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摘要： 目的　 研究地黄梓醇对椎间盘髓核细胞 ＮＬＲＰ３ 炎性体的调控作用。 方法　 采用 Ｈ２Ｏ２ 刺激大鼠原代椎间盘髓核

细胞建立细胞模型， 地黄梓醇预给药。 ＣＣＫ８ 法测定细胞活力， 流式细胞仪检测髓核细胞凋亡， ＥＬＩＳＡ 测定细胞上清

液 Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＩＬ⁃１β 水平， 实时荧光定量 ＰＣＲ 测定 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达， 免疫荧光法检测 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３ 表达。 结果　 地黄梓醇

（５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 能上调细胞上清液 Ｔ⁃ＳＯＤ 水平， 下调 ＭＤＡ、 ＩＬ⁃１β 水平 （Ｐ＜０ ０５）， 抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导髓核细胞凋亡

（Ｐ＜０ ０５）， 降低髓核细胞 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 及蛋白表达 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 并且 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
地黄梓醇能抑制 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 地黄梓醇可有效抑制 Ｈ２Ｏ２ 导致的髓核细胞凋亡， 可能与调

控 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ ／ ＩＬ⁃１β 通路轴有关。
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　 　 椎间盘病变为临床骨科常见疾病之一， 因其病

理牵延性、 严重损伤性及其继发炎性已逐渐被临床

所重视［１］。 目前， 椎间盘病变的临床病理机制尚

未完全弄明白， 现有的相关性结论大多与患者年

龄、 遗传、 生物力学、 生存环境等因素有关； 近年

来逐渐有学者提出了不同学说， 从分子生物学

（氧化应激反应、 免疫炎症）、 机械力学、 细胞衰

老等方面阐述了其观点［２］。 椎间盘退行性改变的

病理学基础是病灶部位髓核细胞减少引起的胞外基

质合成减少和成分改变， 继发细胞快速凋亡［３］，
而过度凋亡是椎间盘髓核细胞减少的直接原因［４］。
研究表明， 细胞凋亡与胞内氧化应激反应有直接相

关性［５］， 因此， 如何提高髓核细胞对氧化应激反

应引起凋亡的防御能力， 降低髓核细胞凋亡率成为

了近年来治疗椎间盘病变领域的基础研究热点［６］。
地黄 Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ 为玄参科地黄属植

物， 其味甘、 苦， 性寒， 块根为常用中药， 素有清

热生津、 益精填髓之功效。 对于地黄药效物质基础

的研究比较明确的为环烯醚萜类， 而其中又以梓醇

最为突出。 研究表明， 地黄梓醇等成分具有调节免

疫、 抗骨质疏松、 抗炎、 神经保护、 抗糖尿病等多

种药效学， 以及抗炎、 抗氧化、 抗凋亡等多种生物

学效应［７⁃８］， 但目前对其抗椎间盘髓核细胞退变尚

无系统全面的研究。 本实验检测了地黄梓醇在体外

对 Ｈ２Ｏ２ 刺激髓核细胞的影响， 为加快该成分应用

于临床相关疾病的治疗提供实验依据。
１　 材料

１ １　 动物　 雄性 ＳＤ 大鼠 （４～６ 周龄）， 购于北京

维通利华实验动物技术有限公司， 动物生产许可证

号 ＳＣＸＫ （京） ２０１６⁃００１１。
１ ２　 试剂与药物 　 地黄梓醇， 质量分数 ＞ ９８％
（南京道斯夫生物科技有限公司， 批号 １８０６１２Ｚ）。
改良 １６４０ 培 养 基 （ 美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司， 批 号

１８４８０２６）； 青霉素、 链霉素混合液 （碧云天生物

技术有限公司， 批号 Ｃ０２２２）； ＣＣＫ⁃８ 细胞活力试

剂盒 （日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ 公司， 批号 ＧＢ７０７）； 逆转录

及 ｑＰＣＲ 试剂盒 （北京全式金生物技术有限公司，
批号 Ｈ３１２０３）； 抗 ＴＸＮＩＰ、 ＩＬ⁃１β、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （英
国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号分别为 ａｂ１８８８６５、 ａｂ８３２０、
ａｂ７９７０）； 抗 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （美国 ＳＴＣ 公司，
批号分别为 １３１５８、 ｓｃ⁃５１４）； ＴＲＩＴＣ 标记的兔抗山

羊二抗、 ＦＩＴＣ 标记的羊抗兔二抗 （北京中杉金桥生

物技术有限公司， 批号分别为 １１９３４３、 １１６１２８） ）；
Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＩＬ⁃１β （北京安迪华泰生物科技有限

公司， 批号分别为 Ｅ⁃１１０８４、 Ｅ⁃１０３７６、Ｅ⁃１００８３）； 细

胞凋亡检测试剂盒 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ （碧云天生

物技术有限公司， 批号 Ｃ３０６２Ｍ）。
１ ３　 仪器　 多功能酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ
公司）； 高速低温离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公

司）； ＣＯ２ 培养箱 （日本 Ｓａｎｙｏ 公司）； 倒置相差

显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； ＥＶＯＳ ＦＬ 无目镜荧光

倒置显微镜 （美国 ＡＭＧ 公司）。
２　 方法

２ １　 细胞原代培养　 ＳＤ 大鼠用大剂量麻醉药物处

死， 无菌条件下小心完整分离腰椎椎间盘， 无菌

ＰＢＳ 冲洗干净， 小心去除非腰椎间盘组织， 超净工

作台上在解剖显微镜下分离椎间盘中凝胶状髓核组

织， 置于无菌培养皿中并剪碎成 １ ｍｍ３ 组织碎块，
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转入培养瓶中， 加入 ２ 倍量 ０ １％ Ⅱ型胶原酶，
３７ ℃恒温振荡消化直至块状组织基本消失时终止

消化， 取上清， １ ４００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清加

入完全培养液， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中进

行培养， 倒置显微镜下每天观察髓核细胞贴壁和生

长情况， 每 ３ ｄ 更换 １ 次培养基， 除去未贴壁细

胞， 继续培养贴壁细胞。 髓核细胞形成单层后，
０ ２５％ 胰蛋白酶 （含 ＥＤＴＡ） 进行消化传代， 取第

３ 代细胞进行后续实验。
２ ２　 ＣＣＫ⁃８ 测定梓醇安全浓度及 Ｈ２Ｏ２ 作用最佳

浓度　 取对数生长期椎间盘髓核细胞， 收集细胞后

将细胞浓度调整为 ２×１０５ ／ ｍＬ 并接种于 ９６ 孔板中，
每孔 １００ μＬ， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中 ２４ ｈ， 让其

贴壁。 将细胞培养板孔内的培养液吸出， 设置地黄

梓 醇 ７ 个 组 （ ４０、 ２０、 １０、 ５、 ２ ５、 １ ２５、
０ μｍｏｌ ／ Ｌ） Ｈ２Ｏ２ ８ 个组 （１ ０００、 ５００、 ２５０、 １２５、
６２ ５、 ３１ ２５、 １５ ６２５、 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 样品各１００ μＬ，
每组各设 ３ 个复孔， 实验重复至少 ３ 次。 细胞按照

上述方法处理后分别培养 ２４、 ４８ ｈ， 进行细胞存活

率测定。
２ ３　 分组　 根据安全浓度测试结果， 取对数期生长

细胞随机分为空白组、 模型组 （５００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２）、
地黄梓醇 （５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组、 地黄梓醇 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
组。 空白组不做任何处理； 模型组用 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｈ２Ｏ２ 刺激 ２４ ｈ； 地黄梓醇组用不同浓度成分预处理

１ ｈ 后， ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 刺激 ２４ ｈ。
２ ４　 流式细胞术检测髓核细胞凋亡　 调整细胞浓

度为 １×１０５ ／ ｍＬ 后接种于 ６ 孔板， 每孔 ２ ５ ｍＬ， 待

细胞贴壁生长至 ７０％ 左右时按 “２ ３” 项下分组处

理， ２４ ｈ 后用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化髓核细胞， 转

入离心管中， ４ ℃、 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 用预

冷的 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次， ４ ℃、 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 吸弃 ＰＢＳ， 加入 １００ μＬ １×Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重
悬细胞， 每管加入 ５ μＬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ 和 ５ μＬ ＰＩ
Ｓｔａｉｎｎｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 后轻轻混匀， 在避光、 室温条件

下孵育 １５ ｍｉｎ， 加入 ４００ μＬ １×Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混

匀。 上机检测。
２ ５ 　 测 定 细 胞 上 清 液 ＭＤＡ、 Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＩＬ⁃１β 水

平　 调整细胞浓度为 ２×１０５ ／ ｍＬ 后接种于 ９６ 孔板

中， 每孔 １００ μＬ， 培养箱培养中 ２４ ｈ 后， 根据细

胞分组处理细胞， 收集上清液进行 Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＭＤＡ、
ＩＬ⁃１β 水平测定， 具体步骤参见试剂盒说明书。 每

组各设 ３ 个复孔， 实验重复至少 ３ 次。
２ ６ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 测定 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、

ｃａｓｅｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 　 调 整 细 胞 浓 度 为

１×１０５ ／ ｍＬ，接种于 ６ 孔板， 培养箱中培养 ２４ ｈ 后根

据细胞分组处理， Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ｍＲＮＡ， 置于 ＰＣＲ
扩增仪中进行 ｍＲＮＡ 扩增， 收集各组数据， 并且

进行统计学分析， ２－△△Ｃｔ 法计算各基因的相对表

达。 引物序列见表 １， ＰＣＲ 扩增反应条件为预变性

（９５ ℃， ２ ｍｉｎ ）， 变 性 （ ９５ ℃， １５ ｓ ）， 退 火

（５７ ℃， １５ ｓ）， 延伸 （ ７２ ℃， １ ｍｉｎ ）， ５５ 个

循环。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列（５′⁃３′）

ＴＸＮＩＰ 正向 ＡＡＧＣＧＴＴＧＡＧＴＡＧＴＡＣＡＧＡＴＧＡＧ

反向 ＧＧＴＡＴＧＧＣＧＴＧＧＣＡＡＧＡＧＴＣ

ＮＬＲＰ３ 正向 ＣＧＧＴＧＡＣＣＴＴＧＴＧＴＧＴＧＣＴＴ

反向 ＴＣＡＴＧＴＣＣＴＧＡＧＣＣＡＴＧＧＡＡＧ

ｃａｓｅｐａｓｅ⁃１ 正向 ＧＡＡＣＡＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＣＧＣＡＴ

反向 ＡＧＡＣＧＴＧＴＡＣＧＡＧＴＧＧＧＴＣＴ

ＩＬ⁃１β 正向 ＣＣＴＡＴＧＴＣＴＴＧＣＣＣＧＴＧＧＡＧ

反向 ＣＡＣＡＣＡＣＴＡＧＣＡＧＧＴＣＧＴＣＡ

β⁃ａｃｔｉｏｎ 正向 ＴＴＧＴＡＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡＴＧＧ

反向 ＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＧＴＧＣＴＡＧＧ

２ ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 调整细胞浓度为

１×１０５ ／ ｍＬ， 每孔 ２ ０００ μＬ 接种于 ６ 孔板， 培养箱

中培养 ２４ ｈ 后按 “２ ３” 项下分组处理， 收集细

胞， 提取细胞总蛋白， ＢＣＡ 试剂盒定量后 １００ ℃
变性 ５ ｍｉｎ。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离并转移至

ＰＶＤＦ 膜。 ５％ 的 ＢＳＡ 室 温 封 闭 １ ｈ 后 一 抗

（１ ∶ ８００）４ ℃孵育过夜。 次日复温后 ＴＢＳＴ 清洗 ３
次， 加入辣根过氧化物酶标记的二抗， 室温孵育

１ ｈ， ＰＢＳ 清洗。 室温下加入 ＥＣＬ 发光液， 凝胶成

像系统曝光显影， Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件统计灰度值，
计算蛋白相对表达量。 实验重复至少 ３ 次。
２ ８　 免疫荧光法测定 ＮＬＲＰ３ 和 ＴＸＮＩＰ 蛋白表

达　 调整细胞浓度为 １×１０５ ／ ｍＬ， 每孔 ６００ μＬ 接种

于 ２４ 孔板， 培养箱中培养 ２４ ｈ 后根据细胞分组处

理， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后弃上清液， ４％ 甲醛５００ μＬ固
定细胞 １５ ｍｉｎ， 滴加 ０ ３％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 打孔， ５％
ＢＳＡ 封闭。 滴加一抗， ４ ℃放置过夜后复温， 滴加

荧光二抗， ３７ ℃避光孵育， 甘油封片， 上机观察

并拍照。
２ ９　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ１９ ０ 软件进行处理，
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方

差分析， 假定方差齐性采用 ＬＳＤ 法检验， 未假定

方差齐性采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｓ Ｔ３ 法检验， 偏态分布的计
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量资料组间比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃ｗａｌｌｉｓ 秩和检验。 以

Ｐ＜０ ０５为差异有统计学意义。
３　 结果

３ １　 地黄梓醇、 Ｈ２Ｏ２ 对大鼠髓核细胞毒性的影

响　 根据 《美国药典》 中细胞相对增殖率与细胞

毒性分级的关系， ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 作用 ２４ ｈ 后细

胞存活率为 ５６％ 左右， 可用此浓度完成后续实验。
地黄梓醇作用 ２４、 ４８ ｈ， 浓度为 １ ２５ ～ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
时， 细胞毒性分级≤１ 级。 见图 １。

注： Ａ 为地黄梓醇分子结构， Ｂ 为不同浓度 Ｈ２Ｏ２ 处理 ２４ ｈ 后细胞的存活率， Ｃ 为不同浓度地黄梓醇处理 ２４ ｈ 后细胞的存活率，

Ｄ 为不同浓度地黄梓醇处理 ４８ ｈ 后细胞的存活率。 与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １　 地黄梓醇、 Ｈ２Ｏ２ 对大鼠髓核细胞毒性的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｔａｌｐｏｌ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ｏｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｒａｔ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ

３ ２　 地黄梓醇对 Ｈ２Ｏ２ 刺激后大鼠髓核细胞凋亡

的影响 　 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 染色结果显示， Ｈ２Ｏ２

刺激后， 细胞凋亡率上调 （Ｐ＜０ ０１）； 地黄梓醇预

处理髓核细胞后， Ｈ２Ｏ２ 刺激所引起的细胞凋亡被

抑制 （Ｐ＜０ ０１）。 见图 ２。
３ ３　 地黄梓醇对 Ｈ２Ｏ２ 刺激后大鼠髓核细胞上清

液 Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＩＬ⁃１β 水平的影响　 与模型组比

较， 地黄梓醇能上调大鼠髓核细胞上清液 Ｔ⁃ＳＯＤ
水平 （ Ｐ ＜ ０ ０５）， 下调 ＭＤＡ、 ＩＬ⁃１β 水平 （ Ｐ ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 见图 ３。
３ ４ 　 地 黄 梓 醇 对 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与空白组比较， 模型组

细胞 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达

升高 （ Ｐ ＜ ０ ０５， Ｐ ＜ ０ ０１）； 与模型组比较， ５、
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ地 黄 梓 醇 预 处 理 后 抑 制 了 ＴＸＮＩＰ、
ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达 （ Ｐ ＜ ０ ０５，
Ｐ＜０ ０１）， 并且以 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 作用更强。 见图 ４。
３ ５ 　 地 黄 梓 醇 对 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、

ＩＬ⁃１β蛋白表达的影响 　 与空白组比较， 模型组

ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β 蛋白表达升高

（Ｐ ＜ ０ ０１ ）； 与 模 型 组 比 较， 地 黄 梓 醇 （ ５、
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β
蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见图 ５。 免疫

荧光结果显示， 与空白组比较， 模型组 ＮＬＲＰ３、
ＴＸＮＩＰ 表达均上调， 地黄梓醇（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）组细胞

两者表达降低， 见图 ６。
３ ６　 地黄梓醇对 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响　 与

对照组比较， 模型组 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０ ０５）； 与模型组比较， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 地黄梓醇

能抑制 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达 （Ｐ＜０ ０５）。 见图 ７。
４　 讨论

目前椎间盘退行性病变的治疗策略主要以减轻

临床症状为主， 包括保守治疗和外科手术， 如果保

守治疗失败， 通常会选择通过外科手术来减轻疼

痛［９］， 然而， 这些治疗措施仅是对临床症状的改

善， 而不是彻底解决病因。 随着临床技术的不断进
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注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 地黄梓醇对 Ｈ２Ｏ２ 刺激后大鼠髓核细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｔａｌｐｏｌ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 地黄梓醇对 Ｈ２Ｏ２ 刺激后大鼠髓核细胞上清液 Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＩＬ⁃１β水平影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｔａｌｐｏｌ ｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔ⁃ＳＯＤ， ＭＤＡ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｒａｔ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

步， 治疗椎间盘退行性疾病的药物、 物理与手术疗

法有很大进展， 但仍然无法避免椎间盘退行性变发

生， 无法从根本上解决患者痛苦［１０］。 大量研究显

示， 椎间盘退变与髓核细胞的凋亡密切相关， 而氧

化应激环境是造成细胞凋亡的重要环节［１１］。 本研

究采用 Ｈ２Ｏ２ 作用于髓核细胞后， 流式细胞仪检测

细胞凋亡率， 结果显示细胞大量凋亡， 而地黄梓醇

能够明显降低其凋亡率。
ＳＯＤ 被称作机体抗氧化的第一道防线， 其主

要作用是清除超氧阴离子自由基 （Ｏ－
２·）保护细胞

免受损伤［１２⁃１３］， 可避免因 Ｏ－
２ 浓度过高引起的不良

反应及损伤。 ＭＤＡ 是膜脂过氧化最重要的产物之

一， 间接反映了机体细胞受自由基攻击的严重程

度［１４］。 本实验中 Ｈ２Ｏ２ 导致髓核细胞上清 Ｔ⁃ＳＯＤ
水平降低， ＭＤＡ 水平升高， 加入地黄梓醇预处理

后能明显升高髓核细胞清 Ｔ⁃ＳＯＤ 水平， 降低 ＭＤＡ
水平， 表明地黄梓醇能够通过降低细胞氧化应激反

应从而实现抗凋亡作用。
ＮＬＲＰ３ 炎性复合体是固有免疫的重要组成部

分， 活化的共同上游机制包括 ＲＯＳ 产生、 溶酶体

破裂、 细胞内 Ｋ＋外流［１５⁃１６］。 ＭＤＡ、 Ｔ⁃ＳＯＤ 水平反

映机体脂质损伤程度， 脂质损伤的发生常伴随着

ＲＯＳ 的生成， ＴＸＮＩＰ 作为内源硫氧还蛋白抑制剂，
能够抑制硫氧还蛋白的活性氧清除功能， 导致细胞
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注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 地黄梓醇对 Ｈ２Ｏ２ 刺激后大鼠髓核细胞 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｔａｌｐｏｌ ｏｎ ＴＸＮＩＰ， ＮＬＲＰ３， ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 地黄梓醇对 Ｈ２Ｏ２ 刺激后大鼠髓核细胞 ＴＸＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｔａｌｐｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＸＮＩＰ， ＮＬＲＰ３， ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｒａｔ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２
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图 ６　 地黄梓醇对 Ｈ２Ｏ２ 刺激大鼠髓核细胞 ＮＬＲＰ３ 和 ＴＸＮＩＰ 的表达影响

Ｆｉｇ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｔａｌｐｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＸＮＩＰ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎ ｒａｔ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 地黄梓醇对 Ｈ２Ｏ２ 刺激后大鼠髓核细胞 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｔａｌｐｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＫ⁃κＢ ｉｎ ｒａｔ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

氧化应激反应， 而 ＲＯＳ 的过度产生可以上调

ＴＸＮＩＰ 的表达， 进而激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小体［１７⁃１８］。
本研究中， 暴露于氧化应激反应中的髓核细胞 ＴＸ⁃
ＮＩＰ、 ＮＬＲＰ３ 炎性体表达增加， 而地黄梓醇可明显

降低此作用。 ＮＬＲＰ３ 是一种复合体支架， 在内外

源性刺激因素作用下进行低聚化后招募 ｐｒｏ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＡＳＣ 形成 ＮＬＲＰ３ 炎性小体， 随后进一

步激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃１， 进而促进 ＩＬ⁃１β 的成熟和分
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泌［１９］。 ＩＬ⁃１β 形成后， 可以通过招募 ＣＤ４５＋Ｇｒｈｉｇｈ
中性粒细胞进一步促进炎症因子的释放， 以及与

ＴＮＦ⁃α 协同作用激活 ＮＦ⁃κＢ 通路， 引起纤维蛋白

原样 ２ 释放增加的双重作用， 引起细胞凋亡和纤维

蛋白沉积［２０］。 本研究采用 ＥＬＩＳＡ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、
ＰＣＲ 等手段检测 ｃａｓｅｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＮＦ⁃κＢ 的变化

情况， 观察到 Ｈ２Ｏ２ 作用髓核细胞后出现髓核细胞

ｃａｓｅｐａｓｅ⁃１ 表达、 ＩＬ⁃１β 释放、 ＩκＢα 磷酸化， 导致

ＮＦ⁃κＢ 释放亚基 ｐ６５ 表达明显增加， 而地黄梓醇可

明显抑制上述作用， 表明它对 ＮＬＲＰ３ 炎性体激活

引起的下游产物增加有明显抑制作用。
综上所述， 地黄梓醇对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的髓核细胞

凋亡具有保护作用， 可能与调控 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ ／
ＩＬ⁃１β通路轴有关， 可抑制活性氧簇激活 ＮＩＬＲＰ３
炎性体， 引起ＩＬ⁃１β释放增加， 导致 ＮＦ⁃κＢ 通路被

激活， 从而发挥抗凋亡作用。 因此， 地黄梓醇有望

成为阻止髓核细胞进一步退变的理想抗凋亡剂。
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