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青藤碱可有效抑制白细胞介素 1β 介导的髓核细胞凋亡

文题释义：

青藤碱：是从防己科落叶缠绕藤本植物青藤及毛青藤的干燥藤茎中提取的一种生物碱，呈黄色针状结晶，熔点161 ℃，熔化后熔点又升至

182 ℃，278 ℃分解，可溶于有机溶剂，微溶于水，具有镇痛、镇静、止咳、抗炎、抗氧化、降血压、免疫调节等作用。临床用于治疗类

风湿关节炎和急性关节炎等。

血红素氧合酶1(HO-1)：是诱导型血红素降解的限速酶，广泛分布于哺乳动物的各种细胞内，可被多种刺激因子诱导表达，具有抗氧化、抗

炎、抗凋亡等作用。其表达与上游Nrf2的磷酸化及核转位密切相关，他们组成的Nrf2/HO-1信号轴是细胞内重要的抗氧化酶体系之一。

摘要

背景：椎间盘退变是导致脊柱退行性疾病的基础，然而目前尚无有效的治疗药物。

目的：探讨青藤碱是否可以抑制白细胞介素1β诱导的髓核细胞凋亡及其分子机制。

方法：采用胰酶联合Ⅱ型胶原酶消化法体外培养大鼠髓核细胞，并绘制细胞生长曲线，采用CCK-8法筛选合适的青藤碱药物浓度。将髓核

细胞分为对照组、青藤碱组、白细胞介素1β组、青藤碱+白细胞介素1β组、锌原卟啉(血红素氧合酶1抑制剂)组、锌原卟啉+青藤碱组、锌

原卟啉+白细胞介素1β组、青藤碱+锌原卟啉+白细胞介素1β组。分别检测各组髓核细胞增殖活性、活性氧含量、凋亡率及血红素氧合酶1
的表达情况。

结果与结论：①体外培养的大鼠髓核细胞呈现多角形、三角形、短楔形等形态，其呈现“S”型曲线生长，接种第1-3天生长缓慢，第4-6
天生长迅速，第七八天生长速度缓慢，进入“平台期”，细胞数量不再增加；②当青藤碱的浓度≤80 μmol/L时，髓核细胞的增殖活性不

会受到显著影响(P > 0.05)；③白细胞介素1β可以显著降低髓核细胞的增殖活性，增加活性氧含量，导致细胞凋亡(P < 0.01)；④当采用青藤

碱干预后，不仅可以促进血红素氧合酶1的表达(P < 0.05)，而且可以抑制白细胞介素1β诱导的髓核细胞增殖活性降低、活性氧含量和凋亡

率增加(P < 0.05)，其作用可被锌原卟啉逆转(P < 0.01)。
关键词：青藤碱；白细胞介素1β；血红素氧合酶1；髓核细胞；细胞增殖；细胞凋亡；活性氧；椎间盘；椎间盘退变

缩略语：白细胞介素：interleukin，IL；血红素氧合酶1：heme oxygenase-1，HO-1
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Abstract
BACKGROUND: Intervertebral disc degeneration is the basis of spinal degenerative diseases; however, there is no effective treatment.
OBJECTIVE: To investigate whether sinomenine can inhibit interleukin-1β-induced apoptosis in nucleus pulposus cells and its molecular mechanism.
METHODS: Rat nucleus pulposus cells were cultured in vitro by trypsin combined with type II collagenase digestion, and the cell growth curve was plotted. 
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0    引言  Introduction
腰椎间盘突出症的临床表现主要是腰腿疼痛，大多数患

者经保守治疗后可有效缓解，仅少数患者需要手术治疗
[1]
。

研究表明，腰椎间盘突出症引起腰腿痛一方面与髓核组织突

出机械压迫神经有关，另一方面与病变局部炎性因子对神经

的炎性刺激有关。JUNGEN 等
[2]
的一项系统分析也证实，白

细胞介素 (interleukin，IL)、肿瘤坏死因子 α、趋化因子 5 等

炎症因子均与坐骨神经痛相关。DENES 等
[3]
研究发现，肿瘤

坏死因子 α、IL-6、IL-8 等在椎间盘突出引起腰腿疼痛中起重

要作用，并采用肿瘤坏死因子 α 和 IL-6 抑制剂治疗后，腰腿

疼痛可有效缓解。此外，ZHAO 等
[4]
随访发现，26%-39% 的

腰痛患者无椎间盘突出，但使用抗炎药物治疗后，腰痛可明

显缓解，特别是椎间盘或椎管内注射糖皮质激素后，对缓解

腰痛具有非常显著的疗效。因此，人们认为炎症因子是引起

腰痛的始动因素。

椎间盘由髓核组织、纤维环及上下软骨终板构成
[5]
。髓

核组织主要由髓核细胞和细胞外基质构成，而细胞外基质主

要由髓核细胞产生，因此，髓核细胞对维持椎间盘的功能至

关重要
[6]
。髓核细胞的退变是导致椎间盘退变的病理基础。

椎间盘退变的诱因包括氧化应激、衰老、营养缺乏、遗传易

感性及机械负荷等
[7]
。研究表明，椎间盘退变早期伴有大量

炎性因子浸润，包括 IL-1β、肿瘤坏死因子、IL-18 等
[8]
。这

些炎症因子，除了可以通过激活炎症小体 NLRP3 介导的细胞

焦亡
[9-10]

，导致髓核细胞的数量减少和质量下降外，还可以

介导细胞氧化应激损伤。LI 等 [11]
研究发现 IL-1β 可以导致软

骨细胞氧化应激损伤，且这种损伤和骨性关节炎的发生呈正

相关性。ZHU 等
[12]

采用 IL-1β 处理软骨细胞 24 h 后发现，软

骨细胞内活性氧含量显著增加，且抗氧化酶系统表达受到显

著抑制。

青藤碱是从防己科落叶缠绕藤本植物青藤及毛青藤的

干燥藤茎中提取的一种生物碱，其具有镇痛、抗炎、抗氧

化等作用
[13-15]

。研究表明青藤碱不仅可以调节单核 / 巨噬细

胞亚群，还可以调控 Toll 样受体 4/ 核因子 κB 等炎性信号通

路，抑制细胞的炎症反应
[16-17]

。此外，青藤碱可有效上调内

源性抗氧化系统，促进抗氧化酶，如血红素氧合酶 1(heme  

An appropriate sinomenine concentration was determined using the cell counting kit-8 kit. Nucleus pulposus cells were divided into control group, 
sinomenine group, interleukin-1β group, sinomenine+interleukin-1β group, zinc protoporphyrin group, zinc protoporphyrin+sinomenine group, zinc 
protoporphyrin+interleukin-1β group, and sinomenine+zinc protoporphyrin+interleukin-1β group. Proliferative activity, reactive oxygen species content, 
apoptosis rate, and heme oxygenase-1 expression in nucleus pulposus cells were detected.
RESULTS AND CONCLUSION: The rat nucleus pulposus cells cultured in vitro were polygonal, triangular, and short wedge-shaped, and the cell growth showed 
an “S” curve. The cells grew slowly in the first 3 days of culture, rapidly in 4-6 days, and slowly again in 7-8 days. The cells then entered the “platform stage” 
where the number of cells no longer increased. The proliferative activity of myeloid cells showed no significant changes when the concentration of sinomenine 
was ≤ 80 μmol/L (P > 0.05). Interleukin-1β significantly reduced the proliferative activity of nucleus pulposus cells, increased the content of reactive oxygen 
species and led to apoptosis (P < 0.01). Sinomenine intervention not only promoted heme oxygenase-1 expression (P < 0.05) but also inhibited interleukin-1β-
induced decrease in proliferative activity and increase in reactive oxygen species content and apoptosis rate in nucleus pulposus cells (P < 0.05). These effects 
could be reversed by zinc protoporphyrin (P < 0.01).
Key words: sinomenine; interleukin-1β; heme oxygenase-1; nucleus pulposus cell; cell proliferation; apoptosis; reactive oxygen species; intervertebral disc; 
intervertebral disc degeneration

Funding: Shandong Province Chinese Medicine Science and Technology Project, No. Q-2022025 (to ZCX); Jining Key R&D Program Projects, Nos. 2020JKNS008 (to 
ZCX) and 2019SMNS003 (to WM)
How to cite this article: WANG Q, LU ZA, LI LH, LYU CL, WANG M, ZHANG CX. Sinomenine effectively inhibits interleukin-1beta-induced apoptosis in nucleus 
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oxygenase-1，HO-1)、醌氧化还原酶 1 等表达，减轻细胞的

氧化应激损伤
[18-19]

。综上所述，青藤碱发挥作用的关键机制

在于抗炎、抗氧化等作用。青藤碱在髓核细胞中是否同样发

挥抗炎、抗氧化等作用来抑制炎症因子介导的细胞凋亡，抑

制椎间盘退变，尚未见相关报道。

此次研究拟采用 IL-1β 诱导髓核细胞凋亡，探索青藤碱

是否可以抑制 IL-1β 介导的髓核细胞凋亡及其分子机制，为

椎间盘退变的药物治疗提供新的方向和理论基础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   分组设计细胞学实验。数据符合正态分布，则组

间比较采用单因素方差分析，方差齐则用 LSD 分析，方差不

齐则用 Game’s-Howell 分析；数据不符合正态分布则进行秩

和检验。

1.2   时间及地点   实验于 2022-09-01/10-31 在济宁市第一人

民医院肿瘤转化实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   健康 8 周龄 SD 大鼠 4 只，雌雄不限，体质

量 200 g 左右，由济南朋悦实验动物繁育有限公司提供，许可

证号：SCXK( 鲁 )20190003。

   动物实验符合济宁市第一人民医院动物实验伦理审查标准

( 伦理编号：JNRM-2022-DW-023)。
1.3.2   实验试剂   青藤碱购自美国 MedChemExpress 公司，锌原

卟啉 (Zinc Protoporphyrin，HO-1 抑制剂，货号：HY-101193， 

规格：1 mg，品牌：MCE) 购自 MedChemExpress 公司。胰蛋

白酶购自汉强生物技术有限公司，Ⅱ型胶原蛋白酶购自北京

索莱宝科技有限公司，南美胎牛血清购自澳大利亚 AusGeneX 

公司，CCK-8 试剂盒购自日本同仁化学研究所，Annexin V PE 

Apoptosis Detection Kit 购自美国 Biogems 公司，Fast Pure Cell/

Tissue Total RNA Isolation Kit V2 试剂盒、HiScript III RT SuperMix 

for qPCR (+gDNA wiper) 试剂盒、BCA Protein Quantification Kit

购自南京诺唯赞公司，HO-1 Antibody、Beta Actin Antibody、
Goat Anti-Rabbit IgG(H+L) HRP 购 自 美 国 Affinity Biosciences    

公司。

1.3.3   实验仪器   细胞计数仪 ( 型号：AMQA2000，生产企业：
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赛默飞世尔，S/N：2187A20090034)。流式细胞仪 ( 型号：

CytoFLEX，生产企业：贝克曼 ( 中国 )，S/N：BE39397)。细

胞培养箱 ( 型号：3111，生产企业：赛默飞世尔，批号：S/N： 
300209779)。Multiskan™ FC 酶 标 仪 ( 型 号：51119180， 生

产企业：赛默飞世尔，S/N：357-705277)。全自动化学发

光图像分析系统 ( 型号：Tanon-4600，生产企业：天能，

S/N：20T12NP64-12138)。Applied Biosystems PCR 热 循 环

仪 ( 型 号：EN61326-1， 生 产 企 业： 赛 默 飞 世 尔，SN：
2721220120892)。
1.4   方法   

1.4.1   髓核细胞体外培养   采取脱颈法处死大鼠后，浸泡于

体积分数 75% 乙醇溶液中 2 min 后，转移至生物安全柜，剪

开大鼠背部及尾部皮肤，无菌获得大鼠腰椎、骶椎及尾椎，

小心切开椎间盘并收集髓核组织。将髓核组织用无菌眼科

剪剪碎后，转移至 15 mL 离心管，加入适量 0.25% 胰蛋白酶

37 ℃消化 30 min，期间每 5 min 摇匀一次，加入含有血清的

培养液终止消化。离心去上清后，加入适量Ⅱ型胶原蛋白酶

消化 37 ℃消化 30 min 后，期间每 5 min 摇匀一次，加入血

清终止消化。离心去上清后，加入培养液并调整细胞浓度至

(3-5)×108 L-1
，接种至 25 cm2

培养瓶中，每瓶接种 5 mL，置

于 CO2 培养箱中培养。第 3 天时进行半量换液，之后每 3 d

进行全量换液。约 2 周后，当细胞汇合至 90% 以上时，即可

消化进行传代培养。 

1.4.4   实验分组   将第 3 代髓核细胞分为以下 8 组，各组培养

液分别 5 mL：①对照组：不做处理；②青藤碱组：培养液中

含有 40 μmol/L 青藤碱；③ IL-1β 组：培养液中含有 10 ng/mL  

IL-1β；④青藤碱 +IL-1β 组：培养液中含有 40 μmol/L 青藤碱

和 10 ng/mL IL-1β；⑤锌原卟啉组：培养液中含有 5 μmol/L 

锌原卟啉；⑥锌原卟啉 + 青藤碱组：培养液中含有 5 μmol/L 

锌原卟啉和 40 μmol/L 青藤碱；⑦锌原卟啉 +IL-1β 组：培养

液中含有 5 μmol/L 锌原卟啉和 10 ng/mL IL-1β；⑧青藤碱 + 

锌原卟啉 +IL-1β 组：培养液中含有 40 μmol/L 青藤碱、 

5 μmol/L 锌原卟啉和 10 ng/mL IL-1β。在二氧化碳培养箱内孵

育 8 h 后，检测各组细胞的增殖活性、凋亡率、活性氧含量、

HO-1 的 mRNA 和蛋白水平。

1.4.5   细胞增殖活性检测   96 孔板内的髓核细胞处理结束

后，弃掉原培养液。更换不含血清的培养液后，再每孔加入 

10 µL CCK-8 溶液，继续培养 2-4 h，酶标仪检测各组细胞在

450 nm 处的吸光度值。细胞增殖活力计算公式如下：

细胞增殖活力 (%)=[A( 实验 )-A( 空白 )]/[A( 对照 ) －
A( 空白 )]×100%

式中 A( 实验 ) 为含有不同药物和 CCK-8 溶液孔的吸 

光度值，A( 空白 ) 为含有 CCK-8 溶液而没有细胞孔的吸光度

值，A( 对照 ) 为含有正常培养细胞和 CCK-8 溶液孔的吸光度

值。

1.4.6   流式细胞术检测髓核细胞凋亡率   各组细胞处理结束

后消化收集并用预冷的 PBS 洗涤 2 遍。4 ℃离心后弃上清并

加入 100 µL Binding Buffer 重悬细胞。对照组和实验组分别加

入 5 µL Annexin V-FITC 和 5 µL PI Staining Solution；Annexin-V

组 ( 单阳性组 ) 加入 5 µL Annexin V-FITC，PI 组 ( 单阳性组 ) 加

入 5 µL PI Staining Solution，空白组细胞 ( 双阴性组 ) 不做处

理，轻轻吹打均匀后，避光、25 ℃孵育 10 min；加入 400 µL  

Binding Buffer 轻轻吹打混匀后上机检测。

1.4.7   荧光探针 DCFH-DA 标记法检测髓核细胞内总活性氧含

量   96 孔荧光酶标板内的髓核细胞处理结束后，弃掉原培

养液，加入预先采用 DMEM/F12 培养液稀释好的 10 μmol/L 

DCFH-DA 溶液，每孔 100 µL，阳性对照组内加入 Rosup 作为

对照。置于细胞培养箱中 20-30 min 后，DMEM/F12 培养液

洗涤 3 遍后荧光酶标仪检测各种荧光强度 ( 酶标仪设置参数：

488 nm 激发波长，525 nm 发射波长 )。
1.4.8   RT-PCR检测HO-1 mRNA转录   引物由生工生物工程 (上

海 ) 股份有限公司合成，序列见表 1。

表 1 ｜扩增引物序列
Table 1 ｜ Amplification primer sequences

基因名称 引物序列 (5’-3’)

血红素氧合酶 1 F：TTT TTC ACC TTC CCG AGC ATC
R：GGC GGT CTT AGC CTC TTC TGT

β-actin F：TAC AAC CTC CTT GCA GCT CC
R：GGA TCT TCA TGA GGT AGT CAG TC

大鼠髓核细胞的培养及鉴定：

细胞来源 SD 大鼠椎间盘髓核组织

原代培养方法 胰酶联合Ⅱ型胶原酶消化法

基础培养基 DMEM/F12 培养基

添加材料 基础培养基中添加体积分数 10% 无菌胎牛血清、1% 青链霉素混

合液

原代培养时间 原代细胞培养 3 d 后半量换液，之后每 3 d 换液 1 次，原代细胞约

培养 2 周后开始传代

细胞传代 细胞融合至 80%-90% 用胰酶消化传至下 1 代，按 1 ∶ (2-3) 的比

例传代。3-5 d 传 1 代，共传 3 代

细胞鉴定 采用细胞形态学观察鉴定

伦理学批准 实验方法经过济宁市第一人民医院动物伦理委员会批准

1.4.2   绘制细胞生长曲线   取第 1-5 代髓核细胞，调整细胞

浓度至 5.0×108 L-1
，等量接种至 24 孔板，每孔 1 mL。接种后

第1-8天，每天取3孔细胞进行计数，并计算细胞数量平均值，

连续 8 d。以时间 (d) 为横坐标，细胞数量平均值 ( 个 ) 为纵

坐标绘制细胞生长曲线。

1.4.3   青藤碱浓度筛选   将第 3 代髓核细胞接种至 96 孔板，

每孔 100 μL，待细胞汇合至 85% 时，弃掉原培养液，加入含

有不同浓度青藤碱的培养液。培养液中青藤碱的浓度分别为

0，10，20，40，80 和 160 μmol/L，每组设 8 孔，置于二氧

化碳培养箱中孵育 24 h 后，采用 CCK-8 试剂盒检测每组细胞

的增殖活性。 使用 Fast Pure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit V2 试剂 
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盒提取细胞总 RNA，应用 HiScript III RT SuperMix for qPCR 

(+gDNA wiper)试剂盒进行反转录。应用LightCycler®480 System  

Real Time PCR 扩增仪分析目的基因表达。

1.4.9   Western blot 技术检测 HO-1 的蛋白表达   各组细胞

处理结束后采用 4 ℃预冷的 PBS 洗涤 3 遍，置于冰上加入

裂解液，细胞刮刮取细胞后，转入 1.5 mL 离心管。4 ℃、 

15 000 r/min 离心 15 min，取上清采用 BCA Protein Quantification 

Kit 检测蛋白样品浓度，加入 SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液 (5×)

后，金属浴加热至 100 ℃，煮沸 5 min。等量上样后进行电

泳、转膜。取出 PVDF 膜加入一抗 (1 ∶ 1 000)，4 ℃孵育过夜，

TBST 溶液清洗 3 遍后，加入二抗 (1 ∶ 5 000)，室温孵育 1 h 

后，TBST 溶液清洗 3 遍。滴加适量 ECL 工作液，使 ECL 工作

液覆盖 PVDF 膜，室温孵育两三分钟后，采用全自动化学发

光图像分析系统进行显影并采集图像。

1.5   主要观察指标   细胞分组处理结束后，分别检测各组髓

核细胞的增殖活性、凋亡率、细胞内活性氧含量以及 HO-1

的表达量。

1.6   统计学分析   实验结果采用 SPSS 18.0( 美国 IBM 公司 ) 进

行数据分析，应用 GraphPad Prism 8( 美国 GraphPad Software

公司 ) 进行统计绘图。计量资料以 x-±s 表示，两组数据之间

采用独立样本 t 检验进行分析，以 P < 0.05 为差异有显著性

意义。文章统计学方法已经济宁市第一人民医院生物统计学

专家审核。

2   结果   Results 
2.1   髓核细胞形态学观察   原代培养的大鼠髓核细胞在接

种后逐渐开始贴壁生长，细胞以集落的形式聚集在一起 

( 图 1A)，贴壁后的大鼠髓核细胞呈现多角形、短棒形、短

梭形等形态 ( 图 1B)，细胞核大而明显，多数细胞呈现单个

细胞核，少数正在分裂的细胞内可见染色质向胞核两端集合

( 图 1C)。
2.2   髓核细胞生长曲线   髓核细胞呈“S”型曲线生长。第

1-3 天细胞生长缓慢，第 4-6 天细胞快速分裂，呈现“指数”

增长，第七八天细胞生长速度显著下降，进入“平台期” 

( 图 2A)。对第 1-5 代髓核细胞在接种第 8 天的计数进行对比

分析发现，第 4 代髓核细胞在第 8 天的细胞计数显著少于第

1 代 (P < 0.01)，且细胞形态发生改变，因此后续的细胞实验

以第 3 代髓核细胞作为研究对象 ( 图 2B)。
2.3   青藤碱浓度筛选    为了研究青藤碱对髓核细胞的潜在作

用，首先需要确定青藤碱的最佳药物浓度，避免青藤碱本身

对髓核细胞的增殖活性产生影响。通过采用 CCK-8 试剂盒筛

选发现，髓核细胞的增殖活性随着青藤碱浓度的增加而下降，

当青藤碱的浓度为 160 μmol/L 时，细胞增殖活性显著小于 

0 μmol/L 组 (P < 0.05)。因此，后续实验研究选择 80 μmol/L

作为青藤碱的干预浓度，见图 3。
2.4   髓核细胞增殖活性、活性氧含量及凋亡检测   采用 CCK-8

试剂盒检测各组髓核细胞增殖活性发现，IL-1β 可以显著降低

髓核细胞增殖活性 (P < 0.01)；采用青藤碱预处理后，虽然与对

照组相比髓核细胞增殖活性仍然降低 (P < 0.01)，但较单纯采用

IL-1β 处理 (IL-1β 组 ) 显著增加 (P < 0.01)；当采用锌原卟啉干预

HO-1 的表达后，青藤碱的细胞保护作用可被逆转 ( 图 4A)。

采用荧光探针 DCFH-DA 标记法检测各组髓核细胞内总

活性氧含量发现，IL-1β 可以显著增加髓核细胞中活性氧的

蓄积 (P < 0.01)；采用青藤碱预处理后，虽然与对照组相比髓

核细胞中活性氧含量仍然显著增加 (P < 0.01)，但较单纯采用

IL-1β 处理 (IL-1β 组 ) 显著降低 (P < 0.01)；当采用锌原卟啉干

预 HO-1 的表达后，青藤碱不能减轻 IL-1β 诱导的活性氧含量

增加 (P > 0.05)( 图 4B)。

这种变化趋同样发现在髓核细胞的凋亡检测结果中 ( 图
4C，D)，令人意外的是，采用锌原卟啉预处理后，会进一步

增加 IL-1β 诱导的髓核细胞凋亡 (P < 0.01)。
2.5   各组髓核细胞内 HO-1 表达情况   采用 RT-PCR 和 

Western-blot 技术检测 HO-1 转录和表达情况，使用 β-actin

作为内参。与对照组相比，青藤碱组和青藤碱 +IL-1β 组中

mRNA 和蛋白含量显著增加 (P < 0.01)。当采用锌原卟啉干预

后，可显著降低青藤碱上调 HO-1 表达的作用 (P < 0.01)，其

他组中 mRNA 和蛋白含量虽然略有变化，但差异无显著性意

义 (P > 0.05)。见图 5。

3   讨论   Discussion
此次研究成功在体外培养了大鼠髓核细胞，通过观察

发现髓核细胞呈现多角形、短棒形、短梭形等形态，并呈

“S”型曲线生长。对比发现第 4，5 代髓核细胞的生长分裂

速度明显下降，不适宜作为研究对象。青藤碱可以通过上调

HO-1 的表达抑制 IL-1β 诱导的髓核细胞增殖活性降低、活性

氧蓄积和凋亡率增加，但其作用可被锌原卟啉逆转。

腰椎间盘突出症是指椎间盘物质 (髓核组织或环纤维化 )

移位、突出到椎间盘间隙之外，压迫脊髓或神经根，导致腰

痛伴一侧或双侧下肢疼痛或麻木等的一系列临床症状。腰椎

间盘突出症是骨科的常见疾病，治疗费用昂贵，给患者、家

庭及社会带来巨大的经和社会负担
[20]
。导致腰椎间盘突出症

的病因较多，如椎间盘退变、创伤、椎间盘发育异常、遗传

因素、腰骶先天异常、机械负荷、腰姿不正、妊娠、受寒受

潮等，但其发病的主要原因是椎间盘退变。

椎间盘是脊柱的承重单元，具有缓解和均匀分散脊柱应

力的作用。研究表明，多种脊柱退行性疾病的发展均与椎间

盘退变相关。椎间盘主要由上下软骨终板、周围的纤维环和

中间的髓核组织构成，髓核组织对维持椎间盘的正常功能至

关重要。髓核组织主要由髓核细胞和细胞外基质组成，其中

细胞外基质主要由髓核细胞合成和分泌。因此，髓核细胞的

病理改变将直接影响脊柱退行性疾病的发展。环境因素、遗

传因素、营养状态、机械应力等多种因素参与了椎间盘退变

的发展过程。但越来越多的研究报道了炎症因素对椎间盘退

变的影响。BAI 等 [21]
采用 IL-1β 处理髓核细胞后发现，IL-1β
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图注：图 A 为髓核细胞群落；图 B 为髓核细胞在 100 倍光镜下，呈现多

角形、短棒形、短梭形等形态；图 C 为髓核细胞在 200 倍光镜下，可见

细胞呈现单个细胞核，细胞核大而明显

图 1 ｜原代大鼠髓核细胞形态学观察

Figure 1 ｜ Morphological observation of primary rat nucleus pulposus cells

图注：图 A 为髓核细胞增殖活性检

测；图 B 为髓核细胞内总活性氧含

量检测；图 C，D 为髓核细胞凋亡

检测。SN 为青藤碱，ZnPP 为锌原

卟啉，IL-1β 为白细胞介素 1β。aP < 
0.01，NS 为 P > 0.05
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图注：当青藤碱的浓度为≤ 80 μmol/L 
时，髓核细胞增殖活性不受影响。与

青藤碱 0 μmol/L 比较，
aP < 0.05

图 3 ｜青藤碱浓度筛选

Figure 3 ｜ Sinomenine concentration 
screening
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图注：图 A 为 HO-1 mRNA 转录情况；图 B 为 HO-1 蛋白电泳条带；图

C 为 HO-1 蛋白电泳条带灰度分析。SN 为青藤碱，ZnPP 为锌原卟啉，

IL-1β 为白细胞介素 1β。aP < 0.01
图 5 ｜青藤碱可以促进血红素氧合酶 1(HO-1) 的表达，其作用可被锌原

卟啉逆转

Figure 5 ｜ Sinomenine promotes heme oxygenase-1 expression and this 
effect can be reversed by zinc protoporphyrin
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图注：图 A 为第 1-5 代髓核细胞生长曲线；图 B 为第 1-5 代髓核细胞在

接种第8天的计数，第4代髓核细胞在接种第8天的数量显著少于第1代。

与第 1 代比较，
aP < 0.01

图 2 ｜髓核细胞生长曲线

Figure 2 ｜ Growth curve of nucleus pulposus cells

细
胞
数

(×
10

5 )

细
胞
数

(×
10

5 )

1 代

2 代

3 代

4 代

5 代

时间 (d) 代数

6

4

2

0

A B
a

G4

NS
NS

图 4 ｜髓核细胞增殖活性、活性氧含量及凋亡检测

Figure 4 ｜ Detection of apoptosis, intracellular reactive oxygen species and 
proliferative activity of nucleus pulposus cells

可以通过核因子 κB 信号通路促进一氧化氮合酶、一氧化氮、

前列腺素 E2、环氧合酶 2、肿瘤坏死因子 α 和 IL-6 等炎症分

子释放，进而促进基质金属蛋白酶 3 和基质金属蛋白酶 13

的表达，加速椎间盘退变。ZHOU 等
[22]

研究发现，IL-1β 可

以通过激活 NLRP3 炎症小体导致髓核细胞焦亡，进而导致椎

间盘退变。由此可见，IL-1β 对髓核细胞的影响可能主要通过

诱导炎症反应。

然而，MA 等
[23]

研究发现，IL-1β 除了可以诱导髓核细

胞焦亡和 NLRP3 炎症小体激活外，还可以显著抑制自噬，并

导致线粒体氧化应激损伤。作者采用 IL-1β 处理髓核细胞后也

发现，IL-1β 不仅可以抑制髓核细胞的增殖活性，还可以显著

促进髓核细胞中活性氧的蓄积，并导致凋亡增加，其原因可

能与 IL-1β 影响髓核细胞能量代谢有关。早期研究认为，活性

氧作为细胞能量代谢的副产物，具有损伤 DNA、细胞器膜、

影响蛋白质合成等负向调节作用。然而，最近的研究表明，

活性氧可作为信号分子参与细胞内多种信号通路的传导，包

括炎症信号通路的激活
[24]
。DAI 等 [25]

研究认为，氧化应激反

应特别是活性氧的产生，是启动 NLRP3 炎症小体激活的关键

触发因素；他们将人角膜上皮细胞暴露于高渗透压的环境中 

24 h，观察到细胞内活性氧含量较对照组增加约 3 倍；同时

还发现 NLRP3、半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶 1、IL-1β 和

IL-18 的表达水平显著升高，当采用骨化三醇抑制活性氧的蓄

积后，上述结果可被显著逆转；所以他们认为 ROS-NLRP3-IL-1β 

信号传导轴在高渗透压诱导的人角膜上皮细胞凋亡中发挥重

要作用。WU 等
[26]

的研究也有类似结论，他们采用尼古丁处

理人主动脉内皮细胞后，可以通过激活 NLRP3-ASC 炎症小体

活化，促进下游 IL-1β 和 IL-18 的产生，进而导致细胞焦亡，
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促进动脉粥样硬化斑块的形成；当清除人主动脉内皮细胞内

活性氧后，该过程被终止；因此，他们认为焦亡可能是尼古

丁促动脉粥样硬化斑块形成的关键，而刺激活性氧产生并激

活 NLRP3 炎性小体是尼古丁诱导焦亡的信号机制。

上述研究的结论均支持活性氧是炎性信号通路的起始因

子，而在此次研究中发现，IL-1β 处理髓核细胞后，在炎性因

子的刺激下也可以促进髓核细胞内活性氧的产生，但活性氧产

生的机制如何？

既往研究表明，核因子 κB 信号通路参与了椎间盘退变

的发展过程，其原因与核因子 κB 信号通路调控的髓核细胞

炎症反应和氧化应激密切相关
[27-28]

。IL-1β 刺激髓核细胞后可

以激活 IκBα，从而促进 p65 的核易位，诱导核因子 κB 信号

通路的活化。核因子 κB 通路将进一步促进促炎分子 ( 环氧合

酶 2 和诱导型一氧化氮合酶 ) 的产生，导致髓核细胞凋亡和

细胞外基质降解。此外，IL-1β 刺激髓核细胞后，显著增加了

促氧化应激相关蛋白 ( 如 Nox2/4 等 ) 的表达，而抗氧化应激

相关蛋白 ( 如超氧化物歧化酶 1 等 ) 的表达受到抑制
[29]
。因

此，IL-1β 处理髓核细胞后，导致髓核细胞氧化应激损伤一方

面与其调控促 / 抗氧化应激相关蛋白的表达有关，另一方面

与其调控核因子 κB 信号通路活化有关。所以，IL-1β 对髓核细

胞的损伤表现在诱导炎症损伤和氧化应激损伤两个方面，且二

者互为诱因，形成恶性循环，具体表现为：IL-1β 通过调控促 /

抗氧化应激相关蛋白的表达和核因子 κB 信号通路活化导致

髓核细胞内活性氧蓄积，蓄积的活性氧又可以启动 NLRP3 炎

症小体激活促进下游 IL-1β 和 IL-18 等炎性递质的释放。

针对 IL-1β 对髓核细胞的双重损害作用机制，结合相关

文献研究，采取抗炎和抗氧化措施可有效缓解 IL-1β 的损害

作用，缓解椎间盘退变，进而抑制腰椎间盘突出症的发展。

目前临床上用以抑制 IL-1β 释放的主要药物是糖皮质激素，

由于腰椎间盘突出症药物治疗具有反复发作、需长期用药的

特点，导致腰椎间盘突出症患者可能需要长期服用糖皮质激

素，导致水、盐、糖、蛋白质及脂肪代谢紊乱，削弱机体免

疫力，引起骨质疏松、股骨头无菌性坏死等并发症的发生。

因此，寻找糖皮质激素的替代药品对于治疗腰椎间盘突出症

具有重要意义。近年来，中医药因其低毒性、高疗效而备受

关注，许多中药已被证明具有强效的抗炎、抗氧化等作用
[30]
。

青藤碱提取自中草药青藤及毛青藤的干燥藤茎中，兼具镇痛、

抗炎、抗氧化等多重作用。作者采用青藤碱处理髓核细胞后，

发现青藤碱可以促进 HO-1 的表达，并能显著抑制 IL-1β 导致

的髓核细胞增殖活性下降、活性氧蓄积和凋亡增加，其机制

与青藤碱激活 Nrf2/HO-1 信号通路相关。Nrf2 在调节抗氧化

蛋白的表达中起主要作用，保护细胞免受活性氧的直接和间

接损伤
[31]
。生理状态下 Nrf2 在细胞质中与 Keap1 结合形成

复合体，在无应激的条件下逐渐被泛素化分解。当细胞受到

外界刺激时，如氧化应激、炎症损伤、电离辐射等，Nrf2 从

Nrf2/Keap1 复合体中被释放出来，进入细胞核，与抗氧化反

应元件结合，促进下游 HO-1、醌氧化还原酶 1、NADPH 等

抗氧化蛋白的表达
[32]
。此次研究中，在基因转录水平和蛋白

表达水平均检测到青藤碱显著上调 HO-1 的表达，因此推断，

青藤碱可以通过激活Nrf2/HO-1信号通路，上调HO-1的表达，

抑制 IL-1β 介导的髓核细胞凋亡。此外，有研究表明，青藤

碱还可以通过促进细胞自噬，调控巨噬细胞的表型，改善髓

核细胞活性、炎症和损伤
[33-34]

。所以，青藤碱对髓核细胞的

保护作用是多途径、多机制的。

综上所述，此次研究表明，青藤碱通过调节 Nrf2/HO-1

信号通路来减少 IL-1β 诱导的髓核细胞增殖活性下降，并缓

解氧化应激损伤，减轻细胞凋亡，可能是治疗椎间盘退变有

希望的靶点药物。然而，此次研究仍存在一定的局限性，上

述结果仍需要临床进一步确认。
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