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山竹醇通过 ＮＦκＢ信号通路抑制 ＩＬ１β诱导的髓核细胞炎症和细胞外基
质降解

张顺利，顾运涛，陈　荣，赵　海　（海南医学院第二附属医院骨科一区，海南 海口 ５７０１０２）

［摘　要］　目的　探讨山竹醇（Ｇａｒ）对白介素１β（ＩＬ１β）诱导的髓核细胞炎症和细胞外基质降解的影响。方法　提取大鼠髓
核细胞，用含不同浓度山竹醇联合或者不联合ＩＬ１β的新鲜培养基进行培养，根据细胞处理方式分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＩＬ１β组、ＩＬ１β＋
Ｇａｒ２．５μＭ组、ＩＬ１β＋Ｇａｒ５μＭ组。采用ＭＴＴ法检测大鼠髓核细胞活力，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、定量ＲＴＰＣＲ和免疫荧光染色检测大
鼠髓核细胞的基质代谢、炎症因子水平及相关信号通路蛋白。结果　山竹醇在０～１０μＭ剂量下对大鼠髓核细胞无细胞毒性；
ＩＬ１β可诱导髓核细胞活力降低（Ｐ＜０．０５），剂量为２．５～１０μＭ的山竹醇能够改善 ＩＬ１β刺激下的髓核细胞活力（Ｐ＜０．０５）。
ＩＬ１β刺激后髓核细胞中ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ４和ＡＤＡＭＴＳ５ｍＲＮＡ表达水平显著提高（Ｐ＜０．０５），而山竹醇能抑制
ＩＬ１β刺激后的髓核细胞中ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ４和ＡＤＡＭＴＳ５ｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５）。ＩＬ１β下调了髓核细胞
中ＣｏｌⅡ和ＡｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５），而山竹醇则显著改善了ＩＬ１β刺激下髓核细胞中ＣｏｌⅡ和ＡｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ表达水
平（Ｐ＜０．０５）。ＩＬ１β可显著提高髓核细胞中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８、ＣＯＸ２和ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５），而山竹醇可抑制ＩＬ１β
诱导的ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８、ＣＯＸ２和ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＩＬ１β激活了髓核细胞中的ＮＦκＢ信
号通路，而山竹醇逆转了ＩＬ１β对ＮＦκＢｐ６５的活化作用（Ｐ＜０．０５），同时逆转了ＩＬ１β引起的ＩκＢα蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５）。免
疫荧光染色结果显示，ＩＬ１β刺激下髓核细胞核中发生ｐ６５核转移，山竹醇显著抑制了ｐ６５向核的转移。结论　山竹醇可通过抑制
ＮＦκＢ信号通路，减轻ＩＬ１β诱导的大鼠髓核细胞炎症反应，降低分解代谢水平，具有治疗椎间盘退行性变（ＩＤＤ）的潜能。
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ｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒＩＬ１βｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｇａｒｃｉｎｏｌｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ３，ＭＭＰ９，ＭＭＰ１３，
ＡＤＡＭＴＳ４，ａｎｄＡＤＡＭＴＳ５ａｆｔｅｒＩＬ１βｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．ＩＬ１βｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｏｌⅡ ａｎｄＡｇｇｒｅｃａｎ
ｉｎｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｇａｒｃｉｎｏｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｏｌⅡ ａｎｄＡｇｇｒｅｃａｎｉｎｎｕｃｌｅｕｓ
ｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＩＬ１β（Ｐ＜０．０５）．ＩＬ１βｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ６，ＩＬ８，ＣＯＸ２
ａｎｄｉＮＯＳｉｎｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｇａｒｃｉｎｏｌｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ６，ＩＬ８，ＣＯＸ２ａｎｄ
ｉＮＯＳｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＩＬ１β（Ｐ＜０．０５）．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＩＬ１βａｃｔｉｖａｔｅｄｔｈｅＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓ
ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｌｅｇａｒｃｉｎｏｌｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＩＬ１βｏｎＮＦκＢｐ６５（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＩκＢαｐｒｏ
ｔｅｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＩＬ１βａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）．ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＩＬ１βｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｐ６５ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒ
ｏｃｃｕｒｒｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓ，ｂｕｔｇａｒｃｉｎｏｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｒｏｆｐ６５ｔｏｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｇａｒｃｉｎｏｌｃａｎｒｅ
ｄｕｃｅｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｔｈｅｃａｔａｂｏｌｉｓｍｌｅｖｅｌｉｎｒａｔｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＬ１βｔｈｒｏｕｇｈＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，
ｗｈｉｃｈｈａｓｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｏｔｒｅａｔｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ（ＩＤＤ）．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＮＦκＢ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；ｇａｒｃｉｎｏｌ；ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

　　椎间盘退行性变（ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，
ＩＤＤ）是一种常见的脊柱复杂疾病，会导致患者脊柱功
能障碍和生活质量降低［１］。ＩＤＤ常引起下腰痛，这是
中老年群体中常见的症状，可造成巨大的社会负

担［２］。正常的髓核可维持椎间盘的结构和功能，髓核

衰老和功能受损是 ＩＤＤ发生的潜在原因［３］。有研究

发现，在ＩＤＤ过程中存在细胞外基质丢失、正常椎间
盘髓核细胞表型改变、促炎细胞因子释放等现象，而干

预髓核细胞的改变可以延缓椎间盘退变的进程［４５］。

有研究表明，多种炎性细胞因子的表达增加都与 ＩＤＤ
的发生有关，白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）与肿
瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｕｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）在
ＩＤＤ患者的髓核和纤维环细胞中表达均增加［６］。

ＩＬ１β与ＴＮＦα可通过增加其他细胞因子的水平，诱导
ＡＤＡＭＴＳ４、ＡＤＡＭＴＳ５和 ＭＭＰｓ的表达，并抑制细胞
外基质的合成［７９］。有研究发现，山竹醇具有广泛的生

物活性，包括抗氧化、抗炎、神经保护、抗菌等［１０１４］。

饲粮中添加山竹醇可通过改善仔猪的抗氧化能力，改

变应激导致的脂质代谢紊乱，从而保护肝［１３１４］。同

时，山竹醇可通过抑制ＩＬ１β诱导的软骨细胞炎症，发
挥治疗骨关节炎的作用［１０］。然而，山竹醇对椎间盘退

行性变的治疗作用尚不明确。因此，本研究通过探讨

山竹醇对ＩＬ１β刺激的髓核细胞的保护作用，及对其
炎症反应和相应基质代谢水平的作用，以期为临床治

疗ＩＤＤ提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物及试剂
ＳＤ大鼠（２个月龄）购自中国科学院动物中心（上

海），山竹醇购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，重组大鼠 ＩＬ１β
购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，一抗 ｐｐ６５、ｐ６５、抗 ＩκＢα和抗
βａｃｔｉｎ抗体购自 Ａｂｃａｍ公司。所有动物实验均经海
南医学院伦理委员会批准。

１．２　大鼠髓核细胞培养及处理
大鼠髓核细胞分离和培养的步骤参考文献［１５］。

ＳＤ大鼠用过量戊巴比妥钠安乐死，在无菌条件下收集
Ｌ１～Ｌ５段腰椎间盘。解剖显微镜下从腰椎间盘中分离
髓核组织，用０．２５％胰蛋白酶及０．１％ Ⅱ型胶原酶于
３７℃处理 ４ｈ，然后用含有 １％青链霉素的 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２进行培养，每隔１ｄ更换１次完整的培养基。使用
传代至第二代的髓核细胞进行后续实验。

１．３　ＭＴＴ法检测髓核细胞活力
将大鼠髓核细胞接种于９６孔板中，每孔８０００个。

培养２４ｈ后，根据细胞贴壁时间的不同，用含不同浓
度（０、１、２．５、５、１０μＭ）山竹醇（溶于ＤＭＳＯ）联合或不
联合ＩＬ１β的新鲜培养基进行培养。向每个孔中加入
１０μＬＭＴＴ溶液，细胞培养箱中孵育４ｈ，使用酶标仪
在ＯＤ５７０ｎｍ处测量每孔的吸光度值。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达

用含不同浓度山竹醇（０、２．５、５μＭ）联合或不联
合 ＩＬ１β的新鲜培养基进行培养，分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、

０９１ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２１，３０（３）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



ＩＬ１β组、ＩＬ１β＋Ｇａｒ２．５μＭ组和ＩＬ１β＋Ｇａｒ５μＭ组，
其中Ｃｏｎｔｒｏｌ组用０μＭ山竹醇不联合ＩＬ１β处理髓核
细胞，ＩＬ１β组用０μＭ山竹醇联合 ＩＬ１β处理髓核细
胞，ＩＬ１β＋Ｇａｒ２．５μＭ组用２．５μＭ山竹醇联合ＩＬ１β
处理髓核细胞，ＩＬ１β＋Ｇａｒ５μＭ组用５μＭ山竹醇联
合ＩＬ１β处理髓核细胞，并用细胞裂解缓冲液收集。在
冰上用细胞裂解液孵育３０ｍｉｎ后，以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，收集上清液，测量蛋白质浓度，配制蛋白上样标
准品。蛋白质（４０μｇ）在１０％～１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶上
分离，转载至ＰＶＤＦ膜上。将ＰＶＤＦ膜用封闭缓冲液孵育
１ｈ，用ｐ６５（１∶１０００）、ｐｐ６５（１∶１０００）、ＩκＢα（１∶１０００）和
βａｃｔｉｎ（１∶１０００）的一抗溶液孵育过夜，然后与相应的
二抗孵育１ｈ。通过 ＥＣＬＷｅｓｔｅｒｎ印迹试剂盒检测条
带，并利用 ＣｈｅｍｉＤｉｃＴＭＸＲＳ成像系统对目标条带进
行曝光，同时利用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件进行统计。
１．５　定量ＲＴＰＣＲ检测靶基因ｍＲＮＡ表达

为了研究山竹醇是否能调节 ＩＬ１β刺激下的髓核
细胞分解代谢水平，本研究检测了 ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、
ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ４和 ＡＤＡＭＴＳ５ｍＲＮＡ水平的表
达。为了进一步研究山竹醇对髓核细胞基质代谢水平

的影响，本研究检测了山竹醇对 ＩＬ１β刺激下的髓核
细胞中细胞外基质蛋白（ＣｏｌⅡ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ）ｍＲＮＡ的
表达水平的影响。用 ＴＲＩｚｏｌ法提取各组髓核细胞总
ＲＮＡ，用 １μｇ总 ＲＮＡ逆转录合成 ｃＤＮＡ，用 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲ试剂盒和 ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（Ｒｏｃｈｅ
ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓＧｍｂＨ，Ｐｅｎｚｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）预混料进行
ｃＤＮＡ的合成和扩增。用ＤＤＣｔ法计算各靶基因ｍＲＮＡ
水平，并将其标准化为内参基因（βａｃｔｉｎ）的相对水
平。具体引物序列见表１。

表１　引物序列

基因名称 正向 反向

ＭＭＰ３ ５′ＣＴＧＧＧＣＴＡＴＣＣＧＡＧＧＴＣＡＴＧ３′５′ＴＧＧＡＣＧＧＴＴＴＣＡＧＧＧＡＧＧＣ３′
ＭＭＰ９ ５′ＧＧＡＴＧＴＴＴＴＴＧＡＴＧＣＣＡＴＴ

ＧＣＴＧ３′
５′ＣＣＡＣＧＴＧＣＧＧＧＣＡＡＴＡＡＧＡＡＡＧ３′

ＭＭＰ１３ ５′ＣＴＧＧＣＣＴＧＣＴＧＧＣＴＣＡＴＧＣＴＴ３′５′ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＴＴＧＧＡＧＴＧＧＴＣＡ３′
ＡＤＡＭＴＳ４５′ＣＴＡＣＡＡＣＣＡＣＣＧＡＡＣＣＧＡＣ３′５′ＴＧＣＣＡＧＣＣＡＣＣＡＧＡＡＣＴＴ３′
ＡＤＡＭＴＳ５５′ＧＧＣＴＧＴＧＧＴＧＴＧＣＴＧＴＧ３′ ５′ＣＴＧＧＴＣＴＴＴＧＧＣＴＴＴＧＡＡＣ３′
ＣｏｌⅡ ５′ＡＧＡＡＣＴＧＧＴＧＧＡＧＣＡＧＣＡＡ

ＧＡ３′
５′ＡＴＣＴＧＧＡＣＧＴＴＡＧＣＧＧＴＧＴＴＧ３′

Ａｇｇｒｅｃａｎ ５′ＣＣＣＴＣＡＣＣＣＣＡＡＧＡＡＴＣＡＡＧＴ３′５′ＴＣＡＴＴＧＧＡＧＣＧＡＡＧＧＴＴＣＴＧＧ３′
ＴＮＦα ５′ＡＧＴＣＣＧＧＧＣＡＧＧＴＣＴＡＣＴＴＴ３′ ５′ＴＴＣＡＧＣＧＴＣＴＣＧＴＧＴＧＴＴＴＣ３′
ＩＬ６ ５′ＡＧＧＡＡＣＧＡＡＡＧＴＣＡＡＣＴＣ

ＣＡＴＣＴＧ３′
５′ＧＧＣＡＧＴＧＧＣＴＧＴＣＡＡＣＡＡＣＡＴＣ３′

ＩＬ８ ５′ＣＡＧＡＧＡＣＴＴＧＧＧＡＧＣＣＡＣＴＣ３′ ５′ＧＣＴＧＡＡＡＴＴＡＴＣＣＡＣＣＣＴＧＡＴＴ３′
ＣＯＸ２ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＣＧＣＡＡＡＣＧＣＴＴＣＴＣ３′５′ＴＧＧＡＣＧＡＧＧＴＴＴＴＴＣＣＡＣＣＡＧ３′
ｉＮＯＳ ５′ＧＣＴＣＧＧＧＣＴＧＡＡＧＴＧＧＴＡＴＧＣ３′５′ＧＡＡＧＴＣＴＣＧＧＡＣＴＣＣＡＡＴＣＴＣＧ

ＧＴ３′

１．６　免疫荧光染色检测观察ｐ６５核转移
Ｐ６５染色时将髓核细胞接种于 ６孔板载玻片上

２４ｈ，每孔１×１０５／ｍＬ。用含不同浓度山竹醇（０、５μＭ）
联合或不联合 ＩＬ１β的新鲜培养基进行培养，分为
Ｃｏｎｔｒｏｌ组（０μＭ 山竹醇不联合 ＩＬ１β）、ＩＬ１β组
（０μＭ山竹醇联合 ＩＬ１β）、以及 ＩＬ１β＋Ｇａｒ５μＭ组
（５μＭ山竹醇联合ＩＬ１β）。细胞处理后用４％多聚甲醛
固定细胞１５ｍｉｎ，用０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００孵育５ｍｉｎ，用
１０％牛血清白蛋白于３７℃封闭１ｈ后，用抗ｐ６５（１∶５００）
的一抗孵育过夜，然后用相应的二抗孵育１ｈ。用ＤＡＰＩ
染色７ｍｉｎ，在激光共聚焦显微镜下观察。
１．７　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件对数据进行分析。所有
实验至少进行３次独立样本试验。计量资料以均数±
标准差（ｘ±ｓ）表示。各组间差异采用单因素方差分析
及Ｔｕｋｅｙ’ｓｐｏｓｔｈｏｃｔｅｓｔ进行比较。Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　山竹醇抑制髓核细胞凋亡
ＭＴＴ法检测结果显示，山竹醇在０～１０μＭ剂量

下对大鼠髓核细胞无细胞毒性；ＩＬ１β可诱导髓核细
胞活力降低（Ｐ＜０．０５），剂量为２．５～１０μＭ的山竹醇
能够改善 ＩＬ１β刺激下的髓核细胞活力（Ｐ＜０．０５），
见图１。因此，取山竹醇２．５、５μＭ剂量用于实验。

ａ：一定浓度梯度的山竹醇对大鼠髓核细胞活力的影响；ｂ：山竹
醇对ＩＬ１β刺激下髓核细胞活力的影响　 ：与仅 ＩＬ１β刺激
比较，Ｐ＜０．０５

图１　山竹醇对大鼠髓核细胞的作用

２．２　山竹醇抑制ＩＬ１β刺激的髓核细胞分解代谢活性
ＩＬ１β刺激后髓核细胞中ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３、

ＡＤＡＭＴＳ４和 ＡＤＡＭＴＳ５ｍＲＮＡ表达水平显著提高
（Ｐ＜０．０５），而山竹醇能抑制ＩＬ１β刺激后的髓核细胞
中 ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ４和ＡＤＡＭＴＳ５
ｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５），见图２。
２．３　山竹醇改善ＩＬ１β刺激后的细胞外基质水平

ＩＬ１β下调了髓核细胞中 ＣｏｌⅡ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ
ｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５），而山竹醇则显著改善了
ＩＬ１β刺激下髓核细胞中 ＣｏｌⅡ和 ＡｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ表

１９１局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２１，３０（３）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



达水平（Ｐ＜０．０５），见图３。
２．４　山竹醇抑制 ＩＬ１β刺激的髓核细胞中炎症因子

水平增高

定量ＲＴＰＣＲ检测结果显示，ＩＬ１β可显著提高髓

核细胞中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８、ＣＯＸ２和ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达
水平（Ｐ＜０．０５）；而山竹醇可抑制 ＩＬ１β诱导的
ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８、ＣＯＸ２和 ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达水平
（Ｐ＜０．０５），见图４。

：与ＩＬ１β组比较，Ｐ＜０．０５
图２　山竹醇抑制ＩＬ１β刺激的大鼠髓核细胞分解代谢活性

：与ＩＬ１β组比较，Ｐ＜０．０５
图３　山竹醇改善ＩＬ１β刺激的大鼠髓核细胞外基质水平

２．５　山竹醇抑制 ＩＬ１β刺激的髓核细胞中 ＮＦκＢ信
号通路

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＩＬ１β激活了髓核细胞中
的ＮＦκＢ信号通路，而山竹醇逆转了ＩＬ１β对ＮＦκＢ
ｐ６５的活化作用（Ｐ＜０．０５），同时逆转了 ＩＬ１β引起
的 ＩκＢα蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５），见图 ５。免疫荧
光染色结果显示，ＩＬ１β刺激下髓核细胞核中发生
ｐ６５核转移，山竹醇显著抑制了 ｐ６５向核的转
移（图６）。

：与ＩＬ１β组比较，Ｐ＜０．０５
图４　山竹醇抑制ＩＬ１β刺激的大鼠髓核细胞中炎症因子水平的表达

：与ＩＬ１β组比较，Ｐ＜０．０５
图５　山竹醇抑制ＩＬ１β刺激的髓核细胞中ＮＦκＢ信号通路
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图６　免疫荧光观察ｐ６５核转移（绿色：ｐ６５；蓝色：细胞核）

３　讨论

ＩＤＤ发生在自然衰老过程中，是中老年人下腰痛
最常见的原因，会造成巨大的社会经济负担［３］。已有

研究表明炎症及细胞外基质降解与 ＩＤＤ的病理过程
有关［５，１６］。基质蛋白的丢失伴随着基质分解酶的上

调，从而减弱了细胞外基质的吸水性，导致髓核水分含

量减少和椎间盘压力下降［１７］。ＭＭＰｓ（ＭＭＰ１、ＭＭＰ３、
ＭＭＰ７、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ４和ＡＤＡＭＴＳ５）在
ＩＤＤ过程中的蛋白水解酶作用是导致主要细胞外基质
蛋白 ＣｏｌⅡ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ降解的主要因素。ＭＭＰ３、
ＭＭＰ９和ＭＭＰ１３是ＩＤＤ过程中导致ＣｏｌⅡ降解的关
键酶，而ＡＤＡＭＴＳ４和 ＡＤＡＭＴＳ５是导致 Ａｇｇｒｅｃａｎ降
解的关键酶［１８２０］。在 ＩＤＤ过程中，ＩＬ１β和其他促炎
因子上调，促炎因子的表达触发了蛋白水解酶的产生，

从而破坏了椎间盘内细胞外基质的稳态［２１］。有研究

表明，ＩＬ１β可 上 调 椎 间 盘 中 ＭＭＰ３、ＭＭＰ１３、
ＡＤＡＭＴＳ４、ＡＤＡＭＴＳ５等分解代谢酶的表达［２１２２］。本

研究发现，ＩＬ１β通过增加 ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３、
ＡＤＡＭＴＳ４和 ＡＤＡＭＴＳ５的表达来增强蛋白水解作
用，而山竹醇则可使上述指标的表达下降；同时，山竹

醇可上调ＩＬ１β刺激后的髓核细胞主要细胞外基质蛋
白（ＣｏｌⅡ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ）的基因表达。以上均表明，山
竹醇可能在ＩＬ１β刺激的髓核细胞中具有抗分解代谢
作用，可保护基质蛋白免受降解。

有研究表明炎症与 ＩＤＤ的进展有关［２３］。多种炎

性细胞因子的表达增加与 ＩＤＤ变性的发生有关。在
ＩＤＤ过程中，促炎症因子 ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ６刺激髓
核细胞产生更多的炎症因子，导致细胞外基质降解酶

升高，细胞外基质降解。促炎症因子，尤其是 ＴＮＦα
和 ＩＬ１β，在 ＩＤＤ中起重要作用［２４］。有研究表明，

ＩＬ１β能够上调细胞外基质降解酶，包括 ＭＭＰｓ、

ＡＤＡＭＴＳ，导致Ⅱ型胶原和蛋白多糖降解，最后髓核由
于失去细胞外基质而严重降低保水能力，造成椎间盘

内压力下降，功能受损［２５］。在一项对猪的研究中发

现，椎间盘内注射ＴＮＦα可导致ＩＤＤ［２６］。而相关研究
发现，山竹醇具有广泛的生物活性，包括抗氧化、抗炎、

神经保护、抗菌［１０１４］。饲粮添加山竹醇可通过提高仔

猪的抗氧化能力，改善应激导致的脂质代谢情况，从而

保护肝［１３１４］。山竹醇可通过抑制小胶质细胞神经炎

症因子的表达，治疗相关的神经病理性疼痛［１１］。同

时，山竹醇可通过抑制ＩＬ１β诱导的软骨细胞炎症，治
疗骨关节炎［１０］。本研究结果显示，山竹醇可降低

ｉＮＯＳ、ＣＯＸ２、ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦα表达水平，这提示山
竹醇可抑制ＩＤＤ过程中的炎症反应。

ＮＦκＢ是ＩＤＤ进展过程中的关键分子。有研究
发现，ＩＬ１β可诱导 ＮＦκＢ磷酸化［２７２８］。ＮＦκＢ信号
通路是ＩＤＤ过程中一个重要的信号通路，具有诱导基
质降解、促进炎症和抑制细胞外基质合成的能力［２９］。

ＮＦκＢ通常位于细胞质中，并与 ＩκＢα结合，ＩＬ１β的
刺激可释放 ＮＦκＢ，并促进 ＮＦκＢ从细胞质向细胞核
转移，随后促进炎症因子（如 ＭＭＰｓ、ｉＮＯＳ、ＣＯＸ２和
ＩＬ６等）的表达［３０３１］。山竹醇可通过抑制 ＮＦκＢ信号
通路，从而抑制 ＩＬ１β诱导的软骨细胞炎症和骨关节
炎［２０］。本研究结果显示，山竹醇可通过抑制 ＩκＢα的
降解，显著抑制ＩＬ１β诱导的ＮＦκＢ激活，从而增加核
内ＮＦκＢ的表达。这些结果表明，山竹醇能通过抑制
ＮＦκＢ核移位和 ＩｋＢα降解从而抑制 ＩＬ１β诱导的髓
核细胞ＮＦκＢ活化。

综上，山竹醇可抑制 ＩＬ１β刺激下的髓核细胞炎
症和细胞外基质降解，同时山竹醇可通过抑制 ＮＦκＢ
信号通路达到保护作用。因此，山竹醇对预防 ＩＤＤ有
一定的作用，有望成为一种新的ＩＤＤ治疗药物。
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