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·实验研究·

益气活血方诱导破裂型椎间盘突出髓核细胞焦亡的机制研究

王志强1 戴宇祥1 林顺1 朱宇1 许苏梁1 俞鹏飞1 姜宏1 刘锦涛1 李晓春1△

[摘要] 目的:探究益气活血方对破裂型椎间盘突出髓核细胞的影响。方法:用益气活血方灌胃3个月

龄SD大鼠制备含药血清。手术采集并分离破裂型腰椎间盘突出症患者的突出椎间盘组织,提取原代

髓核细胞,分别采用正常血清和益气活血方含药血清干预。用ELISA法检测细胞上清中炎症因子

IL-1β、IL-6和TNF-α含量变化;用CCK-8法检测细胞活力变化;用 TUNEL染色检测细胞凋亡;用

WesternBlot法检测GSDMD-N、NLRP3、Cleaved-caspase1、p-NF-κBp65、IκBα表达情况。此外,进一

步将益气活血方含药血清与NF-κB信号通路抑制剂联用,观察上述指标的变化情况。结果:益气活血

方含药血清处理显著抑制髓核细胞增殖能力,差异有统计学意义(P<0.05)、细胞凋亡显著增加,差异

有统计学意义(P<0.05)。益气活血方含药血清处理组IL-1β、IL-6和TNF-α含量显著升高,差异有统

计学意义(P<0.05)。同时,益气活血方含药血清组细胞中 GSDMD-N、NLRP3、Cleaved-caspase1、

p-NF-κBp65的表达显著升高,差异有统计学意义(P<0.05),IκBα的表达水平显著降低,差异有统计

学意义(P<0.01)。联用NF-κB信号通路抑制剂后这些指标的变化被抑制。结论:益气活血方能够通

过调节NF-κB/NRLP3信号通路促进破裂型椎间盘突出髓核细胞焦亡。
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YiqiHuoxuePrescriptionPromotesPyroptosisofNucleus
PulposusCellsinRupturedDiscHerniation

WANGZhiqiang1 DAIYuxiang1 LINShun1 ZHUYu1 XUSuliang1

YUPengfei1 JIANGHong1 LIUJintao1 LIXiaochun1△
1SuzhouHospitalofTraditionalChineseMedicineAffiliatedtoNanjingUniversityofTraditionalChineseMedicine,

Suzhou215000,JiangsuChina.
Abstract Objective:ThepurposeofthisstudyistoexploretheeffectsofYiqiHuoxueprescriptiononnucleuspulposus
cellsofrupturedlumbardischerniation.Methods:TheYiqiHuoxueprescriptionwasorallyadministeredto3-month-old
SDratstopreparemedicatedserum.Surgicalsamplesofprotrudingintervertebraldisctissuefrompatientswithruptured

lumbardischerniationwerecollectedandnucleuspulposus
cellswereextractedforinterventionwithnormalserumand
YiqiHuoxueprescriptionmedicatedserum.ELISAwasused
todetectchangesinthelevelsofinflammatoryfactorsIL-1β,

IL-6,andTNF-αinthecellsupernatant;CCK-8assaywas
usedtomeasurechangesincellviability;TUNELstaining
wasperformedtodetectcellapoptosis;WesternBlotwas
conductedtoanalyzetheexpressionofGSDMD-N,NLRP3,

Cleaved-caspase1,p-NF-κBp65,andIκBα.Additionally,Yiqi
Huoxueprescription medicatedserum wascombined with
NF-κBsignalingpathwayinhibitorstoobservethechangesin
theaboveindicators.Results:TreatmentwithYiqiHuoxue

prescriptionmedicatedserumsignificantlyinhibitedthepro-
liferationcapacityofnucleuspulposuscells(P<0.05)and
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significantlyincreasedcellapoptosis(P<0.05).ThelevelsofIL-1β,IL-6,andTNF-αweresignificantlyelevatedinthe
YiqiHuoxueprescriptionmedicatedserumtreatmentgroup(P<0.05).Moreover,theexpressionofGSDMD-N,NLRP3,

Cleaved-caspase1,p-NF-κBp65incellstreatedwithYiqiHuoxueprescriptionmedicatedserumsignificantlyincreased(all
P<0.05),whiletheexpressionlevelofIκBαsignificantlydecreased(P<0.01).Thechangesintheseindicatorsweresup-

pressedwhentheNF-κBsignalingpathwayinhibitorwasusedincombination.Conclusion:YiqiHuoxueprescriptioncanpro-
moteapoptosisofnucleuspulposuscellsinrupturedintervertebraldischerniationbyregulatingtheNF-κB/NRLP3signal.
Keywords: YiqiHuoxueprescription;spinaldischerniation;nucleuspulposuscells;pyroptosis

  腰椎间盘突出症是骨科临床常见疾病之一[1-2],突
出髓核组织在没有手术干预的情况下可缩小或消失,
此现象称为椎间盘重吸收[3-6],而中药能进一步促进重

吸收[7],其具体机制仍未明确。目前主流观点认为此

现象与自身炎症反应相关,而细胞焦亡促进炎性细胞

因子的生成,诱导细胞程序性死亡[8-11],为明确重吸收

的作用机制提供新思路。本团队在既往研究中发现益

气活血方可促进突出髓核组织重吸收[12-14],本研究通

过探讨益气活血方对破裂型腰椎间盘突出髓核细胞炎

性损伤的影响,证实其分子机制与激活NF-κB通路促

进髓核细胞焦亡有关,现报告如下。
1 材料和方法

1.1 实验动物

SPF级雄性SD大鼠50只,体重为(200±10)g,
中位数为180g,购自北京维通利华实验动物技术有限

公司,许可证号为SCXK(京)2021-0011。本实验经过

南京中医药大学实验动物伦理委员会审批,申请号为

202210A009。
1.2 实验药物及试剂

江苏省名中医姜宏教授根据多年的临床实践经

验,基于石氏伤科“以气为主,以血为先”的核心理念,
并结合吴门医派的络病理论,在传统经方“防已黄芪

汤”“补阳还五汤”的基础上化裁出益气活血方,其主要

组成为:生黄芪20g,当归10g,防己10g,白芥子

6g,川芎15g,地龙15g,木瓜10g,饮片均购于江苏

省中医院,经南京中医药大学中西医结合学院陶伟伟

教授鉴定均为真品。
本研究使用的DMEM/F12培养基、PBS缓冲液、

0.25%胰蛋白酶以及青霉素-链霉素(双抗)混合溶液

均由南京森贝伽生物科技有限公司提供。FBS胎牛

血清则来源于美国 Hyclone公司。所选用的兔源一

抗,包括针对 GAPDH、GSDMD-N、NLRP3、Cleaved-
caspase1、p-NF-κBp65以及IκBα的抗体,均采购自武

汉三鹰生物技术有限公司。辣根过氧化物酶(HRP)
标记的二抗,同样由武汉三鹰生物技术有限公司供应。
白细胞介素-1β(IL-1β)、白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)的酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂

盒均购自南京曼夫特生物科技有限公司。CCK8细胞

活性检测试剂盒和TUNEL染色试剂购自南京鼎恩

生物科技有限公司。
1.3 实验仪器

本研究所用主要仪器包括PharmaScan7.0T型

小动物磁共振成像系统(德国Bruker公司);Allsheng
型全自动多功能酶标仪(杭州奥胜仪器有限公司);
MAX-TL型高速冷冻离心机(美国Beckman公司);
IX83型 荧 光 倒 置 显 微 镜 (日 本 Olympus 公 司);
HT7700型透射电子显微镜(日本Hitachi公司)。
1.4 方法

1.4.1 制备益气活血方 按处方配伍比例称取益气

活血方,加入10倍量水煎煮1h,煎煮的药渣再次加入

8倍量水煎煮1h;合并2次煎煮液,滤过,取上清液浓

缩至9.1g/kg(以生药量计),于4℃冰箱中保存。
1.4.2 取材 收取本院因破裂型腰椎间盘突出症行

髓核摘除术患者的髓核组织。根据赫尔辛基宣言,实
验在所有患者知情同意的前提下进行,并经苏州市中

医医院伦理委员会批准(2024伦研批010)。
1.4.3 破裂型SD大鼠模型的建立及含药血清的制

备 基于前期研究基础以及国内外相关文献研究,本
实验在上海中医药大学脊柱研究所梁倩倩教授及南京

中医药大学附属苏州市中医医院姜宏教授的技术指导

下,采用刺破直立大鼠椎间盘的方法,构建破裂型椎间

盘突出大鼠模型。
采用氯胺酮腹腔注射,麻醉成功后,背部去毛、常

规消毒,无菌条件下切取每只大鼠三、四尾椎椎间盘,
通过用针刺破上下终板造成髓核游离或破裂状态。而

后用7号手术线“米”型包绕椎间盘后浸泡于生理盐水

器皿中,后正中线切开皮肤、肌肉,将椎间盘植入肌肉

层中,逐层缝合,常规饲养。
再以2次/d、连续3d的5倍剂量益气活血方灌

胃,最后1次灌胃2h后腹主动脉采血,经过56℃灭

活30min后过滤,-80℃冷冻保存。
1.4.4 髓核细胞分离培养 对破裂型髓核组织进行

无菌收集,PBS反复洗净组织,实验剪刀清除非髓核

组织,将剩余的胶冻状髓核组织剪碎,37℃环境下胰

蛋白酶消化30min,Ⅱ型胶原酶静置消化4h,再用

200目滤网过滤。加入DMEM/F12培养基、1%双抗、
10%胎牛血清配置的完全培养基重悬,接种于T25培

养瓶中,置于细胞培养箱中进行常规培养。
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1.4.5 细胞培养及分组 按照1×105个/孔的密度

将细胞接种于6孔板内,待细胞贴壁后更换成无血清

的培养基。为了检测益气活血方对破裂型突出髓核细

胞的影响,将细胞分成2组(对照组和益气活血方含药

血清处理组);为了验证益气活血方通过调控 NF-κB
信号通路干预焦亡,将细胞分成3组(对照组、益气活

血方含药血清处理组、益气活血方含药血清+NF-κB
信号抑制剂处理组)。

1.4.6 CCK-8实验 细胞经过特定处理后,以每孔

1×104个细胞的密度接种于96孔板中,当细胞在孔中

的密度增长至约50%时,开始后续处理。在不同的时

间节点(干预后0,24,48,72h),向细胞中分别加入

5μL的CCK-8溶液,并继续培养2h,随后向孔中添加

DMSO以终止细胞的代谢反应。使用酶标仪测定各

孔在450nm波长下的吸光度值,以空白对照组的吸

光度值为基准,对不同处理组的细胞增殖情况进行比

较分析。
1.4.7 TUNEL染色实验 首先将细胞爬片置于12
孔板内,然后按照1×105个/mL的细胞密度,将细胞

悬液接种至培养孔中,并进行常规培养以促进细胞贴

壁。细胞贴壁并稳定后,对其进行处理。处理过程完

成后24h,用预热的PBS缓冲液对细胞进行2次洗

涤,以去除培养基残留和松散的细胞碎片。接着采用

4%多聚甲醛溶液对细胞进行固定处理,固定时间为

2h,以保持细胞结构的完整性。固定步骤完成后,将
细胞与TUNEL染色液混合,在室温下孵育2h。最

后使用DAPI(4',6-二脲基-2-苯基吲哚)对细胞核进行

染色,增强细胞核的荧光信号。完成染色过程后,利用

荧光显微镜对细胞进行观察并记录图像。
1.4.8 ELISA法检测 细胞特定处理24h后,收集

细胞培养上清液,使用了酶联免疫吸附试验(ELISA)
试剂盒,分别针对白细胞介素-1β(IL-1β)、白细胞介素-
6(IL-6)和肿瘤坏死因子-α(TNF-α),来测定这些细胞

因子在细胞上清中的浓度。用酶标仪在450nm的特

定波长下,测量每个微孔的吸光度值。以空白组的吸

光度值为基准,通过与标准曲线的比较,计算得出各实

验组细胞上清中IL-1β、IL-6和TNF-α的含量,对各组

细胞的增殖情况进行评估。
1.4.9 WesternBlot法检测

细胞特定处理24h后将培养基更换,去除旧的培

养液,并用PBS缓冲液对细胞进行两次洗涤,以清除

残留的培养基成分和细胞外基质。向每孔中加入

150μL的蛋白裂解液,并在冰上孵育30min,以促进

细胞裂解和蛋白释放。随后通过分离收集含蛋白的上

清液,收集的蛋白样本与含有SDS的上样缓冲液按

4∶1的比例混合,并在沸水中煮10min,以实现蛋白质

的变性和解聚,为后续的电泳分析做准备。变性后的

蛋 白 样 本 通 过 SDS-聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (SDS-
PAGE)进行分离,采用恒压电泳确保蛋白质根据分子

量的一致性迁移,分离后的蛋白质带通过湿转法转移

到聚偏氟乙烯(PVDF)膜上。膜在含有5%牛血清白

蛋白(BSA)的溶液中封闭2h,以减少非特异性结合。
封闭后的膜用TBST洗涤3次,随后将膜与适当稀释

的一抗在4℃下过夜孵育(1∶1000)。一抗孵育后,再
次用TBST洗涤PVDF膜3次,以去除未结合的一

抗,然后在室温下孵育二抗(1∶4000)1h。二抗孵育

完成后,用TBST洗涤膜3次。在避光条件下使用增

强化学发光(ECL)底物进行显影,并在化学发光成像

系统中曝光和拍照,以检测特定蛋白的表达水平。
1.5 统计学方法

所有数据均采用SPSS20.0软件进行分析,用
GraphPadPrism8软件作图。两组组间均数经参数

检验符合正态分布采用t检验,检验水准α=0.05(或
0.01),3组或3组以上采用单因素方差分析。P<
0.05差异有统计学意义。
2 结果

2.1 益气活血方促进髓核细胞上清炎症因子IL-1β、
IL-6和TNF-α含量升高

用ELISA法检测益气活血方处理后细胞上清中

IL-1β、IL-6和TNF-α的含量变化,结果显示益气活血

方干预后,髓核细胞上清中IL-1β、IL-6和TNF-α含量

显著升高,差异有统计学意义(P<0.01),见图1。

图1 益气活血方处理后细胞中炎症因子含量变化

2.2 益气活血方促进髓核细胞焦亡

破裂型椎间盘突出髓核细胞分离培养见图2a,
CCK-8实验结果显示,与对照组相比益气活血方含药

血清处理组髓核细胞增殖能力显著降低,差异有统计

学意义(P<0.01,见图2b);TUNEL染色法检测提示

益气活血方含药血清处理后,髓核细胞TUNEL染色

阳性率显著升高,表明细胞焦亡率升高(见图2c)。
2.3 益气活血方对髓核细胞中焦亡相关因子表达的

影响

WesternBlot法检测结果显示,益气活血方处理后,
髓核 细 胞 中 GSDMD-N、NLRP3、Cleaved-caspase1、p-
NF-κBp65表达显著升高,差异有统计学意义(P<
0.01);IκBα表达明显降低,差异有统计学意义(P<
0.01),见图3。
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图2 益气活血方处理对髓核细胞增殖和焦亡的影响

2.4 益气活血方通过激活NF-κB信号通路影响髓核

细胞焦亡

  为揭示益气活血方促进髓核细胞的炎症损伤作用

的分子机制,在益气活血方处理细胞的基础上添加

NF-κB信号通路抑制剂联合干预,结果见图4。检测

结果显示,益气活血方含药血清处理组髓核细胞上清

图3 WesternBlot法检测益气活血方

对细胞中相关因子表达的影响

中IL-1β、IL-6和 TNF-α含量显著升高,差异有统计

学意义(P<0.05);经过益气活血方处理组细胞增殖

能力显著降低,差异有统计学意义(P<0.05);24h
后细胞 TUNEL染色的阳性率显著增加,差异有统

计学意义(P<0.05)。益气活血方处理导致细胞中

GSDMD-N、NLRP3、Cleaved-caspase1、p-NF-κBp65
的表达升高,差异有统计学意义(P<0.01);IκBα的

表达降低,差异有统计学意义(P<0.01)。益气活血

方与NF-κB信号通路抑制剂共同处理后上述变化均

得到不同程度的逆转,检验结果差异有统计学意义

(P<0.01)。

图4 益气活血方通过激活NF-κB信号通路影响髓核细胞焦亡
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3 讨论

在腰椎间盘突出症临床保守治疗过程中,中医药

发挥了不可替代的作用,能够促进破裂型腰椎间盘突

出后重吸收[6]。临床研究发现,突出的椎间盘穿破后

纵韧带及纤维环,且突出越大就越容易出现重吸收,这
可能与原本无血液供应的椎间盘组织在穿破后纵韧带

及纤维环时接触硬膜外血液,发生组织脱水和基质金

属蛋白酶降解等一系列反应相关[15-16]。前期研究发现

益气活血方可以促进大鼠髓核细胞内活性氧(ROS)的
积累,并且可激活髓核细胞ERK/mTOR,诱导髓核细

胞凋亡和自噬[14,17],但是益气活血方如何促进破裂型

腰椎间盘突出后重吸收的分子机制尚不明确。
本研究用ELISA法分析了益气活血方含药血清

处理后细胞上清中IL-1β、IL-6和TNF-α的含量变化,
结果发现益气活血方促进髓核细胞上清中IL-1β、IL-6
和TNF-α含量显著升高。相关研究显示骨病的进展与

促炎细胞因子如白细胞介素1β(IL-1β)、IL-6、TNF-α和

NF-κB的失调有关[18]。NF-κB作为最重要的转录因

子,在椎间盘退变免疫应答中起着至关 重 要 的 作

用[19]。有研究发现NF-κB通路的激活增加了椎间盘

退变中TNF-α和IL-6等细胞因子的水平[20]。进一步

分析发现,益气活血方处理引起细胞中p-NF-κBp65
表达的升高和IκBα表达的降低。据报道NF-κB在多

种炎症性疾病中发挥重要作用,p-NF-κBp65和IκBα
是其中关键因子[21-23],提示益气活血方可能通过NF-
κB信号促进髓核细胞IL-1β、IL-6和TNF-α的释放。

本研究发现益气活血方含药血清处理可以抑制髓

核细胞增殖,并促进其凋亡,进一步探究发现益气活血

方含药血清干预后细胞中 NLRP3、Cleaved-caspase1
和GSDMD-N的表达显著升高,提示益气活血方可以

促进破裂型椎间盘突出髓核细胞NLRP3炎症小体的

活化,促进髓核细胞的焦亡,并且提示益气活血方在炎

症条件下促进焦亡可能是治疗破裂型椎间盘突出的策

略。NF-κB通路参与多种生物学过程,包括炎症反应

等[24],研究显示NF-κB通路参与髓核细胞炎性损伤,
例如线粒体DNA通过TLR9-NF-κB-NLRP3轴诱导

髓核细胞焦亡,调节椎间盘突出的发生[25]。NF-κB通

路能够参与间充质干细胞外泌体对髓核细胞焦亡的调

控[26],成骨蛋白-1在炎症环境下通过调控 NF-κB/

ROS通路抑制髓核细胞焦亡[27]。为进一步探究益气

活血方促进髓核细胞的炎症损伤作用的分子机制,在
益气活血方处理细胞的基础上添加 NF-κB信号抑制

剂,发现益气活血方促进髓核细胞上清中IL-1β、IL-6
和TNF-α含量升高;能够抑制髓核细胞的增殖能力,
促进髓核细胞的焦亡。同时,益气活血方处理后上调

细胞中 GSDMD-N、NLRP3、Cleaved-caspase1、p-NF-

κBp65表达,降低IκBα表达,益气活血方与NF-κB信

号抑制剂共同处理后上述变化均得到不同程度的逆

转。本研究结果提示益气活血方能够激活 NF-κB信

号,诱导细胞炎性因子表达,促进髓核细胞焦亡。
综上所述,本研究发现益气活血方含药血清处理

组髓核细胞上清中IL-1β、IL-6和TNF-α含量显著升

高,这些炎性因子的升高可能引起级联反应,导致细胞

炎性损伤。益气活血方则能够通过调节 NF-κB信号

活性,促进破裂型椎间盘突出髓核细胞焦亡。本研究

结果可为益气活血方应用于破裂型椎间盘突出患者的

临床治疗和相关研究提供理论基础。
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