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!摘要" 目的!观察丹酚酸
S

"

O+5U)+*05)6 +6)E S

#

GSS

$对退变终板软骨细胞%

6+./)5+F)*03O H*E15+/HO 6H55O

&

'JV'O

$

的干预作用&及其调控的潜在非编码
T9S

%

4)6.0BT9S

&

4)T9S

$作用靶点' 方法!从腰椎间盘手术标本中分离
'JV'O

&

用不同浓度
GSS

"

!

(

L

(

I% !W

处理
!<

(

<:

(

=! (

&利用
''XB:

检测细胞活性确定
GSS

的最适剂量和干预时间' 通过阿

利新蓝染色和对血小板反应蛋白解整合素金属肽酶
BL

"

S E)O)*/HF.)* +*E 4H/+5501.0/H)*+OH Y)/( /(.04Z0O10*E)*BL

&

SASW2GBL

$(基质金属肽酶
#

"

4+/.)[ 4H/+5501H1.)E+OH #

&

WWVB#

$(

"

型胶原
+I

"

65055+FH* /N1H" +I

&

'05!+I

$的蛋白表达

检测&分析
GSS

对
\RBI#

诱导的退变
'JV'O

的干预作用' 进一步结合生信分析&以及实时荧光定量
V'T

"

]3+*/)/+/)UH

.H+5 /)4H

&

]T2BV'T

$与
^HO/H.* Z50/

检测&并应用
4)T9S

模拟物"

4)TB4)4)6O

$ 与抑制剂"

4)TB)*()Z)/0.

$&验证
GSS

对潜在靶
4)T9SO

的调控作用' 结果!

$% !W GSS

处理
<: (

显著提高了
'JV'O

活性&增加了白细胞介素"

)*/H.5H*_)*B

$$

&

\RB$$

$所抑制的糖胺聚糖积累与
'05!+$

表达&并降低了细胞基质中
SASW2GBL

与
WWV#

表达"

!`%7%L

$' 通过生

物信息分析筛选与差异基因表达检测&确定了
GSS

的潜在靶
4)T9SO

为
4)TB;<%

和
4)TBL=&BL1

' 进一步在
GSS

处

理组中加入
4)TB;<%B4)4)6

或
4)TBL=&BL1B4)4)6

&与
GSS

处理组相比过表达
4)TB;<%

或
4)TBL=&BL1

后
'JV'O

基

质中
SASW2GBL

与
WWV#

表达显著升高&

'05!+$

表达显著降低'结论!

GSS

能够提高
'JV'O

活性&改善退变
'JV'O

的

基质成分表达&而
GSS

的调控作用与抑制
4)TB;<%

和
4)TBL=&BL1

表达有关&两者可能是
GSS

调节
'JV'O

退变的作

用靶点'

!关键词" 椎间盘) 丹酚酸
S

) 终板软骨细胞) 细胞外基质)

4)6.0BT9S
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$

51'+(

&
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&
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$
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(

.A$B9.CB "1D3,/)(3 20 )*UHO/)F+/H Y(H/(H. G+5U)+*05)6 +6)E S

'

GSS

(

6+* .HO/0.H 6+./)5+FH H*E15+/H 6H55 EHFH*H.+/)0* 0c

)*/H.UH./HZ.+5 E)O6O +*E /0 )EH*/)cN /(H 4H6(+*)O4 U)+ .HF35+/)0* 0c 4)6.0BT9S7 E3/F+-4 '+./)5+FH H*E15+/H 6H55O YH.H )O05+/d

HE c.04 534Z+. )*/H.UH./HZ.+5 E)O6 O3.F)6+5 O+415HO +*E YH.H /.H+/HE Y)/( OH.34 60*/+)*)*F + OH.)HO 0c 60*6H*/.+/)0*O 0c GSS

'

!

$

L

$

+*E I% !W

(

c0. !<

$

<:

$

+*E =! ( /0 )EH*/)cN + 1.01H. E0OH +*E /.H+/4H*/ /)4H 0c GSS7 2(H HccH6/ GSS 0* )*/H.5H*_)*BI$

"

\RBI$

$

B)*E36HE H[/.+6H5535+. 4+/.)[ EHF.+E+/)0* 0c 6+./)5+FH H*E15+/H 6H55O YH.H +*+5NKHE ZN S56)+* Z53H O/+)*)*F +*E +Od

OHOO4H*/ 0c /(H H[1.HOO)0* 5HUH5O 0c SASW2GBL

$

WWV# +*E '05!+I7 D3./(H.

$

/(H 10/H*/)+5 /+.FH/ 4)T9SO YH.H 1.H5)4)*+.)5N

O6.HH*HE ZN 4)6.0BT9S OH]3H*6)*F 604Z)*)*F ]T2BV'T +*E ^HO/H.* Z50/

$

+*E /(H*

$

/(H 4)T9SO 4)4)6O +*E )*()Z)/0.O YH.H

3OHE /0 UH.)cN /(H .HF35+/0.N HccH6/ 0c GSS 0* 10/H*/)+5 /+.FH/ 4)T9SO7 9342'/4 2(H I% !W GSS /.H+/4H*/ c0. <: ( O)F*)c)6+*/d
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5: ;*(+*6;< /(; =)+>)5)/: 0? 6+./)5+@; ;*<15+/; 6;55A

!

+*< )*6.;+A;< '05!+B ;C1.;AA)0* +*< @5:60A+4)*0@5:6+* +663435+/)0* /(+/

D;.; .;1.;AA;< >: EFGB!

!

+*< .;<36;< /(; ;??;6/ 0? EFGB! 0* HIHJ2KGL

!

+*< JJM#7 K6.;;*)*@ +*+5:A)A >+A;< 0* 4)6.0G

N9H A;O3;*6)*@ +*< 8;**: +*+5:A)A )<;*/)?);< /(; <0D*A/.;+4 4)6.0GN9HA

!

)*653<)*@ 4)NGPQ% +*< 4)NGLR&GL17 2(;*

!

/(;

4)N GPQ% G4)4)6 0. 4)N GLR& GL1 G4)4)6 D;.; /.+*A?;6/;< )*/0 'SM'A7 '041+.;< D)/( /(; KHH @.031

!

/(; ;C1.;AA)0* 0?

HIHJ2KGL +*< JJM# )*6.;+A;< A)@*)?)6+*/5: +*< /(; ;C1.;AA)0* 0? '-F!HB 0>=)03A5: <;6.;+A;< +?/;. 0=;.;C1.;AA)0* 0?

4)NGPQ% 0. 4)NGLR&GL1 )* 'SM'A7 !"#$%&'(") K+5=)+*05)6 +6)< H +//;*3+/;< /(; EFGB!G)*<36;< ;C/.+6;5535+. 4+/.)C <;@.+T

<+/)0* 0? 6+./)5+@; ;*<15+/; 6;55A >: /+.@;/)*@ .;@35+/; /(; 4)NGPQ% +*< /(; 4)NGLR&GL17

*+,-./01 E*/;.=;./;>.+5 <)A6

"

K+5=)+*05)6 +6)< H

"

'+./)5+@)*03A ;*<15+/;A 6;55A

"

SC/.+6;5535+. 4+/.)C

"

J)6.0 G

N9H

终板是椎间盘的重要结构! 其功能体现在对椎

间盘的力学传导与营养供应 #

BG!

$

% 终板软骨细胞

&

6+./)5+@)*03A ;*<15+/;A 6;55A

!

'SM'A

' 作为终板的主

要细胞类型! 其凋亡和细胞外基质变性将导致终板

退变#

#

$

!引发椎间盘应力分布异常与营养代谢障碍!

因此!

'SM'A

退变被认为是促使椎间盘退变&

)*/;.T

=;./;>.+5 <)A6 <;@;*;.+/)0*

!

EII

'的始动因素 #

Q

$

!成为

EII

的主要病理特征之一% 限制
'SM'A

退变是维持

椎间盘健康与预防椎间盘退行性疾病的一种有效治

疗手段#

LG&

$

% 本团队前期应用含有丹参的中药复方治

疗下腰痛类相关疾病取得了较好疗效 #

R

$

!通过离体

组织研究表明丹参水溶性成分能够抑制椎间盘退变

进程#

U

$

% 在此基础上!通过网络药理分析发现丹参水

溶性入血成分丹酚酸
H

&

A+5=)+*05)6 +6)< H

!

KHH

'能

够从多靶点改善退变软骨细胞状态 #

P

$

% 而相关研

究#

B%GBB

$及笔者的最新研究#

P

$已证实
KHH

能够调节关

节软骨细胞显著改善骨关节炎进程% 因此!

KHH

对

'SM'A

的作用和机制值得探究%

J)6.0 N9HA

&

4)NT

9HA

' 是一类长度不超过
!%

个碱基的非编码
N9H

!

通过靶向
4N9H#V

非翻译区来调节基因表达 #

B!GB#

$

%

已有报道
4)N9HA

参与了
'SM'A

的细胞外基质调

控#

BQGBL

$

% 本研究将观察
KHH

调控
'SM'A

的作用及其

潜在的
4)N9H

作用靶点! 为
KHH

的调控机制研究

提供依据%

2

材料与方法

23 2

方法与分组

23 23 2

试剂及仪器 实验主要材料和试剂(白细胞

介素
GB!

&

)*/;.5;+W)*GB!

!

EFGB!

' &

K)@4+

! 美国 '!

4)N9HA

模拟物和抑制物&锐博生物!中国广州'!细

胞 转 染 &

F)10?;6/+4)*;

2J

N9H)JHX

!

E*=)/.0@;*

! 美

国'!

KHH

&元叶科技有限公司! 中国上海' 纯度
Y

PUZ

!反转录试剂盒&

2+W+.+

!日本'!

2NE[-F

&

E*=)/.0T

@;*

!美国'!引物序列&上海生工代工合成'!阿利新

蓝&

K)@4+

!美国'!细胞培养基&

\)>60

!美国'!胎牛血

清&

\)>60

!美国'!

'']GU

溶液&凯基生物技术有限公

司!中国'!

M'N

试剂盒&

2+W+.+

!日本'!

^'H

蛋白定

量试剂盒&中国北京生物技术研究所'%

主要仪器(倒置荧光显微镜&

9E^GB%%_

"中国宁

波永安光学有限公司'!

`;A/;.* >50/

电泳系统 &

^)0G

.+<

!美国'!生物倒置显微镜&江南永新
XIG!%!

!中

国'!

'-

!

培养箱&

2(;.40

!美国'!超净台&

2(;.40

!美

国'!

JEF)GaA0

型超纯水仪&

J)55)10.;

!美国'!高速冷

冻离心机&

S11;*<0.?

!德国'等%

23 23 4

终板软骨细胞培养方法
'SM'A

取自术中

腰椎手术患者! 研究方案经中国中医科学院望京医

院伦理委员会批准 &编号(

`,S'G]2G!%!%G%BQG

M%%B

'!患者予以知情同意%手术切除的终板组织!经

彻底清除髓核及纤维环后 ! 用磷酸盐缓冲盐水

&

1(0A1(+/; >3??;.;< A+5)*;

!

M^K

'洗涤
#

次!切成小块

&

!b# 44

#

'!蛋白酶在
#R c'

下消化
$ (

!再用
%7$Z

胶

原酶
"

在
#R d'

下消化
B! (

%

'SM'A

在含有
B%Z

胎

牛血清 &

?+/+5 >0=)*; A;.3*

!

_^K

'!

%7B 4@

)

45

GB链霉素

和
B%% e f 45

青霉素的细胞培养基&

I35>;660VA 40<)T

?);< ;+@5; 4;<)+

!

IJSJ

'中!在
LZ '-

!

的
#Rd'

条件

下扩增%

'SM'A

在第
B

代&

1B

'以
BgB%

&冷冻!每个冷

冻瓶有
B 45

冷冻溶液%

23 23 5

分组与干预措施 对照组!予含
B%Z_^K

的

IJSJ

"

EFGB!

处理组 ! 予
B% 4@

*

45

GB

EFGB!

诱导

'SM'A

退变"

EFGB!hKHH

干预组! 在
EFGB!

处理组

基础上予
KHH

干预 !

KHH

浓度与处理时间根据

'']GU

结果确定+

23 4

观察项目与方法

23 43 2 'SM'A

增殖活性检测 采用
'']GU

检测

'SM'A

的增殖活性% 将各组细胞悬浮液等比例接种

于
P&

孔板!

#R i

,

LZ'-

!

培养箱中继续培养
$! (

!

然后用细胞进行转染或处理
!Q

,

QU

,

R! (

后!每孔加

入
$% #5

的
'']GU

+ 在细胞培养箱内继续孵育
! (

!

QL% *4

测定吸光度检测增殖情况+ 进行
Q

次独立

实验+

23 43 4

糖胺聚糖含量测定 采用前期研究方法#

$&

$

+

将
'SM'A

置于
&

孔培养皿中 !用乙醇 &

R%Z

'固定

$ (

!用蒸馏水洗涤
!

次&每次
L 4)*

'!并在室温下用

阿利新蓝染色
#% 4)*

+用蒸馏水洗涤细胞
L

次!然后

用倒置荧光显微镜观察+ 进行
Q

次独立实验+

PU#

" "
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表
!

引物序列表

"#$%! &'()*' +*,-*./* 0#$1*

表
2

不同浓度
344

处理
56&5+

不同时间后细胞增殖活性!!

!

!"

"

"#$%2 5*11 7'81(9*'#0(8. #/0(:(0; 89 56&5+ 0'*#0*< =(0> <(99*'*.0 /8./*.0'#0(8.+ 89 344 #0 <(99*'*.0 0()*+

!!

!

!"

"

注#与同一时间点空白组对比$

+$

#:%7$;<

$

$:%7=$&

%

+!

#: %7%%&

$

$:%7>;"

%

+#

#:"7?"#

$

$:"7=&"

%

+;

#:"7??"

$

$:"7=<!

%

+<

#:>7<&@

$

$:"7"<?

%

+&

#:;7<""

$

$:"7"=@

%

+=#:!7?!"

$

$:"7?>&

%

+@

#:!7#&"

$

$:"7?=<

%

+>

#:!?7#!"

$

$:"7"";

%

+?"

#:"7@><

$

$:"7#@?

%

+??

#:<7=@#

$

$:"7"<#

%

+?!

#:!!7">!

$

$:"7""#

基因名称 方向 引物序列

(A+B4)CB$!>$ D 2EE'''2EF'2EFFEF''

C 'FE2E'FEEE2''EFEE2F2

(A+B4)CB<=&B<1 D F22'2FF222'2''F'

C 'FE2E'FEEE2''EFEE2F2

(A+B4)CB>;" D FFEE'FEEE'''''E

C 'FE2E'FEEE2''EFEE2F2

(A+B4)CB<>< D EFFE2E2E''E2EE2

C 'FE2E'FEEE2''EFEE2F2

(A+B4)CB!#6 D F2'F'F22E''FE2EF

C 'FE2E'FEEE2''EFEE2F2

(A+B4)CB<??B<1 D E2E2'2222E'2'2E

C 'FE2E'FEEE2''EFEE2F2

(A+B4)CB#=&6B<1 D EE2EEF2F22''22'

C 'FE2E'FEEE2''EFEE2F2

G& D E'22'EE'FE'F'F2F2 F'2FFFF2

C 'E'22'F'EFF222E'E2E2'F2

组别
" ( !; ( ;@ ( =! ( %

值
&

值

空白组
"7#>#H%7%$& %7&&;H%7%$; %7>=&H%7%!& $7;<&H%7%!> $ &$$7&=> %7%%%

! !I

组
%7#@>H%7%%=

+$

%7&&@H%7%!!

+;

%7>>@H%7%$&

+=

$7;@#H%7%;@

+$%

$ $%#7#=$ %7%%%

< !I

组
%7#>!H%7%!;

+!

%7&>>H%7%$=

+<

$7%%;H%7%!&

+@

$7<!!H%7%;&

+$$

$ %!%7&%@ %7%%%

$% !I

组
%7#@>H%7%$&

+#

%7&><H%7%!<

+&

$7%<@H%7%!;

+>

$7<&$H%7%##

+$!

$ <=@7<!= %7%%%

%

值
%7%;; #7$## @7&&# <7$&=

&

值
%7>@= %7%&& %7%%! %7%$&

!% 2% ?

蛋白表达检测 使用
JKA/K.* L50/

检测抗体

"

型胶原
+$

!

65055+MK* /N1K" +?

$

'05!+?

"&血小板反

应蛋白解整合素金属肽酶
B<

!

F O)A)*/KM.)* +*O 4K/P

+5501.0/K)*+AK Q)/( /(.04L0A10*O)* <

$

FRFI2SB<

"&基

质金属肽酶
B#

!

4+/.)T 4K/+5501K1.)O+AK #

$

IIUB#

"的

蛋白表达' 用含有蛋白酶抑制剂的缓冲液 !

.+O)0B

)443*01.K6)1)/+/)0* +AA+N

$

CVUF

"从细胞中提取总蛋

白$ 使用蛋白定量试剂盒 !

L)6)*6(0*)*)6 +6)O W)/

$

X'F

"测定蛋白浓度( 蛋白质经过聚丙烯酰胺凝胶电

泳 !

A0O)34 O0OK6N5 A35Y+/K B105N+6.N5+4)OK MK5 K5K6P

/.01(0.KA)A

$

SRSBUFEZ

"处理$并转移到聚偏二氟乙

烯膜!

105N[)*N5)OK*K Y530.)OK

$

U8RD

"(用
<\

脱脂牛奶

在等渗缓冲盐溶液 !

/.)A L3YYK.KO A+5)*K Q)/( /QKK*

$

2XS2

"$

1] =

中孵育$封闭膜( 在室温下孵育
? (

$加

入
'05!+?

&

FRFI2SB<

&

IIU#

& 微管蛋白!

/3L35)*

"一

抗
; ^

下水平摇床孵育过夜( 再次洗脱后$加入辣根

过氧化物酶标记的二抗共同孵育
? (

% 再次洗脱后$

使用化学发光底物在凝胶成像仪曝光检测蛋白表

达( 进行
;

次独立实验(

!% 2% @ 'ZU'A

中
SFF

调控潜在
4)C9FA

筛选 使

用
R)+*+

工具
4).U+/([7#

来预测与
9DB#X

和
IFU_

信号通路相关的
4)C9FA

$结合
-4*)L3A

!

ESZ;<@<&

"

的表达$

8K**N

用来寻找候选的
4)C9FA

(

!% 2% A 4)C9FA

表达的检测 采用实时荧光定量

U'C

!

`3+*/)/+/)[K .K+5 /)4K

$

`C2BU'C

"检测
4)C9FA

表达情况( 总
C9F

用
2CVa-b

分离$参照反转录试

剂盒说明书进行
6R9F

合成$采用
`C2BU'C

试剂盒

!

ScXC E.KK* ?

"进行
`C2BU'C

(

4)C9F

以
G&

为内

参$ 使用凝胶成像系统确定和计算灰色值和相对强

度( 引物序列见表
?

$ 采用
!

B$$'/算法得到各组基因

4)C9F

的相对表达量)

?=

*

( 进行
;

次独立实验(

!% ?

统计学处理

采用
SUSS ?>7"

软件进行统计学分析(服从正态

分布和方差齐性$ 则用均数
H

标准差 !!

!

'"

" 表示(

''_B@

比较$ 采用双因素方差分析%

JKA/K.* L50/

+

`C2BU'C

检测 $ 采用单因素方差分析 !

0*KBQ+N

F9-8F

"$ 组间两两比较采用最小显著差异!

5K+A/

A)M*)Y)6+*/ O)YYK.K*6K

$

bSR

" 检验进行统计学检验(

以
&d"7"<

为差异有统计学意义(

2

结果

2% ! SFF

对
'ZU'A

增殖活性影响

为评估
SFF

对
'ZU'A

的作用$ 以不同浓度的

SFF

!

!

&

<

&

?" !I

"分别处理
'ZU'A !;

&

;@

&

=! (

$采用

''_B@

法检测细胞增殖活力( 结果显示$不同处理

时间与不同
SFF

浓度对
'ZU'A

增殖活性的影响差

异均有统计学意义!

(:<">!7@?&

$

&:"7"""

%

(:?!7?@#

$

&:"7"""

"$处理时间和
SFF

浓度的交互项差异也有

统计学意义!

(:!7&<@

$

&:"7"?;

"( 进一步对比相同处

理时间下$ 不同浓度
SFF

干预后的
'ZU'A

增殖活

>@;

" "
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!

-6/7!%!#

!

8057#&

!

907$%

表
! "#$%#&' ()*%

检测
+,+-./01

!

--2!

和
3*)456

蛋白表达结果!!

!

!"

"

.5(7! "#$%#&' ()*% &#$8)%$ 5'5)9:#; (9 <&59 $=5)# $=5''>'<

!!

!

!"

"

注 # 与 对 照 组 对 比 $

+$

# :$;7&<;

$

$ :%7%$<

%

+!

# :<7<&=

$

$ :%7%#;

%

+#

# :

$!<7$<#

$

$:%7%%%

%

+;

#:>?7&="

$

$:"7""!

%

+>

#:!>7#>@

$

$:"7""?

%

+&

#:;7=>!

$

$:"7"<!

& 与
ABC$!

处理组对比 $

D$

#:=7!!;

$

$:%7%;;

%

D!

#:$=7=!$

$

$:

%7%$!

%

D#

#:$!7!>%

$

$:%7%!>

组别
EFEG2HC> GGI# '05!+@

对照组
"7&@J%7%; %7%=J%7%$ %7=>J%7%<

ABC$!

处理组
%7=!J%7%=

+$

%7$<J%7%?

+#

%7>#J%7%&

+>

HEE

干预组
%7?%J%7%#

+!D$

%7$!J%7%!

+;D!

%7?%J%7%&

+&D#

%

值
$%7$>< &#7?&! $;7#%%

&

值
%7%$! %7%%% %7%%>

图
6 KLM/L.* D50/

检测
EFEG2HC>

'

GGI#

和
'05!+$

的蛋白表达

?><76 2(L 1.0/L)* LN1.LMM)0* 5LOL5M 0P EFEG2HC>

$

GGI# +*Q '05!+@

RL.L 4L+M3.LQ DS KLM/L.* D50/

表
@

采用
A23B

法检测
3C23$

中潜在
D>BE+

的表达水平!!

!

'"

"

.5(7@ CFG&#$$>*' )#H#)$ *I %J# >';>=5%#; D>BE+$ K#&# D#5$8&#; (9 A23B 5$$59$ >' %J# =#))$

!!

!

!"

"

注# 与对照组对比$

+@

#:#!7#"<

$

&: "7""@

%

+!

#: >;7<"#

$

&:"7"""

%

+#

#:@?&7?""

$

&:"7"""

%

+;

#:"7""#

$

&:"7<>&

%

+>

#:;>7;"<

$

&:"7""?

%

+&

#:"7##>

$

&:"7>==

%

+?

#:

;7#=<

$

&:"7@@@

%

+=

#:"7?<?

$

&:"7;"&

%

+<

#:"7"";

$

&:"7<>"

%

+@"

#:"7=;;

$

&:"7;@"

%

+@@

#:!7=#!

$

&:"7@>#

%

+@!

#:"7;>#

$

&:"7>!&

%

+@#

#:;7&!"

$

&:"7"=;

%

+@;

#:;7>#<

$

&:

"7@""

& 与
ABC@!

处理组对比 $

D@

#:@7<==

$

&:"7!"=

%

D!

#:!;#7=!"

$

&:"7"""

%

D#

#:#;7@!=

$

&:"7"";

%

D;

#:;7;>"

$

&:"7@"!

%

D>

#:"7?!!

$

&:"7;#;

%

D&

#:@7="<

$

&:

"7!#&

%

D?

#:"7?&#

$

&:"7;!!

组别
(M+C4)TC@!<@ (M+C4)TC>?&C>1 (M+C4)TC<;" (M+C4)TC#?&6C>1 (M+C4)TC!#6 (M+C4)TC>@@C>1 (M+C4)TC><>

对照组
@7"&J"7;> @7""J"7"? @7#=J"7@> @7""J"7"? @7@!J"7"? @7"@J"7@> "7=;J"7!=

ABC@!

处理组
#7!@J"7&"

+@

@7&#J"7"&

+#

!7@>J"7"@

+>

"7=#J"7"&

+?

@7@!J"7@&

+<

"7=;J"7@"

+@@

@7;>J"7;!

+@#

ABC@!UHEE

组
!7==J%7%<

+!D$

$7%%J%7%>

+;D!

$7#%J%7$<

+&D#

$7%>J%7%&

+=D;

$7!>J%7!>

+$%D>

%7<>J%7$$

+$!D&

$7!#J%7$;

+$;D?

(

值
!&7?%$ $##7#%! $<7&#= $!7%$$ %7&!! $7&;% #7%=$

&

值
%7%%% %7%%% %7%%! %7$#$ %7>&; %7!>% %7$$%

性$显示
$% "G HEE

处理
;= (

即可提高细胞增殖活

力!

&:%7%%;

"$因此选择该剂量和时间进行后续分析

!表
!

"&

47 4 HEE

对退变
'VI'M

基质的影响

根据相关研究 (

@=

)应用
@" *W

*

45

C@

ABC@!

诱导

'VI'M

退变$通过
KLM/L.* D50/

结果表明与对照组相

比$

ABC@!

处理组增强了
EFEG2HC>

与
GGI#

的表

达$降低了
'05!+@

的表达$而加入
@" "G HEE

后与

ABC@!

处理组相比
EFEG2HC>

与
GGI#

表达显著

降低$

'05!+@

表达增高!图
@

$表
#

"&阿利新蓝染色显

示
ABC@!

处理后糖胺聚糖染色减少$而
HEE

处理

后改变了
ABC@!

的抑制作用$糖胺聚糖染色增加

!图
!

"&

47 ! HEE

的潜在调控靶点

进一步分析与
'VI'M

基质降解相关的潜在

4)T9EM

&

9XC#Y

与
GEIZ

通路是有关终板软骨退

变与
ABC@!

调控的主要信号通路&

F)+*+

工具
4).[

I+/(O7#

预测有
&"&

个
4)T9EM

与
9XC$Y

信号通路

相关$而有
&#"

个
4)T9EM

与
GEIZ

信号通路相关&

根据
-4*)D3M

!

\HV;>=>&

"的表达$椎间盘退变中有

@"@

个
4)T9EM

发生异常表达!图
#

"$三者交集揭示

了
?

个潜在
4)T9EM

#

(M+C4)TC@!<@

$

(M+C4)TC>?&C

>1

$

(M+C4)TC<;"

$

(M+C4)TC#?&6C>1

$

(M+C4)TC!#6

$

(M+C4)TC>@@C>1

$和
(M+C4)TC><>

& 进一步以
ABC@%

!

@" *W

*

45

C@

"处理 $或
ABC@!

!

@" *W

*

45

C@

"和
@" "G

HEE

共同处理
'VI'M

$ 应用
]T2CI'T

验证可被

HEE

逆转表达的
4)T9E

$ 发现
4)TC<;"

和
4)TC

>?&C>1

的表达差异最为显著!表
;

"&

47 @

过表达或抑制表达
4)TC<;"

和
4)TC>?&C>1

对退变
'VI'M

基质表达的影响

按照前期研究方法 (

@<

)

$应用
B)10PL6/+4)*L!"""

转染试剂分别将
4)TC<;" 4)4)6

$

4)TC<;" )*()D)/0.

$

4)T C>?& C>1 4)4)6

$

4)T C>?& C>1 )*()D)/0.

转染至

'VI'M

中$通过
KLM/L.* D50/

结果表明与
ABC@!

处理

组相比$ 加入
4)TC<;" 4)4)6

和
4)TC>?&C>1 4)4)6

后进一步增强了退变
'VI'M

中
EFEG2H C>

和

GGI#

的表达$并显著降低了
'05!+@

表达& 而加入
4)TC

<;" )*()D)/0.

与
4)TC>?&C>1 )*()D)/0.

后
EFEG2HC>

<=>

" "
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图
! ':;'<

中
=>>

调控潜在
4)?9>

筛选

"#$%! =6.@@*)*A 0B 10/@*/)+5 4)?9>< .@A35+/@C DE =>> )* ':;'<

图
& F@</@.* D50/

检测过表达或抑制表达
4)?GHI"

对退变
':;'<

基质的影响!

':;'<

用
JKGL!

"

L" *A

#

45

GL

$处理%或用
JKGL!

"

L" *A

#

45

GL

$和
4)?GHI" 4)4)6

或
)*()D)/0.

共同处理& 采用
F@</@.* D50/

检测

>M>N2=GO

'

NN;#

和
'05!+L

的蛋白表达水平

"#$%& :BB@6/< 0B 4)?9>GHI% 4)4)6< 0. )*()D)/0.< 0* ':;'< 4+/.)P DE

F@</@.* D50/7 ':; 6@55< Q@.@ /.@+/@C Q)/( JKGL!

"

L% *A

(

45

GL

$

0. 60

/.@+/@C Q)/( JKGL!

"

L% *A

(

45

GL

$

+*C 4)?9>GHI% 4)4)6< 0. )*()D)/0.<7

2(@ 1.0/@)* @P1.@<<)0* 5@R@5< 0B >M>N2=GO

%

NN;# +*C '05!+L Q@.@ +*S

+5ET@C DE Q@</@.* D50/ +*+5E<)<

图
' F@</@.* D50/

检测过表达或抑制表达
4)?GOU&GO1

对退变

':;'<

基质的影响&

':;'<

用
JKGL!

"

L% *A

(

45

GL

$处理%或用
JKGL!

"

L% *A

(

45

GL

$和
4)?GOU&GO1 4)4)6

或
)*()D)/0.

共同处理& 采用
F@</S

@.* D50/

检测
>M>N2=GO

'

NN;#

和
'05!+L

的蛋白表达水平

"#$%' :BB@6/< 0B 4)?GOU&GO1 4)4)6< 0. )*()D)/0.< 0* ':;'< 4+/.)P DE

F@</@.* D50/7 ':;'< Q@.@ /.@+/@C Q)/( JKGL!

"

L% *A

(

45

GL

$

0. 60 /.@+/@C

Q)/( JKGL!

"

L% *A

(

45

GL

$

+*C 4)?GOU&GO1 4)4)6< 0. )*()D)/0.<7 2(@ 1.0S

/@)* @P1.@<<)0* 5@R@5< 0B >M>N2=GO

%

NN;# +*C '05!+L Q@.@ +*+5ET@C DE

Q@</@.* D50/ +*+5E<)<

注)

'/.5

为对照组

图
(

采用阿利新蓝染色法分别检测糖胺聚糖含量

"#$%) V5E60<+4)*0A5E6+* 60*/@*/ Q@.@ 4@+<3.@C DE >56)+* D53@ </+)*)*A

和
NN;#

的表达显著降低%但
'05!+L

表达差异无统

计学意义 "图
I

'图
O

%表
O

'表
&

$&

)% '

验证
=>>

通过调控
4)?GHI%

或
4)?GOU&GO1

延缓
':;'<

退变

在
=>>

处理组中加入
4)?GHI% 4)4)6

或
4)?G

OU&GO1 4)4)6

% 结果显示与
=>>

处理组相比% 加入

4)?GHI% 4)4)6

或
4)?GOU&GO1 4)4)6

后均逆转了

=>>

对基质的调控作用%其中
>M>N2=GO

与
NN;#

的表达较
=>>

处理组均显著升高%

'05!+L

表达则显

著降低"图
&

%表
U

$&

!

讨论

!% * ':;'<

退变是
JMM

的主要病理特征

椎间盘是人体负重和维持脊柱稳定性的重要组

成部分%

JMM

是导致背部疾病的主要原因%也是腰痛

的重要病理基础 *

!%G!L

+

& 治疗的目的是预防或延迟

JMM

%促进修复以减轻症状 %至少延迟手术的需

要*

!!

+

& 然而%尽管有大量的研究%但生物和机械途径

合成引起的
JMM

的机制尚不清楚 *

!#

+

%因此延迟或修

HW&

" "
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表
! "#$%#&' ()*%

检测加入
+,-./01 +,+,2

和
+,-./31

,'4,(,%*&

后
565789:!

!

77;<

和
=*)>?@

蛋白表达结果

!!

!

!"

"

8?(A! "#$%#&' ()*% B?$ C$#D %* D#%#2% %4# #EF&#$$,*' *G

565789:!

"

77;< ?'D =*)>?@ F&*%#,' ?G%#& +,-:/31

+,+,2 ?'D +,-:/31 ,'4,(,%*& B#&# ?DD#D

!!

!

!"

"

注#与
:;<=!

处理组对比$

+=

#>?7$!#

$

$> %7%@%

%

+!

#> $A7?#$

$

$>%7%$!

%

+#

#>

$#7%B&

$

$ >%7%!!

%

+@

# >C7@?!

$

$ >%7%B?

%

+C

# >A7!@A

$

$ >%7%@A

%

+&

# >$7B&A

$

$ >

%7!C

& 与
:;<$!D4)E<?@% 4)4)6

对比$

F$

#>##7C$A

$

$>%7%%@

%

F!

#>#$7@$%

$

$>%7%%C

%

F#

#>%7@%B

$

$>%7CCA

组别
GHGI2J<C IIK# '05!+$

对照组
%7@!L%7%C %7##L%7%@ %7A?L%7=!

:;<=!

处理组
%7B?L%7%B %7B#L%7%? %7B!L%7=%

:;<=!D4)E<?@%

4)4)6

组
%7??L%7=!

+=

=7%=L%7==

+#

%7CCL%7%A

+C

:;<=!D4)E<?@%

)*()F)/0.

组
%7C&L%7%&

+!F=

%7&%L%7%B

+@F!

%7&#L%7=%

+&F#

%

值
#=7=B? @=7@%? &7!#!

&

值
%7%%% %7%%% %7%%%

表
H "#$%#&' ()*%

检测
955

处理组中加入
+,-:/31 +,+,2

或
+,-:!HI:!F +,+,2

后
565789:!

!

77;<

和
=*)>?@

蛋

白表达结果!!

!

'"

"

8?(JH KEF&#$$,*' *G 565789.!

"

77;< ?'D =*)>?@

F&*%#,'$ B#&# D#%#2%#D (L"#$%#&' ()*% ?G%#& +,-./31+,+,2

*& +,-.!HI.!F+,+,2 B?$ ?DD#D %* 955.%&#?%#D M&*CF

!!

!

!"

"

注# 与
:;<=!

处理组对比$

+=

#>!#7A&#

$

&>%7%%A

%

+!

#>&7AB!

$

&>%7%C?

%

+#

#>

%7C!=

$

& >%7C=%

%

+@

# >C!7&?#

$

& >%7%%!

%

+C

# >A7?C#

$

& >%7%@%

%

+&

# >&7&=A

$

& >

%7%&!

%

+B

#>B%7C?%

$

&>%7%%=

%

+A

#>@%7C?%

$

&>%7%%#

%

+?

#>&7A%@

$

&>%7%&%

& 与

:;<=!DJGG

对比$

F=

#>A7!?C

$

&>%7%@B

%

F!

#>=#7!#&

$

&>%7%!!

%

F#

#>A7@%=

$

&>

%7%@!

%

F@

#>=C7&?A

$

&>%7%=B

%

FC

#>A7C!!

$

&>%7%@#

%

F&

#>#?7=C#

$

&>%7%%#

组别
GHGI2J<C IIK# '05!+=

对照组
%7?AL%7== =7%=L%7=@ =7&!L%7=B

:;<=!

处理组
=7??L%7!% =7&BL%7=! %7C=L%7=C

:;<=!DJGG

组
=7!%L%7=@

+=

=7=%L%7%&

+@

=7@@L%7=!

+B

:;<=!DJGGD4)E<

?@% 4)4)6

组
=7C?L%7=?

+!F=

=7#@L%7=C

+CF#

=7=&L%7=%

+AFC

:;<=!DJGGD4)E<

CB&<C1 4)4)6

组
=7A&L%7!!

+#F!

=7@!L%7=!

+&F@

%7A%L%7=#

+?F&

(

值
=&7==# =#7BAB ##7B%%

&

值
%7%%% %7%%% %7%%%

表
I "#$%#&' ()*%

检测加入
+,-.!HI.!F +,+,2

与
+,-.

!HI.!F ,'4,(,%*&

后
565789.!

!

77;<

和
=*)>?@

蛋白表

达结果!!

!

'"

"

8?(NI "#$%#&' ()*% B?$ C$#D %* D#%#2% %4# #EF&#$$,*' *G

565789O!

"

77;< ?'D =*)>?@ F&*%#,'$ ?G%#& +,-.!HI.!F

+,+,2 ?'D +,-.!HI.!F ,'4,(,%*& B#&# ?DD#D

!!

!

'"

"

注# 与
:;<=!

处理组对比$

+=

#>A7?C%

$

&>%7%@!

%

+!

#>=7=&#

$

&>%7#@!

%

+#

#>

==7#%#

$

&>%7%!A

%

+@

#>!7?A@

$

&>%7=C?

%

+C

#>=%7&&A

$

&>%7%#=

%

+&

#>&7#?!

$

&>

%7%&C

& 与
:;<=!D4)E<?@% 4)4)6

对比$

F=

#>A7##%

$

&>%7%@B

%

F!

#>!!7&?@

$

&>%7%%?

%

F#

#>=7#C&

$

&>%7#%?

组别
GHGI2J<C IIK# '05!+=

对照组
%7#%L%7%@ %7##L%7%# %7A?L%7=!

:;<=!

处理组
%7&!L%7%A %7B&L%7%B %7B#L%7%A

:;<=!D4)E<CB&<

C1 4)4)6

组
%7AAL%7=!

+=

=7%%L%7=%

+#

%7CCL%7%&

+C

:;<=!D4)E<CB&<

C1 )*()F)/0.

组
%7B&L%7%?

+!F=

%7&&L%7%B

+@F!

%7&%L%7%C

+&F#

(

值
#=7=B? @=7@%? &7!#!

&

值
%7%%% %7%%% %7%=B

图
I MNO/N.* F50/

检测
4)E<?@%

或
4)E<CB&<C1

对
JGG

调控作用的

影响&

'PK'O

用
:;<$!

!

$% *Q

'

45

<$

"处理$或用
:;<$!

!

$% *Q

(

45

<$

"和

JGG

!

$%"I

"以及
4)E<?@% 4)4)6

或
4)E<CB&<C1 4)4)6

共同处理&采

用
MNO/N.* F50/

检测
GHGI2J<C

)

IIK#

和
'05!+$

的蛋白表达水平

P,MNI 2(N NRRN6/O 0R 4)E<?@% 0. 4)E<CB&<C1 0* /(N .NQ35+/)0* 0R JGG

SN.N TN/N6/NT FU MNO/N.* F50/7 'PK'O SN.N /.N+/NT S)/( :;<$!

!

$% *Q

'

45

<$

"

0. 60 /.N+/NT S)/( :;<$!

!

$% *Q

'

45

<$

"

+*T JGG

!

$% "I

"

S)/( 4)E<

?@% 4)4)6 0. 4)E <CB& <C1 4)4)67 2(N 1.0/N)* NV1.NOO)0* 5NWN5O 0R

GHGI2J<C

$

IIK# +*T '05!+= SN.N +*+5UXNT FU SNO/N.* F50/ +*+5UO)O

复
:HH

已成为骨科研究中的一个难题*

软骨终板变性在
:HH

中的作用已经引起了广

泛的关注 +

!@<!C

,

$

'PK'O

的细胞外基质改变是
:HH

的

一个重要标志 +

@

$

!&

,

* 终板退变是多种因素造成的结

果+

!@<!C

$

!B<!A

,

$如衰老和异常负荷$干扰
'PK'O

的功能$

导致细胞肥大和凋亡$ 并通过影响相关细胞因子的

表达破坏细胞外基质$最终导致软骨终板的钙化-裂

隙和通透性降低& 前期笔者研究了异常负荷对终板

变性的影响$发现
'PK'O

对异常压缩负荷和炎症因

子的刺激非常敏感 +

!?

,

$同时调控不良条件下
'PK'O

的分子表达谱$可以修复终板结构$延缓
:HH

+

#"

,

&

<N >

中药单体成分
JGG

能够延缓
'PK'O

退变

中药单体成分的有效性和药用机制受到广泛关

?AB

" "



!"#$ !"!#% $%&' #&(' $%) '()*+ , -./(01 2.+34+/05

!

-6/7!%!#

!

8057#&

!

907$%

注! 多种中草药单体成分已被确定在
:;;

的调节中

发挥作用"

$<

#

#$=#!

$

% 例如&川芎嗪通过抑制髓核细胞中

2>?=!

的激活来缓解
:;;

"

#$

$

% 红花单体羟基红花黄

色素
@

能拮抗
:A=$!

诱导的终板软骨细胞凋亡的

作用"

##

$

%笔者前期发现杜仲苷可通过抑制
4)B=$C%=

D1 E 'BFG$

信号通路来抑制髓核细胞凋亡 "

$<

$

% 结合

在线预测工具&系统地分析和验证了潜在的
:;;

治

疗单体成分"

#C

$

&其中
H@@

在治疗
:;;

和抑制软骨细

胞凋亡方面具有潜在的优势%

H@@

是丹参的一种水溶性成分& 被报道具有抗

炎和抗凋亡作用 "

#D

$

%

'I:F9

等 "

#&

$发现
H@@

可阻断

9?=JG

信号通路&增加
G65!

的表达&以抑制受损脑

神经发生组织的炎症和凋亡%

KI@9>

等 "

#L

$报道了

H@@

通过抑制
9?=MG

和
N@OJ

信号通路的激活&减

少了
IJ=!

细胞中炎症因子如
29?

'

:A=&

'

)9-H

和

'-P=!

的产生! 近年来&学者们探讨了
H@@

对软骨

细胞的影响&发现
H@@

可以通过抑制软骨细胞的炎

症和相关凋亡来缓解骨关节炎的进展"

Q"=QQ

$

! 笔者之

前的在体研究"

<

$证实了
H@@

可通过抑制软骨细胞凋

亡' 降低炎症因子
:A=Q!

'

29?="

'

:A=&

等炎症因子

的表达水平& 减轻持续压迫引起的腰椎小关节软骨

损伤! 然而&

H@@

对
'FO'R

基质降解的影响尚不

清楚!

在本研究中&观察了
H@@

对
:A=Q!

诱导的退变

'FO'R

的潜在影响&发现
H@@

可增强
'FO'R

的细胞

增殖活性&逆转了
:A=Q!

对
'FO'R

基质成分的降解

作用& 抑制了退变
'FO'R

中
@;@N2H=D

和
NNO#

的表达!这些数据表明
H@@

具有延缓
'FO'R

退变的

作用 ! 在此基础上 & 进一步研究了
H@@

可能的

4)B9@R

作用靶点!

!" ! 4)B=<C"

和
4)B=DL&=D1

可能是
H@@

的作用

靶点

4)B9@R

在
:;;

发展中的作用已被广泛报道&

作为一种小的非编码
B9@

& 通过靶向
4B9@

的
#S

非翻译区来调控基因表达&这可能是
:;;

药物治疗

的靶点"

#T

$

! 研究也已证实
4)B9@R

参与了
'FO'R

的

调控 "

$C

$

&如
NF22A#

通过激活
4&@ E 4)B=$!&=D1

轴

来增强
:A=$!

相关的
'FO'R

变性 "

$T

$

&

4)B=#C+

通

过抑制
G65=!

的表达来诱导
U+R

调控的
'FO'R

凋

亡"

$C

$

! 根据笔者的研究结果&

4)B=<C%

和
4)B=DL&=

D1

参与了
'FO'R

退变过程&抑制
4)B=<C%

与
4)B=

DL&=D1

表达可逆转
:A=$!

所导致的
'FO'R

基质降

解! 基于这一发现&进一步验证了
H@@

对
4)B=<C%

和
4)B=DL&=D1

的依赖作用& 表明两者过表达后

H@@

对退变
'FO'R

的改善作用显著降低! 以上结果

说明
H@@

能够增强
'FO'R

的增殖活性&有效改善退

变
'FO'R

基质成分表达& 其作用机制与抑制
4)B=

<C%

和
4)B=DL&=D1

表达有关& 两者可能是
H@@

调

节
'FO'R

退变的作用靶点 ! 下一步将继续研究

4)B=<C%

和
4)B=DL&=D1

在
'FO'R

退变中的下游靶

基因与
H@@

的调控机制& 为拓展
H@@

治疗
:;;

的

适应证与应用范围提供依据!
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