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牛膝多糖通过 SIRT3/Parkin 调控的线粒体自噬减轻 IL-1β 诱导的大鼠髓
核细胞氧化应激和 NLRP3 炎性小体活化  
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摘  要：目的  探究牛膝多糖（Achyranthis Bidentatae Radix polysaccharides，ABPS）对髓核细胞退变的保护作用及其机制。方法  

分离大鼠椎间盘髓核细胞，采用白细胞介素-1β（interlenkin1β，1L-1β）处理构建髓核细胞退变模型，将细胞分为对照组、IL-1β 组、

ABPS（100 mg/L）＋IL-1β 组、ABPS（200 mg/L）＋IL-1β 组，研究 ABPS 对 1L-1β 处理大鼠髓核细胞增殖、氧化应激、NOD 样

受体蛋白 3（NOD-Like Receptor Protein 3，NLRP3）和线粒体自噬的影响。采用慢病毒技术转染帕金森疾病蛋白 2（Parkinson disease 

protein 2，Parkin）shRNA，随后采用 IL-1β 和 ABPS 处理，研究线粒体自噬在 ABPS 抑制 1L-1β 处理髓核细胞氧化应激和 NLRP3

炎性小体活化中的作用。将细胞分为对照组、IL-1β 组、ABPS＋IL-1β 组、ABPS＋IL-1β＋沉默信息调节因子 3（silent information 

regulators 3，SIRT3）抑制剂（3-TYP）组，研究 SIRT3 在 ABPS 调控细胞线粒体自噬中的作用。免疫荧光法检测细胞增殖核抗原

（proliferation related Ki 67 antigen，Ki67）和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-asparate protease-3，Caspase-3）以及微管相关蛋白

1 轻链 3（microtubule-associated protein 1 light 3，LC3）与线粒体的共定位情况；流式细胞术检测细胞周期分布；Western blotting 检

测 II 型胶原（type II Collagen）、蛋白聚糖（aggrecan）、活化型 Caspase-3（cleaved Casase-3）、NLRP3、Caspase-1、Parkin、LC3、

选择性自噬接头蛋白-1（sequestosome-1，SQSTM1/p62）、研究 SIRT3、B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）以及 Bcl-2 关

联X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）蛋白表达；原位末端标记法（TdT-mediated dUTP nick end labeling，TUNEL）检测细

胞凋亡；荧光探针检测活性氧（reactive oxygen species，ROS）、线粒体膜电位（mitochondrial membrane potential，MMP）和线粒

体活性氧（mitochondrial ROS，mtROS）；比色法检测超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）

和丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平。结果  与对照组比较，IL-1β 组髓核细胞存活率、type II Collagen 和 aggrecan 水平以

及 Ki67 荧光强度均显著降低（P＜0.05），而 G0/G1期细胞分布比例则明显升高（P＜0.05）。与 IL-1β 组比较，ABPS 处理组细胞存

活率、type II collagen 和 aggrecan 蛋白水平以及Ki67 荧光强度升高（P＜0.05），G0/G1期细胞分布比例明显降低（P＜0.05）。此外，

与对照组比较，IL-1β 组髓核细胞中SOD 和GSH 水平降低（P＜0.05），MDA、ROS、TUNEL 阳性细胞、NLRP3、Caspase-3、cleaved 

Caspase-3 和 Caspase-1 蛋白水平明显升高（P＜0.05）。ABPS 处理逆转了 IL-1β 处理对髓核细胞氧化应激、凋亡和 NLRP3 炎性

小体活化的影响。此外，ABPS 处理减弱了 IL-1β 处理诱导的髓核细胞 MMP 降低和 mtROS 升高（P＜0.05）。ABPS 增强了

IL-1β 处理髓核细胞中 Parkin 和 LC3 的表达（P＜0.05），SQSTM1/p62 蛋白表达进一步降低（P＜0.05）。Parkin shRNA 阻断

了 ABPS 对 IL-1β 处理髓核细胞线粒体自噬、氧化应激、凋亡和 NLRP3 炎性小体的影响（P＜0.05）。此外，IL-1β 处理组髓核

细胞中的 SIRT3 蛋白水平降低（P＜0.05），ABPS 处理后细胞中的 SIRT3 蛋白水平升高（P＜0.05）。3-TYP 阻断了 ABPS 对 IL-1β

处理髓核细胞中 Parkin 介导线粒体自噬的调节作用（P＜0.05）。结论  ABPS 可通过调控 SIRT3/Parkin 信号通路介导的线粒体自

噬，减轻 IL-1β 诱导的髓核细胞氧化应激和 NLRP3 炎性小体活化。 
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Abstract: Objective  The aim of this study is to investigate the protective effect of Achyranthes Bidentata polysaccharides (ABPS) 

against degeneration of nucleus pulposus cells (NCPs) and its possible mechanisms. Methods  Rat intervertebral disc NCPs were isolated 

and treated with interleukin-1β (1L-1β) to construct a model of NCP degeneration. The cells were divided into control group, IL-1β group, 

ABPS (100 mg/L) + IL-1β group, and ABPS (200 mg/L) + IL-1β group to investigate the effects of ABPS on proliferation, oxidative stress, 

NOD-like receptor protein 3 (NLRP3) and mitophagy in 1L-1β-treated rat NCPs,. To investigate the role of mitophagy in ABPS-mediated 

inhibition of IL-1β-induced oxidative stress and NLRP3 inflammasome activation in NCPs, lentiviral vector-mediated transfection of 

Parkinson disease protein 2 (Parkin) short hairpin RNA (shRNA) was performed, followed by treatment with IL-1β and ABPS. To examine 

the role of silent information regulators 3 (SIRT3) in ABPS regulation of mitophagy, cells were divided into four groups: control, IL-1β, 

ABPS + IL-1β, and ABPS + IL-1β + 3-TYP. Immunofluorescence was employed to examine the co-localization of cell proliferation-related 

Ki 67 antigen (Ki67), cysteine-aspartate protease-3 (Caspase-3), and microtubule-associated protein 1 light 3 (LC3) with mitochondria. 

Flow cytometry was performed for cell cycle analysis. Western blotting was used to detect protein expression levels of type II Collagen, 

aggrecan, cleaved Caspase-3, NLRP3, Caspase-1, Parkin, LC3, sequestosome-1 (SQSTM1/p62), SIRT3, B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), and 

Bcl-2 associated X protein (Bax). Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) was employed to detect cell 

apoptosis. Fluorescent probes were used to assess reactive oxygen species (ROS), mitochondrial membrane potential (MMP), and 

mitochondrial ROS (mtROS). Colorimetric assays were performed to measure the levels of superoxide dismutase (SOD), glutathione 

(GSH), and malondialdehyde (MDA). Results  Compared with the control group, the viability of NCPs, type II Collagen and aggrecan 

levels, and proliferation related Ki67 fluorescence intensity were significantly decreased in the IL-1β group (P < 0.05), while the 

distribution ratio of cells in G0/G1 phase was significantly increased (P < 0.05). Compared with the 1L-1β group, cell viability, type II 

Collagen and aggrecan protein levels, and Ki67 fluorescence intensity were increased in the ABPS-treated group (P < 0.05), while the 

distribution ratio of cells in G0/G1 phase was significantly decreased (P < 0.05). Compared with the control group, the levels of SOD and 

GSH in NCPs were decreased in the IL-1β group (P < 0.05), and the levels of MDA, ROS, TUNEL-positive cells, NLRP3, Caspase3, 

cleaved Caspase-3, and Caspase1 were significantly increased (P < 0.05). ABPS treatment reversed the effects of IL-1β treatment on 

oxidative stress, apoptosis and NLRP3 inflammasome activation in NCPs. In addition, ABPS treatment attenuated the IL-1β-induced 

reduction of MMP and increase of mtROS in NCPs (P < 0.05). ABPS enhanced the expression of Parkin and LC3 in IL-1β-treated NCPs 

(P < 0.05), and SQSTM1/p62 protein expression was further reduced (P < 0.05). Parkin shRNA blocked the effects of ABPS on mitophagy, 

oxidative stress, apoptosis, and NCPs3 inflammasome in IL-1β-treated NCPs (P < 0.05). The level of SIRT3 protein in NCPs from IL-1β-

treated group was decreased (P < 0.05) and increased (P < 0.05) in ABPS-treated cells. 3-TYP blocked the regulation of ABPS on Parkin-

mediated mitophagy in IL-1β-treated NCPs (P < 0.05). Conclusion  ABPS attenuates IL-1β-induced NCPs oxidative stress and NLRP3 

inflammasome activation by modulating SIRT3/Parkin signaling pathway-mediated mitophagy. 

Key words: Achyranthis Bidentatae Radix polysaccharides; nucleus pulposus cells; silent information regulators 3; Parkinson protein; 

mitophagy 

下腰痛（lower back pain，LBP）是增加残疾率

的最重要原因之一。LBP 的发病率逐年上升，造成

了巨大的经济和医疗负担[1]。椎间盘（intervertebral 

disk，IVD）退化是导致腰背痛的主要风险因素[2]。

作为 IVD 的主要功能细胞，髓核细胞参与细胞外基

质（extracellular Matrix，ECM）的合成，在维持 IVD

的平衡方面发挥着重要作用[3]。髓核细胞的退化最终

会导致 IVD 生物力学功能的丧失。因此，延缓髓核

细胞退化和保持髓核数量对于预防和治疗 IVD 退

化非常重要。既往的研究表明，IVD 微环境导致的

氧化应激和髓核细胞过度凋亡在 IVD 退化的发病

机制中发挥着重要作用[4-5]。此外，最新研究发现，

NOD 样受体蛋白 3（NOD-like receptor protein 3，

NLRP3）炎性体的激活失调与 IVD 退化密切相关[6]。

靶向 NLRP3 炎性小体可减轻氧化应激诱导的髓核

细胞中 ECM 的降解和细胞凋亡[7]。在髓核细胞中，

NLRP3 炎症小体的激活促进了炎症因子水平的提

高，从而推动了 IVD 退化的进程[8]。 

线粒体自噬是自噬的一种特殊类型，可选择性

地降解损伤的线粒体并维持线粒体的平衡。越来越
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多的研究表明，线粒体功能障碍与许多退行性疾病

（包括 IVD 退化）密切相关[9]。有研究表明，诱导线

粒体自噬可通过清除损伤的线粒体、降低 ROS 水

平、抑制 NLRP3 炎症小体的激活以及髓核细胞凋

亡来延缓 IVD 退化过程[6]。去乙酰化酶 3（silent 

information regulator 3，SIRT3）线粒体的主要组成

部分，与包括有丝分裂、炎症、细胞凋亡和衰老在

内的许多生理和病理过程的调控密切相关 [10]。

SIRT3 的损伤会扰乱线粒体氧化还原平衡，加剧退

变髓核细胞的凋亡，而恢复 SIRT3 则会产生相反的

效果[11]。尽管如此，SIRT3 在 IVD 退化过程中调控

有丝分裂的潜在作用仍有待揭示。 

牛 膝 多 糖 （ Achyranthis Bidentatae Radix 

polysaccharides ， ABPS ）是从牛膝 Achyranthes 

bidentata Bl. 的干燥根中提取的，临床和药理研究表

明，ABPS 具有免疫调节、抗炎和抗氧化的作用[12-14]。

Fu 等[15]研究发现，ABPS 可调节 ECM 的平衡，从

而减缓骨关节炎期间软骨退化的过程。在 IVD 退化

的病理过程中，髓核细胞会释放大量炎症因子，从

而引发一连串与退化过程相关的事件[16]。根据相关

文献，白细胞介素-1β（interlenkin1β，1L-1β）常用

于构建髓核细胞退化的模型 [17]。本研究检测了

ABPS 对 1L-1β 诱导的髓核细胞中氧化应激、细胞

凋亡和 NLRP3 炎症小体活化的影响，以及其抗髓

核细胞变性的潜在分子机制，尤其是关注 SIRT3 介

导的有丝分裂。本研究为临床预防和治疗 IVD 退化

提供参考。 

1  材料 

1.1  动物 

雄性 SD 大鼠，6 周龄，体质量 170～190 g，购

自郑州华兴实验动物中心，动物许可证编号 SCXK 

2019-0002。大鼠饲养于温度 22 ℃、相对湿度（50±

5）%的环境，光照与黑暗各 12 h。所有实验方案均

经河南省中医院中心实验室动物伦理委员会批准

（伦理号 PZ-HNSZYY-2022-014）。 

1.2  药品与试剂 

牛膝（批号 Y231101）购自四川春盛药业集

团股份有限公司，经河南省中医院焦伟杰副主任

中药师鉴定为苋科植物牛膝 A. bidentata Bl. 的干

燥根。 

II 型胶原酶（type II collagen，批号 C2-BIOC）、

IL-1β（批号 SRP3083）购自美国 Sigma-Aldrich 公

司；DMEM-F12 培养基（批号 SLM-243-B）购自美

国 Gibco 公司；1%青霉素/链霉素（批号 G4003）、

0.25%胰酶-EDTA（批号 G4010）购自中国武汉

Servicebio公司。转染试剂（批号 1168027）、CMXRos

荧光探针（批号 M7512）购自美国 Invitrogen 公司；

Parkin shRNA（批号 sc-270243-V）购自美国 Santa 

Cruz；DCFH-DA 活性氧（reactive oxygen species，

ROS）探针（批号 HY-D0940）和 SIRT3 抑制剂 3-

TYP（批号 HY-108331）购自美国 MedChemExpress

公司；QuickBlock 免疫染色封闭液（批号 P0260）、

细胞增殖核抗原（proliferation related Ki 67 antigen，

Ki67）抗体（批号 AF1738）、FITC 标记山羊抗兔

IgG（H+L）荧光二抗（批号 A0562）、Cy3 标记山

羊抗兔 IgG（H+L）荧光二抗（批号 A0516）、4′, 6-

二脒基-2-苯基吲哚（4′, 6-diamidino-2-phenylindole，

DAPI）染色液（批号 C1005）、细胞计数-8 试剂盒

（cell counting kit-8，CCK-8，批号 C0038）、细胞周

期检测试剂盒（批号 C1052）、蛋白酶抑制剂混合物

（批号 P1005）、RIPA 裂解液（批号 P0013B）、辣根

过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗（批号 A0208）、原

位 末 端 标 记 法 （ TdT-mediated dUTP nick end 

labeling，TUNEL）凋亡检测试剂盒（批号 C1089）、

线粒体膜电位（mitochondrial membrane potential，

MMP）检测试剂盒（批号 C2006）购自中国上海碧

云天生物技术有限公司；Type II collagen 抗体（批

号 AF0135）、蛋白聚糖（aggrecan）抗体（批号

DF7561）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）抗体（批号

AF7021）、NLRP3 抗体（批号 DF7438）、半胱氨酸

天冬氨酸蛋白酶 -1（cystein-asparate protease-1，

Caspase-1）抗体（批号 AF5418）、SIRT3 抗体（批

号 AF5135）、帕金森疾病蛋白 2（Parkinson disease 

protein 2，Parkin）抗体（批号 AF0235）、微管相关

蛋白 1 轻链 3（microtubule-associated protein 1 light 3，

LC3）抗体（批号 AF5402）、选择性自噬接头蛋白-

1（ sequestosome-1，SQSTM1/p62）抗体（批号

AF5384）、B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-

2）抗体（批号 AF6139）、Bcl-2 关联 X 蛋白（Bcl-

2 associated X protein，Bax）抗体（批号 AF0120）、

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3 （ cystein-asparate 

protease-3，Caspase-3）抗体（批号 AF6311）、活化

型 Caspase-3 （ cleaved Casase-3 ）抗体（批号

AF7022）、ECL 显影剂（批号 S0033S）购自江苏亲

科生物研究中心有限公司；MitoSOX 线粒体活性氧
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（mitochondrial ROS，mtROS）探针（批号 LX3608）

购自中国南京沃博生物科技有限公司；超氧化物歧

化酶（superoxide dismutase，SOD）试剂盒（批号

D799594）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）试剂盒（批

号 D79961）和丙二醛（malondialdehyde，MDA）试

剂盒（批号 D799762）购自上海生工生物工程股份

有限公司；D-(＋)-无水葡萄糖（批号 50-99-7）、D-

甘露糖（批号 3458-28-4）、鼠李糖（批号 6155-35-

7）、D-(＋)-半乳糖醛酸（批号 91510-62-2）、D-半乳

糖（批号 59-23-4）、D-(＋)-木糖（批号 58-86-6）、

D-阿拉伯糖（批号 10323-20-3）、D-海藻糖（批号

6138-23-4）购自上海源叶生物科技有限公司（D-阿

拉伯糖对照品质量分数≥99%，其余各单糖对照品

质量分数均≥98%）。 

1.3  仪器 

IX71 型荧光显微镜（日本东京奥林巴斯公司）；

MK3 型酶标仪（美国 Thermo Fisher Scientific 股份

有限公司）；BD-FACSVerse 型流式细胞仪（美国 BD 

Bioscience 公司）；LSM700 型激光扫描共聚焦显微

镜（德国蔡司集团）。 

2  方法 

2.1  牛膝多糖含量测定 

2.1.1  牛膝多糖的制备  取干燥的牛膝药材粉末5 g，

置 1 000 mL 圆底烧瓶中，加入 500 mL 蒸馏水，水

浴加热回流提取 2 次，每次 1.5 h，合并滤液，浓缩，

加无水乙醇使含醇量为 90%，搅拌后 4 ℃冰箱静置

过夜，弃上清液，沉淀用无水乙醇重复洗涤 2 次，

使沉淀无醇味，放入真空冷冻干燥机中进行干燥，

直至恒定质量，即得干品牛膝多糖粉末[18]。 

2.1.2  供试品溶液的制备  精密称取“2.1.1”项下

牛膝多糖粉末 0.01 g 至 10 mL 量瓶中，用蒸馏水定

容至 10 mL，即得供试品溶液。 

2.1.3  对照品溶液的制备  精密称定无水葡萄糖

0.1 mg，用蒸馏水定容至 100 mL，制成质量浓度为

0.1 mg/mL 的葡萄糖对照品溶液。 

2.1.4  苯酚-硫酸法最大吸收波长的选择  精密吸

取葡萄糖对照品溶液 100 μL，用蒸馏水定容至 1.0 mL，

转移到试管中，加 5%苯酚溶液 1 mL 混匀，迅速加

入浓硫酸 5 mL，摇匀后置沸水浴中 20 min，取出后

冰水浴 10 min，冷却至室温。同法制得供试品溶液

和空白溶液，在 200～800 nm 内测定吸光度（A）

值，结果表明最大吸收波长为 485 nm[19]。 

2.1.5  标准曲线的绘制  精密吸取标准品溶液 20、

40、80、120、160、250 μL，分别定容至 1.0 mL 量瓶，

转移入试管，再加 1 mL 的 5%苯酚溶液，摇匀后迅速

加入浓硫酸 5 mL，振摇，沸水浴中加热 20 min 后，

冰水浴 10 min 至室温，使用紫外可见分光光度计在

485 nm 处测定 A 值。以 A 值为纵坐标（Y），以葡萄

糖含量为横坐标（X），进行回归处理，绘制标准曲

线，回归方程为 Y＝3.9875 X＋0.1575，R2＝0.999 7，

表明线性关系良好。 

2.1.6  稳定性试验  精密吸取“2.1.1”项下制备的

同一供试品溶液，按照“2.1.4”项方法测定 A 值，以

30 min 为间隔，连续测定 2 h，计算得 RSD 为 1.92%，

表明室温条件下供试品溶液 2 h 内稳定性良好。 

2.1.7  精密度试验  精密吸取牛膝多糖供试品溶

液，按照“2.1.4”项测定 A 值，重复测定 6 次，计

算得 RSD 为 2.15%，表明仪器精密度良好。 

2.1.8  重复性试验  精密称取同一供试品 6 份，按

照“2.1.4”项方法测定 A 值，考察其重复性。结果

RSD 为 0.19%，表明该方法重复性良好。 

2.1.9  含量测定   吸取供试品溶液 1.0 mL，按

“2.1.4”项下进行测定，根据回归方程计算结果，按

干燥品计算样供试品中多糖含量。重复 3 次平行实

验，计算得出牛膝多糖平均提取率 28.45%，质量分

数为 47.58%。 

2.2  溶液的制备及色谱分析 

2.2.1  单糖对照品溶液  分别称取 D-(＋ )-无水

葡萄糖（6.87 mg）、D-甘露糖（5.51 mg）、鼠李

糖（5.70 mg）、D-(＋)-半乳糖醛酸（4.66 mg）、D-

阿拉伯糖（4.35 mg）、D-(＋)-半乳糖（4.25 mg）、

D(＋)-木糖（4.54 mg）、海藻糖（5.69 mg），至 1 mL

量瓶中，用水溶解并稀释至刻度，涡旋混匀获得上

述 8 种单糖的单一对照品溶液。 

2.2.2  牛膝多糖水解液  称取 100 mg 牛膝多糖粉，

用 2 mol/L 三氟乙酸溶液溶解，密封后，110 ℃水

解 4 h 后取出，冷却至室温，用 3 mol/L 氢氧化钠溶

液调节 pH 值至 6.5。 

2.2.3  衍生化处理及各衍生化溶液制备  分别吸

取“2.2.1”项下各单糖对照品溶液、“2.2.2”项下多

糖水解液各 0.3 mL，分别依次加入 0.5 mol/L PMP-

甲醇溶液和 0.3 mol/L 氢氧化钠溶液，涡旋混合，

70 ℃衍生 30 min，冷却至室温，加入 0.3 mol/L 氯

化氢溶液终止反应。在离心管中加入 1 mL 氯仿溶

液进行萃取，弃去氯仿层，取上层溶液；重复 3 次，

合并上层溶液后经 0.45 µm 滤膜滤过，收集滤液，
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获得经衍生化处理后的各溶液。分别吸取经衍生

化处理后的各单糖对照品溶液 0.2 mL，合并后经

0.45 µm 滤膜滤过，收集滤液，获得经衍生化处理

后的混合对照品溶液。 

2.2.4  色谱条件与系统适用性试验  采用 RD-C18

（250 mm×4.6 mm，5 µm）色谱柱，以 pH 6.5 磷酸

盐缓冲液（A）-乙腈（B）为流动相，等度洗脱（82∶

18）30 min；柱温为 35 ℃；体积流量 1.0 mL/min；

检测波长为 250 nm；进样体积为 10 µL。取“2.2.2”

“2.2.3”项的牛膝多糖水解液和混合对照品溶液，进

样测定并记录色谱图。 

2.3  髓核细胞的分离和培养 

对 30 只雄性 SD 大鼠 ip 过量戊巴比妥（＞

150 mg/kg）后实施安乐死。在显微镜下仔细解剖分离

腰椎。为了释放髓核细胞，用 0.1%的 Type II Collagen

在 37 ℃下消化髓核组织 4 h。用 200 目滤网滤过后，

髓核细胞于 DMEM-F12 培养基（含 1%青霉素/链霉

素）、5% CO2、37 ℃培养。培养基每隔 1 d 更换 1 次。

通过免疫荧光法检测 P1 和 P3 代细胞中 Type II 

Collagen 的表达水平，对髓核细胞进行鉴定。 

2.4  细胞分组与给药 

2.4.1  ABPS 对髓核细胞存活率的影响  分别用

6.25、12.50、25.00、50.00、100.00、200.00 和

400.00 mg/L 的 ABPS 处理髓核细胞 24 h，选取

ABPS 合适的处理剂量。 

2.4.2  ABPS 对 IL-1β 处理髓核细胞增殖、氧化应

激、NLRP3 炎性小体活化和线粒体自噬的影响  将

细胞分为对照组、IL-1β 组、ABPS（100 mg/L）＋

IL-1β 组、ABPS（200 mg/L）＋IL-1β 组，除对照

组外，其余各组均用 10 ng/mL 的 IL-1β 处理细胞

24 h，建立髓核细胞退化模型。 

2.4.3  Parkin 调节的线粒体自噬在 ABPS 抑制 IL-

1β 诱导髓核细胞氧化应激和 NLRP3 炎症小体活化

中的作用  按照说明书，先用阴性对照（NC）shRNA

和 Parkin shRNA（50 nmol/L）转染细胞。随后将细

胞分为对照（NC shRNA 转染）组、IL-1β（NC shRNA

转染）组、ABPS（200 mg/L）＋IL-1β（NC shRNA

转染）组、ABPS（200 mg/L）＋IL-1β（Parkin shRNA

转染）组。 

2.4.4  SIRT3 在调控 Parkin 介导线粒体自噬中的作

用  将髓核细胞分为对照组、IL-1β 组、ABPS＋IL-

1β 组、ABPS＋IL-1β＋3-TYP 组。使用 SIRT3 抑制

剂 3-TYP（50 μmol/L）预处理 2 h 后，采用 200 mg/L

的 ABPS 与 10 ng/mL IL-1β 继续处理细胞 24 h。 

2.5  免疫荧光染色 

将髓核细胞以 1×105 个/mL 密度接种于 24 孔

板，每孔 1 mL 细胞悬液，按“2.4.2”项下方法处理

细胞。室温下用 4%多聚甲醛固定细胞 20 min。随后，

用 0.1%TritonX-100 在室温下透化髓核细胞 15 min。

用 QuickBlock 阻断缓冲液阻断细胞 15 min，然后用

Type II Collagen（1∶100）、Ki67（1∶200）或 Caspase-

3（1∶100）抗体于 4 ℃孵育过夜。用 PBS 冲洗 3

次后，用 FITC 标记山羊抗兔二抗（1∶200）和 Cy3

标记山羊抗兔二抗（1∶200）孵育细胞。最后，用

DAPI 染色液对细胞核进行反染色，避光 5 min。采

用荧光显微镜采集图像。 

2.6  细胞存活率检测 

将髓核细胞以 5×104个/mL 密度接种于 96 孔板，

每孔 100 μL 细胞悬液，设置空白组。按“2.4.2”项下

方法处理细胞。每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，37 ℃孵

育 2 h，于 450 nm 波长下测定A 值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.7  流式细胞仪分析细胞周期 

将髓核细胞以 2×105个/孔密度接种于 6 孔板，

按“2.4.2”项下方法处理细胞。使用流式细胞仪，

按照试剂盒说明书分析细胞周期。 

2.8  Western blotting 检测相关蛋白表达 

用含有蛋白酶抑制剂混合物的预冷 RIPA 缓冲

液裂解髓核细胞，4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min，

取上清。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳，转至 PVDF 膜，室温下用 5%脱脂奶粉封

闭 2 h，分别孵育一抗 Type II Collagen（1∶2 000）、

aggrecan（1∶2 000）、GAPDH（1∶5 000）、NLRP3

（1∶1 000）、Caspase-1（1∶1 000）、PINK1（1∶

1 000）、Parkin（1∶1 000）、LC3 (1∶1 000）、P62

（1∶1 000）、SIRT3（1∶1 000）、cleaved Caspase-3

（1∶1 000）、Bax（1∶1 000）和 Bcl-2（1∶2 000），

二抗室温孵育 1 h。采用 ECL 显影，Image-J 软件对

灰度值进行分析。 

2.9  ROS 的测定 

加入终浓度为 10 μmol/L 的 DCFH-DA 试剂，

37 ℃下避光孵育 20 min。用无血清培养基清洗 2

次后，用荧光显微镜观察细胞。此外，使用

MitoSOX 探针检测 mtROS 水平。将 MitoSOX 工

作溶液（5 μmol/L）加入到髓核细胞中，在 37 ℃条

件下避光孵育 10 min，HBSS 洗涤 3 次后，使用荧
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光显微镜拍照。 

2.10  SOD、GSH 和 MDA 的测定 

收集髓核细胞，按照试剂盒说明书测定 SOD、

GSH 和 MDA 的水平。 

2.11  TUNEL 染色法检测髓核细胞的凋亡 

用 4%多聚甲醛固定髓核细胞 30 min，再用 0.3% 

TritonX-100 通透 5 min。根据试剂盒说明书，用

TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒测定髓核细胞的凋亡。

观察前用DAPI染色液复染细胞核，于显微镜下观察。 

2.12  MMP 检测 

在37 ℃避光条件下，用JC-1工作溶液（2 μmol/L）

孵育髓核细胞 30 min，于荧光显微镜下观察并拍照。 

2.13  线粒体自噬的测定 

将髓核细胞以 1×105 个/孔密度接种于铺有载

玻片的 6 孔板。PBS 洗涤细胞 2 次，200 nmol/L 

CMXRos 荧光探针 37 ℃孵育 30 min 进行线粒体标

记，4%多聚甲醛固定、0.3% TritonX-100 透化，封

闭结束后添加 LC3 一抗（1∶100）孵育过夜。用

FITC 标记的山羊抗兔二抗孵育细胞，DAPI 染核后

使用激光扫描共聚焦显微镜采集图像。 

2.14  统计学分析 

使用 SPSS19.0 统计软件进行数据分析，数据

以 x s 表示。多组间和两组间的差异分别采用单因

素方差分析、LSD 检验和 t 检验。 

3  结果 

3.1  单糖成分含量测定 

如图 1 所示，各成分峰均能达到良好分离（分

离度均大于 1.5），理论板数以甘露糖计大于 6 000，

且阴性对照溶液对样品峰的测定不产生干扰。牛膝

多糖中甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半

乳糖、阿拉伯糖的质量分数分别为 3.98、21.27、4.29、

6.66、3.47、10.81 mg/g。 

3.2  对 IL-1β处理大鼠髓核细胞增殖和退变的影响 

免疫荧光染色结果显示，Type II Collagen 在细

胞中表达（呈红色荧光），且 P1 代和 P3 代细胞中

Type II Collagen 表达没有明显差异（图 2-A）。如图

2-B 所示，与对照组比较，400.00 mg/L ABPS 处理

的髓核细胞存活率显著降低（P＜0.05）。如图 2-C

所示，与对照组比较，IL-1β 组细胞存活率显著降低

（P＜0.05）；与 IL-1β 组比较，ABPS 低、高剂量组

细胞存活率显著升高（P＜0.05）。如图 2-D～G 所

示，与对照组比较，IL-1β 组的 Ki67 蛋白表达水平

降低（P＜0.05），G0/G1期细胞分布比例升高；与 IL- 

 

A-混合对照品溶液；B-牛膝多糖水解液；1-D-甘露糖；2-鼠李糖；

3-D-(＋)-半乳糖醛酸；4-D-(＋)-无水葡萄糖；5-D-(＋)-半乳糖；6-

D-(＋)-木糖；7-D-阿拉伯糖；8-海藻糖。 

A-mixed reference substance solution; B-hydrolyzate of Achyranthis 

Bidentatae Radix polysaccharides; 1-D-mannose; 2-rhamnose; 3-D-(+)-

galacturonic acid; 4-D-(+)-anhydrous glucose; 5-D-(+)-galactose; 6-

D-(+)-xylose; 7-D-arabinose; 8-trehalose. 

图 1  衍生化-HPLC 图谱 

Fig. 1  Derivatization-HPLC chromatograms 

1β 组比较，ABPS 低、高剂量组细胞中 Ki67 蛋白

表达显著升高（P＜0.05），G0/G1 期细胞比例降低。

如图 2-H、I 所示，与对照组比较，IL-1β 组 Type Ⅱ 

Collagen 和 aggrecan 蛋白表达显著降低（P＜0.05）；

与 IL-1β组比较，ABPS低、高剂量组Type Ⅱ Collagen

和 aggrecan 蛋白表达显著增加（P＜0.05）。以上结

果表明，ABPS 能改善 IL-1β 对髓核细胞增殖的抑

制作用，延缓髓核细胞退变。 

3.3  对 IL-1β 处理大鼠髓核细胞氧化应激、凋亡和

NLRP3 炎性小体活化的影响 

如图 3-A、B 所示，与对照组比较，IL-1β 组髓

核细胞中的 ROS 水平显著升高（P＜0.05）；与 IL-

1β 组比较，ABPS 低、高剂量组髓核细胞中的 ROS

水平显著降低（P＜0.05）。如图 3-C、D 所示，与对

照组比较，IL-1β 组细胞的 SOD 活性和 GSH 水平

显著降低（P＜0.05）；与 IL-1β 组比较，ABPS 低、

高剂量组髓核细胞中的 SOD 活性和 GSH 水平显著

升高（P＜0.05）；如图 3-E～G 所示，与对照组比

较，IL-1β 组细胞中 MDA 含量和 TUNEL 阳性细胞

数显著升高（P＜0.05）；与 IL-1β 组比较，ABPS 低、

高剂量组细胞中 MDA 含量和 TUNEL 阳性细胞数

降低（P＜0.05）。如图 3-H～K 所示，与对照组比

较，IL-1β 组细胞中 Caspase-3 和 cleaved Caspase-3

蛋白表达均显著增加（P＜0.05）；与 IL-1β 组比较，
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A-P1、P3 代髓核细胞中 Type II Collagen 的蛋白表达；B-不同质量浓度 ABPS 处理髓核细胞 24 h 后的细胞活力；C-CCK-8 测定细胞活力；D、E-

各组髓核细胞中 Ki67 的免疫荧光结果；F、G-细胞周期分布；H、I-髓核细胞中 Type II Collagen 和 aggrecan 蛋白的表达；与对照组比较：#P＜0.05；

与 IL-1β 组比较：*P＜0.05，下图同。 

A-protein expression of Type II Collagen in P1 and P3 generation nucleus pulposus cells; B-cell viability of nucleus pulposus cells after 24 h treatment 

with different concentrations of ABPS; C-cell viability was determined by CCK-8. D, E-immunofluorescence results of Ki67 in nucleus pulposus cells in 

each group; F, G-cell cycle distribution; H, I-protein expressions of Type II Collagen and aggrecan in nucleus pulposus cells; #P < 0.05 vs control group; 

*P < 0.05 vs IL-1β group, same as below figures. 

图 2  ABPS 对 IL-1β 处理大鼠髓核细胞增殖和退变的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of ABPS on proliferation and degeneration of IL-1β treated rat nucleus pulposus cells ( x s , n = 3) 
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A、B-ROS 水平；C-SOD 活性；D-GSH 水平；E-MDA 含量；F、G-TUNEL 染色法测定 TUNEL 阳性细胞率；H、I-Caspase-3 的蛋白表达；J、

K-cleaved Caspase-3 蛋白表达；L～N-NLRP3 和 Caspase-1 蛋白的表达。 

A, B-ROS levels; C-SOD activity; D-GSH level; E-MDA content; F, G-TUNEL positive cell rate was determined by TUNEL staining. H, I-Caspase-3 

protein expression; J, K-cleaved Caspase-3 protein expression; L—N-protein expressions of NLRP3 and Caspase-1. 

图 3  ABPS 对 IL-1β 处理大鼠髓核细胞氧化应激、凋亡和 NLRP3 炎性小体活化的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effect of ABPS on oxidative stress, apoptosis and activation of NLRP3 inflammasome in IL-1β treated rat nucleus 

pulposus cells ( x s , n = 3)  

ABPS 低、高剂量组细胞中 Caspase-3 和 cleaved 

Caspase-3 蛋白表达均显著降低（P＜0.05）。如图 3-

L～N 所示，与对照组比较，IL-1β 组细胞中 NLRP3

和 Caspase-1 蛋白水平显著升高（P＜0.05）；与 IL-

1β 组相比，ABPS 低、高剂量组细胞中 NLRP3 和

Caspase-1 蛋白水平显著降低（P＜0.05）。以上结果

表明，ABPS 可抑制 IL-1β 诱导的髓核细胞氧化应

激、凋亡和 NLRP3 炎性小体活化。 

3.4  对髓核细胞线粒体自噬的影响 

如图 4-A、B 所示，与对照组比较，IL-1β 组细

胞 MMP 水平降低（P＜0.05）；与 IL-1β 组相比，

ABPS 低、高剂量组细胞 MMP 水平显著升高（P＜

0.05）。如图 4-C、D 所示，与对照组比较，IL-1β 组

细胞 mtROS 水平升高（P＜0.05）；与 IL-1β 组比较，
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A、B-JC-1 染料检测髓核细胞中 MMP 的变化；C、D-mtROS 染料检测细胞中 mtROS 的变化；E-观察 LC3 与线粒体（Mitotracker 标记）的共

定位情况；F～I-细胞中 Parkin 蛋白、LC3II/LC3I 的值和 p62 蛋白表达。 

A, B-changes of MMP in nucleus pulposus cells were detected by JC-1 dye; C, D-mtROS dye was used to detect changes of mtROS in cells. E-co-

localization of LC3 and mitochondria (Mitotracker label) was observed; F—I-pxpressions of Parkin protein, LC3II/LC3I and p62 protein in cells. 

图 4  ABPS 对髓核细胞线粒体自噬的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of ABPS on mitophagy in nucleus pulposus cells ( x s , n = 3)  

ABPS 低、高剂量组细胞 mtROS 水平显著降低（P＜

0.05）。如图 4-E 所示，ABPS 促进了自噬蛋白 LC3

与线粒体的共定位。如图 4-F～I 所示，与对照组比

较，IL-1β组细胞 Parkin蛋白表达水平和LC3II/LC3I

的值显著升高（P＜0.05），p62 蛋白水平显著降低

（P＜0.05）；与 IL-1β 组相比，ABPS 低、高剂量组

细胞 Parkin 蛋白表达水平和 LC3II/LC3I 的值显著

升高（P＜0.05），p62 蛋白水平显著降低（P＜0.05）。

结果表明，ABPS 可激活 IL-1β 处理髓核细胞的线

粒体自噬。 

3.5  Parkin shRNA 对 ABPS 处理髓核细胞线粒体

自噬的影响 

如图 5-A～C 所示，Parkin shRNA 可抑制 ABPS

诱导的 Parkin 和 LC3 蛋白表达上调（P＜0.05）。如 
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A～C-各组髓核细胞中 Parkin 蛋白表达和 LC3II/LC3I 的值；D-LC3 与线粒体的共定位；与对照组比较：#P＜0.05；与 IL-1β 组比较，*P＜0.05；

与 ABPS＋IL-1β 组（NC shRNA）比较：▲P＜0.05，下图同。 

A—C-Parkin protein expression and LC3II/LC3I in nucleus pulposus cells from each group; D-co-localization of LC3 with mitochondria; #P < 0.05 vs 

control group; *P < 0.05 vs IL-1β group; ▲P < 0.05 vs ABPS + IL-1β group (NC shRNA), same as below figures. 

图 5  Parkin shRNA 减弱了 ABPS 诱导的髓核细胞线粒体自噬 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Parkin shRNA attenuates ABPS-induced mitophagy in nucleus pulposus cells ( x s , n = 3) 

图 5-D 所示，Parkin shRNA 阻止了 LC3 与线粒体

的共定位。结果表明，Parkin 参与了 ABPS 诱导的

髓核细胞线粒体自噬。 

3.6  Parkin shRNA 对 ABPS 处理髓核细胞氧化应

激、凋亡和 NLRP3 炎性小体活化的影响 

如图 6-A～F 所示，ABPS 处理能够逆转 IL-1 逆

诱导的 MMP 降低以及 ROS 和 mtROS 水平的升高。

Parkin shRNA 减弱了 ABPS 对 IL-1β 处理髓核细胞 

MMP、ROS 和 mtROS 水平的影响。如图 6-G～K

所示，Parkin shRNA 减弱了 ABPS 对 IL-1β 处理髓

核细胞 MDA 水平、Caspase-3 表达和 NLRP3 炎性

小体活化的抑制作用。如图 6-L～N 所示，Parkin 

shRNA 抑制了 ABPS 诱导的 Type II Collagen 和

Aggrecan 蛋白表达上调。结果表明，ABPS 对 IL-1β

处理髓核细胞的保护作用与其激活Parkin介导的线

粒体自噬有关。 

3.7  ABPS 对 IL-1β 处理髓核细胞中 SIRT3 蛋白

表达的影响 

如图 7-A、B 所示，与对照组相比，IL-1β 组髓

核细胞中 SIRT1 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05）；

与 IL-1β 组比较，ABPS＋IL-1β 组细胞中的 SIRT1

蛋白表达水平未见明显变化。如图 7-C、D 所示，

IL-1β 组髓核细胞中 SIRT3 蛋白表达水平较对照组

显著降低（P＜0.05），而 ABPS＋IL-1β 组细胞中的

SIRT1 蛋白表达水平与 IL-1β 组比较显著升高（P＜

0.05）。如图 7-E～G 所示，与 ABPS＋IL-1β 组比较，

ABPS＋IL-1β＋3-TYP 组细胞中的 SIRT3 和 Parkin

蛋白水平降低（P＜0.05）。研究结果表明，ABPS 通

过影响 SIRT3 来调控 Parkin 蛋白表达。 

3.8  3-TYP 对细胞线粒体自噬、氧化应激、凋亡和

NLRP3 炎性小体活化的影响 

如图 8-A～C 所示，与对照组比较，IL-1β 组细

胞 LC3 与线粒体共定位程度升高和 mtROS 水平显

著升高（P＜0.05）；与 IL-1β 组比较，ABPS＋IL-1β

组细胞 LC3 与线粒体共定位程度升高，mtROS 水

平显著降低（P＜0.05）；与 ABPS＋IL-1β 组比较，

ABPS＋IL-1β＋3-TYP 组细胞 LC3 与线粒体共定位

程度降低，mtROS 水平显著升高（P＜0.05）。如图

8-D～G 所示，与对照组比较，IL-1β 组细胞 Bax 和

NLRP3 蛋白水平显著升高（P＜0.05），Bcl-2 蛋白水

平显著降低（P＜0.05）；与 IL-1β 组比较，ABPS＋IL-

1β 组细胞 Bax 和 NLRP3 蛋白水平显著降低（P＜

0.05），Bcl-2 蛋白水平显著升高（P＜0.05）；与

ABPS＋IL-1β 组比较，ABPS＋IL-1β＋3-TYP 组

细胞 Bax 和 NLRP3 蛋白水平显著升高（P＜0.05），

Bcl-2 蛋白水平显著降低（P＜0.05）。结果表明， 
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A、B-MMP 水平；C、D-DCFH-DA 染色法检测髓核细胞中 ROS 水平；E、F-mtSOX 染色测定髓核细胞中 mtROS 的变化；G-MDA 含量；H、

I-Caspase-3 蛋白表达；J、K-NLRP3 蛋白表达；L～N-细胞中 Type II Collagen 和 Aggrecan 蛋白表达。 

A, B-MMP level; C, D-ROS levels in nucleus pulposus cells were detected by DCFH-DA staining; E, F-changes of mtROS in nucleus pulposus cells were 

measured by mtSOX staining; G-MDA content; H, I-Caspase-3 protein expression; J, K-NLRP3 protein expression; L—N-protein expressions of Type II 

Collagen and Aggrecan in cells.  

图 6  Parkin shRNA 对髓核细胞氧化应激和 NLRP3 炎症小体的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effects of Parkin shRNA on oxidative stress and NLRP3 inflammasome in nucleus pulposus cells ( x s , n = 3) 
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A～D-Western blotting 检测 SIRT1 和 SIRT3 表达。E～G-Western blotting 检测 SIRT3 和 Parkin 蛋白表达；与对照组比较：#P＜0.05；与 IL-1β 组

比较，*P＜0.05；与 ABPS＋IL-1β 组比较：▲P＜0.05；下图同。 

A—D-expressions of SIRT1 and SIRT3 were determined by Western blotting. E—G-expressions of SIRT3 and Parkin were determined by Western blotting; 

#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs IL-1β group; ▲P < 0.05 vs ABPS + IL-1β group; same as below figures. 

图 7  ABPS 对 IL-1β 处理的髓核细胞中 SIRT3 表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effects of ABPS on SIRT3 expression in IL-1β-treated nucleus pulposus cells ( x s , n = 3) 

 

A-线粒体自噬代表性图像；B、C-mtROS 水平；D～G-Bax、Bcl-2 和 NLRP3 的蛋白表达。 

A-representative images of mitophagy; B, C-mtROS level; D—G-protein expressions of Bax, Bcl-2, and NLRP3. 

图 8  3-TYP 对细胞线粒体自噬、氧化应激、凋亡和 NLRP3 炎性小体活化的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effects of 3-TYP on mitophagy, oxidative stress, apoptosis and NLRP3 inflammasome activation ( x s , n = 3) 
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ABPS 通过调控 SIRT3 抑制 IL-1β 诱导的髓核细胞

氧化应激、凋亡和 NLRP3 炎性小体活化。 

4  讨论 

流行病学调查显示，IVD 是腰椎疼痛最常见的

原因。近年来，IVD 退行性病变的发病率逐年增加，

发病年龄有年轻化的趋势，这给世界公共卫生安全

带来了巨大的挑战[20]。IVD 退行性病变的主要病

理基础是髓核细胞数目以及活性的降低、细胞外基

质合成减少和细胞凋亡水平的增加。作为一种炎性

细胞因子，IL-1β 参与调节免疫反应和炎症反应，

加速各种炎症性疾病的进展[21]。IL-1β 治疗可引起

细胞外基质降解增加，促进 IVD 退行性病变发展

过程中髓核细胞的退变[22]。因此，本研究利用 IL-

1β 刺激大鼠原代髓核细胞，建立退变髓核细胞模

型。本研究结果显示，在 IL-1β 刺激下，髓核细胞

的细胞活力和 Ki67 水平降低，外基质标志物蛋白

质 Type II Collagen 和 Aggrecan 表达水平降低，凋

亡率增加。ABPS 是从牛膝中提取的多糖类化合物，

具有多种药理作用，如抗炎、抗氧化、抗肿瘤和抗

衰老[23]。本研究的结果表明，ABPS 干预缓解了 IL-

1β 对髓核细胞增殖的抑制作用，增加了退变髓核细

胞中 Type II Collagen 和 Aggrecan 的表达水平，显

著降低了细胞的凋亡率，表明 ABPS 可以在体外抑

制 IL-1β 诱导的髓核细胞退变。 

氧化应激和炎症是导致上述病理变化的关键

因素，抗炎和抗氧化疗法是改善 IVD 退化过程中髓

核细胞损伤和结构破坏的有效策略[24]。组织或细胞

中过度产生的 ROS 与抗氧化防御系统之间的严重

失衡导致细胞受损。紊乱的 ROS 清除过程可诱导

IVD 细胞凋亡，降低 Type II Collagen 的表达，引起

细胞外基质降解失衡，加速 IVD 退化过程[25]。此

外，炎症是髓核细胞退变的另一个重要特征[26]。越

来越多的证据表明，NLRP3/Caspase-1 通路参与了

髓核细胞的退变过程，并具有促进炎症的作用[27]。

一旦 NLRP3 炎症小体被激活，就可以激活下游的

Caspase-1，从而促进炎症细胞的聚集并引发一系列

炎症反应[28]。本研究的结果显示，ABPS 减轻了 IL-

1β 诱导的 ROS 和 MDA 水平升高以及 GSH 水平的

降低。本研究结果表明，IL-1β 处理后髓核细胞中的

NLRP3 和Caspase-1 的蛋白水平显著升高，而ABPS

则抑制了 NLRP3/Caspase-1 信号的活化。这些结果

表 明 ， ABPS 可 以 通 过 抑 制 氧 化 应 激 和

NLRP3/Caspase-1 通路活化来延缓 IL-1β 诱导的髓

核细胞退变退化。 

作为细胞“动力源”的线粒体，参与了多种重

要的细胞过程。线粒体也是ROS生成的主要来源[29]。

由于这些关键功能，维持线粒体的稳态对细胞至关

重要。线粒体功能障碍在多种退行性疾病中受到影

响，包括 IVD[30]。研究表明，IL-1β 引起髓核细胞

中线粒体功能障碍。自噬可清除功能障碍的线粒

体，因此成为维持线粒体稳态的关键机制[31]。受损

的自噬会导致损伤的线粒体积累，引起氧化应激、

NLRP3 炎症小体激活、髓核细胞退变以及 ECM 降

解，从而促进 IVD[10]。由于 ABPS 对 IL-1β 诱导的

髓核细胞退变具有保护作用[32]。因此，本研究进一

步探究了 ABPS 对线粒体自噬的影响。结果表明，

ABPS 增加了 IL-1β 处理髓核细胞中的 Parkin 和

LC3 的表达，线粒体自噬水平明显增加。然而，

Parkin shRNA 显著逆转了 ABPS 对 IL-1β 处理髓核

细胞线粒体自噬的影响，以及其对髓核细胞氧化应

激、细胞凋亡和 NLRP3 炎性小体活化的抑制作用。

这表明 ABPS 对退变髓核细胞的保护作用与 Parkin

介导的线粒体自噬有关。 

为了阐明 ABPS 如何调节 Parkin 介导的线粒体

自噬，着重研究了 SIRT1 和 SIRT3 的调节作用。

SIRT1 是一种依赖 NAD 的去乙酰化酶，通过调节

IVD 退化过程中的 Parkin 依赖性自噬，减轻 IL-1β

诱导的髓核细胞焦亡，从而发挥保护作用[32]。与之

前的研究一致，在 IL-1β 处理的 NPC 中观察到了

SIRT1 表达的降低。然而，ABPS 孵育并未影响 IL-

1β 处理髓核细胞中 SIRT1 的表达。作为重要的线粒

体去乙酰化酶，SIRT3 主要位于线粒体中，影响与

线粒体稳态相关的几乎所有重要方面[33-34]。在退化

的髓核组织中，SIRT3 的表达降低，促进 SIRT3 表

达是治疗 IVD 退化的有效策略[35]。本研究发现，

ABPS 显著减轻了 IL-1β 诱导的 SIRT3 在髓核细胞

中的减少。SIRT3-特异性抑制剂 3-TYP 显著抑制了

Parkin 表达和线粒体自噬的活化，ABPS 缓解的细

胞凋亡、氧化应激和 NLRP3 炎症小体激活也受到

3-TYP 的抑制[36]。本研究结果表明，ABPS 通过调

节 SIRT3/Parkin 信号通路来抑制 IL-1β 诱导的氧化

应激和炎症反应。 

综上，本研究结果表明 ABPS 能够延缓 IL-1β

诱导的髓核细胞退变。线粒体自噬激活可降低 IL-

1β诱导的髓核细胞氧化应激、细胞凋亡以及NLRP3

炎性小体活化，其机制可能与 SIRT3/Parkin 信号通
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路的激活有关。然而，本研究仅限于细胞体外实验，

未来可以通过体内实验进一步研究 ABPS 在延缓

IVDD 中的作用及其机制。 
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