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实 验
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[摘要] 目的：基于巨噬细胞极化反应和核苷酸结合结构域富含亮氨酸重复序列和含热蛋白结构域

受体3（NLRP3）/胱天蛋白酶-1（Caspase-1）/白细胞介素-1茁（IL-1茁）信号通路之间的互作机制，探讨补肾活血汤

（BHD）对大鼠椎间盘退变（IDD）模型的抗炎、抗焦亡作用。方法：从44只SPF级SD雄性大鼠中随机取12只大鼠为

空白对照组，其余32只为手术造模组。手术造模组大鼠采用新式纤维环穿刺造模方法建立IDD大鼠模型。将30只

造模成功的大鼠按随机数字表分成模型对照组、中药组、抑制剂（MCC950）组，每组10只。各组予以相应药物干

预4周。干预周期结束后全部处死，取出其尾椎椎间盘组织。苏木精-伊红（HE）染色观察椎间盘病理形态并进行

组织学分级评分；透射电镜（TEM）观察髓核细胞超微结构及焦亡情况；酶联免疫吸附试验（ELISA）检测椎间盘

组织中肿瘤坏死因子-琢（TNF-琢）水平；免疫组化法（IHC）检测椎间盘组织中M0型巨噬细胞标记蛋白CD68、M1

型巨噬细胞标记蛋白CD197、NLRP3、Caspase-1、IL-1茁蛋白阳性表达水平；蛋白质印迹法（Western blotting）检测

椎间盘中组织中NLRP3、Caspase-1、IL-1茁蛋白相对表达量。结果：空白对照组大鼠椎间盘组织形态结构正常，纤

维环排列整齐致密；模型对照组大鼠椎间盘形态结构混乱，髓核组织变形、排列混乱，纤维环裂隙；中药组及

MCC950组大鼠椎间盘组织结构基本完整，可见髓核组织少量肿胀、变形，纤维环稍有裂隙。模型对照组大鼠组

织学分级评分高于空白对照组（ <0.01）；中药组及MCC950组大鼠组织学分级评分低于模型对照组（ <0.01）。模

型对照组大鼠髓核细胞焦亡小体数量高于空白对照组（ <0.01）；中药组及MCC950组大鼠髓核细胞焦亡小体数

量均低于模型对照组（ <0.01）。模型对照组大鼠椎间盘组织中TNF-琢水平高于空白对照组（ <0.01）；中药组及

MCC950组大鼠椎间盘组织中TNF-琢水平低于模型对照组（ <0.01）。模型对照组大鼠椎间盘组织中CD68、

CD197、NLRP3、Caspase-1、IL-1茁阳性表达水平高于空白对照组（ <0.01）；中药组及MCC950组大鼠椎间盘组织

中CD68、CD197、NLRP3、Caspase-1、IL-1茁阳性表达水平均低于模型对照组（ <0.01）。模型对照组大鼠椎间盘组

织中NLRP3、Caspase-1、IL-1茁蛋白相对表达量高于空白对照组（ <0.01）；中药组及MCC950组大鼠椎间盘组织

中NLRP3、Caspase-1、IL-1茁蛋白相对表达量均低于模型对照组（ <0.01）。结论：补肾活血汤可能通过抑制巨噬

细胞极化介导NLRP3/Caspase-1/IL-1茁焦亡通路，抑制巨噬细胞浸润、极化，减少促炎因子释放及髓核细胞焦亡，

从而减轻IDD模型大鼠椎间盘组织病理损伤。
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[Abstract] Objective: To explore the anti -inflammatory and anti -pyroptosis effects of Bushen Huoxue

Decoction (BHD) on a rat model of intervertebral disc degeneration (IDD), based on the interaction mechanism

between macrophage polarization response and nucleotide oligomerization domain-like receptor thermal protein

domain 3 (NLRP3)/cysteinyl aspartate specific proteinase-1 (Caspase-1) / interleukin-1茁 (IL-1茁) signaling pathway.

Method: Among 44 SPF-grade male SD rats, 12 rats were randomly selected as blank control group, and the

remaining 32 were the surgical model group. The surgical mode group rats were modeled using a new annulus

fibrosus puncture modeling method to establish the IDD rat model. Totally 30 successfully modeled rats were

randomly divided into model control group, traditional Chinese medicine group and inhibitor (MCC950) group

according to the random number table, with 10 rats in each group. Each group was given corresponding drug

intervention for 4 weeks. After the intervention cycle ended, all rats were sacrificed and the caudal intervertebral

disc tissues were removed. Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe the pathological morphology of

intervertebral discs and conduct histological grading and scoring. The ultrastructure and pyroptosis of nucleus

pulposus cells were observed by transmission electron microscopy (TEM). The level of tumor necrosis factor-琢

(TNF-琢) in intervertebral disc tissue was detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The positive

expression levels of M0 -type macrophage marker protein (CD68) and M1 -type macrophage marker protein

(CD197, NLRP3, Caspase-1 and IL-1茁) in intervertebral disc tissues were detected by immunohistochemistry

(IHC). The relative expression levels of NLRP3, Caspase-1 and IL-1茁 proteins in the tissues of intervertebral

discs were detected by Western blotting. Result: The morphological structure of the intervertebral disc tissue in

the blank control group rats was normal, and the annulus fibrosus was neatly and densely arranged. In the

model control group, the intervertebral disc morphology and structure of rats were disordered, and the nucleus

pulposus tissue was deformed and disordered in arrangement. There were fissures in the annulus fibrosus in

model control group. The intervertebral disc tissue structure was basically intact in traditional Chinese medicine

group and MCC950 group. A small amount of swelling and deformation of the nucleus pulposus tissue could

be observed, and there was a slight fissure in the annulus fibrosus in traditional Chinese medicine group and

MCC950 group. The model control group showed higher histological score than blank control group (P<0.01).

The traditional Chinese medicine group and MCC950 group showed lower histological scores than model control

group (P<0.01). The model control group showed higher number of pyroptosis bodies in the nucleus pulposus

cells, than blank control group (P<0.01). The traditional Chinese medicine group and MCC950 group showed

lower number of pyroptosis bodies in the nucleus pulposus cells, than model control group (P<0.01). The model

control group showed higher level of TNF-琢 in the intervertebral disc tissue, than blank control group (P<0.01).

The traditional Chinese medicine group and MCC950 group showed lower level of TNF-琢 in the intervertebral

disc tissues, than model control group (P<0.01). The model control group showed higher positive expression levels

of CD68, CD197, NLRP3, Caspase-1 and IL-1茁 proteins in the intervertebral disc tissues, than blank control

group (P<0.01). The traditional Chinese medicine group and MCC950 group showed lower positive expression levels

of CD68, CD197, NLRP3, Caspase-1 and IL-1茁 proteins in the intervertebral disc tissues, than model control group

(P<0.01). The model control group showed higher relative expression levels of NLRP3, Caspase-1 and IL-1茁

proteins in the intervertebral disc tissues, than blank control group (P<0.01). The traditional Chinese medicine

group and MCC950 group showed lower relative expression levels of NLRP3, Caspase-1 and IL-1茁 proteins in

the intervertebral disc tissues, than model control group (P<0.01). Conclusion: Bushen Huoxia Decoction may inhibit

the NLRP3/Caspase -1/IL -1茁 pyroptosis pathway mediated by macrophage polarization, thereby inhibiting

macrophage infiltration and polarization, reducing the release of pro -inflammatory factors and py roptosis of

nucleus pulposus cells, and alleviating the pathological damage of intervertebral disc tissue in IDD.
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椎 间 盘 退 变 （ intervertebral disc degeneration ， IDD） 被 视

为 一 种 慢 性 退 行 性 疾 病 ， 其 高 发 病 率 及 致 残 率 对 人 类 健 康 和

社 会 经 济 产 生 了 显 著 的 影 响 [1]。 多 项 研 究 结 果 显 示 ， 炎 症 反 应

是 IDD的 关 键 因 素 [2-3]。 近 年 来 的 研 究 表 明 ， 巨 噬 细 胞 极 化 后 介

导 炎 症 - 焦 亡 反 应 的 交 互 作 用 在 IDD 的 发 生 发 展 中 占 据 重 要

地 位 。 IDD 中 首 先 表 现 的 是 巨 噬 细 胞 及 其 亚 型 的 广 泛 浸 润 。

巨 噬 细 胞 能 够 渗 透 到 封 闭 的 髓 核 组 织 中 ， 其 数 量 与 椎 间 盘 退

变 的 程 度 之 间 存 在 正 相 关 性 [4]。 巨 噬 细 胞 M0[ 表 面 标 志 物 为 白

细 胞 分 化 抗 原 68（ cluster of differentiation 68 ， CD68） ] 接 受 外

界 刺 激 后 可 极 化 为 M1 型 促 炎 巨 噬 细 胞 [ 表 面 标 志 物 为 白 细 胞

分 化 抗 原 197（ cluster of differentiation 197 ， CD197） ] [5]。 促 炎

型 巨 噬 细 胞 M1 介 导 的 下 游 多 条 炎 症 信 号 通 路 的 激 活 与 椎 间

盘 的 炎 症 、 髓 核 细 胞 的 焦 亡 密 切 相 关 [6-8]。 核 苷 酸 结 合 结 构 域

富 含 亮 氨 酸 重 复 序 列 和 含 热 蛋 白 结 构 域 受 体 3（ NOD-like

receptor family pyrin domain containing 3， NLRP3） /胱 天 蛋

白 酶 -1（ cysteinyl aspartate specific proteinase-1 ， Caspase-1） /

白 细 胞 介 素 -1茁（ interleukin-1茁 ， IL-1茁） 焦 亡 通 路 是 M1 巨 噬

细 胞 激 活 的 关 键 信 号 通 路 之 一 。 在 炎 症 环 境 中 ， 巨 噬 细 胞 极

化 后 分 泌 的 核 苷 酸 结 合 寡 聚 结 构 域 （ nucleotide -binding

oligomerization domain-like receptors ， NOD） 受 体 与 NLRP3/

Caspase-1的 激 活 以 及 髓 核 细 胞 焦 亡 密 切 相 关 ， 调 控 巨 噬 细 胞

极 化 炎 症 - 焦 亡 通 路 可 能 在 椎 间 盘 退 变 的 过 程 中 发 挥 着 重 要

作 用 [9]。 因 此 ， 关 于 NLRP3/Caspase-1/IL-1茁 信 号 轴 靶 向 治 疗

IDD 的 研 究 逐 渐 增 多 [10]。 在 中 医 理 论 中 ， IDD 患 者 最 常 见 证 型

为 肾 虚 血 瘀 证 ， 临 床 治 疗 通 常 遵 循 补 肾 活 血 的 原 则 [11]， 以 恢 复

机 体 的 阴 阳 平 衡 和 气 血 调 和 。 补 肾 活 血 汤 （ Bushen Huoxue

decoction ， BHD） 原 方 出 自 《 伤 科 大 成 》 。 湖 南 省 中 西 医 结 合 医

院 吴 官 保 教 授 在 临 床 诊 治 IDD 时 常 用 此 方 加 减 ， 临 床 疗 效 显

著 。 补 肾 活 血 汤 能 够 抑 制 退 变 椎 间 盘 组 织 的 细 胞 焦 亡 ， 减 缓

椎 间 盘 退 变 的 进 程 ， 并 调 节 IL-1茁 、 转 化 生 长 因 子 茁1（ trans原

forming growth factor-茁1 ， TGF-茁1） 、 肿 瘤 坏 死 因 子 -琢（ tumor

necrosis factor 琢 ， TNF-琢） 、 p38 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 （ p38mi原

togen-activated protein kinase ， p38MAPK） 蛋 白 、 茁- 连 环 蛋 白

（ 茁-catenin） 蛋 白 及 NLRP3 等 炎 症 因 子 的 表 达 [12-13]。 补 肾 活 血

汤 能 抑 制 椎 间 盘 退 变 模 型 的 多 条 炎 症 信 号 通 路 [14-15]。 因 此 ， 本

研 究 探 讨 了 补 肾 活 血 汤 对 IDD 模 型 大 鼠 巨 噬 细 胞 极 化 介 导

炎 症 - 焦 亡 机 制 的 影 响 ， 旨 在 为 研 究 IDD的 发 病 机 制 以 及 补 肾

活 血 汤 的 治 疗 作 用 提 供 实 验 依 据 。

1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF 级 6 周 龄 雄 性 SD 大 鼠 44 只 ， 体 质 量 180~

220 g ， 购 自 湖 南 斯 莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司 ， 动 物 生 产 许

可 证 号 ： SCXK（ 湘 ） 2019-0004 ； 动 物 质 量 合 格 证 号 ： 43072724

1100495842 。 大 鼠 饲 养 于 湖 南 中 医 药 大 学 动 物 实 验 中 心 ， 实

验 动 物 使 用 许 可 证 号 ： SYXK（ 湘 ） 2019-0009。 饲 养 条 件 为 ： 12 h/

12 h 明 暗 交 替 ， 温 度 （ 23依2） 益 ， 湿 度 （ 55依15） % ， 噪 声 臆60 dB，

自 由 饮 水 进 食 。 本 研 究 经 湖 南 中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 审 查

委 员 会 批 准 执 行 ， 伦 理 编 号 ： HNUCM21-2403-26 。

1.2 试剂 TNF-琢 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （ enzyme-linked im原

munosorbent assay ， ELISA） 试 剂 盒 （ 长 沙 艾 方 生 物 科 技 有 限 公

司 ， 批 号 ： AF3056-A） ； NLRP3 抗 体 （ 美 国 AB clonal公 司 ， 批 号 ：

A5722） ； 苏 木 精 染 色 剂 （ 批 号 ： AW12004） 和 伊 红 染 色 剂 （ 批

号 ： AWI2001） 均 购 自 长 沙 艾 碧 维 生 物 科 技 有 限 公 司 ； Caspase-1

抗 体 （ 批 号 ： 24174-2-AP） 和 IL-1茁 抗 体 （ 批 号 ： 773009-1-IG）

均 购 自 美 国 Proteintech公 司 ； CD68 抗 体 （ 批 号 ： 177-08-009） 和

CD197抗 体 （ 批 号 ： 297-12-010） 均 购 自 艾 博 抗 （ 上 海 ） 贸 易 有 限

公 司 ； SDS电 泳 缓 冲 液 （ 批 号 ： RS0025） 、 转 移 缓 冲 液 （ 批 号 ： RS0028） 、

SDS 变 性 电 泳 上 样 缓 冲 液 （ 批 号 ： RS0015） 和 TBST 洗 涤 缓 冲 液

（ 批 号 ： RS0017） 均 购 自 安 诺 伦 （ 北 京 ） 生 物 科 技 有 限 公 司 。

1.3 主要仪器 荧 光 成 像 仪 （ 美 国 LI-COR公 司 ， 型 号 ： Odyssey-

007） ； 脱 色 摇 床 （ 德 国 Uniwersal shaker 公 司 ， 型 号 ： TS-92） ； 低

温 高 速 离 心 机 （ 德 国 艾 本 德 公 司 ， 型 号 ： 5427R） ； 荧 光 显 微 镜

（ 德 国 徕 卡 公 司 ， 型 号 ： DM2500） ； 石 蜡 切 片 机 （ 德 国 徕 卡 公 司 ，

型 号 ： 2235） ； 脱 水 机 （ 武 汉 俊 杰 电 子 有 限 公 司 ， 型 号 ： JJ-12J） ；

荧 光 差 异 蛋 白 表 达 分 析 系 统 （ 美 国 通 用 电 气 公 司 ， 型 号 ：

Ettan DIGE） ； 生 物 分 析 仪 （ 美 国 安 捷 伦 科 技 有 限 公 司 ， 型 号 ：

2100） 。

1.4 药物 补 肾 活 血 汤 组 成 ： 熟 地 黄 15 g ， 杜 仲 10 g ， 独 活

10 g ， 枸 杞 子 10 g ， 补 骨 脂 15 g ， 没 药 10 g ， 菟 丝 子 10 g ， 当 归

10 g ， 酒 山 萸 肉 10 g ， 肉 苁 蓉 10.0 g ， 红 花 6 g 。 熟 地 黄 （ 湖 南 南 国

药 都 中 药 饮 片 有 限 公 司 ， 批 号 ： 240902） ； 杜 仲 （ 湖 南 聚 仁 中 药

饮 片 有 限 公 司 ， 批 号 ： 24092301） ； 独 活 （ 湖 南 华 夏 湘 众 医 药 有

限 公 司 ， 批 号 ： 241226） ； 枸 杞 子 （ 安 徽 民 顺 堂 中 药 科 技 有 限 公

司 ， 批 号 ： 240701） ； 补 骨 脂 （ 湖 南 南 国 药 都 中 药 饮 片 有 限 公

司 ， 批 号 ： 241150） ； 没 药 （ 湖 南 华 夏 湘 众 医 药 有 限 公 司 ， 批 号 ：

240821） ； 菟 丝 子 （ 湖 南 振 兴 药 业 有 限 公 司 ， 批 号 ： 24041202） ；

当 归 （ 湖 南 南 国 药 都 中 药 饮 片 有 限 公 司 ， 批 号 ： 2408021） ； 酒

山 萸 肉 （ 湖 南 南 国 药 都 中 药 饮 片 有 限 公 司 ， 批 号 ： 240302） ； 肉

苁 蓉 （ 湖 南 南 国 药 都 中 药 饮 片 有 限 公 司 ， 批 号 ： 240405） ； 红 花

（ 湖 南 南 国 药 都 中 药 饮 片 有 限 公 司 ， 批 号 ： 240402） 。 中 药 饮 片

经 湖 南 省 中 西 医 结 合 医 院 药 剂 科 胥 新 元 主 任 药 师 鉴 定 为 正

品 ， 符 合 2020 年 版 《 中 华 人 民 共 和 国 药 典 》 （ 一 部 ） 各 品 种 项 下

的 相 关 规 定 。 全 方 煎 煮 前 加 入 适 量 饮 用 水 浸 泡 30 min ， 再 武

火 、 文 火 各 煎 煮 20 min ， 滤 除 药 渣 ， 最 后 加 热 浓 缩 至 原 有 生 药

材 质 量 浓 度 为 1.04 g/mL ， 待 冷 却 后 储 存 于 4 益 的 冰 箱 。 抑 制

剂 为 NLRP3 通 路 抑 制 剂 MCC950（ CRID 钠 盐 ） 制 剂 （ 美 国

CSN pharm公 司 ， 批 号 ： CSN18163-009） 。

1.5 造模与分组 大 鼠 适 应 性 喂 养 7 d 后 ， 从 44 只 大 鼠 中 随

机 抽 取 12 只 大 鼠 设 为 空 白 对 照 组 ， 剩 下 32 只 为 手 术 造 模 组 。

[Keywords] intervertebral disc degeneration; Bushen Huoxia Decoction; macrophage; inflammation; NLRP3;

Caspase-1; IL-1茁; pyroptosis of cells; rat
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手 术 造 模 组 依 照 新 式 纤 维 环 穿 刺 方 法 对 大 鼠 尾 椎 Co4/5、 Co5/6、

Co6/7 椎 间 盘 建 立 IDD大 鼠 模 型 [16]。 造 模 1 周 后 ， 从 空 白 对 照 组 、

手 术 造 模 组 中 分 别 随 机 抽 取 2 只 大 鼠 处 死 ， 并 取 出 手 术 区 域

的 椎 间 盘 组 织 ， 快 速 脱 钙 后 进 行 石 蜡 包 埋 切 片 ， HE 染 色 后 在

光 镜 下 观 测 椎 间 盘 组 织 中 的 组 织 结 构 改 变 情 况 。 造 模 成 功 标

准 ： 显 微 镜 下 显 示 手 术 造 模 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 的 髓 核 萎 缩 ，

结 构 紊 乱 ， 细 胞 出 现 肿 胀 现 象 ， 髓 核 与 纤 维 环 之 间 的 界 限 变

得 模 糊 ， 部 分 纤 维 环 出 现 撕 裂 且 排 列 无 序 。 将 30 只 造 模 成 功

的 大 鼠 依 据 随 机 数 字 表 分 为 模 型 对 照 组 、 中 药 组 、 抑 制 剂

（ MCC950） 组 ， 每 组 10 只 。

1.6 药物干预 造 模 成 功 后 开 始 干 预 ， 根 据 人 与 不 同 种 实 验

动 物 间 用 药 量 换 算 公 式 [17]计 算 大 鼠 给 药 剂 量 。 空 白 对 照 组 和

模 型 对 照 组 予 生 理 盐 水 灌 胃 ， 10.00 mL/（ kg· d） ， 灌 胃 时 间 为

4 周 ； 中 药 组 大 鼠 予 补 肾 活 血 汤 生 药 溶 液 灌 胃 ， 10.44 g/（ kg· d） ，

灌 胃 时 间 为 4 周 。 MCC950 组 予 大 鼠 MCC950 制 剂 腹 腔 注 射 ，

10.00 mg/（ kg· d） ， 连 续 注 射 20 d 。

1.7 大鼠尾椎间盘组织取材 给 药 结 束 后 ， 对 全 部 大 鼠 使 用

过 量 吸 入 异 氟 烷 方 法 处 死 大 鼠 。 待 大 鼠 心 跳 停 止 后 ， 经 大 鼠

尾 部 后 入 路 切 开 组 织 ， 截 取 其 Co4-7椎 体 节 段 ， 剥 离 皮 肤 、 肌 肉

组 织 ， Co4/5 椎 体 节 段 浸 泡 在 多 聚 甲 醛 中 以 进 行 石 蜡 切 片 制 作

（ 厚 度 4~5 滋m） ， Co5/6 、 Co6/7 椎 体 节 段 放 置 于 -80 益 冰 箱 中 ，

用 于 电 镜 、 ELISA、 Western blotting 法 检 测 。

1.8 观察指标

1.8.1 大 鼠 尾 椎 椎 间 盘 组 织 病 理 形 态 苏 木 精 - 伊 红 染 色 法

（ hematoxylin and eosin staining ， HE） 染 色 观 察 椎 间 盘 的 组 织

形 态 并 进 行 组 织 学 分 级 评 分 。 将 固 定 好 的 椎 间 盘 标 本 使 用

10% EDTA 溶 液 脱 钙 6 周 ， 然 后 行 常 规 石 蜡 包 埋 和 切 片 ， 切 片

后 脱 蜡 至 水 化 。 脱 水 后 进 行 HE 染 色 。 将 切 片 浸 没 于 苏 木 精 染

色 液 染 核 。 冲 洗 后 将 切 片 浸 入 伊 红 染 色 液 中 1 min， 冲 洗 。 脱 水 、

透 明 、 封 片 。 显 微 镜 下 观 察 软 骨 组 织 病 理 变 化 并 拍 照 。 重 点 考

察 指 标 包 括 纤 维 环 的 完 整 性 和 髓 核 细 胞 的 状 况 并 进 行 组 织

学 分 级 评 分 。 该 评 分 级 别 共 三 级 ， 每 一 级 的 评 分 内 容 包 含 4 项 ：

纤 维 环 结 构 、 纤 维 环 与 髓 核 分 界 线 、 髓 核 中 的 基 质 及 髓 核 中

的 细 胞 ， 满 足 任 意 一 项 即 计 1 分 ； 最 低 0 分 ， 最 高 12 分 。

1.8.2 髓 核 细 胞 焦 亡 情 况 采 用 透 射 电 镜 （ transmission

electron microscope， TEM） 观 察 尾 椎 椎 间 盘 髓 核 细 胞 焦 亡 情 况 。

取 部 分 椎 间 盘 组 织 于 电 镜 固 定 液 中 固 定 4 h ， 梯 度 酒 精 、 100%

丙 酮 依 次 脱 水 ， 渗 透 、 包 埋 后 切 厚 约 70 nm 的 切 片 ， 用 醋 酸 双

氧 铀 - 柠 檬 酸 铅 染 液 进 行 铀 铅 双 染 ， 透 射 电 镜 观 察 髓 核 细 胞

超 微 结 构 改 变 。

1.8.3 椎 间 盘 组 织 中 TNF-琢 水 平 采 用 ELISA 检 测 大 鼠 尾 椎

椎 间 盘 组 织 中 TNF-琢水 平 。 取 出 放 置 于 -80 益保 存 的 椎 间 盘 组

织 样 本 。 按 照 蛋 白 提 取 步 骤 提 取 蛋 白 ， 测 定 蛋 白 浓 度 。 使 用

BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒 ， 确 保 上 样 量 的 一 致 性 。 在 96 孔 板 中 ， 分

别 加 入 标 准 品 和 待 测 样 本 ， 每 孔 100 滋L。 设 置 空 白 对 照 孔 和

标 准 品 孔 。 将 96 孔 板 置 于 37 益 温 箱 中 孵 育 2 h ， 使 抗 体 与 抗 原

充 分 结 合 。 用 洗 液 工 作 液 清 洗 96 孔 板 3 次 ， 300 滋L/次 ， 甩 干 。 向

每 孔 加 入 100 滋L 生 物 素 标 记 的 抗 TNF-琢 抗 体 工 作 液 ， 37 益 孵

育 1 h 。 用 洗 液 工 作 液 清 洗 96 孔 板 3 次 ， 300 滋L/次 ， 甩 干 。 向 每

孔 加 入 100 滋L HRP标 记 的 亲 和 素 工 作 液 ， 37 益孵 育 30 min 。 用

洗 液 工 作 液 清 洗 96 孔 板 3 次 ， 300 滋L/次 ， 甩 干 。 随 即 向 每 个 孔

中 加 入 100滋L的 TMB底 物 溶 液 ， 在 37益条 件 下 避 光 孵 育 15min。

向 每 孔 加 入 100 滋L终 止 液 ， 终 止 反 应 。 使 用 酶 标 仪 进 行 操 作 ，

在 450 nm波 长 下 ， 依 次 对 每 个 孔 的 光 密 度 （ OD值 ） 进 行 测 量 。

1.8.4 椎 间 盘 组 织 中 CD68、 CD197 、 NLRP3 、 Caspase-1 、 IL-1茁

阳 性 表 达 水 平 将 厚 度 为 4 滋m的 石 蜡 切 片 脱 蜡 水 化 ， 3%H2O2

封 闭 10 min ， 消 除 内 源 性 过 氧 化 物 酶 ， 微 波 抗 原 修 复 后 ， 10%

BSA 封 闭 30 min ， 加 入 CD68、 CD197 、 NLRP3 、 Caspase-1 、 IL-1茁

一 抗 （ 稀 释 比 例 1颐100） ， 在 4 益 环 境 下 孵 育 24 h 后 加 入 HRP 标

记 的 二 抗 （ 1颐400） ， 37 益 孵 育 60 min 。 然 后 DBA 显 色 。 光 学 显 微

镜 下 观 察 。 使 用 Image-Pro Plus 6.0 软 件 计 算 CD68 、 CD197 、

NLRP3 、 Caspase-1、 IL-1茁 的 累 计 光 密 度 （ Integral optical den原

sity ， IOD） 值 进 行 半 定 量 分 析 。

1.8.5 椎 间 盘 中 组 织 中 NLRP3 、 Caspase-1、 IL-1茁 蛋 白 相 对 表

达 量 采 用 Western blotting 法 检 测 椎 间 盘 组 织 NLRP3 、

Caspase-1 、 IL-1茁蛋 白 相 对 表 达 量 。 取 适 量 椎 间 盘 组 织 于 冰 上

裂 解 30 min ， 于 4 益 条 件 下 离 心 （ 14 000 r/min， 离 心 半 径 10 cm）

10 min ， 收 集 上 清 液 ， BCA 法 蛋 白 定 量 ； 取 适 量 蛋 白 样 品 进 行

电 泳 分 离 ， 5% 浓 缩 胶 60 V， 10% 分 离 胶 90 V； 电 流 300 mA 湿 转

1.5 h， 5%脱 脂 牛 奶 封 闭 1 h， 加 入 NLRP3、 Caspase-1、 IL-1茁一 抗

（ 稀 释 比 例 为 1颐1 000） ， 4 益 孵 育 24 h ， 然 后 TBST 漂 洗 3 次 ， 二 抗

（ 稀 释 比 例 为 1颐5 000） 室 温 下 孵 育 1 h ， 添 加 ECL 发 光 液 暗 室 曝

片 。 最 后 用 ImageJ v1.8.0 软 件 分 析 各 条 带 灰 度 值 ， 统 计 目 的 蛋

白 灰 度 值 与 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 （ glyceraldehyde -3 -

phosphate dehydrogenase， GAPDH） 灰 度 值 的 比 值 。

1.9 统计学方法 采 用 SPSS 29.0 统 计 软 件 进 行 数 据 分 析 。

计 量 资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 。 计 量 资 料 符 合 正 态 分

布 且 方 差 齐 ， 则 使 用 单 因 素 方 差 分 析 进 行 多 组 比 较 ， 两 两 比

较 采 用 LSD法 ； 若 不 符 合 正 态 性 分 布 或 方 差 不 齐 ， 采 用 Kruskal-

Wallis H 检 验 。 P<0.05为 差 异 有 统 计 学 意 义 。 使 用 Slide -Viewer 、

K-Viewer以 及 GraphPad Prism 10.3.0 软 件 绘 图 。

2 结 果

2.1 各组大鼠椎间盘组织病理形态比较 空 白 对 照 组 大 鼠

的 椎 间 盘 冠 状 纵 切 面 上 骨 组 织 、 纤 维 环 组 织 和 髓 核 组 织 结

构 清 晰 ， 纤 维 环 组 织 呈 环 状 排 列 ， 纤 维 排 列 规 则 ， 纤 维 环 与 髓

核 界 限 清 晰 ； 髓 核 细 胞 数 量 丰 富 ， 呈 圆 形 或 卵 圆 形 ； 核 质 分

明 ， 分 布 均 匀 。 模 型 对 照 组 大 鼠 椎 间 盘 退 变 加 剧 ， 表 现 为 椎 间

盘 纵 切 面 未 见 明 显 髓 核 结 构 ， 仅 见 骨 组 织 和 纤 维 环 组 织 ； 纤

维 环 明 显 增 厚 ， 存 在 扭 曲 、 分 裂 、 断 裂 现 象 ， 细 胞 数 量 增 多 ， 分

布 不 均 匀 ， 基 质 着 色 不 均 。 中 药 组 和 MCC950 组 大 鼠 椎 间 盘 组

织 形 态 结 构 完 好 ， 椎 间 盘 退 变 情 况 改 善 ， 总 体 表 现 为 纤 维 环

趋 于 完 整 、 排 列 有 序 ， 髓 核 细 胞 数 量 增 加 且 形 态 恢 复 正 常 。 （ 见

图 1）

模 型 对 照 组 大 鼠 组 织 学 分 级 评 分 高 于 空 白 对 照 组 （ <

0.01） ； 中 药 组 、 MCC950 组 大 鼠 组 织 学 分 级 评 分 均 低 于 模 型 对

照 组 （ <0.01） ； MCC950 组 大 鼠 组 织 学 分 级 评 分 低 于 中 药 组

（ <0.01） 。 （ 见 表 1）
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空 白 对 照 组 模 型 对 照 组

伊100伊20 伊20 伊100

伊100伊20 伊20 伊100

中 药 组 MCC950 组

图 1 各组大鼠椎间盘组织病理形态变化情况 （HE染色）

表 1 各组大鼠椎间盘组织学分级评分比较 （x依s，分）

组 别 n 给 药 剂 量 组 织 学 分 级 评 分

空 白 对 照 组 10 10.00 mL/（ kg· d） 5.03依0.16

模 型 对 照 组 10 10.00 mL/（ kg· d） 11.08依0.22a

中 药 组 10 10.44 g/（ kg· d） 7.53依0.43b

MCC950 组 10 10.00 mg/（ kg· d） 6.68依0.30bc

371.322

0.000

注：与空白对照组比较，a <0.01；与模型对照组比较，b <

0.01；与中药组比较，c <0.01。

2.2 各组大鼠髓核细胞超微结构及焦亡小体数量比较 透 射

电 镜 下 ， 空 白 对 照 组 大 鼠 髓 核 细 胞 形 态 正 常 ， 细 胞 膜 完 整 ， 未

见 明 显 脱 落 颗 粒 及 焦 亡 小 体 ， 胶 原 纤 维 层 整 齐 致 密 ； 模 型 对

照 组 大 鼠 髓 核 细 胞 溶 胀 、 质 膜 破 裂 ， 内 囊 颗 粒 脱 出 ， 细 胞 内 线

粒 体 、 内 质 网 严 重 肿 胀 ， 细 胞 上 形 成 气 泡 状 突 出 物 （ 焦 亡 小

体 ） ； 中 药 组 和 MCC950 组 大 鼠 髓 核 细 胞 结 构 改 善 ， 脱 落 颗 粒

减 少 ， 焦 亡 小 体 及 空 泡 结 构 减 少 ， 胶 原 纤 维 排 列 尚 紧 密 。 （ 见

图 2）

模 型 对 照 组 大 鼠 髓 核 细 胞 焦 亡 小 体 数 量 高 于 空 白 对 照

组 （ <0.01） ； 中 药 组 和 MCC950 组 大 鼠 髓 核 细 胞 焦 亡 小 体 数 量

均 低 于 模 型 对 照 组 （ <0.01） ； MCC950 组 大 鼠 髓 核 细 胞 焦 亡 小

体 数 量 低 于 中 药 组 （ <0.01） 。 （ 见 表 2）

空 白 对 照 组 模 型 对 照 组 中 药 组 M C C 9 5 0 组

图 2 各组大鼠髓核细胞超微结构 （伊10 000）

表 2 各组大鼠髓核细胞焦亡小体数量比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 焦 亡 小 体 数 量 /个

空 白 对 照 组 10 10.00 mL/（ kg· d） 2.20依0.92

模 型 对 照 组 10 10.00 mL/（ kg· d） 21.60依2.27a

中 药 组 10 10.44 g/（ kg· d） 12.90依1.79b

MCC950 组 10 10.00 mg/（ kg· d） 12.50依1.84bc

199.894

0.000

注：与空白对照组比较，a <0.01；与模型对照组比较，b <

0.01；与中药组比较，c <0.01。

2.3 各组大鼠椎间盘中TNF-琢水平比较 模 型 对 照 组 大 鼠

椎 间 盘 中 TNF-琢 水 平 高 于 空 白 对 照 组 （ <0.01） ； 中 药 组 和

MCC950 组 大 鼠 椎 间 盘 中 TNF-琢 水 平 低 于 模 型 对 照 组 （ <

0.01） ； MCC950 组 大 鼠 椎 间 盘 中 TNF-琢 水 平 低 于 中 药 组 （ <

0.01） 。 （ 见 表 3）

表 3 各组大鼠椎间盘组织 TNF-琢水平比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 TNF-琢/（ pg/mL）

空 白 对 照 组 10 10.00 mL/（ kg· d） 158.96依23.21

模 型 对 照 组 10 10.00 mL/（ kg· d） 449.27依35.94a

中 药 组 10 10.44 g/（ kg· d） 297.05依12.75b

MCC950 组 10 10.00 mg/（ kg· d） 276.83依19.04bc

241.401

0.000

注：与空白对照组比较，a <0.01；与模型对照组比较，b <

0.01；与中药组比较，c <0.01。

2.4 各组大鼠椎间盘中CD68、CD197、NLRP3、Caspase-1、IL-1茁

阳性表达水平比较 空 白 对 照 组 大 鼠 椎 间 盘 髓 核 细 胞 胞 浆

内 仅 含 有 极 少 量 黄 色 或 棕 黄 色 颗 粒 ， 表 明 CD68、 CD197、 NLRP3 、

Caspase-1 、 IL-1茁 的 表 达 为 弱 阳 性 。 模 型 对 照 组 大 鼠 髓 核 细

胞 中 上 述 5 种 蛋 白 的 表 达 均 为 强 阳 性 。 中 药 组 和 MCC950 组 大

鼠 髓 核 细 胞 胞 浆 内 则 观 察 到 较 少 的 黄 色 颗 粒 ， 且 阳 性 表 达 的

强 度 明 显 低 于 模 型 对 照 组 。 （ 见 图 3）

模 型 对 照 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 CD68 、 CD197 、 NLRP3 、

Caspase-1、 IL-1茁阳 性 表 达 水 平 高 于 空 白 对 照 组 （ <0.01） ； 中 药

组 和 MCC950大 鼠 椎 间 盘 组 织 CD68、 CD197、 NLRP3、 Caspase-1、

IL-1茁 阳 性 表 达 水 平 均 低 于 模 型 对 照 组 （ <0.01） ； MCC950 大

鼠 椎 间 盘 组 织 CD197 、 NLRP3 阳 性 表 达 水 平 低 于 中 药 组 （ <

0.05 或 <0.01） 。 （ 见 表 4）

空 白 对 照 组 模 型 对 照 组 中 药 组 MCC950组

图 3 各组大鼠椎间盘中 CD68、CD197、NLRP3、Caspase-1、

IL-1茁阳性表达情况 （免疫组化，伊400）
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2.5 各组大鼠椎间盘中NLRP3、Caspase-1、IL-1茁蛋白相对

表达量比较 模 型 对 照 组 大 鼠 椎 间 盘 中 NLRP3 、 Caspase-1 、

IL-1茁 蛋 白 相 对 表 达 量 高 于 空 白 对 照 组 （ <0.01） ； 中 药 组 和

MCC950 组 大 鼠 椎 间 盘 中 NLRP3 、 Caspase-1 、 IL-1茁 蛋 白 相 对

表 达 量 均 低 于 模 型 对 照 组 （ <0.01） ； MCC950 组 大 鼠 椎 间 盘 中

NLRP3、 Caspase-1、 IL-1茁蛋 白 相 对 表 达 量 低 于 中 药 组 （ <0.01） 。

（ 见 图 4 、 表 5）

空 白 对 照 组 模 型 对 照 组 中 药 组 MCC950 组

图 4 各组大鼠椎间盘组织 NLRP3、Caspase-1、IL-1茁

蛋白表达Western blotting图

表 5 各组大鼠椎间盘组织 NLRP3、Caspase-1、IL-1茁

蛋白相对表达量比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 N L R P 3 / G A P D H C a s p a s e - 1 / G A P D H I L - 1 β / G A P D H

空 白 对 照 组 1 0 1 0 . 0 0 m L /（ k g · d ） 0 . 0 5 3 ± 0 . 0 0 2 0 . 0 9 1 ± 0 . 0 0 4 0 . 0 6 2 ± 0 . 0 1 0

模 型 对 照 组 1 0 1 0 . 0 0 m L /（ k g · d ） 1 . 0 3 8 ± 0 . 0 6 7 a 1 . 0 2 3 ± 0 . 0 2 7 a 0 . 8 1 9 ± 0 . 0 2 5 a

中 药 组 1 0 1 0 . 4 4 g /（ k g · d ） 0 . 5 7 7 ± 0 . 0 3 2 b 0 . 6 3 1 ± 0 . 0 1 5 b 0 . 5 7 3 ± 0 . 0 1 3 b

M C C 9 5 0 组 1 0 1 0 . 0 0 m g /（ k g · d ） 0 . 2 6 3 ± 0 . 0 3 5 b c 0 . 3 6 2 ± 0 . 0 2 1 b c 0 . 3 5 4 ± 0 . 0 2 1 b c

1 0 6 6 . 3 8 5 1 7 6 4 . 3 9 8 1 2 3 2 . 0 5 1

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与空白对照组比较，a <0.01；与模型对照组比较，a <

0.01；与中药组比较，c <0.01。

3 讨 论

中 医 理 论 将 椎 间 盘 退 变 归 为 “ 痹 证 ” “ 腰 痛 ” 等 范 畴 。 痹 证

多 因 风 、 寒 、 湿 等 邪 气 外 侵 ， 或 气 血 不 足 而 导 致 经 络 阻 塞 和 气

血 流 动 不 顺 畅 而 引 发 。 腰 痛 则 多 与 肾 虚 、 肝 郁 、 血 瘀 等 因 素 相

关 。 这 些 因 素 会 导 致 腰 部 经 脉 气 血 失 和 ， 引 发 疼 痛 。 久 病 及

肾 ， 肾 虚 血 瘀 是 IDD的 病 理 基 础 ， 故 补 肾 活 血 法 常 用 于 治 疗 中

后 期 IDD。 IDD病 机 复 杂 ， 涉 及 虚 与 瘀 两 大 核 心 病 理 因 素 。 吴 官

保 教 授 认 为 ， IDD 早 期 以 瘀 为 主 ， 晚 期 以 虚 为 主 ， 中 期 则 需 辨

证 论 治 ， 兼 顾 虚 与 瘀 的 轻 重 。 吴 官 保 教 授 根 据 “ 补 中 有 活 、 活

中 有 补 ” 理 论 ， 在 中 医 骨 科 的 临 床 应 用 中 广 泛 使 用 补 肾 活 血 汤

且 效 果 显 著 。 方 中 熟 地 黄 、 杜 仲 为 君 药 ， 具 有 补 肾 填 精 、 强 筋 健

骨 之 功 。 熟 地 黄 、 杜 仲 相 须 为 用 ， 互 增 疗 效 ， 加 强 补 肾 壮 腰 、 活

血 通 络 之 力 。 枸 杞 子 、 补 骨 脂 共 为 臣 药 ， 滋 补 肝 肾 ， 温 补 肾 阳 。

二 者 配 伍 相 须 为 用 ， 在 辅 助 君 药 补 肾 的 基 础 上 ， 可 改 善 腰 椎

间 盘 退 变 引 起 的 气 血 不 足 症 状 。 菟 丝 子 补 肝 肾 ， 强 筋 骨 ； 当 归

尾 活 血 化 瘀 ， 通 络 止 痛 ； 没 药 活 血 止 痛 ， 消 肿 散 结 ； 山 萸 肉 补

益 肝 肾 ， 收 敛 固 涩 ； 肉 苁 蓉 补 肾 助 阳 ， 润 肠 通 便 。 五 者 共 为 佐

助 药 ， 具 有 补 肾 壮 腰 、 活 血 化 瘀 、 通 络 止 痛 的 作 用 ， 可 协 助 君

药 、 臣 药 加 强 补 肾 益 精 、 活 血 化 瘀 之 力 。 独 活 、 红 花 为 使 药 ， 其

中 独 活 祛 风 胜 湿 ， 通 络 止 痛 ； 红 花 活 血 化 瘀 ， 通 络 止 痛 。 独 活

的 应 用 具 有 双 重 功 效 ： 首 先 ， 它 作 为 引 经 药 ， 可 以 引 导 全 身 的

气 血 汇 聚 于 腰 部 ， 从 而 实 现 对 病 灶 的 靶 向 治 疗 ； 其 次 ， 独 活 具

有 祛 风 除 湿 的 作 用 ， 能 够 有 效 疏 通 邪 气 的 排 出 通 道 ， 促 进 湿

邪 排 出 ， 从 而 达 到 引 导 湿 邪 外 排 的 效 果 。 红 花 性 温 ， 能 活 血 化

瘀 。 在 整 体 治 疗 方 案 中 ， 吴 官 保 教 授 提 出 以 “ 补 、 活 、 通 、 扶 、

引 、 散 、 顾 ” 七 字 诀 为 核 心 ， 旨 在 实 现 补 肾 壮 腰 、 活 血 化 瘀 、 通

络 止 痛 及 维 护 正 气 的 综 合 效 应 。 这 一 方 法 不 仅 体 现 了 “ 补 中

有 活 、 活 中 有 补 ” 的 原 则 ， 也 有 效 达 成 了 “ 扶 正 不 留 邪 ， 祛 邪 不

伤 正 ” 的 治 疗 目 标 。

IDD 作 为 一 种 退 行 性 疾 病 ， 与 椎 间 盘 炎 症 反 应 及 髓 核 细

胞 焦 亡 有 关 。 巨 噬 细 胞 炎 症 浸 润 及 髓 核 细 胞 的 过 度 焦 亡 被 认

为 是 IDD早 期 发 展 的 关 键 因 素 [18-19]。 当 髓 核 细 胞 受 到 诸 如 机 械

损 伤 或 炎 症 等 外 部 刺 激 时 ， 其 内 部 微 环 境 稳 态 失 衡 ， 自 我 修

复 能 力 下 降 ， 最 终 触 发 细 胞 焦 亡 程 序 [20]。 细 胞 焦 亡 是 一 种 炎 症

程 序 性 死 亡 方 式 ， 与 椎 间 盘 内 持 续 的 炎 症 状 态 密 切 相 关 [21]。 在

退 变 的 椎 间 盘 中 ， 巨 噬 细 胞 浸 润 以 及 白 细 胞 介 素 （ IL-1茁、 IL-6）

和 TNF-琢等 促 炎 因 子 的 高 表 达 进 一 步 加 剧 了 这 一 恶 性 循 环 [22-23]。

巨 噬 细 胞 功 能 的 异 常 会 导 致 椎 间 盘 微 环 境 稳 态 的 破 坏 ， 进 而

促 使 炎 症 因 子 的 聚 集 、 趋 化 及 扩 散 ， 最 终 加 速 细 胞 外 基 质 的

降 解 与 椎 间 盘 的 退 变 [24]。 因 此 ， 在 椎 间 盘 退 变 的 机 制 中 ， 巨 噬

细 胞 被 视 为 “ 核 心 效 应 细 胞 ” [25]。 巨 噬 细 胞 发 生 M1 型 极 化 时 ，

短 时 间 内 会 释 放 促 炎 因 子 如 IL-1茁和 TNF-琢。 这 种 促 炎 因 子 会

激 活 多 条 炎 症 信 号 通 路 如 Toll 样 受 体 4（ toll-like receptor 4，

TLR4） / 核 因 子 资B（ nuclear factor kappa-light-chain-enhancer

of activated B cells， NF-资B） 、 Janus 激 酶 （ janus kinase， JAK） /

信 号 转 导 与 转 录 激 活 子 （ signal transducer and activator of tran-

ions， STAT） 信 号 通 路 、 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 （ MAPK） /c-Jun 氨

基 末 端 激 酶 （ c-Jun N-terminal kinase ， JNK） /p38MAPK， 进 而

释 放 大 量 促 炎 因 子 ， 导 致 椎 间 盘 退 变 加 重 [26]。 在 椎 间 盘 炎 症 环

境 中 ， 促 炎 型 巨 噬 细 胞 M1 分 泌 的 NLRP3 炎 症 小 体 的 激 活 与 椎

间 盘 的 炎 症 、 细 胞 焦 亡 密 切 相 关 [27]。 NLRP3/Caspase-1/IL-1茁

的 激 活 过 程 可 分 为 启 动 和 激 活 两 个 阶 段 。 在 启 动 阶 段 ， TLR4/

表 4 各组大鼠椎间盘组织 CD68、CD197、NLRP3、Caspase-1、IL-1茁免疫组化半定量比较 （x依s）

组 别 n 给 药 剂 量 C D 6 8 C D 1 9 7 N L R P 3 C a s p a s e - 1 I L - 1 β

空 白 对 照 组 1 0 1 0 . 0 0 m L /（ k g · d ） 4 5 4 . 0 0 ± 5 0 . 8 7 3 8 . 0 0 ± 2 . 7 4 5 7 7 8 . 2 0 ± 6 5 1 . 6 1 2 9 8 4 . 4 0 ± 3 2 5 . 1 6 9 8 2 2 . 0 0 ± 4 7 8 7 . 7 4

模 型 对 照 组 1 0 1 0 . 0 0 m L /（ k g · d ） 2 2 3 5 3 . 2 0 ± 2 8 8 0 . 1 4 a 8 9 1 . 0 0 ± 9 5 . 7 9 a 4 6 2 0 8 2 . 2 0 ± 4 8 6 1 2 . 2 1 a 6 4 0 3 7 . 6 0 ± 2 9 0 8 . 9 1 a 7 5 1 0 6 . 8 0 ± 2 1 7 0 . 4 7 a

中 药 组 1 0 1 0 . 4 4 g /（ k g · d ） 7 9 0 0 . 2 0 ± 2 0 0 . 8 1 b 2 6 8 . 4 0 ± 8 1 . 7 2 b 1 8 1 8 0 . 2 0 ± 1 9 3 7 . 0 0 b 3 6 0 5 7 . 8 0 ± 2 4 1 . 1 7 b 1 6 3 7 9 . 0 0 ± 1 4 3 4 . 7 4 b

M C C 9 5 0 组 1 0 1 0 . 0 0 m g /（ k g · d ） 5 9 9 1 . 4 0 ± 1 3 3 8 . 3 4 b e 5 2 . 2 0 ± 1 9 . 6 1 b c 6 3 1 6 . 2 0 ± 8 4 6 . 0 0 b d 3 3 0 0 7 . 8 0 ± 1 2 3 0 . 0 1 b e 1 7 5 4 2 . 8 0 ± 2 9 4 7 . 7 4 b e

1 7 2 . 0 9 6 1 9 6 . 8 5 4 4 1 3 . 6 3 7 1 2 2 . 9 3 0 3 7 8 . 0 7 2

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与空白对照组比较，a <0.01；与模型对照组比较，b <0.01；与中药组比较，c <0.05，d <0.01，e >0.05。
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NF-资B 信 号 通 路 参 与 NLRP3 炎 症 小 体 相 关 蛋 白 及 IL-1茁 前 体

的 转 录 表 达 [28]。 在 此 阶 段 ， 脂 多 糖 （ lipopolysaccharide ， LPS） 、

肿 瘤 坏 死 因 子 （ TNF） 及 细 菌 细 胞 壁 肽 聚 糖 的 降 解 产 物 （ N-

acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamine ， MDP） 等 物 质 与 细 胞

膜 上 的 白 细 胞 介 素 -1受 体 （ interleukin-1 receptor， IL-1R） 、 Toll

样 受 体 （ TLR） 、 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体 （ tumor necrosis factor receptor ，

TNFR） 及 细 胞 内 部 的 NOD 样 受 体 （ NLR） 进 行 相 互 作 用 ， 这 一

过 程 激 活 了 NF-资B 信 号 通 路 。 此 信 号 通 路 的 激 活 促 进 了

NLRP3 mRNA、 前 体 （ pro） -IL-1茁 mRNA 和 pro-IL-18 mRNA

转 录 ， 为 后 续 NLRP3炎 症 小 体 的 组 装 提 供 了 必 需 的 结 构 成 分 ，

如 NLRP3结 构 蛋 白 、 含 CARD的 凋 亡 相 关 斑 点 样 蛋 白 （ apoptosis-

associated speck -like protein containinga CARD ， ASC） 及

Caspase-1。 在 接 收 到 启 动 信 号 后 ， NLRP3/Caspase-1/IL-1茁 信

号 复 合 物 组 装 程 序 进 入 激 活 阶 段 。 NLRP3 炎 症 小 体 受 到 多 种

因 素 如 病 原 相 关 分 子 模 式 （ pathogen -associated molecular

pattern， PAMP） 、 损 伤 相 关 分 子 模 式 （ damage-associated molecular

pattern ， DAMP） 、 病 原 微 生 物 或 K+的 刺 激 ， 导 致 NLRP3 结 构 蛋

白 发 生 寡 聚 化 ， 并 与 含 热 结 构 域 的 连 接 蛋 白 ASC 结 合 。 随 后 ，

ASC 招 募 pro-Caspase-1 ， 最 终 形 成 完 整 的 NLRP3/Caspase-1/

IL-1茁 信 号 复 合 物 [29]。 该 复 合 物 诱 导 细 胞 进 入 焦 亡 程 序 。 综 合

相 关 研 究 成 果 ， 本 研 究 推 测 巨 噬 细 胞 的 极 化 和 其 介 导 下 游 通

路 NLRP3/Caspase-1/IL-1茁 的 激 活 可 以 诱 导 IDD 或 加 速 其

进 展 。

本 研 究 发 现 ， 组 织 形 态 结 构 混 乱 、 丢 失 是 IDD 的 主 要 病 理

表 现 。 模 型 对 照 组 大 鼠 的 椎 间 盘 纵 切 面 未 见 明 显 髓 核 结 构 ，

仅 见 骨 组 织 和 纤 维 环 组 织 ； 纤 维 环 明 显 增 厚 ， 存 在 扭 曲 、 分

裂 、 断 裂 现 象 ， 细 胞 数 量 增 多 ， 分 布 不 均 匀 ， 基 质 着 色 不 均 。 模

型 对 照 组 大 鼠 组 织 学 分 级 评 分 高 于 空 白 对 照 组 （ <0.01） 。

中 药 组 、 MCC950 组 大 鼠 椎 间 盘 退 变 情 况 改 善 ， 总 体 表 现 为 纤

维 环 趋 于 完 整 、 排 列 有 序 ， 髓 核 细 胞 数 量 增 加 且 形 态 恢 复 正

常 。 中 药 组 及 MCC950 组 大 鼠 组 织 学 分 级 评 分 低 于 模 型 对 照

组 （ <0.01） 。 本 研 究 结 果 表 明 ， 补 肾 活 血 汤 能 改 善 大 鼠 椎 间 盘

退 变 情 况 。 模 型 对 照 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 中 CD68 、 CD197 、 NL原

RP3 、 Caspase-1 、 IL-1茁 阳 性 表 达 水 平 高 于 空 白 对 照 组 。 模 型

对 照 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 中 焦 亡 诱 导 因 子 CD68、 CD197、 NL原

RP3、 Caspase-1、 IL-1茁活 性 增 强 ， 进 而 诱 导 髓 核 细 胞 明 显 变 形 。

表 明 在 IDD发 生 发 展 过 程 中 NLRP3/Caspase-1/IL-1茁复 合 物 已

被 激 活 ， 且 诱 导 了 髓 核 细 胞 焦 亡 。 中 药 组 大 鼠 髓 核 细 胞 形 态

较 模 型 对 照 组 完 整 ， 焦 亡 小 体 数 量 减 少 。 本 研 究 结 果 发 现 补

肾 活 血 汤 能 减 轻 IDD 中 髓 核 细 胞 焦 亡 情 况 。 TNF-琢 作 为 组 织

炎 症 反 应 中 诱 导 巨 噬 细 胞 极 化 和 NLRP3/Caspase-1/IL-1茁 通

路 活 化 的 关 键 启 动 因 子 ， 可 以 诱 导 原 型 巨 噬 细 胞 向 促 炎 型 巨

噬 细 胞 转 变 从 而 引 发 炎 症 级 联 反 应 ， 激 活 多 条 炎 症 通 路 ， 加

速 椎 间 盘 退 变 [30]。 本 研 究 结 果 表 明 ， 模 型 对 照 组 大 鼠 椎 间 盘 组

织 中 TNF-琢水 平 高 于 空 白 对 照 组 ， 同 时 MCC950组 大 鼠 椎 间 盘

组 织 中 TNF-琢 水 平 低 于 模 型 对 照 组 。 TNF-琢 参 与 了 IDD 发 生

发 展 的 过 程 ， 其 作 用 途 径 可 能 是 诱 导 巨 噬 细 胞 迁 移 浸 润 、 炎

症 级 联 反 应 、 髓 核 细 胞 焦 亡 等 反 应 。 中 药 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织

中 TNF-琢 水 平 低 于 模 型 对 照 组 。 补 肾 活 血 汤 能 降 低 IDD 大 鼠

椎 间 盘 组 织 中 TNF-琢 含 量 ， 从 而 阻 断 其 诱 发 后 续 炎 症 反 应 。

IDD的 发 生 发 展 过 程 首 先 表 现 为 巨 噬 细 胞 转 移 到 椎 间 盘 进 行

浸 润 和 极 化 促 炎 反 应 [31]。 模 型 对 照 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 中 CD68

的 IOD 值 高 于 空 白 对 照 组 。 巨 噬 细 胞 CD68 可 能 参 与 了 IDD 发

生 发 展 过 程 ， 其 表 现 形 式 为 浸 润 。 免 疫 组 化 染 色 显 示 ， 椎 间 盘

中 有 大 量 的 CD68 巨 噬 细 胞 分 布 。 中 药 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 中

CD68 的 IOD 值 低 于 模 型 对 照 组 ， 表 明 补 肾 活 血 汤 可 以 减 轻

IDD 椎 间 盘 中 CD68 巨 噬 细 胞 的 浸 润 情 况 。 促 炎 性 巨 噬 细 胞 是

原 位 巨 噬 细 胞 接 受 促 炎 因 子 刺 激 后 极 化 而 成 的 [5]， 它 可 以 联

合 IL-1茁 诱 导 下 游 焦 亡 通 路 NLRP3/Caspase-1/IL-1茁 活 化 。 本

研 究 结 果 显 示 ， 模 型 对 照 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 中 CD197 的 IOD

值 高 于 空 白 对 照 组 ， MCC950 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 中 CD197 的

IOD 值 低 于 模 型 对 照 组 。 CD68 在 炎 症 因 子 干 预 下 增 殖 浸 润 后

极 化 为 促 炎 型 CD197 ， 进 而 参 与 IDD 炎 症 反 应 并 诱 导 NLRP3/

Caspase-1/IL-1茁 的 活 化 。 中 药 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 中 CD197 的

IOD 值 低 于 模 型 对 照 组 ， 表 明 补 肾 活 血 汤 能 减 少 椎 间 盘 中

CD197 巨 噬 细 胞 的 含 量 。 本 研 究 结 果 表 明 ， 补 肾 活 血 汤 能 够 减

轻 M0 巨 噬 细 胞 和 M1巨 噬 细 胞 浸 润 情 况 。 模 型 对 照 组 大 鼠 椎 间

盘 组 织 中 NLRP3 、 Caspase-1、 IL-1茁 蛋 白 相 对 表 达 量 高 于 空 白

对 照 组 ， MCC950组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 中 NLRP3、 Caspase-1、 IL-1茁

蛋 白 相 对 表 达 量 低 于 模 型 对 照 组 。 造 模 后 NLRP3/Caspase-1/

IL-1茁 信 号 轴 发 生 了 活 化 ， 可 能 诱 导 髓 核 细 胞 进 入 焦 亡 状 态 。

NLRP3 抑 制 剂 MCC950 可 以 抑 制 NLRP3/Caspase-1/IL-1茁 信 号

轴 的 活 性 。 中 药 组 大 鼠 椎 间 盘 组 织 中 NLRP3、 Caspase-1、 IL-1茁

蛋 白 相 对 表 达 量 低 于 模 型 对 照 组 ， 表 明 补 肾 活 血 汤 可 抑 制

NLRP3/Caspase-1/IL-1茁 信 号 轴 活 性 ， 从 而 改 善 髓 核 细 胞 焦 亡

情 况 。

综 上 所 述 ， 补 肾 活 血 汤 可 抑 制 IDD 大 鼠 椎 间 盘 的 炎 症 反

应 及 髓 核 细 胞 焦 亡 状 态 ， 其 机 制 可 能 与 减 少 巨 噬 细 胞 浸 润 、

抑 制 M0 巨 噬 细 胞 向 M1 巨 噬 细 胞 极 化 、 抑 制 NLRP3/Caspase-1/

IL-1茁 信 号 轴 活 化 有 关 。 然 而 本 研 究 仅 针 对 巨 噬 细 胞 分 布 、 单

一 焦 亡 信 号 通 路 进 行 了 检 测 分 析 ， 并 未 深 入 研 究 补 肾 活 血 汤

对 M0 巨 噬 细 胞 向 M1 巨 噬 细 胞 极 化 的 影 响 ， 巨 噬 细 胞 极 化 后

补 肾 活 血 汤 催 化 焦 亡 通 路 的 形 式 ， 以 及 补 肾 活 血 汤 在 其 中 的

干 预 作 用 ， 后 期 将 进 一 步 深 入 研 究 。
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