
440

Vol.32,No.5
Mar.2024

中国矫形外科杂志

Orthopedic Journal of China
第 32 卷 第 5 期

2 0 2 4 年 3 月

·基础研究·

基于 Notch 通道右归丸对大鼠退变椎间盘的影响△

马涉 1，2，刘侃 2，杨敬言 1，2，黄仁俊 1，2，于栋 2*

（1. 北京中医药大学，北京 100029；2. 北京中医药大学第三附属医院，北京 100029）

摘要：［目的］探讨右归丸对大鼠退变腰椎间盘结构的潜在干预机制。［方法］将 30 只雄性 SD 大鼠随机分为 3 组，每组

10 只。正常对照组为健康大鼠，不做特殊处理；退变组采用纤维环穿刺法建立大鼠椎间盘退变模型。药物组在退变组基础上

予右归丸灌胃 2 周。ELISA 检测血清炎症因子 IL-10、MIF、TNF-α 水平；Western blot 检测椎间盘组织中 II 型胶原、Notch1 蛋

白表达水平。［结果］与正常对照组比较，退变组和药物组的大鼠血清白细胞介素-10（interleukin-10, IL-10） [(22.3±2.8) pg/ml vs
(30.9±1.7) pg/ml vs (53.2±7.5) pg/ml, P<0.001]、巨噬细胞移动抑制因子（macrophage migration inhibitory factor, MIF） [(0.3±0.0) pg/ml
vs (1.3±0.3) pg/ml vs (0.6±0.2) pg/ml, P<0.001]、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α, TNF-α） [(12.5±3.0) pg/ml vs (52.6±1.5) pg/
ml vs (34.9±3.2) pg/ml, P<0.001] 含量均显著增加；此外，组织 Notch1 蛋白表达水平显著升高 [(0.1±0.0) vs (0.8±0.1) vs (0.4±0.0), P<
0.001]，但是，II 型胶原蛋白表达水平 [(0.9±0.1) vs (0.2±0.0) vs (0.6±0.3), P<0.001] 显著降低。与退变组相比，药物组的大鼠血清炎

症因子 IL-10 含量显著增加（P<0.05），但 MIF、TNF-α 含量显著减少（P<0.05），II 型胶原蛋白表达水平升高（P<0.05）。［结

论］右归丸能够抑制椎间盘退变大鼠的炎症反应，减少细胞外基质降解，从而缓解大鼠椎间盘退变，其机制可能与调控 Notch
信号通路相关。
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Effect of Notch channel-based Yougui Pill on the degenerative intervertebral disc in rats // MA She1,2, LIU Kan2, YANG Jing-

yan1,2, HUANG Ren-jun1,2, YU Dong2. 1. Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 100029, China; 2. The Third Affiliated Hospital, Bei⁃

jing University of Chinese Medicine, Beijing 100029, China
Abstract: [Objective] To investigate the potential intervention mechanism of Yougui Pills on the degenerative lumbar disc structure in

rats. [Methods] Thirty male SD rats were randomly divided into 3 groups with 10 rats in each group. The normal control group was healthy
rats without special treatment, while, the model group had intervertebral disc degeneration established by annulus fibrosus punctured. In ad⁃
dition, the drug group was given Yougui pill for 2 weeks on the basis of the model group. Serum levels of inflammatory cytokines, including
IL-10, MIF and TNF-α were detected by ELISA, while the expression levels of type II collagen and Notch1 protein in intervertebral disc tis⁃
sues were detected by western blot. [Results] Compared with normal control group, the serum interleukin-10 (IL-10) [(22.3±2.8) pg/ml vs
(30.9±1.7) pg/ml vs (53.2±7.5) pg/ml, P<0.001], macrophage migration inhibitory factor (MIF) [(0.3±0.0) pg/ml vs (1.3±0.3) pg/ml vs (0.6±
0.2) pg/ml, P<0.001] and tumor necrosis factor-α (TNF-α) [(12.5±3.0) pg/ml vs (52.6±1.5) pg/ml vs (34.9±3.2) pg/ml, P<0.001], additional⁃
ly, the tissue expression of Notch1 protein significantly increased [(0.1±0.0) vs (0.8±0.1) vs (0.4±0.0), P<0.001], while the type II collagen
protein expression decreased significantly [(0.9±0.1) vs (0.2±0.0) vs (0.6±0.3), P<0.001] in the model group and drug group. However, the
drug group proved significantly higher serum IL-10 (P<0.05), whereas significantly lower MIF and TNF-α (P<0.05), as well as significantly
higher tissue expression of type II collagen than the model group (P<0.05). [Conclusion] TheYougui Pill can inhibit the inflammatory re⁃
sponse and reduce the degradation of extracellular matrix in rats with intervertebral disc degeneration, thus alleviating the intervertebral disc
degeneration in rats. The mechanism may be related to the regulation of Notch signaling pathway.

Key words: intervertebral disc degeneration, Yougui pill, Notch pathway, inflammatory response, Yang-warming method

椎间盘退行性变（intervertebral disc degeneration,
IDD）可引起多种临床症状，也是导致退变性脊柱侧

弯症、椎间盘突出症等疾病的重要原因之一，因此治

疗或者延缓 IDD 的研究具有十分重要的现实意
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义［1~3］。当前国内外医学领域对于 IDD 的治疗研究并

未完全成熟，在治疗方面仍有局限，尤其是针对已经

出现早期退变的椎间盘，目前仍没有很好的预防和控

制方法。在 IDD 早期，临床中常采用保守疗法，通

过服用抗炎止痛的药物和物理疗法来改善症状，但是

这种方法疗效并不持久，且长期服用药物可能会导致

胃肠道症状等不良反应［4］。晚期通常采取外科手术治

疗，虽然能快速缓解病痛，但依然无法彻底治愈，甚

至因手术造成的结构损害会使邻近椎体关节的退化更

为迅速［5，6］。鉴于此，对该病的发病机理进行深入研

究，针对关键环节探索药物所发挥的作用，对于预防

和延缓 IDD 的发生具有显著意义。

祖国医学对于 IDD 也有较深的认识，阳气不足

被认为是组织退变、修复能力不足的重要内因，温阳

法代表性经方右归丸被广泛用于椎间盘退行性疾病的

诊疗，其治疗的作用不仅仅在于减轻症状，也在于它

可恢复人体的正气、提高免疫力、促进人体的自身修

复，达到预防和控制病情的作用，治疗效果显著，患

者症状改善明显，而且复发率较小。但其内在作用机

理仍不清晰。而 Notch 通路及炎症因子对 IDD 的发生

和发展有着密切的关系［7，8］，因此，本次研究选择与

炎症反应密切相关的代表性因子白细胞介素 10（in⁃
terleukin 10, IL-10）、巨噬细胞移动抑制因子（macro⁃
phage migration inhibitory factor, MIF）、肿瘤坏死因子

α（tumor necrosis factor-α, TNF-α），基于 Notch 通路

选择特异性蛋白 Notch1，及细胞外基质中的重要组

成部分 II 型胶原作为研究重点进行进一步研究，旨

在观察右归丸对大鼠椎间盘退行性变模型的影响，以

期探讨右归丸治疗 IDD 的内在机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组

使用由中国中医科学院医学实验中心提供的体重

为（220±30） g、年龄为 6~8 周的健康雄性 SD 品系大

鼠 （SPF 级） 30 只，动物生产许可证号 ［SCXK
（京）2021-0011］。随机分为正常对照组 10 只、退变

组 10 只、药物组 10 只。实验期间，需要保证大鼠饲

养环境温度为 23℃~25℃，湿度保持在 50%~65%，供

应标准鼠粮，适应性饲养 1 周后进行实验。本次实验

经本校伦理部门审核批准，过程符合 3R 原则。

1.2 实验处理

正常对照组：正常对照组为健康大鼠，不做特殊

处理。

退变组：退变组采用纤维环穿刺法制作 IDD 模

型［9］。大鼠适应性饲养 1 周。术前，大鼠禁食水 12
h，并称重。随后以体重为依据，通过腹腔注射，给

予 1.5 ml/kg 的 3%戊巴比妥钠，麻醉生效后，需要将

目标节段的脊柱区毛发全部剃除，清洁后仰卧固定，

消毒后铺巾，于前正中线右侧旁开 0.5 cm 处做纵行

切口，暴露腹后壁，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 L4/5、L5/6椎间盘（髂

嵴平对 L5/6 椎间盘或 L6 椎体），在确定环状纤维后，

使用注射器挑破纤维环。穿刺成功后，通过检查确保

脏器无出血、腹膜完整，逐层关闭肌肉、筋膜和皮肤

等创口，对伤口处进行碘伏消毒，并涂抹适量的头孢

呋辛钠以预防感染，术闭。

药物组：在退变组基础上予右归丸灌胃，根据

“人和动物间按体表面积折算的等效剂量比值”，标准

成人体重（70 kg）与大鼠体表面积折算的等效中剂

量比率换算后，右归丸用量约为 10.5 g/kg［10］，1 次/
d，上午 10 点给药。右归丸药物组成：熟地黄 24 g，
鹿角胶、山药、杜仲、菟丝子各 12 g，山茱萸、当

归、枸杞子各 9 g，附子、肉桂各 6 g，购自北京中医

药大学第三附属医院药剂科，煎煮并制成浓度为 2 g/
mL 的右归丸药液，于 4℃冰箱保存［11］。

1.3 检测方法

1.3.1 动物处死与样本采集

手术及实验期间，各组大鼠无感染、死亡等情

况。2 周后，依据实验鼠体重，按 1.5 ml/kg 的标准腹

腔注射 3%戊巴比妥钠进行麻醉，待麻醉满意后，将

实验鼠固定于手术台，酒精消毒后，沿腹中线切开暴

露腹腔并分离腹主动脉，行无菌腹主动脉采血 5 ml
左右。并取 L4/5、L5/6椎间盘组织，液氮冻存，然后置

于-80℃冷冻冰箱中，用于后续检测。

1.3.2 ELISA 检测

根据 ELISA 酶联试剂盒步骤，准确布板，做 3
个重复孔，使用全自动酶标仪测定 450 nm 波长，绘

制标准曲线，计算大鼠血清 IL-10、MIF、TNF-α 样

品浓度。IL-10、MIF、TNF-α ELISA 试剂盒均购自

上海江莱生物科技有限公司，全自动酶标仪（型号：

ELx800）购自美国 BioTek 公司。

1.3.3 组织样本处理与 western blot 检测

对组织样品进行蛋白提取，蛋白样品用 10%
SDS-PAGE 凝胶电泳分离，然后电转移到 PVDF 膜

上，浸泡于缓冲液中，摇床中轻摇 1 h，分别加入一

抗 （Notch1 抗体、II 型胶原抗体、GAPDH 抗体），

将其置于 4℃下的环境下过夜，使用 TBST 缓冲液重
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复冲洗 3 次后，加入山羊兔二抗（Goat Anti-Rabbit
IgG+HRP），放于避光的室内孵育 50 min，使用 ECL
显色液对 PVDF 膜进行浸泡 1 min，在暗室中进行曝

光处理，再通过光敏感材料进行显影并定影，使用

Quantity One v.4.6.2 软件对条带灰度值进行读取并记

录。目的蛋白相对表达水平=目的蛋白灰度值/GAP⁃
DH 灰度值。Notch1 抗体、II 型胶原抗体、GAPDH
抗体、Goat Anti-Rabbit IgG+ HRP 均购自上海江莱生

物科技有限公司。二氧化碳培养箱（型号：3111）购

自美国 Thermo 公司。双垂直电泳槽 （型号：MP-
8001）、转移槽（型号：MP-3030）、电泳仪（型号：

PP-1150）均购自北京凯元信瑞仪器有限公司。脱色

摇床（型号：TS-2000A）购自海门市其林贝尔仪器

制造有限公司。

1.4 统计学方法

使用 SPSS 26.0 对数据进行统计学分析，计量数

据以 x̄ ±s 表示。由于各资料满足正态分布而不满足

方差齐性，故采用单因素 Welch􀆳s 方差检验，两两比

较采用 LSD 法，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 血清 ELISA 检测结果

与正常对照组对比，退变组与药物组的大鼠血清

IL-10、MIF、TNF-α 浓度显著增加；与退变组比

较，药物组的大鼠血清 IL-10 浓度显著增加 （P<
0.05），而药物组的 MIF、TNF-α 浓度显著降低（P<
0.05）。综上，大鼠血清 IL-10 浓度水平为药物组>退
变组>正常对照组；大鼠血清 MIF、NF-α 浓度水平

退变组>药物组>正常对照组。与正常对照组对比，

退变组与药物组的大鼠 Notch 1 相对表达量显著增加

（P<0.05），而 II 型胶原相对表达量显著降低 （P<
0.05）。

表 1 三组动物检测结果比较

指标

ELISA 检测 (pg/ml)
IL-10
MIF
TNF-α

Western blot 检测 (相对表达量)
Notch 1
II 型胶原

正常对照组（n=10）

22.3±2.8
0.3±0.0

12.5±3.0

0.1±0.0
0.9±0.1

退变组（n=10）

30.9±1.7
1.3±0.3

52.6±1.5

0.8±0.1
0.2±0.0

药物组（n=10）

53.2±7.5
0.6±0.2

34.9±3.2

0.4±0.0
0.6±0.3

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

Table 1 Comparison of test results among the three groups of animals

2.2 椎间盘组 Western blot 检测结果

与正常对照组比较，退变组与药物组的 Notch1
蛋白表达水平均明显升高，II 型胶原蛋白表达水平均

明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）；与退变

组比较，药物组 Notch1 蛋白表达水平明显降低，II
型胶原蛋白表达水平明显升高，差异具有统计学意

义（P<0.05）。综上，大鼠椎间盘 Notch1 蛋白表达水

平为：退变组>药物组>正常对照组；大鼠椎间盘 II
型胶原蛋白蛋白表达水平为：正常对照组>药物组>
退变组。

3 讨 论

IDD 常表现为腰部疼痛及功能障碍，在中医学理

论中，多归属于“痹证”、“腰痛”等范畴，对于其

病因的认识，多归于“风、寒、湿三气杂至”，而

风、寒、湿三邪气皆至常为素体亏虚之故。脊柱为

督脉所在，主一身之阳气，明代著名的医家张景岳

认为：“阳动而散，故化气，阴静而凝，故成形”。

阳气主动，是维持人体各项机能的主要动力，阳气

可散，能够率领血液和水谷精微布散周身。因此，

当阳气不足、阴邪偏盛时，精气不能弥散全身，水

湿痰瘀而停留积聚于机体某处，在 IDD 可表现为在

脊柱积聚，甚至因“阴成形”导致突出物形成、黄

韧带肥厚、关节突增生等［12］。因此，IDD 的产生、

预后、转归皆以阴阳失衡为本、血气瘀滞为标，尤

其在患病早期肾阳不足，阳化气功能的衰退所占比

例较大，右归丸作为温阳法代表性经方，以温肾阳

为本增“阳化气”之力，以活血化瘀行气为用散有

形结之邪。

Notch 通路与 IDD 密切相关，其相关关键蛋白及

基因参与了椎间盘的修复与保护［13，14］。Notch 信号通
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图 1 Western blot 检测结果。1a: 电泳图；1b: 检测结果直方图。

路是高度保守的信号转导途径，多在相邻细胞间相互

作用时起效，主要在骨骼的发育过程中发挥作用，参

与终板软骨细胞的增殖与分化，与椎间盘细胞的修复

相关［15~17］。Notch 受体和靶基因可以在人类退化的椎

间盘中表达，Notch 信号蛋白的含量也会相应增

加［18］。且 Notch 受体的表达水平与年龄相关，在中

年段退化椎间盘的髓核组织更高，低年段非退行性的

椎间盘样本中较少。此外，椎间盘内含氧量较低，没

有血液供应，营养主要来源于终板内毛细血管网。在

椎间盘早期的退变过程中，软骨终板的血液供应开始

减少，但新生血管网的增加有助于提供充足的营养，

促进损伤修复。Notch 通路可以与血管内皮生长因子

共同调节血管的新生过程，参与椎间盘退变 ［19］。

Western blot 结果显示，Notch1 蛋白在退变组和药物

组中的水平显著增加，又以退变组的增加更为明显，

这可能代表着试图修复退化椎间盘的常驻细胞的补偿

反应发生，因此，后期仍需关注和完善不同天数

Notch1 蛋白含量的对比，以期进一步阐述 Notch1 蛋

白与椎间盘退变的动态关系。

Figure 1. Western blot test results. 1a Electrophoretic map; 1b: Histogram of detection results.
细胞外基质是椎间盘的主要成分，包括胶原蛋

白、蛋白聚糖、纤维蛋白、弹性蛋白、透明质酸、

硫酸软骨素等。正常细胞外基质的合成与降解是动

态平衡的，在椎间盘受损后［20］，会表现出一系列疾

病特征，其中之一是髓核细胞在分子水平引发一系

列级联事件［21］，进而出现促炎细胞因子的表达上

调［22］，降解酶不断增加，细胞外基质成分在类型、

结 构 、 数 量 和 比 例 等 方 面 发 生 异 常 等 连 锁 反

应［23，24］。该过程在病理生理学中被认为由许多细胞

因子介导的［25］。结合 Western blot 实验结果，可以认

为，II 型胶原蛋白表达减少是椎间盘损伤退变的特征

之一，右归丸能够增加退变椎间盘内 II 型胶原蛋白

表达，从而发挥对退变间盘的保护作用。

炎性细胞因子的作用会引发 Notch 通路的表达增

加，从而促进髓核内源细胞的恢复，对已经凋亡的

髓核细胞起到补偿作用。然而，当炎性因子的含量

不断上升时，会导致级联反应发生，使得症状加

剧，致使神经元损伤甚至死亡［26］。

IL-10 在固有免疫和适应性免疫中均可发挥免疫

调节作用。在固有免疫中，它通过诱导免疫抑制反

应，维持免疫稳态，抑制促炎反应。在适应性免疫

中，可通过抑制 CD4+T 细胞亚群的促炎效应，促进

TR1 细胞的稳定性等多种方式发挥抗炎作用。IL-10
通过抑制促炎因子和趋化因子的产生，调节巨噬细

胞活性，可表现出对椎间盘及神经保护的直接作

用［27］，与椎间盘退变的疾病发病进展密切相关。本

实验结果显示，退变组的血清 IL-10 浓度高于正常对

照组，而右归丸能够明显放大这一过程，进一步抑

制促炎效应，延缓 IDD 的进展。

MIF 是一种多功能促炎因子，可拮抗糖皮质激素

的免疫抑制作用，能够调节细胞周期，与线粒体自

噬、细胞衰老等方面联系密切［28，29］。无论是人体组

织还是动物模型，MIF 的表达水平在退化椎间盘都高

于正常组织，MIF 的高表达导致椎间盘基质和微环境

的改变，加剧炎症反应，不利于髓核组织的修复和

再生。本课题通过动物实验证明退变组大鼠血清 MIF
的浓度高于正常对照组，药物组大鼠血清 MIF 的浓

度虽仍高于正常对照组，但明显低于退变组。因
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此，右归丸可通过抑制 MIF 减轻炎性细胞因子对椎

间盘的破坏作用。

TNF-α 主要由单核巨噬细胞合成，当 TNF-α 含

量异常增多时，可抑制髓核间充质干细胞活性［30］、

加快 ECM 降解、促进炎症反应［31］。根据本团队前期

临床观察，右归丸可有效缓解腰椎间盘突出症、腰

椎间盘退行性变所引发的疼痛及相关临床症状，而

TNF-α 早已被证明与 IDD 疼痛直接相关，ELISA 检

测结果显示，退变组大鼠血清 TNF-α 明显高于正常

对照组，药物组大鼠血清 TNF-α 含量则较退变组减

少，证明右归丸可通过对间盘炎症反应状态的调

节，修复退变的椎间盘组织，减轻 IDD 的疼痛症状。

本实验 ELISA 结果显示，右归丸能够降低 IDD
大鼠血清中 MIF、TNF-α 的含量，增加 IL-10 含

量，表明右归丸可显著减少炎症细胞的浸润；West⁃
ern blot 结果显示，右归丸能上调椎间盘中 II 型胶原

蛋白表达，降低 Notch1 蛋白表达。表明右归丸可缓

解细胞外基质降解，有助于维持髓核的正常代谢，

参与调控 Notch 通路。综上所述，右归丸能够减轻

IDD 大鼠炎症反应，维持细胞外基质代谢平衡，延缓

IDD，其机制可能与 Notch 通路有关。
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