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文题释义：

巨噬细胞：是一种免疫细胞，可分为经典吞噬型的M1促炎型巨噬细胞和具有抗炎介导组织修复功能的M2巨噬细胞，其极化状态与多种疾

病的发生发展相关。

椎间盘退变：是由多种因素引起的椎间盘结构和功能的退变，主要包括髓核、纤维环等组成部分的结构改变，其中髓核含水量丢失及细胞

外基质过度降解是椎间盘退变的主要病理特征。

摘要

背景：腰椎间盘退变是引起下腰痛的主要病因，与免疫炎症介导的细胞外基质分解-合成代谢失衡密切相关。通督活血汤是治疗腰椎间盘

退变的验方，其是否通过调控巨噬细胞极化表型抑制椎间盘组织炎症治疗腰椎间盘退变仍不清楚。

目的：探讨通督活血汤对大鼠椎间盘组织巨噬细胞相关炎症因子表达的调控作用，及其治疗腰椎间盘退变的作用机制。

方法：24 只 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组和通督活血汤组 (n=8)，后两组采用纤维环穿刺法建立大鼠椎间盘退变模型，假手术组不

损伤椎间盘。术后第 1 天通督活血汤组即给予 10.8 g/kg 通督活血汤灌胃，假手术组、模型组给予相同剂量的生理盐水灌胃，1 次 /d。干

预 4 周后取材，采用苏木精 - 伊红染色观察大鼠椎间盘组织病理形态变化；免疫组化、qPCR 检测椎间盘组织内 CD68、CD206、白细胞介

素 1β、白细胞介素 10、Ⅱ型胶原和基质金属蛋白酶 13 蛋白或 mRNA 表达水平。

结果与结论：①苏木精-伊红染色显示，模型组椎间盘高度降低，纤维环结构紊乱且出现裂隙，髓核与纤维环分界不清；通督活血汤组大

鼠椎间盘纤维环排列相对规整，髓核见皱缩；②免疫组化结果显示，相较于模型组，通督活血汤组CD68、白细胞介素1β与基质金属蛋白

酶13均呈低表达，通督活血汤组CD206、Ⅱ型胶原与白细胞介素10的表达明显增加，差异有显著性意义(P < 0.05或P < 0.01)；③qPCR结果显

示，3组之间CD68、CD206、白细胞介素1β、基质金属蛋白酶13、Ⅱ型胶原与白细胞介素10 mRNA表达差异显著(P < 0.001)；④结果表明，

通督活血汤可改善腰椎间盘退变模型大鼠椎间盘退变，其机制与抑制退变椎间盘组织中巨噬细胞相关炎症反应有关。

关键词：通督活血汤；椎间盘退变；髓核；巨噬细胞；炎症；机制；工程化组织构建
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Abstract
BACKGROUND: Intervertebral disc degeneration is the main pathological factor causing low back pain, which is closely related to macrophage-mediated 
immune inflammation. Tongdu Huoxue Decoction is a proven prescription for the treatment of intervertebral disc degeneration, but it is still unclear whether it 
can treat intervertebral disc degeneration by regulating the polarization phenotype of macrophages to inhibit inflammation in intervertebral disc tissue.
OBJECTIVE: To investigate the regulatory effects of Tongdu Huoxue Decoction on the expression of macrophage-related inflammatory factors in intervertebral 
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0   引言   Introduction
椎间盘退变是一类以椎间盘组织结构改变为特征的

慢性退行性疾病
[1-2]

，是临床引发下腰痛的主要原因
[3]
。

随着国内人口老龄化与社会生活节奏加快，其发病率也

逐年升高，且呈现年轻化趋势
[4]
。椎间盘形态主要由居中

的髓核与外周的纤维共同维持。生理状态下，椎间盘髓

核与纤维环细胞外基质的合成和分解代谢维持着动态平

衡
[5]
；而炎症相关细胞因子通过介导椎间盘局部炎症瀑布

级联反应，刺激细胞外基质分解代谢因子基质金属蛋白

酶 13 大量表达，从而抑制细胞外基质蛋白多糖及Ⅱ型胶

原合成，由此引发或加重腰椎间盘退变病理进程
[6]
。

巨噬细胞在参与维持免疫稳态与组织的炎症过程中

起着关键作用。当椎间盘纤维环破裂或板微骨折后可引

发巨噬细胞局部浸润、驻留，并通过极化为不同功能表

型的巨噬细胞在组织炎症中扮演重要角色
[7]
。如 M1 巨噬

细胞通过释放如白细胞介素 1β 等促炎、趋化因子及下调

白细胞介素 10 等抗炎因子表达，招募其他免疫细胞到达

受损组织，刺激基质金属蛋白酶 13 等分解代谢因子的表

达，同时抑制蛋白多糖和Ⅱ型胶原等合成代谢相关因子

的表达，从而引发炎症反应介导细胞外基质胶原组织分

解 - 合成代谢紊乱
[8]
。有研究通过细胞共培养模型发现，

M1 巨噬细胞可促进促炎递质分泌、抑制细胞外基质分解，

而 M2 巨噬细胞则通过促进抗炎因子表达促进细胞外基质

合成，说明巨噬细胞介导的椎间盘组织慢性炎症反应与

组织局部细胞外基质降解是腰椎间盘退变病理发展的重

要内容
[9-10]

。通督活血汤是治疗腰椎间盘退变的验方，临

床疗效显著
[11]
。研究表明，通督活血汤干预可抑制纤维

环细胞炎症细胞因子表达
[12]
，但其是否通过调控巨噬细

胞极化表型抑制椎间盘组织炎症治疗腰椎间盘退变仍不

清楚。因此，通督活血汤治疗腰椎间盘退变的作用机制

disc tissues of rats, as well as its mechanisms for the treatment of intervertebral disc degeneration. 
METHODS: Twenty-four Sprague-Dawley rats were randomly divided into sham operation group, model group, and Tongdu Huoxue Decoction group, with eight 
rats in each group. An intervertebral disc degeneration model was established using the annulus fibrosus puncture method in the latter two groups. On the 1st 
postoperative day, 10.8 g/kg Tongdu Huoxue Decoction was given by gavage in the Tongdu Huoxue Decoction group, and the same dose of saline was given by 
gavage in the sham operation group and the model group, once a day. After 4 weeks of intervention, histopathological changes in the intervertebral disc tissues 
were assessed using hematoxylin-eosin. Immunohistochemistry and quantitative real-time PCR were performed to detect the relative expression levels of 
CD68, CD206, interleukin 1β, interleukin 10, type II collagen, and matrix metalloproteinase 13 proteins or mRNA in the intervertebral disc tissues. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Hematoxylin-eosin staining results revealed that the model group exhibited a significant decrease in intervertebral disc height, 
disorganized annulus fibrosus structure with fissures, and unclear demarcation between the nucleus pulposus and the annulus fibrosus. The Tongdu Huoxue 
Decoction group showed organized arrangement of the annulus fibrosus with pyknosis. (2) Immunohistochemical results demonstrated that, compared 
with the model group, the Tongdu Huoxue Decoction group had significantly lower expressions of CD68, interleukin 1β, and matrix metalloproteinase 13, 
and significantly higher expressions of CD206, type II collagen and interleukin 10 (P < 0.05 or P < 0.01). (3) qPCR results showed that there were significant 
differences in the mRNA expression of CD68, CD206, interleukin 1β, matrix metalloproteinase 13, type II collagen, and interleukin 10 between the three groups 
(P < 0.001). To conclude, Tongdu Huoxue Decoction can improve intervertebral disc degeneration in the rat model of intervertebral disc degeneration, and its 
mechanism is associated with the inhibition of macrophage-related inflammatory responses in the intervertebral discs.
Key words: Tongdu Huoxue Decoction; intervertebral disc degeneration; nucleus pulposus; macrophages; inflammation; mechanism; engineered tissue 
construction
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仍有待深入研究。此次研究旨在从体外实验探究通督活

血汤防治腰椎间盘退变是否与抑制椎间盘驻留巨噬细胞

相关炎症有关，现报告如下。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体内随机对照动物实验，两组间比较采用 t 检

验，多组间比较采用单因素方差分析 (ANOVA)。
1.2   时间及地点   实验于 2023 年 6 月至 2024 年 3 月在上

海中医药大学实验动物中心与上海中医药大学附属曙光

医院骨伤研究所完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   7 周龄 SD 雄性大鼠 24 只，体质量 190-
220 g，由上海中医药大学实验动物中心代购自斯莱克实

验动物有限责任公司，动物许可证号码：SCXF ( 沪 )2022-

0004。所有大鼠在上海中医药大学实验动物中心 SPF 级

环境下饲养，每笼四五只。实验期间给予标准饲料喂养，

自由饮水、进食。饲养室温度 (22±2) ℃、湿度 (50±5)%，

室内环境通风，光照 12 h 明暗交替。此次实验获得上

海中医药大学实验动物伦理委员会批准 ( 伦理批号：

PZSHTCM211129021)，动物实验过程严格遵循《关于善待

实验动物的指导性意见》相关规定。

1.3.2   实验试剂   通督活血汤颗粒制剂购自上海中医药大

学附属曙光医院中药房。苏木精 - 伊红染色试剂盒 ( 索莱

宝 )，CD68(Proteintech)，CD206(Proteintech)，白细胞介素

1β(Proteintech)，白细胞介素 10(Proteintech)、Ⅱ型胶原

(Proteintech)、基质金属蛋白酶 13 (Proteintech) 及 GAPDH  

(Proteintech)，免疫染色一抗稀释液 ( 碧云天 )，免疫染色

二抗稀释液 ( 碧云天 )，通用型组织固定液 (Biosharp)，
Trizol( 赛默飞 )，氯仿 ( 国药 )，异丙醇 ( 国药 )，DEPC 水 ( 碧

云天 )，PrimeScriptTM RT Master Mix(TaKaRa)，PrimeScriptTM  
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RT Master Mix TaKaRa)。
1.3.3   实验仪器   石蜡切片机 ( 徕卡 )，摊片机 ( 徕卡 )，

组织研磨仪 ( 上海必横 )，低温离心机 (Thermo，Heraeus 

Fresco)，正置显微镜 ( 徕卡 )，高速离心机 (Eppendorf)，
qPCR 仪 ( 赛默飞 )。
1.4   方法   

1.4.1   大鼠椎间盘退变模型建立与分组干预   适应性喂养

1 周后，将大鼠按随机数字法随机分为假手术组 (n=8)、

模型组 (n=8) 和通督活血汤组 (n=8)。大鼠术前 12 h 禁水

禁食、称体质量。予以 1.5 mL/kg 的 3% 戊巴比妥钠腹腔

注射麻醉，参考现有文献方法
[13]
，大鼠麻醉生效后取侧

卧位，碘伏消毒后铺巾，自右腹后外侧平髂棘处右侧作

纵行切口，分离皮下组织，保护腹腔脏器及血管，从脊

柱附着点上，缓慢剥离腰大肌，暴露 L5/6 椎间盘 ( 髂嵴平

对 L5/6 椎间盘或L6椎体 )，使用21G注射器针头刺入纤维环，

停留约 3 s。穿刺成功后检查有无脏器出血，之后逐层缝

合肌肉、皮肤，切口碘伏消毒。模型组和通督活血汤组

如上述方法造模，假手术组仅切开腹外侧皮肤。所有大

鼠在术后 3 d 内予庆大霉素 (4×104 U/d) 肌注预防感染。

光医院中药制剂室提供，并经浓缩加工后制成颗粒制剂

( 符合最新药典规定 )，含生药量 10 g/g。按等体表面积换

算，则每天灌胃 10.8 g/kg 通督活血汤。为简化计算，使

用时将颗粒剂按每 6 g 溶于 100 mL 沸腾的纯水中，则大

鼠每次灌胃 5 mL/ 只。通督活血汤组大鼠在术后第 1 天即

给予通督活血汤灌胃，1 次 /d，连续干预 4 周后取材。假

手术组、模型组给予生理盐水灌胃，用量及用法同通督

活血汤组。 

1.4.2   实验动物取材与指标检测   所有大鼠于末次干预结

束 12 h 后，以 1.5 mL/kg 的 3% 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉

后取仰卧位，平髂嵴取剥离腰大肌，取出 L5/6 节段椎体 

及 / 或椎间盘。将标记头尾方向的椎间盘组织迅速放入

40 g/L 多聚甲醛中，后续进行常规石蜡包埋及切片染色；

另用手术刀截取L5/6 椎间盘组织，置于-80 ℃冰箱保存备用。

苏木精 - 伊红染色：取大鼠 L5-6 组织，40 g/L 多聚甲

醛固定 2 d 后换 EDTA 脱钙液，2 周后石蜡包埋制作切片。

摊片后依次以二甲苯、体积分数 100%，95%，85% 和 

75% 梯度乙醇水化；纯水浸洗后苏木精染液染色，水洗后

PBS 返蓝，0.5% 伊红染液染色复染。之后梯度乙醇脱水，

取二甲苯透明后中性树脂、封固，后续镜下观察、拍照。

免疫组化检测椎间盘组织中巨噬细胞标记物及炎症

相关因子表达：如上述步骤水化，将切片浸入 0.01 mol/L

枸橼酸盐缓冲液 (pH 6.0) 中，置于高压锅中高温高压修复

抗原。沸腾后连续煮 20 min 后取出冷却 15 min 至室温。

PBS 浸洗后加入 1% 高碘酸，室温 10 min 以灭活内源性

酶。加入一抗 CD68(1 ∶ 2 000)、CD206(1 ∶ 2 000)、白细

胞介素 1β(1 ∶ 500)、白细胞介素 10(1 ∶ 500)、Ⅱ型胶原

(1 ∶ 1 000) 和基质金属蛋白酶 13(1 ∶ 500) 抗体后 4 ℃过

夜，PBS 冲洗 3 次后滴加生物素标记的二抗 (1 ∶ 200)，

室温孵育 30 min 后用 PBS 冲洗 3 次，DAB 显色 5 min 后进

行苏木精复染，中性树脂封固，光镜下观察上述指标标

记物的表达。采用 Image J 软件通过选取阈值计算阳性细

胞面积 (Area) 与积分吸光度值 (IA)，按照公式即可计算平

均吸光度值 = IA/Area，进行量化分析。

qPCR 检测 CD68、CD206、白细胞介素 1β、白细胞介

素 10、Ⅱ型胶原和基质金属蛋白酶 13 mRNA 转录情况：

采集大鼠 C5/6 椎间盘组织，采用 Trizol Reagent 提取总 

RNA。参考 PrimeScript™ RT 试剂盒说明，按两步法反转录

合成 cDNA。使用 TB Green® Premix Ex Taq™ Ⅱ Kit 以标准

协议扩增 cDNA，热循环条件为：95 ℃预变性 30 s 后，同

条件变性 5 s，之后在 60 ℃下退火和延伸 30 s( 共 40 个循

环 )，最后在 95 ℃下延伸 15 s，在 60 ℃下延伸 1 min 后

继续在 95 ℃下延伸 15 s。以 GAPDH 作为内参分析 mRNA 

相对转录表达情况，使用 -2-ΔΔCt
方法计算倍数变化。所用

引物序列见表 1。

组织工程实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 通过建立大鼠椎间盘退变模型，结合中药干预观察椎间盘退变

病理进展以及巨噬细胞表型及炎症相关蛋白表达差异

选择动物的条件 7 周龄 SD 大鼠

模型与所研究疾

病的关系

纤维环穿刺法是目前公认的制备大鼠椎间盘退变动物模型的方

法。研究基于此动物模型，通过灌胃药物来评估通督活血汤治

疗椎间盘退变的疗效

动物来源及品系 SD 大鼠代购自上海斯莱克实验动物有限责任公司

造模技术描述 大鼠麻醉后自右腹后外侧平髂棘处右侧作纵行切口，分离皮下

组织，暴露 L5/6 椎间盘后使用注射器针头刺入纤维环，停留约 

3 s 后拔出穿刺针

动物数量及分组

方法

共 24 只大鼠适应性喂养 1 周后，随机分为假手术组、模型组和

通督活血汤组 (n=8)。假手术组不损伤椎间盘，后两组采用纤维

环穿刺法建立椎间盘退变模型。通督活血汤组大鼠在术后第 1 天

即给予通督活血汤灌胃，1 次 /d，连续干预 4 周后取材；假手术

组、模型组给予生理盐水灌胃，用量及用法同通督活血汤组

造模成功评价指

标

造模 4 周后，通过苏木精 - 伊红染色观察大鼠椎间盘组织病理

改变情况

造模后观察指标 大鼠椎间盘组织病理改变，免疫组化及 qPCR 检测椎间盘组织

中Ⅱ型胶原、基质金属蛋白酶 13 及巨噬细胞炎症相关蛋白、

mRNA 的表达

造模后动物处理 麻醉后处死大鼠，取目标椎间盘后动物尸体送回上海中医药大

学动物实验中心统一处理

伦理委员会批准 实验方案获得上海中医药大学实验动物伦理委员会批准 ( 伦理批

号：PZSHTCM211129021)

通督活血汤组成
[14]
：黄芪 18 g，当归 9 g，丹参 18 g，

赤芍 9 g，泽兰叶 9 g，杜仲 9 g，苏木 9 g，地龙 9 g，金

毛犬脊 12 g，鹿角片 18 g。全方由上海中医药大学附属曙
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1.5   主要观察指标   椎间盘组织病理观察结果与椎间盘组

织目的基因 mRNA 转录水平。

1.6   统计学分析   采用 GraphPad Prism 8 软件 ( 美国

GraphPad Software 公司 ) 进行统计分析与绘图。正态分布

数据采用 x-±s 表示，两组间比较采用 t 检验，多组间比较

采用单因素方差分析 (ANOVA)。P < 0.05 提示差异有显著

性意义。文章统计学方法已经上海中医药大学生物统计

学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   此次实验共纳入大鼠 24 只，每

组 8 只。手术造模后 12 h 内 2 只大鼠死亡 ( 模型组与通

督活血汤组各 1 只 )，其余大鼠在实验期间均无死亡、下

肢瘫痪或切口感染等情况发生。最终每组 7 只大鼠计入

结果分析，4 只进行免疫组化检测，3 只进行 qPCR 检测。

2.2   大鼠椎间盘组织病理苏木精 -伊红染色结果   图 1 苏

木精 -伊红染色结果显示，假手术组椎间盘形态完好，纤

维环排列整齐，无明显断裂或紊乱迹象，髓核基本呈椭圆

形、体积饱满，无明显炎症细胞浸润，上下终板厚度一致，

连续性好；模型组椎间盘纤维环结构紊乱，髓核形态破碎、

缩小，软骨终板变薄、不连续，髓核与纤维环分界不清晰、

可见较大裂隙；通督活血汤组椎间盘组织中纤维环排列相

较于模型组连续性较好，纤维环可见裂隙，髓核部分皱缩，

但中央透明空腔仍存在，表明通督活血汤在一定程度上

可以延缓针刺诱导的椎间盘退变。

2.3   大鼠椎间盘组织免疫组化染色结果   图 2 免疫组化染

色结果显示，CD68 阳性和 CD206 阳性细胞均存在于模型

组与通督活血汤组大鼠椎间盘组织中，呈黄褐色阳性表

达。在髓核区域观察到假手术组大鼠椎间盘中Ⅱ型胶原高

度表达，同时白细胞介素 1β 与白细胞介素 10 阳性染色

较浅，反映了椎间盘组织内胶原结构正常，几乎不存在

炎症浸润；同时，基质金属蛋白酶 13 的阳性着色区域较

少，反映了大鼠椎间盘组织中分解代谢水平较低。模型

组大鼠椎间盘中Ⅱ型胶原的染色平均吸光度值减少，基

质金属蛋白酶 13 的染色平均吸光度值显著增加，表明椎

间盘细胞外基质中胶原分解程度较高；同时可见白细胞

介素 1β 染色区域扩大，提示退变椎间盘组织炎症。相较

于模型组，通督活血汤组大鼠椎间盘中白细胞介素 10、

Ⅱ型胶原蛋白的表达增加，白细胞介素 1β 与基质金属蛋

白酶 13 的表达减少，表明通督活血汤对椎间盘组织内巨

噬细胞介导的炎症因子表达具有一定的调控作用。

图 3 免疫组化定量分析结果显示，相较于假手术组，

模型组椎间盘组织中 CD68 阳性染色平均吸光度值明显增

加 (P=0.003)；与模型组相比，通督活血汤组 CD68 阳性细

胞染色吸光度值较低 (P=0.013)。假手术组、模型组及通

督活血汤组大鼠椎间盘中 CD206 阳性区平均吸光度值分

别为 (0.587±0.297)%、(6.983±0.615)%、(9.938±0.656)%，

组间比较差异有显著性意义 (P < 0.001)；假手术组、模

型组及通督活血汤组大鼠椎间盘组织中Ⅱ型胶原染色平

均吸光度值分别为 (54.832±11.761)%、(10.816±3.839)%、

(26.565±2.276)%，组间差异有显著性意义 (P < 0.001)。

与模型组相比，通督活血汤组大鼠椎间盘中白细胞介

素 1β、基质金属蛋白酶 13 染色平均吸光度值相对较低

(P=0.006，P=0.001)；而白细胞介素 10 与Ⅱ型胶原蛋白阳

性表达则显著增加 (P=0.024，P < 0.001)。
2.4   通督活血汤对巨噬细胞相关炎症相对基因表达量的影

响   如表 2 所示，与假手术组比较，模型组与通督活血汤

组椎间盘组织中 M1 巨噬细胞标志物 CD68 mRNA 表达量

显著升高 (P < 0.001，P=0.002)；与模型组相比，通督活血

汤组 CD68 mRNA 表达明显下调 (P=0.006)，CD206 mRNA

表达显著升高 (P=0.039)。相较于假手术组及通督活血汤

组，模型组大鼠的椎间盘组织中白细胞介素 1β、基质金

属蛋白酶 13 mRNA 表达量明显增加，各组间差异有显著

性意义 (P < 0.001)；与模型组相比，通督活血汤组大鼠椎

间盘组织中白细胞介素 1β 与基质金属蛋白酶 13 mRNA

表达量相对下降 (P=0.033，P=0.046)。3 组之间白细胞介

素 1β 与基质金属蛋白酶 13 mRNA 转录水平差异有显著

性意义 (P < 0.001，P=0.007)。与假手术组相比，模型组

大鼠的椎间盘组织中白细胞介素 10 mRNA 转录水平上升

(P=0.032)，而Ⅱ型胶原转录水平则相对下降 (P=0.015)。

表 1 ｜ qPCR 引物序列表
Table 1 ｜ Primer sequences for qPCR

基因名称 上游引物 (5'-3') 下游引物 (5'-3')

CD68 TGT TGC GGA AAT ACA AGC A GGC AGC AAG AGA GAT TGG TC
CD206 TGA TTC CGG TCG CTG TTC AA GAA CGG AGA TGG CGC TTA GA
白细胞介

素 1β
AAT GCC TCG TGC TGT CTG ACC AGG GTG GGT GTG CCG TCT TT

白细胞介

素 10
CCT CTG GAT ACA GCT GCG AC GTA GATGCC GGG TGG TTC AA

Ⅱ型胶原 GCC CAA CTG GCA AAC AAG GAG AC GCA GGGCCA GAA GTA CCC TGA TC
基质金属

蛋白酶 13
AGC AGG TTG AGC CTG AAC TGT GCA GCA CTG AGC CTT TTC ACC

GAPDH ATG GGA AGC TGG TCA TCA AC GTG GTT CAC ACC CAT CAC AA

表 2 ｜各组椎间盘巨噬细胞标记物及炎症相关基因的相对表达量比较
(x-±s，n=3)

Table 2 ｜ Comparison of the relative expression levels of intervertebral 
disc macrophage markers and inflammation genes among groups

指标 假手术组 模型组 通督活血汤组

CD68 0.832±0.156 3.334±0.140a 2.317±0.297ab

CD206 0.945±0.050 1.240±0.124a 1.553±0.130ab

白细胞介素 1β 1.052±0.411 6.000±0.723a 3.534±1.121ab

白细胞介素 10 1.019±0.231 2.059±0.507a 4.461±0.743ab

Ⅱ型胶原 1.001±0.171 0.297±0.033a 0.527±0.091ab

基质金属蛋白酶 13 1.103±0.629 4.863±1.460a 2.431±0.198ab

表注：与假手术组比较，
aP < 0.05；与模型组比较，

bP < 0.05。
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原组成，它为椎间盘提供了弹性和韧性。腰椎间盘退变

的组织病理表现是以Ⅰ型胶原的增加、同时伴随纤维排

列结构的紊乱、塌陷
[17-18]

，这种进程迁延日久，致使髓核、

软骨终板及纤维环组织中Ⅱ型胶原被Ⅰ型胶原替代，一

方面通过改变椎间盘生物力学引发椎体功能活动障碍
[19]
； 

另一方面通过刺激终板神经末梢或压迫椎管神经根诱发

肌肉肢体疼痛
[20-21]

。

研究发现，经炎症趋化因子诱导的髓核细胞，会过

表达促细胞外基质降解的基质金属蛋白酶和聚蛋白多糖，

从而抑制细胞外基质中Ⅱ型胶原合成，改变组织力学性

能
[22-23]

；而机械应力的增加亦会刺激基质金属蛋白酶表达，

减少组织含水量，增加椎间盘压力，加快椎间盘退变
[24]
。

巨噬细胞是由源于骨髓前体细胞的单核细胞生成，是椎间

盘炎症反应中的关键免疫细胞，其极化状态对椎间盘分

解 - 合成代谢具有重要影响。根据表型与功能不同，可

将巨噬细胞分为 M1 型与 M2 型。M1 型巨噬细胞通过产

生例如白细胞介素 1β 等细胞因子参与组织炎性反应；而

巨噬细胞向 M2 型极化时，则通过表达如白细胞介素 10

等抗炎细胞因子，参与组织损伤修复
[25]
。一般认为，正

常成年人椎间盘组织中无血管生长；而在退变椎间盘内，

终板及纤维环组织结构破坏，微血管随新生的肉芽组织生

长穿透纤维环及上下终板破裂间隙长入椎间盘。巨噬细胞

图 1 ｜各组大鼠椎间盘组织苏木精 -伊红染色结果

Figure 1 ｜ Hematoxylin-eosin staining of the rat intervertebral disc tissues

图 2 ｜各组大鼠椎间盘组织免疫组化染色结果

Figure 2 ｜ Immunohistochemical staining of the rat intervertebral disc tissues

图注：
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。

图 3 ｜各组大鼠椎间盘组织免疫组化染色定量分析 (n=4)
Figure 3 ｜ Quantitative analysis of immunohistochemical staining of rat 
intervertebral disc tissues (n=4)

与模型组相比，通督活血汤干预后大鼠椎间盘组织中白

细胞介素 10及Ⅱ型胶原mRNA相对表达量上升 (P=0.010，
P=0.046)，3 组间白细胞介素 10 及Ⅱ型胶原 mRNA 表达水

平相比差异有显著性意义 (P < 0.001，P < 0.001)。

3   讨论   Discussion
椎间盘是维持人体生物力学的主要功能单位，主要

由髓核、纤维环及上下终板三部分组成。椎间盘退变与

多种因素相关，一般认为应力介导的软骨终板及纤维环

形态结构破坏
[15]
，致使组织炎症浸润是诱发或加重腰椎

间盘退变的始动因素
[16]
。椎间盘中的胶原主要由Ⅱ型胶

a
b

c

c

a

a

b
c

b

c
c

c

假手术组                 模型组               通督活血汤组

假手术组   模型组  通督活血汤组

假手术组   模型组  通督活血汤组

假手术组   模型组  通督活血汤组

假手术组   模型组  通督活血汤组

假手术组   模型组  通督活血汤组

假手术组   模型组  通督活血汤组

假手术组             模型组            通督活血汤组
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向 M1 极化过程中，可导致炎症因子的聚集、趋化和扩散；

同时，经炎症因子诱导，外部巨噬细胞亦可募集至椎间盘

组织，通过炎症因子刺激促细胞外基质分解代谢因子 ( 如

基质金属蛋白酶等 ) 大量表达，致使细胞外基质分解 - 合

成代谢失衡，促进椎间盘组织中细胞外基质的降解
[26-27]

。

腰椎间盘退变属于中医“痹症”“腰痛”范畴。该

病病因繁复，其证多为本虚标实之候，然临床多表现为

虚实互见之证。患者或劳累久伤，或因气血虚损，以至

气血瘀滞、筋骨失养，则“不通则痛”“不荣则痛”而

出现相应临床症状。李同生教授是骨伤名家、湖北名老

中医，其临床“损伤首重气血”辨证论治伤科诸疾，治

法以活血化瘀、行气养血为主
[28]
，李教授认为腰痹多累

及督脉和足太阳膀胱经，其中督脉总督全身经络，而膀

胱经为多气多血之经；督脉瘀滞而太阳气血不足，治以

通督活血为要
[29]
。通督活血汤为治疗腰痹之验方，由丹

参、黄芪、当归等十余味药物组成，根据“君、臣、佐、

使”的原则严密配伍，具有行气活血、通督益髓之效，

临床常用于治疗气滞血瘀、督脉枢机不利之腰椎退行性

疾病。全方精义在于以黄芪配芍药意在使气行则血行，

伍鹿角胶、地龙、犬脊等温阳补益之品，一则为补益肝肾，

二则为痛督脉之气，以增强行气化瘀之效。此次研究通

过经典的纤维环穿刺法制作大鼠腰椎间盘退变动物模型，

病理切片发现，相较于假手术组，模型组与通督活血汤

组大鼠髓核组织与纤维环分界不清、出现消失现象，这

意味着髓核的体积和形态发生改变；同时，椎间盘纤维

环排列变得混乱，并且内部出现裂隙和断裂现象，这可

能由于组织细胞死亡或溶解导致。在给予通督活血汤干

预 4 周后，大鼠椎间盘组织较模型组在纤维环列、椎间

盘高度恢复以及髓核形态等病理形态学表现上均有所改

善。通督活血汤可降低作为巨噬细胞标记物的 CD68 表达，

抑制巨噬细胞向 M1 极化，抑制局部炎症反应，减少细胞

外基质降解，维持椎间盘胶原含量。免疫组化分析发现，

针刺造模后，促炎 M1 型巨噬细胞标记物 CD68 及其炎症

标记物白细胞介素 1β 在大鼠退变椎间盘内明显高表达；

同时，伴随着合成代谢标志物Ⅱ型胶原表达下调，促分解

代谢因子基质金属蛋白酶 13 显著增加，这提示组织椎间

盘受到巨噬细胞促炎表型增多的影响，其合成与分解代

谢失衡诱发腰椎间盘退变病理。而通督活血汤干预后能

有效减少椎间盘组织中 M1 型标记物 CD68 以及白细胞介

素 1β 的表达，从而增加组织内胶原含量。此外，qPCR 实

验也证实模型组椎间盘组织中Ⅱ型胶原转录水平显著降

低、基质金属蛋白酶 13 转录水平显著增加，进一步佐证

了退变椎间盘组织细胞外基质分解与合成代谢失衡。相

较于模型组，通督活血汤组大鼠椎间盘组织中Ⅱ型胶原

mRNA 转录明显增加，基质金属蛋白酶 13 的转录相对减

少；作者观察到抗炎因子白细胞介素 10 转录水平明显上

升，而白细胞介素 10 表达与巨噬细胞 M2 极化密切相关，

提示通督活血汤在一定程度上可通过调控巨噬细胞向 M2 

型极化促进抗炎因子的表达，以此抑制细胞外基质降解、

维持椎间盘胶原含量。这与既往研究发现通督活血汤能

抑制纤维环细胞焦亡，以及相关炎症的研究结果基本一 

致
[12，30-31]

。

此次实验也存在一些不足之处：首先仅从体内动物

进行实验研究，对于通督活血汤影响椎间盘组织内巨噬细

胞炎症调控的作用机制分析比较浅显，后续实验可结合

体外细胞实验，进一步探索通督活血汤靶向调控巨噬细

胞 M2 极化相关的信号通路，阐明通督活血汤影响椎间盘

极化从而维持椎间盘细胞外基质分解 - 合成代谢平衡的

分子生物学机制；其次，此次模型采用针刺纤维环制备

腰椎间盘退变模型，作为一种介入创伤因素，由此导致

的椎间盘退变机制与临床病理机制可能并不完全相同
[32]
； 

再者，通督活血汤为复方，其组方中包涵的生物活性成

分复杂，具体是何种化合物在抑制巨噬细胞相关炎症中

起到关键作用不清楚，仍有待于后续深入探索发掘；最后，

此次研究并未设置药物低中高剂量对照组。

综上所述，通督活血汤作为治疗椎间盘退行性疾病

的名方，此次研究在体内实验层次验证了巨噬细胞参与

椎间盘退变的病理进展，揭示了通督活血汤通过调控椎

间盘巨噬细胞极化、抑制 M1 巨噬细胞相关炎症进而延缓

椎间盘退变，不仅为通督活血汤临床治疗腰椎退行性疾

病提供理论支撑，也丰富了中医“活血通督”治法的理

论内涵。实验初步探讨了通督活血汤对维持大鼠退变椎

间盘组织结构和抑制巨噬细胞炎症相关因子表达的影响，

但并未能揭示巨噬细胞极化表型转换、炎症因子表达水

平与通督活血汤剂量依赖相关性以及分子调控机制，因

此仍需后续开展体内外实验进一步研究。
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