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摘要： 目的　 探讨牛膝总皂苷 （ＡＢＳ） 对大鼠椎间盘髓核细胞外基质合成的影响。 方法　 体外培养大鼠椎间盘髓核细

胞， 并建立氧糖剥夺 （ＯＧＤ） 模型模拟退变微环境。 采用不同浓度 ＡＢＳ 单独或加入 ＳＩＲＴ１ 抑制剂 ＥＸ５２７、 自噬抑制

剂 ３⁃ＭＡ 干预细胞。 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率， 流式细胞术检测细胞凋亡， ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 试剂盒检测 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性， 实时

定量 ＰＣＲ 检测细胞外基质 ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＩＲＴ１、 ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 Ａｇｇｒｅｃａｎ 及自噬相关

蛋白 ＡＴＧ５、 ＬＣ３ＩＩ ／ ＬＣ３Ⅰ和 ｐ６２ 的蛋白表达。 结果　 ＡＢＳ （４０ μｇ ／ ｍＬ） 可促进大鼠椎间盘髓核细胞存活 （Ｐ＜０ ０１）；
ＡＢＳ 干预可使 ＯＧＤ 环境中的细胞存活率增加， 细胞凋亡、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性降低， ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ 和蛋白表

达均上调， ＳＩＲＴ１、 ＡＴＧ５ 和 ＬＣ３ＩＩ ／ ＬＣ３Ⅰ蛋白表达上调， ｐ６２ 蛋白表达下调 （Ｐ＜０ ０５）； ＥＸ５２７、 ３⁃ＭＡ 干预可抑制

ＯＧＤ 环境中 ＡＢＳ 介导的细胞增殖增加、 凋亡减少， ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ 和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 的蛋白表达上调 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 ＡＢＳ 可

通过 ＳＩＲＴ１ ／自噬信号通路促进大鼠椎间盘髓核细胞存活和细胞外基质合成。
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　 　 椎间盘退变性疾病是中老年人的常见病和多发

病， 被认为与椎间盘结构的崩塌和功能失调有

关［１］。 髓核细胞为类软骨细胞， 是椎间盘髓核的

主要细胞， 能够合成及分泌 ＩＩ 型胶原 （ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ＩＩ）、 聚集蛋白聚糖 （ａｇｇｒｅｃａｎ） 等功能性细胞外基

质， 在维持椎间盘结构稳定、 功能完整等方面起着

关键性作用［１⁃２］。 研究认为， 椎间盘退变与髓核细

胞数量减少及其细胞外基质代谢失衡导致的细胞微

环境改变密切相关［２⁃３］， 但其具体分子机制尚未完

全明确。 牛膝提取物被证实具有促进软骨细胞增

殖、 增加软骨细胞 ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ 表达、 恢复软骨基质

成分、 修复软骨损伤的作用［４⁃６］。 牛膝总皂苷

（Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ ｓａｐｏｎｉｎｓ， ＡＢＳ） 作为传统中

药牛膝的主要有效成分， 也被证实能够促进软骨细

胞增殖， 抑制软骨细胞凋亡， 修复软骨组织损

伤［７⁃８］， 但是否影响髓核细胞的存活及其细胞外基

质合成尚未见报道。 本实验以大鼠椎间盘髓核细胞

为研究对象， 体外建立氧糖剥夺 （ ｏｘｙｇｅｎ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ， ＯＧＤ） 模型模拟椎间盘髓核细胞退变

微环境， 探究 ＡＢＳ 对髓核细胞增殖、 凋亡和细胞

外基质合成的影响， 并探讨其可能的作用机制， 以

期为相关发病机制及其治疗方法的研究提供新思路

和实验依据。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 （６ 周龄， 体质量

２２０～２５０ ｇ）， 由河南中医药大学实验动物中心提

供， 动物生产许可证号 ＳＹＸＫ （豫） ２０１５⁃０００５。
所有动物实验均经过河南中医药大学实验动物伦理

委员会批准 （批准文号 Ｚ１ ０ ／ ５１３）。
１ ２　 试剂　 ＤＭＥＭ 培养基 （批号 １２８００⁃０１７）、 胎

牛血 清 （ ＦＢＳ， 批 号 １６０００⁃０４４ ）、 胰 酶 （ 批 号

２５２００⁃０５６）、 Ⅱ型胶原酶 （批号 Ｃ２１９０１） 均购于

美国 Ｇｉｂｃｏ 公司。 ＡＢＳ 由本课题组提取制备， 质量

分数约 ５２％ 。 沉默信息调节因子 ２ 相 关 酶 １
（ｓｉｒｔｕｉｎ１， ＳＩＲＴ１） 抑制剂 ６⁃氯⁃２， ３， ４， ９⁃四氢⁃
１Ｈ⁃咔 唑⁃１⁃甲 酰 胺 （ ６⁃ｃｈｌｏｒｏ⁃２， ３， ４， ９⁃
ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏ⁃１ Ｈ⁃ｃａｒｂａｚｏｌｅ １⁃ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ， ＥＸ５２７， 批

号 Ｅ７０３４）、 自噬抑制剂 ３⁃甲基腺嘌呤 （３⁃ｍｅｔｈｙｌａｄ⁃
ｅｎｉｎｅ， ３⁃ＭＡ， 批号 Ｍ９２８１） 均购于美国 Ｓｉｇｍａ 公

司。 ＣＣＫ⁃８ 细胞活性检测试剂盒 （批号 Ｃ００３８）、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性检测试剂盒 （批号 Ｃ１１１５）、 ＲＩＰＡ 裂

解液 （批号 Ｐ００１３）、 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒 （批号

Ｐ００１１） 均购于上海碧云天生物科技有限公司。 Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡检测试剂盒 （批号 ＢＤ５５６５４７）

购自美国 ＢＤ 公司。 ＴＲＩｚｏｌ （批号 ８０８０２）、 ＭＭＬ⁃Ｖ
逆 转 录 试 剂 盒 （ 批 号 Ｋ１６２２ ） 均 购 于 美 国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ试剂盒 （批
号 ＲＲ８２０Ａ） 购于宝生物工程 （大连） 有限公司。
ＰＣＲ 引物由上海生工生物工程有限公司合成。 Ｃｏｌ⁃
ｌａｇｅｎ ＩＩ （ 批 号 ｓｃ⁃５２６５８ ）、 Ａｇｇｒｅｃａｎ （ 批 号 ｓｃ⁃
１６６９５１） 抗体购于美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司； ＳＩＲＴ１ 抗

体 （ 批 号 ２４９３Ｓ ） 购 于 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司； ＡＴＧ５ （ 批 号 ａｂ１０８３２７ ）、 ＬＣ３
（批号 ａｂ１２８０２５）、 ｐ６２ （批号 ａｂ１０９０１２）、 β⁃ａｃｔｉｎ
（批号 ａｂ８２２６） 抗体及辣根过氧化物酶标记的二抗

均购于英国 Ａｂｃａｍ 公司。
２　 方法

２ １　 大鼠椎间盘髓核细胞的分离与培养 　 采用

１％ 戊巴比妥钠麻醉 ＳＤ 大鼠， 无菌条件下分离其脊

柱， 收集腰椎间盘。 解剖显微镜下分离椎间盘髓核

组织， 用含双抗的 ＰＢＳ 清洗后剪碎， 依次采用

０ ２５％ 胰酶和 ０ ２％ Ⅱ型胶原酶在 ３７ ℃水浴中分

别消化 ３０ ｍｉｎ、 ３ ｈ。 离心后收集细胞沉淀， 重悬

于含 １０％ ＦＢＳ 及 １％ 青霉素 ／链霉素的 ＤＭＥＭ 培养

液， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养， 每 ３ ｄ 换液 １
次。 待细胞融合度约 ８０％ 左右， 用 ０ ２５％ 胰酶消

化传代， 选取第 ３ 代细胞进行实验。 为了选择合适

的作用浓度， 向培养基中添加不同浓度 （０、 ２０、
４０、 ６０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ） ＡＢＳ， 培养 ４８ ｈ 后 ＣＣＫ⁃８ 试

剂盒检测细胞存活率。
２ ２　 氧糖剥夺模型及分组　 采用体外 ＯＧＤ 模型，
用于模拟髓核细胞退变微环境。 将大鼠椎间盘髓核

细胞分为对照组， 采用正常培养基培养大鼠椎间盘

髓核细胞； ＯＧＤ 组， 将细胞培养基更换为无血清

无糖的 ＤＭＥＭ 培养基， 置于 ３７ ℃低氧 （５％ ＣＯ２、
１％ Ｏ２、 ９４％ Ｎ２ ） 条件下培养 １２ ｈ； ＯＧＤ ＋ＡＢＳ
组， 向 无 血 清 无 糖 的 ＤＭＥＭ 培 养 基 中 添 加

４０ μｇ ／ ｍＬＡＢＳ， 再于３７ ℃低氧中培养； ＯＧＤ＋ＡＢＳ＋
ＥＸ５２７ 组， 向无血清无糖的 ＤＭＥＭ 培养基中添加

４０ μｇ ／ ｍＬＡＢＳ、 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＩＲＴ１ 抑制剂 ＥＸ５２７， 再

于 ３７ ℃低氧中培养； ＯＧＤ＋ＡＢＳ＋３⁃ＭＡ 组， 向无血

清无糖的 ＤＭＥＭ 培养基中添加 ４０ μｇ ／ ｍＬＡＢＳ、
５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ， 再于 ３７ ℃ 低氧中

培养。
２ ３　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞存活率　 按照 ＣＣＫ⁃８ 细胞存

活率检测试剂盒操作， 检测各组细胞存活率。 将经

过不同处理的各组细胞以 ２×１０５ ／ ｍＬ 浓度接种于 ９６
孔板， 培养 ２４ ｈ 后每孔加入 ２０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液，
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３７ ℃孵育 ２ ｈ， 酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 处吸光度值

（Ａ４５０）。
２ ４　 流式细胞术检测细胞凋亡 　 按照 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ凋亡检测试剂盒说明书操作， 检测各组

细 胞 凋 亡。 将 经 过 不 同 处 理 的 各 组 细 胞 以

３ ５×１０５ ／ ｍＬ浓度接种于 ６ 孔板， 用冷 ＰＢＳ 洗涤细

胞 ２ 次， 加入 ５００ μＬ 结合缓冲液悬浮细胞。 向细

胞悬液中依次加入 １０ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ、 １０ μＬ
ＰＩ， 缓慢混匀， 室温避光孵育 １５ ｍｉｎ， 于 １ ｈ 内在

ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪上检测细胞凋亡情况。
２ ５　 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 试剂盒检测 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性 　 按照

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性检测试剂盒说明书操作， 检测各组

细胞 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性。 收集经过不同处理的各组细

胞， 冷 ＰＢＳ 洗涤细胞 １ 次， 加入细胞裂解液， 冰

上裂解 １０ ｍｉｎ， 离心后收集上清。 向 ９６ 孔板每孔

分别加入 １０ μＬ 各组上清、 １０ μＬ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 底物、
８０ μＬ 反应缓冲液， 混匀后 ３７ ℃孵育 ２ ｈ， 酶标仪

检测 ４０５ ｎｍ 处吸光度值 （Ａ４０５）。
２ ６ 　 实时定量 ＰＣＲ 检测 ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ 和 Ａｇｇｒｅｃａｎ
ｍＢＮＡ 表达 　 收集经过不同处理的各组细胞，
Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ， 用 ＭＭＬ⁃Ｖ 逆转录试剂

盒合成模板 ｃＤＮＡ。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 利用 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ试剂盒， 按照说明书行实时定量

ＰＣＲ 检测。 引物序列如下： ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ 正向 ５′⁃
ＧＧＡＡＧＡＧＴＧＧＡＧＡＣＴＡＣＴＧＧＡＴＴＧＡＣ⁃３′， 反向 ５′⁃
ＴＣＣＡＴＧＴＴＧＣＡＧＡＡＡＡＣＣＴＴＣＡ⁃３′； Ａｇｇｒｅｃａｎ 正 向

５′⁃ＴＣＴＡＣＣＧＣＴＧＣＧＡＧＧＴＧＡＴ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＴＧＴＡ⁃
ＡＴＧＧＡＡＣＡＣＧＡＴＧＣＣＴＴＴ⁃３′； β⁃ａｃｔｉｎ 正 向 ５′⁃ＴＣ⁃
ＣＴＡＧＣＡＣＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＡＡＡＣＧ⁃
ＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧ⁃３′。 按照 ２－△△Ｃｔ法计算各组细

胞中目的基因的相对表达量。
２ ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 Ａｇｇｒｅｃａｎ、 ＳＩＲＴ１
及自噬相关蛋白表达　 收集经过不同处理的各组细

胞， ＲＩＰＡ 裂解， 离心提取总蛋白， ＢＣＡ 蛋白检测试

剂盒测定蛋白浓度。 蛋白样品采用 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
进行分离， 电转移至 ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂牛奶室温

封闭 １ ｈ， 漂洗后分别与抗 ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ （１ ∶ ８００）、
Ａｇｇｒｅｃａｎ （１ ∶ １ ０００）、 ＳＩＲＴ１ （１ ∶ １ ０００）、 ＡＴＧ５
（１ ∶ １ ０００）、 ＬＣ３ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ６２ （１ ∶ １０ ０００）、
β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ １ ０００）等抗体４ ℃孵育过夜， 漂洗后与

辣根过氧化物酶标记的二抗（１ ∶ ５ ０００）室温孵育

１ ｈ， 漂洗后加入发光液显影。 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

条带灰度， 以目标蛋白与内参 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度值的比

值作为目标蛋白的相对表达水平。

２ ８　 统计学分析　 用 ＳＰＳＳ ２２ ０ 软件进行统计学

处理， 采用组间单因素方差分析及 ＬＳＤ⁃ｔ 检验进行

两两比较， 所有实验均重复 ３ 次， 数据以 （ ｘ± ｓ）
表示。 以 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３ １　 ＡＢＳ 对髓核细胞存活率的影响　 如图 １ 所示，
ＡＢＳ 质量浓度为 ２０ ～ ４０ μｇ ／ ｍＬ时， 大鼠椎间盘髓

核细胞存活率逐渐升高， 在 ４０ μｇ ／ ｍＬ 时最强

（Ｐ＜０ ０１）， 而 ＡＢＳ 质量浓度 ６０～８０ μｇ ／ ｍＬ 时细胞

存活率逐渐降低， 表明低质量浓度下能促进大鼠椎

间盘髓核细胞的存活率。

注： 与 ＡＢＳ （０ μｇ ／ ｍＬ） 组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １　 不同质量浓度 ＡＢＳ 对髓核细胞存活率的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＢＳ ｏｎ
ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ

３ ２　 ＡＢＳ 抑制 ＯＧＤ 诱导的髓核细胞凋亡　 如图 ２
所示， 与对照组比较， ＯＧＤ 组细胞存活率降低

（Ｐ＜０ ０５）， 细 胞 凋 亡 率、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活 性 升 高

（Ｐ＜０ ０５）； 加入 ＡＢＳ 干预后， 与 ＯＧＤ 组比较细

胞存活率升高 （Ｐ＜０ ０５）， 细胞凋亡、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活

性降低 （Ｐ＜０ ０５）， 表明 ＡＢＳ 可减少退变微环境

中髓核细胞的凋亡。
３ ３　 ＡＢＳ 对 ＯＧＤ 诱导的髓核细胞胞外基质的影

响　 如图 ３ 所示， 与对照组比较， ＯＧＤ 组细胞

ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均下

调 （Ｐ＜０ ０５）， 表明 ＯＧＤ 模拟的退变微环境下，
髓核细胞胞外基质 ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 Ａｇｇｒｅｃａｎ 表达减少；
与 ＯＧＤ 组比较， ＯＧＤ＋ＡＢＳ 组 ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 Ａｇｇｒｅｃａｎ
ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均上调 （Ｐ＜ ０ ０５）， 表明

ＡＢＳ 可抑制退变微环境中髓核细胞的胞外基质

减少。
３ ４　 ＡＢＳ 激活 ＳＩＲＴ１ ／ 自噬信号通路促进髓核细胞

存活和细胞外基质合成　 ＳＩＲＴ１ 和自噬相关信号通

路被证实与退变髓核细胞的存活及其胞外基质合成

１７

２０２０ 年 １ 月

第 ４２ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． １



注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与 ＯＧＤ 组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ２　 ＡＢＳ 对 ＯＧＤ 诱导的髓核细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＢＳ ｏｎ ＯＧＤ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与 ＯＧＤ 组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ３　 ＡＢＳ 对 ＯＧＤ 诱导的髓核细胞胞外基质的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＢＳ ｏｎ ＯＧＤ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ

密切相关［２，９］。 如图 ４ 所示， 与对照组比较， ＯＧＤ
组 ＳＩＲＴ１、 ＡＴＧ５ 和 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ蛋白表达均减少，
ｐ６２ 蛋白表达增加 （Ｐ ＜ ０ ０５）； 与 ＯＧＤ 组比较，
ＯＧＤ＋ＡＢＳ 组 ＳＩＲＴ１、 ＡＴＧ５ 和 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ的蛋白

表达均增加， ｐ６２ 蛋白表达减少 （Ｐ＜０ ０５）， 表明

在 ＯＧＤ 模拟的退变微环境下， ＡＢＳ 处理激活了

ＳＩＲＴ１ ／自噬 信 号 通 路。 与 ＯＧＤ ＋ ＡＢＳ 组 比 较，
ＯＧＤ＋ＡＢＳ＋ＥＸ５２７ 组和 ＯＧＤ＋ＡＢＳ＋３⁃ＭＡ 组的细胞

存活率下调 （Ｐ ＜ ０ ０５）， 细胞凋亡率上调 （Ｐ ＜
０ ０５）， ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 Ａｇｇｒｅｃａｎ 蛋白表达水平均下调
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与 ＯＧＤ 组比较，＃Ｐ＜０ ０５； 与 ＯＧＤ＋ＡＢＳ 组比较，＆Ｐ＜０ ０５。

图 ４　 ＡＢＳ 激活 ＳＩＲＴ１ ／自噬信号通路对髓核细胞存活和胞外基质合成的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＢＳ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＳＩＲＴ１ ／ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｏｆ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

（Ｐ＜０ ０５）， 表明抑制 ＳＩＲＴ１ ／自噬信号通路可抑制

ＡＢＳ 诱导的髓核细胞存活和细胞外基质合成。
４　 讨论

髓核退变， 包括髓核细胞数量的减少及其胞外

基质减少引起的髓核功能障碍， 被认为是椎间盘退

变的主要因素［２⁃３］， 因此， 促进髓核细胞的存活，
增加髓核细胞胞外基质合成， 或减少其胞外基质降

解对于抑制椎间盘退变进程具有重要意义。 研究表

明， ＡＢＳ 能够促进软骨细胞增殖， 抑制软骨细胞

凋亡［７⁃８］， 但其是否影响类软骨细胞⁃髓核细胞的存

活及胞外基质代谢尚不明确。 因此， 本研究首先采

用不同 ＡＢＳ 体外干预大鼠椎间盘髓核细胞， 发现

低浓度下能够促进大鼠髓核细胞的增殖， 提示它可

影响髓核细胞的存活。 为了进一步探究 ＡＢＳ 是否

影响退变微环境中髓核细胞的存活， 本研究采用

ＯＧＤ 模型体外模拟髓核细胞退变微环境， 发现

ＡＢＳ 处理后可使处于 ＯＧＤ 环境中的髓核细胞的增

殖显著增加、 凋亡显著减少， 细胞 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性

显著降低， 提示它可促进退变微环境中髓核细胞的

存活。
椎间盘退变往往伴随着髓核细胞胞外基质的减

少， 使得髓核组织结构不稳， 髓核细胞功能发生障
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碍， 从而增加髓核细胞基质合成、 分泌， 或者减少

其基质降解， 能有效延缓椎间盘退变进程［３，１０］。 既

往研究表明， 牛膝提取物能增加软骨细胞 ｃｏｌｌａｇｅｎ
ＩＩ 表达并恢复软骨基质成分［４，６］； 本研究发现，
ＡＢＳ 后处理可使处于 ＯＧＤ 环境中的髓核细胞的主

要细胞外基质 ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ、 Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ 和蛋白

表达均显著增加， 提示 ＡＢＳ 可促进退变微环境中

髓核细胞的胞外基质合成与分泌。
ＳＩＲＴ１ 能够调控细胞的多种生命活动， 已被证

实可以调控软骨细胞的分化， 代谢以及抗应激能

力， 并且影响软骨细胞的增殖、 凋亡、 自噬、 胞外

基质表达［１１］。 研究发现， ＳＩＲＴ１ 和自噬相关信号

通路可以调控退变髓核细胞的存活和胞外基质合

成［２，９］， 多种中药有效成分可通过调控两者来影响

髓核细胞的存活及胞外基质合成［１２⁃１３］。 本研究发

现， ＡＢＳ 处理可显著上调 ＯＧＤ 环境中髓核细胞

ＳＩＲＴ１、 ＡＴＧ５、 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ蛋白表达， 下调 ｐ６２
蛋白表达， 提示 ＡＢＳ 可激活退变微环境中髓核细

胞的 ＳＩＲＴ１ ／自噬信号通路。 此外， ＳＩＲＴ１ 抑制剂

ＥＸ５２７ 或自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ 的干预可显著抑制 ＯＧＤ
环境中 ＡＢＳ 介导的髓核细胞增殖增加、 凋亡减少、
ｃｏｌｌａｇｅｎ ＩＩ 和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 蛋白表达上调， 提示 ＡＢＳ 可

能通过激活 ＳＩＲＴ１ ／自噬信号通路促进大鼠椎间盘

髓核细胞存活和细胞外基质合成。
综上所述， ＡＢＳ 可通过激活 ＳＩＲＴ１ ／自噬信号

通路促进退变髓核细胞的存活及其胞外基质表达，
进而抑制椎间盘髓核退变。 本研究为椎间盘退变性

疾病的治疗提供了新方向， 也为 ＡＢＳ 在椎间盘退

变性疾病的防治应用提供了实验依据。
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