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文章亮点： 

Fas 配体能够诱导大鼠颈椎间盘纤维环细胞凋亡，增加大鼠成熟颈椎间盘纤维环细胞的凋亡率，并观察

到适宜质量浓度的葛根素对 Fas配体诱导的大鼠椎间盘纤维细胞具有保护作用，为中药防治颈椎病提供

理论基础。 
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摘要 

背景：葛根素能抑制椎间盘纤维环细胞凋亡，在一定程度上延缓椎间盘退变。 

目的：观察最佳浓度葛根素对大鼠颈椎间盘纤维环细胞的保护作用。 

方法：用不同质量浓度 Fas 配体(5，20，50 μg/L)诱导大鼠颈椎间盘纤维环细胞凋亡，用流式细胞仪

Annexin V–FITC-PI 双染法检测纤维环细胞凋亡情况，通过 MTT 法和流式细胞仪观察不同质量浓度葛

根素(0.01，0.1，1 g/L)对纤维环细胞的保护作用。 

结果与结论：5 μg/L Fas配体诱导的纤维环细胞存活率及早期凋亡率与胎牛血清对照组比较差异无显著性

意义(P > 0.05)，20 μg/L 及 50 μg/L Fas 配体组纤维环细胞存活率及早期凋亡率高于胎牛血清对照组     

(P < 0.01)，且随着 Fas配体质量浓度的增加，大鼠成熟纤维环细胞活性比例逐渐降低，而早期凋亡率逐

渐增加。3种浓度的葛根素作用 20 μg/L Fas配体诱导的纤维环细胞，随着葛根素质量浓度的增加，纤维

环细胞存活比例逐渐增加，而早期凋亡率逐渐减少(P < 0.01)。结果提示：①Fas配体能够诱导大鼠颈椎间

盘纤维环细胞凋亡，增加大鼠成熟颈椎间盘纤维环细胞的凋亡率。②3 种质量浓度葛根素均有抑制椎间盘

纤维环细胞死亡作用，且呈剂量依赖型。③葛根素对大鼠颈椎间盘纤维环细胞有明显保护作用。 
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Abstract 

BACKGROUND: Puerarin restrains the apoptosis of disc annulus fibrosus cells and delays the 

degenerationof the intervertebral disc. 

OBJECTIVE: To explore the protective role of puerarin in rat cervical intervertebral disc annulus fibrosus   



 

陈少清，等. 葛根素保护大鼠颈椎间盘纤维环细胞的最佳浓度 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 1157 

www.CRTER.org 

 

Chen Shao-qing★, Master, 

Assistant teacher, Physician, 

Fujian University of Traditional 

Chinese Medicine, Fuzhou  

350003, Fujian Province, 

China; Key Laboratory of 

Orthopedics and Exercise 

Rehabilitation of Ministry of 

Education, Fuzhou  350003, 

Fujian Province, China 

chenshaoqd@163.com 

 

Corresponding author: Wang 

Shi-zhong, Doctor, Professor, 

Chief physician, Fujian 

University of Traditional 

Chinese Medicine, Fuzhou  

350003, Fujian Province, 

China; Key Laboratory of 

Orthopedics and Exercise 

Rehabilitation of Ministry of 

Education, Fuzhou  350003, 

Fujian Province, China 

 

Supported by: the National 

Natural Science Foundation of 

China, No. 30973764*; Fujian 

Joint Research Project of 

Health Education, No. 

WKJ2008-2-48*; International 

Cooperation Projects of Fujian 

Provincial Department of 

Science and Technology, No. 

2009I0010* 

 

Received: 2012-06-27 

Accepted: 2012-07-28 

 

cells.  

METHODS: Cervical intervertebral disc annulus fibrosus cells were induced by different concentrations of Fas 

ligand (5, 20, 50 μg/L). The appropriate concentration of puerarin was detected using Annexin V-FITC-PI double 

staining to establish an in vitro apoptotic model of annulus fibrosus cells. Changes of annulus fibrosus cells in 

response to different concentrations of puerarin (0.01, 0.1, 1 g/L) were observed by flow cytometry and MTT 

method.  

RESULTS AND CONCLUSION: 5 μg/L Fas ligand had no significant influence on the survival rate and 

early-apoptotic rate of annulus fibrosus cells (P > 0.05). 20 and 50 μg/L Fas ligand significantly promoted annulus 

fibrosus cells apoptosis (P < 0.01) in a dose-dependent manner. The 0.01, 0.1 and 1 g/L puerarin could improve 

the survival rate of Fas ligand-induced annulus fibrosus cells in a dose-dependent manner (P < 0.01). These 

findings indicate that (1) Fas ligand can induce the disc annulus fibrosus to be in apoptosis status. (2) Puerarin 

(0.01, 0.1, 1 g/L) can promote the proliferation of disc annulus fibrosus cells in a dose-dependent manner. (3) The 

apoptosis rate of disc annulus fibrosus cells induced by Fas ligand in vitro can be restrained by puerarin 

interference. 

Key Words: tissue construction; cartilage tissue construction; cervical spondylosis; puerarin; Chinese herbs; 

optimal concentration; dose-dependent; Fas/Fas ligand; cell necrosis; annulus fibrosus cells; rats; the National 

Natural Science Foundation of China; tissue construction photographs-containing paper 
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0  引言 

 

颈椎间盘退变是导致颈椎病变的重要原因，其中椎间盘纤维环破裂被认为是重要的诱发

因素
[1]
。细胞凋亡的发现为深入认识椎间盘退变的生理病理过程及确切发病机制提供了新的

方向。大量的研究也支持，椎间盘细胞的过度凋亡是导致椎间盘细胞数量减少的主要原因
[2-7]
，

细胞数量减少必然导致其分泌合成细胞外基质减少从而不能补充修复已被降解的细胞外基

质，加速椎间盘的衰老和退变。Fas/Fas配体体系是椎间盘细胞进行凋亡的重要途径，其凋

亡信号转导的启动是通过Fas配体与其受体Fas结合，从而激活Fas/Fas配体系统来实现   

的
[8-9]
，说明Fas配体是启动细胞凋亡的开关。 

 

葛根素(Puerarin，Pue)又名普乐林，是从中药葛根中提取的主要有效成分，有学者统计

近10年来临床治疗不同类型颈椎病的中药内服方中葛根的使用率位居第一
[10]
，临床上亦有单

独运用其单体葛根素治疗颈椎病的报道
[11-15]

。葛根素主要有扩张血管、降血脂血压、改善微

循环、抗氧化、抗血栓形成，修复内皮细胞损伤以及抑制脑细胞凋亡等药理作用
[16]
。国内外

尚未报道葛根素对椎间盘纤维环细胞凋亡的影响，因此实验以Fas配体诱导大鼠颈椎间盘纤

维环细胞凋亡，建立椎间盘纤维环退变模型，然后用葛根素进行干预，探索葛根素对纤维环

细胞的保护作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞水平实验。 

时间及地点：实验于2009年9月至2011年9月在福建中医药大学康复医学研究所完成。 

材料： 

实验动物：1月龄清洁级SD大鼠2只，雌雄不拘，体质量120 g左右，由上海斯莱克实验动

物有限责任公司提供，许可证号SCXX (沪) 2008-0005。 
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药品、试剂与仪器：葛根素(中国药品生物制品检定所)，

重组大鼠 Fas-Ligand(R&D Systems 公司，批号：

IZN0807011)，AnnexinV-FITC Conjugate(Invitrogen公司，

批号：72620204A)，噻唑蓝、二甲基亚砜(Sigma公司)，

胎牛血清、0.25%胰蛋白酶、低糖DMEM培养基(Hyclone

公司)，CO2培养箱(美国SHEL-LAB公司)，FACSCalibur

流式细胞仪(美国BD公司)，ELX808全自动酶标仪(福建省

医疗器械公司)，倒置显微照相机(OLYMPUS公司)。 

实验方法： 

纤维环细胞的取材及培养
[17]

：取1月龄的SD大鼠，麻

醉成功后，无菌条件下取椎间盘纤维环，剪成大小     

1 mm
3
， 先 用 0.25% 胰 蛋 白 酶 消 化 20 min ，             

1 000 r/min(离心半径13.5 cm)离心5 min，弃掉上清液，

继续用0.2%Ⅱ型胶原酶消化4 h，1 000 r/min(离心半径

13.5 cm)离心5 min，收集细胞沉淀，接种培养，细胞长

满80%后传代。第3代纤维环细胞进行甲苯胺染色鉴定。 

流式细胞仪检测不同质量浓度Fas配体诱导纤维环细胞

存活率及凋亡率：取第3代纤维环细胞进行酶消化、离心

形成细胞悬液后，以每孔细胞数3×10
5
个传代接种于6

孔板。先用体积分数为10%的胎牛血清培养，于光学显

微镜下观察，待细胞长满80%，弃掉上清液改用体积分

数为2%的胎牛血清培养8 h，弃掉上清液，取4孔分别

改用含体积分数为2%胎牛血清、5 μg/L Fas配体+体积

分数为2%胎牛血清、20 μg/L Fas配体+体积分数为2%

胎牛血清、50 μg/L Fas配体+体积分数为2%的胎牛血清

诱导24 h，AnnexinV–FITC和PI双染法检测纤维环细胞

的凋亡情况。 

MTT比色法：用体积分数为2%的胎牛血清分别配置

质量浓度为1 g/L，0.1 g/L，0.01 g/L葛根素溶液和    

20 μg/L Fas配体溶液以及单纯体积分数为2%的胎牛血

清作为培养液，分别用于干预第3代大鼠颈椎间盘纤维

环细胞，取第3代纤维环细胞用排枪种到96孔板中，每

孔细胞数4×10
3
-5×10

3
，待细胞贴壁后，弃去上清液，

洗去未贴壁细胞。用上述培养液干预细胞，分别干预24，

48 h。上述细胞按规定的时间干预后，每孔加入MTT溶

液(5 g/L)20 μL，37 ℃孵育4 h，终止培养，小心吸弃培

养板中的液体，每孔加入150 μL二甲基亚砜，振荡    

10 min，使结晶物充分溶解。在酶标仪上以490 nm波长

测定各孔吸光度值。 

AnnexinV-FITC和PI双染法：取第3代长满的细胞接种

到6孔板，每孔细胞数3×10
5
个。先用体积分数为10%胎

牛血清培养液培养待细胞长满80%后，改为体积分数为

2%的胎牛血清培养液培养8 h后，弃掉上清液对细胞进

行相应的干预，分别为含体积分数为2%的胎牛血清配

成20 μg/L Fas配体
[18]
，以及含体积分数为2%的胎牛血

清配成20 μg/L Fas配体+1 g/L葛根素、20 μg/L Fas配  

体+0.1 g/L葛根素、20 μg/L Fas配体+0.01 g/L葛根素干

预24 h后，冷的PBS清洗2遍，消化收集细胞，分别加

入100 μL buffer液悬浮细胞后，加Annexin V-FITC 5 μL

和PI 10 μL，避光孵育15 min后，分别加入400 μL buffer

液重悬细胞，随即用流式细胞仪进行凋亡率检测(按试剂

盒说明)。 

主要观察指标：甲苯胺染色鉴定纤维环细胞；MTT

比色法观察纤维环细胞的增殖情况；AnnexinV-FITC法

检测纤维环细胞的凋亡率。 

统计学分析：采用SPSS 13.0统计软件分析。计量

资料均用x
_

±s表示，计量资料进行比较时，先作正态分布

及方差齐性检验，正态分布的计量资料多组间均数比较

采用单因素方差分析；方差齐用t 检验，方差不齐用秩和

检验，均为双侧检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  颈椎间盘纤维环细胞形态观察及鉴定  见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

细胞原代培养接种后培养瓶中有很多漂浮的大小

不等的散在形态为圆形的细胞，24 h后细胞开始贴壁，

图 1  颈椎间盘纤维环细胞原代接种培养后形态学观察(相

差显微镜，×100) 

Figure 1  Morphology and characterization of annulus fibrosus 

cells after primary culture (Phase contrast 

microscope, ×100) 

A：培养 24 h 细胞开始贴壁 B：培养 72 h贴壁的细胞伸出突起

变为梭形，体积增大，在相邻细胞

突起处易发生相互连接 

C：培养 2周细胞长满瓶底 
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见图1A；72 h后细胞形态发生变化，贴壁的细胞伸出突

起变为梭形，体积增大，在相邻细胞突起处易发生相互

连接，见图1B；培养14 d后细胞长满瓶底(此时可作为

传代细胞培养)，见图1C。颈椎间盘纤维环细胞培养传

至第3代时甲苯胺蓝染色，倒置相差显微镜观察细胞形

态，结果显示：纤维环细胞甲苯胺蓝染色呈异染性，胞

浆染为紫色，细胞核染为蓝色，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  不同质量浓度Fas配体干预第3代大鼠颈椎间盘纤

维环细胞成活率和凋亡率比较   用流式细胞Annexin 

V-FITC-PI双染法检测的细胞凋亡散点图中可以区分出

细胞凋亡，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

体积分数为2%胎牛血清组和Fas配体处理组大鼠

纤维环细胞的成活率及凋亡纤维环细胞的比例，见表1。

结果表明，体积分数为2%胎牛血清组和Fas配体处理组

间大鼠成熟纤维环细胞的成活率、死亡率及早期凋亡率

均存在一定差异。其中高、中剂量Fas配体组纤维环细

胞成活率及早期凋亡率与体积分数为2%胎牛血清组比

较差异有非常显著性意义(P < 0.01，P < 0.05)；但体积

分数为2%胎牛血清组与低剂量Fas配体组比较差异无

显著性意义(P > 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  葛根素及Fas配体对颈椎间盘纤维环细胞活力的影

响  MTT比色法检测细胞活性结果显示：在24 h和48 h

后均显示1 g/L葛根素组细胞活性为最大，与其余各组比

较差异有非常显著性意义(P < 0.01)，0.1 g/L葛根素组次

之，20 μg/L Fas配体组最低，与体积分数为2%胎牛血清

组比较差异有非常显著性意义(P < 0.01)，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  葛根素对20 μg/L Fas配体诱导凋亡的颈椎间盘纤

维环细胞的保护作用  研究结果表明，不同浓度葛根素

组间大鼠成熟纤维环细胞的成活率、死亡率及早期凋亡

表 1  各组颈椎纤维环细胞成活率及凋亡的比例 

Table 1  The ratio of survival and apoptosis of annulus fibrosus 

cells                                (x
_

±s, n=3, %) 

                   

 

与体积分数为2%胎牛血清组和5 μg/L FasL组比较，a
P < 0.01，b

P < 0.05；

与 20 μg/L FasL组比较，c
P < 0.01。 

 

组别 AV
-
-PI

+
 AV

+
-PI

+
 AV

-
-PI

-
 AV

+
-PI

-
 

 

体积分数为 2%

胎牛血清组 

 

9.16±3.54 

 

10.31±1.09 

 

74.55±4.11 

 

5.85±1.01 

5 μg/L FasL 组 11.64±4.82 11.31±1.49 70.20±5.25 6.73±0.87 

20 μg/L FasL组 15.61±3.79
a
 14.28±1.76

b
 61.68±4.72

a
 8.44±1.04

b
 

50 μg/L FasL组 16.58±2.97
a
 17.44±1.50

ac
 55.33±3.45

ac
 10.68±1.19

ac
 

 

图 2  甲苯胺蓝染色相差显微镜下第 3代颈椎间盘纤维环细

胞呈异染性，胞浆染为紫色，细胞核染为蓝色(×100) 

Figure 2  The third-passage annulus fibrosus cells stained 

with toluidine blue (Phase contrast microscope, 

×100) 

图 3  流式细胞仪 Annexin V-PI 双染色法检测 Fas 配体诱

导颈椎纤维环细胞凋亡率 

Figure 3  The Annexin V-FITC assays for detecting the 

apoptosis of annulus fibrosus cells 

A：50 μg/L Fas 配体组 B：20 μg/L Fas 配体组 

C：5 μg/L Fas 配体组 D：体积分数为 2%胎牛血清组 

表 2  MTT比色法检测各组颈椎间盘纤维环细胞生长活力 

Table 2  Cell viability of annulus fibrosus cells treated with 

puerarin detected using MTT method  

(x
_

±s, n=6, Absorbance)                   

 

与同时段其余各组比较，a
P < 0.01；与同时段 FasL 20 μg/L 组比较，b

P < 

0.01；与 24 h时比较，c
P < 0.05。 

组别   24 h 48 h 

 

1.0 g/L葛根素组 

 

0.436±0.063
a
 

 

0.489±0.054
ac

 

0.1 g/L葛根素组 0.392±0.026
a
 0.425±0.042

a
 

0.01 g/L 葛根素组 0.346±0.025
b
 0.364±0.027

b
 

体积分数为 2%胎牛血清组 0.332±0.032
b
 0.343±0.028

b
 

20 μg/L Fas 配体组 0.289±0.021 0.203±0.021 
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率均存在一定差异。高剂量葛根素组纤维环细胞成活率

及早期凋亡率与低剂量葛根素组、胎牛血清组和20 μg/L 

Fas配体组比较差异有非常显著性意义(P < 0.01)，与中

剂量葛根素组比较差异亦有显著性意义(P < 0.05)，见

图4、表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

随着葛根素质量浓度的增加，大鼠颈椎间盘纤维环

细胞活性比例逐渐增加，而早期凋亡率逐渐减少。由此

证明葛根素对大鼠颈椎间盘纤维环细胞有保护作用，能

够抑制大鼠颈椎间盘纤维环细胞凋亡，增加大鼠颈椎间

盘纤维环细胞的成活率。 

 

3  讨论 

 

实验结果表明Fas配体能够诱导大鼠颈椎间盘纤维

环细胞凋亡，这与文献报道一致
[7]
， Fas-Ligand是死亡

受体Fas的配体，为一种C末端位于细胞外的Ⅱ型跨膜

蛋白，为肿瘤坏死因子家族成员。大量研究支持，椎间

盘细胞可以通过自分泌或旁分泌配体Fas-Ligand与细

胞膜上死亡受体Fas结合作为起始信号介导细胞凋亡程

序
[5-6, 9-12]

。Park等
[5-6]
发现所有退变椎间盘样本中均发现

Fas和Fas配体的强烈表达，在细胞凋亡区域同时存在

Fas和Fas配体的高度表达，提示Fas/Fas配体系统启动

了椎间盘细胞的凋亡，同时Fas配体可以通过Fas介导细

胞凋亡，故实验利用重组大鼠Fas-Ligand试剂体外诱导

大鼠颈椎间盘纤维环细胞建立退变模型。 

 

实验结果表明适宜浓度的葛根素对Fas配体诱导的

大鼠椎间盘纤维细胞具有保护作用，关于葛根素对细胞

的保护作用已有相关的报道
[19-22]

，但其具体的保护细胞

机制尚未明确，王万铁等
[19]
研究葛根素可通过特异性阻

断电压操纵型与受体依赖型钙离子通道，阻止细胞外钙

离子内流，一定程度上减轻细胞内钙超载。温葭等
[20]

报道葛根素可以抑制缺血-再灌注引起的细胞凋亡；抑

制由过氧或缺氧等损伤引起的细胞凋亡；影响心肌及血

管平滑肌细胞的凋亡及促进各种癌细胞凋亡等。韩江全  

等
[21]
研究葛根素可通过上调Bcl-2蛋白表达，下调Bax蛋

白表达减少脑缺血再灌注后神经细胞凋亡。肖旭等
[22]

研究葛根素可上调Bcl-2蛋白表达，抑制Caspase-3的表

达，减少肝细胞凋亡，对肝脏缺血再灌注损伤有保护作

用，但葛根素对椎间盘纤维环细胞凋亡的影响国内外尚

未报道，葛根素是通过何种途径参与调控椎间盘纤维环

细胞增殖与凋亡的动态平衡，其具体作用机制还有待于

进一步的研究。 
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图4  流式细胞仪Annexin V-PI双染色法检测不同质量浓度

葛根素干预 Fas 配体诱导的颈椎间盘纤维环细胞凋亡

作用散点图 

Figure 4  The Annexin V-FITC assays for detecting the Fas 

ligand-induced apoptosis of annulus fibrosus cells 

treated with various concentrations of puerarin 

A：20 μg/L Fas 配体+ 

1 g/L 葛根素 

B：20 μg/L Fas 配体+ 

0.1 g/L葛根素 

C：20 μg/L Fas 配体

+ 0.01 g/L葛根素 

D：体积分数为 2%胎牛血清 E：20 μg/L Fas 配体 

表 3  不同质量浓度葛根素对 20 μg/L Fas配体诱导凋亡的颈

椎间盘纤维环细胞的保护作用 

Table 3  Protective role of various concentrations of puerarin in 

annulus fibrosus cells induced by 20 μg/L Fas ligand  

(x
_

±s, n=3, %)                   

 

与 Fas 配体组、胎牛血清组和 0.01 g/L 葛根素组比较，a
P < 0.01；与 0.1 g/L

葛根组比较，b
P < 0.05。 

组别 AV
-
-PI

+
 AV

+
-PI

+
 AV

-
-PI

-
 AV

+
-PI

-
 

 

20 μg/L Fas 配体组 

 

15.65±4.43 

 

14.75±1.64 

 

61.49±5.01 

 

8.25±2.13 

体积分数为 2%胎牛

血清组 

10.13±2.71 9.79±1.54 73.65±4.34 6.50±1.42 

0.01 g/L 

葛根素组   

8.66±2.48 10.40±1.41 74.53±4.32 6.48±1.50 

0.1 g/L 

葛根素组  

7.35±2.47
a
 8.54±1.36

a
 79.29±3.88

a
 4.83±1.23

a
 

1.0 g/L 

葛根素组  

6.98±2.04
ab

 5.74±1.42
ab

 83.86±3.29
ab

 3.30±0.90
ab
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