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摘要 目的：探讨 miR-155对人椎间盘退变髓核细胞凋亡的影响及其作用机制。方法：首先构建慢病毒表达载体，在 293T细胞中

获得重组慢病毒，然后感染椎间盘退变髓核细胞得到稳定过表达细胞系，同时设置空载体和空白细胞组对照。用荧光显微镜观察

慢病毒载体的标签蛋白 GFP的表达，分别提取三组细胞总 RNA，采用 RT-qPCR方法检测 miR-155的表达；通过流式细胞术检测

细胞凋亡，Western-Blot检测细胞中凋亡相关蛋白 FADD、Caspase-3、Bcl-2及 Bax的表达，JC-1试剂盒检测细胞线粒体膜电位的

变化情况。结果：在荧光显微镜下，经慢病毒感染的过表达细胞系和空载体细胞系均出现绿色荧光，而空白细胞组未见绿色荧光；

RT-qPCR结果显示构建的稳定过表达细胞系(GV369-miR-155-NP)中 miR-155的表达水平较高，且与空载体细胞系及空白细胞对

照组均呈显著性差异(P<0.05)；与空载体组(GV369-NP)及空白细胞对照组相比，过表达组(GV369-miR-155-NP)细胞凋亡率显著降

低(P<0.05)，FADD、Caspase-3、Bax的表达水平均明显下降，而 Bcl-2表达水平显著增加(P<0.05)。结论：miR-155可能通过靶向结
合 Caspase-3和 FADD阻止 FasL-Fas途径或通过线粒体途径抑制人椎间盘退变髓核细胞凋亡。
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Effect and Mechanism of miR-155 on the Apoptosis of Degenerative Nucleus
Pulposus Cells in the Human Intervertebral Disc*

To establish a intervertebral disc degeneration of nucleus pulposus cell line (NP) with stable overexpres-

sion of miR-155, and to explore the effect and mechanism of miR-155 in apoptosis of NP. The lentivirus expression vector was

first constructed and the recombinant lentivirus was rescued in 293T cells. Then the stable overexpression cell lines were obtained by in-

fecting the degenerated nucleus pulposus cells of the intervertebral disc. At the same time the empty vector and the blank cell group were

set up as controls. The expression of lentivirus label protein GFP was observed by fluorescence microscope. The total RNA was extracted

respectively from three groups of cells and the expression of miR-155 was detected by RT-qPCR method. Apoptosis of cells was detected

by flow cytometry and the expression of apoptosis-related proteins (FADD, Caspase-3, Bcl-2 and Bax) was detected by Western-Blot.

The change of cell mitochondrial membrane potential was detected with the JC-1 kit. Using fluorescence microscope, green fluo-

rescence was observed in the over-expressed cell lines and empty vector cell lines infected by lentivirus, but green fluorescence was not

found in the blank cell group. RT-qPCR results showed that the expression of miR-155 in stable overexpression cell line

(GV369-miR-155-NP) was highly higher than that in empty vector cell line and blank cell control group (P<0.05). Compared with the
empty vector group (GV369-NP) and the blank cell control group, the apoptosis rate of overexpressed group (GV369-miR-155-NP) was

significantly lower (P<0.05). The expressions of FADD, caspase-3 and Bax were significantly decreased, while the expression of bcl-2

was significantly increased (P<0.05). MiR-155 may inhibit the apoptosis of degenerative nucleus pulposus cells through pre-

venting FasL-Fas pathway targeting Caspase-3 and FADD or mitochondrial pathway.
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前言

近年来，患有下腰痛的人数不断增多，椎间盘退变(IDD)是

引起下腰痛的重要原因之一。长期慢性疼痛严重影响患者的生

活质量和精神状态，同时带来了沉重的社会医疗负担。椎间盘

的外层是由纤维排列的同心圆构成的环状致密结缔组织，可以

容纳并保护内层结构，而内层是由包含髓核细胞、蛋白多糖和

Ⅱ型胶原蛋白的细胞外基质组成的髓核。椎间盘没有血管组

织，通过椎体软骨终板进行新陈代谢活动。随着年龄的增大或

其它原因，椎体软骨终板缺少足够的营养物质，渗透性降低，从

而影响椎间盘的代谢。这一过程极有可能导致髓核细胞活性降

低甚至死亡，同时伴随着细胞外基质的丧失、Ⅰ型胶原蛋白大

量合成并取代Ⅱ型胶原蛋白，最终促使椎间盘发生裂缝。目前，

椎间盘退变的分子机制尚未完全清楚，研究表明可能与髓核细

胞凋亡密切相关。

微小 RNA ( MicroRNA,miRNA)是一类存在于真核生物中

长度为 18～25nt的非编码单链小分子 RNA，其发夹结构是由

经 Dicer酶加工的单链 RNA前体 (包含约 70～90个碱基)形

成，能够与特定靶基因相结合进而参与调控转录后基因的表

达。其作用机理主要是直接结合在特定的靶信使 RNA的 3'非

转录区，促使靶 RNA发生降解或者翻译受到抑制，从而使目的

基因的表达受到影响。作为 miRNA 家族的重要成员之一，

miR-155所在的非编码 B细胞集合基因簇(BIC)的第 3个外显

子位于人类 21号染色体上，但 miR-155在椎间盘退变中的作

用及具体机制尚不十分明确[1,2]。本研究首先对在人椎间盘退变

髓核细胞中过表达 miR-155，探讨了其对细胞凋亡的影响及其

可能的作用机制。

1 材料和方法

1.1 细胞、试剂和仪器

大肠杆菌菌株 DH5琢、人胚胎肾上皮细胞 293T由本实验

室保存；人椎间盘退变髓核细胞由本实验制备并保存。

miR-155过表达慢病毒载体系统购自吉凯基因化学技术有限

公司，由 GV369、辅助包装质粒 pHelper1.0和 pHelper2.0三个

载体质粒构成。

DMEM (11966-025)、FBS (26170043)、双抗 (15140148)、

0.25%胰酶(12605-010)购自 Gibico公司；Taq聚合酶(RR001A)

和 T4 DNA 连接酶 (2011A) 购自 TaKaRa；Quant one step

qRT-PCR Kit（SYBR Green）(FP303)及无内毒素质粒中量提取

试剂盒(DP108)均购自天根；动物细胞 /组织总蛋白提取试剂盒

(SD-001/SD-002)购自英文特生物技术北京有限公司；线粒体膜

电势检测试剂盒 (C2006) 购自碧云天公司；脂质体 Lipofec-

tamine2000 (11668019) 于美国 Invitrogen公司采购；Annexin

V-APC/7-AAD双染细胞凋亡检测试剂盒(KGA1023)购自江苏

凯基生物技术股份有限公司；内参茁-actin 抗体(ab8227)、兔抗

人 FADD一抗(ab219195)、兔抗人 Caspase-3(ab13847)、兔抗人

Bcl-2(ab32124)、兔抗人 Bax(ab32503)一抗和 HRP标记的羊抗

兔 IgG二抗(ab205718)购自 Abcam。

ZNC-1000型超净工作台，苏洁医疗器械（苏州）有限公司；

TS-200B型震荡培养箱，合肥艾本森科学仪器有限公司；Forma

3951细胞培养箱，Thermo Scientific；MDS-2倒置荧光显微镜，

南京麦迪森仪器有限公司；CytoFLEX LX流式细胞仪，贝克曼

库尔特；5810R型高速离心机，eppendorf。

1.2 细胞制备及培养

人椎间盘退变髓核组织由本院脊柱外科提供，于 2018年

7月至 10月进行手术治疗收集并妥善保存。患者年龄在 30-50

岁，男女各 6例，无其它脊柱外伤及影响手术病史。在无菌超净

工作台内，将收集的病变髓核组织小心取出，加 D-Hanks液反

复浸泡清洗干净，用灭菌手术剪刀将组织剪成 1× 1× 1 mm3大

小碎块，加入适量在 37℃水浴箱中预热的含 0.25%胰酶进行消

化，肉眼观察组织无明显块状后，加适量胎牛血清(FBS)终止消

化，并吸入离心管中离心 1000 r/min，10分钟，转至超净台，弃

上清，加入 2 mL含有 10％FBS的 DMEM培养基将细胞轻轻

吹打开，吸至培养瓶中，再补加适量含有 10％FBS的 DMEM

培养基，置于 37℃、5% CO2培养箱中静置培养，2～3天后用倒

置显微镜观察细胞生长情况，隔一天换一次培养液，当细胞融

合度达到 80%～90%时需要进行传代培养。若制备细胞量大或

暂时不使用，可以加细胞冻存液后置于液氮中冻存，待用时取

出复苏培养即可。

1.3 人 miR-155过表达载体构建及慢病毒收获

根据 GenBank 和 miRbase 数据库中的 miR-155 序列，采

用 Oligo6.0设计引物并送上海生工生物公司合成。PCR方法扩

增出目的片段，酶切并用凝胶回收试剂盒进行纯化回收。连接

线性化慢病毒表达载体 GV369，转化至大肠杆菌感受态细胞

DH5琢中，涂布具有嘌呤霉素抗性的 LB平板，挑取菌落进行鉴

定，然后将阳性克隆扩大培养后提取质粒，同时送测序。测序正

确的阳性克隆命名为 GV369-miR-155。

将生长良好的 293T细胞传代培养至新的培养瓶中，置于

37℃、5% CO2培养箱中，次日待细胞长至 70%左右，弃掉原培

养液，换为无血清培养基继续放于培养箱 2 h后供转染用。将

构建的阳性质粒 GV369-miR-155、辅助包装质粒 Helper1.0和

Helper2.0与转染试剂轻混均匀，室温孵育，然后取适量混合液

缓慢滴加至备用的 293T细胞培养瓶中，轻轻晃动混匀后，放于

37℃、5% CO2培养箱培养。同时设置 GV369空载体转染对照。

6 h后取出弃液，换成新的 10％FBS的 DMEM培养基继续培

养。48 h后，吸取细胞培养瓶中营养液，在提前设置好的 4℃离

心机中离心，4000× g、10 min,将上清液倒入滤器中过滤，然后

转至超速离心管中，4℃超速离心 2 h，弃掉上清，用 PBS重悬

沉淀即为包装好的慢病毒液，分装保存备用。

1.4 人 miR-155慢病毒过表达稳定细胞系构建

首先需要筛选嘌呤霉素对人椎间盘退变髓核细胞的最低

全部致死浓度。将对数生长期的人椎间盘退变髓核细胞铺于

48孔细胞培养板，过夜培养后，每孔加入适量含有不同梯度浓

度嘌呤霉素的 10％FBS的 DMEM培养基，每隔 48h换液，连

续筛选一周，观察细胞生长状况，全部死亡的浓度即为最低筛

选浓度。

复苏本实验室制备并保存的人椎间盘退变髓核细胞，待细

胞生长状态处于对数生长期时铺于 6孔板中，37℃、5% CO2培

养过夜，次日细胞长至 75%左右时，加入适量 GV369-miR-155

慢病毒液和空载体慢病毒液，感染人椎间盘退变髓核细胞 8h
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后换新培养液，继续培养 2 d并在荧光显微镜下观察绿色荧光

标签的表达。按照筛选嘌呤霉素最低致死剂量时的细胞密度，

将上述细胞传代至 6孔板，每隔 48 h换为含最低致死剂量嘌

呤霉素的 10％FBS的 DMEM培养基，连续筛选一周，挑取未

被药物杀死的活细胞即为阳性细胞，进行扩大培养即为构建成

功的稳定表达细胞系。分别将感染了 GV369-miR-155及空载

体慢病毒液的人椎间盘退变髓核细胞系命名为 GV369-miR-

155-NP和 GV369-NP。

1.5 RT-qPCR检测 miR-155的表达效率

分别收集感染了 GV369-miR-155-NP 和 GV369-NP 的细

胞以及空白对照组细胞 Blank control，用 Trizol法提取各自总

RNA并进行反转录，以反转录得到的 cDNA 为模板，采用

RT-qPCR方法检测 miR-155的表达情况。同时以 U6作为内参

基因。每个样本均重复进行 3次实验。

1.6 流式细胞术检测细胞凋亡

将感染了慢病毒的人椎间盘退变髓核细胞用不含 EDTA

的 0.25%胰酶进行消化，吸至离心管中，离心 1000 r/min，5

min，弃上清，用 PBS洗两次，收集细胞。加入适量 AnnexinⅤ

Binding Buffer重悬细胞，再分别加 Annexin V-APC及 7-AAD，

室温避光孵育 15 min。用 Annexin V-APC/7-AAD双染细胞凋

亡检测试剂盒对细胞双染，以避免与慢病毒表达的 GFP荧光

色谱的重叠。作用 1 h内将制备好的样品置于流式细胞仪中检

测分析。同时设置 GV369-NP的细胞及 Blank control对照组。

1.7 Western-Blot检测 FADD、Caspase-3、Bcl-2和 Bax蛋白表达

收集感染了慢病毒的人椎间盘退变髓核细胞，用 Invent公

司的 SD-001/SD-002动物细胞 /组织总蛋白提取试剂盒，提取

收集细胞中总蛋白，并用 BCA蛋白定量检测试剂盒测定蛋白

含量。将制备好的蛋白样品进行 SDS-PAGE凝胶电泳后转至

PVDF膜，加含有 5% BSA的封闭液室温下封闭 2 h。分别加用

封闭液 1:1000 稀释的兔抗人 FADD 一抗、1:500 稀释的 Cas-

pase-3一抗、1:1000稀释的兔抗人 Bcl-2以及 1:2000稀释的兔

抗人 Bax，置于 4℃冰箱孵育过夜。次日，PBST洗膜，三次，每

次 10 min，再加 HRP标记的羊抗兔 IgG二抗，室温孵育 2 h，

PBST 洗膜，加 ECL 进行显色，暗室曝光拍照。同时设置

GV369-NP的细胞及 Blank control对照组，并以 茁-actin作为内
参蛋白。

1.8 线粒体电势变化情况检测

参照线粒体膜电势检测试剂盒说明书，依次完成实验步

骤，并立即置于荧光显微镜下观察细胞线粒体电势变化情况。

细胞胞质若呈现完全绿色则说明线粒体膜电势发生改变，胞质

若呈红色说明线粒体膜电势无变化。计数线粒体膜电势有变化

的细胞数目并计算比例。

1.9 统计学分析

数据分析采用软件 SPSS16.0，计量资料采用平均值± 标准

差表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 t检

验，以 P＜0.05表示具有统计学意义。

2 结果

2.1 稳定过表达 miR-155的人椎间盘退变髓核细胞系的建立

感染了慢病毒的人椎间盘退变髓核细胞经过适宜浓度的

嘌呤霉素筛选后得到稳定过表达 miR-155的人椎间盘退变髓

核细胞系 GV369-miR-155-NP 以及空载体慢病毒细胞系

GV369-NP。在荧光显微镜下观察，经慢病毒感染的过表达细胞

系和空载体细胞系均出现绿色荧光，即慢病毒表达载体上的标

签蛋白 GFP表达，表明感染成功，而空白组细胞未见绿色荧光

(图 1)。

图 1 构建 miR-155过表达的人椎间盘退变髓核细胞

Fig.1 Construction of miR-155-over expressed human intervertebral disc degeneration of nucleus pulposus cell line

A: GV369-miR-155-NP, B: GV369-NP ,C: Blank control

A: GV369-miR-155-NP B: GV369-NP C: Blank control

采用 RT-qPCR检测 miR-155过表达组、空载体组及空白

细胞对照组 miR-155的表达，以 U6作为内参基因，以空白细

胞对照组作为标准，感染空载体病毒的椎间盘髓核细胞

(GV369-NP)中 miR-155的表达无明显变化(P>0.05)，感染过表
达慢病毒的椎间盘髓核细胞(GV369-miR-155-NP)中 miR-155

的表达水平较高，且与前两者均呈显著性差异(P<0.05)(图 2)。

以上结果表明构建的稳定细胞系能高效表达 miR-155。

2.2 过表达 miR-155对人椎间盘退变髓核细胞凋亡的影响

如图 3所示，过表达组(GV369-miR-155-NP)细胞凋亡率与

空载体组(GV369-NP)及空白细胞对照组相比均显著降低，差异

均具有统计学意义(P<0.05)，而空载体组(GV369-NP)和空白细

胞组细胞凋亡率比较差异无统计学意义(P>0.05)(图 3)。

2.3 过表达 miR-155 对人椎间盘退变髓核细胞 FADD、Cas-

pase-3、Bcl-2和 Bax蛋白表达的影响

与空载体组比较，miR-155过表达组(GV369-miR-155-NP)

中 FADD、Caspase-3及 Bax的表达水平显著下调，而 Bcl-2表
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图 3 流式细胞术检测细胞凋亡及凋亡率

Fig.3 Detection of apoptosis and apoptosis rate by flow cytometry

注：GV369-miR-155-NP与 GV369-NP及空白细胞对照组相比差异均显著(*P<0.05)。
Note: GV369-miR-155-NP was significantly different from GV369-NP and the control group of blank cells (*P<0.05).

图 2 RT-qPCR检测 miR-155的表达

Fig.2 RT-qPCR was used to detect the expression of miR-155

注：GV369-miR-155-NP与 GV369-NP及空白细胞对照组相比差异均

显著(*P<0.05)。
Note: GV369-miR-155-NP was significantly different from GV369-NP and

the control group of blank cells (*P<0.05).

达水平明显上调(P<0.05)，而空载体组(GV369-NP)与空白细胞

对照组以上指标比较无明显统计学差异(P>0.05)。
2.4 过表达 miR-155对人椎间盘退变髓核细胞线粒体电势的

影响

将经过 DePsipher处理后的细胞立即置于荧光显微镜下进

行观察，过表达组(GV369-miR-155-NP)中细胞胞质主要呈现红

色，仅有个别细胞出现绿色荧光，说明该组细胞线粒体膜电势

稳定；空载体组(GV369-NP)与空白细胞对照组中呈现绿色荧光

的细胞数量明显增多，说明两组中细胞线粒体膜电势出现下降

趋势，两组之间相比线粒体膜电势变化无显著差异(P>0.05)，而
与过表达组 (GV369-miR-155-NP) 相比差异具有统计学意义

(P<0.05)，过表达组（GV369-miR-155-NP）中相对荧光强度比值
（强红色荧光强度百分比 /强绿色荧光强度百分比）显著高于

另外两组（P<0.05）。(图 5)。

3 讨论

椎间盘退变可引起多种症状，腰腿痛、椎管狭窄、椎盘突出

并伴有压迫神经根导致其它部位疼痛等。年龄、饮酒、过度劳累

等被认为是导致椎间盘退变性疾病的外在因素。目前，关于其

发病的分子机制与传导通路也存在众多观点，炎症因子、遗传

基因、氧化应激、NO诱导、MicroRNA等在椎间盘退变中发挥

重要作用 [3-5]，而核转录因子 -资B （nuclear factor-kappa B,

NF-资B）、磷脂酰肌醇激酶 /蛋白激酶 B (Phosphoinositide 3-ki-

nase/ Protein Kinase B, PI3K/Akt)、丝裂原激活的蛋白激酶

（MAP激酶，MAPK）等被认为是与该病相关的信号传导通路[6-8]。
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图 4 Western-Blot检测细胞中 FADD、Caspase-3、Bcl-2和 Bax蛋白及其相对表达量

Fig.4 Detection of FADD, caspase-3, bcl-2 and Bax proteins and their relative expressions in cells by western-blot

注：GV369-miR-155-NP与 GV369-NP及空白细胞对照组相比差异均显著(*P<0.05)。
Note: There were significant differences between GV369-miR-155-NP and GV369-NP and blank cell control group (*P<0.05).

A:Blank control B:GV369-NP C:GV369-miR-155-NP

图 5细胞线粒体膜电势的观察及相对荧光轻度比值

Fig.5 Observation of cell mitochondrial membrane potential and its relative fluorescence intensity ratio
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miR-155作为 MicroRNA家族的重要成员，参与机体多项

生理活动，其在树突状细胞、T细胞以及 B细胞等免疫细胞中

均可表达，能够作用于蛋白受体、转录因子及细胞因子等，对免

疫系统进行调控从而使免疫系统维持平衡。炎症反应中，

miR-155通过抑制或促进相关因子发挥调节作用[9]。miR-155在

银屑病患者皮损中呈上调表达[10]，与炎症因子刺激有关。此外，

miR-155在白血病中相当于一种癌基因，在多种实体肿瘤如结

直肠癌[11]、乳腺癌[12,13]、胰腺癌[14]、肺癌[15]等高丰度表达，能够调

控细胞的增殖、分化与凋亡等。

以往研究显示 miR-155在退变髓核细胞中表达量比正常

髓核细胞中显著降低[16]，但其具体作用机制尚不完全明确。本

研究首先选用人椎间盘退变髓核细胞，构建了 miR-155的稳定

过表达的细胞系，发现 miR-155可抑制椎间盘退变髓核发生细

胞凋亡，与以往研究发现的正常髓核细胞中其表达量高而退变

髓核细胞中表达下调相一致。死亡受体与其配体相结合是细胞

凋亡外源性通路的介导机制，椎间盘退变髓核细胞凋亡与外源

性通路 FasL-Fas介导有关[17-19]。FasL-Fas凋亡通路的关键蛋白

包含 caspase-3及 Fas相关死亡结构域蛋白(FADD)[20-23]，生物信

息学分析显示 miR-155 可以跟 caspase-3 及 FADD 靶向性结

合。因此，本研究结果显示 miR-155的稳定过表达的人椎间盘

退变髓核细胞 FADD和 Caspase-3的表达均明显下调，提示

miR-155对 FADD和 Caspase-3的表达起到抑制作用，与其能

够抑制细胞凋亡的结果相符。内源性途径引起的细胞凋亡首先

发生于线粒体内，也称为线粒体途径，该途径主要通过 Bcl-2

家族蛋白进行调节。Bcl-2 家族蛋白主要包括抗凋亡成员

Bcl-2、Bcl-W、Bcl-xL及Mcl-1等，促凋亡成员 Bak、Bax及 Bok

等[24,25]。Bcl-2作为主要的抗凋亡成员在线粒体外膜发挥作用，

可以维持膜结构的完整性[26]；Bax作为主要的促凋亡成员是通

过破坏线粒体膜的完整性进而发挥作用的[27,28]。Bcl-2家族蛋白

能够使线粒体膜的通透性发生精确的改变；也能诱导线粒体使

其通透性转变孔道开放，而保护其外膜免受损伤，同时线粒体

基质出现高渗状态，进一步膨胀造成外膜破裂，都能使膜间隙

中的凋亡诱导因子、细胞色素 C、促凋亡蛋白等物质进入胞质

中，而后促凋亡蛋白可独立破坏核内染色质也可通过激活 cas-

pase，最终引起细胞凋亡[29-31]。本研究结果显示 miR-155的稳定

过表达的人椎间盘退变髓核细胞中 Bax的表达下降，而 Bcl-2

表达升高，提示 miR-155可能通过了线粒体介导的途径抑制椎

间盘退变髓核细胞凋亡。为此，我们进一步检测了细胞线粒体

膜电势的变化情况，发现 miR-155的稳定过表达的人椎间盘退

变髓核细胞线粒体膜电势更稳定，提示线粒体途径可能参与了

miR-155对椎间盘退变髓核细胞凋亡的抑制作用。

综上所述，miR-155可抑制人椎间盘退变髓核细胞凋亡，

可能与靶向结合 Caspase-3和 FADD阻止 FasL-Fas途径或通

过线粒体途径有关。此发现为以后进一步研究椎间盘退行性疾

病提供了参考依据。
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