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脉冲电磁场对大鼠椎间盘退变及Ａ２Ａ腺苷受体
介导的活性氧 / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ信号通路的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察脉冲电磁场(ＰＥＭＦ)对椎间盘退行性病变( ＩＤＤ)大鼠髓核 Ａ２Ａ 腺苷受体(Ａ２ＡＲ)
的调控效应ꎬ并探讨其对 Ａ２ＡＲ 介导的活性氧(ＲＯＳ) / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路的影响ꎮ 方法　 采用随机数字表法

将 ５０ 只 ＳＤ 大鼠分为对照组、椎间盘退行性病变组(简称模型组)、Ａ２ＡＲ 激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ 治疗组(简称激动

剂组)、ＰＥＭＦ 组和 ＰＥＭＦ 联合 ＣＧＳ￣２１６８０ 治疗组(简称观察组)ꎮ 除对照组外ꎬ其余各组大鼠均制成 ＩＤＤ 动物

模型ꎮ 制模后激动剂组向 Ｌ５￣６椎间盘组织注射 １００ μｌ ＣＧＳ￣２１６８０ꎬＰＥＭＦ 组给予 ＰＥＭＦ 干预ꎬ观察组注射 ＣＧＳ￣
２１６８０ 后再给予 ＰＥＭＦ 干预ꎬＰＥＭＦ 干预时间为 １４ ｄꎮ 培养大鼠原代髓核细胞ꎬ将其分为对照组、ＩＬ￣１β 模型组

(简称 ＩＬ￣１β 组)、激动剂组、ＰＥＭＦ 组和观察组ꎬ各组细胞干预方法同上ꎮ 于制模 ８ 周后采用 ＨＥ 染色评估各

组大鼠椎间盘组织病理形态变化ꎬ采用 ＴＵＮＥＬ 染色评估髓核细胞凋亡情况ꎬ采用免疫组化 /免疫荧光法测定

８￣ＯＨＤＧ 表达ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒等检测超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、丙二醛(ＭＤＡ)及 ＲＯＳ 含量ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 技术检测 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 及 ｐ￣ＡＫＴ 蛋白水平ꎮ 结果　 模型组大鼠髓核细胞明显皱缩、坏死ꎬ纤维环断

裂ꎻ观察组纤维环完整ꎬ髓核结构基本趋于正常ꎮ 激动剂组、ＰＥＭＦ 组及观察组 ＳＯＤ 水平及 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐ￣
ＡＫＴ、ＡＫＴ 蛋白含量均较模型组明显升高ꎬＭＤＡ、ＲＯＳ 及 ８￣ＯＨＤＧ 表达均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ并且观察组 ＲＯＳ
水平亦显著低于激动剂组及 ＰＥＭＦ 组(Ｐ<０.０５)ꎬｐ￣ＡＫＴ 磷酸化水平则显著高于激动剂组及 ＰＥＭＦ 组(Ｐ<
０.０５)ꎮ 细胞实验结果显示ꎬ激动剂组、ＰＥＭＦ 组及观察组髓核细胞 ＳＯＤ 水平、Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ、ＡＫＴ 蛋白

含量均显著高于 ＩＬ￣１β 组ꎬＭＤＡ、ＲＯＳ 及 ８￣ＯＨＤＧ 水平均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ并且观察组 ＲＯＳ 表达亦显著低

于激动剂组和 ＰＥＭＦ 组(Ｐ<０.０５)ꎬＡ２ＡＲ 蛋白含量及 ｐ￣ＡＫＴ 磷酸化水平则明显高于激动剂组及 ＰＥＭＦ 组(Ｐ<
０.０５)ꎮ 激动剂组、ＰＥＭＦ 组及观察组髓核细胞 Ｂａｘ 水平均较 ＩＬ￣１β 组显著降低ꎬＢｃｌ￣２ 表达则明显升高(Ｐ<
０.０５)ꎬ并且观察组细胞凋亡率亦显著低于激动剂组和 ＰＥＭＦ 组ꎬＢｃｌ￣２ 表达则显著高于激动剂组及 ＰＥＭＦ 组

(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＰＥＭＦ 可通过上调 Ａ２ＡＲ 活性ꎬ减少 ＲＯＳ 生成ꎬ从而发挥抗氧化应激作用ꎻ联合 Ａ２ＡＲ 激动

剂能进一步激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 磷酸化ꎬ下调促凋亡蛋白 Ｂａｘ 水平ꎬ上调抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ从而抑制髓核细胞

凋亡ꎬ减缓 ＩＤＤ 恶性进展ꎮ
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ｇｒｏｕｐ. １００μＬ ｏｆ ＣＧＳ￣２１６８０ (１００μｇ / ｋｇ) ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ Ｌ５￣６ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｇｏｎｉｓｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅ ＰＥＭＦ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ ｏｆ ＰＥＭＦ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ ａｔ １.５ｍＴ ａｎｄ ７５Ｈｚ ｗｉｔｈ ａ ｐｕｌｓｅ ｗｉｄｔｈ
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ｌｏｗｅｒ. Ｔｈｅ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｇｏｎｉｓｔ ａｎｄ ＰＥＭＦ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅ Ａ２ＡＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｐ￣ＡＫＴ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｇｒｅａｔｅｒ. Ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅ Ｂａｘ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｇｏｎｉｓｔꎬ ＰＥＭＦ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＩＬ￣１β ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｅｓｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｇｏｎｉｓｔ ａｎｄ ＰＥＭＦ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣
２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＰＥＭＦ ｐｌａｙｓ ａｎ ａｎｔｉ￣ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｏｌｅ ｂｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ａ２ＡＲ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ＲＯＳ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＥＭＦ ａｎｄ Ａ２ＡＲ ａｇｏｎｉｓｔ ｃｏｕｌｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔꎬ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ Ｂａｘ ａｎｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ Ｂｃｌ￣２ꎬ ｔｈｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ａｌ￣
ｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＤＤ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｐｕｌｓｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｆｉｅｌｄｓꎻ　 Ａ２Ａ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎻ　 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ　
Ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ( ｐｒｏｊｅｃｔ ２０２１ＣＦＢ５２２)ꎻ Ｗｕｈａｎ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ
Ｐｌａｎｎｉｎｇ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ (ｐｒｏｊｅｃｔ ＷＸ１０Ｃ２０)
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　 　 下背痛(ｌｏｗ ｂａｃｋ ｐａｉｎꎬＬＢＰ)是临床常见病ꎬ严重
时可能导致残疾ꎬ而椎间盘退行性病变(ｉｎｔｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＩＤＤ)被认为是诱发 ＬＢＰ 的重要原因之
一[１]ꎮ ＩＤＤ 的发生、发展受诸多因素影响ꎬ炎症因子、
细胞凋亡等均参与其中[２]ꎬ氧化应激损伤产生的活性
氧(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)如超氧阴离子等也会
促进 ＩＤＤꎬ加速其进展[３]ꎮ ＲＯＳ 主要在线粒体氧化磷
酸化过程中产生ꎬ其大量释放到胞质后能抑制磷脂酰
肌醇 ３￣激酶 /蛋白激酶 ３(ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ)信号通路从而促
进细胞凋亡[４]ꎮ 腺苷不仅可抑制机体炎症反应ꎬ还能
与 Ａ２Ａ 腺苷受体(ａｄｅｎｏｓｉｎｅ Ａ２Ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＡ２ＡＲ)结合
阻断超氧阴离子生成[５]ꎮ 在 ＩＤＤ 形成过程中ꎬＡ２ＡＲ
信号功能缺失会加剧炎症反应及氧化应激损伤[５]ꎮ
既往研究表明ꎬ上调 Ａ２ＡＲ 活性可减轻炎性浸润损
伤[６]ꎬ但能否抑制 ＩＤＤ 过程中氧化应激损伤导致的细
胞凋亡鲜见报道ꎮ

脉冲电磁场( ｐｕｌｓｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｆｉｅｌｄꎬＰＥＭＦ)
在促进细胞增殖、组织再生、减轻炎症水肿等方面具有
积极作用[７]ꎮ 本课题组前期研究发现ꎬＰＥＭＦ 干预可

下调 ＩＤＤ 大鼠椎间盘组织白细胞介素￣６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
６ꎬＩＬ￣６) 及肿瘤坏死因子￣α ( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ
ＴＮＦ￣α)水平ꎬ减轻炎症反应[６]ꎬ但其是否也通过抗
ＩＤＤ 中氧化应激损伤发挥保护作用鲜见报道ꎮ 基于
此ꎬ本研究通过构建 ＩＤＤ 模型大鼠并给予 ＰＥＭＦ 及
Ａ２ＡＲ 激动剂联合干预ꎬ同时在细胞水平进一步探究
其是否通过 ＲＯＳ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路发挥保护作用ꎬ
为 ＩＤＤ 的临床治疗提供参考依据ꎮ

材料与方法

一、实验试剂
主要实验试剂包括 Ａ２ＡＲ 激动剂 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 Ａｎｔｉｊｉｅ 公司提供)、Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 及 ｐ￣ＡＫＴ
(美国 Ａｂｃｏｍ 公司出品)、兔抗大鼠一抗、辣根过氧化
物酶二抗(武汉 Ａｎｔｉｊｉｅ 公司)、ＢＣＡ 法( ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ)蛋白定量检测试剂盒(武汉碧云天有限公司出
品)、氧化应激指标超氧化物歧化酶( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓ￣
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ｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)、ＣＡＴ ＥＬＩＳＡ 试剂盒、荧光活性氧检测试
剂盒(ＲＯＳ ａｓｓａｙ ｋｉｔ)(北京欣博盛有限公司提供)及水
合氯醛(上海国药集团化学试剂有限公司出品)等ꎮ

二、动物造模及干预
选取 ５０ 只健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠ꎬ体

质量 １８０~２００ ｇꎬ由斯贝福(北京)生物技术有限公司
提供ꎮ 实验大鼠经适应性喂养 １ 周后ꎬ采用随机数字
表法将其分为对照组、 ＩＤＤ 模型组 (简称模型组)、
Ａ２ＡＲ 激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ 组(简称激动剂组)、ＰＥＭＦ
组及 ＰＥＭＦ 联合 Ａ２ＡＲ 激动剂组(简称观察组)ꎬ每组
１０ 只大鼠ꎮ

参照文献[１￣２]介绍的方法并加以改进ꎬ将模型
组、激动剂组、ＰＥＭＦ 组及观察组大鼠制成 ＩＤＤ 动物
模型ꎬ首先麻醉大鼠后备皮ꎬ暴露 Ｌ５￣６ 椎间盘组织ꎬ
采用３０ Ｇ 穿 刺 针 向 其 穿 刺 并 注 射 ２５ μｌ ＩＬ￣１β
(４００ ｎｇ / ｋｇ)ꎮ 激动剂组及观察组大鼠于制模后 １ ｈ
向 Ｌ５￣６ 椎间盘组织注射 ２５ μｌ Ａ２ＡＲ 激动剂 ＣＧＳ￣
２１６８０(１００ μｇ / ｋｇ)ꎻＰＥＭＦ 组及观察组再给予 ＰＥＭＦ
干预ꎬ具体操作方法如下:将大鼠置于纸箱中ꎬ纸箱
内置 ＰＭＦＳ９ 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磁
刺激脉宽 １５０ μｓꎬ大鼠每天曝磁 １ 次ꎬ每次持续约
３０ ｍｉｎꎬ连续曝磁 １４ ｄꎮ

三、细胞实验干预
购买大鼠髓核细胞(武汉普诺赛公司提供)ꎬ将

其转入 ２５ ｃｍ２ 细胞培养瓶中ꎬ加入含 １％青￣链霉素
和 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ
ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ)培养液ꎬ再置于 ３７ ℃、含 ５％ ＣＯ２ 的

细胞培养箱中培养[７￣８] ꎮ 采用倒置显微镜观察细胞
形态ꎬ当细胞融合率达到 ９０％时进行传代培养ꎬ取第
３ 代细胞接种于 ６ 孔板、１２ 孔板及 ２４ 孔板中进行后
续实验ꎮ 将髓核细胞随机分为 ５ 组ꎬ分别是空白对
照组(简称对照组)、ＩＬ￣１β 模型组(简称 ＩＬ￣１β 组)、
ＩＬ￣１β＋ Ａ２ＡＲ 激 动 剂 ＣＧＳ￣２１６８０ 组 ( 简 称 激 动 剂
组)、 ＩＬ￣１β ＋ ＰＥＭＦ 组 (简 称 ＰＥＭＦ 组) 和 ＩＬ￣１β ＋
ＰＥＭＦ＋Ａ２ＡＲ 激动剂组(简称观察组)ꎬ各组细胞干
预同上ꎮ

四、大鼠椎间盘病理观察及氧化应激指标检测
于 ＩＤＤ 造模 ８ 周后ꎬ采用 ３％戊巴比妥钠麻醉处

死各组大鼠ꎬ取 Ｌ５￣６椎间盘组织ꎬ部分组织经 ４％多聚
甲醛固定后制作石蜡切片(片厚 ４ μｍ)ꎬ切片经脱蜡
处理后分别进行苏木精￣伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)
染色及免疫组化染色[５]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 部分组织经匀浆
后采用酶联免疫吸附法( ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)检测椎间盘中 ＳＯＤ 及丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌ￣

ｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)含量ꎬ采用荧光活性氧试剂盒(ＲＯＳ ａｓ￣
ｓａｙ ｋｉｔ)检测样本中活性氧生成情况ꎮ

五、大鼠髓核细胞凋亡、氧化应激相关指标检测
采用原位末端标记法 ( ＴｄＴ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ

ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇꎬＴＵＮＥＬ)评估髓核细胞凋亡情况ꎬ收集各
组细胞后采用磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕ￣
ｔｉｏｎꎬＰＢＳ)漂洗 ２ 遍ꎬ经 ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ去除
固定液后再经 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ参照 ＴＵＮＥＬ 试剂盒说
明书进行染色ꎬ于激光共聚焦显微镜下观察、拍照ꎮ

采用 ＥＬＩＳＡ 技术检测各组细胞上清液中 ＳＯＤ 及
ＭＤＡ 水平ꎬ采用荧光活性氧试剂盒(ＲＯＳ ａｓｓａｙ ｋｉｔ)检
测细胞活性氧生成情况ꎬ采用免疫荧光法检测氧化应
激 ＤＮＡ 损伤标志物 ８￣ＯＨＤＧ 表达水平ꎮ

六、大鼠髓核组织 Ａ２ＡＲ、Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 检测
取各组大鼠 Ｌ５￣６椎间盘组织并提取细胞总 ＲＮＡꎬ

然后采用 ｃＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒进行逆转录获得 ｃＤＮＡꎬ设
置 ３ 个复孔ꎬ并采用实时荧光定量 ＰＣＲ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ)技术检测样本中 Ａ２ＡＲ、Ｂ 细
胞淋巴瘤 /白血病￣２(Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｕｋｅｍｉａ￣２ꎬＢｃｌ￣
２) 及 Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白 ( Ｂｃｌ￣２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
Ｂａｘ)等因子 ｍＲＮＡ 水平ꎬ内参为 ３￣磷酸甘油醛脱氢酶
(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)ꎮ

七、大鼠髓核组织 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 及 ｐ￣ＡＫＴ 蛋
白含量检测

采用含有 １％蛋白酶抑制剂( ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏ￣
ｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＭＳＦ)及磷酸酶抑制剂的蛋白裂解缓冲
液( ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒꎬＲＩＰＡ)
裂解大鼠 Ｌ５￣６椎间盘髓核组织及细胞ꎮ 于冰面上提取
总蛋白后采用 ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度并调平ꎬ加入
上样 Ｂｕｆｆｅｒ 沸水浴中变性 １０ ｍｉｎꎬ各组均取 ２０ μｌ 样品
(蛋白量约 ５０ μｇ)上样ꎮ 采用 １０％十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺 ( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)凝胶电泳分离蛋白、转膜、
孵育一抗 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 及 ｐ￣ＡＫＴꎬ上述 ＷＢ 蛋白
免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)操作参照文献[５ꎬ９]ꎬ计算目
标蛋白条带灰度值与 ＧＡＰＤＨ 条带灰度值的相对比
值ꎮ

八、统计学方法
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组间比较采用单
因素方差分析ꎬ两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 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观察结果比较
各组大鼠椎间盘 ＨＥ 染色结果详见图 １ꎬ可见对照
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组大鼠椎间盘髓核细胞排列规律ꎬ形态结构正常ꎬ纤维
环完整ꎬ与髓核边界清晰ꎻ模型组髓核破裂、形状不规
则ꎬ细胞明显皱缩、凋亡ꎬ纤维环断裂ꎬ呈现退行性病变
样特征ꎮ 与模型组比较ꎬ激动剂组髓核细胞皱缩、坏死
现象明显改善ꎬ纤维环断裂减少ꎻＰＥＭＦ 组髓核破裂、
细胞凋亡现象好转ꎬ纤维环￣髓核边界较明显ꎻ观察组
髓核细胞形态正常ꎬ纤维环完整无断裂ꎬ髓核结构情况
基本趋于对照组ꎮ

二、各组大鼠椎间盘髓核组织氧化应激水平比较
各组大鼠椎间盘髓核组织 ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＲＯＳ 及

８￣ＯＨＤＧ表达水平组间差异均具有统计学意义 (Ｐ<
０.０５)ꎮ 与对照组比较ꎬ模型组 ＳＯＤ 表达水平明显降
低(Ｐ<０.０５)ꎬＭＤＡ、ＲＯＳ 及 ８￣ＯＨＤＧ 表达水平均显著
升高(Ｐ<０.０５)ꎻ激动剂组、ＰＥＭＦ 组及观察组 ＳＯＤ 表

达水平均较模型组明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬＭＤＡ、ＲＯＳ 及
８￣ＯＨＤＧ 表达水平均较模型组明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ并
且观察组 ＲＯＳ 表达水平亦显著低于激动剂组及 ＰＥＭＦ
组(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ２ꎮ

三、各组大鼠椎间盘髓核 Ａ２ＡＲ 表达及 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 信号通路蛋白磷酸化水平比较

各组大鼠椎间盘髓核组织 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ 及
ＡＫＴ 蛋白含量组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
模型组大鼠椎间盘组织 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ 及 ＡＫＴ
蛋白水平均显著低于对照组(Ｐ< ０.０５)ꎬ激动剂组、
ＰＥＭＦ 组和观察组 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ 及 ＡＫＴ 蛋白含
量均显著高于模型组(Ｐ<０.０５)ꎬ并且观察组 ｐ￣ＡＫＴ 磷
酸化水平亦显著高于激动剂组及 ＰＥＭＦ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ
各组大鼠蛋白免疫印迹结果详见图 ３ꎮ

图 １　 各组大鼠椎间盘组织病理观察结果比较(ＨＥ 染色ꎬ×５０)

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与激动剂组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 ＰＥＭＦ 组比较ꎬｄＰ<０.０５
图 ２　 各组大鼠椎间盘髓核组织氧化应激水平比较

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与激动剂组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 ＰＥＭＦ 组比较ꎬｄＰ<０.０５
图 ３　 各组大鼠椎间盘组织 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ 及 ＡＫＴ 蛋白水平比较
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　 　 四、各组髓核细胞氧化应激水平比较
各组髓核细胞 ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＲＯＳ 及 ８￣ＯＨＤＧ 表达

水平组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ＩＬ￣１β 组
ＳＯＤ 含量较对照组明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＭＤＡ、ＲＯＳ
及 ８￣ＯＨＤＧ 水平均显著升高 (Ｐ< ０.０５)ꎻ激动剂组、
ＰＥＭＦ 组及观察组 ＳＯＤ 含量均较 ＩＬ￣１β 组明显增加
(Ｐ<０.０５)ꎬＭＤＡ、ＲＯＳ 及 ８￣ＯＨＤＧ 含量均较 ＩＬ￣１β 组
明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ并且观察组 ＲＯＳ 表达亦较激动剂
组及 ＰＥＭＦ 组明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ提示该组髓核细胞
氧化应激损伤进一步减轻ꎮ 具体情况见图 ４ꎮ

五、各组髓核细胞 Ａ２ＡＲ 表达及 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 蛋白
磷酸化水平比较

各组髓核细胞 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ、ＡＫＴ 蛋白含
量组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ通过进一步
比较发现ꎬＩＬ￣１β 组髓核细胞 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ 及
ＡＫＴ 蛋白水平均显著低于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ激动剂
组、ＰＥＭＦ 组和观察组 Ａ２ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ 及 ＡＫＴ 蛋
白含量均显著高于 ＩＬ￣１β 组(Ｐ< ０.０５)ꎬ并且观察组
Ａ２ＡＲ 蛋白含量及 ｐ￣ＡＫＴ 磷酸化水平也显著高于激动
剂组和 ＰＥＭＦ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 具体情况见图 ５ꎮ

六、各组髓核细胞凋亡情况比较
各组髓核细胞凋亡率、Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ￣２ 表达水平组间

差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ通过进一步比较发

现ꎬＩＬ￣１β 组髓核细胞凋亡率显著高于对照组 ( Ｐ<
０.０５)ꎬ激动剂组、ＰＥＭＦ 组及观察组髓核细胞凋亡率
均较 ＩＬ￣１β 组明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ并且观察组髓核细
胞凋亡率亦显著低于激动剂组及 ＰＥＭＦ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ
另外 ＩＬ￣１β 组髓核细胞 Ｂａｘ 表达较对照组显著升高ꎬ
Ｂｃｌ￣２ 表达则明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ激动剂组、ＰＥＭＦ 组
及观察组髓核细胞 Ｂａｘ 含量均较 ＩＬ￣１β 组显著降低ꎬ
Ｂｃｌ￣２ 表达则明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ并且观察组 Ｂｃｌ￣２ 表
达水平亦显著高于激动剂组及 ＰＥＭＦ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ具
体情况见图 ６ꎮ

讨　 　 论

ＩＤＤ 发病机制较复杂ꎬ相关研究显示氧化应激损
伤是导致髓核胶原蛋白降解、细胞凋亡、组织坏死的重
要原因之一[７]ꎮ 机体组织在损伤、退变过程中会产生
大量中间氧化物(如活性氧自由基等)ꎬ其中 ＲＯＳ 可穿
透细胞膜ꎬ破坏细胞膜完整性ꎬ同时造成线粒体功能障
碍ꎬ能导致髓核细胞凋亡[８]ꎮ 因此ꎬ抑制氧化应激、减
少髓核细胞凋亡对缓解髓核组织损伤、维持椎间盘生
物力学稳定及生理功能具有重要意义ꎮ 有研究表明ꎬ
髓核细胞凋亡是 ＩＤＤ 发生、发展的重要诱因ꎬ而 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 信号通路在细胞增殖、凋亡过程中发挥重要作
用[４]ꎮ 本研究结果显示ꎬ由 ＲＯＳ 介导的 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＩＬ￣１β 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与激动剂组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 ＰＥＭＦ 组比较ꎬｄＰ<０.０５
图 ４　 各组髓核细胞氧化应激水平比较

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＩＬ￣１β 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与激动剂组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 ＰＥＭＦ 组比较ꎬｄＰ<０.０５
图 ５　 各组髓核细胞 Ａ２ＡＲ 表达及 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 蛋白磷酸化水平比较
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注:黄色箭头标记为阳性细胞ꎻ与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ＩＬ￣１β 组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与激动剂组比较ꎬｃＰ<０.０５ꎻ与 ＰＥＭＦ 组比较ꎬｄＰ<０.０５
图 ６　 各组髓核细胞凋亡率、Ｂａｘ 及 Ｂｃｌ￣２ 表达水平比较

号通路参与了大鼠椎间盘髓核细胞凋亡过程ꎬＰＥＭＦ
干预及注射 Ａ２ＡＲ 激动剂均可显著增加大鼠髓核组织
Ａ２ＡＲ 含量ꎬ减轻氧化应激损伤ꎬ提示 ＰＥＭＦ 干预可能
是通过增强 Ａ２ＡＲ 表达ꎬ减少 ＲＯＳ 生成ꎬ上调 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 信号通路功能而发挥抗氧化应激作用ꎬ进而抑制
细胞凋亡ꎮ

机体内氧化应激反应过度激活会释放大量 ＲＯＳꎬ
而 ＲＯＳ 穿透细胞膜时会诱发膜脂质过氧化而产生有
害物质 ＭＤＡꎬ随后 ＲＯＳ 会进入细胞损伤 ＤＮＡ[９]ꎮ 本
研究结果显示ꎬ模型组大鼠椎间盘纤维环破裂ꎬ髓核细
胞明显皱缩、坏死ꎬ且 ＭＤＡ、ＲＯＳ 及 ８￣ＯＨＤＧ(ＤＮＡ 损
伤标志物之一)水平均较对照组显著增高ꎬＳＯＤ 含量
则明显降低ꎮ 上述结果提示 ＲＯＳ 进入胞内能导致髓
核细胞损伤及凋亡ꎮ 本课题组前期研究证实 Ａ２ＡＲ 活
性与大鼠髓核细胞凋亡密切相关[８￣９]ꎬ而 Ａ２ＡＲ 作为内
源性信号分子的作用靶点ꎬ能发挥抗氧化效应、减轻氧
化应激损伤[１０]ꎮ 本研究结果显示模型组 Ａ２ＡＲ 蛋白
及 ｍＲＮＡ 表达均显著下调ꎬ同时从细胞水平也证实
Ａ２ＡＲ 活性下调后ꎬ髓核细胞 ＳＯＤ 含量随之减少ꎬ抗氧
化应激能力减弱ꎬＭＤＡ、ＲＯＳ 及 ８￣ＯＨＤＧ 表达均明显
增加ꎬ提示该组细胞氧化应激损伤加重ꎮ 国外学者曾

报道ꎬＰＥＭＦ 干预对细胞分化、增殖及转录因子水平具
有调控作用[１１]ꎮ 本研究发现给予 Ａ２ＡＲ 受体激动剂
及 ＰＥＭＦ 干预后ꎬ 大鼠椎间盘组织 Ａ２ＡＲ 蛋白及
ｍＲＮＡ表达量均较模型组明显升高ꎬ ＭＤＡ、 ＲＯＳ 及
８￣ＯＨＤＧ水平则显著降低ꎬ与此同时髓核细胞凋亡情况
有所缓解ꎬ提示注射 Ａ２ＡＲ 受体激动剂联合 ＰＥＭＦ 干
预可通过上调 Ａ２ＡＲ 活性ꎬ有效减少髓核细胞氧化应
激分子产生ꎬ增强髓核细胞抗氧化能力ꎮ 本研究观察
组大鼠经 ＰＥＭＦ 及 Ａ２ＡＲ 受体激动剂联合干预后ꎬ其
体内 ＲＯＳ 水平较激动剂组及 ＰＥＭＦ 组进一步降低ꎬ同
时病理学结果也显示观察组椎间盘纤维环结构完整ꎬ
髓核细胞皱缩、凋亡情况明显好转ꎬ基本趋于正常ꎮ

髓核细胞凋亡是椎间盘退变的重要发病机制之
一ꎬ而氧化应激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 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路密切相
关[１２]ꎮ 郭洪涛等[４] 研究发现ꎬ激活 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号
通路可抑制髓核细胞凋亡ꎬ从而减缓 ＩＤＤ 恶性进展ꎮ
本研究结果显示ꎬ观察组髓核细胞 ＰＩ３Ｋ、 ｐ￣ＡＫＴ、
ＡＫＴ 蛋白含量均显著高于模型组 ( Ｐ< ０.０５)ꎬ提示
ＰＥＭＦ 联合 Ａ２ＡＲ 受体激动剂不仅能促使 Ａ２ＡＲ 活
性上调ꎬ还能通过活化的 Ａ２ＡＲ 与细胞膜上的激动型
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Ｇ 蛋白(ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧｓ)偶联并激活 ＰＩ３Ｋ 信号
通路[１３￣１４]ꎮ Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 是 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路的下游
关键蛋白ꎬ当 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路活化后ꎬｐ￣ＡＫＴ 磷酸
化上调可抑制促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达ꎬ促进抗凋亡蛋白
Ｂｃｌ￣２ 表达[９]ꎮ Ｂｃｌ￣２ 可通过线粒体外膜阻断细胞色素
Ｃ 释放ꎬ抑制细胞色素 Ｃ 介导的 Ｃａｓｐａｓｅ 激活ꎬ从而缓
解线粒体功能障碍并减少细胞凋亡发生ꎮ 本研究结果
显示ꎬ经干预后观察组髓核细胞 ｐ￣ＡＫＴ 磷酸化水平明
显高于模型组、激动剂组及 ＰＥＭＦ 组ꎬ并能有效抑制促
凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达ꎬ促进 Ｂｃｌ￣２ 含量升高ꎬ表明 ＰＥＭＦ
联合 Ａ２ＡＲ 受体激动剂干预可能是通过上调 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 磷酸化而发挥抑制髓核细胞凋亡作用ꎮ

综上所述ꎬ氧化应激损伤时由 ＲＯＳ 介导的 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 活性下调参与了髓核细胞凋亡及 ＩＤＤ 病变过程ꎮ
ＰＥＭＦ 干预可通过上调 Ａ２ＡＲ 活性ꎬ减少 ＲＯＳ 生成ꎬ进
而发挥抗氧化应激作用ꎻ联合 Ａ２ＡＲ 激动剂能进一步
促进 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 磷酸化ꎬ下调促凋亡蛋白 Ｂａｘ 水平ꎬ上
调抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ从而抑制髓核细胞凋亡ꎬ减
缓 ＩＤＤ 恶性进展ꎬ为临床治疗椎间盘退行性病变提供
了新方向ꎬ值得进一步深入探讨ꎮ
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