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·基础研究·

穿心莲内酯对体外大鼠髓核细胞生物行为的影响△

汪 平，范明宇*，周少怀，王 欣，邢 政，卞 峰，黄 涛，李 静，黄娅芬，李嘉琼

（武汉市第三医院骨一科，湖北武汉 430060）

摘要：［目的］探讨穿心莲内酯（andrographolide, Andro）对体外大鼠髓核细胞（nucleus pulposus cells, NPCs）生物行为的

影响及其机制。［方法］利用叔丁基过氧化氢（tert-buttyl hydroerioxide, TBHP）处理 NPCs 构建凋亡模型，不同浓度的 Andro 分

别处理正常 NPCs 和 TBHP 诱导的 NPCs，采用 CCK8 检测毒性以筛选 Andro 的最佳作用浓度和时间。将细胞分为空白对照

（blank control, BC） 组、TBHP （T） 组、TBHP+Andro （TA） 组、TBHP+Andro+PI3K inhibitor （LY294002）（TA-Pih） 组和

TBHP+PI3K inhibitor（T-Pih）组，并给予相应体外处理。流式细胞术检测细胞凋亡，ELISA 检测炎性细胞因子水平，Western
blot 检测凋亡标志物蛋白的表达水平。［结果］Andro 的最佳作用浓度和时间为 18 μmol/L 和 24 h。与 BC 组相比，T 组细胞凋亡

率、TNF-α、IL-1β、IL-6 水平、Bax 蛋白水平显著升高（P<0.05），Bcl-2 和 p-Akt 蛋白水平显著降低（P<0.05）；与 T 组相

比，TA 组细胞凋亡率、TNF-α、IL-1β、IL-6 水平、Bax 蛋白水平显著降低（P<0.05），Bcl-2 和 p-Akt 蛋白水平显著升高（P<
0.05），T-Pih 组的趋势则相反；与 T-Pih 组相比，TA-Pih 组细胞凋亡率、TNF-α、IL-1β、IL-6 水平、Bax 蛋白水平显著降低

（P<0.05），Bcl-2 和 p-Akt 蛋白水平显著升高（P<0.05）。［结论］Andro 能抑制细胞凋亡，降低炎性细胞因子的水平，其机制可

能与 Andro 调控 PI3K/Akt 通路有关。
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Abstract: [Objective] To explore the effect of andrographolide (Andro) on the biological behavior of rat nucleus pulposus cells (NPCs)

in vitro and its mechanism. [Methods] NPCs were treated with tert-buttyl hydroerioxide (TBHP) to construct apoptosis model. The normal
NPCs and TBHP-induced NPCs were treated with different concentrations of Andro, CCK8 assay for toxicity was conducted to select the op⁃
timal concentration and time of Andro action. The cells were divided into blank control (BC) group, TBHP (T) group, TBHP+Andro (TA)
group, TBHP+Andro+PI3K inhibitor (LY294002) (TA-Pih) group and TBHP+PI3K inhibitor (T-Pih) group, and were given corresponding
treatment in vitro. The cell apoptosis was detected by flow cytometry, the levels of inflammatory cytokines were detected by ELISA, and the
protein expression levels of apoptotic markers were detected by Western blot. [Results] The optimum concentration and reaction time of An⁃
dro were 18μmol/L and 24 h respectively. Compared with the BC group, the apoptosis rate, TNF-α, IL-1β, IL-6 levels and Bax protein lev⁃
el in the T group were significantly increased (P<0.05) , while the protein levels of Bcl-2 and p-Akt were significantly decreased (P<0.05) .
Compared with the T group, the apoptosis rate, TNF-α, IL-1β, IL-6 levels and Bax protein level in the TA group were significantly de⁃
creased (P<0.05) , while the protein levels of Bcl-2 and p-Akt were significantly increased (P<0.05) , while which as a trend was opposite
in the T-Pih group. Compared with the T-Pih group, the apoptosis rate, TNF-α, IL-1β, IL-6 levels and Bax protein level in the TA-Pih
group were significantly decreased (P<0.05) , while the protein levels of Bcl-2 and p-Akt were significantly increased (P<0.05) . [Conclu⁃
sion] Andro does inhibit cell apoptosis and reduce the level of inflammatory cytokines, which may be related to the regulation of PI3K/Akt
pathway.
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椎 间 盘 退 变 （intervertebral disc degeneration,
IDD）是一种长期且高发的肌肉骨骼疾病，在全世界

都有很高的发病率。因 IDD 引起的慢性颈或腰痛是

成人常见的临床疾病，严重影响患者的经济和生活

质量，给社会带来巨大的经济负担［1，2］。IDD 通常

以基质金属蛋白酶和促炎细胞因子表达上调及功能

性髓核细胞（nucleus pulposus cells, NPCs）数量减少

为特征［3］。目前治疗 IDD 的方法主要有抗炎药物、

镇痛药、物理治疗和手术，但效果均不理想［4］。研

究发现椎间盘中的 NPCs 是一种有前途的种子细胞

资源，可用于 IDD 修复和再生领域的细胞治疗或组

织工程。然而，退化椎间盘中恶劣的微环境会抑制

NPCs 功能的恢复并导致细胞凋亡［5］。因此寻找有效

药物抑制 NPCs 的凋亡对于提高 IDD 的治疗水平十分

重要。

穿心莲内酯（andrographolide, Andro）是从天然

植物穿心莲中萃取的二萜类内酯活性化合物，具有抗

肿瘤、抗炎、抗病毒等功能。Andro 能抑制肿瘤细胞

生长，调节自噬、细胞凋亡和相关信号通路蛋白的表

达 ［6］。研究表明，磷脂酰肌醇 3 激酶/蛋白激酶 B
（phosphatidylinositol- 3- kinase/protein kinase B, PI3K/
AKT）信号通路在细胞周期、炎症和细胞凋亡中发挥

着重要作用［7］。有研究证实 PI3K/AKT 信号通路参与

NPCs 的炎症过程。在炎症环境中，激活 PI3K/AKT
通路可以保护细胞免于凋亡并促进其增殖［8］。因此，

作者推测 PI3K/AKT 信号通路可能参与了细胞的退

化，进而导致 IDD。前期研究证实 Andro 对 PI3K/Akt
通路具有调控作用［9，10］，但其是否通过 PI3K/Akt 通
路调控细胞的凋亡尚未见报道。因此，本研究通过构

建叔丁基过氧化氢 （tert-buttyl hydroerioxide, TBHP）
诱导的 NPCs 细胞凋亡模型，检测 Andro 干预后通过

调控 PI3K/Akt 通路对 TBHP 诱导的 NPCs 细胞的影响

及作用机制，为 Andro 在 IDD 的临床治疗提供了重

要的参考依据。

1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂

大鼠椎间盘髓核细胞来源中国科学院上海细胞

库。髓核细胞专用培养基购自中国典型培养物保藏中

心，PBS、0.25%胰蛋白酶、CCK8、RIPA（强）组织

细胞快速裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒均购自

北京索莱宝科技有限公司，叔丁基过氧化氢（tert-
butyl hydrogen peroxide, TBHP） 购自美国 Sigma 公

司，Andro 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司，

TNF-α、IL-1β、IL-6 试剂盒、Bcl-2、Bax、p-Akt
和 GAPDH 抗体和辣根过氧化氢标记的 IgG 均购自武

汉贝茵莱生物科技有限公司，AnnexinV-FITC/PI 凋
亡检测试剂盒购自美国 BD 公司，Akt 抗体购自 Ab⁃
cam 公司。

1.2 Andro 毒性试验及浓度筛选

用不同浓度的 Andro（0、3、6、9、18、36、72
μmol/L） 处理正常 NPCs 细胞， 24、 48、 72 h 后

CCK8 检测细胞毒性。先用含有 100 μmol/L TBHP 的

培养基作用 NPCs 细胞 24 h 构建凋亡模型［11］，再用

不同浓度的 Andro（0、3、6、9、18、36、72 μmol/
L）处理 TBHP 诱导的 NPCs 细胞，24、48、72 h 后

CCK8 检测细胞活力，确定 Andro 的最佳处理浓度和

时间分别为 18 μmol/L 和 24 h。
1.3 细胞分组与处理

将 NPCs 细胞随机分成 5 组，分别是空白对照

（blank control, BC）组、TBHP（T）组、TBHP+Andro
（TA）组、TBHP+Andro+P13K inhibitor（TA-Pih）组

和 TBHP+P13K inhibitor （T-Pih） 组。BC 组细胞不

做任何处理，正常培养；其余 4 组先用含有 100
μmol/L TBHP 的培养基作用 NPCs 细胞 24 h，再进行

其他处理：T 组不做其他处理；TA 组用 18 μmol/L
Andro 处理 24 h；TA-Pih 组先用 25 μmol/L P13K in⁃
hibitor （LY294002） 预处理 1 h ［12］，再用 18 μmol/L
Andro 处理 24 h；T-Pih 组用 25 μmol/L LY294002 处

理 24 h。
1.4 检测方法

1.4.1 流式细胞术检测细胞凋亡

收集各组处理结束的细胞重悬，加入 1 ml 预冷

PBS 轻轻吹打混匀细胞，400 g，4℃离心 5 min，弃上

清。将细胞重悬于 200 μl PBS，加入 10 μl Annexin
V-FITC 和 10 μl PI，轻轻混匀，4℃避光孵育 30
min。加入 300 μl PBS 后随即上流式细胞仪进行流式

检测，使用 Novo Express 分析软件进行分析。

1.4.2 ELISA 检测炎性因子

将细胞上清液离心，配制标准品溶液，将 50 μl
标准品加入标准品孔内，40 μl 细胞上清液和 10 μl
抗体溶液加入检测孔内。所有上样孔内加入 50 μl 酶
标试剂，置 37℃培养箱中温育 30 min，洗涤显色后

每孔加入终止液 50 μl，酶标仪测定各孔在 450 nm 处

的 OD 值，绘制标准曲线，计算样品浓度，分别检测

TNF-α、IL-1β、IL-6 的水平。

1.4.3 Western blot 检测凋亡与通道标志物
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图 1 5 组 NPCs 细胞凋亡流式细胞检测结果 1a: BC 组 1b: T 组 1c: TA 组 1d: TA-Pih 组 1e: T-Pih 组

收集细胞，加入 200 μl 含蛋白酶和磷酸抑制剂

的裂解液充分裂解细胞。4℃ 12 000 g 离心 10 min，
取上清用 BCA 法测定蛋白质浓度。将配制好的 12%
SDS-PAGE 胶放入电泳槽中，上样后电泳，每孔上样

量为 20 μg，湿转转膜，5%脱脂奶粉室温封闭 4℃过

夜。根据说明书稀释抗体 Bcl-2、Bax、p-Akt、Akt
和 GAPDH （1∶1000），室温孵育 1 h，PBST 洗涤 3
次。将膜与稀释后的二抗 （1∶20 000） 室温孵育 1
h。PBST 洗涤 3 次后滴加 ECL 化学发光液，置于全

自动化学发光分析仪中检测，TANON GIS 软件读取

条带灰度值。

1.5 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.0 软件 （GraphPad Soft⁃
ware Inc., San Diego, CA, USA）对数据进行分析，多

组间比较采用单因素方差分析。实验数据均以 x̄ ±s

表示。P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Andro 毒性试验及浓度筛选的 CCK-8 检测结果

CCK8 检测 Andro 毒性及 Andro 浓度筛选结果见

表 1。低浓度（3、6 μmol/L）的 Andro 对细胞活力无

显著影响，但随着 Andro 浓度的升高，细胞活力逐渐

降低，且具有浓度依赖性。TBHP 处理 24 h 后，当

Andro 浓度<18 μmol/L 时，细胞活力随浓度的增加而

升高，Andro 浓度为 18 μmol/L 时的细胞活力最高，

当 Andro 浓度>18 μmol/L 时，细胞活力随浓度的增加

而降低；TBHP 处理 48、72 h 后，只有低浓度的 An⁃
dro 能够提高细胞活力，因此本研究选择 Andro 的处

理浓度和时间分别为 18 μmol/L、24 h。
表 1 不同剂量 Andro 处理 NPCs 的 CCK-8 检测结果（n=3，OD×10， x̄ ±s）与比较

处理

单纯 NPCs
24 h
48 h
72 h
P 值

T 处理 NPCs
24 h
48 h
72 h
P 值

0 μmol/L

8.4±0.2
10.7±0.1
12.9±0.2
<0.001

7.5±0.1
8.2±0.2
8.1±0.2
0.004

3 μmol/L

8.4±0.1
10.6±0.1
12.8±0.1
<0.001

7.6±0.2
8.4±0.0
8.3±0.2
<0.001

6 μmol/L

8.4±0.1
10.7±0.2
12.6±0.3
<0.001

7.9±0.1
9.0±0.1
8.6±0.2
<0.001

9 μmol/L

8.5±0.1
10.6±0.1
11.6±0.2
<0.001

8.1±0.2
9.1±0.1
8.1±0.2
<0.001

18 μmol/L

8.2±0.2
10.1±0.1
10.9±0.2
<0.001

9.0±0.2
9.0±0.1
7.5±0.3
<0.001

36 μmol/L

8.0±0.1
9.6±0.1

10.3±0.1
<0.001

8.9±0.1
8.5±0.1
7.0±0.0
<0.001

72 μmol/L

7.9±0.1
9.3±0.1
9.8±0.2
<0.001

8.5±0.2
7.9±0.0
6.9±0.2
<0.001

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

2.2 NPCs 凋亡

流式细胞术检测结果见图 1 和表 2，与 BC 组相

比，T 组细胞凋亡率显著升高（P<0.05）；与 T 组相

比，TA 组的细胞凋亡率显著降低（P<0.05），T-Pih
组的细胞凋亡率显著升高（P<0.05）；与 T-Pih 组相

比，TA-Pih 组的细胞凋亡率显著降低（P<0.05）。

2.3 NPCs 上清炎性因子检测

ELISA 检测 NPCs 上清炎性因子结果见表 2，与

BC 组相比，T 组的 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平均显

著升高 （P<0.05）；与 T 组相比，TA 组的 TNF-α、

IL-1β、IL-6 水平均显著降低（P<0.05），T-Pih 组的

TNF-α、 IL-1β、 IL-6 水平均显著升高 （P<0.05）；

与 T-Pih 组相比，TA-Pih 组的 TNF-α、IL-1β、IL-6
水平均显著降低（P<0.05）。
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2.4 NPCs 凋亡和 Akt 标志物检测

Western blot 检测凋亡蛋白 Bcl-2、Bax 和 PI3K/
Akt 通路相关蛋白 Akt、p-Akt 表达结果见表 2，与

BC 组相比，T 组 Bcl-2 和 p-Akt 蛋白表达水平显著

降低 （P<0.05），Bax 蛋白表达水平显著升高 （P<
0.05）。与 T 组相比，TA 组 Bcl-2 和 p-Akt 蛋白表达

水平显著升高（P<0.05），Bax 蛋白表达水平显著降

低（P<0.05）；T-Pih 组 Bcl-2 蛋白表达水平显著降低

（P<0.05），Bax 蛋白表达水平显著升高 （P<0.05），

p-Akt 蛋白表达水平差异无统计学意义 （P>0.05）。

与 T-Pih 组相比，TA-Pih 组 Bcl-2 和 p-Akt 蛋白表

达水平显著升高（P<0.05），Bax 蛋白表达水平显著

降低（P<0.05）。Akt 蛋白表达水平在各组间均差异

无统计学意义（P>0.05）。

3 讨 论

炎症、氧化应激和细胞凋亡被认为是 IDD 的主

要驱动因素，目前的保守治疗和手术治疗效果有限，

只能缓解症状，不能恢复结构和生物学功能［13］。因

此仍需探索相关机制去寻找新的药物为 IDD 的临床

治疗带来新的理论指导。穿心莲的重要组成部分 An⁃
dro 已被证实在感染、肿瘤和其他疾病中表现出潜在

的抗炎和保护作用，在病理条件下具有减弱异常细胞

凋亡的能力［14］。本研究结果显示，Andro 处理后能有

效提高 TBHP 诱导的 NPCs 的活力，表明 Andro 对

TBHP 诱导的 NPCs 具有保护作用。

凋亡是一种程序性细胞死亡，表现为细胞持续膨

胀直到细胞膜破裂，导致细胞内容物的释放和强烈的

炎症反应的激活［15］。退行性髓核中存在大量衰老细

胞，可诱导多种炎性细胞因子和基质降解酶的表达，

影响 NPCs 的生长和功能进而引发更多细胞的凋

亡［16］。多种异常刺激可使炎症因子 IL-1β 和 TNF-α
水平升高，进而导致合成代谢和分解代谢活性失衡，

进一步引发或加速 IDD 进程［17］。因此针对 NP 细胞

凋亡的干预可改善 IVDD 退行性变，可作为治疗 IDD
策略的潜力。本研究检测了 Andro 对 TBHP 诱导的

NPCs 凋亡及炎症因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平的

影响，结果显示 Andro 能降低细胞凋亡率和炎症因子

水平。IDD 细胞凋亡可通过死亡受体通路、线粒体通

路和内质网信号通路发生，而内源性通路诱导的细胞

凋亡最初发现于线粒体，主要通过 Bcl-2 蛋白质家

族［18］。作为主要的抗凋亡成员 Bcl-2 可以维持线粒

体外膜的完整性［19］。相反，Bax 是 Bcl-2 蛋白家族的

促凋亡成员，主要通过破坏线粒体膜的完整性来发挥

其调节作用。Bcl-2 蛋白家族可以改变线粒体膜的通

透性，诱导线粒体孔的开放，从而使凋亡诱导因子、

细胞色素 C 和促凋亡蛋白进入细胞质，最终通过激

活 caspase 诱导细胞凋亡［20］。本试验发现 Andro 能显

著增加 Bcl-2 表达水平，降低 Bax 的表达水平，表明

Andro 能够通过调节凋亡相关蛋白 Bcl-2 和 Bax 的表

达来抑制 NPCs 的凋亡。

IDD 已被证明与多种信号通路失调有关。PI3K/
Akt 信号通路作为细胞内的主要信号通路，通过与多

个下游靶蛋白相互作用，调节细胞在生理和病理条件

下的增殖、凋亡、自噬和分化［21］。Pl3K 和 Akt 参与

NPCs 的炎症反应，降低细胞活性，诱导细胞外基质

变性。PI3K/Akt 信号通路通过抑制通过 IkBa 的磷酸

化，调节下游细胞靶点的激活。抑制 PI3K/Akt/NF-
KB 信号通路被认为是治疗 IDD 的有效方法［22］。研究

表 2 5 组 NPCs 的检测结果（n=3， x̄ ±s）与比较

指标

流式细胞检测

凋亡率（%）

ELESIA 检测

TNF-α（pg/ml）
Il-1β（pg/ml）
Il-6（pg/ml）

Wester blot 检测

Bcl-2（/GAPDH）
Bax（/GAPDH）
p-Akt（/GAPDH）
Akt（/GAPDH）

BC 组

6.5±1.1

107.6±5.2
47.2±3.9
54.2±1.3

0.9±0.0
0.2±0.0
0.7±0.0
0.7±0.0

T 组

41.4±0.6

376.7±11.0
223.7±3.4
240.1±5.1

0.4±0.0
0.9±0.0
0.4±0.0
0.7±0.0

TA 组

26.0±0.4

198.1±6.7
119.8±3.3
140.1±3.9

0.7±0.0
0.3±0.0
0.5±0.0
0.7±0.0

TA-Pih 组

31.9±0.3

157.6±6.1
97.2±3.1

125.1±3.2

0.5±0.0
0.6±0.0
0.4±0.0
0.7±0.0

T-Pih 组

49.1±0.4

452.5±14.0
264.7±3.5
287.9±5.2

0.4±0.0
0.9±0.0
0.4±0.0
0.7±0.0

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.392
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发现白藜芦醇与 17β 雌二醇共同作用 PI3K/AKT 信号

通路可有效抑制 NP 细胞凋亡［23］，N-钙粘素介导的

PI3K/Akt-GSK-3β 信号通路激活可减弱高强度压缩

下的髓核细凋亡［24］。本研究显示，Andro 能显著增加

Akt 蛋白的磷酸化水平，进一步采用 PI3K 抑制剂

LY294002 处理 TBHP 诱导的 NPCs，结果显示，An⁃
dro 联合 LY294002 处理与 LY294002 单独处理相比

Akt 蛋白的磷酸化水平明显升高，提示 Andro 可能是

通过调控 PI3K/Akt 信号通路来影响 NPCs 凋亡和炎症

反应的。

综上所述，Andro 能抑制细胞凋亡，降低炎性细

胞因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 的水平，其机制可能与

Andro 调控 PI3K/Akt 炎症通路有关，为临床治疗 IDD
提供了新思路。
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