αfx/fx
雌性小鼠，由上

海瑞金医院邓廉夫教授赠予。8周龄Col2-CreERT2雄性

小鼠2只，由美国罗彻斯特大学陈棣教授赠与。将
Col2-CreERT2小鼠与低氧诱导因子1αfx/fx

小鼠交配，获

得Col2-CreERT2；低氧诱导因子1αfx/-
小鼠，并再次与低

氧诱导因子1αfx/fx
小鼠交配，获得Col2-CreERT2；低氧

诱导因子1αfx/fx小鼠。将2周龄低氧诱导因子1αfx/fx
小鼠

和同窝出生Col2al-CreERT2；低氧诱导因子1αfx/fx小鼠腹

腔注射10 g/L Tamoxifen(购于sigma公司)，100 mg/kg，  
1次/d，连续注射5 d，即获得低氧诱导因子1α基因敲除

小鼠及同窝低氧诱导因子1α+/+
对照小鼠，分别饲养至

2.5和4.5月龄时，每组各处死6只小鼠，共24只小鼠，

取L4-6椎体进行检测 
实验试剂与药物：免疫组化试剂盒购于美国

invitrogen公司；琼脂糖购于美国Promega公司基因组
DNA提取试剂盒、溴乙锭和红水购于美国Sigma公司；

多克隆兔抗Ⅱ型胶原抗体、抗X型胶原抗体、抗Sox9抗
体、抗低氧诱导因子1ɑ抗体和多克隆鼠抗基质金属蛋白

酶13抗体购于美国abcam公司。 
益气化瘀方由黄芪、人工麝香、川芎、青风藤、防

己、人工牛黄等药物组成，由上海中医药大学提供，黄

芪、川芎、青风藤、防己制备浸膏，真空干燥，粉碎成

细粉，与人工麝香、人工牛黄细粉混匀，过筛，压成1 000
片，每片含生药0.63 g。由上海现代中医药技术发展有

限公司提供。 
实验方法： 

药物干预：取12只0.5月龄低氧诱导因子1α基因敲除

小鼠，随机均分为生理盐水组和益气化瘀方组，从2.5
月龄时，益气化瘀方组开始灌胃给药，1次/d。按照人

体质量为60 kg，7 500 mg/d，小鼠体质量20 g计算，
小鼠益气化瘀方用量约为22.5 mg。1个月后，小鼠体质

量约30 g，给药量改为33.75 mg/d。在给药后60 d时，
取下各组L4-6节段腰椎进行检测。 

标本染色： 
标本处理：标本在40 g/L多聚甲醛浸泡24 h后，清

水冲洗2 h，15%EDTA脱钙8周，每3 d换脱钙液1次，
标本经过脱水后石蜡包埋，6 μm冠状位连续切片，进行

藏红固绿染色、苏木精-伊红染色。 

苏木精-伊红染色和藏红固绿染色：常规脱蜡至水，

苏木精染2 min，分化返蓝后，分别伊红染液染5 min或
者固绿/藏红染液染5 min，冲洗后脱水透明，中性树胶

封固。普通光镜下观察。 

免疫组织化学染色：将切片常规脱蜡后分别在体积分

数3% H2O2/甲醇溶液中孵育15 min去除内源性过氧化
物酶，蛋白酶K消化10 min，体积分数5%BSA封闭，兔

多克隆抗体X、Ⅱ型胶原、基质金属蛋白酶13、Sox9   
(1∶100稀释)一抗，4 ℃过夜，生物素标记的山羊抗兔

IgG二抗，37 ℃孵育15 min，抗生蛋白链菌素-HRP   
37 ℃孵育10 min，DAB显色剂显色5-10 min，苏木精

复染，常规脱水透明，中性树胶封固。阴性对照用PBS
代替一抗。每个样本取3个视野范围统计进行分析统计。 

主要观察指标：通过藏红固绿、苏木精-伊红及免

疫组化相关指标(Ⅱ型胶原、X型胶原、血管内皮生长因

子、基质金属蛋白酶13和Sox-9)染色及分析，观察低氧
诱导因子1α基因敲除小鼠椎间盘表型，以及益气化瘀方

对低氧诱导因子1α基因敲除小鼠椎间盘软骨的影响。 
统计学分析：采用SPSS 17.0统计学软件包进行统

计分析。计量资料满足方差齐性采用(x
_

±s)。均数比较先
进行正态性检验和方差齐性检验，两样本均数比较用独

立样本t 检验、多样本均数比较用单因素方差分析。所

有的统计检验均采用双侧检验，P ≤ 0.05即将被认为统

计学检验具有显著性差异。 
   

2  结果 
 

2.1 低氧诱导因子1α基因敲除小鼠椎间盘表型观察 

    藏红固绿和苏木精-伊红染色结果：2.5月龄低氧诱导

因子1α基因敲除小鼠椎间盘软骨组织出现破损和骨化，
细胞分布不均匀，软骨细胞减少。4.5月龄小鼠更加严

重，软骨缺损增加，细胞进一步减少，见图1，2。 
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免疫组织化学染色结果，见图3-6，表1。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

图 3  低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠和低氧诱导因子 1α+/+

对照小鼠椎间盘Ⅱ型胶原免疫组化染色(光学显微
镜，×400) 

Figure 3  Immunohistochemical staining of type II collagen in 
hypoxia-inducible factor 1α gene knockout mice 
and wild type hypoxia-inducible factor 1α+/+ control 
mice (Light microscope, ×400) 

 

注： 4.5月龄低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠比 2.5月龄小
鼠Ⅱ型胶原蛋白表达量(箭头)逐渐降低。 
 

图 4  低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠和低氧诱导因子 1α+/+

对照小鼠椎间盘 X型胶原免疫组化染色 

Figure 4  Immunohistochemical staining of type X collagen in 
hypoxia-inducible factor 1α gene knockout mice 
and wild type hypoxia-inducible factor 1α+/+ control 
mice (Light microscope, ×400) 

 

注 4.5月龄低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠X型胶原蛋白表
达量(箭头)比 2.5月龄小鼠增加。 
 

图 1  低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠和低氧诱导因子 1α+/+

对照小鼠椎间盘组织藏红固绿染色(×400) 

Figure 1  Safranin O/fast green staining of hypoxia-inducible 
factor 1α gene knockout mice and wild type 
hypoxia-inducible factor 1α+/+ control mice (×400) 

 
 

注：2.5 月龄低氧诱导因子 1α 基因敲除小鼠椎间盘软骨组
织出现破损和骨化，细胞分布不均匀；4.5月龄时椎间盘软
骨损伤更加严重，软骨缺损增加。 
 

A：2.5月龄低氧诱导因子 1α+/+       B：4.5月龄低氧诱导因子 1α+/+ 

注：2.5 月龄低氧诱导因子 1α 基因敲除小鼠椎间盘软骨组
织出现破损和骨化(箭头)，细胞分布不均匀；4.5 月龄时椎
间盘软骨损伤更加严重，软骨缺损增加。 
 
图 2  低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠和低氧诱导因子 1α+/+

对照小鼠椎间盘组织苏木精-伊红染色(×400) 

Figure 2  Hematoxylin-eosin staining of hypoxia-inducible 
factor 1α gene knockout mice and wild type 
hypoxia-inducible factor 1α+/+ control mice (×400) 

 
 

C：2.5月龄低氧诱导因子 1α-/-        D：4.5月龄低氧诱导因子 1α-/- 

A：2.5月龄低氧诱导因子 1α+/+       B：4.5月龄低氧诱导因子 1α+/+ 

C：2.5月龄低氧诱导因子 1α-/-        D：4.5月龄低氧诱导因子 1αα-/- 

A：2.5月龄低氧诱导因子 1α+/+       B：4.5月龄低氧诱导因子 1α+/+ 

C：2.5月龄低氧诱导因子 1α-/-        D：4.5月龄低氧诱导因子 1α-/- 

A：2.5月龄低氧诱导因子 1α+/+        B：4.5月龄低氧诱导因子 1α+/+ 

C：2.5月龄低氧诱导因子 1α-/-        D：4.5月龄低氧诱导因子 1αα-/- 
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与同月龄对照小鼠相比2.5月龄和4.5月龄低氧诱导
因子1α基因敲除小鼠椎间盘中Ⅱ型胶原蛋白和Sox9表

达减少，并且随着增龄Ⅱ型胶原和Sox9蛋白表达量逐渐
降低；X型胶原和基质金属蛋白酶13表达增加，且随着

增龄表达量逐渐升高，差异均有显著性意义(P < 0.01)。 
 

2.2  益气化瘀方对低氧诱导因子1α基因敲除小鼠椎间
盘软骨影响 

藏红固绿染色和苏木精-伊红染色结果：生理盐水组低

氧诱导因子1α基因敲除小鼠软骨终板出现部分缺损和

骨化，相比之下，益气化瘀方组椎间盘缺损和骨化明显

减轻，见图7。 

 
免疫组织化学染色：益气化瘀方组与生理盐水组比

较，小鼠椎间盘中Ⅱ型胶原、X型胶原、基质金属蛋白
酶13和Sox9含量差异有显著性意义(P < 0.01)，即同生

理盐水组小鼠椎间盘相比，益气化瘀方组小鼠椎间盘Ⅱ

型胶原、Sox9表达明显升高，益气化瘀方组小鼠椎间盘

X型胶原和基质金属蛋白酶13表达降低。见图8，表2。 

表 1  低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠和低氧诱导因子 1α+/+   
对照小鼠 2.5和 4.5月龄时Ⅱ型胶原、X型胶原、基质
金属蛋白酶 13和 Sox9在椎间盘软骨中所占面积比较

Table 1  Comparison of areas of type II collagen, type X 
collagen, matrix metalloproteinase 13 and Sox-9 in 
intervertebral disc cartilage of hypoxia-inducible factor 
1α gene knockout mice and wild type hypoxia-inducible 
factor 1α+/+ control mice             (x

_

±s, n=5, µm2)  
 

与低氧诱导因子 1α+/+ 2.5月龄比较，aP < 0.01；与低氧诱导因子 1α+/+ 4.5

月龄比较，
bP <0.01；与低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠 2.5月龄比较，

cP <0.01。 

注：低氧诱导因子 1α基因敲除 2.5月龄和 4.5月龄小鼠椎间盘中 II型胶原

和 SOX 9蛋白表达面积减少，X型胶原和基质金属蛋白酶 13表达增加；

低氧诱导因子 1α基因敲除 4.5月龄小鼠椎间盘中Ⅱ型胶原和 SOX 9蛋白

表达面积减少更多，X型胶原和基质金属蛋白酶 13表达增加更多。 

2.5月龄 4.5月龄 

项目 低氧诱导 
因子 1α+/+ 

低氧诱导因子 1α
基因敲除小鼠 

低氧诱导

因子 1α+/+ 
低氧诱导因子 1α
基因敲除小鼠 

 
Ⅱ型胶原 

 
0.81±0.03 

 
0.31±0.02a 

 
0.79±0.02b 

 
0.20±0.02c 

X型胶原 0.08±0.02 0.45±0.02a 0.20±0.02b 0.52±0.03c 
基质金属 
蛋白酶13 

0.04±0.01 0.25±0.01a 0.04±0.01b 0.34±0.02c 

Sox9 0.44±0.04 0.12±0.02a 0.41±0.04b 0.08±0.01c 

图 5  低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠和低氧诱导因子 1α+/+

对照小鼠椎间盘 Sox 9免疫组化染色(光学显微镜，
×400) 

Figure 5  Immunohistochemical staining of Sox-9 in 
hypoxia-inducible factor 1α gene knockout mice 
and wild type hypoxia-inducible factor 1α+/+ control 
mice (light microscope, ×400) 

 

注：2.5月龄小鼠椎间盘中 Sox 9表达减少，4.5月龄低氧诱
导因子 1α基因敲除小鼠，Sox 9蛋白表达量(箭头)逐渐降低。

图 6  低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠和低氧诱导因子 1α+/+

对照小鼠椎间盘基质金属蛋白酶13免疫组化染色(光
学显微镜，×400) 

Figure 6  Immunohistochemical staining of matrix 
metalloproteinase 13 in hypoxia-inducible factor 1α 
gene knockout mice and wild type hypoxia-inducible 
factor 1α+/+ control mice (light microscope, ×400) 

注：2.5月龄小鼠椎间盘中基质金属蛋白酶 13表达增加(箭头)，
4.5月龄低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠，基质金属蛋白酶 13
蛋白表达量逐渐增加。 

A：2.5月龄低氧诱导因子 1α+/+       B：4.5月龄低氧诱导因子 1α+/+ 

C：2.5月龄低氧诱导因子 1α-/-        D：4.5月龄低氧诱导因子 1α-/- 

A：2.5月龄低氧诱导因子 1α+/+       B：4.5月龄低氧诱导因子 1α+/+ 

C：2.5月龄低氧诱导因子 1α-/-        D：4.5月龄低氧诱导因子 1αα-/- 
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3  讨论 

 
软骨组织对这种低氧环境的适应依赖于低氧诱导

因子1α。当细胞缺氧时，低氧诱导因子1α迅速进入细胞
核，与低氧诱导因子1β结合形成二聚体，即低氧诱导因

子1，启动缺氧相关基因的转录[7]
，这些基因包括血管内

表 2  生理盐水组和益气化瘀方组 Ⅱ型胶原、X型胶原、基质
金属蛋白酶 13和 Sox9在椎间盘软骨中所占面积比较  

Table 2  Comparison of areas of type Ⅱ collagen, type X 
collagen, matrix metalloproteinase 13 and SOX-9 in 
intervertebral disc cartilage of normal saline and 
Yiqihuayu Prescription groups        (x

_

±s, n=6, µm2) 
 

与生理盐水组比较。
aP < 0.01。 

注：与生理盐水组比较，益气化瘀方组小鼠椎间盘Ⅱ型胶原、Sox9表达明

显升高，益气化瘀方组小鼠椎间盘 X 型胶原和基质金属蛋白酶 13 表达降

低。 

指标 生理盐水组 益气化瘀方组 
 
Ⅱ型胶原 

 
0.33±0.02 

 
0.45±0.02a 

X型胶原 0.45±0.02 0.26±0.02a 
基质金属蛋白酶 13 0.26±0.02 0.14±0.01a 
Sox9 0.16±0.02 0.23±0.02a 

图 8  益气化瘀方对低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠椎间盘
中Ⅱ型胶原、X型胶原、基质金属蛋白酶 13和 Sox9
含量的影响(免疫组织化学染色，×400) 

Figure 8  Influence of Yiqihuayu Prescription on type Ⅱ
collagen, type X collagen, matrix metalloproteinase 
13 and Sox-9 content in intervertebral disc cartilage 
of hypoxia-inducible factor 1α gene knockout mice 
(immunohistochemical staining, ×400) 

 

注：益气化瘀方组小鼠椎间盘Ⅱ型胶原、Sox9表达(箭头)明显
升高，X型胶原和基质金属蛋白酶 13表达降低。 
 

                        

A：生理盐水组Ⅱ型胶原 

C：生理盐水组 X型胶原 

注：生理盐水组低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠软骨终板出现
部分缺损和骨化(箭头)，相比之下，益气化瘀方组椎间盘缺损
和骨化明显减轻。 

 

图 7  益气化瘀方对低氧诱导因子 1α基因敲除小鼠椎间盘
软骨的影响(藏红固绿染色和苏木精-伊红染色，

×400) 

Figure 7  Influence of Yiqihuayu Prescription on intervertebral 
disc cartilage of hypoxia-inducible factor 1α gene 
knockout mice (Safranin O/fast green, 
hematoxylin-eosin staining, ×400) 

 

A：生理盐水组藏红固绿染色 B：益气化瘀方组藏红固绿染色

C：生理盐水组苏木精-伊红染色 D：益气化瘀方组苏木精-伊红染色 

B：益气化瘀方组Ⅱ型胶原 

D：益气化瘀方组 X型胶原 

E：生理盐水组基质金属蛋白酶 13 F：益气化瘀方组基质金属蛋白酶 13

G：生理盐水组 Sox 9 H：益气化瘀方组 Sox 9 
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皮生长因子、促红细胞生成素等，从而使细胞适应低氧

状态得以存活。因此低氧诱导因子1α基因与椎间盘软骨

的正常生理及病理情况存在密切的关系，低氧诱导因子

1α基因敲除后，软骨组织无法维持其正常低氧状态，导

致软骨组织营养供应障碍，使软骨细胞处于异常缺血缺

氧状态，长此以往，软骨组织会发生退变
[8]
。低氧诱导

因子1α基因敲除小鼠椎间盘表型的观察试验证实在低
氧诱导因子1α基因敲除小鼠的椎间盘没有低氧诱导因

子1α的表达，2.5月龄时软骨终板部位出现软骨的缺失
和新骨的形成，相应部位Col2al和Sox9蛋白表达降低，

X型胶原和基质金属蛋白酶13表达升高。这些病理改变
显示低氧诱导因子1α基因的缺乏导致软骨组织不能维

持其正常低氧环境，软骨细胞的代谢功能紊乱甚至软骨

细胞的凋亡坏死，软骨细胞及细胞外基质中的各种炎性

因子等的表达发生变化，Col2al等软骨重要组成成分含
量减少，X型胶原、基质金属蛋白酶13等因子含量表达

增加，阻碍了软骨组织维持其正常代谢活动，最终导致

椎间盘软骨的退变。 

 
慢性脊柱退变属于中医“痹症”的范畴，其主要病

机是气血痹阻不通，筋脉关节失于濡养所致。上海中医

药大学施杞终身教授认为软骨组织缺血缺氧导致的退变

主要病机在于“气虚血瘀”，根据“以气为主，以血为先”

的中医辨证论治理论，以“益气化瘀”法则治疗软骨退

变性疾病，临床效果非常显著。益气化瘀方是由黄芪，

川芎，人工麝香，青风藤，防己，人工牛黄等组成。黄

芪性甘，微温，有益气固表，健脾补中，升阳举陷之功

效，为补中益气要药，可大补脾胃之元气，使气旺血行、

瘀去络通而为君
[9]
；川芎为臣药，辛散温通，既能活血化

瘀，又能行气止痛，为“血中之气药”；麝香辛温，走窜

之力强，可以活血通经，消肿止痛，以助黄芪、川芎行

气化瘀之功。全方共奏益气化瘀、通络止痛之功
[10]
。 

 
作者采用益气化瘀方对低氧诱导因子1α基因敲除小

鼠从2.5月龄开始用药干预。和生理盐水组相比，益气化
瘀方组椎间盘软骨部位骨化和缺损减轻，表明小鼠椎间

盘软骨的形态破坏得到延缓。Ⅱ型胶原和Sox9蛋白的表
达增加，提示椎间盘软骨组织损伤减少。X型胶原、基质

金属蛋白酶13蛋白表达减少，表明益气化瘀方干预后，
椎间盘软骨组织的破坏受到抑制。以上结果证明，在低

氧诱导因子1α缺乏的情况下，益气化瘀方能够加强软骨
血液循环，增加软骨细胞的营养供应，从而减轻低氧诱

导因子1α基因敲除小鼠椎间盘软骨的损伤，对低氧诱导

因子1α基因敲除小鼠的椎间盘软骨具有一定的保护作
用。 
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