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[摘要] 目的　探讨X染色体失活特异转录本(XIST)对椎间盘退变(IDD)大鼠髓核细胞增殖及细胞外基质合成的影响

及其机制。方法　体外分离培养SD大鼠椎间盘髓核细胞，随机分为对照组、模型组、XIST敲低组、空载质粒组、XIST

敲低+miR-132-3p敲低组，除对照组外其余各组细胞以白细胞介素(IL)-1β诱导建立 IDD细胞模型。分别处理各组椎间盘髓

核细胞后，采用qRT-PCR检测大鼠椎间盘髓核细胞中XIST、miR-132-3p的表达；MTS法和EdU染色检测大鼠椎间盘髓核

细胞增殖能力；ELISA测定椎间盘髓核细胞培养液中 IL-6、IL-18水平；Western blotting检测大鼠椎间盘髓核细胞细胞外基

质标志蛋白Ⅱ型胶原(Collagen Ⅱ)、蛋白聚糖(Aggrecan)的表达；双荧光素酶报告基因实验检测大鼠椎间盘髓核细胞中

XIST对miR-132-3p的靶向调控。采用椎间盘内注射 IL-1β诱导建立 IDD大鼠模型，分为假手术组、模型组、XIST敲低组、

空载质粒组、XIST 敲低+miR-132-3p 敲低组，每组 12 只。分别处理各组大鼠后，采用 qRT-PCR 检测大鼠椎间盘组织中

XIST、miR-132-3p的表达；TUNEL染色检测大鼠椎间盘组织髓核细胞凋亡情况；番红O染色观察大鼠椎间盘软骨组织形

态；ELISA测定大鼠血清炎性因子 IL-6、IL-18水平；Western blotting检测大鼠椎间盘组织中Collagen Ⅱ、Aggrecan的表达。

结果　与对照组(细胞)/假手术组(大鼠)相比，模型组大鼠椎间盘髓核细胞及椎间盘组织中XIST表达，椎间盘组织髓核细

胞凋亡率，以及椎间盘髓核细胞培养液和血清中 IL-6、IL-18水平升高(P<0.05)，髓核细胞活力、增殖率，以及髓核细胞和

椎间盘组织中miR-132-3p、Collagen Ⅱ、Aggrecan蛋白表达降低(P<0.05)；与模型组相比，XIST敲低组大鼠椎间盘组织髓

核细胞凋亡率，椎间盘髓核细胞培养液和血清中 IL-6、IL-18 水平，以及髓核细胞和椎间盘组织中 XIST 的表达降低

(P<0.05)，髓核细胞活力、增殖率，以及髓核细胞和椎间盘组织中 miR-132-3p、Collagen Ⅱ、Aggrecan 蛋白表达升高

(P<0.05)；下调miR-132-3p可减弱敲低XIST对 IL-1β诱导的椎间盘损伤和软骨基质流失的改善作用。XIST可靶向下调大鼠

髓核细胞中miR-132-3p的表达。结论　敲低XIST可能通过上调miR-132-3p而抑制炎症，从而抑制 IDD髓核细胞凋亡，促

进其增殖及细胞外基质合成。
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[Abstract] Objective　 To investigate the influences and mechanism of X chromosome inactivation specific transcript 

(XIST) on the proliferation and extracellular matrix synthesis of nucleus pulposus cells in rats with intervertebral disc degeneration 

(IDD). Methods　SD rat intervertebral disc nucleus pulposus cells were isolated and cultured in vitro, and then randomly divided 

cells into control group, model group, XIST knockdown group, empty plasmid group, and XIST knockdown+miR-132-3p knockdown 

group. Except for control group, the cells in other groups were induced by interleukin (IL)-1β to establish IDD models. After nucleus 

pulposus cells were grouped and treated, the expressions of XIST and miR-132-3p in the nucleus pulposus cells of rats were detected 

by qRT-PCR; the proliferation of intervertebral disc nucleus pulposus cells was detected by MTS method and EdU staining; ELISA 

was used to measure the levels of inflammatory factors IL-6 and IL-18 in the intervertebral disc nucleus pulposus cells; 

Immunoblotting was used to detect the expression of extracellular matrix labeled proteins Collagen Ⅱ and Aggrecan in rat nucleus 

pulposus cells. The targeted regulation of miR-132-3p by XIST in rat nucleus pulposus cells was detected by dual-luciferase reporter 

gene assay. IDD rat models were established by intramuscular injection of IL-1β and divided into sham operation group, model group, 

XIST knockdown group, no-load plasmid group, XIST knockdown+miR-132-3p knockdown group, with 12 rats in each group. After 

treatment in each group, the expressions of XIST and miR-132-3p in intervertebral disc tissues were detected by qRT-PCR; TUNEL 

staining was used to detect apoptosis of nucleus pulposus cells in intervertebral disc tissue of rats; the morphology of intervertebral 

disc cartilage was observed by saffron O staining; serum levels of inflammatory factors IL-6 and IL-18 were determined by ELISA; the 

expressions of Collagen Ⅱ and Aggrecan in intervertebral disc tissues were detected by Western blotting. Results　Compared with 

control group (cells)/sham operation group (rats), XIST expression in intervertebral disc tissue and nucleus pulposus cells, apoptosis 

rate of intervertebral disc nucleus pulposus cells, levels of inflammatory factors IL-6 and IL-18 in intervertebral disc nucleus pulposus 

cells culture medium and serum were increased in model group (P<0.05), the activity and proliferation rate of nucleus pulposus cells 

and the expressions of miR-132-3p, Collagen Ⅱ and Aggrecan protein in nucleus pulposus cells and intervertebral disc tissues 

decreased (P<0.05); compared with model group, the apoptosis rate of nucleus pulposus cells, the levels of inflammatory factors IL-6 

and IL-18 in intervertebral disc nucleus pulposus cells culture medium and serum, and the expression of XIST in nucleus pulposus 

cells and intervertebral disc tissues of rats in XIST knockdown group decreased (P<0.05), the activity and proliferation rate of nucleus 

pulposus cells and the expressions of miR-132-3p, Collagen Ⅱ and Aggrecan protein in nucleus pulposus cells and intervertebral disc 

tissues increased (P<0.05). Down-regulation of miR-132-3p attenuates the ameliorative effect of knockdown XIST on IL-1β-induced 

intervertebral disc injury and cartilage matrix loss. XIST was able to target and down-regulate the expression of miR-132-3p in rat 

nucleus pulposus cells. Conclusion　Knockdown of XIST can inhibit inflammation by up-regulating miR-132-3p, thereby inhibiting 

the apoptosis of IDD nucleus pulposus cells and promoting their proliferation and extracellular matrix synthesis .

[Key words] XIST; miR-132-3p; intervertebral disc degeneration; nucleus pulposus cells; proliferation; extracellular matrix 

synthesis

椎间盘退变(intervertebral disc degeneration，IDD)
是常见的退行性脊柱疾病，可引起退变性腰椎管狭

窄、腰椎不稳、腰椎间盘突出等临床综合征，是导

致腰痛和下肢神经根性疼痛的主要原因，给患者生

活、工作造成很大不便[1-2]。椎间盘髓核细胞活性降

低、凋亡及细胞外基质合成减少是 IDD 的主要病理

基础，炎症是造成上述病理改变的关键因素，抗炎

治疗是缓解 IDD 髓核细胞损伤及其结构破坏的有效

策略[3-4]。X 染色体失活特异转录本(X chromosome 
inactivation specific transcript，XIST)是一种长链非编

码RNA，可调控炎症及细胞生长、凋亡过程，敲除

XIST可在体内外减轻缺血再灌注诱导的炎症反应而

促进神经元增殖，减轻神经元炎症损伤[5]。研究显

示，XIST可通过调控髓核细胞存活及其细胞外基质

降解而介导 IDD发病过程，沉默XIST可抑制白细胞

介素(interleukin，IL)-1β刺激的髓核细胞凋亡和细胞

外基质降解[6-7]，提示XIST可作为 IDD的潜在治疗靶

点。XIST作为分子海绵可调控微小RNA的表达，参

与炎性疾病的发生发展。miR-132-3p 是 XIST 下游靶

点中与炎症密切相关的miRNA，据报道，XIST可通

过靶向下调 miR-132-3p 的表达促使脂多糖诱导的急

性肺损伤病情进展[8]；另有研究显示，miR-132-3p在

脓毒症、急性胰腺炎等炎性疾病中表达下调，其过

表达可降低 IL-6、IL-1β等炎性细胞因子的表达，抑

制全身炎症，减轻急性胰腺炎患者的胰腺导管损

伤[9-10]。由此推测，XIST亦可能通过调控miR-132-3p
影响 IDD 髓核细胞增殖及其细胞外基质合成。本研

究构建 IDD大鼠及细胞模型，探讨XIST对 IDD髓核

细胞增殖及其细胞外基质合成的影响及相关机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器　XIST 小分子干扰 RNA(XIST 
siRNA)质粒和空载质粒，miR-132-3p inhibitor、miR-
132-3p mimic 及其阴性对照，以及XIST-野生型(WT)
和XIST-突变型(MUT)报告质粒购自广州锐博生物科

技有限公司；MTS 细胞增殖与毒性检测试剂盒(BB-
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4204-2)购自上海贝博生物科技有限公司；EdU 细胞

增殖检测试剂盒(CA1170)、番红 O 法软骨染色液

(G2540)、大鼠 IL-18 酶联免疫吸附测定 (enzyme 
linked immunosorbent assay， ELISA) 试 剂 盒 (SEKR-
0054)、BCA蛋白浓度测定试剂盒(PC0020)购自北京

索莱宝科技有限公司；LipofectamineTM 2000(11668030)
购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；TUNEL 细胞

凋亡检测试剂盒(E607172)、总 RNA 提取试剂 Trizol
(B511311-0100)、双荧光素酶报告基因检测试剂盒

(E608001)、大鼠 IL-6 ELISA 试剂盒(D731010)、一步

法反转录荧光定量试剂盒(B639277-0100)购自上海生

工生物工程股份有限公司；重组大鼠 IL-1β蛋白

(ab281807)、小鼠源抗大鼠蛋白聚糖(Aggrecan)一抗

(ab3773)、兔源抗大鼠 GAPDH 一抗(ab181602)、兔

源抗大鼠Ⅱ型胶原 (Collagen Ⅱ) 一抗 (ab239007)、
HRP偶联山羊抗小鼠 IgG二抗(ab205719)、HRP偶联

山羊抗兔 IgG 二抗(ab205718)购自英国 Abcam 公司。

SLAN-96P实时荧光定量PCR仪购自上海宏石医疗科

技有限公司；FlexA-200 全波长酶标仪购自杭州奥盛

仪器有限公司；XD30倒置荧光显微镜购自宁波舜宇

仪器有限公司；DMS1000显微镜及显微拍摄系统购

自德国Leica公司；HM525冷冻切片机购自北京斯沃

德仪器设备有限公司；SQ-189迷你双垂直转印电泳

槽、DYY-8 稳压稳流电泳仪电源、SQ-188 迷你双垂

直电泳槽购自上海琪特分析仪器有限公司。

1.2　大鼠椎间盘髓核细胞体外分离培养　63 只 SPF
级 SD雄性大鼠，体重 190~220 g，6~7周龄，由中国

科学院上海药物研究所提供[实验动物生产许可证

号：SCXK(沪)2020-0005]，动物饲养严格遵照《实

验动物管理条例》的要求，操作符合3R原则。本研

究经苏州市中西医结合医院动物伦理委员会审核批

准(20220506)。
以乙醚麻醉 3只 SD大鼠后断头处死，解剖定位

并暴露腰椎，无菌条件下取出白色椎间盘，分离髓

核组织并剪碎，加入 0.2% Ⅱ型胶原酶，混匀后于

37 ℃消化 1 h，过 200 目滤网，1500 r/min 离心 5 min
获得细胞沉淀，以含 10% 胎牛血清及双抗的 DMEM
培养基混匀，计数后以 1×105 个/ml 密度接种于

25 mm2培养瓶中培养。传代 2 次后细胞呈多边形或

三角形的“铺路石”样生长，番红O染色后呈棕红

色，表明大鼠椎间盘髓核细胞体外分离培养成功。

1.3　IDD 细胞模型建立及分组　取第 3 代大鼠椎间

盘髓核细胞随机分为对照组、模型组、XIST 敲低

组、空载质粒组、XIST敲低+miR-132-3p敲低组。造

模前以质粒分组转染：XIST敲低组转染XIST siRNA
质 粒 ( 采 用 LipofectamineTM 2000 将 50 nmol/L XIST 
siRNA转染细胞，转染 6 h后弃上清液，更换正常培

养液，并继续培养 24 h)；空载质粒组转染空载质粒

(采用LipofectamineTM 2000将50 nmol/L空载质粒转染

细胞，转染6 h后弃上清液，更换正常培养液，并继

续培养 24 h)；XIST 敲低+miR-132-3p 敲低组转染

XIST siRNA 质 粒 和 miR-132-3p inhibitor( 采 用

LipofectamineTM 2000 将 50 nmol/L XIST siRNA 和 miR-
132-3p inhibitor 转染细胞，转染 6 h 后弃上清液，更

换正常培养液，并继续培养 24 h)；对照组、模型组

细胞不做任何处理。24 h 后，除对照组外，其余各

组细胞以 10 ng/ml IL-1β处理诱导建立 IDD 模型[7]，

随后采集各组椎间盘髓核细胞及其培养液。

1.4　IDD大鼠模型建立及分组　取SD大鼠于腹腔内

注射 2%戊巴比妥钠溶液，剂量为 45 mg/kg，深度麻

醉后以仰卧位固定在操作板上，腹部脱毛消毒后于

正中切开，暴露腰椎，定位L3~4、L4~5、L5~6椎体间椎

间盘，向其中注入 10 μmol/L IL-1β溶液 2 μl，缝合

后消毒，继续饲养 6周即完成造模[11]。造模完成后，

将大鼠随机分为模型组、XIST 敲低组、空载质粒

组、XIST 敲低+miR-132-3p 敲低组，每组 12 只，另

取 12 只 SD 大鼠以同样方法向椎间盘内注射等量生

理盐水，作为假手术组。

XIST 敲低组大鼠尾静脉注射 XIST siRNA 质粒

200 nmol/L；空载质粒组大鼠尾静脉注射空载质粒

200 nmol/L；XIST 敲低+miR-132-3p 敲低组大鼠尾静

脉注射XIST siRNA质粒和miR-132-3p inhibitor质粒各

200 nmol/L；假手术组和模型组大鼠尾静脉注射等量

生理盐水；尾静脉注射剂量为10 ml/kg，各组大鼠均

每周注射2次，共干预处理3周。

3 周干预处理结束后 24 h，以乙醚麻醉各组大

鼠，采集颈动脉血，1500 r/min离心5 min获得血清，

于-80 ℃保存备用；断头处死各组大鼠剥离椎间盘

组织，每只大鼠剪下 0.4 g于液氮中备存，再次剪下

0.4 g以高效RIPA裂解液提取椎间盘组织总蛋白，以

BCA 法测定浓度后于-80 ℃保存备用；每只大鼠剩

余椎间盘组织清洗、包埋后采用液氮速冻成块，固

定在冷冻切片机中切成厚约5 μm的连续切片备用。

1.5　qRT-PCR检测大鼠椎间盘髓核细胞及椎间盘组

织中 XIST、miR-132-3p 表达水平　取大鼠椎间盘髓

核细胞及椎间盘组织，分别以Trizol法提取总RNA，

测定浓度后，采用一步法反转录荧光定量试剂盒进

行qRT-PCR反应，以β‐actin作为XIST的内参照，U6
作为 miR-132-3p 的内参照，以 2-ΔΔCt 法分析各组

XIST、miR-132-3p表达水平，引物序列如表1所示。

1.6　大鼠椎间盘髓核细胞增殖能力检测　

1.6.1　MTS 法　取第 3 代大鼠椎间盘髓核细胞以

1×104个/孔的密度接种于无菌 96 孔细胞培养板中培

养 24 h，按照 1.3分组后转染处理 24 h，采用MTS细
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胞增殖与毒性检测试剂盒检测各组细胞活力。细胞

活力(%)=实验组吸光度/对照组吸光度×100%。

1.6.2　EdU 染色法　取第 3 代大鼠椎间盘髓核细胞

以 1×105个/孔的密度接种于无菌 24孔细胞培养板中

培养 24 h，按照 1.3 分组后转染处理 24 h，加入适量

EdU 试剂，参照 EdU 细胞增殖检测试剂盒说明书检

测各组细胞增殖情况，在倒置荧光显微镜下观察

EdU 染色情况，采集图像并计数，计算各组细胞增

殖率。细胞增殖率(%)=EdU 阳性细胞数/总细胞数×
100%。

1.7　大鼠椎间盘组织髓核细胞凋亡及软骨组织形态

检测　取大鼠椎间盘组织切片，复温后固定，每只

大鼠各取 6张切片，分别采用TUNEL细胞凋亡检测

试剂盒、番红O法软骨染色液进行TUNEL或番红O
染色(各染3张)，洗涤后封片，于光学显微镜下观察

切片染色情况，采集图像并用 ImageJ 软件分析定量

TUNEL染色细胞数，计算各组细胞凋亡率。细胞凋

亡率(%)=凋亡细胞数/总细胞数×100%。

1.8　ELISA 法检测大鼠椎间盘髓核细胞培养液及血

清中 IL-6、IL-18水平　(1)取各组大鼠椎间盘髓核细

胞培养基，1500 r/min离心 5 min获得上清；(2)取各

组大鼠血清于 4 ℃冰箱解冻；(3)采用 ELISA 试剂盒

分别测定大鼠椎间盘髓核细胞培养液上清及血清中

IL-6、IL-18水平。

1.9　Western blotting 检测大鼠椎间盘髓核细胞及椎

间盘组织细胞外基质标志蛋白Collagen Ⅱ、Aggrecan
的表达　取 1.3 中各组椎间盘髓核细胞以高效 RIPA
裂解液提取总蛋白，采用BCA法测定总浓度，同时

取 1.4中各组大鼠椎间盘组织蛋白样品液于 4 ℃冰箱

缓慢解冻，取20 µg总蛋白变性后行十二烷基硫酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶电泳，并湿转至硝酸纤维膜上，

加入一抗 Collagen Ⅱ (1: 1000)、 Aggrecan(1: 1000)、
GAPDH(1:2000) 4 ℃下孵育过夜，洗去一抗；加入

山羊抗兔 IgG二抗(1:2000)室温孵育1 h，以化学发光

法对各蛋白条带显色后采集图像，以 ImageJ 软件分

析定量其灰度值，以GAPDH为内参，计算目的蛋白

相对表达量。

1.10　大鼠髓核细胞中 XIST 对 miR-132-3p 的靶向调

控　采用在线生物信息学网站(starBase 数据库)分析

XIST与miR-132-3p之间的结合位点。

取第 3 代大鼠椎间盘髓核细胞以 1×105个/孔的

密度接种于无菌 24 孔细胞培养板中，培养 24 h，随

机分为 XIST-野生型(WT)+miR-NC 组(转染 XIST-WT
报告质粒+miR-NC)、XIST-WT+miR-132-3p mimic 组

(转染 XIST-WT 报告质粒+miR-132-3p mimic)与 XIST-
突变型(MUT)+miR-NC组(转染XIST-MUT报告质粒+
miR-NC)、 XIST-MUT+miR-132-3p mimic 组 ( 转 染

XIST-MUT 报告质粒+miR-132-3p mimic)，转染 24 h
后收集各组细胞，以双荧光素酶报告基因检测试剂

盒检测双荧光素酶相对活性。

1.11　统计学处理　采用 SPSS 26.0 软件进行统计分

析。实验数据以x±s表示，多组间比较采用单因素方

差分析，进一步两两比较采用 SNK-q 检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　敲低XIST对 IDD大鼠椎间盘髓核细胞及椎间盘

组织中 miR-132-3p 表达的影响　qRT-PCR 检测结果

显示，与对照组(细胞)/假手术组(大鼠)相比，模型

组大鼠椎间盘髓核细胞及椎间盘组织中XIST相对表

达水平升高(P<0.05)，miR-132-3p相对表达水平降低

(P<0.05)；与模型组相比，XIST 敲低组大鼠椎间盘

髓核细胞及椎间盘组织中 XIST 相对表达水平降低

(P<0.05)，miR-132-3p 相对表达水平升高 (P<0.05)，
空载质粒组大鼠椎间盘髓核细胞及椎间盘组织中

XIST、miR-132-3p 表达差异无统计学意义(P>0.05)；
与 XIST 敲低组相比，XIST 敲低+miR-132-3p 敲低组

大鼠椎间盘髓核细胞及椎间盘组织中XIST相对表达

水平升高(P<0.05)，miR-132-3p 相对表达水平降低

(P<0.05)(图1)。
2.2　敲低XIST对 IDD大鼠椎间盘髓核细胞增殖的影

响　MTS 法和 EdU 染色结果显示，与对照组相比，

模型组大鼠椎间盘髓核细胞活力及增殖率降低

(P<0.05)；与模型组相比，XIST 敲低组大鼠椎间盘

髓核细胞活力及增殖率增高(P<0.05)，空载质粒组大

鼠椎间盘髓核细胞活力及增殖率差异无统计学意义

(P>0.05)；与XIST敲低组相比，XIST敲低+miR-132-3p
敲低组大鼠椎间盘髓核细胞活力及增殖率降低

(P<0.05)(图2)。
2.3　敲低XIST对 IDD大鼠椎间盘组织髓核细胞凋亡

及软骨组织形态的影响　TUNEL染色和番红O染色

结果显示，假手术组大鼠椎间盘软骨组织形态正常

表1　qRT-PCR引物序列

Tab.1　Primer sequences of qRT-PCR

基因

miR-132-3p

U6

XIST

β‐actin

引物序列(5'-3')

正向：GGACGGTAGCAAGCAAAGAGTGTG

反向：GGGATTCTGGAAGATGATGATGAC

正向：CTCGCTTCGGCAGCACA

反向：AACGCTTCACGAATTTGCGT

正向：AGGGTGTGTGTGCATATGGA

反向：CCGCCATCTTTTCCTGTACG

正向：GCCGTTCCGAAAGTTGCCT

反向：ATCATCCATGGTGAGCTGGCG
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无损。与假手术组相比，模型组大鼠椎间盘组织形

态严重受损，软骨基质大量流失，髓核细胞凋亡率

增高(P<0.05)。与模型组相比，XIST 敲低组大鼠椎

间盘组织形态损伤及软骨基质流失减轻，髓核细胞

凋亡率降低(P<0.05)，空载质粒组大鼠椎间盘组织形

态损伤及软骨基质流失没有明显变化，髓核细胞凋

亡率差异无统计学意义(P>0.05)。与 XIST 敲低组相

比，XIST敲低+miR-132-3p敲低组大鼠椎间盘组织形

态损伤及软骨基质流失加重，髓核细胞凋亡率升高

(P<0.05) (图3)。
2.4　敲低XIST对 IDD大鼠椎间盘髓核细胞培养液及

血清中 IL-6、IL-18 水平的影响　ELISA 法检测结果

显示，与对照组(细胞)/假手术组(大鼠)相比，模型

组大鼠椎间盘髓核细胞培养液及血清中 IL-6、IL-18
水平升高(P<0.05)；与模型组相比，XIST 敲低组大

鼠椎间盘髓核细胞培养液及血清中 IL-6、IL-18 水平

降低(P<0.05)，空载质粒组大鼠椎间盘髓核细胞培养

液及血清中 IL-6、 IL-18 水平差异无统计学意义

(P>0.05)；与XIST敲低组相比，XIST敲低+miR-132-3p

敲低组大鼠椎间盘髓核细胞培养液及血清中 IL-6、
IL-18水平升高(P<0.05，图4)。
2.5　敲低 XIST 对 IDD 大鼠椎间盘髓核细胞及椎间

盘组织中Collagen Ⅱ、Aggrecan蛋白表达的影响　

Western blotting 检测结果显示，与对照组(细胞)/假
手术组(大鼠)相比，模型组大鼠椎间盘髓核细胞及

椎间盘组织中Collagen Ⅱ、Aggrecan蛋白表达水平降

低(P<0.05)；与模型组相比，XIST 敲低组大鼠椎间

盘髓核细胞及椎间盘组织中Collagen Ⅱ、Aggrecan蛋

白表达水平升高(P<0.05)，空载质粒组大鼠椎间盘髓

核细胞及椎间盘组织中Collagen Ⅱ、Aggrecan蛋白表

达水平差异无统计学意义(P>0.05)；与 XIST 敲低组

相比，XIST敲低+miR-132-3p敲低组大鼠椎间盘髓核

细胞及椎间盘组织中Collagen Ⅱ、Aggrecan蛋白表达

水平降低(P<0.05，图5)。
2.6　大鼠髓核细胞中 XIST 对 miR-132-3p 的靶向调

控　starBase数据库分析结果显示，XIST与miR-132-3p
之间有结合位点(图6A)。

与 XIST-WT+miR-NC 组 比 较 ， XIST-WT+miR-

A. 大鼠椎间盘髓核细胞中XIST、miR-132-3p相对表达水平；B. 大鼠椎间盘组织中XIST、miR-132-3p相对表达水平；与对照组/假手

术组相比，(1)P<0.05；与模型组相比，(2)P<0.05；与XIST敲低组相比，(3)P<0.05

图1　各组大鼠椎间盘髓核细胞及椎间盘组织中XIST、miR-132-3p表达情况(qRT-PCR)
Fig.1　Expressions of XIST and miR-132-3p in nucleus pulposus cells and intervertebral disc tissues of rats in each group (qRT-PCR)
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132-3p mimic 组荧光素酶相对活性降低 (P<0.05)；
XIST-MUT+miR-NC 组与XIST-MUT+miR-132-3p mimic
组荧光素酶相对活性差异无统计学意义 (P>0.05)
(图6B)。

3　讨　　论

流行病学调查显示，绝大部分人一生中会在某

个时期发生腰椎疼痛，IDD是其主要病因，近年来，

IDD 发病率逐年增高，且呈年轻化趋势，给公共卫

生带来了巨大挑战。目前 IDD 的治疗方案除了脊柱

融合术和镇痛外，尚无其他有效疗法，因此探寻新

型治疗方法是临床亟需解决的问题[12-13]。本研究以

IL-1β诱导建立 IDD模型，结果显示，造模后大鼠血

清及椎间盘髓核细胞培养液中炎性因子 IL-6、IL-18

A. MTS法检测各组大鼠椎间盘髓核细胞活力；B. EdU染色检测各组大鼠椎间盘髓核细胞增殖率(×200)；与对照组相比，(1)P<0.05；

与模型组相比，(2)P<0.05；与XIST敲低组相比，(3)P<0.05

图2　各组大鼠椎间盘髓核细胞活力及增殖率

Fig.2　Cell activity and proliferation rate of nucleus pulposus cells of rats in each group
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水平升高，引发炎症，造成大鼠椎间盘组织形态严

重受损，软骨基质大量流失，髓核细胞凋亡增多，

体外培养的髓核细胞活力及增殖率降低，且椎间盘

髓核细胞及椎间盘组织中细胞外基质标志蛋白

Collagen Ⅱ、Aggrecan 表达水平降低，表明 IL-1β可

诱发严重炎症，损害髓核细胞增殖及细胞外基质合

成的能力，造成大鼠椎间盘组织软骨基质大量流失，

结构受损，提示 IDD大鼠及细胞模型构建成功。

炎症是 IDD 的主要致病因素，可导致椎间盘髓

核细胞变性死亡及细胞外基质降解，造成椎间盘功

能障碍和结构破坏，抑制炎症可有效延缓 IDD 的进

展[3-4,14-15]。XIST 是重要的炎症调控因子，作为一种

长链非编码RNA在细胞炎症损伤过程中高表达，下

调 XIST 的表达可抑制高糖诱导的炎性因子 TNF-α、
IL-6 的释放，减轻炎症导致的肾小管上皮细胞凋

亡[16]。有研究显示，XIST在 IDD患者中高表达，降

低其表达可增强椎间盘髓核细胞生存和增殖的能

力[17]，减弱 IL-1β诱导的髓核细胞变性和细胞外基质

A. TUNEL染色检测大鼠椎间盘组织髓核细胞凋亡情况(×200)；B. 番红O染色检测大鼠椎间盘软骨组织形态(×200)；与假手术组相

比，(1)P<0.05；与模型组相比，(2)P<0.05；与XIST敲低组相比，(3)P<0.05

图3　各组大鼠椎间盘组织髓核细胞凋亡情况及软骨组织形态

Fig.3　The apoptosis of nucleus pulposus cells in intervertebral disc and the morphology of intervertebral disc cartilage of rats in each group

A. 大鼠椎间盘髓核细胞培养液中 IL-6、IL-18水平；B. 大鼠血清中 IL-6、IL-18水平；与对照组/假手术组相比，(1)P<0.05；与模型组

相比，(2)P<0.05；与XIST敲低组相比，(3)P<0.05

图4　各组大鼠椎间盘髓核细胞培养液及血清中 IL-6、IL-18水平(ELISA)
Fig. 4　The levels of inflammatory factors IL-6 and IL-18 in intervertebral disc nucleus pulposus cell culture medium and serum in each 
group of rats (ELISA)
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降解[7]。本研究结果显示，以 XIST siRNA 质粒敲低

IDD大鼠及细胞中XIST的表达，可减轻大鼠椎间盘

组织形态损伤及软骨基质流失，降低椎间盘组织髓

核细胞凋亡率、椎间盘髓核细胞培养液及血清中炎

性因子 IL-6、IL-18 水平，升高髓核细胞活力和增殖

率，以及髓核细胞及椎间盘组织中 miR-132-3p 及

Collagen Ⅱ、Aggrecan蛋白的表达，表明敲低XIST可

降低 IL-1β诱导的炎性因子 IL-6、IL-18 的表达释放，

减轻炎症，增强 IDD 髓核细胞的增殖及细胞外基质

的合成，与既往研究结果相似[6-7]，提示靶向XIST具

有很好的 IDD治疗潜力。

miR-132-3p 作为一种重要炎症调节因子，与急

性胰腺炎、脓毒症等炎性疾病的发生发展关系密切，

上调其表达可减少炎性因子的产生，抑制脓毒症引

发的全身炎症；可减轻脂多糖诱导的小鼠肺上皮细

胞炎症损伤，促使其存活增殖[9-10,18]；还可通过阻止

炎症进展抑制脓毒症小鼠肾细胞凋亡[19]。研究显示，

XIST 可作为分子海绵调控 miR-132-3p 的表达，两者

之间可相互抑制对方表达，参与大肠癌和急性肺损

A. 大鼠椎间盘髓核细胞中Collagen Ⅱ、Aggrecan 蛋白的表达；B. 大鼠椎间盘组织中Collagen Ⅱ、Aggrecan 蛋白的表达；与对照组相

比，(1)P<0.05；与模型组相比，(2)P<0.05；与XIST敲低组相比，(3)P<0.05

图5　Western blotting检测大鼠椎间盘髓核细胞及椎间盘组织中Collagen Ⅱ、Aggrecan蛋白的表达

Fig.5　The protein expressions of Collagen II and Aggrecan in nucleus pulposus cells of rat intervertebral disc were detected by Western blotting

A. starBase 数据库预测 XIST 与 miR-132-3p 之间的结合位点；

B. 各组大鼠髓核细胞荧光素酶相对活性；与XIST-WT+miR-NC组

比较，(1)P<0.05

图6　XIST靶向调控miR-132-3p的表达

Fig.6　XIST targeted regulation of miR-132-3p expression
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伤的发生发展过程[8,20]，由此推测，促进miR-132-3p
表达可能是敲低XIST增强 IDD髓核细胞增殖及其细

胞外基质合成的分子机制。本研究结果显示，相较

假手术组大鼠及对照组髓核细胞，miR-132-3p在 IDD
大鼠及细胞模型中低表达，以XIST siRNA 质粒敲低

IDD 大鼠及细胞模型中 XIST 的表达，可升高 miR-
132-3p 的表达，表明 miR-132-3p 参与介导敲低 XIST
对 IDD 髓核细胞增殖及其细胞外基质合成的增强过

程；以XIST siRNA质粒和miR-132-3p inhibitor质粒联

合处理 IDD 大鼠及细胞模型，相较 XIST siRNA 质粒

单独处理，可加重大鼠椎间盘组织形态损伤及软骨

基质流失，增高椎间盘组织髓核细胞凋亡率，升高

椎间盘髓核细胞培养液及血清中炎性因子 IL-6、
IL-18水平，降低髓核细胞活力和增殖率，以及髓核

细胞和椎间盘组织中Collagen Ⅱ、Aggrecan蛋白的表

达，表明下调miR-132-3p的表达可减弱敲低XIST对

IDD 大鼠及细胞模型炎症的抑制作用，拮抗其抗凋

亡作用，逆转其对 IDD 髓核细胞增殖及其细胞外基

质合成的促进作用；此外，双荧光素酶报告基因实

验结果显示 XIST 能靶向下调大鼠髓核细胞中 miR-
132-3p的表达，提示敲低XIST可通过增强miR-132-3p
的表达而促进 IDD 髓核细胞增殖及其细胞外基质

合成。

综上所述，本研究结果显示，敲低XIST可降低

炎性因子表达，从而抑制炎症，促进 IDD 髓核细胞

增殖及细胞外基质合成，减轻 IDD 大鼠椎间盘组织

髓核细胞凋亡及软骨基质流失，该作用可能是通过

上调 miR-132-3p 而实现的。以上结论有助于深入阐

释 IDD 的发病机制，并提供新的候选治疗靶点，为

新型治疗手段的开发提供理论依据。但由于 IDD 的

发病机制复杂，XIST 仅是影响 IDD 进展的因素之

一，且 XIST 可靶向调控下游多种 miRNA 的表达，

XIST 参与 IDD 进展的具体机制仍需进一步的研究

验证。
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