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摘要 目的 探讨 miＲ-155 对大鼠髓核细胞的保护作用及
机制。方法 培养大鼠髓核细胞; 白介素 1β( IL-1β) 处理、

转染后，检测 miＲ-155 表达; 细胞分为 Control 组( 对照组) 、
IL-1β组( 模型组) 、IL-1β + miＲ-155 mimic组和 IL-1β + miＲ-
155 inhibitor组，流式细胞术检检测细胞凋亡率; ELISA 法检
测白介素 6( IL-6) 、诱导型一氧化氮合酶( iNOS) 、白介素 10
( IL-10) 表达水平;采用试剂盒检测乳酸脱氢酶( LDH) 、超氧
化物歧化酶( SOD) 、丙二醛( MDA) 、谷胱甘肽 ( GSH) 含量;
Western blot法检测 Caspase-3、Caspase-9、p65、p-p65、肿瘤坏
死因子 α ( TNF-α) 蛋白表达水平。结果 IL-1β 抑制 miＲ-
155 表达;与对照组相比，模型组髓核细胞凋亡率、Caspase-
3、Caspase-9、IL-6、iNOS、LDH、MDA、NF-κB p65 和 TNF-α 表
达增加，IL-10、SOD 和 GSH 则降低; 与模型组相比，miＲ-155
mimic反向调节上述指标。结论 miＲ-155 抑制大鼠髓核细
胞凋亡、炎症和氧化应激，可能与抑制 NF-κB 信号通路激活
有关。
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椎间盘易受损伤而发生形态学改变，因此造成

疼痛性症状和神经功能损伤给患者家庭和社会造成

了沉重的压力［1 － 2］。目前，椎间盘退变 ( interverte-
bral disc degeneration，IDD) 的治疗方法包括保守治
疗、椎间盘切除和脊柱融合等，但这些方法疗效有
限，不能产生可预测和可靠的结果［3 － 4］。研究［2，5］

表明，炎症微环境和新神经支配产生是椎间盘性疼

痛的来源，其中白介素 1β( interleukin-1β，IL-1β) 可
影响椎间盘细胞衰老、自噬和与增殖、再生有关的基
因表达。微小 ＲNA( microＲNAs，miＲNAs) 对编码基
因表达有负性调控作用，参与炎症性疾病的调

控［6］。研究［7］表明，miＲ-155 在髓核细胞变性过程
中表达下调。但 miＲ-155 对大鼠椎间盘细胞凋亡、

炎症反应和氧化应激的影响尚不清楚。基于此，该
文探究 miＲ-155 对 IL-1β 诱导的大鼠髓核细胞凋
亡、炎症和氧化应激的作用及其机制。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 清洁级 SD 大鼠 10 只，雌雄不
限，180 ～ 220 g，购自北京维通利华实验动物公司
［SCXK( 京) 2015-0001］。饲养于新乡医学院实验
室，适应性喂养 1 周，温度 ( 25 ± 2 ) ℃，湿度 ( 40 ±
5) %，光照 10 ～ 12 h，自由采食和饮水。试验均经
过本院动物伦理委员会批准，并按照实验动物使用

的 3Ｒ原则给予人道关怀。
1． 1． 2 主要试剂 Ⅱ型胶原酶( C6885 ) 、0. 25%胰
蛋白酶( T6424) 和 IL-1β( SＲP3083) 购自美国 Sigma
公司; TUNEL细胞凋亡检测试剂盒( T2190) 、软骨染
色液( 甲苯胺蓝法) ( G2543 ) 、软骨染色液 ( 番红 O
法) ( G2540 ) 、总 ＲNA 提取试剂盒 ( Ｒ1200 ) 、定量
PCＲ试剂盒 ( T2210 ) 购自索莱宝公司; DMEM/F12
培养液( 11320082 ) 、青链霉素溶液 ( 15070063 ) 、胎
牛血清 ( 12483020 ) 购自美国 Gibco 公司; miＲ-155
mimic、miＲ-155 inhibitor 和阴性质粒购自美国 Hy-
clone 公司; 兔源 Caspase-3 ( ab4051 ) 、Caspase-9
( ab32539) 、p-p65( ab76302) 、p65 ( ab32536 ) 、TNF-α
( ab221921) 和 GAPDH( ab181602 ) 单克隆抗体购自
Abcam公司;引物使用 Primer5． 0 软件设计，由南京
金斯瑞生物科技有限公司合成。
1． 2 方法
1． 2． 1 大鼠髓核细胞培养［8］ CO2 麻醉法处死大

鼠，75%酒精体表浸泡消毒; 分离胸腰段脊柱，充分
暴露椎间盘，髓核组织; 磷酸盐缓冲液 ( PBS) 液漂
洗，切成约 1 mm3 组织块，移入灭菌离心管，加

0. 1% Ⅱ型胶原酶，37 ℃振荡消化 30 min; 1 000 r /
min × 5 min，弃上清液; PBS 液漂洗; 加 0. 1% Ⅱ型
胶原酶重悬，37 ℃、5% CO2 条件下孵育 4 h;将细胞
悬液用 70 μm 孔径细胞筛网过滤，用 DMEM/F 12
离心洗涤;转入 25 cm2 细胞培养瓶，加含 10%胎牛
血清 DMEM培养液，37 ℃、5% CO2 恒温培养箱中
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培养。观察生长情况，一般 4 ～ 5 d 换液，去除未贴
壁组织块，以后每 3 d换液 1 次，当细胞融合率达到
85%时可进行传代。取第 2 代细胞用于鉴定，第 3
代细胞进行后续实验研究。
1． 2． 2 髓核细胞鉴定 采用番红 O 和甲苯胺蓝染
色进行: 将第 2 代细胞接种于 24 孔板，待细胞贴壁
后 PBS充分洗涤;加 4%多聚甲醛固定细胞 30 min，
PBS充分洗涤;用 1%甲苯胺蓝染色 10 min或 0. 5%
番红 O染液滴染 1 min，双蒸水洗涤 1 min。镜下观
察细胞染色情况及形态特征。
1． 2． 3 细胞转染 以 1 × 105 个 /ml 密度将第 3 代
髓核细胞接种于 6 孔培养板中，待细胞贴壁后，分为
4 组: 对照组、模型组、IL-1β + miＲ-155 mimic 组和
IL-1β + miＲ-155 inhibitor 组。融合率达 80%时，采
用 Lipofectamine 2000 转染。对照组和模型组转染
miＲ-155 阴性质粒。24 h 后，换无血清培养基继续
培养 12 h;再加入终浓度 10 ng /ml的 IL-1β处理，24
h后进行后续实验。
1． 2． 4 qＲT-PCＲ 检测 miＲ-155 表达 以 1 × 105

个 /ml密度将第 3 代髓核细胞接种于 6 孔培养板
中，融合率达 80%时，① 分为 Control组( 对照组) 和
IL-1β组( 模型组) ，前者不作处理，后者加入终浓度
10 ng /ml的 IL-1β;② 分为对照组和 miＲ-155 mimic
组，前者转染 miＲ-155 阴性质粒，后者转染 miＲ-155
mimic;③ 分为对照组和 miＲ-155 inhibitor 组，转染
miＲ-155 阴性质粒，后者转染 miＲ-155 inhibitor。

24 h后收集各组细胞，提取总 ＲNA并反转录成
cDNA，之后进行 qＲT-PCＲ。引物: miＲ-155 上游: 5'-
AAC TTG TAA ACT CCC TCG ACT G-3'，下游: 5'-
CCT TAC GTG ACC TGG AGT CG-3'; GAPDH上游:
5'-CGC TCT CTG CTC CTC CTG TTC-3'，下游: 5'-
ATC CGT TGA CTC CGA CCT TCA C-3'。按照
2 － ΔΔCT法计算 miＲ-155 表达量。
1． 2． 5 流式细胞术检测细胞凋亡 按 1. 2. 3 项处
理，收集各组细胞调整为 1 × 106 个 /ml，每个样本加
入 5 μl 的膜联蛋白 V-荧光素异硫氰酸盐 ( annexin
V-fluorescein isothiocyanate，Annexin V-FITC) 和 5 μl
碘化丙叮( propyl iodide，PI) 染色液，室温避光孵育
15 min后上机检测。
1． 2． 6 ELISA检测髓核细胞炎症因子白介素 6( in-
terleukin-6，IL-6) 、诱导性一氧化氮( inducible nitric
oxide，iNOS) 和白介素 10 ( interleukin-10，IL-10 ) 的
表达 按 1. 2. 3 项处理后，按照说明书操作，检测各
组髓核细胞内炎症因子 IL-6、iNOS 和 IL-10 的表达

水平。
1． 2． 7 试剂盒检测髓核细胞氧化应激因子乳酸脱
氢酶( lactate dehydrogenase，LDH) 、超氧化物歧化酶
( superoxide dismutase，SOD) 、丙二醛 ( malondialde-
hyde，MDA) 和谷胱甘肽( glutathione，GSH) 的含量
按 1. 2. 3 项处理后，按照说明书操作，检测各组髓核
细胞内氧化应激因子 LDH、SOD、MDA 和 GSH 含
量。
1． 2． 8 蛋白印迹检测相关蛋白表达水平 按
1. 2. 3 项处理后，收集各组细胞提取总蛋白，用二喹
啉甲酸( bicinchoninic acid，BCA) 法检测蛋白浓度并
调平，取 30 μg 蛋白用 12%十二烷基硫酸钠聚丙烯
酰胺凝胶电泳( sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis，SDS-PAGE ) 分离蛋白并转至聚
偏氟乙烯( polyvinylidene fluoride，PVDF) 膜上，室温
封闭 2 h，以 1 ∶ 800 稀释度加入半胱氨酸天冬氨酸
蛋白酶-3 ( cysteine aspartic protease 3，Caspase-3 ) 、
Caspase-9、核转录因子 kappa B P65 ( nuclear tran-
scription factor kappa B P65，NF-κB p65 ) 、p-p65 和
TNF-α抗体，4 ℃孵育过夜。次日弃一抗，加入二抗
室温封闭 1 h，滴发光液于暗室曝光显影。以 GAP-
DH为内参计算蛋白相对表达量。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 统计软件处理
数据，实验结果以 珋x ± s 表示。计量资料经正态分布
和方差齐性检验后，多组差异比较采用单因素方差

分析( One-way ANOVA) ，两两比较采用 LSD 检验。
以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 原代培养大鼠髓核细胞的鉴定 采用番红和
甲苯胺蓝染色鉴定第二代髓核细胞，重复 3 次实验
的结果如图 1 显示: 番红染色后髓核细胞胞质和核
呈棕黄色，甲苯胺蓝染色胞质和核呈蓝色;且两种染

色细胞均呈多边形的“铺路石”样，符合髓核细胞
( 特殊的软骨细胞) 形态特点。
2． 2 miＲ-155 表达水平比较 qＲT-PCＲ 检测 miＲ-
155 表达水平，结果如图 2 显示: 与对照组相比，模
型组 miＲ-155 表达水平降低 ( P ＜ 0. 01 ) ; miＲ-155
mimic组 miＲ-155 的表达增加 ( P ＜ 0. 01 ) ; miＲ-155
inhibitor组 miＲ-155 的表达降低 ( F = 20. 15，P ＜
0. 01) 。
2． 3 miＲ-155 抑制 IL-1β诱导的髓核细胞凋亡
流式细胞术检测各组细胞凋亡率，结果如图 3 显示:
与对照组相比，模型组细胞凋亡率增加( F = 19. 56，
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图 1 番红和甲苯胺蓝染色鉴定大鼠髓核细胞 ×400

图 2 qＲT-PCＲ检测 miＲ-155 表达水平
A:模型组 IL-1β对 miＲ-155 表达的影响; B: miＲ-155 mimic组 miＲ-155 mimic对 miＲ-155 表达的影响; C: miＲ-155 inhibitor组 miＲ-155 inhibi-

tor对 miＲ-155 表达的影响;与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

P ＜ 0. 01) ; 与模型组相比，miＲ-155 mimic 降低 IL-
1β诱导的细胞凋亡率 ( F = 15. 24，P ＜ 0. 01 ) ，而
miＲ-155 inhibitor 增加细胞凋亡率 ( F = 12. 28，P ＜
0. 01) 。蛋白印迹进一步检测凋亡相关蛋白表达水
平，结果如图 3 显示: 与对照组相比，模型组髓核细
胞中 Caspase-3、Caspase-9 蛋白表达水平增加 ( F =
19. 22，F = 23. 45，P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组相比，IL-1β
+ miＲ-155 mimic 组 Caspase-3、Caspase-9 蛋白表达
水平降低( F = 13. 14，F = 18. 52，P ＜ 0. 01) ，而 IL-1β
+ miＲ-155 inhibitor 组 Caspase-3、Caspase-9 蛋白表
达水平则上调( F = 25. 24，F = 16. 59，P ＜ 0. 01) 。
2． 4 miＲ-155 抑制 IL-1β诱导的髓核细胞炎症反
应 ELISA检测各组髓核细胞中炎症细胞因子的表

达水平，结果显示: 与对照组相比，模型组髓核细胞

中 IL-6、iNOS表达增加，IL-10 表达降低( F = 23. 54、
F = 14. 55、12. 53，P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组相比，IL-1β
+ miＲ-155 mimic 组 IL-6、iNOS 表达降低，IL-10 增
加( F = 10. 88、8. 69、12. 41，P ＜ 0. 01 ) ，而 miＲ-155
inhibitor 组 IL-6、iNOS 表达增加，IL-10 降低 ( F =
11. 26、8. 61、8. 27，P ＜ 0. 01) 。见图 4。
2． 5 miＲ-155 抑制 IL-1β诱导的髓核细胞氧化应
激 ELISA检测各组髓核细胞中氧化应激因子的含
量，结果显示: 与对照组相比，模型组髓核细胞中

SOD、GSH 含量降低，MDA、LDH 含量升高 ( F =
32. 56、29. 62、25. 46、23. 47，P ＜ 0. 01 ) ; miＲ-155
mimic部分逆转了IL-1β对上述氧化应激分子的调
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图 3 miＲ-155 对 IL-1β诱导的髓核细胞凋亡和凋亡相关蛋白表达的影响
A:流式细胞术检测髓核细胞凋亡水平; B:蛋白印迹实验检测凋亡相关蛋白表达水平; a: Control组( 对照组) ; b: IL-1β组( 模型组) ; c: IL-1β

+ miＲ-155 mimic组; d: IL-1β + miＲ-155 inhibitor组;与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较: ##P ＜ 0. 01

图 4 miＲ-155 对髓核细胞炎症细胞因子含量的影响
a: Control组( 对照组) ; b: IL-1β 组( 模型组) ; c: IL-1β + miＲ-155

mimic组; d: IL-1β + miＲ-155 inhibitor 组; 与对照组比较: ＊＊ P ＜

0. 01;与模型组比较: ##P ＜ 0. 01

节作用( F = 15. 47、19. 25、12. 36、16. 48，P ＜ 0. 01 ) ，
miＲ-155 inhibitor则加剧了 IL-1β 的调节作用 ( F =
12. 19、8. 69、13. 44、8. 79，P ＜ 0. 01) 。见图 5。
2． 6 miＲ-155 抑制 IL-1β诱导的髓核细胞 NF-κB

p65 磷酸化、TNF-α表达和 P65 入核 蛋白印迹实
验检测各组髓核细胞 NF-κB p65 磷酸化情况，及下
游 TNF-α表达水平，结果显示: 与对照组相比，模型
组 p-p65 /p65 和 TNF-α 相对表达量增加 ( F =
10. 28、21. 49，P ＜ 0. 01;与模型组相比，IL-1β + miＲ-
155 mimic组 p-p65 /p65 和 TNF-α 表达水平降低( F
=8. 92、12. 56，P ＜ 0. 01) ，而 miＲ-155 inhibitor 组 p-
p65 /p65 和 TNF-α 表达水平则增加 ( F = 33. 59、
26. 74，P ＜ 0. 01) 。见图 6。

3 讨论

炎症细胞因子 IL-1β是 IL-1 家族中最重要的成
员，参与调节机体免疫应答和炎症反应过程，加速多

种炎症性疾病的进程［9］。Kang et al［10］研究发现，
IL-1β刺激髓核细胞后，细胞外基质降解增加，推进
椎间盘退化的发展，而 miＲ-15b 的表达抑制成功干
扰了该进程。在本研究中，成功采用Ⅱ型胶原酶法
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图 5 miＲ-155 对髓核细胞氧化应激因子表达的影响
A: LDH; B: SOD; C: MDA; D: GSH; a: Control组( 对照组) ; b: IL-1β组( 模型组) ; c: IL-1β + miＲ-155 mimic组; d: IL-1β + miＲ-155 inhibitor组;

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较: ##P ＜ 0. 01

图 6 miＲ-155 对髓核细胞 p-p65、TNF-α表达的影响
a: Control组( 对照组) ; b: IL-1β 组( 模型组) ; c: IL-1β + miＲ-155

mimic组; d: IL-1β + miＲ-155 inhibitor 组; 与对照组比较: ＊＊ P ＜

0. 01;与模型组比较: ##P ＜ 0. 01

分离得到较纯的大鼠髓核细胞，并用 10 ng /ml 的
IL-1β处理髓核细胞以建立椎间盘退变细胞模型。
IL-1β刺激降低了髓核细胞中 miＲ-155 的表达量，这
可能与引起促炎细胞因子过度产生有关。
在变性的椎间盘组织中，炎性细胞因子水平升

高，持续压迫脊髓或神经根，激活 iNOS，产生大量一
氧化氮，进一步增加受损区域的 iNOS 表达，进而诱
导过度的髓核细胞凋亡，从而导致椎间盘退化［11］。
本研究也证实，IL-1β 处理大鼠髓核细胞后，促炎细
胞因子大量表达，而抗炎细胞因子表达减少; 可见，

在椎间盘退变过程中，炎性细胞因子的含量增加是

必然过程。大量研究［12］表明，在老化和退变的椎间
盘中存在氧化应激和氧化产物浓度的增加，并通过

线粒体途径诱导髓核细胞凋亡，是椎间盘退变的发

病机制之一。该实验结果也表明，在 IL-1β 诱导的
椎间盘退变细胞模型中存在氧化应激和产物消除的

平衡失调，但 miＲ-155 过表达成功减少了髓核细胞
内炎症细胞因子和氧化应激分子的产生，加速了氧

化产物的消除，进而降低了髓核细胞凋亡率和凋亡

关键蛋白表达水平，而抑制 miＲ-155 表达则加速了
髓核细胞凋亡进程。综合实验结果表明，miＲ-155
能降低 IL-1β诱导的椎间盘退变细胞模型髓核细胞
的体外凋亡水平。

NF-κB 是一种多向性核转录调节因子，P50 /
P65 二聚体是其最常见形式，NF-κB 激活入核后可
调节炎症介质、细胞因子等表达［13］。NF-κB 信号通
路在多种疾病中均有重要的调节作用，在骨关节炎

细胞中，NF-κB p65 磷酸化水平升高，进而增加其下
游 TNF-α等炎性细胞因子的表达［14］。本研究发现，
miＲ-155 过表达能有效降低 p65 入核量，进而抑制
p-p65 和下游炎性细胞因子 TNF-α 的表达水平，从
而减少因此造成的髓核细胞凋亡。这与王金海
等［15］的观点基本一致。综合实验结果表明，在 IL-
1β诱导的椎间盘退变细胞模型中，miＲ-155 降低髓
核细胞凋亡的机制与抑制 NF-κB 信号通路激活有
关，但其中是否还有其他信号途径的参与还有待进

一步研究。
综上所述，Ⅱ型胶原酶可分离得到纯度较高的

大鼠髓核细胞，miＲ-155 表达增加能有效降低 IL-1β
诱导大鼠髓核细胞凋亡、炎症反应和氧化应激，且可
能与抑制 NF-κB 信号通路有关。该文旨在为椎间
盘退化的治疗提供一个新的方向。
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Effects of miＲ-155 on IL-1β-induced apoptosis，inflammatory
response and oxidative stress of nucleus pulposus cells in rats

Yang Libin，Yang Lin，Wang Shankun，et al
( Dept of Orthopaedic Surgery，The First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical College，Xinxiang 453100)

Abstract Objective To investigate the protective effect and mechanism of miＲ-155 on nucleus pulposus cells of
rats． Methods Ｒat nucleus pulposus cells were cultured． miＲ-155 expression was detected after interleukin-1β
( IL-1β) treatment and transfection． Cells were divided into Control group，IL-1β group ( model group) ，IL-1β +
miＲ-155 mimic group and IL-1β + miＲ-155 inhibitor group． Apoptosis rate was detected by flow cytometry． The
expression levels of interleukin-6( IL-6) ，inducible nitric oxide synthase( iNOS) and interleukin-10 ( IL-10 ) were
detected by ELISA． The contents of lactate dehydrogenase( LDH) ，superoxide dismutase( SOD) ，malondialdehyde
( MDA) and glutathione( GSH) were detected by the kit． Western blot was used to detect the protein expression
levels of Caspase-3，Caspase-9，p65，p-p65 and tumor necrosis factor α ( TNF-α) ． Ｒesults IL-1β inhibited the
expression of miＲ-155． Compared with the control group，the apoptotic rate of nucleus pulposus cells，Caspase-3，
Caspase-9，IL-6，iNOS，LDH，MDA，NF-κB p65 and TNF-α expression in the model group all increased signifi-
cantly，while IL-10，SOD and GSH all decreased significantly． Compared with the model group，miＲ-155 mimic
reversely regulated the above indicators． Conclusion MiＲ-155 inhibits apoptosis，inflammation and oxidative
stress in nucleus pulposus of rats，which may be related to the inhibition of NF-κB signaling pathway activation．
Key words interleukin; nucleus pulposus cells; apoptosis; inflammation; oxidative stress
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