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Linc01776在椎间盘退行性变中生物学功能的研究 *

王云浩 孙中仪 于召龙 李秋园 朱文峰 田纪伟△

（上海交通大学附属第一人民医院骨科上海 200080）

摘要目的：椎间盘退行性变（intervertebral disc degeneration, IVDD）是中老年人中的高发病率与高致残率的疾病，目前其病理生理

机制尚未完全研究清楚。本实验旨在研究 linc01776在 IVDD中的差异性表达，并通过生物信息学探索调控 IVDD的分子学机制，

从而为 IVDD的治疗提供作用靶点。方法：根据 Pffirrmann评分，将退变椎间盘标本分成对照组与 IVDD组，通过 qRT-PCR验证

linc01776在退变椎间盘中的差异表达；构建 Linc01776敲除质粒表达载体，并研究 Linc01776在 IVDD中生物功能学研究；预测

Linc01776参与的竞争性内源 RNA（CeRNA）调控机制。结果：linc01776在退变椎间盘中表达显著增加。敲除 linc01776后，

Aggrecan 表达增加，MMP3、MMP13表达减少，细胞外基质分解降低。通过生物信息学预测 Linc01776/miR-196b-5p/Akt1 的

CeRNA机制调控通路。结论：Linc01776促进髓核细胞外基质降解，调控 IVDD的发生与发展。Linc01776/miR-196b-5p/Akt1信号

轴可能为其调控 IVDD进程的 CeRNA机制调控通路。
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The Biological Function Analysis of Linc01776 in the Degeneration of
Intervertebral Disc*

Intervertebral disc degeneration (IVDD) is a disease with high morbidity and high disability in middle-aged

and elderly people. The pathophysiological mechanism has not been fully studied. This study investigated the differential expression of

linc01776 in IVDD and explored the molecular mechanism of IVDD through bioinformatics. This may provid a target for the treatment of

IVDD. According to Pffirrmann score, degenerative disc tissues were divided into control group and IVDD group and

qRT-PCR was used to verify the differential expression of linc01776 in degenerated intervertebral discs. The Linc01776 knocking-out

plasmid expression vector was constructed to study the biofunctionality of Linc01776 in IVDD. The competitinge endogenous RNA

(CeRNA) regulatory mechanism involved in Linc01776 was predicted. The expression of linc01776 was significantly increased

in the degenerated intervertebral disc. Knocking out linc01776 could promote the expression of Aggrecan and inhabit the expression of

the MMP3 and MMP13. What's more, it could further promote the decomposition of extracellular matrix. The regulatory pathway of the

CeRNA mechanism of Linc01776/miR-196b-5p/Akt1 was predicted by bioinformatics. Linc01776 promotes the degradation

of nucleus pulposus extracellular matrix and regulates the occurrence and development of IVDD. The Linc01776/miR-196b-5p/Akt1

signal axis may be a regulatory pathway for the CeRNA mechanism that regulates IVDD progression.

Intervertebral disc degeneration; Long non-coding RNA; Linc01776; Competitive endogenous RNA

前言

椎间盘退行性变（intervertebral disc degeneration,IVDD）是

中老年人中的高发病率与高致残率的疾病，也是就医、住院的

常见疾病之一[1，2]。目前其机制研究主要集中在生物力学、氧化

应激、炎性因子、细胞凋亡、细胞外基质与自噬等方面[3，4]。而长

链非编码 RNAs（lncRNAs）是一类长度大于 200 nt的非编码蛋

白转录本，在机体的生理及病理生理过程中执行重要的生物学

功能。研究表明，lncRNAs参与肿瘤、糖尿病、阿尔兹海默病等

疾病的发病过程[5，6]。但 lncRNA参与 IVDD调控的分子机制目

前仍处于处于起步阶段。

在人类基因组中，仅有约为 1.5%的核苷酸序列可以编码

蛋白，其余的约 98.5%的核苷酸序列为非编码序列，以时空特

异性方式（如不同发育阶段）或组织特异性参与人体内的病理
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生理进程并调控疾病的发生发展 [7]。非编码 RNA具有多种类

型，如循环 RNA、microRNAs、环状 RNA、长链非编码 RNA

（long no coding RNA，LncRNA）等[8]。其中，lncRNA参与调控了

包括从胚胎发育、干细胞维持、细胞分化、增殖、凋亡、代谢、自

噬、信号传导以及免疫应答等几乎所有生理或病理过程与以及

疾病的发生发展过程。lncRNA的结构异常与表达异常常与人

类的重大疾病（如肿瘤、心脑血管疾病、退行性神经疾病等）密

切相关[9]。

竞争性内源 RNA（competing endogenous RNA，ceRNA）机

制，是调控细胞功能与机体病理生理过程的重要机制 [10]。当

lncRNA与 mRNA有相同的核苷酸片段时，两者可竞争结合

miRNA。lncRNA发挥海绵吸附作用，吸附 miRNA，致使被

miRNA结合的 mRNA增加，mRNA表达量增加。lncRNA通

ceRNA机制，以 miRNA为桥梁，间接调控 mRNA 的表达，参

与细胞病理生理功能的调节。在椎间盘退变中，lncRNA也可能

通过 ceRNA机制，通过吸附 miRNA，进而调控下游 mRNA表

达，影响髓核细胞外基质降解，进而促进椎间盘退变的发生与

发展。

本课题组前期对退变椎间进行基因芯片分析，共发现

1570个差异表达 lncRNAs，其中 linc01776 差异表达最为显

著[11]。本研究通过 qRT-PCR对 linc01776在退变椎间盘中的表

达进一步验证，并通过敲除 linc01776研究其生物学功能，使用

生物信息学通过结合 ceRNA 机制预测其下游分子，构建其

ceRNA机制通路。

1 材料方法

1.1 研究对象

收集 2018年 5月 -2018年 12月在上海交通大学附属第

一人民医院经椎间盘手术切除标本 12例，其中男性 5例，女性

7 例，年龄平均（59.83 ± 7.81）。根据 Pfirrmann 评分，将评分

Ⅰ-Ⅲ级的标本作为对照组，评分Ⅳ-Ⅴ的标本作为 IVDD组。

术前均签署知情同意书，并经上海交通大学附属第一人民医院

伦理委员会批准。

1.2 实验材料

细胞培养用太牛血清（Sigma公司）、DMEM-F12 培养基

（gibco 公司）、TRIzol RNA 分离试剂 （Thermo 公司）、TB

GreenTM Premix Ex TaqTM II荧光定量试剂盒 (TaKARa 公司)、

MMP3 兔抗人抗体（CST 公司）、MMP13 兔抗人抗体（CST 公

司）、GAPDH兔抗人抗体（CST公司）、Aggrecan 兔抗人抗体

（Abcam 公司）、ECL 发光试剂（Pierce Biotechnology 公司）、

Linc01776的 shRNA（吉玛公司）、Lipofectamine 3000转染试剂

（Thermo公司）。

1.3 髓核原代细胞提取与培养

将椎间盘标本用 PBS清洗 3次，将髓核组织与纤维环组

织机械分离，并将髓核组织修剪成 2-3 mm3组织块。将髓核组

织块经 0.25%的胰蛋白酶 37℃恒温震荡消化 0.5h 后，于

800 rpm下离心 5 min，然后经 0.2%Ⅱ型胶原酶 37℃恒温震荡

消化 3-4h后，经 70滋m细胞筛网过滤，于 800 rpm下离心 5min，

用 PBS清洗，重复 3次。将分离的髓核细胞中加入 10 mL含双

抗和 10％FBS的 DMEM/F-12 细胞培养基，并放入 5％CO2、

37℃培养箱进行培养，每隔 3天换液。

1.4 细胞转染

将细胞接种于 6孔板，待长至 70%-80%时进行转染。取

7.5 滋L Lipofectamin誖 3000，并用 125 滋L Opti-MEM培养基稀

释。取 2.5 滋g shRNA，并用 125 滋L Opti-MEM培养基稀释，然

后加入 P3000TM试剂，充分混匀。将稀释后 shRNA混合液按

1:1体积加入已稀释的 Lipofectamin誖 3000混合液中。放置于

室温下孵育 5 min。将 shRNA-脂质体混合物加入到 6孔板中。

将细胞放置于 37℃培养箱孵育 2d。

1.5 IL-1β 诱导髓核细胞退变

将细胞接种于 6孔板，待长至 70%-80%时，含有 20 ng/mL

的 IL-1茁的 DMEM-F12培养基中培养 24h，收集用于进行后续

试验。根据不同处理因素分成 3组进行实验，其中对照组为未

转染未经 IL-1茁诱导的原代髓核细胞，此为未退变髓核细胞；
IL-1茁组为，未转染髓核细胞并经 20 ng/mL IL-1茁诱导，此为退
变髓核细胞；IL-1茁+shRNA 组为转染髓核细胞并经 IL-1茁 诱
导，此为敲除 Linc01776并经 IL-1茁诱导的髓核细胞。
1.6 RT-PCR实验

通过 TRIzol法提取 RNA并测定其浓度，将通过逆转录获

得 DNA模板并进行 PCR扩增反应。扩增基因包括 Linc01776、

Aggrecan、MMP3、MMP13 以及 GAPDH。反应体系为 20 滋L
（DNA 模板 2 滋L、PCR Forward Primer 0.8 滋L、PCR Reverse

Primer 0.8 滋L、ROX Reference Dye II 0.4 滋L、TB Green Premix

Ex Taq II10 滋L、灭菌水 6 滋L），然后 滋 后)，依次 95℃预变性

30 s、95℃变性 5 s、60℃退火 30 s，共 40个循环周期。；每个循

环周期结束后进行荧光检测，采用 ABI StepOne软件进行数据

收集，对对照组与 IVDD组 Linc01776表达水平进行相对定量

计算，对对照组、IL-1茁组、IL-1茁+shRNA组 Aggrecan、MMP3、

MMP13表达水平进行相对定量计算。

1.7 WB实验

待 6孔板中细胞铺满至 80%以上，使用胰酶对细胞进行消

化并收集。加入 200 滋L RIPA裂解液获得细胞蛋白标本,并于

高温进行变性。用 SDS-PAGE凝胶试剂盒配制凝胶，并依次进

行上样，恒压 80V电泳 120 min，恒流 300 mA转膜 100 min，快

速封闭液室温封闭 15 min，一抗 4℃摇床过夜孵育。次日 TBST

洗膜 3次，二抗（1:2000）室温摇床敷育 1 h，TBST洗膜 3次后

ECL显影，使用用 Image J软件进行灰度分析。

1.8 生物信息学分析

通 过 UCSC 数 据 库 （http://genome.ucsc.edu/） 预 测

Linc01776 序列，通过 AnnoLnc 数据库（http://annolnc.cbi.

pku.e du.cn/）预测 Linc01776 靶基因，将预测靶基因通过

DAVID数据库（https://david.ncifcrf.gov/）进行信号通路分析，

并筛选靶基因与信号通路。通过 miRcode数据库（http://www.

mircode.org/）预测筛选出的靶基因 AKT1的上游 miRNA并通

过 DIANA TOOLS 数据库（http://diana.imis.athena-innovation.

gr）预测 Linc01776下游 miRNA。将筛选出的 miRNA取交集，

筛选出 miRNA 为 miR-196b-5p。根据 LncRNA 吸附 miRNA

调控mRNA的 ceRNA机制，构建 ceRNA调控通路，并通过

DIANA TOOLS 数据库分析 Linc01776 与 miRNA 与 mRNA

的互补序列。
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图 2 qRT-PCR检测敲除 linc01776后 Aggrecan、MMP3、MMP13的表达（a：Aggrecan表达；b：MMP3表达；MMP13表达）

Fig.2 Expression of Aggrecan、MMP3、MMP13 after knocking out linc01776 in qRT-PCR

1.9 统计学分析

使用 SPSS20.0软件进行统计学分析，计量资料以 mean±

SD(x依s)表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采
用 t检测，以 P<0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1 RT-PCR检测 linc01776在退变髓核细胞中的差异性表达

通过 RT-PCR检测发现，在对照组与退变组中 Linc01776

存在差异性表达，结果见图 1。在退变组中 Linc01776表达量

（4.71 ± 0.71）较对照组中 Linc01776表达量（1.04 ± 0.03）明显

升高，且差异有统计学意义（P<0.05）。结果证明，Linc01776在
退变髓核细胞中表达增加，提示其在椎间盘退变过程中发挥一

定的生物学功能并通过敲除 Linc01776进一步验证。

2.2 qRT-PCR检测 Aggrecan、MMP3与MMP13的表达

采用 qRT-PCR 分别检测 linc01776 敲除后髓核细胞

Aggrecan、MMP3与MMP13的表达，结果见图 2。

IL-1茁组中 Aggrecan表达量在 IL-1茁组为（0.28 ± 0.07）

较对照组（1.02 ± 0.01）降低，且差异有统计学意义（P<0.05），
证 明 IL-1茁 抑 制 髓 核 细 胞 中 Aggrecan 的 表 达 。 在

IL-1茁+shRNA组为（1.32 ± 0.11）较 IL-1茁组升高，且差异有统
计学意义（P<0.05），证明敲除 linc01776则可以抑制 IL-1茁所诱
导的 Aggrecan表达减少，进而抑制髓核细胞退变。

IL-1茁组中 MMP3表达量在 IL-1茁组为（2.13 ± 0.10）较

对照组（1.01 ± 0.07）升高，且差异有统计学意义（P<0.05），证

明 IL-1茁促进髓核细胞中MMP3的表达。在 IL-1茁+shRNA组
为（1.44 ± 0.15）较 IL-1茁组降低，且差异有统计学意义（P<
0.05），证明敲除 linc01776则可以抑制 IL-1茁所诱导的MMP3

表达增加，进而抑制髓核细胞退变。

IL-1茁组中MMP13表达量在 IL-1茁组为（1.67 ± 0.04）较

对照组（1.01 ± 0.04）升高，差异有统计学意义（P<0.05），、证明
IL-1茁促进髓核细胞中MMp13的表达。在 IL-1茁+shRNA组为
（1.27 ± 0.03）较 IL-1茁组降低，且差异有统计学意义（P<0.05），
证明而敲除 linc01776则可以抑制 IL-1茁所诱导的 MMP13表

达增加，进而抑制髓核细胞退变。

根据以上结果可以得出，敲除 Linc01776后 Aggrecan表达

增加，MMP3、MMP13 表达减少 ，说明 Linc01776 通过抑制

Aggrecan表达，促进 MMP3、MMP13表达进而在椎间盘退变

中发挥生物学功能。

2.3 Western Blot检测 Aggrecan、MMP3与MMP13的表达

采用 Western Blot 分别检测 linc01776 敲除后髓核细胞

Aggrecan、MMP3与MMP13的表达，结果见图 3。IL-1茁组相比
对照组，Aggrecan表达减少，MMP3、MMP13表达增加，证明

IL-1茁 促进髓核细胞外基质分解，促进 IVDD 的发生发展。

IL-1茁+shRNA 组相比 IL-1茁 组，Aggrecan 表达增加，MMP3、

MMP13表达减少，证明敲除 Linc01776可以抑制 IL-1茁所诱导
的 Aggrecan分解，抑制 IL-1茁所诱导的 MMP3、MMP13表达，

进而缓解 IVDD。

2.4 linc01776下游靶基因信号通路富集分析

通过 AnnoLnc数据库（ http://annolnc.cbi.pku.edu.cn/index.

jsp）预测 Linc01776靶基因，共预测 11807个靶基因。通过

David 数据库（https://david.ncifcrf.gov）进行 KEGG 通路富集 ,

结果见图 4。发现 p53信号通路、PI3K-AKT信号通路、TNF信

号通路等与 IVDD 有明显相关性。其中，靶基因 AKT1 为

PI3K-AKT信号通路的调控基因，且有研究表明 AKT1与IVDD

有相关性，故选择 AKT1为靶基因，并进行下一步预测[12]。

2.5 预测 miRNA与互补序列

通过 miRTarBase 数据库（http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.

tw）预测 AKT1的 miRNA，结果见表 1。通过 miRcode数据库

（http://www.mircode.org）预测 Linc01776的 miRNA结果见表

2。将两者取交集，筛选出目标 miRNA为 miR-196b-5p。为进一

步验证预测的可靠性，通过 DIANA TOOLS（http://diana.imis.a-

thena-innovation.gr）数据库，分析 Linc01776 与 miR-196b-5p、

图 1 linc01776在退变椎间盘中的差异表达

Fig.1 The different expression of linc01776 in IVDD
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图 5互补序列（a：linc01776与 miR-196b-5p互补序列；b：miR-196b-5p与 AKT1互补序列）

Fig.5 Complementary sequences (a: complementary sequences of linc01776 and miR-196b-5p; b: complementary sequences of linc01776)

miRNA Target

has-miR-196b-5p AKT1

has-miR-34a-5p AKT1

has-miR-206 AKT1

has-miR-409-3p AKT1

has-miR-340-5p AKT1

表 1 AKT1预测 miRNA

Table 1 Predicted miRNA of AKT1

表 2 Linc01776预测 miRNA

Table 2 Predicted miRNA of Linc01776

miRNA LincRNA

has-miR-194Linc 01776

has-miR-196b-5p Linc01776

has-miR-19ab Linc01776

has-miR-205 Linc01776

has-miR-216b-5p Linc01776

图 3 WB检测敲除 linc01776后 Aggrecan、MMP3、MMP13

的表达

Fig.3 Expression of Aggrecan, MMP3, MMP13

after knocking out linc01776 in WB

图 4 linc10776靶基因 KEGG通路富集分析

Fig.4 The KEGG analysis of the target genes

图 6 linc01776/miR-196b-5p/AKT1的 ceRNA机制调控信号轴示意图

Fig.6 Diagram of ceRNA regulation mechanism of

linc01776/miR-196b-5p/AKT1 signal axis

miR-196b-5p与 AKT1的互补序列，结果见图 5。

2.6 构建 ceRNA机制调控信号轴

通过 DIANA TOOLS（http://diana.imis.athena-innovation.gr）

数据库分析 Linc01776 与 miR-196b-5p 间、miR-196b-5p 与

AKT1间存在互补序列，为构建 Linc01776的 ceRNA通路提供

了信息学的基础，同时其说明它们相互之间有结合的可能性。

故根据 ceRNA 机制，Linc01776 可通过海绵吸附作用，吸附

miR-196b-5P调控 AKT1表达在 IVDD发挥作用，故预测并构

建 linc01776/miR-196b-5p/AKT1 的 ceRNA 机制调控信号轴，

结果见图 6。此通路为下一步的研究提供了方向，当然，其也需

要通过敲除 linc01776与 miR-196b-5p检测下游基因，进一步

去验证。

3 讨论

IVDD发病机制复杂多样，对其机制的深入研究是当今脊

柱外科的迫切要求，对 IVDD预防与治疗提供重要的依据。本

研究从长链非编码 RNA领域展开实验，发现 linc01776参与调

控细胞外基质降解，促进椎间盘退变。并通过生物信息学，预测

linc01776 通过 ceRAN 机制调控 miR-196b-5p 与 AKT1 参与

IVDD 发生与发展，并构建 linc01776/miR-196b-5p/AKT1 的

ceRNA调控信号轴。

研究表明，lncRNA在 IVDD的发病过程中发挥重要作用。

Wang K发现，长链非编码 RNA linc-ADAMTS5通过 RREB1

相互作用，抑制 ADAMTS5表达进而减缓椎间盘退变[13]。Xi Y

研究发现，长链非编码 RNA HCG18通过海绵吸附作用吸附
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miR-146a-5p，促进 TRAF6表达进一步促进椎间盘退变。本研

究发现，在 IVDD中 linc01776存在差异性表达，说明其参与

IVDD的发生发展。

细胞外基质降解是椎间盘退变的机制之一。其中，蛋白聚

糖（Aggrecan）是由一个核心蛋白与一条或多条糖胺聚糖共价

组成成的糖蛋白，主要由结缔组织特化细胞或纤维细胞和软骨

细胞产生[14]。Aggrecan是细胞外基质的重要组成部分，具有保

水性，维持细胞外基质完整性的生物学作用[15]。Zhang B研究发

现，在 miR-3150a-3p诱导下下 Aggrecan的低表达促进 IVDD

的发展。基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinases，MMPs）是

一类含有 Zn2+的内切酶，对细胞外基质降解作用广泛，对细胞

外基质的结构重塑于沉积有重要影响[16]。当细胞微环境发生

改变，比如炎性因子刺激、氧化应激、高糖刺激等，MMPs表达

升高，细胞外基质降解 [17，18]。其中，MMP3、MMP13两者均以

collagenⅡ、Aggrecan为底物进行分解。在 IVDD发生发展时，

MMP3、MMP13表达增高，髓核细胞的细胞外基质分解增加，

髓核细胞形态与功能改变，发生退变 [19]。Jing W研究发现，

MMP3在 miR-93作用下低表达，可减少二型胶原酶降解，减缓

IVDD的发展[20]。HuaWB研究发现，MMP13在 miR-127-5p作

用下高表达，可促进二型胶原分解进而导致 IVDD的发病[21]。

本实验研究发现，在敲除 linc01776后，MMP3、MMP13表达降

低，Aggrecan表达增加，髓核细胞外基质降解，linc01776通过

调节细胞外基质参与 IVDD的发生与发展。

通 过 生 物 信 息 学 ， 我 们 预 测 出 调 控 IVDD 的

linc01776/miR-196b-5p/AKT1 信号轴。 Zhu X 研究发现，

miR-196b-5p以 COL1A1为靶点调控细胞增殖，而细胞增殖减

少又是 IVDD 的病因之一，所以 miR-196b-5p 有可能参与

IVDD发病机制调控[22，23]。Qian D研究发现，AKT1在 miR-374b

调控下表达降低，可以促进细胞凋亡，同时细胞凋亡又可以促

进 IVDD的发病 [24，25]。因此，预测所得 linc01776/miR-196b-

5p/AKT1信号轴可能参与 IVDD发病的生理病理机制。但是，

生信分析只是为我们提供了新的研究方向，其仍需要通过实验

进一步验证。本课题计划在敲除 linc01776后，再次进行高通量

测序进而研究其下游基因的具体表达情况，并和本预测结果相

比较。同时，也通过进一步的 RT-PCR验证结果。

综上所述，linc01776 在 IVDD 的发生与发展中发挥了重

要作用，为 IVDD的预防与治疗提供一个新的靶点。通过生物

信息学预测的 linc01776/miR-196b-5p/AKT1信号轴提供了新

的研究方向，此通路可行性与确切机制仍有待进一步研究。
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