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NF-资B信号通路参与高糖在椎间盘退行性变中影响及其作用的研究 *
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摘要目的：近来研究发现，椎间盘退变与代谢性疾病，尤其是与糖尿病具有明显的相关性，但具体机制尚未有深入研究。本实验拟

探究高糖微环境诱导椎间盘退行性变及其对 NF-资B信号通路的影响，为进一步揭示高糖诱导椎间盘髓核细胞退变的机制提供研
究基础，为延缓、阻止糖尿病椎间盘退变和治疗糖尿病相关腰痛疾病带来新的策略和方法。方法：1、高糖微环境与 IVDD的关系：

使用 5.5 mmol/L、15 mmol/L、30 mmol/L、100 mmol/L 不同浓度葡萄糖培养基培养髓核细胞，RT-PCR 检测髓核细胞 MMP-3、

MMP-13、Aggrecan、CollagenII的表达；2、NF-资B信号通路参与高糖微环境调控 IVDD进展：Bay11-7082抑制 NF-资B信号通路激
活，再使用 RT-PCR、Western Blot检测髓核细胞 MMP-3、MMP-13、Aggrecan、CollagenII和 NF-资B的表达。结果：RT-PCR检测显
示，在不同葡萄糖浓度下，Aggrecan、CollagenII随浓度升高表达减少，MMP-3、MMP-13随浓度升高表达增加。RT-PCR、Western

Blot检测显示，使用 Bay11-7082可使高糖组中 Aggrecan、CollagenII表达增加，MMP-3、MMP-13表达减少。结论：高糖微环境诱导

椎间盘退行性变发病，且 NF-资B信号通路参与高糖微环境诱导椎间盘退行性变发病。
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The Study of High Glucose Promoting Intervertebral Disc Degeneration
through NF-kappa B Signaling Pathway*

Recently, some researches show that intervertebral disc degeneration is significantly related to metabolic

diseases, especially diabetes, but the specific mechanism has not been further studied. This study aims to the role of high glucose

microenvironment and NF-kappa B signaling pathway in IVDD and to explore the mechanism of high glucose-induced degeneration of

nucleus pulposus cells through NF-kappa B signaling pathway. It may provide a new strategy and method for preventing and treating

diabetic-related low back pain. Nucleus pulposus cells was cultured in 5.5 mmol/L, 15 mmol/L, 30 mmol/L and 100 mmol/L

glucose medium and the expression of MMP-3, MMP-13, Aggrecan and CollagenII in nucleus pulposus cells was detected by RT-PCR.

Bay11-7082 was used to inhibit the activation of NF-kappa B signaling pathway and the expression of MMP-3, MMP-13, Aggrecan,

CollagenII and NF-kappa B in nucleus pulposus cells was detected by RT-PCR and Western Blot. RT-PCR showed that at

different concentration, the expression of Aggrecan and CollagenII decreased with the increasing of concentration, while the expression

of MMP-3 and MMP-13 increased with the increasing of concentration. RT-PCR and Western Blot showed that after using Bay11-7082,

the expression of Aggrecan and CollagenII increased and the expression of MMP-3 and MMP-13 decreased in the high glucose group.

High glucose microenvironment is correlated with intervertebral disc degeneration. High glucose microenvironment induces

intervertebral disc degeneration by mediating NF-kappa B signaling pathway.

Intervertebral disc degeneration; High glucose microenvironment; NF-资B signaling pathway

*基金项目：国家自然科学基金项目（81572169）

作者简介：朱文峰（1982-），男，硕士，研究方向：椎间盘退行性变，E-mail：pansophic@163.com

△ 通讯作者：田纪伟（1965-），男，博士生导师，主任医师，研究方向：椎间盘退行性变，E-mail：tjw609@163.com

（收稿日期：2019-09-28 接受日期：2019-10-23）

前言

腰痛是当代社会中的常见疾患，而椎间盘退变（Intervertebral

Disc Degeneration，IVDD）是该症状的最主要的原因[1]。70 %至

85%的人曾患腰痛，且首次发作后再次发作的概率很高[2]。椎间

盘退变是导致腰痛最主要的原因之一，其基本病理特征是髓核

（Nucleus pulposus，NP）细胞的衰老与凋亡、细胞外基质的降

解、椎间盘进行性的纤维化[3]。椎间盘退变主要表现为椎间盘细
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胞外基质聚蛋白聚糖和水分含量减少及胶原蛋白成分变化（I

型胶原增多，II型胶原减少）[4]。目前学者普遍认为椎间盘退变

中可能有多种因素共同参与作用[5]。椎间盘退变的因素有很多，

包括年龄、椎间盘营养代谢状况、生物力学因素、椎间盘退变相

关细胞因子的作用、降解酶对椎间盘的破坏、椎间盘细胞过度

凋亡等等[6-8]。

近来有学者研究发现，椎间盘退变与代谢性疾病，尤其是

糖尿病具有较强相关性[9]。Jhawar等在前瞻性研究中发现，在与

腰椎间盘突出症相关的危险因素中，糖尿病的相对风险系数为

1.52，高于吸烟、高血压、高血脂等危险因素[10]。Liu等研究发现，

糖尿病病程大于十年是导致椎间盘突出症的高危因素。

Robinson等研究发现糖尿病患者的椎间盘中聚蛋白聚糖的含

量降低，故其椎间盘突出症的发生率高于非糖尿病患者[11]。虽

然较多报道糖尿病与椎间盘退变有较强相关性，但其发病机

制，尤其是是高糖微环境诱导椎间盘退变机制仍未有深入研究。

核转录因子 资B（Nuclear factor-kappa B，NF-资B）是一组结
构相似的转录蛋白复合物，退变椎间盘组织中转录因子 NF-资B
的表达水平显著高于正常椎间盘组织，研究表明 NF-资B信号
通路的激活及移位到细胞核发挥基因转录调控作用，会加速椎

间盘退变的进程[12，13]。相反，使用 NF-资B信号通路阻滞剂抑制
NF-资B信号通路的活化，则可以减缓椎间盘的退变[14]。NF-资B
信号通路是否参与高糖微环境诱导髓核细胞退变，目前还未见

相关研究。

本实验拟探究高糖微环境诱导椎间盘退行性变及 NF-资B
信号通路是否参与了高糖诱导椎间盘退变，为进一步揭示高糖

诱导椎间盘髓核细胞退变的机制提供实验基础，也或为延缓、

阻止糖尿病椎间盘退变和治疗糖尿病相关腰痛疾病带来新的

策略和方法。

1 材料方法

1.1 研究对象

本文章使用椎间盘组织均由上海交通大学附属第一人民

医院脊柱外科提供，取自 2019年 1月至 3月间行手术治疗的

腰椎间盘突出患者。椎间盘标本 13例，其中男性 6例，女性 7

例，年龄平均（57.36 ± 6.73）岁。本研究均获患者本人及家属知

情同意，并通过了上海交通大学附属第一人民医院伦理委员会

批准，所有标本获取均在对患者及家属予以详尽的告知，签署

知情同意后进行。

1.2 实验材料

D-（+）葡萄糖（BBI 公司）、DMEM-F12 培养基（Gibco 公

司）、细胞培养用胎牛血清（Sigma 公司）、0.25 %胰蛋白酶

（Gibco公司）、青霉素链霉素双抗（Gibco公司）、TRIzol RNA

分离试剂（Thermo公司）、RNA引物（上海生工）、TB GreenTM

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

抗人抗体（CST公司）、MMP3兔抗人抗体（CST公司）、MMP13

兔抗人抗体（CST公司）、CollagenII兔抗人抗体（Abcam公司）、

Aggrecan兔抗人抗体（Abcam公司）、NF-资B P65兔抗人抗体

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

1.3 髓核原代细胞提取与培养

将收集的椎间盘组织用 PBS洗涤 3遍清除杂质，并通过

机械性分离将纤维环组织剔除，分离出髓核组织，并将其剪成

约 0.5 mm× 0.5 mm× 0.5 mm小块。采用 0.25 %胰蛋白酶 37℃

恒温震荡水浴箱消化 30 min，加入等体积含 10 %血清的

DMEM-F12培养基终止消化，离心后弃上清液。加入 0.2 %的 II

型胶原酶，37℃恒温震荡水浴箱消化 3 h至组织块消失。加入

等体积含 10 %FBS的 DMEM-F12培养基终止消化，离心后弃

上清液。加入含 10 %FBS的 DMEM-F12培养基进行髓核细胞

培养，当髓核细胞达到 70 %~80 %汇合后，使用胰蛋白酶消化，

1∶2传代。取第 2、3代髓核细胞进行实验。

1.4 高糖微环境诱导髓核细胞退变

配置葡萄糖浓度为 5.5 mmol/L、15 mmol/L、30 mmol/L、

100 mmol/L的 DMEM-F12培养基。将细胞接种于 6孔板，待

长至 70 %-80 %时，分别更换浓度为 5.5 mmol/L、15 mmol/L、

30 mmol/L、100 mmol/L不同浓度葡萄糖 DMEM-F12培养基。

其中，5.5 mmol为正常血糖浓度，故作为对照组，其余组均为高

糖组。培养 48 h后，通过 RT-PCR检测 Aggrecan、CollagenII、

MMP3、MMP13表达。

1.5 Bay11-7082抑制 NF-资B信号通路
将细胞接种于 6孔板，待长至 70 %-80 %时，共分三组。其

中，第 3组使用 NF-资B通路抑制剂 Bay11-7082预处理 1 h。1 h

后，1-3 组分别更换浓度为 5.5 mmol/L、30 mmol/L、30 mmol/L

不同浓度葡萄糖 DMEM-F12培养基。以第 1组，即 5.5 mmol/L

葡萄糖培养基组为对照组；第 2组，即仅用 30 mmol/L葡萄糖

培养基培养，为高糖组；第 3组，即使用 Bay11-7082预处理组，

为 NF-资B信号通路抑制组。培养 48 h后，通过 RT-PCR检测

Aggrecan、CollagenII、MMP3、MMP13。WB检测MMP3、MMP13、

NF-资B表达。
1.6 RT-PCR实验

使用 TRIzol法提取髓核细胞总 RNA，通过逆转录试剂盒

合成 cDNA，并将合成的 cDNA模板进行 PCR扩增反应。Ag-

grecan 上游引物：5-CTCCAGTCTCATTCTCAACCTC-3，Ag-

grecan 下游引物：5-CAAGAACAGCATTGCCTATCTG-3；Col-

lagenII 上游引物：5-GATAACAGTCTTGCCCCACTTA-3，Col-

lagenII下游引物：5-GGTGTGGA-GTTCCTGATG-TTGGTC-3；

MMP3 上游引物：5-AGCCTGGAGAATGTGAGTGGAGTC-3，

MMP3 下 游 引 物 ：5-CACTTTATGCTTCCTGATGACG-3；

MMP13 上 游 引 物 ：5-TCTGGCGTTTTTGGAT-GTTTAG-3，

MMP13下游引物：5-TCTGGCGTTTTTGGATGTTTAG-3。按照

95 ℃预变性 30 s、95 ℃变性 5 s以及 60 ℃退火 30 s为 1个循

环周期，总共进行 40个循环。于每个循环周期时进行荧光检

测。使用 ABI StepOne软件进行数据收集，并计算各组 Aggre-

can、CollagenII、MMP3、MMP13表达水平。

1.7 WB实验

使用 RIPA裂解液法裂解细胞，超声后取上清获得细胞蛋

白。于 100℃高温下进行蛋白变性。配制好分离胶与浓缩胶后，

取变性后的蛋白依次上样。当样品在浓缩胶中时，维持电泳恒

压为 60 V，时间约为 30-40 min。待样品进入分离胶后，改变并

维持电泳恒压 120 V，在约 1 h后，待样品煮开，接近凝胶底部

时结束电泳。电泳后，使用半干法转膜，转膜时调节电压 10 V，
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图 1培养的原代髓核细胞

Fig.1 Cultured primary nucleus pulposus cells

图 3 PCR检测 bay11-7082培养髓核细胞后 COL2A1、ACAN、MMP-3、

MMP-13表达

Fig.3 PCR analysis expression of COL2A1, ACAN, MMP-3, MMP-13

after using bay11-7082

图 2PCR检测高糖微环境下COL2A1、Aggrecan、MMP-3、MMP-13表达

Fig.2 PCR analysis expression of COL2A1, Aggrecan, MMP-3, MMP-13 in

high glucose

90 min。快速封闭液室温封闭 15 min后，一抗 4℃条件下温育，

过夜。16 h后，TBST洗膜 3次，二抗于摇床上，室温条件下放置

1 h。TBST洗膜 3次后 ECL显影。

1.8 统计学分析

实验数据通过 SPSS19.0软件进行统计学分析，用均数±

标准差表示计量资料，采用单因素方差分析进行多组间比较，

P<0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1 原代培养髓核细胞形态

原代髓核细胞提取培养后，可于倒置显微镜下见大小不

等、形态略不规则的悬浮细胞。在提取 4～6天后，倒置显微镜

下可见少量细胞开始贴壁。贴壁细胞形态为团簇状生长、类圆

形的细胞。提取 1~2周左右，可见髓核细胞呈现三角形、短梭

形、多角形改变。髓核细胞胞核较前也略变大，核仁更加明显，

其伪足探出，呈片状，互相连接。

2.2 RT-PCR检测高糖微环境诱导髓核细胞退变中 Aggrecan、

CollagenII、MMP3、MMP13表达

采用 RT-PCR分别检测不同浓度葡萄糖培养后髓核细胞

中 Aggrecan、CollagenII、MMP3、MMP13表达，结果见图 2。

Aggrecan、CollagenII表达量随葡萄糖浓度升高而降低，且

差异有统计学意义（P<0.05），说明高糖微环境抑制髓核细胞中
Aggrecan、CollagenII的表达。MMP3、MMP13表达量随葡萄糖

浓度升高而升高，且差异有统计学意义（P<0.05），说明高糖微
环境促进髓核细胞中MMP3、MMP13的表达。

根据以上结果可以得出，随葡萄糖浓度升高，Aggrecan、

CollagenII表达降低，MMP3、MMP13表达升高。高糖微环境增

加金属蛋白酶表达，促进细胞外基质分解，进而诱导髓核细胞

退变。

2.3 RT-PCR检测 Bay11-7082抑制 NF-资B信号通路后髓核细
胞中 Aggrecan、CollagenII、MMP3、MMP13表达

采用 RT-PCR分别检测 Bay11-7082抑制 NF-资B信号通路
后髓核细胞中 Aggrecan、CollagenII、MMP3、MMP13表达，结果

见图 3。

Aggrecan、CollagenII表达量在高糖组较对照组降低，且差

异有统计学意义（P<0.05），证明高糖微环境抑制髓核细胞中
Aggrecan、CollagenII的表达。在 Bay11-7082组较高糖组升高，

且差异有统计学意义（P<0.05），证明抑制 NF-资B信号通路，可
以缓解高糖微环境所诱导的 Aggrecan、CollagenII表达减少，进

而抑制髓核细胞退变。

MMP3、MMP13表达量在高糖组较对照组升高，且差异有

统计学意义（P<0.05），证明高糖微环境促进髓核细胞中
MMP3、MMP13的表达。在 Bay11-7082组较高糖组降低，且差

异有统计学意义（P<0.05），证明抑制 NF-资B信号通路，可以减
少高糖微环境所诱导的MMP3、MMP13表达升高，进而抑制髓
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图 4Western Blot检测 Bay11-7082培养髓核细胞MMP-3、MMP-13、

NF-资B表达
Fig.4Western Blot analysis expression ofMMP-3, MMP-13, NF-资B after

using bay11-7082

核细胞退变。

根据以上结果可以得出，抑制 NF-资B信号通路后，在高糖
微环境下髓核细胞内 Aggrecan 表达增加，MMP3、MMP13 表

达减少，说明 NF-资B信号通路参与高糖微环境诱导髓核细胞
退变，且通过抑制 NF-资B信号通路可以缓解高糖微环境诱导
的髓核细胞退变。

2.4 Western Blot检测MMP3、MMP13、NF-资B的表达
采用 Western Blot 分别检测髓核细胞 MMP3、MMP13、

NF-资B P65的表达，结果见图 4。高糖组相比对照组，MMP3、

MMP13表达增加，证明高糖微环境促进髓核细胞外基质分解，

促进 IVDD的发生发展。NF-资B组相比高糖组，MMP3、MMP13

表达减少，证明抑制 NF-资B信号通路组可以缓解高糖微环境
所诱导的MMP3、MMP13表达，进而缓解 IVDD。

3讨论

IVDD发病机制纷繁多样，加深对其机制研究，尤其是高

糖诱导 IVDD 机制研究是当今脊柱外科的迫切需求，也对

IVDD预防与治疗提供重要的依据。本实验研究，发现高糖微

环境可诱导髓核细胞内 MMP-3、MMP-13表达增加，且随着葡

萄糖浓度的增加，MMP-3、MMP-13表达量相应增加。高糖微环

境通过上调MMPs表达，促进细胞外基质降解，最终导致椎间

盘退变的发生与发展。这些表明，高糖微环境可诱导 IVDD发

生发展，是 IVDD发病的诱因之一，可以为 IVDD的治疗提供

新的靶点与医疗方案。

高糖微环境引起的代谢紊乱导致细胞外基质（ECM）糖蛋

白之间合成及其降解的不平衡[15，16]。ECM主要由胶原、层粘连

蛋白、纤维连接蛋白和蛋白多糖组成[17]。椎间盘退变通常被认

为是细胞外基质（ECM）分解代谢增加的结果。椎间盘退变与

ECM大分子的蛋白水解降解有关，导致大的结构改变。这些变

化包括纤维环结构破坏，髓核的脱水和纤维化，软骨终板的钙

化[18]。髓核蛋白多糖基质的丢失和非聚集性蛋白多糖分解产物

浓度的增加降低了 ECM的吸水性能，导致水分含量降低。髓核

细胞的这些变化导致纤维环异常，导致 ECM进一步降解，最终

导致椎间盘结构失效[19]。其中基质金属蛋白酶（MMPs）在 ECM

的降解中发挥重要作用，被认为是 IVDD的主要分解代谢酶[20]。

最近研究表明，基质金属蛋白酶通常以非活性形式分泌，

需要激活，其中涉及许多调节激活蛋白，其中许多尚不清楚。这

种多层次的调节确保了各种MMPs在生长、组织修复和重塑中

的适当的时间和空间酶活性。一般认为MMPs表达和活性的失

调是导致 IVDD细胞外基质分解代谢增加的原因[21]。Liu研究

发现，17茁-雌二醇通过下调MMP-3、MMP13，减少MMPs降解

ECM的作用，促进二型胶原增加，进而抑制大鼠椎间盘退变进

一步发展[22]。Ye则探讨，沉默 SHOX2基因，增加MMP-3表达，

MMPs降解细胞外基质作用增加，CollagenII、Aggrecan降解增

加，髓核细胞增殖减少、自噬增加，导致椎间盘退变[23]。

有研究表明，高糖微环境可以介导 NF-资B信号通路的激
活[24, 25]。Panahi的实验结果显示，在 HepG2细胞中，高糖微环境

激活 NF-资B、MAPK信号通路，诱导炎症反应[26]。Stan发现，高

糖微环境同样激活 NF-资B、MAPK信号通路，增加 u937细胞系

抵抗素基因表达和蛋白质生成[27]。同时一些研究表明，在 IVDD

发病过程中，NF-资B p65的表达显著增强，NF-资B信号通路激
活[28]。BAY 11-7082是一种 NF-资B信号通路抑制剂，具有抑制
TNF琢诱导的 I资B琢磷酸化的作用，可以完全性并且特异性地
解除 NF-资B DNA结合[29]。在大鼠椎间盘退变模型中，Zhang使

用 BAY 11-7082抑制 NF-资B与核苷酸结合结构域样受体蛋白
3的激活，缓解椎间盘突出的神经根性疼痛[30]。Zhang研究发

现，使用 NF-资B特异性抑制剂 BAY 11-7082显著抑制 IL-1茁
诱导的 NF-资B活化[31]。因此，通过使用 BAY 11-7082，可抑制高

糖微环境介导 NF-资B信号通路的激活，进而缓解 IVDD。

本研究发现髓核细胞 Aggrecan、CollagenII在高糖组中表

达显著低于其在对照组中表达，而其在 NF-资B通路抑制组中
表达又显著高于其在高糖组中的表达；MMP-3、MMP-13在高

糖组中表达显著高于其在对照组中表达，而其在 NF-资B通路
抑制组中表达又显著低于其在高糖组组中的表达。NF-资B抑
制逆转了高糖微环境诱导的 MMP-3、MMP-13、Aggrecan 和

Col lagenII 表达的变化。这些发现表明 NF-资B 信号通路是
IVDD发生的重要信号通路，是高糖微环境诱导 IVDD发生的

关键介质，是缓解椎间盘退行性疾病的治疗靶点。

综上所述，高浓度葡萄糖可抑制髓核细胞的生长，并通过

抑制基质合成及增加基质降解两条途径来减少髓核细胞胞外

基质含量，从而导致椎间盘的退变；这一变化可能与 NF-资B信
号通路有密切关系。未来可以针对这一方向展开进一步研究，从

而明确高糖微环境对髓核细胞基质代谢调控的具体作用机制，

也可能寻找到治疗糖尿病相关椎间盘退变的关键治疗靶点。
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