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·实验研究·

身痛逐瘀汤对不同静水压下人退变髓核细胞形态及凋亡的影响

刘志超1,2 张帆3 孙旗3 康晓乐3 袁巧妹3 柳根哲4 陈江3,5△

[摘要] 目的:比较身痛逐瘀汤对不同静水压下人退变髓核细胞形态及凋亡的影响。方法:选取2只雄

性新西兰兔,体质量分别为3.2kg和3.8kg,按“兔表面积/人的表面积=兔的给药量/人的给药量”的

换算方法,计算出兔的中药颗粒给药剂量,将颗粒溶于水后灌胃,灌胃结束后腹主动脉采血,制备身痛逐

瘀汤含药血清。将人髓核细胞分为两组:单纯压力组(不加任何药物)和中药组(15%身痛逐瘀汤含药血

清),比较两组髓核细胞在0.3,1.0,3.0MPa压力下作用2,4,6h后的细胞形态变化,采用TEM 观察

两组髓核细胞超微结构的变化及差异;采用AnnexinV-FITC/PI检验两组髓核细胞的凋亡状况。结

果:两组髓核细胞在0.3,1.0,3.0MPa静水压下作用后突起均有断裂,断裂程度随压力增加而增加。
同一压力和作用时间下,中药组比压力组髓核细胞形态及超微结构保存更完整,差异有统计学意义

(P<0.05);中药组和压力组髓核细胞凋亡率随压力和作用时间的增加而增加。同一压力及作用时间

下中药组髓核细胞凋亡率比单纯压力组降低,差异有统计学意义(P<0.05)。3.0MPa下两组髓核细

胞的凋亡率显著增加,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:身痛逐瘀汤含药血清在低静水压(0.3,

1.0MPa)下能一定程度上减少髓核细胞凋亡,而高静水压下(3.0MPa)效果有限,说明本方对早期椎

间盘退变有防治作用。
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EfficacyofShentongZhuyuDecoctiononMorphologyand
ApoptosisofHumanDegenerativeNucleusPulposus

CellsunderDifferentHydrostaticPressure
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Abstract Objective:TocomparetheefficacyofShentongZhuyudecoctiononthemorphologyandapoptosisofhumande-

generativenucleuspulposuscellsunderdifferenthydrostatic

pressure.Methods:TwomaleNewZealandrabbitswithbody
massof3.2kgand3.8kgwereselected.Accordingtothe

conversionmethodof“rabbitsurfacearea/humansurfacear-

ea=rabbitdose/humandose”,thedosageoftraditionalchi-

nesemedicinegranuleswascalculated.Thegranuleswere

dissolvedinwaterandthenadministeredbygavage.After

gavage,bloodwascollectedfromabdominalaortatoprepare

themedicatedserumofShentongZhuyudecoction.Human

5中国中医骨伤科杂志2022年1月第30卷第1期



nucleuspulposuscellsweredividedintotwogroups:simplepressuregroup(withoutanydrugs)andtraditionalChinese
medicinegroup(15%ShentongZhuyudecoctioncontainingserum).Themorphologicalchangesofnucleuspulposuscells
inthetwogroupswerecomparedafter2,4and6hunderthepressureof0.3,1.0and3.0MPa.Thechangesanddiffer-
encesofultrastructureofnucleuspulposuscellsinthetwogroupswereobservedbyTEM;AnnexinV-FITC/PIwasused
totesttheapoptosisofnucleuspulposuscellsinthetwogroups.Results:Theprocessesofnucleuspulposuscellsinboth

groupswerebrokenunderhydrostaticpressureof0.3,1.0and3.0MPa,andthedegreeoffractureincreasedwiththe
increaseofpressure.Underthesamepressureandactiontime,themorphologyandultrastructureofnucleuspulposuscells
intraditionalchinesemedicinegroupweremoreintactthanthoseinpressuregroup(P<0.05);Theapoptosisrateof
nucleuspulposuscellsintraditionalchinesemedicinegroupandpressuregroupincreasedwiththeincreaseofpressureand
actiontime.Underthesamepressureandactiontime,theapoptosisrateofnucleuspulposuscellsintraditionalchinese
medicinegroupwaslowerthanthatinsimplepressuregroup(P<0.05).Theapoptosisrateofnucleuspulposuscellsin
thetwogroupsincreasedsignificantlyat3.0MPa.Conclusion:ThemedicatedserumofShentongZhuyudecoctioncan
reducetheapoptosisofnucleuspulposuscellstoacertainextentunderlowhydrostaticpressure(0.3,1.0MPa),butthe
efficacyislimitedunderhighhydrostaticpressure(3.0MPa),indicatingthatthisprescriptionhasapreventiveandthera-

peuticefficacyonearlyintervertebraldiscdegeneration.
Keywords: ShentongZhuyudecoction;hydrostaticpressure;nucleuspulposuscells;morphology;apoptosis

  下腰痛是骨科常见的疾病,40%的病例涉及椎间

盘 退 变 (IntervertebralDiscDegenerationDisease,

IVDD)[1-2]。而椎间盘(IntervertebralDisc,IVD)细
胞,尤其是髓核(NucleusPulposus,NP)细胞的过度凋

亡在椎间盘退变中起着重要作用[3-4]。因此,减缓或逆

转椎间盘退行性过程中髓核细胞的凋亡具有重大意

义。中医经典方剂身痛逐瘀汤治疗下腰痛以活血化瘀

为基本原则。本研究拟采用体外静水压加载系统诱导

的退变髓核细胞模型,检测髓核细胞形态变化及凋亡

情况,并应用 WesternBlot和RT-PCR等方法检测身

痛逐瘀汤含药血清对退变髓核细胞相关指标表达的影

响,探讨身痛逐瘀汤对防止椎间盘退变的作用机制,为
临床治疗椎间盘退变提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物与分组

实验动物:2只足月龄雄性新西兰兔,体质量分别

为3.2kg和3.8kg,由中国中医科学院实验动物中心

提供,适应性饲养1周,观察无异常者进行中药灌胃。
实验分为两组:单纯压力组和中药组。单纯压力组:含
有人椎间盘髓核细胞的培养基中不加任何药物。中药

组:将新西兰兔中药灌胃后制备身痛逐瘀汤含药血清,
将中药复方含药血清加入含有人椎间盘髓核细胞的培

养基中。

1.2 实验试剂和仪器

培养基及添加剂:改良Eagle培养基(Dulbecco􀆳s
ModificationofEagle􀆳sMedium Dulbecco,DMEM)
(GIBCO,美 国);生 长 因 子 (Smooth MuscleCell
GrowthSupplement,SMCGS)(Sciencell,美国)。

试剂盒:凋亡试剂盒(Beyotime,美国)。
实验仪器:医用恒温静水压压力罐(柳根哲教授设

计,专利号为ZL201520108857.5;北京世纪森朗实

验仪器有限公司),见图1。

图1 体外静水压加载系统示意图及细胞加载

1.3 身痛逐瘀汤含药血清制备

按“兔表面积/人的表面积=兔的给药量/人的给

药量”的 换 算 方 法,计 算 出 兔 的 颗 粒 剂 给 药 剂 量

3.50g/(kg·d),为了保证身痛逐瘀汤方含药血清干
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预最佳浓度,笔者在髓核细胞培养基中加入身痛逐瘀

汤血清的改良Eagle培养基,进行5%,10%,15%三

种血药浓度梯度预实验,采用噻唑蓝(MethylThia-
zolylTetrazolium,MTT)比色法筛选干预药物最佳的

给药浓度为15%,药物干预时间为24h,最终确定兔

的颗粒剂给药剂量为28g/(kg·d)(原给药剂量的8
倍)。新西兰兔饲养于中国中医科学院基础理论研究

所动物房,中药组两只雄性兔子本质量分别为3.2kg
和3.8kg,颗粒药物180g溶于130mL纯水中,以

20mL/(kg·d)灌胃,连续灌胃3d,最后1d灌胃结

束1h后,腹 主 动 脉 取 血,每 只 家 兔 取 血 约50~
60mL,4℃静置数小时后,离心3500r/min15min,
取血清,56℃灭活30min,过滤分装后保存。身痛逐

瘀汤组成:秦艽3g,川芎6g,桃仁9g,红花9g,甘草

6g,羌活3g,没药6g,当归9g,香附3g,牛膝9g,川
乌3g,地龙6g。

1.4 分组及干预方法

将人椎间盘髓核细胞(购买于创亚化工上海有限

公司,ScienCellResearchLaboratories,ScienCell)分
离培养、鉴定及传代后,分为单纯压力组和中药组。

单纯压力组:不加任何药物在0.3,1.0,3.0MPa
压力下加压2,4,6h。

中药组(1次性加入浓度为15%身痛逐瘀汤方含

药血清2mL):药物干预时间为24h,然后在0.3,

1.0,3.0MPa压力下加压2,4,6h。
两组髓核细胞在医用恒温静水压压力罐中进行干

预,比较在0.3,1.0,3.0MPa压力下作用2,4,6h后

的细胞形态变化,采用透射电子显微镜(TEM)观察两

组髓核细胞超微结构的变化及差异;采用磷脂酰丝氨

酸蛋白抗体(AnnexinV-FITC)/碘化丙啶(Propidium
Iodide,PI)双染法流式细胞术检验两组髓核细胞的凋

亡状况。

1.5 检测指标与方法

1.5.1 使用透射电镜观察两组髓核细胞超微结构的

变化 将购买的人椎间盘髓核细胞分为两组,加入身

痛逐瘀汤含药血清的为中药组,不加身痛逐瘀汤含药

血清的为压力组,将两组髓核细胞放入压力装置在不

用静水压下作为2,4,6h,然后分别制作压力组和中

药组不同静水压下作用2,4,6h的髓核细胞电镜样

本,观察静水压加压前后髓核细胞的超微结构。压力

分别为0.3,1.0,3.0MPa,以模拟人体不同体位下椎

间压力环境,每个静水压分别作用时间2,4,6h。取

出细胞玻片后用2.5%戊二醛溶液固定,电镜下观察。

1.5.2 使用流式细胞仪检测髓核细胞凋亡情况 
1)髓核细胞离心2000r/min,5min,后用不含乙二胺

四乙酸胰酶消化;用磷酸盐缓冲溶液洗涤后收集1×

105~5×105 个细胞,添加500μL的结合缓冲液悬浮

细胞,加入5μL磷脂酰丝氨酸蛋白抗体混匀后,加入

5μL碘化丙啶,混匀后室温、避光、反应5~15min,在

1h内进行流式细胞仪的观察和检测。2)用流式细胞

仪检 测,激 发 波 长 Ex=488nm;发 射 波 长 Em =
530nm。3)磷脂酰丝氨酸蛋白抗体的绿色荧光通过

第1个 荧 光 通 道 检 测;碘 化 丙 啶 荧 光(流 式 Ex=
488nm,Em≥630nm)通过第3个荧光通道通道检测。

4)荧光补偿调节。
正常的活细胞不被磷脂酰丝氨酸蛋白抗体/碘化

丙啶染色;凋亡早期的细胞仅被磷脂酰丝氨酸蛋白抗

体染色,碘化丙啶染色呈阴性;坏死细胞和凋亡晚期的

细胞可以同时被磷脂酰丝氨酸蛋白抗体和碘化丙啶

染色。

1.6 统计学方法

采用统计软件SPSS20.0进行统计学处理,定量

资料数据以x±s表示,对压力组和中药组两组间比较

符合正态分布、方差齐采用独立样本t检验,两组之间

的比较不符合正态分布、方差不齐使用秩和检验;单组

数据中,对于不同时间、不同压力分组,进行方差分析

中多个样本的两两比较,P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 髓核细胞超微结构变化

正常髓核细胞分散于细胞外基质中,髓核细胞呈

椭圆形,多个突起从细胞的四周发出,突起的长短和粗

细不一,突起向基质中延伸,随着压力增加,髓核细胞

突起出现断裂。两组髓核细胞突起断裂程度随着作用

时间和压力的增加而增加,其中压力组突起断裂的数

目多于中药组。在3.0MPa静水压下两组髓核细胞

结构破坏更甚,说明在3.0MPa静水压下由于压力较

大,细胞的完整性几乎破坏,身痛逐瘀汤方含药血清作

用有限,不能很好地保护髓核细胞,见图2-图4。

  图2-图4红色箭头所指均为细胞突起断裂,表明

细胞结构的破坏。图2断裂的细胞突起较细,图3断

裂的细胞突起较粗,图4两个红色箭头显示断裂的细

胞突起更甚,代表细胞破裂程度更严重。

2.2 髓核细胞的凋亡情况

髓核细胞凋亡率与作用压力和时间正相关,同一

压力和作用时间下压力组较中药组的细胞凋亡率显著

增加,差异有统计学意义(P<0.01),见图5。

3 讨论

现代椎间盘退行性疾病发病率趋向年轻化,因此

研究椎间盘内压力对预防椎间盘退变具有重要意义。
本研究中体外静水压加载系统能够体外模拟椎间盘的

压应力,并且能够进行培养和分化,取样、更换培养基

和添加补充剂均很容易。本研究的主旨是探讨身痛逐

7中国中医骨伤科杂志2022年1月第30卷第1期



图2 两组髓核细胞在0.3MPa下作用2,4,6h超微结构变化(×104)

图3 两组髓核细胞在1.0MPa下作用2,4,6h超微结构变化(×104)

图4 两组髓核细胞在3.0MPa下作用2,4,6h超微结构变化(×15000)

瘀汤方治疗不同压力及作用时间下椎间盘退变性疾病

的疗效机制及作用靶点,从微观领域探索中医药改善

椎间盘退变的分子生物学机制。为椎间盘退变性疾病

的临床治疗,阐释挖掘经典名方疗效科学内涵及中药

现代化研究提供新思路。本研究结果表明压力负荷是

诱导椎间盘退变的主要因素[5-6]。前期研究结果及国

外文献均显示[7-8]髓核细胞随着静水压越大,髓核细胞

凋亡率越高。本研究结果显示在随着静水压增加

(0.3,1.0,3.0MPa)髓核细胞凋亡率明显增加,细胞

结构破坏程度增加,而人体在坐位状态下人体椎间盘

的压力大于人平躺时椎间盘的压力,椎间盘退变速度

更快[9]。课 题 前 期 研 究 结 果 也 显 示:髓 核 细 胞 在

0.3MPa静压负荷下细胞活性较好,而在3.0MPa高

负荷下,髓核细胞凋亡率增加。这些结果同国外研究
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图5 单纯压力组和中药组髓核细胞在不同静水压

下培养2,4,6h后的凋亡率比较

者的研究结果一致[10-11]。研究显示随着作用时间的增

加压力组和中药组髓核细胞凋亡率和细胞突出断裂程

度增加。前期研究及有关文献报道[12-13]对髓核细胞培

养后显示,在4h内细胞凋亡速度增加缓慢,而超过4h
后,髓核细胞凋亡逐渐增加,说明髓核细胞在4h节点

上出现退变,因此试验选择2h,4h,6h作为对照来研

究中药对椎间盘退变早期的作用。
历代医家运用中医药治疗椎间盘退变多从活血化

瘀等角度辨证论治,身痛逐瘀汤功效以活血化瘀见

长[14-15]。现在医学认为腰腿痛的主要原因是体内大量

炎性因子的释放所致,而身痛逐瘀汤中牛膝等中药的

活性成分具有抗炎、镇痛、抗氧化等功能[16-18]。本实验

结果证明,身痛逐瘀汤可降低髓核细胞凋亡率,改善不

同压力下髓核细胞超微结构的破坏,从而“保护”髓核

细胞,延缓椎间盘退变,以达到中医药预防和治疗椎间

盘退行性疾病的目的。
综上所述,本研究部分探明了静水压对椎间盘髓

核细胞形态变化及凋亡的影响,部分揭示了身痛逐瘀

汤治疗椎间盘退变的疗效,为中医药治疗椎间盘退变

提供新的生物力学证据。
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