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壮腰通络方含药血清对TNF-α介导的
髓核细胞焦亡恶性循环的影响
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［摘要］ 目的　探讨壮腰通络方延缓腰椎间盘退变的可能机制。方法　利用佛波酯、干扰素 γ 和脂多糖将

THP-1 细胞诱导为 M1 巨噬细胞，与髓核细胞建立 Transwell 共培养体系。首先以胎牛血清作为对照血清，采

用 MTT 法分析不同体积分数 （5%、10%、15%、20%） 壮腰通络方大鼠含药血清对 M1 和髓核细胞活性的影

响，筛选后续实验药物浓度。随后建立实验一，分为髓核细胞对照组、M1巨噬细胞对照组、髓核细胞+壮腰

方组、髓核细胞+肿瘤坏死因子 α （TNF-α） 组、髓核细胞+TNF-α+壮腰方组、共培组、共培+壮腰方组，每

组 3 个复孔。利用 ELISA 法检测各组培养上清白细胞介素 1β （IL-1β） 和白细胞介素 18 （IL-18） 含量，实时

荧光定量 PCR 检测髓核细胞中 IL-1β 和 IL-18 mRNA 表达，细胞免疫荧光法检测髓核细胞中 Gasdermin D
（GSDMD） 蛋白表达。实验二利用 TNF-α 过表达质粒或 TNF-α 空载体质粒干预 M1 巨噬细胞，并在共培养条

件下分为共培组、空载体质粒+共培组、空载体质粒共培+壮腰方组、共培+壮腰方组、过表达质粒共培+壮

腰方组、过表达质粒+共培组，每组 3个复孔。利用实时荧光定量 PCR和蛋白免疫印迹法检测各组 M1巨噬细

胞中TNF-α mRNA和蛋白表达。结果　最终筛选出10%的壮腰通络方含药血清进行后续实验。实验一结果显

示，与髓核细胞对照组比较，髓核细胞+壮腰方组 IL-1β、IL-18含量及 mRNA、GSDMD 表达差异无统计学意

义 （P＞0. 05），而髓核细胞+TNF-α 组和共培组 IL-1β、IL-18 含量及 mRNA、GSDMD 表达均显著增加 （P＜
0. 01）。与共培组比较，共培+壮腰方组 IL-1β、IL-18 含量及 mRNA、GSDMD 表达均显著降低 （P＜0. 01）。

实验二结果显示，与共培组比较，空载体质粒+共培组 TNF-α mRNA 和蛋白表达差异无统计学意义 （P＞
0. 05）。与空载体质粒+共培组比较，空载体质粒共培+壮腰方组 TNF-α mRNA 和蛋白表达均显著降低 （P＜
0. 01）。与共培组和空载体质粒+共培组比较，共培+壮腰方组 TNF-α mRNA 和蛋白表达显著降低 （P＜
0. 01）；与共培+壮腰方组比较，过表达质粒共培+壮腰方组 TNF-α mRNA 和蛋白表达均显著增加 （P＜
0. 01）；与过表达质粒共培+壮腰方组比较，过表达质粒+共培组 TNF-α mRNA 和蛋白表达均显著增加 （P＜
0. 01）。结论　壮腰通络方含药血清能够通过降低M1巨噬细胞中TNF-α的表达，抑制由TNF-α诱导的髓核细

胞焦亡恶性循环，延缓腰椎间盘退变。

［关键词］  腰椎间盘退变；壮腰通络方；M1巨噬细胞；髓核细胞；细胞焦亡；肿瘤坏死因子α

腰椎间盘退变（intervertebral disc degeneration，
IDD）是腰椎骨骼肌肉疾病的首要病理基础，退变

的椎间盘水分丢失，细胞外基质结构紊乱，髓核细

胞代谢异常，最终导致失去其原有的生物学特

性［1］。髓核细胞的焦亡是 IDD 的典型病理改变之

一，在退变的髓核中以 M1巨噬细胞浸润为主，而

其浸润是髓核焦亡恶性循环的重要驱动因素［2-3］。

肿瘤坏死因子 α （TNF-α） 主要由 M1 巨噬细胞释

放，是死亡受体相关的焦亡信号通路的关键驱动蛋

白，其能诱导髓核细胞焦亡［2］。髓核细胞的焦亡会

诱导白细胞介素 1β（IL-1β）和白细胞介素 18（IL-18）
的成熟和分泌，促使其释放更多的可造成细胞死亡

和膜穿孔的 Gasdermin D （GSDMD）蛋白，细胞内

容物释放，招募大量巨噬细胞，放大炎症反应，使
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腰椎间盘退变持续进展［4-5］。

壮腰通络方是本团队在总结《外台秘要》腰痛

类方的证治特点及用药规律的基础上形成的经验

方，具有补益肝肾、活血通络的作用，能够显著降

低腰椎间盘突出症患者腰痛症状并改善腰椎活动功

能［6］。前期动物实验［7］显示，其能够调控 IDD 模

型大鼠血清中 TNF-α 的含量，发挥延缓 IDD 的作

用。因此，本研究利用 M1巨噬细胞和髓核细胞的

Transwell共培养体系，从髓核细胞焦亡角度探讨壮

腰通络方延缓 IDD的可能作用机制。本研究实验方

案经北京隆安实验动物伦理委员会批准（批准号：

BJLongan-L-L-024）。

1　材料

1. 1　动物及细胞

SPF 级雄性 SD 大鼠 12 只，8 周龄，体质量

（200±20） g，购于中国食品药品鉴定研究院，动物

生产许可证号 SCXK （京） 2017-0005。所有大鼠饲

养于中国中医科学院中医基础理论研究所动物房，

温度 20～25 ℃，湿度 40%～50%，光暗 12 h/12 h交

替循环，自由摄食饮水。THP-1细胞株由中国医学

科学院基础医学研究所提供。人永生化髓核细胞由

赛百慷（上海）生物技术股份有限公司提供（货号

iCell-0028a）。

1. 2　药物及含药血清的制备

壮腰通络方组成：杜仲 15 g，熟地黄 15 g，当

归 12 g，丹参 12 g等 9味药组成，由中国中医科学

院望京医院中药房提供。将中药浸泡 1 h，然后煎

煮 1 h，获得第一遍药液；再用温水浸泡 40 min，
再煎煮 1 h，获得第二遍药液。将两次煎煮出的药

液混合后进行浓缩，制备成浓度为 12. 6 g/ml 的中

药溶液。12只 SD大鼠采用随机数字表法分为空白

组和给药组，每组 6只。给药组大鼠给药量以成人

（以 60 kg 换算） 给药量的 7 倍计算等效灌胃剂

量［8］，即给予浓度为 12. 6 g/ml 的壮腰通络方溶液

1 ml/（100 g·d）早、晚灌胃，连续 3天。空白组大

鼠灌胃 1 ml/（100 g·d） 生理盐水。末次灌胃 1 h
后，各组大鼠麻醉后腔静脉取血，4 ℃冰箱冷藏静

置3 h后，4 ℃、3000 r/min离心（离心半径为14 cm）
15 min收集血清，经 56 ℃水浴灭活 30 min后-80 ℃
冰箱存放备用。

1. 3　主要试剂和仪器

佛波酯（PMA，货号：P6741）、干扰素γ（IFN-γ，
货号：P05748）、脂多糖 （LPS，货号：L8880）、

人重组 TNF-α蛋白（货号：P02740）、IL-18 ELISA
试剂盒（货号：SEKH-0028），Solarbio 公司；MTT
检测试剂盒 （货号：G4101）、BCA 蛋白定量检测

试剂盒 （货号：G2026-200T）、RIPA 裂解液 （货

号：G2002-30ML）、蛋白酶抑制剂（货号：G2006-

250UL）、磷酸化蛋白酶抑制剂 （货号：G2007-

1ML）、苯甲基磺酰氟 （PMSF，货号： G2008-

1ML）、二甲基亚砜 （DMSO，货号：GC203005）、

牛血清白蛋白BSA （货号：GC305010）、抗体稀释

液 （货号：G2025-100ML）、HRP 标记的山羊抗兔

IgG （货号：GB23303）、免疫组化专用山羊抗兔二

抗（货号：G1213）、ECL化学发光试剂盒（货号：

G2014-50ML）、DAPI 染色试剂 （货号：G1012）、

DNA去除与逆转录试剂盒（货号：G3337）、TNF-α 
ELISA 试剂盒（货号：GEH0004）、IL-1β ELISA 试

剂盒 （货号：GEH0002）、兔抗人多克隆 GSDMD
抗体（货号：GB115429），Servicebio公司；TNF-α
过表达质粒或TNF-α空载体质粒，上海吉凯基因生

物科技有限公司设计并制备（载体编号：CON468）；

兔抗人多克隆 TNF- α 抗体 （货号： ab183218），

Abcam 公司。Transwell 小室（Corning 公司，货号：

3414）；垂直电泳仪 （Servicebio 公司，BV-2 型）；

显微镜 （Nikon 公司，E100 型）；PCR 仪 （北京东

胜创新生物科技有限公司，ETC811 型）；酶标仪

（BioTeK公司，Epoch型）。

2　方法

2. 1　THP-1细胞诱导成M1巨噬细胞

参照文献 ［9］ 采用 M1 巨噬细胞极化诱导方

案，即利用 PMA、IFN-γ 和 LPS 将 THP-1 细胞诱导

为 M1巨噬细胞。具体方法为：将 THP-1细胞数目

扩增至 5×106 个以上，添加 PMA 并使其终浓度为

100 ng/ml，持续诱导时间 48 h；随后添加 IFN-γ和

LPS，分别使其终浓度为 20 ng/ml 和 100 ng/ml，持

续诱导时间为 48 h。THP-1 细胞由悬浮转为贴壁，

多伪足，易抱团，即为诱导成功，该表型可维持 3
天以上［5］。

2. 2　M1巨噬细胞和髓核细胞共培养体系建立

采用Transwell小室（3 µm膜孔径）构建M1巨

噬细胞和髓核细胞共培养体系［10］。利用细胞刮刀，

将 M1巨噬细胞转移至 Transwell下室中，保证细胞

数目至少 1×106个以上。将髓核细胞经胰蛋白酶消

化后转移至 Transwell上室中，细胞数目为 1×106个

左右。共培养时间为24 h。
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2. 3　MTT法筛选壮腰通络方最佳实验药物浓度

将 M1 巨噬细胞或髓核细胞分别接种于 96 孔

板，分为空白血清组、对照血清组和中药血清组。

中药血清组细胞给予壮腰通络方梯度稀释大鼠含药

血清，体积分数分别为 5%、10%、15%、20%，空

白血清组设置相同体积分数空白血清 4组。对照血

清组细胞给予 1640 完全培养基 （10% 胎牛血清）。

利用 MTT 法分别检测两种细胞活性。各组在不同

体积分数血清中培养 24 h，每组设置 6个复孔。处

理结束后，每个孔中加入 20 µl MTT工作液体并继

续在细胞培养箱内孵育 4 h。用移液枪小心吸除孔

板内上清溶液，每孔加入 100 µl DMSO，37 ℃孵育

15 min 左右。使用酶标仪在 570 nm 处检测各孔的

光密度值（OD 值），用以表示细胞活力。根据 OD
值选择两种细胞活力相对均较强（OD 值较大）的

含药血清浓度为最适宜的药物浓度进行后续研究。

2. 4　实验一：壮腰通络方含药血清对髓核细胞焦

亡的影响

2. 4. 1　实验方法　在明确最佳实验药物浓度后进

行实验一，分组及干预情况详见表 1，每组 3 个

复孔。

2. 4. 2　观察指标及方法　1） ELISA法检测焦亡关

键蛋白 IL-1β和 IL-18含量。各组培养或共培养 24 h
后，收集细胞上清，4 ℃、3000 r/min 离心 （离心

半径 14 cm） 15 min，检测各组细胞上清液中 IL-1β
和 IL-18含量，参照试剂盒说明书操作。2）实时荧

光定量 PCR 检测髓核细胞中 IL-1β 和 IL-18 mRNA
表达。用移液器将 Transwell 小室中培养液吸除干

净，加入 1 ml 4 ℃预冷的 PBS溶液，轻摇洗涤。用

移液器将 PBS 吸除干净，提取 RNA，再用 15 µl 
RNA 溶解液溶解 RNA。步骤按照 DNA 去除与逆转

录试剂盒进行，引物均由武汉塞维尔生物科技有限

公司合成， IL-1β：上游 CTCAACTGTGAAATGC⁃

CACC，下游 GAGTGATACTGCCTGCCTGA，产物

大小 131 bp； IL-18：上游 GCTCACCACAACCTC⁃
TACCT，下游 TTCAAGACCAGCCTGACCAA，产物

大小 147 bp； GAPDH：上游 GGAAGCTTGTCAT⁃
CAATGGAAATC， 下 游 TGATGACCCTTTTGGCTC-

CC，产物大小 168 bp。采用 2-ΔΔCt相对定量分析法。

3） 细胞免疫荧光法检测髓核细胞中 GSDMD 蛋白

表达。在髓核细胞共培养或单独培养24 h后，细胞

爬片轻轻甩干，加入破膜液，室温孵育 20 min。随

后利用 PBS 缓冲液洗 3 次，每次 5 min。滴加 3% 
BSA 牛血清蛋白溶液，均匀覆盖爬片，室温封闭

30 min。滴加一抗工作液（GSDMD，1∶200），4 ℃
孵育过夜。于摇床 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min。随

后滴加对应种属二抗（1∶500）工作液，室温孵育

50 min。再次于摇床PBS洗涤 3次，每次 5 min。滴

加即用型 DAPI 染液，避光室温孵育 10 min，后于

荧光显微镜下拍照，结果用平均光密度表示。

2. 5　实验二：壮腰通络方含药血清对 M1 巨噬细

胞中TNF-α的影响

2. 5. 1　实验方法　在明确壮腰通络方含药血清对

共培养体系下髓核细胞焦亡的作用后进行实验二，

分组及干预方法详见表 2，每组 3个复孔。过表达

质粒和空载体质粒均提前在 6孔板中转染 M1 巨噬

细胞 24 h，而后更换含有或不含有壮腰通络方含药

血清的完全培养基并添加含有髓核细胞的Transwell
上室。

2. 5. 2　观察指标及方法　实时荧光定量 PCR和蛋

白免疫印迹检测 M1 巨噬细胞中 TNF-αmRNA 和蛋

白表达。荧光定量 PCR 检测方法同上，引物序列

TNF- α： 上 游 CCGAGTCTGGGCAGGTCTA， 下 游

GTCTGAAGGAGGGGGTAAT， 产 物 大 小 252 bp，
结果采用 2-ΔΔCt相对定量分析法。蛋白免疫印迹检

测：利用细胞刮刀刮取 M1巨噬细胞于 1. 5 ml离心

表 1　壮腰通络方含药血清对髓核细胞焦亡影响实验分组及干预方法

Table 1　Experimental groups and intervention methods for the effect of Zhuangyao Tongluo Formula （壮腰通络方）-containing 
serum on apoptosis of nucleus pulposus cells

组别

髓核细胞对照组

M1巨噬细胞对照组

髓核细胞+壮腰方组

髓核细胞+TNF-α组

髓核细胞+TNF-α+壮腰方组

共培组

共培+壮腰方组

细胞培养

髓核细胞单独培养

M1巨噬细胞单独培养

髓核细胞单独培养

髓核细胞单独培养

髓核细胞单独培养

M1巨噬细胞+髓核细胞共培养

M1巨噬细胞+髓核细胞共培养

干预药物

无

无

筛选浓度的壮腰通络方含药血清

50 ng/ml终浓度的TNF-α诱导髓核细胞焦亡［11］

50 ng/ml 终浓度的TNF-α+筛选浓度壮腰通络方含药血清

无

筛选浓度壮腰通络方含药血清
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管中，加入蛋白酶抑制剂和 250 µl RIPA 裂解液，

充分震荡。冰上裂解 30 min，期间用移液器反复吹

打，确保细胞完全裂解。4 ℃、12 000 r/min 离心

（离心半径 5 cm） 10 min，收集上清，即为总蛋白

溶液。利用 BCA 法测定蛋白浓度。将蛋白溶液按

照 4∶1 的比例加入还原型蛋白上样缓冲液，沸水

浴变性 15 min。随后进行 SDS-PAGE 电泳（250 V，

25 min）、转膜（300 mA，40 min）。利用牛血清白

蛋白室温封闭 30 min，按抗体说明书孵育一抗（1∶
1000稀释）和二抗（1∶500稀释），利用ECL发光

显色，采用相对定量法。

2. 6　统计学方法

采用 SPSS 21. 0软件进行统计分析，数据均符

合正态分布以均数±标准差（x̄±s）表示，满足方差

齐性者用单因素方差分析方法，组间比较使用

Turkey's多重对比检验；不满足方差齐性的指标采

用 Welch's ANOVA 方法，组间比较采用 Games-

Howell's多重比较。图像数据采用Image J（V1. 8. 0. 112）
软件分析。P＜0. 05为差异有统计学意义。

3　结果

3. 1　壮腰通络方最佳实验浓度筛选结果

图 1示，在 10%血清浓度下，与对照血清组和

空白血清组比较，中药血清组的 M1巨噬细胞和髓

核细胞的细胞活性显著升高 （P＜0. 01）；在 20%
血清浓度下，与对照血清组和空白血清组比较，髓

核细胞的细胞活性升高 （P＜0. 01），但此浓度下

M1 巨噬细胞的细胞活性差异无统计学意义 （P＞
0. 05）。因此，选定 10%壮腰通络方含药血清作为

后续实验浓度。

3. 2　实验一结果

由于本研究设置组别较多，根据研究目的选择

部分组别进行比较。髓核细胞对照组与髓核细胞+
壮腰方组、髓核细胞+TNF-α 组比较，是为了观察

壮腰通络方和 TNF-α 对髓核细胞的影响；髓核细

胞+TNF-α 组与髓核细胞+TNF-α+壮腰方组比较，

是为了观察壮腰通络方能否直接抑制髓核细胞的焦

亡而不通过巨噬细胞；髓核细胞对照组、M1巨噬

细胞对照组和共培组比较，是为了观察共同培养的

效果；共培组和共培+壮腰方组比较，是为了明确

壮腰方含药血清的干预效果。

3. 2. 1　各组细胞培养上清中 IL-1β 和 IL-18 含量比

较　表 3 示，与髓核细胞对照组比较，髓核细胞+
壮腰方组 IL-1β和 IL-18含量差异无统计学意义（P＞
0. 05），而髓核细胞+TNF-α组 IL-1β和 IL-18含量均

表 2　壮腰通络方含药血清对M1巨噬细胞中TNF-α影响的实验分组及干预方法

Table 2　Experimental groups and intervention methods for the effect of Zhuangyao Tongluo Formula （壮腰通络方）-containing serum 
on TNF-α in M1 macrophages

组别

共培组

空载体质粒+共培组

空载体质粒共培+壮腰方组

共培+壮腰方组

过表达质粒共培+壮腰方组

过表达质粒+共培组

细胞培养

M1巨噬细胞+髓核细胞共培养

M1巨噬细胞+髓核细胞共培养

M1巨噬细胞+髓核细胞共培养

M1巨噬细胞+髓核细胞共培养

M1巨噬细胞+髓核细胞共培养

M1巨噬细胞+髓核细胞共培养

干预药物

无

TNF-α空载体质粒

TNF-α空载体质粒+壮腰通络方含药血清干预

壮腰通络方含药血清

TNF-α过表达质粒+壮腰通络方含药血清

TNF-α过表达质粒

注：a）与同浓度的对照血清组和空白血清组比较，P＜0. 01。
图 1　各组细胞在不同浓度血清干预下细胞活力比较

Figure 1　Comparison of cell viability of M1 macrophages or nucleus pulposus cells in each group
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显著增加（P＜0. 01）。与髓核细胞+TNF-α组比较，

髓核细胞+TNF-α+壮腰方组 IL-1β和 IL-18含量差异

无统计学意义 （P＞0. 05）。与髓核细胞对照组和

M1巨噬细胞对照组比较，共培组 IL-1β 和 IL-18含

量均显著增加（P＜0. 01）。与共培组比较，共培+
壮腰方组IL-1β和IL-18含量均显著减少 （P＜0. 01）。

3. 2. 2　各组髓核细胞中 IL-1β 和 IL-18 mRNA 表

达　表 4 示，与髓核细胞对照组比较，髓核细胞+
壮腰方组 IL-1β和 IL-18 mRNA表达差异无统计学意

义 （P＞0. 05），而髓核细胞+TNF-α 组的 IL-1β 和

IL-18 mRNA 表达显著增加 （P＜0. 01）。与髓核细

胞+TNF-α 组比较，髓核细胞+TNF-α+壮腰方组髓

核细胞 IL-1β和 IL-18 mRNA表达差异无统计学意义

（P＞0. 05）。与髓核细胞对照组较，共培组髓核细

胞 IL-1β 和 IL-18 mRNA 表 达 均 显 著 增 加 （P＜
0. 01）。与共培组比较，共培+壮腰方组髓核细胞

IL-1β和 IL-18 mRNA表达均显著降低（P＜0. 01）。

3. 2. 3　各组髓核细胞中焦亡关键蛋白 GSDMD 表

达比较　表 5示，与髓核细胞对照组比较，髓核细

胞+壮腰方组的GSDMD表达差异无统计学意义（P＞
0. 05），而髓核细胞+TNF-α 组 GSDMD 表达显著增

高（P＜0. 01）。与髓核细胞+TNF-α 组比较，髓核

细胞+TNF-α+壮腰方组 GSDMD 表达差异无统计学

意义（P＞0. 05）。与髓核细胞对照组和髓核细胞+
壮腰方组比较，共培组GSDMD表达显著增加（P＜
0. 01）。与共培组比较，共培+壮腰方组 GSDMD表

达显著降低（P＜0. 01）。

3. 3　实验二中各组 M1 巨噬细胞中 TNF-α mRNA
及蛋白表达比较

表 6示，与共培组比较，空载体质粒+共培组

TNF-α mRNA 和蛋白表达差异无统计学意义（P＞
0. 05）。与空载体质粒+共培组比较，空载体质粒

共培+壮腰方组 TNF-α mRNA 和蛋白表达均显著降

低（P＜0. 01）。与共培组和空载体质粒+共培组比

表 3　各组细胞培养上清中 IL-1β和 IL-18含量比较

Table 3　Comparison of IL-1β and IL-18 levels in the superna⁃
tant of each cell culture group （pg/ml，x̄±s）

组别

髓核细胞对照组

M1巨噬细胞对照组

髓核细胞+壮腰方组

髓核细胞+TNF-α组

髓核细胞+TNF-α+壮腰方组

共培组

共培+壮腰方组

样本

数

3
3
3
3
3
3
3

IL-1β
1. 79±1. 68

11. 94±2. 24
5. 96±1. 46

101. 16±5. 82 a）

101. 81±2. 75
67. 95±6. 60a）b）

33. 64±4. 78 c）

IL-18
1. 60±0. 73
3. 92±4. 24
0. 93±0. 26

101. 89±2. 79 a）

101. 65±1. 67
79. 13±6. 34 a）b）

35. 18±8. 59 c）

注：IL-1β，白细胞介素1β；IL-18，白细胞介素18。
a）与髓核细胞对照组比较，P＜0. 01；b）与 M1 巨噬细胞对

照组比较，P＜0. 01；c）与共培组比较，P＜0. 01。

表 4　各组髓核细胞中 IL-1β和 IL-18 mRNA相对表达量比较

Table 4　Comparison of relative mRNA expression levels 
of IL-1β and IL-18 in nucleus pulposus cells of each group

（/GAPDH，x̄±s）
组别

髓核细胞对照组

髓核细胞+壮腰方组

髓核细胞+TNF-α组

髓核细胞+TNF-α+壮腰方组

共培组

共培+壮腰方组

样本

数

3
3
3
3
3
3

IL-1β mRNA
1. 00±0. 02
0. 80±0. 00

23. 15±0. 54 a）

22. 67±2. 04
5. 02±1. 06 a）

2. 48±0. 05 b）

IL-18 mRNA
1. 00±0. 02
0. 97±0. 03

13. 69±0. 22 a）

13. 76±0. 19
3. 94±0. 07 a）

2. 40±0. 10 b）

注：IL-1β，白细胞介素1β；IL-18，白细胞介素18。
a）与髓核细胞对照组比较，P＜0. 01； b）与共培组比较，P＜

0. 01。
表 5　各组髓核细胞中GSDMD表达比较 

Table 5　Comparison of GSDMD expression in nucleus pulpo⁃
sus cells of each group （IntDen/Area，x̄±s）

组别

髓核细胞对照组

髓核细胞+壮腰方组

髓核细胞+TNF-α组

髓核细胞+TNF-α+壮腰方组

共培组

共培+壮腰方组

样本数

3
3
3
3
3
3

GSDMD
1. 00±0. 04
1. 07±0. 01
1. 94±0. 01 a）

1. 97±0. 03
1. 91±0. 02 a）  b）

1. 31±0. 03 c）

注：GSDMD，Gasdermin D。

a）与髓核细胞对照组比较，P＜0. 01； b）与髓核细胞+壮腰

方组比较，P＜0. 01； c）与共培组比较，P＜0. 01。
表 6　各组M1巨噬细胞中TNF-α mRNA和蛋白的相对表达

比较（/GAPDH，x̄±s）
Table 6　Comparison of relative mRNA and protein expression 

levels of TNF-α in M1 macrophages of each group
组别

共培组

空载体质粒+共培组

空载体质粒共培+壮腰方组

共培+壮腰方组

过表达质粒共培+壮腰方组

过表达质粒+共培组

样本

数

3
3
3
3
3
3

TNF-α mRNA
6. 11±0. 13
6. 29±0. 46
3. 34±0. 45 a）

3. 41±0. 17 a）  b）

5. 94±0. 30 c）

10. 49±0. 73 d）

TNF-α蛋白

1. 00±0. 00
0. 98±0. 05
0. 63±0. 01 a）

0. 53±0. 06 a）  b）

1. 15±0. 15 c）

1. 76±0. 08 d）

注：TNF-α，肿瘤坏死因子α。

a）与空载体质粒+共培组比较，P＜0. 01； b）与共培组比较，

P＜0. 01；c） 与共培+壮腰方组比较， P＜0. 01； d） 与过表达质

粒+壮腰方组比较，P＜0. 01。
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较，共培+壮腰方组 TNF-α mRNA 和蛋白表达显著

降低（P＜0. 01）；与共培+壮腰方组比较，过表达

质粒共培+壮腰方组 TNF-α mRNA 和蛋白表达均显

著增加（P＜0. 01）；与过表达质粒共培+壮腰方组

比较，过表达质粒+共培组 TNF-α mRNA 和蛋白表

达均显著增加 （P＜0. 01）。各组 M1 巨噬细胞中

TNF-α蛋白电泳图见图2。

4　讨论

IDD与多种脊柱退行性疾病密切相关，症状以

腰痛为主。根据其临床症状，可归属于中医学“腰

痛”“痹证”等范畴。中医学认为，腰痛多以肝肾

亏虚为本，风、寒、湿外邪为标。《素问·脉要精

微论篇》载：“腰者，肾之府，转摇不能，肾将惫

矣”，从脏腑层面强调了肾与腰的关系。肝主疏泄、

利机关，肝肾亏虚将直接导致腰部筋脉失去濡养，

使腰部筋骨松弛、气血羸弱而难以御邪。风、寒、

湿三气乘虚而入，痹阻腰部经脉，最终形成腰痛。

因此，补益肝肾、祛风除湿是治疗腰痛的基本治

法。壮腰通络方中杜仲甘、微辛、性温，入肝肾

经，具有补肝肾、强筋健骨的功效，偏于补阳；熟

地黄性甘、微温，入肝肾，滋阴补血，填精益髓，

偏于补阴。二者共为君药，阴阳并补，共奏补肝

肾、强筋骨、益精髓功效；当归补血活血，归肝、

心、脾经，丹参祛瘀、生新、活血，归心、肝经，

共同发挥养血活血，祛风除湿的作用，全方标本兼

治，在临床中取得良好的临床疗效［12］。

既往研究发现，壮腰通络方能够降低 IDD大鼠

血清中 TNF-α 的表达［7］，然而其具体机制仍不清

楚。在实验一中，壮腰通络方含药血清能够显著抑

制该共培养体系导致的 IL-1β 和 IL-18 蛋白含量的

增加，显著降低髓核细胞中焦亡关键蛋白 IL-1β和

IL-18 mRNA 的表达，说明 10% 体积分数的壮腰通

络方含药血清能够在细胞层面逆转 M1巨噬细胞和

髓核细胞共培养诱导的髓核细胞焦亡。GSDMD 免

疫荧光检测结果显示，共培+壮腰方组 GSDMD 表

达较共培组比较亦显著降低，也同样明证实壮腰通

络方含药血清可抑制髓核细胞焦亡。同时我们也注

意到，髓核细胞单独培养时，无论是否存在壮腰通

络方含药血清，共培养体系培养上清中 IL-1β和 IL-18
含量并未见显著的变化，表明该方不会对髓核细胞

产生负面影响；而壮腰通络方含药血清也没有对

TNF-α 诱导的髓核细胞焦亡产生明显的抑制作用。

因此，壮腰通络方对髓核细胞焦亡的逆转作用可能

主要来源于对M1巨噬细胞旁分泌TNF-α的抑制作用。

为了更加明确 10% 体积分数的壮腰通络方含

药血清对 M1巨噬细胞的干预作用，在实验二中我

们构建了TNF-α的过表达质粒并转染M1巨噬细胞，

来观察壮腰通络方含药血清能否通过抑制TNF-α的

表达从而减轻髓核细胞的焦亡。结果显示，TNF-α
过表达质粒的转染显著提高了 TNF-α的表达水平，

而壮腰通络方含药血清的干预则部分逆转了TNF-α 
mRNA的表达并造成TNF-α蛋白合成减少，这表明

壮腰通络方含药血清能够作用于 M1巨噬细胞并通

过TNF-α途径抑制髓核细胞焦亡恶性循环。

值得注意的是，TNF-α、IL-1β和 IL-18不仅仅

是髓核焦亡恶性循环的重要参与者，也是引发临床

急慢性腰痛的重要原因之一［13-14］。我们推测，抑制

TNF-α介导的髓核焦亡恶性循环是壮腰通络方治疗

IDD的可能作用机制之一。然而我们的实验数据表

明，壮腰通络方含药血清只能部分抑制髓核细胞的

焦亡，抑制 M1 巨噬细胞的活化，减轻炎性刺激，

并不能阻断髓核焦亡恶性循环。本研究为体外实

验，并不能完全反映真实的体内情况，需要更进一

步的体内动物实验等进行证实，并且针对M1巨噬细

胞仍需要更为深入的研究，以阐明其内在调控机制。
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Effect of Zhuangyao Tongluo Formula （壮腰通络方）  Containing Serum on TNF-α-mediated Vicious Circle of 
Pyroptosis of Nucleus Pulposus Cells 
FENG Peng1， GAO Chunyu1， SUN Kai1， ZHU Liguo1， GAO Jinghua1， LI Luguang1， LI Jianguo1， CHE Ying2

1.  Wangjing Hospital，China Academy of Chinese Medical Sciences，Beijing，100102；2.  Shandong University of Traditional 
Chinese Medicine
ABSTRACT Objective　To explore the mechanism of Zhuangyao Tongluo Formula（壮腰通络方，ZTF） in delay⁃
ing intervertebral disc degeneration. Methods　M1 macrophages were induced from THP-1 cells using LPS， IFN-γ 
and PMA.  The induced M1 macrophages were then co-cultured with nucleus pulposus cells in a transwell system.  Fetal 
bovine serum was used as the control serum， and the effects of different concentrations （5%， 10%， 15%， 20%） of 
serum from rats treated with ZTF on the activity of M1 macrophages and nucleus pulposus cells were analyzed using 
MTT assay.  Experiment 1 was established， including the nucleus pulposus cell control group， M1 macrophage control 
group， nucleus pulposus cell + ZTF group， nucleus pulposus cell + TNF control group， nucleus pulposus cell + TNF 
+ ZTF group， co-culture group， and co-culture + ZTF group.  The levels of IL-1β， and IL-18 in the culture superna⁃
tant were detected using ELISA.  The mRNA expression of IL-1β and IL-18 in nucleus pulposus cells was detected 
using qPCR.  Additionally， the expression of GSDMD protein in nucleus pulposus cells was detected using cell immu⁃
nofluorescence.  In experiment 2， co-culture groups were constructed using TNF- α overexpression （OE） or empty 
vector （EV） plasmids， including co-culture group， TNF-EV + co-culture group， TNF-EV co-culture group + ZTF， 
co-culture + ZTF group， TNF-OE co-culture group + ZTF， and TNF-OE + co-culture group.  The mRNA and protein 
expression of TNF-α in M1 cells in each group were detected using qPCR and WB.   Results　The ZTF with 10% 
serum was selected for subsequent experiments.  The results of experiment 1 showed that compared to the control 

··2230



中医杂志 2023 年 11 月第 64 卷第 21 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2023，Vol. 64，No. 21

group of nucleus pulposus cells， there was no statistically significant difference in the levels of IL-1β， IL-18， mRNA， 
and GSDMD expression in the nucleus pulposus cells + ZTF group （P＞0. 05）.  However， the TNF-α + co-culture 
group showed a significant increase in IL-1β， IL-18 levels， mRNA， and GSDMD expression （P＜0. 01）.  When com⁃
pared to the co-culture group， the ZTF+ co-culture group showed a significant decrease in IL-1β， IL-18 levels， 
mRNA， and GSDMD expression （P＜0. 01）.  The results of experiment 2 showed that there was no statistically signifi⁃
cant difference in TNF-α mRNA and protein expression between the empty vector plasmids + co-culture group and the 
co-culture group （P＞0. 05）.  Compared to the empty vector + co-culture group， the expression of TNF-α mRNA and 
protein was significantly reduced in the empty vector co-culture + ZTF group （P＜0. 01）.  Compared to the co-culture 
group and the empty vector + co-culture group， the expression of TNF-α mRNA and protein was significantly reduced 
in the co-culture + ZTF group （P＜0. 01）.  Compared to the co-culture + ZTF group， the expression of TNF-α mRNA 
and protein significantly increased in the overexpression vector co-culture + ZTF group （P＜0. 01）.  Compared to the 
overexpression vector co-culture + ZTF group， the expression of TNF-α mRNA and protein significantly increased in 
the overexpression vector co-culture group （P＜0. 01）.   Conclusion　 ZTF serum can inhibit the TNF- α -induced 
apoptosis of nucleus pulposus cells and delay lumbar disc degeneration by reducing the expression of TNF-α in M1 
macrophages.
Keywords intervertebral disc degeneration； Zhuangyao Tongluo Formula（壮腰通络方）； M1 macrophages； nucleus 
pulposus cells； cell pyroptosis； tumor necrosis factor-α
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