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枳壳甘草汤对椎间盘退变模型大鼠尾椎间盘髓核组织
细胞凋亡及Hippo-YAP/TAZ信号通路的影响
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［摘要］ 目的　基于河马 （Hippo） -Yes 相关蛋白 （YAP） /带有 PDZ 结合基序的转录共激活因子 （TAZ） 信

号通路探讨吴门枳壳甘草汤延缓椎间盘退变的可能作用机制。方法　50只 SD 大鼠随机分为假手术组、模型

组、枳壳甘草汤低剂量组、枳壳甘草汤高剂量组、枳壳甘草汤高剂量+抑制剂组，每组 10只。假手术组大鼠

采用 21G 针头在尾部 Co6/7/8 节段穿刺皮肤和肌肉 （深度约为 2 mm），不损伤椎间盘，其余各组大鼠在尾部

Co6/7/8 节段用 21G 针头穿刺尾椎间盘 5 mm 建立椎间盘退变大鼠模型。造模 1 周后，枳壳甘草汤低、高剂量

组分别予 6. 24、12. 24 g/ （kg·d） 枳壳甘草汤灌胃，枳壳甘草汤高剂量+抑制剂组大鼠给予 12. 24 g/ （kg·d）
枳壳甘草汤灌胃后，按10 mg/kg腹腔注射YAP/TAZ抑制剂Verteporfin，假手术组与模型组大鼠予5 ml/ （kg·d） 生

理盐水灌胃。灌胃每日 1次，腹腔注射隔日 1次。各组均连续干预 4周后，采用HE染色、番红O-固绿染色及

甲苯胺蓝染色观察大鼠尾椎间盘病理改变；免疫组化法检测椎间盘髓核组织聚集蛋白聚糖 （Aggrecan）、基

质金属蛋白酶 3 （MMP3） 表达；Tunel荧光染色检测髓核组织细胞凋亡，计算凋亡率；Western blot法检测髓

核组织中 Hippo-YAP/TAZ 信号通路 ［包括 YAP、磷酸化 Yes 相关蛋白 （p-YAP）、磷酸化 20 样激酶 1/2
（p-MST1/2）、带有 PDZ 结合基序的磷酸化转录共激活因子 （p-TAZ）］ 及凋亡相关蛋白 ［包括剪切的含半胱

氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 （Cleaved Caspase 3）、肿瘤基因 P53 （P53）、B淋巴细胞瘤 2 （Bcl-2）、Bcl-2相关

X 蛋白 （Bax）］ 水平。结果　与假手术组比较，模型组大鼠椎间盘发生明显退行性改变，椎间盘髓核组织

Aggrecan、Bcl-2、YAP蛋白水平降低，p-MST1/2、p-YAP、p-TAZ、P53、Bax、Cleaved Caspase 3、MMP3蛋白

水平及细胞凋亡率均上升（P＜0. 01）。与模型组比较，各药物干预组椎间盘退变均得到一定恢复，Aggrecan、

Bcl-2、YAP 蛋白水平均升高，p-MST1/2、p-YAP、p-TAZ、P53、Bax、Cleaved Caspase 3、MMP3 蛋白水平及

细胞凋亡率均降低 （P＜0. 05或P＜0. 01）。与枳壳甘草汤低剂量组比较，枳壳甘草汤高剂量组大鼠椎间盘退

变恢复更显著，p-MST1/2、p-YAP、p-TAZ、P53、Bax、Cleaved Caspase 3、MMP3 蛋白水平及细胞凋亡率降

低，Aggrecan、Bcl-2、YAP蛋白水平升高 （P＜0. 05或 P＜0. 01）。与枳壳甘草汤高剂量组比较，枳壳甘草汤

高剂量+抑制剂组大鼠椎间盘退变恢复程度降低，p-MST1/2、p-YAP、p-TAZ、P53、Bax、Cleaved Caspase 3、

MMP3 蛋白水平及细胞凋亡率升高，Aggrecan、Bcl-2、YAP 蛋白水平降低 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。结论　枳

壳甘草汤可能通过抑制椎间盘髓核组织 YAP 磷酸化，维持 Hippo-YAP/TAZ 信号通路功能，降低髓核细胞凋

亡，从而延缓椎间盘退变。
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腰痛是一种常见的临床症状，椎间盘退变

（intervertebral disc degeneration，IDD） 是引起腰痛

的主要原因之一，是由衰老、代谢和生物力学等多

种因素引起的病理过程［1］。目前，尚无有效方法能

够治疗 IDD，延缓 IDD是治疗腰痛的重点。相较于

传统手术治疗，中药复方在治疗 IDD方面已有明确

的临床疗效，其具有安全性高、疗效确切和副作用

小的优势［2］。枳壳甘草汤是由吴门医派龚正丰教授

创立的经验方［3］，其临床运用已被证实对 IDD引起

的腰椎间盘突出及慢性非特异性腰痛患者的疼痛症

状、腰椎功能有显著改善［4-5］。前期研究显示，枳

壳甘草汤可有效延缓大鼠 IDD，改善模型大鼠疼痛

敏感状态［6-7］。近年来研究发现，河马（Hippo）-Yes
相关蛋白 （YAP） /带有 PDZ 结合基序的转录共激

活因子（TAZ）信号通路作为细胞内信使，与正常

骨发育、骨重塑等生理病理现象均相关［8-9］。髓核

细胞凋亡被认为在 IDD进展过程中起着至关重要的

作用，针对细胞凋亡是治疗 IDD 的重要策略［10］。

因此，本研究从Hippo-YAP/TAZ信号通路进一步探

讨枳壳甘草汤治疗 IDD的可能机制，为其临床应用

提供研究基础。本研究获得苏州市中医医院医学伦

理委员会批准（批号：2021伦动批051）。

1　材料与方法

1. 1　动物

清洁级 SD 雄性大鼠 50 只，6 周龄，体质量

（220±20） g，购于北京维通利华实验动物技术有限

公司，动物生产许可证号：SCXK（京）2021-0011。
饲养条件：规律进食，自由饮水，室温（25±2）℃，

相对湿度40%~70%，光暗周期12 h/12 h。
1. 2　药物

枳壳甘草汤组成：枳壳 10 g，当归 10 g，丹参

10 g，三棱 10 g，莪术 10 g，黑丑 6 g，白丑 6 g，甘

草 6 g。中药均购自苏州市中医医院药剂科，水煎

后使用旋转蒸发仪将药液浓缩成含生药1 g/ml。
1. 3　主要试剂及仪器

YAP/TAZ 抑制剂 Verteporfin （Selleck 公司，货

号：S1786）；RIPA裂解液（货号：P0013C）、BCA
蛋白浓度测定试剂盒 （货号：P0010），碧云天生

物技术有限公司；苏木素-伊红（HE）染色试剂盒

（货号：C0105S）、番红O-固绿染色试剂盒（货号：

S191031）、甲苯胺蓝染色试剂盒（货号：S191032）、

Tunel荧光染色试剂盒（货号：P0017），皮诺飞生

物科技有限公司；二氨基联苯胺（货号：K5007），

DAKO 公司；即用型免疫组化超敏 UltraSensitiveTM 
SP试剂盒（货号：KIT-9720），福州迈新生物技术

开发有限公司；戊巴比妥钠（货号：W0091），苏

州亚科科技股份有限公司；基质金属蛋白酶 3
（MMP3）多克隆抗体（货号：17873-1-AP）、聚集

蛋白聚糖（Aggrecan）多克隆抗体（货号：13880-

1-AP）、YAP多克隆抗体（货号：13584-1-AP）、磷

酸化 Yes 相关蛋白 （p-YAP） 多克隆抗体 （货号：

29018-1-AP）、磷酸化 20样激酶 1/2（p-MST1/2）多

克隆抗体（货号：80093-1-RR）、剪切的含半胱氨

酸的天冬氨酸蛋白水解酶 （Cleaved Caspase 3） 多

克隆抗体 （货号： 25128-1-AP）、肿瘤基因 P53
（P53）多克隆抗体（货号：60283-2-Ig）、抗凋亡蛋

白 B 淋巴细胞瘤 2 （Bcl-2） 多克隆抗体 （货号：

60283-2-Ig）、Bcl-2相关 X蛋白（Bax）多克隆抗体

（货号：60283-2-Ig），武汉三鹰生物技术有限公司；

带有 PDZ 结合基序的磷酸化转录共激活因子 （p-

TAZ）多克隆抗体（货号：AF4315），江苏亲科有

限公司；ECL 发光液 （货号：180-5001），上海天

能科技有限公司；蛋白 marker （货号：1610375），

美国 Bio-Rad 公司；山羊抗兔、山羊抗小鼠 IgG 二

抗 （货号分别为：HY-P8001、HY-P8004），上海

MCE有限公司。

扫描仪（Pannoramic SCAN Ⅱ型，济南丹吉尔

电子有限公司）；离心机 （Heraeus Fresco17 型，

Thermo Fisher Scientific公司）；天平（BSA124S-CW
型，Sartorius公司）；研磨仪（JXFSTPRP-24型，上

海净信科技有限公司）；显微镜 （DMI3000B 型，

Leica公司）；21G针头（镇江高冠医疗器械公司）；

ELx800 光吸收酶标仪 （Tanon 5200 型，上海天能

科技有限公司）。

1. 4　动物分组、造模及干预方法

采用随机数字表法将 50只雄性 SD大鼠分为假

手术组、模型组、枳壳甘草汤低剂量组、枳壳甘草

汤高剂量组、枳壳甘草汤高剂量+抑制剂组，每组

10只。各组大鼠以 3%戊巴比妥 1 ml/kg腹腔注射麻

醉，尾部 Co6/7/8 节段酒精消毒后 21G 针头穿刺尾

椎间盘。假手术组穿刺皮肤和肌肉（深度约为2 mm），
不损伤椎间盘，其余各组避开动静脉向椎间盘中心

穿刺 5 mm，刺入后针头旋转 360°并留置 10 s，消

毒并标记穿刺位置，输液贴保护，建立 IDD大鼠模

型［11］。造模 1周后，大鼠腰椎X线显示椎间盘高度

降低，椎间盘在HE染色下出现髓核脊索细胞明显

减少，纤维环板层结构紊乱，则证明造模成功［12］。
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造模成功后，采用等效剂量系数换算公式［13］

计算给药剂量，枳壳甘草汤低、高剂量组分别予

6. 24、12. 24 g/（kg·d） 枳壳甘草汤灌胃 （其中低

剂量为临床等效剂量）；枳壳甘草汤高剂量+抑制

剂组大鼠给予 12. 24 g/（kg·d）枳壳甘草汤灌胃后，

按 10 mg/kg 腹腔注射 YAP/TAZ 抑制剂 Verteporfin，
腹腔注射隔日 1次［14-15］；假手术组与模型组按 5 ml/
（kg·d） 生理盐水灌胃。灌胃均每日 1 次，各组均

连续干预4周。

1. 5　观察指标及方法

药物干预完成后，3% 戊巴比妥钠麻醉，腹主

动脉采血，然后快速离断大鼠尾部，每组采用随机

数字表法选择 5 只大鼠尾椎置于 4% 多聚甲醛中固

定，用于病理染色、Tunel荧光染色及免疫组化；每

组剩余 5 只大鼠尾椎在冰上分离提取 Co6/7/8 椎间

盘组织，置于-80 ℃冰箱保存，用于检测蛋白含量。

1. 5. 1　椎间盘组织病理染色　椎间盘组织用 4%
多聚甲醛固定后脱钙，梯度脱水后透明，石蜡包

埋，切片，进行HE染色、番红O-固绿染色及甲苯

胺蓝染色，显微镜下观察椎间盘组织病理改变情况

并拍照。

1. 5. 2　免疫组化法检测椎间盘髓核组织 Aggrecan、

MMP3 蛋白水平　椎间盘组织用 4% 多聚甲醛固定

后脱钙，梯度脱水后透明，石蜡包埋，切片，抗原

修复。将髓核组织切片在 4 ℃下与 MMP3（1∶100）、

Aggrecan （1∶100）一抗孵育过夜。将切片与免疫

组化试剂盒中山羊抗兔 IgG（1∶2500）孵育 20 min，
然后用链霉菌抗生素蛋白-过氧化物酶试剂孵育

20 min。最后使用二氨基联苯胺检测免疫反应性，

并将切片用苏木精复染。免疫组化染色后，阳性细

胞呈棕褐色，使用 Image J 1. 53c软件统计积分光密

度。积分光密度是平均光密度与面积的乘积，阳性

细胞染色颜色越深，面积越大，积分光密度值越高。

1. 5. 3　髓核组织 Tunel 荧光染色观察细胞凋亡情

况　椎间盘组织用 4%多聚甲醛固定后脱钙，梯度

脱水后透明，石蜡包埋，切片，抗原修复。根据试

剂盒说明书进行髓核组织 Tunel 荧光染色。使用

Image J 1. 53c软件对凋亡细胞数及总细胞数进行定

量并计算细胞凋亡率，细胞凋亡率（%） =凋亡细

胞数/总细胞数×100%。

1. 5. 4　Western Blot 法检测椎间盘髓核组织凋亡和

Hippo-YAP/TAZ 通路相关蛋白水平　对髓核组织按

照 100 mg/200 μl 加入 RIPA 裂解液，匀浆 5 min，
4 ℃、12 000 r/min离心 30 min（离心半径为 10 cm），

得到上清液。对上清液进行蛋白浓度测定，加入上

样缓冲液后加热使蛋白变性，-20 ℃保存。以β-actin
为内参检测蛋白水平，蛋白上样后凝胶电泳分离，

将印迹转移至 PVDF 膜进行封闭、一抗（p-MST1/2、
YAP、p-YAP、p-TAZ、P53、Bax、Bcl2 及 Cleaved 
Caspase 3稀释比例均为 1︰1000）及相对应的山羊

抗兔或山羊抗小鼠二抗（1︰5000）孵育。利用化

学发光成像仪进行显影，分析各组 YAP、p-YAP、
p-MST1/2、p-TAZ、P53、Bcl-2和Bax蛋白水平情况。

1. 6　统计学方法

采用GraphPad Prism 8. 0对数据进行统计分析，

计量资料均符合正态分布且方差齐，用均数±标准

差（x̄±s）描述，多组间比较采用单因素方差分析，

两两比较采用 LSD法，P＜0. 05表示差异有统计学

意义。

2　结果

2. 1　各组大鼠尾椎间盘病理改变比较

HE 染色 （图 1） 显示：假手术组大鼠椎间盘

组织结构正常，髓核饱满，网状结构完整，与纤维

环界限分明，纤维环结构完整；模型组大鼠可见明

显椎间盘退行性改变，髓核细胞数量减少，纤维环

排列不规则，髓核与纤维环界限不清；枳壳甘草汤

低剂量组及枳壳甘草汤高剂量+抑制剂组大鼠椎间

盘组织中结构紊乱较模型组有所恢复，纤维环结构

一定程度恢复完整，但仍排列不齐；枳壳甘草汤高

剂量组椎间盘组织中退变程度较模型组明显缓解，

纤维环内外层排列较规则，可见内层纤维环与髓核

间界线明显恢复清晰。

番红O-固绿染色（图 2）显示：假手术组可见

椎间盘结构清晰，髓核软骨基质呈均匀红色，纤维

环与髓核组织分界线清晰；模型组髓核软骨基质呈

红绿相间，出现空洞，纤维环与髓核红绿分界不

清；枳壳甘草汤低剂量组及枳壳甘草汤高剂量＋抑

制剂组纤维环与髓核红绿分界欠清晰；枳壳甘草汤

高剂量组纤维环髓核红绿分界尚清晰。

甲苯胺蓝染色（图 3）显示：假手术组椎间盘

形态清晰，上下软骨终板呈蓝紫色；软骨细胞核染

色清晰，与纤维环分界清楚；模型组椎间盘上下软

骨终板呈蓝紫色，与纤维环分界不清；各药物干预

组椎间盘上下软骨终板呈蓝紫色，其中枳壳甘草汤

低剂量组及枳壳甘草汤高剂量+抑制剂组与模型组

相比纤维环分界较清晰；枳壳甘草汤高剂量组恢复

较好，纤维环分界较模型组明显清晰。
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注：红色箭头所指部分为髓核细胞，黑色箭头所指部分为纤维环。

图1　各组大鼠尾椎间盘髓核组织HE染色图（×50）
Figure 1　HE staining of nucleus pulposus tissue in the tail intervertebral disc of rats in each group （×50）

注：黑色箭头所指为纤维环与髓核红绿分界部分。

图2　各组大鼠尾椎间盘髓核组织番红O-固绿染色图（×50）
Figure 2　Oil Red O-Green staining of nucleus pulposus tissue in the tail intervertebral disc of rats 

in each group（×50）

注：黑色箭头所指为软骨终板与纤维环交界部分。

图3　各组大鼠尾椎间盘髓核组织甲苯胺蓝染色图（×50）
Figure 3　Toluidine Blue staining of nucleus pulposus tissue in the tail intervertebral disc of rats 

in each group（×50）
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2. 2　各组大鼠尾椎间盘髓核组织 Aggrecan、MMP3
蛋白水平比较

表 1示，与假手术组比较，模型组大鼠尾椎间

盘髓核组织Aggrecan蛋白水平降低，MMP3蛋白水

平升高 （P＜0. 01）。与模型组比较，各药物干预

组大鼠髓核组织 Aggrecan蛋白水平均升高，MMP3
蛋白水平均降低（P＜0. 05或P＜0. 01）。与枳壳甘

草汤低剂量组比较，枳壳甘草汤高剂量组Aggrecan
蛋白水平较高，MMP3 蛋白水平较低 （P＜0. 01）。

与枳壳甘草汤高剂量组比较，枳壳甘草汤高剂量+
抑制剂组Aggrecan蛋白水平较低，MMP3蛋白水平

较高 （P＜0. 05）。各组大鼠尾椎间盘髓核组织

MMP3、Aggrecan免疫组化染色见图4。
2. 3　各组大鼠尾椎间盘髓核组织细胞凋亡率比较

各组大鼠尾椎间盘组织 Tunel荧光染色见图 5。
表 2示，与假手术组比较，模型组大鼠尾椎间盘髓

核组织细胞凋亡率显著升高 （P＜0. 01）。与模型

组比较，各药物干预组大鼠髓核组织细胞凋亡率显

表1　各组大鼠尾椎间盘髓核组织Aggrecan、MMP3蛋白

水平比较

Table 1　Comparison of Aggrecan and MMP3 protein levels 
in the nucleus pulposus tissue of tail intervertebral discs 

in each group of rats （积分光密度，x̄±s）

组别

假手术组

模型组

枳壳甘草汤低剂量组

枳壳甘草汤高剂量组

枳壳甘草汤高剂量+
抑制剂组

鼠数

5
5
5
5
5

Aggrecan
1. 093±0. 119
0. 283±0. 073 a）

0. 498±0. 005b）

0. 811±0. 008 c） d）

0. 614±0. 060 c） e）

MMP3
0. 704±0. 115
2. 910±0. 595 a）

2. 019±0. 233 b）

0. 849±0. 470 c） d）

1. 760±0. 187 c） e）

注：MMP3，基质金属蛋白酶3；Aggrecan，聚集蛋白聚糖。

a）与假手术组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05；
c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与枳壳甘草汤低剂量组比较，P＜

0. 01；e）与枳壳甘草汤高剂量组比较，P＜0. 05。

注：图中绿色荧光代表凋亡细胞。

图5　各组大鼠椎间盘组织Tunel荧光染色图（×400）
Figure 5　Tunel fluorescence staining of intervertebral disc tissue in each group of rats （×400）

注：MMP3，基质金属蛋白酶3；Aggrecan，聚集蛋白聚糖。图中棕黄色颗粒染色为MMP3、Aggrecan阳性表达。

图4　各组大鼠尾椎间盘髓核组织MMP3、Aggrecan免疫组化染色图（×400）
Figure 4　Immunohistochemical staining of MMP3 and Aggrecan in the nucleus pulposus tissue of tail intervertebral discs 

in each group of rats（×400）
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著降低（P＜0. 01）。与枳壳甘草汤高剂量组比较，

枳壳甘草汤低剂量组和枳壳甘草汤高剂量+抑制剂

组大鼠髓核组织细胞凋亡率升高（P＜0. 01）。

2. 4　各组大鼠尾椎间盘髓核组织凋亡及 Hippo-

YAP/TAZ通道相关蛋白水平比较

表 3示，与假手术组比较，模型组大鼠尾椎间

盘髓核组织促凋亡蛋白 Bax、Cleaved Caspase 3、
P53 蛋白水平显著升高，抑凋亡蛋白 Bcl-2 蛋白水

平显著降低，p-YAP、p-TAZ、p-MST1/2 蛋白水平

显著升高，YAP 蛋白水平显著降低 （P＜0. 01）。

与模型组比较，各药物干预组大鼠髓核组织 Bax、
Cleaved Caspase 3、P53、p-YAP、p-TAZ及p-MST1/2
蛋白水平均降低，Bcl-2、YAP蛋白水平均升高（P＜
0. 05 或 P＜0. 01）。与枳壳甘草汤低剂量组比较，

枳壳甘草汤高剂量组大鼠髓核组织Cleaved Caspase 3、
p-YAP、p-TAZ 及 p-MST1/2 蛋白水平降低，Bcl-2、
YAP蛋白水平升高（P＜0. 05或P＜0. 01）。与枳壳

甘草汤高剂量组比较，枳壳甘草汤高剂量+抑制剂

组大鼠髓核组织 Bax、 Cleaved Caspase 3、 P53、
p-YAP、p-TAZ 及 p-MST1/2 蛋白水平升高，Bcl-2、
YAP蛋白水平降低（P＜0. 05或P＜0. 01）。各组大

鼠尾椎间盘髓核组织凋亡及Hippo-YAP/TAZ通道相

关蛋白电泳图见图6。
表2　各组大鼠尾椎间盘组织细胞凋亡率比较

Table 2　Comparison of cell apoptosis rates in the tail interver⁃
tebral disc tissue of rats in each group （%，x̄±s）

组别

假手术组

模型组

枳壳甘草汤低剂量组

枳壳甘草汤高剂量组

枳壳甘草汤高剂量+抑制剂组

鼠数

5
5
5
5
5

细胞凋亡率

5. 78±1. 71
26. 17±4. 15 a）

20. 08±3. 33 b） c）

12. 92±1. 63 b）

19. 41±2. 33 b） c）

注：a）与假手术组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜

0. 01；c）与枳壳甘草汤高剂量组比较，P＜0. 01。

注：Bcl-2，B淋巴细胞瘤 2；Bax，Bcl-2相关X蛋白；P53，
肿瘤基因 P53；Cleaved Caspase 3，剪切的含半胱氨酸的天冬氨

酸蛋白水解酶；YAP，Yes相关蛋白；p-YAP，磷酸化 Yes相关

蛋白；p-MST1/2，磷酸化 20样激酶 1/2；p-TAZ，带有PDZ结合

基序的磷酸化转录共激活因子。

图6　各组大鼠尾椎间盘髓核组织凋亡及Hippo-YAP/TAZ
通道相关蛋白电泳图

Figure 6　Apoptosis and Hippo-YAP/TAZ pathway-related 
protein electrophoresis of nucleus pulposus tissue in the tail 

intervertebral disc of rats in each group
表3　各组大鼠尾椎间盘髓核组织凋亡及Hippo-YAP/TAZ通道相关蛋白水平比较

Table 3　 Comparison of apoptosis and Hippo-YAP/TAZ pathway-related protein levels in the nucleus pulposus tissue of 
tail intervertebral discs in each group of rats （x̄±s）

组别

假手术组

模型组

枳壳甘草汤低

剂量组

枳壳甘草汤高

剂量组

枳壳甘草汤高

剂量+抑制剂组

鼠数

5
5
5

5

5

Bax
0. 41±0. 04
1. 29±0. 21a）

0. 62±0. 45 b）

0. 56±0. 05 c）

0. 93±0. 12 b）f）

Bcl-2
0. 87±0. 02
0. 46±0. 01 a）

0. 60±0. 04 b）

0. 79±0. 08 c）d）

0. 58±0. 05b）g）

Cleaved 
Caspase 3

0. 38±0. 08
0. 87±0. 05 a）

0. 63±0. 07 c）

0. 43±0. 09 c）e）

0. 64±0. 01 b）f）

P53
0. 80±0. 09
1. 73±0. 38 a）

1. 19±0. 13 b）

0. 95±0. 06 c）

1. 21±0. 16 b）

p-YAP
1. 24±0. 05
2. 24±0. 12 a）

1. 70±0. 04 c）

1. 31±0. 10 c）d）

1. 65±0. 03 c）g）

YAP
1. 82±0. 08
0. 91±0. 03 a）

1. 27±0. 07 b）

1. 57±0. 05 c）e）

1. 25±0. 20 b）f）

p-MST1/2
0. 46±0. 09
0. 90±0. 04 a）

0. 68±0. 07 b）

0. 05±0. 05 c）e）

0. 68±0. 06 b）f）

p-TAZ
0. 43±0. 01
1. 10±0. 08 a）

0. 90±0. 06 b）

0. 54±0. 057 c）e）

0. 74±0. 06 c）f）

注：Bcl-2，B淋巴细胞瘤 2；Bax，Bcl-2相关 X蛋白；P53，肿瘤基因 P53；Cleaved Caspase 3，剪切的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶；

YAP，Yes相关蛋白；p-YAP，磷酸化Yes相关蛋白；p-MST1/2，磷酸化20样激酶1/2；p-TAZ，带有PDZ结合基序的磷酸化转录共激活因子。

a）与假手术组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与枳壳甘草汤低剂量组比较，P＜0. 01；e）
与枳壳甘草汤低剂量组比较，P＜0. 05；f）与枳壳甘草汤高剂量组比较，P＜0. 05；g）与枳壳甘草汤高剂量组比较，P＜0. 01。
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3　讨论

IDD是一种常见的增龄衰老相关的退行性肌肉

骨骼疾病，其本身是一个机体衰老的自然过程。随

着年龄的增长，椎间盘含水量、髓核细胞和细胞外

基质减少，逐渐失去原有的弹性和功能，临床主要

表现为疼痛和致残［16］。目前，IDD 患者主要通过

服用非甾体类抗炎药或肌肉松弛剂来缓解症状［17］。

然而，这些药物无法有效预防 IDD 或减缓其进展。

根据 IDD的增龄衰老的病因及疼痛活动受限等临床

症状，中医学多将其归纳在“痹证”“腰痛”“腰腿

痛”等范畴。其发病或因外感六淫、外伤跌扑、慢

性劳损致经络受阻、气血运行不畅，不通则痛；或

因先天禀赋不足、久病体虚致筋脉不荣则痛。针对

痹证的病因及临床特点，龚正丰教授以通络止痛为

原则，拟方枳壳甘草汤治疗痹证，临床疗效明

确［4-5］。方中枳壳行气化痰，三棱、莪术通经络、

破瘀血，黑丑属水主泻肾；白丑主利肺治上焦痰

饮，当归、丹参活血补血，甘草和中缓急；枳壳、

三棱、莪术、黑丑、白丑皆为辛药，取辛药通络之

法。全方共奏逐瘀利水、消肿止痛之功。

椎间盘发生退变后组织形态发生重大变化，髓

核细胞凋亡和细胞外基质降解是 IDD的主要病理特

征，由炎性细胞因子驱动的分解代谢增加是导致髓

核组织细胞外基质降解的重要因素［18］。细胞外基

质的主要成分包括二型胶原蛋白（Collagen Ⅱ）和

Aggrecan，其降解与解聚蛋白样金属蛋白酶 4
（ADAMTS4）和MMP3的活性密切相关。本研究显

示，椎间盘针刺造模后，椎间盘髓核组织Aggrecan
表达降低、MMP3 表达升高，出现髓核组织丢失，

纤维环结构紊乱等病理改变，予枳壳甘草汤高、低

剂量干预后，椎间盘髓核组织 Aggrecan表达升高，

MMP3表达下降，椎间盘病理改变减轻。表明枳壳

甘草汤可以抑制退变椎间盘髓核细胞外基质降解，

延缓 IDD。与枳壳甘草汤低剂量比较，枳壳甘草汤

高剂量组Aggrecan表达较低，MMP3表达较高，表

明存在一定的量效关系。与枳壳甘草汤高剂量组比

较，枳壳甘草汤高剂量+抑制剂组 Aggrecan蛋白水

平较高，MMP3 蛋白水平较低，表明 Hippo-YAP/
TAZ信号通路与细胞外基质降解相关。

Hippo-YAP/TAZ信号通路在细胞凋亡、增殖和

迁移中起重要作用［9， 19］。YAP、TAZ是该通路的两

种转录共激活因子和转录因子，哺乳动物 STE20
样激酶 1/2 （MST1/2） 是该通路的核心激酶级联，

p-MST1/2 是该信号通路传导的重要激活因子［20］。

Hippo-YAP/TAZ信号通路主要通过抑制YAP磷酸化

发挥抑凋亡作用。抑制 YAP 磷酸化、上调 YAP 蛋

白水平能够抑制髓核细胞凋亡和细胞外基质退

变［21］。YAP 抑制剂 Verteporfin 能够抑制 YAP 增加

细胞凋亡［22］。因此，调节 YAP 蛋白水平和磷酸化

可以通过抑制 IDD细胞凋亡来改善 IDD。髓核细胞

发生凋亡时抗凋亡基因 Bcl-2表达下降，促凋亡基

因 Bax 表达增高［23］；Cleaved Caspase 3 是细胞凋亡

的关键介质，在多个凋亡信号传导路径中发挥功

能，靶向调控 Cleaved Caspase 3能有效阻止退变椎

间盘细胞凋亡［24］。P53 是一种重要的凋亡相关因

子，P53的激活可以导致细胞周期停滞，促进细胞

凋亡［25］。

本研究中，模型组大鼠椎间盘髓核组织中

p-YAP、p-TAZ、p-MST1/2 表达升高，说明 YAP 被

磷酸化，磷酸化的 YAP 转移到细胞质中被蛋白酶

水解，YAP蛋白表达降低，无法与TEAD合作调节

下游基因的转录，髓核组织促凋亡蛋白 P53、Bax、
Cleaved Caspase 3表达升高，抗凋亡蛋白Bcl-2表达

降低，髓核细胞大量凋亡。予枳壳甘草汤高、低剂量

干预后，大鼠椎间盘组织p-YAP、p-TAZ、p-MST1/2
及 P53、Bax、Cleaved Caspase 3表达降低，YAP及

Bcl-2表达升高，且在降低Cleaved Caspase 3、p-TAZ
及 p-MST1/2蛋白水平和升高 Bcl-2蛋白水平方面枳

壳甘草汤高剂量组优于枳壳甘草汤低剂量组，表明

枳壳甘草汤可能通过抑制YAP磷酸化，维持Hippo⁃ 
YAP/TAZ 信号通路活性，抑制髓核细胞凋亡，对

IDD产生影响，且高剂量效果优于低剂量。我们既

往研究已经证实枳壳甘草汤高剂量相较于低剂量对

椎间盘退变具有更优的疗效［26-27］，与本研究结果一

致，故而本研究选用了枳壳甘草汤高剂量添加抑制

剂，进行了对比研究。结果显示，加入 YAP/TAZ
通路抑制剂Verteporfin后，枳壳甘草汤高剂量组对

YAP磷酸化的抑制作用降低，维持Hippo⁃YAP/TAZ
信号通路活性的作用减弱，枳壳甘草汤抑制髓核细

胞凋亡和椎间盘退变的效果也减弱，进一步佐证了

枳壳甘草汤延缓 IDD 的机制与其对 YAP 磷酸化和

Hippo-YAP/TAZ信号通路的调控有关。

综上所述，枳壳甘草汤通过抑制YAP磷酸化，

提高 YAP 蛋白表达，维持其转录功能，有效抑制

髓核细胞凋亡及细胞外基质降解，延缓椎间盘退

变。然而中药复方具有多成分、多靶点的特点，体

内动物实验具有其局限性，不能完全明确Hippo⁃YAP/
TAZ信号通路是枳壳甘草汤延缓椎间盘退变的关键
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途径，后期将进行细胞实验进一步体外验证。
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The Effect of Zhiqiao Gancao Decoction （枳壳甘草汤） on Intervertebral Disc Nucleus Pulposus Cell Apoptosis 
and the Hippo-YAP/TAZ Signaling Pathway in Tail Intervertebral Disc Degeneration Model Rats
ZHU Zaishi1， HUANG Zeling1， CHEN Junming1， XU Bo1， LU Binjie1， CHEN Hua1， DUAN Xingxing1， LI 
Yuwei1，2， SHEN Xiaofeng1，2

1.  Suzhou Hospital of Traditional Chinese Medicine Affiliated to Nanjing University of Chinese Medicine， Suzhou， 215009；
2.  Orthopaedic and Traumatology Institute，Suzhou Academy of Chinese Medicine WU Sect
ABSTRACT Objective　To investigate the possible mechanism by which Zhiqiao Gancao Decoction （枳壳甘草汤， 
ZGD） delays intervertebral disc degeneration （IDD） based on the Hippo-yes-associated protein （YAP）/transcrip⁃
tional co-activator with PDZ-binding motif （TAZ） signaling pathway.   Methods　A total of 50 SD rats were randomly 
divided into sham surgery group， model group， low-dose ZGD group， high-dose ZGD group， and high-dose ZGD + 
inhibitor group， with 10 rats in each group.  In the sham surgery group， the rats were pierced in the skin and muscle at 
the Co6/7/8 segments of the tail with a 21G needle （depth approximately 2 mm） without damaging the intervertebral 
disc.  In the other groups， rats were injected with a 21G needle at the Co6/7/8 segments of the tail to establish an IDD 
model by piercing the tail intervertebral disc 5 mm.  One week after modeling， rats in the low-dose and high-dose ZGD 
groups were given 6. 24 and 12. 24 g/（kg·d） of the decoction via gastric gavage， respectively.  The high-dose ZGD + 
inhibitor group was given 12. 24 g/（kg·d） of the decoction and an intraperitoneal injection of YAP/TAZ inhibitor 
Verteporfin 10 mg/kg.  The sham surgery and model groups were given 5 ml/（kg·d） of normal saline via gavage.  The 
gavage was given once a day， and the intraperitoneal injection was given every other day.  After 4 weeks of continuous 
intervention， the pathological changes of the tail intervertebral discs were observed using HE staining， Oil Red O-

Green staining， and Toluidine Blue staining.  Immunohistochemistry was used to detect the expression of aggrecan and 
MMP3 in the nucleus pulposus.  TUNEL fluorescence staining was performed to detect apoptosis in the nucleus pulpo⁃
sus， and the apoptosis rate was calculated.  Western blot was used to detect the Hippo-YAP/TAZ signaling pathway， 
including YAP， phosphorylated YAP （p-YAP）， phosphorylated MST1/2 （p-MST1/2）， phosphorylated TAZ （p-TAZ） 
and apoptosis-related proteins， such as Cleaved Caspase 3， P53， Bcl-2 and Bax.   Results　Compared with sham sur⁃
gery group， the rats in the model group showed significant degenerative changes in the intervertebral disc.  The levels 
of aggrecan， Bcl-2， and YAP proteins in the nucleus pulposus decreased， while the levels of p-MST1/2， p-YAP， 
p-TAZ， P53， Bax， Cleaved Caspase 3， MMP3 proteins， and the apoptosis rate increased （P < 0. 01）.  Compared 
with the model group， the drug intervention groups showed partial recovery in intervertebral disc degeneration.  The 
levels of aggrecan， Bcl-2， and YAP proteins increased， while the levels of p-MST1/2， p-YAP， p-TAZ， P53， Bax， 
Cleaved Caspase 3， MMP3 proteins， and the apoptosis rate decreased （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  The high-dose ZGD 
group showed more significant recovery in intervertebral disc degeneration compared to the low-dose ZGD group， with 
a decrease in the levels of p-MST1/2， p-YAP， p-TAZ， P53， Bax， Cleaved Caspase 3， MMP3 proteins， and apoptosis 
rate， and an increase in the levels of aggrecan， Bcl-2， and YAP proteins （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Compared with 
the high-dose ZGD group， the high-dose ZGD + inhibitor group showed a reduced recovery in intervertebral disc 
degeneration， with an increase in the levels of p-MST1/2， p-YAP， p-TAZ， P53， Bax， Cleaved Caspase 3， MMP3 
proteins， and apoptosis rate， and a decrease in the levels of aggrecan， Bcl-2， and YAP proteins （P＜0. 05 or P＜
0. 01）.   Conclusion　ZGD may delay intervertebral disc degeneration by inhibiting the phosphorylation of YAP in 
the nucleus pulposus， maintaining the function of the Hippo-YAP/TAZ signaling pathway， and reducing apoptosis of 
nucleus pulposus cells.
Keywords intervertebral disc degeneration； apoptosis； yes-associated protein； transcriptional co-activator with 
PDZ-binding motif； Zhiqiao Gancao Decoction （枳壳甘草汤）
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