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摘　要　目的：探讨补肾活血方对腰椎间盘退变小鼠腰椎终板软骨的影响及其作用机制。方法：将１８只１０周龄雄性 ＳＰＦ级

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为空白对照组、模型组、补肾活血方组，每组６只。模型组和补肾活血方组采用腰椎失稳术构建腰椎间盘退

变模型。造模后第２天，补肾活血方组小鼠用补肾活血方中药提取液灌胃，空白对照组和模型组小鼠用生理盐水灌胃，各组小鼠

均每天灌胃１次，连续灌胃８周。灌胃结束后，脱颈处死各组小鼠，切取小鼠Ｌ４和Ｌ５椎体，进行ＭｉｃｒｏＣＴ分析，并计算腰椎间盘

相对高度。常规进行小鼠腰椎终板软骨组织病理学观察，计算小鼠的腰椎终板软骨组织形态学评分，测定小鼠腰椎终板软骨组织

中Ⅱ型胶原蛋白α１链（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅡａｌｐｈａ１ｃｈａｉｎ，Ｃｏｌ２α１）、基质金属蛋白酶１３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３，ＭＭＰ１３）和ｐＳｍａｄ２

的表达情况。结果：①小鼠腰椎ＭｉｃｒｏＣＴ分析结果。空白对照组和补肾活血方组小鼠腰椎终板软骨骨化区域的骨体积分数均低

于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２２），骨小梁数量均少于模型组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００１），腰椎间盘相对高度均高于模型组（Ｐ＝０．０００，

Ｐ＝０．０００）。补肾活血方组小鼠腰椎终板软骨骨化区域的骨体积分数高于空白对照组（Ｐ＝０．００３），骨小梁数量、腰椎间盘相对高

度与空白对照组的差异均无统计学意义（Ｐ＝０．８８２，Ｐ＝０．７９４）。②小鼠腰椎终板软骨组织病理学观察结果。空白对照组小鼠的

腰椎终板软骨细胞异质性较小，软骨厚度正常，骨化面积较小。与空白对照组相比，模型组小鼠的腰椎终板软骨细胞异质性显著

增大，软骨明显变薄，骨化面积增大。与模型组相比，补肾活血方组小鼠的腰椎终板软骨细胞异质性较小，软骨厚度有所增加，骨

化面积有所减小，但均未达到空白对照组的水平。空白对照组和补肾活血方组小鼠的腰椎终板软骨组织形态学评分均低于模型

组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），空白对照组与补肾活血方组小鼠的腰椎终板软骨组织形态学评分差异无统计学意义（Ｐ＝０．５９１）。

③小鼠腰椎终板软骨组织中ＭＭＰ１３和Ｃｏｌ２α１表达水平测定结果。空白对照组和补肾活血方组小鼠腰椎终板软骨组织中ＭＭＰ

１３阳性细胞数占比均低于模型组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１０），Ｃｏｌ２α１阳性表达面积比均高于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２６）。空白对

照组与补肾活血方组小鼠腰椎终板软骨组织中ＭＭＰ１３阳性细胞数占比的差异无统计学意义（Ｐ＝０．２２６）。空白对照组小鼠腰

椎终板软骨组织中Ｃｏｌ２α１阳性表达面积比高于补肾活血方组（Ｐ＝０．０００）。④小鼠腰椎终板软骨组织中 ｐＳｍａｄ２表达水平测定

结果。空白对照组小鼠腰椎终板软骨组织中可见大量ｐＳｍａｄ２阳性细胞。空白对照组和补肾活血方组小鼠腰椎终板软骨组织中

ｐＳｍａｄ２阳性细胞数占比均高于模型组（Ｐ＝０．０１４，Ｐ＝０．０４０）。空白对照组与补肾活血方组小鼠腰椎终板软骨组织中ｐＳｍａｄ２阳

性细胞数占比的差异无统计学意义（Ｐ＝０．４４４）。结论：补肾活血方可延缓小鼠腰椎间盘退变的病理进程，其作用机制可能与补

肾活血方能够通过促进腰椎终板软骨细胞中Ｓｍａｄ２的磷酸化，下调ＭＭＰ１３的表达并上调Ｃｏｌ２α１的表达有关。
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　　腰椎间盘退变是导致腰痛的常见因素之一，其具

体发病机制尚不完全明确，但主要与遗传、衰老及营

养不良等因素有关［１－２］。终板软骨在维持椎间盘内

环境平衡中起着至关重要的作用，它能够为椎间盘运

输营养物质，并促进载荷均匀分布［３－５］。在腰椎间盘

退变过程中，腰椎终板软骨细胞常表现为细胞外基质

的合成代谢与分解代谢失衡，可导致腰椎终板软骨组

织结构破坏，进而加速腰椎间盘退变进程。因此，维

持腰椎终板软骨细胞基质的稳态对退变腰椎间盘的

修复具有重要意义［６］。目前，针对腰椎间盘退变的治

疗方案仍相对匮乏［７］。补肾活血方由补阳方剂右归

饮化裁而成［８］。前期研究［９－１０］表明，补肾活血方可

以通过促进软骨细胞外基质的合成和抑制其降解，发

挥对退变软骨组织的保护作用。然而，补肾活血方对

腰椎终板软骨组织的具体调控作用，目前尚不清楚。

为了深入探讨补肾活血方对腰椎间盘退变小鼠腰椎

终板软骨的影响及其作用机制，我们开展了此项研

究，现报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物

１０周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠１８只，体质量（２５±

５）ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，动物生

产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１７－０００５。动物的饲养和实

验均在浙江中医药大学动物实验研究中心进行，动物

使用许可证号：ＳＹＸＫ（浙）２０２１－００１２。实验方案由浙

江中医药大学实验动物管理与伦理委员会审查通过，

伦理批件号：ＩＡＣＵＣ－２０２３１０－０５。

１．２　实验主要试剂

４％多聚甲醛（货号：Ｅ６７２００２，上海生工生物工程

股份有限公司），乙二胺四乙酸二钠（货号：Ａ１００１０５，

·６·　　　（总１６６）　　　中医正骨２０２５年３月第３７卷第３期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２５，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．３　




上海生工生物工程股份有限公司），阿尔辛蓝（货号：

Ａ５２６８，美国Ｓｉｇｍａ公司），苏木素（货号：Ｈ３１３６，美国

Ｓｉｇｍａ公司），橙黄 Ｇ（货号：Ｏ７２５２，美国 Ｓｉｇｍａ公

司），Ⅱ型胶原蛋白 α１链（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡｔｙｐｅα１ｃｈａｉｎ，

Ｃｏｌ２α１）一抗（货号：ａｂ３４７１２，英国 Ａｂｃａｍ公司），兔

抗鼠基质金属蛋白酶１３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１３，

ＭＭＰ１３）单克隆抗体（货号：ａｂ３９０１２，英国 Ａｂｃａｍ公

司），胰蛋白酶（货号：ＺＬＩ９０１０，北京中杉金桥生物技

术有限公司），中性树脂（货号：ＺＬＩ９５５５，北京中杉金

桥生物技术有限公司）。

１．３　实验主要仪器

Ｈｉｓｔｏｃｅｎｔｒｅ３石蜡包埋机、ＨＭ３４０Ｅ石蜡切片机

（美国赛默飞世尔公司），ＶＩＰ５Ｊｒ组织脱水机（日本樱

花公司），ＳｋｙＳｃａｎ１１７６ＭｉｃｒｏＣＴ（比利时 Ｂｒｕｋｅｒ公

司），ＺｅｉｓｓＡｘｉｏＳｃｏｐｅＡ１荧光正置显微镜及拍摄系统

（德国蔡司公司），ＸＳ２０５ＤＵ型电子天平（瑞士 ＭＥＴ

ＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司）。

２　方　法
２．１　补肾活血方浓缩液制备

补肾活血方药物组成：熟地黄９ｇ、杜仲６ｇ、炮附

片６ｇ、枸杞子６ｇ、肉桂３ｇ、山萸肉３ｇ、桃仁６ｇ、红花

３ｇ、山药６ｇ、炙甘草３ｇ。先将熟地黄、杜仲、炮附片、

枸杞子、山萸肉、红花、山药、炙甘草加１２倍量的水回

流提取３次；再将肉桂和桃仁加１０倍量的６０％乙醇

回流提取３次；最后将获得的醇提物和水提物混合均

匀，通过减压浓缩技术制成每毫升含３．５ｇ生药的浓

缩液。

２．２　动物分组、造模与干预

２．２．１　分组方法　将１８只小鼠称重后，按照体质量

由小到大进行排序，并以此为基准均分为６个区间，

每个区间包含 ３只小鼠。从每个区间中随机抽取

１只小鼠，分别分配入空白对照组、模型组和补肾活

血方组，每组最终包含６只小鼠。

２．２．２　造模方法　模型组和补肾活血方组采用腹腔

注射 ０．３％戊巴比妥钠溶液麻醉小鼠，剂量为

０．０３ｍＬ·ｇ－１。待小鼠麻醉后，将其以俯卧位固定于

手术台上，剔除腰背部（上至胸椎、下至尾部）毛发，并

用７５％酒精消毒。用手定位小鼠腰椎棘突和骶骨，

以Ｌ５或Ｌ６棘突为切入点，沿后正中线用圆刀片向上

切开皮肤，必要时稍向下延长切口，使切口总长度为

２．０～２．５ｃｍ，以充分暴露皮下组织。于 Ｌ３～Ｌ５棘突
两侧旁开 １．０ｍｍ处，分别切 ２个长度为 １．５～
２．０ｃｍ的纵向切口，切开皮下组织。分离 Ｌ３～Ｌ５
椎体附近的后椎旁组织，切除 Ｌ３～Ｌ５椎体的脊上韧
带和棘间韧带，暴露腰椎。将小鼠腰椎前屈，用眼科

弯头剪剪除 Ｌ３～Ｌ５部分棘突。局部用生理盐水冲
洗后，逐层缝合皮下组织及皮肤，并用 ７５％酒精
消毒。

２．２．３　干预方法　造模完成后第２天，补肾活血方
组小鼠给予补肾活血方浓缩液灌胃，灌胃剂量为

０．５ｍＬ（含中药生药３．５ｇ·ｍＬ－１）；空白对照组和模
型组小鼠给予等量生理盐水灌胃。各组小鼠均每日

灌胃１次，连续８周。参考“人和动物间体表面积折
算的等效剂量比值”［１１］计算小鼠补肾活血方的灌胃

给药量。补肾活血方的人口服剂量为５１ｇ·ｄ－１，通过
体表面积折算得出小鼠的等效剂量为１．７５ｇ·ｄ－１。
２．３　实验指标观察

干预８周后，采用脱颈法处死小鼠。将小鼠摆放
为俯卧位，腰背部用 ７５％酒精消毒。先用圆头刀片
切开皮肤，再用眼科直头剪分离 Ｔ１３～Ｓ１椎体两侧的
肌肉组织，然后用线剪分离 Ｔ１３上端与 Ｓ１下端，最后
取出Ｔ１３至Ｓ１椎体，并用眼科直头剪剥离椎体周围残
留的肌肉组织。将脊柱样本置于４％多聚甲醛中固
定３ｄ，将固定完成的小鼠脊柱样本进行 ＭｉｃｒｏＣＴ扫
描分析。完成扫描分析后，将脊柱样本用 １４％乙二
胺四乙酸二钠脱钙１４ｄ，每天更换脱钙液。脱钙结束
后，将脊柱样本用流水冲洗４ｈ后脱水，保留 Ｌ３～Ｌ５
节段，去除其余节段，常规进行石蜡包埋和切片，切片

厚度为３．５μｍ。组织切片用阳离子载玻片捞起后晾
干，以备后续实验使用。

２．３．１　小鼠腰椎终板软骨组织结构观察及腰椎间盘
相对高度计算　将固定完成的小鼠脊柱样本用保鲜
膜包裹后，沿矢状位方向置于 ＭｉｃｒｏＣＴ载物台上，以
Ｌ４和 Ｌ５椎体为中心对样本进行二维扫描。采用
ＣＴｖｏｘ３．０软件进行三维重建，并用ＣＴＡｎ１．１０软件分
析腰椎终板软骨的骨体积分数、骨小梁数量及Ｌ４～５椎
间盘的相对高度。椎间盘相对高度的计算方法参考

文献［１２］。如图１所示，绿线表示相邻椎体之间的距
离（β１、β２、β３），蓝线表示相邻椎体高度（α１、α２、α３和

γ１、γ２、γ３），椎间盘相对高度 ＝２（β１ ＋β２ ＋β３）／
（α１＋α２＋α３＋γ１＋γ２＋γ３）。
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图１　小鼠Ｌ４～５椎间盘相对高度计算方法示意图

２．３．２　小鼠腰椎终板软骨组织病理学观察　随机选
取部分小鼠腰椎组织切片，放入６０℃烘箱中干燥。
对烘干后的组织切片进行脱蜡和复水处理，然后将其

浸入１％盐酸乙醇中３０ｓ。取出切片，用干净卫生纸
吸去多余水分，将切片浸入阿尔辛蓝－苏木素染液中
染色１ｈ。用纯水浸洗切片３次，每次３ｍｉｎ。取出切
片，将其浸入 １％盐酸乙醇中 ３ｓ，然后用纯水浸洗
３次，每次３ｍｉｎ。将切片浸入０．５％氨水中１５ｓ，然
后用纯水浸洗２次，每次３ｍｉｎ。将切片浸入９５％乙
醇中１ｍｉｎ，然后用橙黄Ｇ染色９０ｓ，最后用９５％乙醇
浸洗切片３次，每次１ｍｉｎ。将切片置于３７℃烘箱中
烘干，并用中性树脂封片。使用显微镜观察腰椎终板

软骨组织的病理学改变情况，并依据文献［１３］中的组
织形态学评分标准评估腰椎终板软骨退变情况。

２．３．３　小鼠腰椎终板软骨组织中ＭＭＰ１３和Ｃｏｌ２α１
表达水平测定　随机选取各组小鼠腰椎组织切片，依
次进行烤片、脱蜡及复水处理，然后滴加胰蛋白酶液，

并置于３７℃烘箱中 ２０ｍｉｎ，以完成抗原修复。用
ＰＢＳ浸洗切片３次，每次３ｍｉｎ。将切片平铺于湿盒
中，加入过氧化氢阻断剂，在室温下孵育１５ｍｉｎ。用
ＰＢＳ浸洗切片后，分别滴加ＭＭＰ１３一抗和Ｃｏｌ２α１一
抗稀释液（稀释比例均为１∶２００），在４℃条件下孵育
过夜。次日取出切片，复温２０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ浸洗后滴
加免疫球蛋白Ｇ二抗，在室温下孵育２０ｍｉｎ。用ＰＢＳ
浸洗切片，滴加二氨基联苯胺显色液显色５ｍｉｎ。用
苏木素复染，然后依次进行１％盐酸乙醇分化、０．５％
氨水返蓝和二甲苯透明化处理。中性树脂封片后，使

用显微镜观察并采集图像。采用 ＩｍａｇｅＪ软件分析图
像，计算ＭＭＰ１３阳性细胞数占总细胞数的百分比和
Ｃｏｌ２α１在腰椎终板软骨中的阳性表达面积占比。
２．３．４　小鼠腰椎终板软骨组织中 ｐＳｍａｄ２表达水平
测定　随机选取各组小鼠腰椎组织切片，依次进行烤
片、脱蜡及复水处理。将切片浸泡于柠檬酸钠溶液

中，并在９５℃条件下加热５ｍｉｎ，以修复抗原。自然
冷却至室温后，用ＰＢＳ浸洗切片３次，每次３ｍｉｎ。将
切片平铺于湿盒中，加入过氧化氢阻断剂，在室温下

孵育１５ｍｉｎ。用ＰＢＳ浸洗切片，滴加ｐＳｍａｄ２一抗稀释
液（稀释比例为１∶２００），在４℃条件下孵育过夜。次日
取出切片，复温２０ｍｉｎ，用ＰＢＳ浸洗后，在避光条件下
滴加山羊抗小鼠荧光二抗，在室温下孵育２０ｍｉｎ。此
后，全程避光操作。用ＰＢＳ浸洗切片３次，滴加４’，６
二脒基２苯基吲哚（４’，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，
ＤＡＰＩ）染液，于室温下染色５ｍｉｎ。用 ＰＢＳ浸洗切片
３次，加入抗荧光淬灭封片剂封片，使用显微镜观察
并采集图像。采用 ＩｍａｇｅＪ软件分析图像，计算 ｐＳ
ｍａｄ２阳性细胞数占总细胞数的百分比。
２．４　数据统计

采用ＳＰＳＳ２６．０软件对收集到的数据进行统计分
析。空白对照组、模型组、补肾活血方组小鼠腰椎终

板软骨骨化区域的骨体积分数、骨小梁数量，腰椎终

板软骨组织形态学评分，腰椎终板软骨组织中 ＭＭＰ
１３阳性细胞数占比、Ｃｏｌ２α１阳性表达面积比、ｐＳｍａｄ２
阳性细胞数占比，以及腰椎间盘相对高度的组间整体

比较均采用单因素方差分析，组间两两比较均采用

ＬＳＤｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　小鼠腰椎ＭｉｃｒｏＣＴ分析结果

实验过程中，所有小鼠活动状态正常，未出现感

染或死亡情况。ＭｉｃｒｏＣＴ分析结果显示，空白对照
组、模型组和补肾活血方组小鼠腰椎终板软骨骨化区

域的骨体积分数、骨小梁数量、腰椎间盘相对高度的

组间总体比较，差异均有统计学意义。空白对照组和

补肾活血方组小鼠腰椎终板软骨骨化区域的骨体积

分数均低于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２２），骨小梁数
量均少于模型组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００１），腰椎间盘相
对高度均高于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。空白
对照组小鼠腰椎终板软骨骨化区域的骨体积分数低

于补肾活血方组（Ｐ＝０．００３），骨小梁数量、腰椎间盘
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相对高度与补肾活血方组的差异均无统计学意义

（Ｐ＝０．８８２，Ｐ＝０．７９４）。见图２、表１。
３．２　小鼠腰椎终板软骨组织病理学观察结果

阿尔辛蓝－苏木素／ＨＥ橙黄 Ｇ染色结果（图３）
显示：空白对照组小鼠的腰椎终板软骨组织细胞异质

性较小，软骨厚度正常，骨化面积较小。与空白对照

组相比，模型组小鼠的腰椎终板软骨组织细胞异质性

显著增大，软骨明显变薄，骨化面积增大。与模型组

相比，补肾活血方组小鼠的腰椎终板软骨组织细胞异

质性较小，软骨厚度有所增加，骨化面积有所减小，但

均未达到空白对照组的水平。各组小鼠腰椎终板软

骨组织形态学评分的总体比较，差异有统计学意义。

空白对照组和补肾活血方组小鼠的腰椎终板软骨组

织形态学评分均低于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），
空白对照组与补肾活血方组小鼠的腰椎终板软骨组织

形态学评分差异无统计学意义（Ｐ＝０．５９１），见表２。
３．３　小鼠腰椎终板软骨组织中 ＭＭＰ１３和 Ｃｏｌ２α１
表达水平测定结果

各组小鼠腰椎终板软骨组织中 ＭＭＰ１３阳性细
胞数占比和 Ｃｏｌ２α１阳性表达面积比的总体比较，差
异均有统计学意义。空白对照组和补肾活血方组小

鼠腰椎终板软骨组织中 ＭＭＰ１３阳性细胞数占比均
低于模型组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１０），Ｃｏｌ２α１阳性表达
面积比均高于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２６）。空白
对照组与补肾活血方组小鼠腰椎终板软骨组织中

ＭＭＰ１３阳性细胞数占比的差异无统计学意义（Ｐ＝
０．２２６）。空白对照组小鼠腰椎终板软骨组织中
Ｃｏｌ２α１阳性表达面积比高于补肾活血方组（Ｐ＝
０．０００）。见图４、图５、表３。
３．４　小鼠腰椎终板软骨组织中 ｐＳｍａｄ２表达水平测
定结果

小鼠腰椎终板软骨组织中ｐＳｍａｄ２表达水平的免
疫荧光检测结果（图６）显示：空白对照组小鼠腰椎终
板软骨组织中可见大量 ｐＳｍａｄ２阳性细胞（表现为蓝
色ＤＡＰＩ染色核与绿色荧光染色胞质重叠）。各组小
鼠腰椎终板软骨组织中ｐＳｍａｄ２阳性细胞数占比的总
体比较，差异有统计学意义。空白对照组和补肾活血

方组小鼠腰椎终板软骨组织中ｐＳｍａｄ２阳性细胞数占
比均高于模型组（Ｐ＝０．０１４，Ｐ＝０．０４０）。空白对照
组与补肾活血方组小鼠腰椎终板软骨组织中 ｐＳｍａｄ２
阳性细胞数占比的差异无统计学意义（Ｐ＝０．４４４）。
见表４。

图２　小鼠腰椎冠状位ＭｉｃｒｏＣＴ图像

表１　小鼠腰椎ＭｉｃｒｏＣＴ分析结果

组别
样本量／
只

腰椎终板软骨骨化区域骨
体积分数／（ｘ±ｓ，％）

腰椎终板软骨骨化区域骨

小梁数量／（ｘ±ｓ，个·ｍｍ－１）
腰椎间盘相对高度／

（ｘ±ｓ，％）

空白对照组 ６ ７８．３９９±１．４２０ ８．４７９±０．３８８ ８．７５５±０．６４２
模型组 ６ ８８．８５９±３．２３３ ９．６４０±０．４２１ ６．５６７±０．４０３

补肾活血方组 ６ ８４．６０５±１．３６０ ８．４３９±０．３０４ ８．８４８±０．５８２
Ｆ值 ２３．１８８ １３．２７５ ２７．３６４
Ｐ值 ０．０００ ０．００２ ０．０００
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图３　小鼠腰椎终板软骨组织阿尔辛蓝－苏木素／ＨＥ橙黄Ｇ染色结果

表２　小鼠腰椎终板软骨组织形态学评分

组别 样本量／只 软骨组织形态学评分／（ｘ±ｓ，分）
空白对照组 ６ １．２５０±１．５００
模型组 ６ ６．５００±１．２９０

补肾活血方组 ６ １．７５０±０．９５７
Ｆ值 ２０．８４５
Ｐ值 ０．０００

图４　小鼠腰椎终板软骨组织中基质金属蛋白酶１３表达水平的免疫组织化学检测结果

４　讨　论
腰椎间盘退变是中老年人常见的骨骼肌肉系统

疾病。研究［１４－１６］表明，腰椎终板软骨退变可导致腰

椎间盘内物质运输障碍和力学反应异常，进而引起腰

椎间盘结构与功能的改变，这一病理过程被认为是腰

椎间盘退变的重要发生机制之一。然而，目前腰椎终

板软骨退变的具体机制尚不明确。在腰椎间盘退变

的治疗方面，尽管阿片类止痛药和非甾体抗炎药等药

物可暂时缓解症状，但无法从根本上恢复腰椎间盘的

结构和功能［１７］。因此，深入探讨腰椎终板软骨的退

变机制并寻找潜在的治疗靶点，对腰椎间盘退变的诊

疗具有重要意义。
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图５　小鼠腰椎终板软骨组织中Ⅱ型胶原蛋白α１链表达水平的免疫组织化学检测结果

表３　小鼠腰椎终板软骨组织中基质金属蛋白酶１３阳性细胞数占比和Ⅱ型胶原蛋白α１链阳性表达面积比

组别 样本量／只 ＭＭＰ１３１）阳性细胞数占比／（ｘ±ｓ，％） Ｃｏｌ２α１２）阳性表达面积比／（ｘ±ｓ，％）
空白对照组 ６ ３１．９３０±９．７８３ １１．４４７±１．４５９
模型组 ６ ５８．０３５±４．０１２ ２．０１０±０．８７２

补肾活血方组 ６ ３８．９２５±３．０７２ ４．７８３±０．９４０
Ｆ值 １３．５５５ ５５．２７８
Ｐ值 ０．００６ ０．０００

　　注：１）基质金属蛋白酶１３；２）Ⅱ型胶原蛋白α１链。

图６　小鼠腰椎终板软骨组织中ｐＳｍａｄ２表达水平的免疫荧光检测结果

　　腰椎终板软骨作为一种软骨样组织，具有细胞数
量少但细胞外基质丰富的特点［１８］。研究［１９］表明，椎

间盘退变的发生与细胞外基质的代谢失衡关系密切。

在椎间盘退变过程中，腰椎终板软骨细胞通常表现为

细胞外基质分解代谢增强而合成代谢减弱的特征性

改变。其中，ＭＭＰ１３和Ｃｏｌ２α１作为软骨代谢的重要
生物学标志物，对评估腰椎终板软骨退变程度具有重

要的参考价值［２０］。本研究发现，腰椎失稳造模可导
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表４　小鼠腰椎终板软骨组织中ｐＳｍａｄ２阳性细胞数占比

组别 样本量／只 ｐＳｍａｄ２阳性细胞数占比／
（ｘ±ｓ，％）

空白对照组 ６ ４４．７６８±１５．７５１
模型组 ６ １２．８２０±５．５７６

补肾活血方组 ６ ３７．１３７±１０．５９２
Ｆ值 ６．４０１
Ｐ值 ０．０３２

致小鼠腰椎终板软骨组织中 ＭＭＰ１３表达水平升高，
同时伴随Ｃｏｌ２α１表达水平降低。
　　转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）β
是一个重要的生长因子家族，通过抑制细胞外基质降

解并促进其合成，参与软骨细胞的增殖和分化，从而

在椎间盘退变的修复过程中起关键调控作用［２１］。在

经典信号通路中，ＴＧＦβ能够磷酸化Ｓｍａｄ２并将其释

放到细胞质中，从而促进椎间盘基质合成［２２］。有研

究［２３］表明，在椎间盘退变过程中，ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ２信号

通路的活性受抑制。这一结果在本研究中也得到了

验证：小鼠腰椎失稳造模后，腰椎终板软骨组织中

ｐＳｍａｄ２的表达水平明显降低，提示 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ２信
号传导在椎间盘退变过程中受到抑制。基于上述研

究并结合本研究结果，可以推断腰椎终板软骨细胞

ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ２信号传导抑制所引起的细胞外基质代
谢失衡，可能是腰椎终板软骨退变的关键机制之一。

因此，通过调节腰椎终板软骨细胞 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ２信
号通路的活性，恢复细胞外基质代谢平衡，可能是延

缓腰椎间盘退变的新途径。

中医学认为，肾藏精，主骨生髓，是人体骨骼生长

发育的根本［２４－２６］。腰椎间盘退变的根本病机为“肾

虚”，在治疗上应以“补肾”为主［２７－２８］。补肾活血方由

补肾名方右归饮化裁而成，方中熟地黄补肝肾、益精

髓；山药、山萸肉、枸杞子、肉桂、杜仲补益肝肾、舒筋活

络；桃仁、红花行气活血、通络止痛；炮附片温阳、散寒、

止痛，与熟地黄合用，可滋阴助阳、益肾填髓；诸药合

用，共奏补肝肾、益精髓、通经活络、行气活血之功。

本研究发现，补肾活血方能延缓小鼠腰椎间盘退

行性改变，其机制可能是通过激活腰椎终板软骨细胞

内的ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ２信号通路，抑制ＭＭＰ１３的表达并
促进Ｃｏｌ２α１的表达，进而调节腰椎终板软骨细胞的
细胞外基质合成与分解代谢，维持细胞外基质稳态，

从而保护腰椎终板软骨组织结构。这一发现提示，

ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ２信号传导在维持腰椎终板软骨组织的

正常生理结构和功能中具有重要作用，而Ｓｍａｄ２的磷
酸化水平调控可能是补肾活血方发挥作用的关键靶

点，这为延缓腰椎间盘退变提供了潜在的治疗策略。

本研究结果显示，补肾活血方可延缓小鼠腰椎间

盘退变的病理进程，其作用机制可能与补肾活血方能

够通过促进腰椎终板软骨细胞中Ｓｍａｄ２的磷酸化，下
调ＭＭＰ１３的表达并上调Ｃｏｌ２α１的表达有关。
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