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摘要： 目的　 探讨芍药苷对髓核细胞增殖的影响。 方法 　 分离培养 ７ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠髓核细胞加入不同浓度 （０、
０􀆰 ５、 １、 ２、 ５、 ８、 １０、 １５、 ２０、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 芍药苷后， ＭＴＴ、 ＢｒｄＵ 法检测细胞活力和增殖， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｃ⁃ｆｏｓ、
ｐ２７ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃ⁃ｆｏｓ、 ｐ２７ 蛋白表达。 结果　 终浓度 ８～２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的芍药苷显著上调细胞活力和增

殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 呈剂量依赖性。 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷显著抑制 ｃ⁃ｆｏｓ、 ｐ２７ ｍＲＮＡ 和蛋白表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 ｃ⁃ｆｏｓ 过表达显著阻止芍药苷对 ｐ２７ 的抑制作用和对细胞增殖的促进作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷处理

２４ ｈ后， ｃ⁃ｆｏｓ 过表达和 ｐ２７ 敲低显著促进细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷可通过抑制 ｃ⁃ｆｏｓ、 ｐ２７ 的表达

来促进髓核细胞增殖。
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　 　 椎间盘突出以颈肩腰腿痛为主要临床症状， 其

重要原因是椎间盘的退行性变化［１］， 最关键的变

化是髓核细胞减少， 从而髓核基质中主要成分含有

量降低［２］。 因此， 促进髓核细胞生长活力和增殖

能力对防治椎间盘退变具有重要意义。
芍药苷是芍药主要有效成分， 具有抗炎、 调节

免疫、 影响细胞增殖的作用［３⁃４］， 可调节多种细胞

增殖， 并能抑制髓核细胞凋亡［５］， 但对其增殖作

用尚不明确。 文献 ［６⁃７］ 报道， 芍药苷可抑制大

脑中 ｃ⁃ｆｏｓ 表达， 并且后者具有调节成骨细胞 ｐ２７
表达的作用， ｐ２７ （ｐ２７ｋｉｐ１） 是细胞周期素依赖性

激酶抑制因子 （ＣＤＫＩ） 家族成员之一， 可调控细

胞周期、 凋亡、 增殖［８］。 因此， 本实验探讨芍药

苷对髓核细胞增殖的影响及相关作用机制。
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１　 材料

胎牛血清和 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公

司； 反转录试剂盒、 ＸｈｏＩ、 ＥｃｏＲＩ、 Ｔｕｒｂｏｆｅｃｔ 购自

美国赛默飞世尔科技公司； ＢＣＡ 试剂盒购自美国

Ｐｉｅｒｃｅ 公司； ｐｃＤＮＡ３􀆰 １、 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ Ｐｒｍｉｘ 购自

大连宝生物工程有限公司； ＢｒｄＵ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购

自上海麦约尔公司； ｃ⁃ｆｏｓ、 ｐ２７、 Ⅱ型胶原、 Ａｇ⁃
ｇｒｅｃａｎ、 ＧＡＰＤＨ 兔抗购自美国 ＣＳＴ 公司； 山羊抗

兔二抗购自北京博奥森生物技术有限公司； ＭＴＴ
购自生工生物工程 （上海） 股份有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞分离培养　 １％ 戊巴比妥钠麻醉 ７ 周龄雄

性 ＳＤ 大鼠 （体质量 ２２０～２５０ ｇ）， 无菌条件下切除

全部脊柱， 收集大鼠腰椎间盘， 切开外层纤维环，
将胶冻状髓核完整取出， 磷酸盐缓冲液冲洗 ３ 次，
将分离组织用胶原蛋白酶处理 ３ ｈ 后， ＤＭＥＭ／ Ｆ１２
（含 １０％胎牛血清和 １％青霉素、 链霉素） 于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 下培养 １ 周， 细胞贴壁生长， 倒置相差显

微镜下用细胞刮刀刮除长梭形纤维细胞， 待圆形或

短梭形髓核细胞长成单一克隆体时， ０􀆰 ２５％ 胰酶消

化且接种于新培养瓶继续培养。 细胞达 ９０％ 融合

后传代， 用第三代细胞进行实验。
２􀆰 ２　 细胞Ⅱ型胶原、 Ａｇｇｒｅｃａｎ 免疫组织化学染色

鉴定　 第 ３ 代髓核细胞爬片， 室温下多聚甲醛固

定， ４０ ｍｉｎ 后 ０􀆰 ３％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 孵育 ２５ ｍｉｎ， 含

３％ Ｈ２Ｏ２ 的甲醇室温下作用 ２０ ｍｉｎ 后滴加山羊血

清， 室温下反应 ２５ ｍｉｎ。 去除血清， 分别滴加Ⅱ型

胶原多抗 （１ ∶ ８０） 和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 单抗 （１ ∶ ２００），
湿盒 ４ ℃下过夜， ＰＢＳ 洗净滴加辣根过氧物酶标记

的二抗， 室温下孵育 ２５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 冲洗， ＤＡＢ 显

色 １０ ｍｉｎ 后用 ＰＢＳ 冲洗， 苏木精复染， 冲洗， 脱

水封片。 显微镜下随机检测 １０ 个视野 （ × ２００），
每个视野检测 ２０ 个细胞， 总共 ２００ 个， 分别计数

Ⅱ型胶原和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 免疫组织化学染色阳性细胞

数， 计算该细胞百分比， 即髓核细胞纯度。
２􀆰 ３　 细胞生长活力测定　 将髓核细胞（１×１０５ ／孔）
接种于 ９６ 孔板， 不同浓度 （０、 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ５、 ８、
１０、 １５、 ２０、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 芍药苷处理， 于 ５％
ＣＯ２， ３７ ℃下培养 ２４ ｈ 后， 每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ
（５ ｍｇ ／ ｍＬ） 培养 ５ ｈ。 去掉培养基， 每孔加入

１５０ μＬ二甲基亚砜， 溶解蓝紫色结晶甲瓒， 酶标

仪测定 ４９０ ｎｍ 处光密度， 重复 ３ 次， 取平均值。
２􀆰 ４　 ＢｒｄＵ 检测 　 通过 ＢｒｄＵ ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测细

胞增殖情况， 按照说明书进行操作， 酶标仪检测

３７０ ｎｍ 处光密度以反映细胞增殖变化。 每组 ３ 个

复孔， 重复 ３ 次， 取平均值。
２􀆰 ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂裂解细胞提取总

ＲＮＡ 并作为模板， 反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ， 进行

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应， ＧＡＰＤＨ 为内参， 反应条件为预变

性 ９４ ℃ ５ ｍｉｎ， ９４ ℃ ２０ ｓ， ５８ ℃ （ｃ⁃ｆｏｓ） 或 ６０ ℃
（ｐ２７） ２５ ｓ， 共 ４０ 个循环， 延伸 ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 反

应体系 ２０ μＬ， 含 １０ μＬ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ， ｃ⁃
ｆｏｓ 正向 ５′⁃ＧＴＧＧＴＧＧＡＡＧＧＣＧＴＡＴＣＧＡＧＴＴＴ⁃３′， 反

向 ５′⁃ＧＴＧＴＧＡＴＧＣＣＡＧＡＡＧＣＡＧＡＴＣＣＡ⁃３′； ｐ２７ 正

向 ５′⁃ＡＴＣＣＧＴＣＧＧＡＣＡＧＣＣＡＧＡＣ⁃３′， 反向 ５′⁃ＣＡ⁃
ＣＡＧＡＡＣＣＧＧＣＡＴＴＴＧＧＧ⁃３′。 ２－ΔΔＣｔ法计算基因相对

表达量， 重复 ３ 次， 取平均值。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 裂解细胞收集总蛋白，
ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白质浓度。 将 ２５ μｇ 蛋白加到聚

丙烯酰胺凝胶电泳中进行电泳， 将凝胶上蛋白通过

点转移转移到硝酸纤维素膜上， ５％ 脱脂奶粉溶液

室温封闭膜 ２ ｈ， 加入 ｃ⁃ｆｏｓ 兔单抗 （１ ∶ ５００）、 ｐ２７
兔单抗 （１ ∶ ５００）、 ＧＡＰＤＨ 兔单抗 （１ ∶ １ ０００），
４ ℃下孵育过夜。 辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二

抗 （１ ∶ １ ０００） 室温下孵育 ２􀆰 ５ ｈ， 洗膜后加入辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔的二抗， 室温下孵育

１ ｈ， 暗室曝光观察结果。 ＧＡＰＤＨ 为内参对照蛋

白， 重复 ３ 次， 取平均值。
２􀆰 ７　 重组载体构建 　 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ，
将其反转录成 ｃＤＮＡ， 以其为模板， 利用 ＰＣＲ 方法

扩增 ｃ⁃ｆｏｓ （ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ： ＸＭ＿ ２３４４２２）
全长且具有 Ｘｈｏ 和 ＥｃｏＲＩ 酶切位点。 反应条件为

９４ ℃ ６ ｍｉｎ， ９４ ℃ ２５ ｓ， ５６ ℃ ５０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ，
共 ３５ 个循环， ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＸｈｏＩ 和 ＥｃｏＲＩ 双酶切

ｃ⁃ｆｏｓ 全长 ＤＮＡ 和 ｐｃＤＮＡ． ３􀆰 １ 质粒， 并且将产物

连接， 转化至大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α 中， 挑选

阳性克隆 ３７ ℃ 增殖重组质粒， 提取质粒， 测序，
将正确的重组质粒命名为 ｐｃＤＮＡ． ３􀆰 １⁃ｃ⁃ｆｏｓ。
２􀆰 ８　 细胞转染 　 将髓核细胞接种于 ６ 孔板中，
３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下培养 ２４ ｈ， 参照 Ｔｕｒｂｏｆｅｃｔ 操作说

明进行细胞转染， 将 ｐｃＤＮＡ． ３􀆰 １⁃ｃ⁃ｆｏｓ （ ６ μｇ）、
ｐｃＤＮＡ． ３􀆰 １ （ ６ μｇ）、 ｐ２７ ｓｉＲＮＡ （５′⁃ＧＣＣＡＧＣＧ⁃
ＣＡＡＧＵＧＧＡＡＵＵＵＣＧＡＵＵＵ⁃３′， ６ μｇ）、 ｎｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｓｉＲＮＡ （６ μｇ） 分别与 ６ μＬ Ｔｕｒｂｏｆｅｃｔ 混合后加入

各孔中， ５％ ＣＯ２ 条件下转染 ２４ ｈ。 然后， 通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染效率。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验， 多
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组间比较采用单因素方差分析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 髓核细胞鉴定　 图 １ 显示， 细胞中呈现大量

阳性表达， 胞浆染成棕黄色， 符合髓核特征， Ⅱ型

胶原、 Ａｇｇｒｅｃａｎ 的免疫组化染色阳性细胞比例分别

为 ９７％ 、 ９６％ 。

图 １　 Ⅱ型胶原和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 免疫组化染色 （×１００）
Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩ

ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｎｄ Ａｇｇｒｅｃａｎ （×１００）

３􀆰 ２　 芍药苷对髓核细胞增殖的促进作用　 图 ２ 显

示， 芍药苷终浓度 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 细胞活力和增殖

显著上调 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 但在 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ
时两者反而有所下降。

注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比

较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２　 不同浓度芍药苷对细胞活力和增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ
ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

３􀆰 ３　 芍药苷对 ｃ⁃ｆｏｓ 和 ｐ２７ 表达的抑制作用　 图 ３
显示， ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷作用于细胞 ２４ ｈ 后， ｃ⁃ｆｏｓ、

ｐ２７ ｍＲＮＡ、 蛋白表达显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： ＰＦ 为芍药苷。 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 芍药苷对 ｃ⁃ｆｏｓ、 ｐ２７ 表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｏｎ ｃ⁃ｆｏｓ ａｎｄ ｐ２７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

３􀆰 ４　 芍药苷对 ｐ２７ 表达的调节作用 　 图 ４ 显示，
与 ｐｃＤＮＡ． ３􀆰 １ 组比较， ｐｃＤＮＡ． ３􀆰 １⁃ｃ⁃ｆｏｓ 组 ｃ⁃ｆｏｓ
ｍＲＮＡ、 蛋白表达显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明 ｃ⁃ｆｏｓ
过表达成功， 同时 ｐ２７ ｍＲＮＡ、 蛋白表达也显著上

调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 另外， ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷处理 ｃ⁃ｆｏｓ
过表达细胞 ２４ ｈ 后， 可显著抑制芍药苷对细胞增

殖的促进作用。
３􀆰 ５　 芍药苷对细胞增殖的促进作用 　 图 ５ 显示，
与 ｃ⁃ｆｏｓ⁃ｎｏｎ ｓｐｅ 组比较， ｐ２７ ｍＲＮＡ、 蛋白表达显

著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 同时， ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷孵育

ｃ⁃ｆｏｓ 过表达和抑制 ｐ２７ 的髓核细胞 ２４ ｈ 后， 细胞

增殖显著高于 ｃ⁃ｆｏｓ⁃ｎｏｎ ｓｐｅ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

椎间盘突出发生率呈上升趋势， 退变后椎间盘

髓核细胞数量减少， 其分泌的 Ａｇｇｒｅｃａｎ 和Ⅱ型胶

原也随之降低， 导致椎间盘功能减弱， 从而发生形

态学变化， 引发腰腿痛。 临床上手术治疗只能缓解

病痛， 无法从根本上根治椎间盘退变［９⁃１０］。
芍药苷是从芍药干燥根中提取出的有效成分，

具有抗肿瘤、 保护神经细胞等作用［１１⁃１６］， 也可促进

椎间盘纤维环细胞增殖［１７］， 促进骨髓间充质干细胞

由 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期进入 Ｓ 期来促进其增殖［１８］， 但目前还没

有关于其对髓核细胞增殖影响的研究。 本实验分离

培养大鼠腰椎间盘髓核细胞， 以不同浓度芍药苷处

理 ２４ ｈ， 发现该成分终浓度在 ８～２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 细

胞活力和增殖均显著上调， 呈现剂量依赖性， 但在

２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 时反而有所下降， 故以 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷

处理 ２４ ｈ 的髓核细胞为模型进行后续研究。
文献 ［６］ 报道， 芍药苷可抑制大脑中 ｃ⁃ｆｏｓ
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注： ＰＦ 为芍药苷。 与 ｐｃＤＮＡ． ３􀆰 １ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 ｃ⁃ｆｏｓ 过表达对 ｐ２７ 表达、 细胞增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃ⁃ｆｏｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｐ２７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

注： ＰＦ 为芍药苷。 与 ｃ⁃ｆｏｓ⁃ｎｏｎ ｓｐｅ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ５　 ｃ⁃ｆｏｓ 过表达和 ｐ２７ 敲低对细胞增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃ⁃ｆｏｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐ２７ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

表达， 该基因是即刻早期基因， 调控多种细胞增殖

能力， Ｌｏｎｇ 等［１９］发现 ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃１０１ 通过抑制ｃ⁃ｆｏｓ
来抑制膀胱癌细胞和骨肉瘤的增殖和侵袭； 该基因

表达量下调可抑制血管平滑肌细胞的增殖［２０］； 然

而 Ｍｉｋｕｌａ 等［２１］研究表明其过表达可抑制肝癌细胞

增殖能力， 可见它对不同细胞增殖能力的调控作用

有所差异； 本实验发现， ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷处理２４ ｈ
后髓核细胞 ｃ⁃ｆｏｓ 表达明显降低， 而且 ｃ⁃ｆｏｓ 过表达

可明显抑制髓核细胞增殖能力。 研究表明， ｃ⁃ｆｏｓ
具有调节成骨细胞 ｐ２７ 表达的作用［７］， 它通过多

种方式参与细胞周期调控， 抑制细胞分裂和增殖，
如乳腺癌细胞、 Ｎｅｕｒｏ⁃２ａ 细胞、 胃癌细胞等［２２⁃２３］，
Ｑｉｕ 等［２４］发现其表达降低可有效促进肺腺癌细胞

增殖； 本实验发现， ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 芍药苷处理髓核细

胞 ２４ ｈ 后， ｐ２７ 表达显著降低， 而且 ｃ⁃ｆｏｓ 过表达

可有效抑制芍药苷对其表达的下调作用。 另外， 在

ｃ⁃ｆｏｓ 过表达和芍药苷处理的髓核细胞中减弱 ｐ２７
表达时， 可显著促进髓核细胞增殖， 表明芍药苷通

过调节 ｃ⁃ｆｏｓ 表达量来调控 ｐ２７ 表达， 进而调控髓

核细胞的增殖能力。
综上所述， 芍药苷可促进髓核细胞增殖， 呈现

剂量依赖性， 而且能抑制 ｃ⁃ｆｏｓ、 ｐ２７ 表达， 并通过

ｃ⁃ｆｏｓ 调控 ｐ２７， 进而促进髓核细胞增殖。
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