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　 　 【摘要】 　 目的　 观察脉冲电磁场(ＰＥＭＦ)联合 Ａ２Ａ腺苷受体激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ 对大鼠椎间盘退变髓核细

胞凋亡及炎性反应的影响ꎮ 方法　 采用随机数字表法将 ４８ 只 ＳＤ 大鼠分为假手术组、模型组、Ａ２Ａ腺苷受体激

动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ 治疗组(简称激动剂组)和 ＰＥＭＦ 联合 ＣＧＳ￣２１６８０ 治疗组(简称观察组)ꎮ 除假手术组外ꎬ其
余各组均制成椎间盘退行性病变( ＩＤＤ)大鼠模型ꎮ 制模后激动剂组向 Ｌ５￣６ 椎间盘注射 １００ μｌ ＣＧＳ￣２１６８０
(１００ μｇ / ｋｇ)ꎬ观察组注射 ＣＧＳ￣２１６８０ 后再给予 ＰＥＭＦ 干预ꎬ磁场强度 １.５ ｍＴꎬ磁场频率 ７５ Ｈｚꎬ脉宽 １５０ μｓꎬ暴
磁３０ ｍｉｎ /次 / ｄꎬ连续干预 １４ ｄꎬ假手术组及模型组同期注射等量生理盐水ꎮ 于实验进行 ８ 周后采用 ＨＥ 染色

观察椎间盘组织病理形态变化ꎬ采用免疫组化法检测Ⅱ型胶原(Ｃｏｌ￣Ⅱ)蛋白表达ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 及 ＲＴ￣ＰＣＲ 法

检测炎性因子白介素 ６(ＩＬ￣６)、肿瘤坏死因子￣α(ＴＮＦ￣α)含量及 ｍＲＮＡ 表达ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ￣ＰＣＲ 法

检测 Ａ２ＡＲ、ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐｓｅｓ￣３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 水平ꎮ 结果　 模型组髓核及纤维环退变明显ꎬ观察组髓核细

胞皱缩、坏死及纤维环断裂情况显著缓解ꎮ 干预后观察组椎间盘髓核 Ｃｏｌ Ⅱ阳性表达、Ａ２Ａ Ｒ 蛋白含量及

ｍＲＮＡ相对表达量均较模型组、激动剂组明显增加(Ｐ<０.０５)ꎻ而促炎因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平及 ｍＲＮＡ 表达量均

较模型组、激动剂组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ另外观察组大鼠椎间盘组织 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 相

对表达量亦较模型组、激动剂组明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＰＥＭＦ 联合 Ａ２Ａ腺苷受体激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ 能协

同上调 ＩＤＤ 模型大鼠 Ａ２ＡＲ 活性ꎬ下调促炎因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 及 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达ꎬ抑制髓核细胞凋亡ꎬ减
轻炎性反应ꎬ有助于椎间盘退变病情缓解ꎮ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｐｕｌｓｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｆｉｅｌｄ (ＰＥＭＦ) ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ Ａ２Ａ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｇｏｎｉｓｔ ＣＧＳ￣２１６８０ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃａｓｅｓ ｏｆ
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ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ａｎ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｇｒｏｕｐ (Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ａｎ Ａ２Ａ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｇｏｎｉｓｔ ＣＧＳ￣２１６８０ ｇｒｏｕｐ (Ａｇｏｎｉｓｔ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ａｎｄ ａ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ＰＥＭＦ ｗａｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧＳ￣２１６８０
(Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ). Ｔｈｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ( ＩＤＤ) ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ
ｔｈａｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ Ａｇｏｎｉｓｔ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ １００μＬ ｏｆ ＣＧＳ￣２１６８０ (１００μｇ / ｋｇ) ａｔ
ｔｈｅ Ｌ５￣６ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ. Ｔｈｅ Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧＳ￣２１６８０ ｓｉｍｉｌａｒｌｙ ｂｕｔ ｔｈｅｎ ｒｅｃｅｉｖｅｄ １４ ｃｏｎｓｅ￣
ｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ ｏｆ ＰＥＭＦ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ (３０ｍｉｎ / ｔｉｍｅ). Ｔｈｅ Ｓｈａｍ ａｎｄ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ. Ｅｉｇｈｔ ｗｅｅｋｓ ｌａｔｅｒꎬ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅ￣
ｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ (ＩＬ￣６) ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α (ＴＮＦ￣α) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙｓ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ (ＲＴ￣ＰＣＲｓ). Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ａ２Ａꎬ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ
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Ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (２０１８ＣＦＢ７２０)
ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２１.０８.００１

　 　 椎间盘退行性病变( ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａ￣
ｔｉｏｎꎬＩＤＤ)表现为终板软骨细胞坏死、纤维环破裂及髓

核细胞凋亡[１]ꎬ炎症反应参与了整个椎间盘退变病理

过程[２]ꎮ 在 ＩＤＤ 发生发展过程中ꎬ炎症小体 ＮＬＲＰ３
激活炎症反应[３]ꎬ巨噬细胞、中性粒细胞等浸润椎间

盘病变组织ꎬ促进炎性因子如肿瘤坏死因子￣α( ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)、白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６ꎬ
ＩＬ￣６)等释放[４]ꎬ诱导椎间盘弹性蛋白Ⅱ型胶原( ｔｙｐｅ￣
Ⅱ ｃｏｌｌａｇｅｎꎬＣｏｌ￣Ⅱ)降解ꎬ最终导致软骨终板钙化、纤
维环破裂及髓核细胞凋亡ꎬ加剧椎间盘退变[５￣６]ꎮ Ａ２Ａ

腺苷受体(ａｄｅｎｏｓｉｎｅ Ａ２Ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＡ２ＡＲ)是细胞膜表面

最主要的抗炎受体蛋白之一[９]ꎬ前期研究表明 Ａ２ＡＲ
活性上调可抑制髓核细胞炎性因子释放ꎬ从而减轻炎

性浸润损伤[１０]ꎮ 脉冲电磁场 ( ｐｕｌｓｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ
ｆｉｅｌｄꎬＰＥＭＦ)近年来被广泛应用于治疗骨折、骨折不愈

合及骨关节炎患者ꎬ并发现具有不错疗效[１１￣１２]ꎬ但目

前关于 ＰＥＭＦ 联合 Ａ２ＡＲ 激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ 治疗 ＩＤＤ
患者鲜见报道ꎮ 基于此ꎬ本研究通过构建 ＩＤＤ 大鼠模

型ꎬ并观察 ＰＥＭＦ 联合 Ａ２ＡＲ 激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ 对大

鼠椎间盘退变髓核细胞凋亡及炎性反应的影响ꎮ

材料与方法

一、实验动物及试剂

共选取健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 ４８ 只ꎬ
体质量 １８０~２００ ｇꎬ由斯贝福(北京)生物技术有限公

司提供ꎻ其它主要实验试剂包括 ＣＧＳ￣２１６８０ (美国

Ｓｉｇｍａ公司出品ꎬ纯度 > ９５％)、３￣磷酸甘油醛脱氢酶

( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＧＡＰＤＨ )
(武汉安特捷公司提供)、Ａ２ＡＲ、Ｃｏｌ￣Ⅱ、ＮＬＲＰ３、半胱氨

酸天冬氨酸蛋白水解酶￣３( ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬＣａｓｐａｓｅ￣３)(美国 Ａｂｃｏｍ 公司提供)、兔抗大

鼠一抗、辣根过氧化物酶二抗 (武汉安特捷公司提

供)、ＢＣＡ(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ)法蛋白定量检测试剂盒

(武汉碧云天有限公司提供)及 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ ＥＬＩＳＡ 检

测试剂盒等(北京欣博盛有限公司提供)ꎮ
二、动物造模及干预

上述实验大鼠经适应性喂养 １ 周后ꎬ采用随机数字

表法将其分为假手术组、ＩＤＤ 模型组(简称模型组)、
Ａ２ＡＲ激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ 组(简称激动剂组)及 ＰＥＭＦ 联

合 Ａ２ＡＲ 激动剂组(简称观察组)ꎬ每组 １２ 只大鼠ꎮ 参照

文献[１￣２]介绍的方法制作 ＩＤＤ 大鼠模型:大鼠经称重

后按每千克体重 １０ ｍｌ 腹腔注射 ４％水合氯醛进行麻

醉ꎬ背部备皮ꎬ暴露大鼠 Ｌ５￣６椎间盘组织ꎬ采用 ３０Ｇ 穿

刺针穿刺并注射 １００ μｌ ＩＬ￣１β (４００ ｎｇ / ｋｇ)ꎬ假手术组

则向 Ｌ５￣６椎间盘组织注射 １００ μｌ 生理盐水ꎮ
假手术组及模型组于制模后 １ ｈ 向 Ｌ５￣６椎间盘组

织注射 １００ μｌ 生理盐水ꎬ激动剂组及观察组则向 Ｌ５￣６

椎间盘组织注射 １００ μｌ Ａ２Ａ Ｒ 激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０
(１００ μｇ / ｋｇ)ꎬ观察组于注射完毕后还给予 ＰＥＭＦ 干

预ꎬ具体干预方法如下:将大鼠置于纸箱中[内置 ＰＭＦ
Ｓ９ 型磁场发生器(上海索莘电子有限公司出品)]ꎬ磁
场强度设置为 １.５ ｍＴꎬ磁场频率 ７５ Ｈｚꎬ脉宽 １５０ μｓꎬ
曝磁 ３０ ｍｉｎ /次 / ｄꎬ连续曝磁 １４ ｄꎮ

三、椎间盘组织病理切片染色

于实验进行 ８ 周后各组大鼠经腹腔注射过量 ４％
水合氯醛处死ꎬ暴露并分离 Ｌ５￣６椎间盘组织ꎬ经生理盐

水清洗后置入 ４％多聚甲醛中固定ꎬ制作石蜡包埋切

片(片厚 ４ μｍ)ꎮ 切片经脱蜡处理后ꎬ参照文献[５]介
绍的方法分别进行苏木精￣伊红 ( ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬ
ＨＥ)染色及免疫组化染色ꎬ采用光学显微镜观察并拍

照ꎬ应用 ＩＰＰ 软件进行半定量分析ꎮ
四、椎间盘组织炎性因子检测

取各组大鼠 Ｌ５￣６椎间盘组织ꎬ根据试剂盒说明书

要求处理样本后ꎬ采用酶联免疫吸附法(ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)检测各组大鼠椎间盘组

织中 ＴＮＦ￣α 及 ＩＬ￣６ 含量ꎮ
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五、椎间盘组织各因子 ｍＲＮＡ 水平检测

取各组大鼠 Ｌ５￣６椎间盘组织ꎬ选用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂裂解

法提取总 ＲＮＡꎬ然后采用 ｃＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒进行逆转

录获得 ｃＤＮＡꎬ设置 ３ 个复孔采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测

样本中 Ａ２Ａ Ｒ、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 等因子

ｍＲＮＡ 水平ꎮ 具体引物序列情况见表 １ꎮ

表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

基因　 　 　 　 引物序列

ＧＡＰＤＨ 上游: ５′ ￣ＡＡＣＡＧＣＡＡＣＴＣＣＣＡＴＴＣＴＴＣＣ￣３′
下游:５′ ￣ＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴＣＣ￣３′

Ａ２ＡＲ 上游:５′￣ＧＣＴＧＡＣＡＴＴＧＣＡＧＴＧＧＧＴＧＴ￣３′
下游:５′￣ＣＴＡＡＡＧＡＴＧＧＡＡＣＴＣＴＧＣＧＴＧＡＧ￣３′

ＩＬ￣６ 上游:５′￣ＧＣＣＡＧＡＧＴＣＡＴＴＣＡＧＡＧＣＡＡＴ￣３′
下游:５′￣ＧＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴ￣３′

ＴＮＦ￣α 上游:５′￣ＴＧＡＴＣＧＧＴＣＣＣＡＡＣＡＡＧＧＡＧ￣３′
下游:５′￣ＧＧＴＴＧＴＣＴＴＴＧＡＧＡＴＣＣＡＴＧＣＣ￣３′

ＮＬＲＰ３ 上游:５′￣ＡＡＣＣＡＧＡＧＣＣＴＣＡＣＴＧＡＡＣＴＧＧ￣３′
下游:５′￣ＡＧＡＧＣＡＧＡＴＧＣＴＴＣＡＧＴＣＣＣＡＣ￣３′

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 上游:５′￣ ＧＴＡＴＧＣＴＴＡＣＴＣＴＡＣＣＧＣＡＣＣＣ￣３
下游:５′￣ ＣＡＧＧＧＡＧＡＡＧＧＡＣＴＣＡＡＡＴＴＣＣ￣３′

六、椎间盘组织 Ａ２ＡＲ、ＮＬＲＰ３ 蛋白含量检测

取各组大鼠 Ｌ５￣６椎间盘组织ꎬ置入含有 １％蛋白酶

抑制剂( ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＭＳＦ)的蛋白

裂解缓冲液(ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒꎬ
ＲＩＰＡ)中ꎬ经 ４ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ、１００００ ｒ / ｍｉｎ 离心１０ ｍｉｎ
后取上清ꎮ 采用 ＢＣＡ 试剂盒检测上清液蛋白含量ꎬ再
置入到上样染料中沸水浴 １０ ｍｉｎꎮ 取 １５ μｌ 样品(蛋
白量约 ４５ μｇ)进行 ＷＢ 蛋白免疫印迹检测(Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ)ꎬ具体操作方法参照文献[５ꎬ１０]ꎬ计算目标蛋白

条带灰度与 ＧＡＰＤＨ 条带灰度的相对比值ꎮ
七、统计学分析

本研究所得计量资料以( ｘ－ ± ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ
２１.０版统计学软件包进行数据分析ꎬ多组间比较采用

单因素方差分析ꎬ进一步两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验或

Ｇａｍｅｓ￣Ｈｏｗｅｌｌ 检验ꎬＰ<０.０５表示差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠椎间盘病理形态学观察

通过 ＨＥ 染色发现ꎬ假手术组椎间盘髓核形态、结
构正常ꎬ细胞排列分布均匀ꎬ纤维环￣髓核边界清晰ꎬ纤
维环完整ꎻ模型组髓核形状不规则ꎬ髓核细胞有明显聚

集、皱缩、坏死现象ꎬ细胞基质减少ꎬ纤维环断裂ꎬ出现

严重裂隙ꎬ呈现退变特征样改变ꎮ 与模型组比较ꎬ激动

剂组髓核细胞皱缩程度有所改善ꎬ纤维环￣髓核边界较

明显ꎬ且纤维环断裂减少ꎻ观察组纤维环断裂、髓核细

胞坏死情况进一步好转ꎬ纤维环结构趋于正常ꎮ 具体

情况见图 １ꎮ
二、各组大鼠椎间盘髓核 Ｃｏｌ￣Ⅱ蛋白表达比较

如图 ２ 所示ꎬ４ 组大鼠椎间盘髓核 Ｃｏｌ￣Ⅱ蛋白表

达组间差异具有统计学意义(Ｆ＝ ４１.４６０ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与

假手术组比较ꎬ模型组大鼠 Ｃｏｌ￣Ⅱ蛋白表达明显降低

[(２６.０５±４.８７)％ ｖｓ(８.３１±１.３１)％ ꎬＰ<０.０５]ꎻ激动剂

组及观察组大鼠 Ｃｏｌ￣Ⅱ蛋白表达 [分别为 ( １６. ４１ ±
３.５５)％和(２０.９１±２.３８)％]均较模型组明显增加ꎬ组
间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ并且观察组大鼠

Ｃｏｌ￣Ⅱ蛋白表达亦显著高于激动剂组水平ꎬ组间差异

具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
三、各组大鼠椎间盘组织 Ａ２ＡＲ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ

表达比较

如图 ３ 所示ꎬ４ 组大鼠椎间盘组织 Ａ２ＡＲ 蛋白含量

及 ｍＲＮＡ 表达组间差异均具有统计学意义 ( Ｆ ＝
３６.８７８ꎬＰ<０.０５ꎻＦ＝ ４８.５２０ꎬＰ<０.０５)ꎻ其中模型组大鼠

椎间盘组织 Ａ２ＡＲ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 相对表达量分别

为(０.２８±０.０５)和(１.４６±０.２９)ꎬ均显著低于假手术组

水平[分别为(０.５９±０.０９)和(６.０２±１.４１)]ꎬ组间差异

均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ激动剂

组、观察组椎间盘组织 Ａ２ＡＲ 蛋白含量[分别为(０.４５±
０.０５)和(０.５４±０.０５)]及 ｍＲＮＡ 相对表达量[分别为

(２.７４±０.４９)和(３.３４±０.３６)]均显著升高ꎬ组间差异均

具有统计学意义(Ｐ<０.０５) ꎻ并且观察组椎间盘组织

注:ＮＰ 指髓核(ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ)ꎻＡＦ 指纤维环(ａｎｎｕｌｕｓ ｆｉｂｒｏｓｕｓ)ꎻ箭头处为胶原纤维细胞

图 １　 各组大鼠椎间盘组织病理形态学观察(ＨＥ 染色ꎬ×２００)
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注:箭头所指为阳性染色区域ꎻ与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与激动剂组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ２　 各组大鼠椎间盘髓核 Ｃｏｌ￣Ⅱ蛋白表达比较(免疫组化染色ꎬ×２００)

注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与激动剂组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ３　 各组大鼠椎间盘组织 Ａ２ＡＲ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达比较(条带图为 Ａ２ＡＲ 蛋白电泳图)

Ａ２ＡＲ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 相对表达量亦显著高于激动

剂组水平ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
四、各组大鼠椎间盘组织 ＩＬ￣６ 及 ＴＮＦ￣α 比较

如图 ４ 所示ꎬ各组大鼠椎间盘组织中炎性因子

ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 含量及 ｍＲＮＡ 表达量组间差异均具有统

计学意义(Ｆ ＝ ８１. ７８４、４６. ２０６ꎬＰ< ０.０５ꎻＦ ＝ １６６. ３８７、
５８.１６３ꎬＰ<０.０５)ꎮ 模型组大鼠 ＩＬ￣６ 含量及 ｍＲＮＡ 表

达量分别为(１２.１０±１.０８) ｎｇ / Ｌ 和(１７.６２±２.９５１８)ꎬ
ＴＮＦ￣α 含量及 ｍＲＮＡ 表达量分别为(４１０.７５±３８.８０)
ｐｇ / ｍｌ 和(１０.５２±１.７４)ꎬ均较假手术组显著升高(Ｐ<
０.０５)ꎮ 激动剂组 ＩＬ￣６ 含量及 ｍＲＮＡ 表达量分别为

(８.０１ ± ０. ９６) ｎｇ / Ｌ 和 (１１. ９７ ± ３. １９)ꎬＴＮＦ￣α 含量及

ｍＲＮＡ表达量分别为(２０３.２５±１９.６６) ｐｇ / ｍｌ 和(６.２２±
１.１６)ꎻ观察组 ＩＬ￣６ 含量及 ｍＲＮＡ 表达量分别为(６.４１
±０.８３)ｎｇ / Ｌ 和(８.０２±１.４９)ꎬＴＮＦ￣α 含量及 ｍＲＮＡ 表

达量分别为(１７３.５０±１２.３２) ｐｇ / ｍｌ 和(４.７４±０.５２)ꎬ上
述指标结果均较模型组显著降低ꎬ组间差异均具有统

计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ并且观察组 ＩＬ￣６ 含量及 ｍＲＮＡ
表达量、ＴＮＦ￣α 含量及 ｍＲＮＡ 表达量亦显著低于激动

剂组水平ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

五、各组大鼠椎间盘组织 ＮＬＲＰ３ 蛋白含量及

ｍＲＮＡ表达比较

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果及 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果如图 ５ 所示ꎬ４
组大鼠椎间盘组织 ＮＬＲＰ３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 表达量

组间差异均具有统计学意义(Ｆ ＝ ８３.４０８ꎬＰ<０.０５ꎻＦ ＝
４１.７７５ꎬＰ<０.０５)ꎮ 模型组 ＮＬＲＰ３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ
相对表达量分别为(０.３９±０.０７)和(２.６６±０.５２)ꎬ显著

高于假手术组水平[分别为(０. １２ ± ０. ０２) 和(１. ０５ ±
０.１５)]ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 激动

剂组、观察组 ＮＬＲＰ３ 蛋白含量[分别为(０.２０±０.０３)和
(０.１６±０.０２)]及 ｍＲＮＡ 相对表达量[分别为(１.９５±
０.１４)和(１.６５±０.１７)]均较模型组明显降低ꎬ组间差异

均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ并且观察组 ＮＬＲＰ３ 蛋

白含量及 ｍＲＮＡ 相对表达量亦显著低于激动剂组水

平ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
六、各组大鼠椎间盘组织 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白含量及

ｍＲＮＡ 表达比较

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果及 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果如图 ６ 所示ꎬ４
组大鼠椎间盘 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 表达量组

间差异均具有统计学意义(Ｆ ＝ ５０.５１９ꎬＰ<０.０５ꎻＦ ＝
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注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与激动剂组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ４　 各组大鼠椎间盘组织 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 含量及 ｍＲＮＡ 表达比较

注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与激动剂组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ５　 各组大鼠椎间盘组织 ＮＬＲＰ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达比较(条带图为 ＮＬＲＰ３ 蛋白电泳图)

注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与激动剂组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ６　 各组大鼠椎间盘组织 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达比较(条带图为 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白电泳图)

２０６.１９２ꎬＰ<０.０５)ꎮ 模型组大鼠椎间盘 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白

及 ｍＲＮＡ 相对表达量[分别为(０.４９±０.０８)和(７.１０±
０.９１)]均显著高于假手术组水平[分别为(０.２０±０.０４)
和(１.００ ± ０. １２)]ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 与模型组比较ꎬ激动剂组、观察组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋

白含量[分别为(０.２７±０.０４)和(０.２１±０.０３)]及 ｍＲＮＡ
相对表达量[分别为(２.５８±０.４４)和(１.９５±０.３１)]均明

显下调(Ｐ< ０.０５)ꎬ组间差异均具有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎻ并且观察组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 相对

表达量亦明显低于激动剂组水平ꎬ组间差异均具有统
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计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

讨　 　 论

椎间盘由髓核、纤维环及软骨终板等组成ꎬ其中髓

核含有大量胶原蛋白、弹性纤维ꎬ在椎间盘内形成网架

结构ꎬ具有较强的吸水性ꎬ对维持髓核弹性及椎间盘生

物力学稳定性具有重要作用[１ꎬ５]ꎮ 椎间盘退变通常与

多种因素有关ꎬ而髓核胶原蛋白降解、炎症反应激活是

导致髓核细胞外基质合成减少的重要原因之一[６]ꎬ因
此抑制炎症反应、减少髓核细胞凋亡、促进胶原蛋白合

成是针对椎间盘退行性疾病的重要研究方向ꎮ
本研究结果显示ꎬ模型组大鼠髓核形状不规则ꎬ细

胞明显皱缩、坏死ꎬ纤维环断裂ꎬ且椎间盘髓核 Ｃｏｌ￣Ⅱ
表达较假手术组明显减少ꎬ呈现退变特征样改变ꎮ
Ｃｏｌ￣Ⅱ是椎间盘髓核的重要组成部分ꎬ在退行性疾病

进展过程中ꎬ髓核细胞在炎症等应激刺激下ꎬ基质金属

蛋白酶活化使得胶原及糖蛋白降解减少ꎬ细胞随之坏

死、凋亡[１３]ꎮ 本研究发现ꎬ模型组大鼠 Ａ２Ａ Ｒ 蛋白及

ｍＲＮＡ 表达均显著下调ꎬ提示 Ａ２ＡＲ 活性与大鼠髓核细

胞凋亡密切相关ꎮ 有研究指出ꎬ在炎症反应中腺苷作

为一种重要的内源性信号转导分子ꎬ可作用于 Ａ２ＡＲ
并发挥抑炎作用[１４]ꎻ本研究结果显示模型组 Ａ２ＡＲ 活

性下调ꎬ而炎症小体 ＮＬＲＰ３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 表达、
促炎因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平及 ｍＲＮＡ 表达均显著上调ꎬ
提示 Ａ２ＡＲ 在 ＩＤＤ 模型中起负调控作用ꎻ经给予 Ａ２ＡＲ
受体激动剂处理后ꎬ发现大鼠椎间盘组织 Ａ２ＡＲ 蛋白

含量及 ｍＲＮＡ 相对表达量均较模型组明显升高ꎻ与此

同时大鼠髓核细胞皱缩有所缓解ꎬ纤维环断裂减少ꎬ髓
核 Ｃｏｌ￣Ⅱ含量明显增加ꎬ证实上调 Ａ２ＡＲ 活性能有效增

加髓核胶原蛋白合成ꎬ抑制细胞凋亡ꎮ Ｒｅｉｈａｎｉ 等[１１]

曾报道ꎬＰＥＭＦ 作为一种安全有效的无创干预手段ꎬ可
作用于 Ａ２ＡＲꎬ通过抑制核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐ￣
ｐａ￣ＢꎬＮＦ￣κＢ)信号通路减少促炎因子释放ꎬ缓解炎性

损伤ꎮ 本研究也获得类似结果ꎬ如干预后观察组大鼠

椎间盘组织 Ａ２ＡＲ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 表达量均较模型

组、激动剂组显著上调ꎬ病理学结果也显示观察组髓核

细胞皱缩、坏死情况好转ꎬ纤维环结构趋于正常ꎬＣｏｌ￣
Ⅱ合成较激动剂组明显增加ꎬ进一步证实 ＰＥＭＦ 协同

Ａ２ＡＲ 激动剂能促使髓核细胞 Ａ２ＡＲ 活性增强ꎮ
相关研究指出ꎬ大鼠髓核细胞炎症反应与 ＮＬＲＰ３

相关ꎬ炎症或脂质过氧化刺激椎间盘会持续损伤脊髓

或神经根组织ꎬ 激活 ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎬ 调控下游

ＮＬＲＰ３、ＩＬ￣６ 及 ＴＮＦ￣α 的合成、释放ꎬ进而诱导细胞坏

死、凋亡[１４￣１５]ꎮ Ｗａｎｇ 等[６]研究发现ꎬ阻断 ＮＦ￣κＢ 磷酸

化激活能有效抑制 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 及 ＮＬＲＰ３ 等因子表

达ꎬ从而缓解炎性损伤ꎮ 本研究结果显示ꎬ与激动剂组

比较ꎬ干预后观察组椎间盘 ＮＬＲＰ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表

达均明显下调ꎬ促炎因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平也显著降低

(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 ＰＥＭＦ 与 ＣＧＳ￣２１６８０ 联用能促使Ａ２ＡＲ
活性进一步增强ꎬ活化的 Ａ２ＡＲ 与细胞膜上的激动型 Ｇ
蛋白(ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧｓ)偶联ꎬ能激活经典的Ｇｓ￣腺
苷酸环化酶(ａｄｅｎｙｌｙｌ ｃｙｃｌａｓｅꎬＡＣ)￣蛋白激酶 Ａ(ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ Ａ)信号通路ꎬ抑制 ＮＦ￣κＢ 的磷酸化过程ꎬ阻断

ＮＬＲＰ３、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 等炎症因子的转录、翻译ꎬ从而减

轻炎性浸润损伤[９]ꎮ 由于髓核细胞过早衰老、凋亡是

椎间盘退变的重要发病机制之一ꎬ而炎症联级反应可

通过线粒体途经诱导髓核细胞凋亡ꎬ细胞凋亡又与

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 信号转导通路有关ꎮ 本研究结果显示ꎬ与激

动剂组比较ꎬ经 ＰＥＭＦ 及 Ａ２ＡＲ 激动剂处理后的 ＩＤＤ
大鼠其髓核组织中 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 相对表达

量均显著下调ꎬ表明联合干预能发挥协同效应ꎬ较单纯

使用 Ａ２ＡＲ 激动剂(ＣＧＳ￣２１６８０)具有更强的抑髓核细

胞凋亡作用ꎮ
综上所述ꎬ本研究结果表明ꎬＰＥＭＦ 联合 Ａ２Ａ受体

激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ 可协同上调 ＩＤＤ 模型大鼠 Ａ２Ａ腺苷

受体活性ꎬ促进胶原蛋白合成ꎬ减少炎性介质 ＮＬＲＰ３、
ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 释放ꎬ下调 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达ꎬ从而减轻炎症

损伤ꎬ抑制髓核细胞凋亡ꎬ这为临床治疗椎间盘退行性

病变提供了一个新的方向ꎬ值得进一步深入探讨ꎮ
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中华医学会杂志社对一稿两投问题处理的声明

为维护中华医学会系列杂志的声誉和广大读者的利益ꎬ现将中华医学会系列杂志对一稿两投和一稿两用问题的处理声明如

下:
１􀆰 本声明中所涉及的文稿均指原始研究的报告或尽管 ２ 篇文稿在文字的表达和讨论的叙述上可能存在某些不同之处ꎬ但这些

文稿的主要数据和图表是相同的ꎮ 所指文稿不包括重要会议的纪要、疾病的诊断标准和防治指南、有关组织达成的共识性文件、新
闻报道类文稿及在一种刊物发表过摘要或初步报道而将全文投向另一种期刊的文稿ꎮ 上述各类文稿如作者要重复投稿ꎬ应向有关

期刊编辑部做出说明ꎮ
２􀆰 如 １ 篇文稿已以全文方式在某刊物发表ꎬ除非文种不同ꎬ否则不可再将该文投寄给他刊ꎮ
３􀆰 请作者所在单位在来稿介绍信中注明文稿有无一稿两投问题ꎮ
４􀆰 凡来稿在接到编辑部回执后满 ３ 个月未接到退稿ꎬ则表明稿件仍在处理中ꎬ作者欲投他刊ꎬ应事先与该刊编辑部联系并申述

理由ꎮ
５􀆰 编辑部认为文稿有一稿两投嫌疑时ꎬ应认真收集有关资料并仔细核实后再通知作者ꎬ同时立即进行退稿处理ꎬ在做出处

理决定前请作者就此问题做出解释ꎮ 期刊编辑部与作者双方意见发生分歧时ꎬ应由上级主管部门或有关权威机构进行最后仲

裁ꎮ
６􀆰 一稿两用一经证实ꎬ期刊编辑部将择期在杂志中刊出其作者姓名和单位及撤销该论文的通告ꎻ对该作者作为第一作者所

撰写的一切文稿ꎬ中华医学会系列杂志 ２ 年内将拒绝其发表ꎻ并就此事件向作者所在单位和该领域内的其他科技期刊进行通报ꎮ
中华医学会杂志社
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