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补肾壮筋汤对腰椎间盘退变模型大鼠细胞外基质及氧化应激的影响

章宏杰，王楚茜，余紫薇，廖英姿，林锦泽，张加芳*

（福建中医药大学附属第二人民医院，福建 福州 350003）
摘 要： 目的 观察补肾壮筋汤对腰椎间盘退变模型大鼠细胞外基质及氧化应激的影响。 方法 取 2 月

龄雄性 SD 大鼠 60 只，随机分为对照组、模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组，每组 12 只。除对照组外，其余各

组采用穿刺法建立大鼠椎间盘退变模型。低、中、高剂量组分别予 1.6、3.2、6.4 mL/（kg·d）浓度为 0.5 g/mL 的补肾

壮筋汤水溶液灌胃，对照组和模型组予 10 mL/（kg·d）的生理盐水灌胃，1 次/d，连续灌胃 8 周。采用 MRI 与番红

O-固绿染色评估椎间盘退变程度；免疫组化染色法观察椎间盘Ⅰ型胶原蛋白 α1 链（COL1A1）、基质金属蛋白酶

-13（MMP-13）、Ⅱ型胶原蛋白 α1 链（COL2A1）和含Ⅰ型血小板结合蛋白基序的解聚蛋白样金属蛋白酶 5（AD⁃
AMTS5）表达水平；采用 qPCR 检测髓核组织 MutT 同源蛋白 1（MTH1）、乳酸脱氢酶 A（LDHA）和超氧化物歧化酶

2（SOD2）基因 mRNA 表达水平；采用 Western blot 检测髓核组织聚集蛋白聚糖（Aggrecan）、COL2A1、MMP-13、

ADAMTS5、MTH1、LDHA 和 SOD2 蛋白表达水平。 结果 模型组大鼠椎间盘结构紊乱，髓核呈低信号，椎间盘

高度降低，椎间盘明显退变。与模型组比较，不同剂量补肾壮筋汤组大鼠椎间盘结构相对均匀，髓核信号升高，与

纤维环界限清晰，椎间盘高度均有所恢复，椎间盘退变均有所减轻。与对照组比较，模型组椎间盘组织 COL1A1、

MMP-13、ADAMTST5 免疫组化阳性表达水平及髓核组织 MMP-13、ADAMTS5 蛋白表达水平均较高（P<0.05）；

椎间盘组织 COL2A1 免疫组化阳性表达水平，髓核组织 MTH1、LDHA mRNA 和蛋白表达水平及 Aggrecan、

COL2A1 蛋白表达水平均较低（P＜0.05）。与模型组比较，低、中、高剂量组椎间盘组织 COL1A1、MMP-13、AD⁃
AMTST5 免疫组化阳性表达水平均较低（P＜0.05），COL2A1 免疫组化阳性表达水平均较高（P＜0.05）；中、高剂量

组髓核组织 MTH1、LDHA、SOD2 mRNA 和 LDHA、SOD2、COL2A1 蛋白表达水平均较高（P＜0.05），髓核组织

MMP-13 和 ADAMTST5 蛋白表达水平均较低（P＜0.05）；高剂量组髓核组织 MTH1 和 Aggrecan 蛋白表达水平均

较高（P＜0.05）。 结论 补肾壮筋汤可抑制模型大鼠氧化应激水平，调节 ECM 代谢，延缓椎间盘退变。
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腰椎间盘退变是导致腰痛的主要原因，常继
发腰椎间盘突出、椎管狭窄、腰椎滑脱等疾病，严重
影响患者的工作和生活，造成巨大的社会经济负
担［1-2］。椎间盘退变涉及细胞凋亡、炎症反应、细胞
外基质（ECM）降解、氧化应激及自噬失调等机
制［3-5］。ECM 代谢失衡是引发椎间盘退变的关键，
通过促进 ECM 重塑，可延缓退变进程［6］。氧化应
激通过增加活性氧（ROS）激活 NF-κB、MAPK 等促
炎信号通路，损伤细胞，诱导基质降解酶的过度表
达，加速椎间盘退变［7］。

补肾壮筋汤出自清代钱秀昌所著的《伤科补
要》，具有补益肝肾、强壮筋骨的功效，在延缓腰椎
间盘退变方面具有一定作用［8-9］，但其具体机制尚
未明确。本研究通过观察补肾壮筋汤对椎间盘退
变模型大鼠髓核组织细胞外基质及氧化应激的影
响，探讨其延缓椎间盘退变的机制。
1　实验材料

1.1　实验动物　2 月龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只，
体质量（210±20）g，购自上海吉辉实验动物有限责
任公司，实验动物生产许可证号：SCXK（沪）2022-
0009；饲养于福建中医药大学动物实验中心，实验

动物使用许可证号：SYXK（闽）2023-0004。本研究
已通过福建中医药大学动物实验伦理委员会批准
（审批号：FJTCM IACUC2024044）。
1.2　实验药物　补肾壮筋汤组成：熟地黄 12 g，当
归 12 g，茯苓 12 g，续断 12 g，山茱萸 12 g，白芍 10 g，
杜仲 10 g，五加皮 10 g，川牛膝 10 g，青皮 5 g；由福
建中医药大学附属第二人民医院中药颗粒室制成
配方颗粒，用超纯水溶解成浓度为 0.5 g/mL 的补肾
壮筋汤水溶液［8］。
1.3　实验主要试剂　苏木素-伊红（HE）染色试剂盒
（货号：G1120）、总 RNA提取试剂盒（货号：R1200）、
全蛋白提取试剂盒（货号：BC3710）均购自北京索
莱宝科技有限公司；Hieff UNICON® Advanced qPCR 
SYBR Master Mix（上海翌圣生物科技股份有限公
司，货号：11185ES08）；MutT 同源蛋白 1（MTH1）抗
体（货号：16705-1-AP）、基质金属蛋白酶-13（MMP-
13）抗体（货号：18165-1-AP）、聚集蛋白聚糖（Ag⁃
grecan）抗体（货号：13880-1-AP）、超氧化物歧化酶
2（SOD2）抗体（货号：24127-1-AP）、乳酸脱氢酶 A
（LDHA）抗体（货号：19987-1-AP）均购自武汉三鹰
生物技术有限公司；Ⅰ型胶原蛋白 α1 链（COL1A1）
抗体（美国 Cell Signaling Technology 公司货号：
#72026）；Ⅱ型胶原蛋白 α1 链（COL2A1）抗体（货
号：ab34712）、含Ⅰ型血小板结合蛋白基序的解聚
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蛋 白 样 金 属 蛋 白 酶 5（ADAMTS5）抗 体（货 号 ：
ab41037）均购自美国 Abcam 公司；QuickBlock™封闭
液（上海碧云天生物技术有限公司，货号：P0228）。
1.4　实验主要仪器　小动物核磁共振成像仪器
（美国 Bruker 公司，型号：BioSpec 7.0T）；生物组织
自动包埋机（湖北泰维医疗科技有限责任公司，型
号：TB-718E）；切片机（型号：Leica RM2135）、显微图
像采集系统（型号：Leica DM4000B）均购自德国Leica
公司；酶标仪（美国Bio-Tek公司，型号：ELx800）；全
自动化学发光图像分析系统（上海天能科技有限公
司，型号：Tanon 5200）；快速湿转仪（南京金斯瑞生
物科技有限公司，型号：eBlot™ L1）。
2　实验方法
2.1　分组与造模　60只 2月龄雄性 SD 大鼠适应性
饲养 1 周后，随机分为对照组、模型组、低剂量组、
中剂量组、高剂量组，每组 12 只。大鼠采用 2% 异
氟烷吸入麻醉后，取仰卧位，以 L4/L5 椎间隙为中
心，取腹部正中切口，仔细显露 L4/L5 椎间盘。用
21 G 注射器针头刺入椎间盘约 3 mm，停留 30 s 后
拔出，然后缝合切口，麻醉苏醒后分笼饲养。对照
组仅暴露椎间盘，不进行纤维环穿刺操作［10］。
2.2　药物干预　根据人体与动物药物等效剂量换
算方法［11］计算给药剂量，造模后第 2 天开始低、中、
高剂量组分别予 1.6、3.2 和 6.4 mL/（kg·d）浓度为
0.5 g/mL 的补肾壮筋汤水溶液灌胃，对照组和模型
组予 10 mL/（kg·d）的生理盐水灌胃，1 次/d，连续
灌胃 8周。
2.3　组织取材　末次给药后 24 h，进行小动物 MRI
扫描。采用腹腔注射过量麻醉处死大鼠，每组随机
选取 6 只大鼠，截取 L4/L5 椎间盘组织，放入 4% 多
聚甲醛中固定；另取 6 只大鼠的 L4/L5椎间盘，分离
髓核组织，液氮速冻后置于-80 ℃冰箱保存。
2.4　观察指标　
2.4.1　椎间盘退变情况　取材前行小动物 MRI 扫
描，观察椎间盘退变情况。采用 2% 异氟烷吸入麻
醉后，大鼠取仰卧位，将其固定于专用动物床，小动

物专用线圈置于其腰背部。采用快速自旋回波序
列进行矢状面 T2 加权成像扫描，核心参数如下：重
复时间 3 500 ms，回波时间 48 ms，回波链长度 12，
视野 40 mm×40 mm，矩阵 256×256，层厚 0.8 mm，
平均次数 6。通过获得的 T2加权图像，观察椎间盘
的高度和髓核区域的 T2信号强度变化。
2.4.2　椎间盘病理改变　采用改良番红 O-固绿染
色法观察大鼠椎间盘病理改变情况。椎间盘组织
固定 48 h 后，进行常规脱钙、脱水、透明、浸蜡和包
埋处理后，制备成 4 μm 厚度的切片。切片经脱蜡、
水化后染色：固绿染色液染色 5 min，乙酸分化 30 s，
番红 O 染液染色 30 s。最后通过梯度乙醇脱水、二
甲苯透明处理，中性树脂封片。倒置光学显微镜下
观察拍照。
2.4.3　椎间盘组织细胞外基质相关蛋白表达水
平　采用免疫组化染色观察椎间盘COL1A1、MMP-
13、COL2A1、ADAMTS5 等细胞外基质相关蛋白表
达水平。椎间盘组织切片脱蜡复水，抗原修复液修
复 15~20 min，去除内源性过氧化物酶，BSA封闭非
特异性抗原后，滴加 COL1A1、MMP-13、COL2A1、
ADAMTS5 一抗（稀释比例均为 1∶200），室温孵育，
洗涤后滴加相应二抗，室温孵育，DAB显色液孵育，
苏木素复染后进行透明封片。倒置光学显微镜下
观察拍照，采用 ImageJ软件分析阳性表达区域平均
光密度值。
2.4.4　髓核组织氧化应激相关基因 mRNA 表达水
平　采用qPCR检测椎间盘组织MTH1、LDHA、SOD2
等氧化应激相关基因的 mRNA 表达水平。根据
RNA 提取试剂盒步骤提取椎间盘组织总 RNA，上
机检测 RNA 纯度与浓度，进行逆转录反应。根据
试剂盒说明书配制 20 μL 反应体系进行 qPCR 反
应。扩增程序：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性 10 s、
60 ℃退火/延伸 30 s，循环 40 次。以 GAPDH 作为
内参基因，采用 2-ΔΔct 法计算各目标基因相对表达
量。本研究所用引物序列均由福州尚亚生物技术
有限公司合成，引物序列见表 1。

2.4.5　髓核组织细胞外基质及氧化应激相关蛋白
表达水平　采用 Western blot 检测髓核组织 Aggre⁃

can、COL2A1、MMP-13、ADAMTST5、MTH1、LDHA、
SOD2 蛋白表达水平。提取髓核组织总蛋白，采用

表 1　引物序列

名称

MTH1

LDHA

SOD2

GAPDH

引物序列

R：5'-CTGTTTGCAAGGTGTCCCGA-3'
F：5'-AAGCCTTACGGTCCATCCTC-3'
R：5'-GAGCTGTGGTTGGTCCAGTT-3'
F：5'-GCAGTTGGCAGTGTGTCTTG-3'
R：5'-GCTGGCCAAGGGAGATGTTA-3'
F：5'-TGTGATTGATATGGCCCCCG-3'
R：5'-ACGGGAAACCCATCACCATC-3'
F：5'-ACGACATACTCAGCACCAGC-3'

产物长度/bp
182

141

80

79
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BCA 定量试剂盒测定蛋白浓度，配制不同浓度的分

离胶，上样后电泳，4 ℃转膜，使用 QuickBlock™封闭

液室温封闭 20 min加入GAPDH（1∶5 000）、Aggrecan
（1∶1 000）、COL2A1（1∶1 000）、MMP-13（1∶2 000）、

ADAMTST5（1∶2 000）、MTH1（1∶1 000）、LDHA（1∶
2 000）、SOD2（1∶5 000）抗体 4 ℃过夜孵育，次日加

入对应的二抗室温摇床孵育 1 h，采用 ECL 显影液

显影，Image Lab 图像处理软件分析蛋白条带灰度

值，以 GAPDH 为内参，计算目的蛋白相对表达量。

2.5　统计学方法　采用 SPSS 26.0 软件进行统计学

分析。计量资料符合正态分布以（x̄±s）表示，采用

单因素方差分析进行组间比较，方差齐采用 LSD-t
法进行两两比较，方差不齐采用 Games-Howell 法
进行两两比较。以P＜0.05为差异有统计学意义。

3　结　果

3.1　5 组椎间盘退变情况及组织病理改变　MRI

扫描结果显示：模型组大鼠椎间盘结构紊乱，髓核

呈低信号，椎间盘高度降低。与模型组比较，不同

剂量补肾壮筋汤组大鼠椎间盘结构相对均匀，髓核

信号升高，与纤维环界限清晰，椎间盘高度均有所

恢复。番红 O-固绿染色结果显示：模型组大鼠蛋

白多糖含量减少，纤维环排列混乱，髓核与纤维环

界限模糊，椎间盘明显退变。低剂量组髓核组织蛋

白多糖含量较低，纤维环结构仍紊乱，髓核与纤维

环界限清晰。中剂量组髓核组织蛋白多糖含量增

多，纤维环中胶原排列趋于整齐。高剂量组髓核组

织保留相对完整，蛋白多糖含量高，纤维环结构基

本连续，髓核与纤维环界限清晰，椎间盘退变减轻。

见图 1。
3.2　5 组椎间盘组织细胞外基质相关蛋白表达水

平比较　见图 2和表 2。

注：白色箭头指示所观察的椎间盘节段。

图 1　大鼠尾椎间盘组织MRI及番红固绿染色图

图 2　 5组椎间盘组织COL1A1、MMP-13、COL2A1和 ADAMTST5免疫组化染色图

表 2　5组椎间盘组织COL1A1、MMP-13、COL2A1和ADAMTST5阳性表达平均光密度比较（x̄±s）
组别

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

n
6
6
6
6
6

COL1A1      
1.54±0.37
9.27±0.741）

6.68±0.612）

5.30±0.532）3）

2.52±0.192）3）4）

MMP-13       
1.35±0.31
9.06±0.771）

6.69±0.172）

4.79±0.532）3）

2.60±0.352）3）4）

COL2A1    
9.09±0.46
1.41±0.141）

2.40±0.242）

4.87±0.662）

6.97±0.852）3）

ADAMTST5      
1.37±0.50
9.68±0.231）

6.77±0.882）

4.78±0.632）3）

2.60±0.102）3）4）

注：与对照组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05；与低剂量组比较，3） P＜0.05；与中剂量组比较，4） P＜0.05。
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3.3　5 组髓核组织 MTH1、LDHA 和 SOD2 mRNA 表
达水平比较　见表 3。

3.4　5 组髓核组织 MTH1、LDHA 和 SOD2 蛋白表达
水平比较　见图 3和表 4。
3.5　5 组髓核组织 Aggrecan、COL2A1、MMP-13 和
ADAMTS5蛋白表达水平比较　见图 4和表 5。

4　讨　论

ECM 的破坏是导致椎间盘退变和功能衰退的

关键机制之一［12］，主要表现为 Aggrecan 和 COL2A1
等结构蛋白减少，MMP-13［13］和 ADAMTS-5 等基质

降解酶表达升高。其中 ADAMTS-5 负责切割 Ag⁃
grecan，是导致蛋白聚糖网络早期丢失和椎间盘水

合能力下降的起始关键酶。MMP-13 主要靶向降

解 COL2A1，破坏其力学完整性。Aggrecan 有助于

维持椎间盘的水合作用与弹性，COL2A1 则在维持

椎间盘髓核的机械性能和弹性中发挥重要作

用［14-15］。此外，椎间盘退变进程中常伴随 COL1A1
的异常升高，这标志着髓核组织从正常的凝胶弹性

态向纤维化、僵硬态的病理转变，进一步加剧了功

能的衰退［16］。本研究结果显示，补肾壮筋汤可上调

Aggrecan 和 COL2A1 表达，下调 COL1A1、MMP-13
和 ADAMTS5 表达，维持 ECM 的稳定，延缓椎间盘

退变。

研究显示，过量的 ROS 不仅直接损伤 ECM 大
分子，还可通过氧化修饰改变其结构和功能，破坏
椎间盘的稳定性［17］。ROS 的积累还与椎间盘细胞
的衰老和凋亡密切相关。MTH1 是 DNA 修复相关

的酶，能够清除氧化的核苷酸，减少氧化应激引起
的 DNA 损伤［18］。LDHA 将还原型辅酶Ⅰ（NADH）
氧化为 NAD⁺，通过调节 NAD⁺/NADH 的比率，影响
细胞的抗氧化能力［19］。SOD2是细胞内重要的抗氧

表 3　5组髓核组织MTH1、LDHA和SOD2 mRNA
表达水平比较（x̄±s）

组别

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

n
6
6
6
6
6

MTH1      
1.04±0.33
0.16±0.031）

0.30±0.10
0.55±0.142）

0.89±0.242）3）4）

LDHA      
1.01±0.15
0.28±0.091）

0.34±0.14
0.61±0.112）

1.30±0.392）3）4）

SOD2       
1.02±0.20
1.79±0.60
2.04±0.37
3.78±0.822）3）

6.84±1.952）3）4）

注：与对照组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜
0.05；与低剂量组比较，3） P＜0.05；与中剂量组比较，

4） P＜0.05。

图 3　 5组髓核组织MTH1、LDHA和 SOD2蛋白条带图

表 4　5组髓核组织MTH1、LDHA和SOD2
蛋白表达水平比较（x̄±s）          

组别

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

n
6
6
6
6
6

MTH1   
1.00±0.38
0.06±0.051）

0.11±0.08
0.20±0.08
0.48±0.222）

LDHA  
1.00±0.11
0.64±0.121）

0.96±0.152）

1.14±0.172）

1.23±0.212）

SOD2     
1.00±0.51
1.59±0.45
2.11±0.57
2.43±0.222）

3.05±0.232）3）

注：与对照组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05；
与低剂量组比较，3） P＜0.05。

表 5　5组髓核组织Aggrecan、COL2A1、MMP-13和ADAMTS5蛋白表达水平（x̄±s）
组别

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

n
6
6
6
6
6

Aggrecan   
1.00±0.45
0.15±0.031）

0.31±0.09
0.42±0.15
0.69±0.352）

COL2A1      
1.00±0.12
0.14±0.041）

0.25±0.06
0.51±0.152）3）

0.76±0.212）3）4）

MMP-13  
1.00±0.64
2.41±0.451）

1.91±0.55
1.50±0.382）

1.39±0.302）

ADAMTS5   
1.00±0.39
2.43±0.421）

2.01±0.49
1.60±0.512）

1.42±0.142）

注：与对照组比较，1） P＜0.05；与模型组比较，2） P＜0.05；与低剂量组比较，3） P＜0.05；与中剂量组比较，4） P＜0.05。

图 4　 5组髓核组织 Aggrecan、COL2A1、MMP-13和 ADAMTS5蛋白条带图
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化酶，主要作用是清除超氧化物自由基，减少其对
椎间盘细胞的氧化损伤［20］。氧化应激的改善亦可
间接改善线粒体膜稳定性与 ATP合成效率，增强细
胞活性与能量代谢，促进 ECM 合成，抑制椎间盘
退变进程［21］。本研究结果显示，补肾壮筋汤可上
调 MTH1、LDHA 和 SOD2 表达，减轻椎间盘的氧化
应激损伤。

本研究结果还显示，补肾壮筋汤不同剂量组
之间疗效存在差异，高剂量组延缓椎间盘退变和抗
氧化应激损伤能力优于低剂量组和中剂量组。不
同剂量补肾壮筋汤对各指标调控的差异，可能与药
物代谢动力学、细胞摄取及靶点敏感性有关，尚需
进一步研究。

综上所述，补肾壮筋汤可抑制模型大鼠氧化
应激水平，调节 ECM 合成与降解，维持 ECM 的稳
定，延缓椎间盘退变。
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