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淫羊藿苷联合地塞米松对人髓核细胞
增殖及分泌表达的影响

冯仲锴，孙永强，刘汝银，岳宗进，王新立
（河南中医学院第二附属医院 骨科脊柱病区，河南 郑州 450002）

摘要：目的 探讨淫羊藿苷（ICA）与地塞米松（Dex）联合作用对人髓核细胞（hNPs）增殖及聚集蛋白聚糖

（Aggrecan）、II型胶原蛋白（Col2a）、IL-6、IL-8和基质金属蛋白酶（MMP-13）表达的影响。方法 取生长状态

良好的 hNPs按不同处理因素分为：control组（只含培养基）、ICA组（20μmol/L ICA）、Dex组（0.2μmol/L

Dex）、ICA+Dex 组 （20μmol/L ICA+0.2μmol/L Dex）、IL-1β 组（10 ng/ml IL-1β）、ICA+IL-1β 组

（20μmol/L ICA+10 ng/ml IL-1β）、Dex+IL-1β组（0.2μmol/L Dex+10 ng/ml IL-1β）、ICA+Dex+IL-1β

组（20μmol/L ICA+0.2μmol/L Dex+10 ng/ml IL-1β），各组作用 48 h；CCK-8法检测细胞的增殖；Western

blot、RT-PCR以及 ELISA检测 Aggrecan、Col2a、IL-6、IL-8和 MMP-13表达。结果 CCK-8结果显示：与

control组比较，低浓度的 ICA（≤20μmol/L）和 Dex（≤0.2μmol/L）单独作用均提高 hNPs存活率但差异无统

计学意义（ >0.05）。然而，10μmol/L ICA和 0.2μmol/L Dex联合用药对 hNPs的存活率大于单独用药（ <

0.05）；Western blot、RT-PCR以及 ELISA结果表明：与单独用药组相比，ICA和 Dex联合作用促进 Aggrecan、

Col2a蛋白和 mRNA表达（ <0.05）；另外，ICA和 Dex联合处理抑制 IL-1β诱导的 hNPs炎症介质 IL-6、

IL-8的分泌表达（ <0.05），同时降低MMP-13蛋白、mRNA水平（ <0.05）。结论 ICA与 Dex联合作用对

促进 hNPs 增殖、Aggrecan 和 Col2a 表达有效果；同时抑制 IL-1β 诱导的 hNPs 炎症介质 IL-6、IL-8 和

MMP-13的表达，为椎间盘退行性病变的药物治疗提供理论依据。

关键词： 淫羊藿苷；地塞米松；人髓核细胞；聚集蛋白聚糖；II型胶原蛋白；椎间盘退行性病变

中图分类号： R285.5 文献标识码：A

Effect of icariin in combination with Dexamethasone on cell
proliferation and secretion expression of

human nucleus pulposus cells

Zhong-kai Feng, Yong-qiang Sun, Ru-yin Liu, Zong-jin Yue, Xin-li Wang
(Department of Orthopedics, Rachiopathy Ward, Henan Province Hospital of TCM, The Second

Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine,
Zhengzhou, Henan 450002, China)

Abstract: Objective To investigate the effect of icariin (ICA) in combination with Dexamethasone (Dex) on cell
proliferation and secretion expression of Aggrecan, type 域collagen (Col2a), IL-6, IL-8 and MatrixMetalloproteinase-
13 (MMP-13) in human nucleus pulposus cells (hNPs). Methods The experiment was divided into different groups
based on different treatments: control group (only culture medium), ICA group(20 滋M/L ICA), Dex group(0.2 滋M/L
Dex), ICA + Dex group (20 滋M/L ICA + 0.2 滋M/L Dex), IL-1茁 group (10 ng/mL IL-1茁), ICA + IL-1茁 group (20
滋M/L ICA + 10 ng/mL IL-1茁), Dex + IL-1茁 group (0.2 滋M/L Dex + 10 ng/mL IL-1茁), ICA+Dex + IL-1茁 group
(20 滋M/L ICA + 0.2 滋M/L Dex + 10 ng/mL IL-1茁). Each group was treated for 48 h. Cell proliferation was detected
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椎间盘退行性病变是脊柱外科典型的常见病、

多发病，是由椎间盘退变引起的以颈肩腰腿痛为主

要表现的一系列临床综合征。其机制极其复杂，到

目前为止尚不完全清楚，是一个急需解决的医学难

题 [1]。促进髓核细胞的增殖，提高蛋白聚糖（Aggre-

can）和Ⅱ型胶原蛋白（type Ⅱcollagen，Col2a）的含

量，抑制炎症介质的产生，对改善椎间盘退行性病变

至关重要[2]。淫羊藿苷（Icariin，ICA）提取于中药淫羊

藿，有强筋壮骨、增强免疫力等作用[3]。研究发现 [4]，

淫羊藿苷抑制白细胞介素 8（Interleukin-8，IL-8）、

白细胞介素 6（Interleukin-6，IL-6）、Col2a和基质金

属蛋白酶（matrix metalloproteinases，MMPs），从而延

缓椎间盘退变过程。地塞米松（Dexamethasone，Dex）

是合成的糖皮质激素，具有抗炎、抗过敏、抗休克、免

疫抑制等重要生理和药理作用，已经被广泛应用 [5]。

淫羊藿苷和地塞米松在改善腰椎间盘退行性病变方

面均有相关报道，然而目前未见二者以及联合用药

在髓核细胞方面的相关研究。本研究以人髓核细胞

（human nucleus pulposus cells，hNPs）为研究对象，

探讨 ICA 和 Dex联合用药对 hNPs增殖的影响，以

及对 hNPs内 Aggrecan、Col2a表达、炎症介质和基质

金属蛋白酶 13（MMP-13）的影响。以期为预防、延缓

及治疗椎间盘退行性病变提高实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

hNPs（sciencell公司），重组人白细胞介素 1β

（Interleukin-1β，IL-1β）（Peprotech公司），胰酶、胎

牛血清（FBS）和 DMEM/F12培养基（Gibco公司），淫

羊藿苷（中国食品药品检定研究院），Dex（Sigma公

司）；CCK-8试剂盒、RIPA裂解液和 BCA试剂盒（上

海碧云天公司），硝酸纤维素膜（Bio-Rad公司），Ag-

grecan、MMP-13和 Col2a兔抗（Abcam Cambridge公

司）及β-actin山羊抗兔二抗（北京博奥森生物技术

有限公司），Trizol（Invitrogen公司），TaKaRa Prime-

ScriptTM RT-PCR Kit（TaKaRa公司），PCR引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 hNPs培养 hNPs用含 10% FBS、DMEM/F12

培养基（pH 7.2），置于 37℃、5%二氧化碳的培养箱

中孵育。观察细胞状态，待生长到 80%～90%融合时

用 0.25%的胰蛋白酶消化传代。

1.2.2 CCK-8 检测 hNPs 增殖 取生长状态良好

的 hNPs，调整细胞浓度，按每孔6.5×103个/150μl

密度接种至 96 孔培养板，边缘用无菌 PBS 填充，

10~24 h后根据不同处理因素将细胞随机分组：只

含培养基组（control）、ICA作用组（ICA）、Dex作用组

（Dex）、ICA与 Dex作用组（ICA+Dex）。ICA作用组分

别用终浓度 5、10、20 及 40μmol/L ICA 处理 hNPs；

Dex作用组分别用终浓度 0.1、0.2、0.4及 0.8μmol/L

Dex处理细胞；ICA 与 Dex 作用组用 ICA（终浓度

10μmol/L）和 Dex（终浓度 0.2μmol/L）同时处理细

胞。每组设 5 个复孔，每孔 200μl，继续培养 48 h

加入 20μl CCK-8，37℃孵育 3 h，充分震荡 10 min

后，酶标仪于 450 nm处测吸光值。实验重复3次，

取平均值，细胞活力以 control组的百分比表示。

1.2.3 ELISA检测细胞因子分泌表达水平 取生长

状态良好的 hNPs，调整细胞浓度，按每孔 2.0×

104个 /100μl密度接种至 24孔培养板，10～24 h后

by CCK-8 assay. The expression levels of Aggrecan, Col2a, IL-6, IL-8 and MMP-13 were examined by Western
blotting, RT-PCR and ELISA methods. Results ICA(20 滋M/L ) or Dex (臆 0.2 滋M/L) at low concentrations promoted
hNPs proliferation, but there was no significant difference when compared with the control group ( > 0.05).
However, 20 滋M/L ICA in combination with 0.2 滋M/L Dex significantly increased the cell survival rate of hNPs
when compared with the control group, the ICA and teh Dex single treatment group ( < 0.05). The protein and
mRNA expression of Aggrecan and Col2a in hNPs were also markedly increased by ICA in combination with Dex
when compared with the control group, the ICA and the Dex single treatment group ( < 0.05). In addition, the
secretion expression of IL-6, IL-8 and MMP-13 in IL-1茁-induced hNPs were significantly inhibited by ICA in
combination with Dex when compared with IL-1茁, ICA + IL-1茁 or Dex + IL-1茁 groups ( < 0.05). Conclusions
These findings suggest that icariin in combination with Dexamethasone significantly promotes cell proliferation and
the expression of Aggrecan and Col2a in hNPs, and inhibites the secretion expression of IL-6, IL-8 and MMP-13 in
IL -1茁 -induced hNPs, providing a preliminary experimental basis for drug treatment of intervertebral disc
degeneration.

Keywords: icariin; Dexamethasone; hNPs; aggrecan; Col2a; intervertebral disc degeneration
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根据不同处理因素将细胞随机分为两大组：对照组

（control）只加培养基，实验组（IL-1β组）加入终浓度

为 10 ng/ml IL-1β，其中 IL-1β的浓度参考文献 [17]

选定。IL-1β 组又根据不同药物作用分为：ICA+

IL-1β 组（终浓度为 10μmol/L ICA）、Dex+IL-1β 组

（终浓度为 0.2μmol/L Dex）、ICA+Dex组（ICA终浓

度 10μmol/L+终浓度 0.2μmol/L Dex）处理细胞。每

组设 4个复孔，每孔 600μl，继续培养 48 h 收集上

清液，按照 ELISA试剂盒使用说明书检测 IL-6及

IL-8的含量。实验重复 3次，取平均值。

1.2.4 Western blot 检测蛋白表达水平 将 hNPs

细胞（每孔 1.5×106 个 /2 ml）接种于 6 孔板，检测

Aggrecan 和 Col2a 表达的实验分组及细胞处理与

1.2.2完全相同。检测 MMP-13表达的实验分组及细

胞处理与 1.2.3完全相同。培养 48 h收集各组细胞，

用含 RIPA裂解液裂解细胞；BCA法测定蛋白浓度

并定量；SDS-PAGE电泳、转膜、封闭、抗体孵育，利

用免疫反应化学发光剂上机检测蛋白的表达，以

β-actin作为内参。其中一抗为 Aggrecan（1∶200）、

Col2a（1∶500）和 MMP-13（1∶500）兔抗抗体（1∶

200）；二抗为β-actin辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔抗体（1∶1500）。

1.2.5 RT-PCR 检测 mRNA 表达水平 将 hNPs

（每孔 1.3×106个 /2 ml）接种于 6孔板，实验分组及

细胞处理与 1.2.4相同。收集到的细胞用 Trizol法提

取各组细胞的总 RNA，紫外分光光度计检测提取

RNA浓度并纯度；将调整至同一浓度的各组总 RNA

按照 TaKaRa逆转录试剂盒合成 cDNA；然后以 cD-

NA为模板，以β-actin为内参，进行基因片段的扩

增，PCR 引物见表 1。用 TaKaRa PrimeScriptTM

RT-PCR Kit试剂盒采用两步法 RT-PCR检测。反

应条件：94℃，5 min；36个循环（95℃，30 s；60℃，

35 s；72℃，50 s）；72℃，终延伸 10 min。实验重复 3

次。根据 2-ΔΔCT方法计算基因相对表达水平。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 16.0统计学软件进行数据处理，数据采

用均数±标准方差（x±s）表示，采用单因素方差分

析和 LSD- 检验， <0.05表示差异有统计学意义。

Aggrecan Forward：5’-AGAATCAAGTGGAGCCGTGT-3’Reverse: 5’-GGTAGTTGGGCAGTGAGACC-3’

Col2a Forward：5’-CATCCCACCCTCTCACAGTT-3’ Reverse: 5’-ACCAGTTAGTTTCCTGCCTCTG-3’

MMP-13 Forward：5’-TAAGGAGCATGGCGACTTCT-3’ Reverse: 5’- GTCTGGCGTTTTTGGATGTT-3’

β-actin Forward：5’-GCATGGGTCAGAAGGATTCCT-3’Reverse: 5’-TCGTCCCAGTTGGTGACGAT-3’

基因 序列

表 1 实时定量 PCR引物

图 1 hNPs （×100）

2 结果

2.1 人髓核细胞

倒置显微镜下观察 hNPs多呈短梭形，胞浆均

匀，边界清楚。其增殖速度适中，贴壁生长较好（见图

1）。

2.2 ICA和 Dex联合用药对 hNPs增殖的影响

CCK-8 检测 ICA 与 Dex 单独及联合用药对

hNPs增殖的影响，结果显示：与 Control 组比较，低

浓度的 ICA 和 Dex单独作用均提高 hNPs存活率，

但差异没有统计学意义（ >0.05）（图 2A、B）。为了

检测 ICA 和 Dex联合作用对 hNPs增殖的影响，选

取 2者促增殖效果最大时对应的药物浓度，观察 2

者联合作用对 hNPs 增殖的影响，结果发现，

10μmol/L ICA和 0.2μmol/L Dex联合用药时 hNPs

的存活率高于单独用药时存活率（与 ICA组比较：

=0.024；与 Dex组比较： =0.032）（图 2C）。

2.3 ICA和 Dex联合用药对 hNPs表达 Aggrecan

和Col2a的影响

Western blot及 RT-PCR检测结果显示，与 control

组比较，ICA 和 Dex 单独作用促进 Aggrecan 和

Col2a 的 mRNA 及蛋白表达，差异有统计学意义

（ICA 组 mRNA：Aggrecan = 0.029，Col2a = 0.023；蛋白：

Aggrecan = 0.038，Col2a = 0.039；Dex组 mRNA：Aggrecan =
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10μmol/L ICA和 0.2μmol/L Dex作用 hNPs 48 h后：Western blot检测 Aggrecan（A）和 Col2a（B）蛋白质表达水平；RT-PCR检测Aggrecan

（C）和 Col2a（D）mRNA表达水平（ =6）。1）与 control组比较， <0.05；2）与 ICA组或 Dex组比较， <0.05

图 3 ICA和 Dex联合用药对 hNPs表达 Aggrecan和 Col2a的影响
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0.024，PCol2a = 0.027；蛋白：Aggrecan=0.034，Col2a=0.017）；而

ICA和 Dex联合用药组高于单独用药组，差异具有

统计学意义（与 ICA 组比较 mRNA：Aggrecan=0.01，

Col2a=0.001；蛋白：Aggrecan=0.011，Col2a=0.006；与 Dex

组比较 mRNA：Aggrecan=0.03，Col2a=0.024；蛋白：Aggrecan =

0.029，Col2a =0.025）。见图 3。

2.4 ICA和 Dex联合用药对 IL-1β诱导 hNPs炎

症介质 IL-6及 IL-8的影响

ELISA 检测结果显示，IL-6 和 IL-8 在 IL-1β

组中的表达水平高于 control 组（ IL-6 =0.003， IL-8 =

0.001）；其在 ICA组、Dex组及ICA和 Dex联合用药

组的表达水平低于 IL-1β组（ICA组： IL-6 =0.047，

IL-8=0.016；Dex组： IL-6 =0.019，IL-8 =0.015；ICA+Dex

组：IL-6 =0.006，IL-8 =0.002）；而 ICA和 Dex联合用

药组低于单独用药组，差异具有统计学意义（与 ICA

组比较： IL-6 =007， IL-8 =0.003；与 Dex 组比较： IL-6

=0.005，IL-8 =0.004）。见图 4。

2.5 ICA和 Dex联合用药对 IL-1β诱导 hNPs表

达 MMP-13的影响

Western blot及 RT-PCR检测结果显示，MMP-13

在 IL-1β组中的表达水平高于 control组，差异具

有统计学意义（mRNA： =0.005；蛋白： =0.005）；

ICA和 Dex单独或联合作用后 IL-1β的表达水平

低于 IL-1β 组（ICA 组 mRNA： =0.037；蛋白： =

0.035；Dex 组 mRNA： =0.011；蛋白： =0.013；ICA+

Dex组 mRNA： =0.004.；蛋白： =0.005）；同时 ICA

和 Dex联合用药组低于单独用药组，差异具有统

计学意义（与 ICA 组比较 mRNA： =0.005；蛋白：

=0.000；与 Dex组比较 mRNA： =0.006；蛋白： =

0.006）。见图 5。
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A B C

A：CCK-8检测不同浓度的 ICA对 hNPs增殖的影响；B：CCK-8检测不同浓度的 Dex对 hNPs增殖的影响；C：CCK-8检测 10μ/ML ICA和

0.2μM/L Dex对 hNPs增殖的影响。覮与 ICA组或Dex组比较， <0.05

图 2 CCK-8法检测 ICA和 Dex联合用药对hNPs增殖的影响
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A B

ELISA检测 IL-6（A）和 IL-8（B）的分泌表达。1）与 control组比较， <0.05；2）与 IL-1β组比较， <0.01；3）与 ICA组或 Dex组比较， <0.01

图 4 ICA和 Dex联合用药对 IL-1β诱导 hNPs炎症介质 IL-6及 IL-8的影响
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A：Western blot检测 hNPs中 MMP-13蛋白表达；B：RT-PCR检测 hNPs中 MMP-13 mRNA的表达（ =6）。1）与 control组比较， <0.05；2）

与 IL-1β组比较， <0.01；3）与 ICA组或 Dex组比较， <0.01

图 5 ICA和 Dex联合用药对 IL-1β诱导 hNPs表达MMP-13的影响
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3 讨论

椎间盘退行性病变是一种慢性病变。当退行性

病变发生时，椎间盘的成分、结构、功能渐进性被破

坏，导致椎间盘高度和脊柱的稳定性改变，进而影

响椎间盘生物力学功能，加重小关节和其他结构负

担[6]。近年来，通过药物治疗、物理疗法、针灸、推拿、

生物治疗等手段及时干预退行性病变的诸多环节，

维持髓核细胞数量、功能并改善其生存微环境，为扭

转和修复椎间盘退行性病变带来新希望[7]。

髓核细胞是椎间盘的主要细胞之一，是椎间盘

功能的主要执行者。髓核细胞数量的减少以及细胞

外基质的丢失进而导致椎间盘发生退行性病变。文

献报道 [8]，退行性病变椎间盘中髓核细胞凋亡率

[（61.3±24.5）%] 比正常椎间盘中髓核细胞凋亡率

[（15.5±6.8）%]高出很多；也有研究显示[9]，Dex可促

进髓核细胞增殖，本研究通过 CCK-8法也发现了相

同的现象。另外，本研究首次发现 ICA也可以促进

髓核细胞增殖。但是 Dex和 ICA单独作用，增殖不

显著，于是本研究将 2者联合处理髓核细胞，发现可

以促进增殖。文献报道，丝裂原活化蛋白激酶（mi-

togen-activated protein kinases，MAPK）信号通路与

髓核细胞增殖有关[10]。同时，ICA促细胞增殖作用也

与 MAPK信号通路有关 [11]，推测 2者促髓核细胞增

殖的分子机制也与 MAPK信号通路有关。髓核细胞

作为椎间盘组织工程的种子细胞，其保持和再植可

延缓椎间盘退行性病变 [12]，因此，可以考虑采用 Dex

和 ICA 2者联合作用来治疗椎间盘退行性病变。

Aggrecan和 Col2a是椎间盘基质内最主要的蛋

白基质，主要由髓核细胞分泌表达。基质内的 Ag-
grecan大量结合透明质酸形成富含负电荷、具有弹

性和亲水性的聚合体。当椎间盘发生退行性病变时，

整个椎间盘的含水量下降，Aggrecan含量减少，同时

伴有 Col1a的增多，Col2a的减少。有学者发现[4]，ICA

促进腰椎间盘退行性病变的大鼠模型中 Col2a mR-

NA表达，同时 Dex可以上调兔髓核细胞中 Aggre-

can、Col2a的表达[13]。但是，2者在 hNPs中的作用没有

研究报道，本研究发现，Dex和 ICA单独作用可促进

hNPs Aggrecan和Col2a表达，2者联合作用效果更显

著，提示 Dex和 ICA联合作用将更加有效地改善椎

间盘退行性病变。

炎症因子在椎间盘退行性病变中发挥着重

要的作用[14-17]。研究显示，突出腰椎间盘组织培养液

中 IL-6 含量远远高于正常椎间盘组织中的 IL-6

含量 [18]，和 IL-6一样，IL-8也参与椎间盘组织的退
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行性病变[19]；另外，白藜芦醇能够抑制退行性病变椎

间盘组织中 IL-6和 IL-8的异常表达，对阻止颈椎

间盘退行性病变具有良好作用[20]。文献报道 [21]，ICA

和 Dex都可抑制炎症因子 IL-6和 IL-8的释放。但

是，2者在髓核细胞中的作用没有报道，本研究发

现，ICA和 Dex也可抑制 IL-1β 诱导 hNPs炎症因

子 IL-6和 IL-8的表达，提示其对椎间盘退行性病

变有改善作用。

MMPs是一类具有锌离子、钙离子活性的蛋白

水解酶家族。其中，MMP-1、8 主要降解Ⅲ型胶原

和Ⅰ型胶原，MMP-13 是Ⅱ型胶原降解酶。MMPs

在椎间盘内的表达受到多种因素的调节，其中白

细胞介素 1（Interleukin-1，IL-1）、IL-6及前列腺素

E2（Prostaglandin E2，PGE2）等炎症因子可以促进其

合成[22-23]。有学者报道，IL-6影响 MMP-13/基质金

属蛋白酶抑制剂 -1（tissue inhibitor of metallopro-

teinase-1，TIMP-1）的平衡，从而参与椎间盘退行性

病变过程[24]。研究发现 ICA可降低 IL-1β诱导的人

软骨肉瘤细胞 MMP-13 表达 [25]，Dex 也可降低

MMP-13表达[26]。但是 2者以及联合在 hNPs中的作

用未见报道，本研究发现 2者联合对 IL-1β诱导的

hNPs表达 MMP-13降低更加明显，提示 ICA和 Dex

联合作用可能通过抑制炎症因子降低 MMP-13 活

性，减缓基质的降解，进而改善椎间盘退行性病变。

综上所述，ICA和 Dex联合作用可促进 hNPs增

殖，同时增加 Aggrecan 和 Col2a、mRNA 水平的表

达。此外，抑制 IL-1β诱导的 hNPs炎症介质 IL-6、

IL-8的分泌表达，降低 MMP-13蛋白质、mRNA水

平。这些结果均提示 ICA和 Dex联合作用对改善椎

间盘退行性病变有显著的效果，然而，其在退行性病

变的髓核细胞以及退行性病变椎间盘的动物模型中

的研究以及分子机制的探讨有待深入研究，以期为

改善椎间盘退行性病变提供直接的证据，这也是进

一步研究的方向。
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