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脉冲电磁场对椎间盘退行性病变大鼠 Ａ２Ａ 腺苷
受体及 ｐ３８ ＭＡＰＫ 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 Ａ２Ａ 腺苷受体(Ａ２ＡＲ)及 ｐ３８
ＭＡＰＫ 信号通路的影响ꎮ 方法　 采用随机数字表法将 ４０ 只 ＳＤ 大鼠分为对照组、ＩＤＤ 模型组(简称模型组)、
ＰＥＭＦ 组和 ＰＥＭＦ 联合 ＣＧＳ￣２１６８０ 治疗组(简称观察组)ꎮ 将模型组、ＰＥＭＦ 组及观察组大鼠制成 ＩＤＤ 动物模

型ꎬＰＥＭＦ 组于制模后给予 ＰＥＭＦ 干预ꎬ观察组则给予 ＰＥＭＦ 干预并注射 Ａ２ＡＲ 激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ꎮ 于造模 ８
周后采用番红 Ｏ￣快绿染色评估各组大鼠椎间盘病理改变ꎬ同时检测各组大鼠椎间盘 Ａ２ＡＲ、环磷酸腺苷

(ｃＡＭＰ)、蛋白激酶 Ａ(ＰＫＡ)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶￣３(Ｃａｓｐａｓｅ￣３)、Ⅱ型胶原(Ｃｏｌ￣Ⅱ)、基质金属蛋白

酶￣３(ＭＭＰ３)表达水平ꎮ 结果　 模型组大鼠髓核组织皱缩ꎬ纤维成分及软骨细胞增多ꎬ观察组大鼠髓核形态基

本趋于正常ꎬ纤维环完整无破裂ꎮ 模型组椎间盘组织 Ａ２ＡＲ 蛋白表达及 ｍＲＮＡ 水平均高于对照组ꎬ观察组

Ａ２ＡＲ 蛋白表达及 ｍＲＮＡ 水平均显著高于其他各组(Ｐ<０.０５)ꎮ ＰＥＭＦ 组和观察组椎间盘 ｃＡＭＰ 含量及 ＰＫＡ
ｍＲＮＡ 表达均较模型组增高ꎬ且观察组与模型组间差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 模型组大鼠椎间盘 ｐ３８
ＭＡＰＫ、ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 含量及 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ 比值均显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬＰＥＭＦ 组和观察组 ｐ３８
ＭＡＰＫ、ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白含量及 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ 比值均有不同程度降低ꎬ且观察组上述指标数值均

显著低于模型组(Ｐ<０.０５)ꎬｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白含量及 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ 比值亦显著低于 ＰＥＭＦ 组(Ｐ<
０.０５)ꎮ 模型组大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 表达均显著高于对照组ꎬＰＥＭＦ 组及观察组上述指标含量均

较模型组明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 模型组大鼠 ＭＭＰ３ 含量较对照组显著升高ꎬＣｏｌ￣Ⅱ含量则明显下降ꎻＰＥＭＦ 组、
观察组 ＭＭＰ３ 含量均较模型组降低ꎬＣｏｌ￣Ⅱ表达均较模型组增高ꎬ并且观察组上述指标含量与模型组间差异

均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 炎性因子刺激能活化 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路并诱导细胞凋亡ꎬ这也是促进

ＩＤＤ 大鼠病变的重要原因之一ꎮ ＰＥＭＦ 联合 Ａ２ＡＲ 激动剂干预能激活 Ａ２ＡＲ / ｃＡＭＰ / ＰＫＡ 信号通路ꎬ进而抑制

ｐ３８ ＭＡＰＫ 磷酸化ꎬ减少髓核细胞凋亡ꎬ缓解 ＩＤＤ 损伤ꎮ
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ｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ( ＩＤＤ) . Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｒｔｙ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎ ＩＤＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ＰＥＭＦ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａｎ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ. Ａｎ ＩＤＤ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｅｘｃｅｐｔ
ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂｏｔｈ ｔｈｅ ＰＥＭＦ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ＰＥＭＦ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌａｔｔｅｒ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａ２ＡＲꎬ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ (ｃＡＭＰ)ꎬｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ (ＰＫＡ)ꎬｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ
ｅｎｚｙｍｅ￣３ (Ｃａｓｐａｓｅ￣３)ꎬ ｔｙｐｅ ＩＩ ｃｏｌｌａｇｅｎ (ＣＯＬ￣ＩＩ) ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣３ (ＭＭＰ３) ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ
ｄｉｓｃｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｈａｄ ｓｈｒｕｎｋꎬ ｗｈｉｌｅ ｆｉｂｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｈａｄ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＩＤＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｉｎ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｗａｓ ｉｎｔａｃｔ ａｎｄ ｏｆ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｎｏｒｍａｌ
ｓｈａｐｅ. Ａ２ＡＲ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ａｍｏｎｇ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｏｎ ａｖｅｒａｇｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ
ｇｒｏｕｐｓ. Ｉｎ ｔｈｅ ＰＥＭＦ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｃＡＭＰ ａｎｄ ＰＫＡ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＩＤＤ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｄ Ｐ￣Ｐ３８ ＭＡＰＫ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＩＤＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｔｓ ａｖｅｒａｇｅ Ｐ￣Ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８
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ｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＩＤＤ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐ３８ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｒｅａｓｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｇｇｒａｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＤＤ ｌｅｓｉｏｎｓ. ＰＥＭＦ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ａ２ＡＲ ａｇｏｎｉｓｔｓ ｃａｎ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ Ａ２ＡＲ / ｃＡＭＰ /
ＰＫＡ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｉｎｈｉｂｉｔ ｐ３８ ＭＡＰＫ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎬ ｒｅｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｒｅ￣
ｌｉｅｖｅ ＩＤＤ ｄａｍａｇｅ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｐｕｌｓｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｆｉｅｌｄｓꎻ　 Ａ２Ａ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎻ　 ｐ３８ ＭＡＰＫꎻ　 Ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃｓꎻ
Ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ( ｐｒｏｊｅｃｔ ２０２１ＣＦＢ５２２)ꎻ Ｗｕｈａｎ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ
Ｐｌａｎｎｉｎｇ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ (ｐｒｏｊｅｃｔ ＷＸ１８Ｄ１４)ꎻ Ｗｕｈａｎ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ (ｐｒｏｊｅｃｔ ＷＸ１０Ｃ２０)

ＤＯＩ:１０.３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.０２５４￣１４２４.２０２３.０９.００１

　 　 椎间盘退行性病变( ｉｎｔｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ
ＩＤＤ)是退行性脊柱疾病的重要病因及病理基础 [１]ꎮ
目前关于 ＩＤＤ 的发病机制仍未明确ꎬ其临床治疗也主

要是缓解症状ꎬ并不能从根本上减缓或阻断退行性病

变进程[１￣２]ꎮ 机体椎间盘主要由髓核( ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏ￣
ｓｕｓꎬＮＰ)、纤维环( ａｎｎｕｌｕｓ ｆｉｂｒｏｓｕｓꎬＡＦ)以及覆盖 ＮＰ
和 ＡＦ 的软骨终板 ( ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｅｎｄｐｌａｔｅꎬＥＰ) 三部分构

成ꎬ其中 ＮＰ 组织富含髓核细胞及细胞外基质ꎬ如Ⅱ型

胶原( ｔｙｐｅ￣ⅡｃｏｌｌａｇｅｎꎬＣｏｌ￣Ⅱ) 蛋白和聚集蛋白聚糖

等[３]ꎮ 相关研究表明ꎬ炎症反应过度激活、髓核细胞

凋亡等参与了 ＩＤＤ 的病理生理过程ꎬ最终导致椎间盘

结构改变及功能障碍ꎬ如纤维环破裂、髓核细胞外基质

降解等[４]ꎮ
腺苷 Ａ２Ａ 受体(ａｄｅｎｏｓｉｎｅ Ａ２Ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＡ２ＡＲ)因

其在机体生理反应及多种炎症疾病中的重要作用而备

受关注ꎮ 既往研究表明[５￣６]ꎬＡ２ＡＲ 对退行性疾病阿尔

茨海默病具有一定的神经保护作用ꎬ其功能信号缺失

将会加剧炎症反应及组织损伤ꎮ ｐ３８ 丝裂原活化蛋白

激酶(ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬｐ３８ ＭＡＰＫ)
作为蛋白激酶之一ꎬ参与机体炎症、应激、细胞增殖等

多种生物学功能的信号转导ꎮ 有研究报道[７]ꎬ在缺血

再灌注组织中 ｐ３８ ＭＡＰＫ 被激活ꎬ能诱发炎症反应ꎬ随

后引起线粒体去极化ꎬ并启动促凋亡因子释放ꎬ最终通
过 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应导致细胞死亡ꎮ

脉冲电磁场( ｐｕｌｓｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｆｉｅｌｄꎬＰＥＭＦ)
是近年来逐渐兴起的无创且安全的物理治疗方法ꎬ机
体加载 ＰＥＭＦ 后会对其生物电活动产生影响ꎬ使膜电
位发生改变并促使细胞膜通透性增加ꎬ进而缓解微环

境炎性损伤[８]ꎮ 本课题组前期研究发现 ＰＥＭＦ 能上

调 Ａ２ＡＲ 活性、减轻炎性浸润[９￣１０]ꎬ但能否抑制 ＩＤＤ 过

程中 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路活化ꎬ进而减少细胞凋亡则
鲜见报道ꎮ 基于此ꎬ本研究拟探讨 ＰＥＭＦ 干预对 ＩＤＤ
模型大鼠椎间盘退变的影响及对 Ａ２ＡＲ、Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信
号通路的调控作用ꎮ

材料与方法

一、实验试剂

本研究主要试剂包括 Ａ２ＡＲ 激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０
(美国 Ｓｉｇｍａ 公司出品ꎬ纯度>９５％)、环磷酸腺苷( ｃｙ￣
ｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬｃＡＭＰ)ＥＬＩＳＡ 试剂盒(购
于武汉欣博盛有限公司)、Ａ２ＡＲ、ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ￣ｐ３８
ＭＡＰＫ、Ｃｏｌ￣Ⅱ、基质金属蛋白酶￣３(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉ￣
ｎａｓｅ￣３ꎬＭＭＰ３) 和 ３￣磷酸甘油醛脱氢酶 ( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ￣
ｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)兔抗大鼠一

０７７ 中华物理医学与康复杂志 ２０２３ 年 ９ 月第 ４５ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２３ꎬ Ｖｏｌ. ４５ꎬ Ｎｏ.９



抗(均购于武汉 Ａｎｔｉｊｉｅ 生物技术有限公司)等ꎮ
二、动物造模及干预
从斯贝福(北京)生物技术有限公司购买健康雄

性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 ４０ 只ꎬ体质量 １８０~２００ ｇꎮ
所有大鼠经适应性喂养 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)、ＰＥＭＦ 组及
ＰＥＭＦ 联合 Ａ２ＡＲ 激动剂组(简称观察组)ꎬ每组 １０ 只
大鼠ꎮ 将模型组、ＰＥＭＦ 组及观察组大鼠制成 ＩＤＤ 动
物模型ꎬ首先麻醉大鼠并在 Ｌ５￣６椎体皮肤表面作标记ꎬ
采用 ３０Ｇ 穿刺针穿刺 Ｌ５￣６椎间盘髓核组织ꎬ并按照每
千克体重 ４００ ｎｇ 标准注射 ２５ μｌ 白细胞介素￣１β( ｉｎ￣
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β) [１１]ꎮ 观察组大鼠于制模后 １ ｈ 向
Ｌ５￣６ 椎间盘组织注射 Ａ２ＡＲ 激动剂 ＣＧＳ￣２１６８０ (按
１００ μｇ / ｋｇ体重标准)ꎬ其它各组大鼠则注射等量生理
盐水ꎮ ＰＥＭＦ 组及观察组大鼠再给予 ＰＥＭＦ 干预[６]ꎬ
具体操作如下:将大鼠置于安装有 ＰＭＦＳ９ 型磁场发生
器(上海索莘电子有限公司出品)的纸箱内ꎬ大鼠在纸
箱内可自由活动ꎬ设置磁场强度 １. ５ ｍＴꎬ磁场频率
７５ Ｈｚꎬ磁刺激脉宽 １５０ μｓꎬ每天曝磁 １ 次ꎬ每次持续
３０ ｍｉｎꎬ连续曝磁 １４ ｄ[８]ꎮ

三、大鼠椎间盘番红 Ｏ￣快绿染色及 ｃＡＭＰ 检测
于造模 ８ 周后采用 ３％戊巴比妥钠麻醉处死各组

大鼠ꎬ充分暴露并分离 Ｌ５￣６椎间盘组织ꎮ 采用肝素生
理盐水将椎间盘组织残留血渍冲洗干净后置于 ４％多
聚甲醛中固定ꎬ经乙二胺四乙酸( ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｄｉａｍｉｎｅｔｅ￣
ｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄꎬＥＤＴＡ)脱钙处理 １ 个月ꎬ再进行石蜡包埋
并切片(片厚约 ４ μｍ)ꎮ 各组大鼠切片经脱蜡处理
后ꎬ参照文献[１１]介绍的方法进行番红 Ｏ￣快绿染色ꎬ
主要操作步骤包括:经苏木素染色 １ ~ ３ ｍｉｎ 后用自来
水冲洗ꎬ再采用 １％盐酸酒精分化 １５~３０ ｓ 后经自来水
洗涤ꎬ继续采用 ０.０２％固绿染色 ３ ｍｉｎ 后经 １％冰醋酸
洗涤ꎬ再采用 ０.１％番红 Ｏ 染色 ３ ｍｉｎ 后经 ９５％乙醇洗
涤ꎬ最后用中性树胶封片ꎮ

取各组大鼠部分 Ｌ５￣６椎间盘组织ꎬ经匀浆后采用
酶联免疫吸附法( ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ
ＥＬＩＳＡ)检测其椎间盘组织中 ｃＡＭＰ 含量ꎮ

四、大鼠椎间盘组织免疫荧光染色
各组大鼠椎间盘切片经二甲苯、无水乙醇、９５％乙

醇、７５％乙醇依次梯度脱蜡后ꎬ滴加 ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ 破膜
处理ꎬ然后经牛血清白蛋白 ( ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬ
ＢＳＡ)封闭 ２０ ｍｉｎ 孵育一抗ꎬ包括 Ａ２ＡＲ(１ ∶ ２００)、
Ｃｏｌ￣Ⅱ(１ ∶ １００)及 ＭＭＰ３(１ ∶ ２００)ꎮ 再置于 ４ ℃冰箱
内孵育过夜后经磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏ￣
ｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)洗涤 ３ 次ꎬ孵育兔抗异硫氰酸荧光素( ｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬ ＦＩＴＣ)和花青染料 ３(Ｃｙａｎｉｎｅ ３ꎬ
Ｃｙ３)二抗 １ ｈꎮ 经 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后ꎬ滴加 ４ꎬ６￣联脒￣２￣

苯基吲哚标记细胞核(４ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２￣ｐｈｅｎｙｌ￣ｉｎｄｏｌｅ ｄｉ￣
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＤＡＰＩ)孵育 ５ ｍｉｎꎬ再滴加抗淬灭剂封

片ꎮ 采用光学显微镜观察并拍照ꎬ应用 ＩＰＰ(Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ
Ｐｌｕｓ)图像软件进行半定量分析ꎮ

五、椎间盘各因子 ｍＲＮＡ 含量检测

取各组大鼠 Ｌ５￣６椎间盘组织ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂裂解

法提取总 ＲＮＡꎬ然后选用 ｃＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒进行逆转
录获得 ｃＤＮＡꎮ 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测各组样本中

Ａ２ＡＲ、半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶￣３( ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓ￣
ｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬＣａｓｐａｓｅ￣３)等因子 ｍＲＮＡ 水

平ꎬ每个样本设置 ３ 个复孔ꎮ 具体反应条件如下:
９５ ℃预变性 １ ｍｉｎꎬ９５ ℃ 变性 ２０ ｓꎬ５５ ℃ 退火 ２０ ｓꎬ
７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共进行 ４０ 个循环ꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算

各组大鼠目标因子 ｍＲＮＡ 相对表达量ꎬ具体引物序列

情况见表 １ꎮ

表 １　 各目标基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

目标基因　 　 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′

ＰＫＡ 上游:５′￣ＧＡＴＴＧＧＧＡＧＧＴＴＣＡＧＴＧＡＧＣＣ￣３′
下游:５′￣ＧＴＣＣＡＣＡＧＣＴＴＴＧＴＴＧＴＡＧＣＣＴＴ￣３′

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

　 　 注:ＰＫＡ 指依赖 ｃＡＭＰ 的蛋白激酶 Ａ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＡꎬＰＫＡ)

六、大鼠髓核组织 Ａ２ＡＲ、ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ
及 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白检测

采用含有 １％蛋白酶抑制剂( ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏ￣
ｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＭＳＦ)和磷酸酶抑制剂的蛋白裂解缓冲

液( ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒꎬＲＩＰＡ)
裂解各组大鼠 Ｌ５￣６椎间盘髓核组织及细胞ꎮ 于冰上提

取总蛋白ꎬ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 １５ μｌ 样品(蛋白含量约
３０ μｇ)上样ꎮ 采用 １０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ￣
ｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)凝胶电泳分离蛋白、转膜ꎬ孵育一抗
Ａ２ＡＲ、ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 及 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ经甲烷

盐缓冲液( ｔｒｉｓ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬＴＢＳＴ)洗
涤后孵育相应二抗ꎬ采用电化学发光液( ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅ￣
ｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)进行显影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

１７７中华物理医学与康复杂志 ２０２３ 年 ９ 月第 ４５ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２３ꎬ Ｖｏｌ. ４５ꎬ Ｎｏ.９



结　 　 果

一、各组大鼠椎间盘番红 Ｏ￣快绿染色比较
各组大鼠椎间盘番红 Ｏ￣快绿染色结果详见图 １ꎬ

可见对照组大鼠椎间盘髓核组织排列规律ꎬ纤维环形
态结构完整ꎬ与髓核边界清晰ꎻ模型组髓核皱缩(白色
箭头示)ꎬ纤维组织及软骨细胞(黄色箭头示)增多ꎮ
与模型组比较ꎬＰＥＭＦ 组髓核组织破裂有一定程度缓
解ꎬ纤维环￣髓核边界可区分(黑色箭头示)ꎬ髓核软骨
组织较模型组减少ꎻ观察组髓核形态基本趋于正常ꎬ纤
维环完整无破裂ꎮ

二、各组大鼠椎间盘 Ａ２ＡＲ、ｃＡＭＰ 及 ＰＫＡ 表达
比较

通过免疫荧光染色发现ꎬ模型组大鼠椎间盘组织

Ａ２ＡＲ 阳性表达(黄色箭头示)及 ｍＲＮＡ 水平均高于
对照组ꎬＰＥＭＦ 组 Ａ２ＡＲ 阳性表达较模型组进一步升
高ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ观察组 Ａ２ＡＲ 阳
性表达及 ｍＲＮＡ 水平升高幅度最显著ꎬ与对照组、模
型组及 ＰＥＭＦ 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 ｃＡＭＰ 水平显著低于对照组
(Ｐ<０.０５)ꎬＰＥＭＦ 组及观察组 ｃＡＭＰ 含量均较模型组
有所回升ꎬ并且观察组 ｃＡＭＰ 含量与模型组间差异具
有统计学意义 (Ｐ< ０.０５)ꎮ 模型组大鼠椎间盘组织
ＰＫＡ ｍＲＮＡ 含量略高于对照组ꎬ但差异无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎬＰＥＭＦ 组和观察组 ＰＫＡ ｍＲＮＡ 表达量均较
模型组进一步增加ꎬ并且观察组 ＰＫＡ ｍＲＮＡ 含量与模
型组间差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见
图 ２、图 ３ꎮ

图 １　 各组大鼠椎间盘组织病理观察比较(番红 Ｏ￣快绿染色ꎬ×５０)

注:黄色箭头示免疫荧光阳性表达ꎻ与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＰＥＭＦ 组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ２　 各组大鼠椎间盘组织 Ａ２ＡＲ 表达比较(免疫荧光染色ꎬ×２００)

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＰＥＭＦ 组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ３　 各组大鼠椎间盘组织 Ａ２ＡＲ、ＰＫＡ ｍＲＮＡ 及 ｃＡＭＰ 含量比较
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　 　 三、各组大鼠椎间盘髓核 Ａ２ＡＲ 表达及 ｐ３８
ＭＡＰＫ 磷酸化水平分析

通过分析各组蛋白印迹结果发现ꎬ模型组大鼠椎
间盘髓核组织 Ａ２ＡＲ 蛋白表达略高于对照组 ( Ｐ>
０.０５)ꎬ ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白含量及 ｐ￣ｐ３８
ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ 比值均显著高于对照组水平(Ｐ<
０.０５)ꎬＰＥＭＦ 组及观察组大鼠髓核组织 Ａ２ＡＲ 蛋白表
达均较模型组显著升高ꎬｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋
白含量及 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ 比值均较模型组降
低ꎬ并且观察组上述蛋白表达水平与模型组间差异均
具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ同时 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白含
量及 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ 比值亦显著低于 ＰＥＭＦ
组水平(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ４ꎮ

四、各组大鼠椎间盘 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ
表达比较

通过对各组 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果分析后
发现ꎬ模型组大鼠椎间盘 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ
相对表达量均显著高于对照组水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 与模
型组比较ꎬ ＰＥＭＦ 组、观察组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白含量及
ｍＲＮＡ 相对表达量均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ并且观察组
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 相对表达量亦显著低于
ＰＥＭＦ 组水平(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ５ꎮ

五、各组大鼠椎间盘髓核 ＭＭＰ３ 及 Ｃｏｌ￣Ⅱ表达
比较

通过免疫荧光染色发现ꎬ模型组大鼠椎间盘髓核
ＭＭＰ３ 含量较对照组显著升高ꎬＣｏｌ￣Ⅱ蛋白表达明显
降低ꎻＰＥＭＦ 组、观察组 ＭＭＰ３ 含量均较模型组减少ꎬ
Ｃｏｌ￣Ⅱ表达则逐渐回升ꎬ并且观察组上述指标含量与
模型组间差异均具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况
见图 ６ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＰＥＭＦ 组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ４　 各组大鼠椎间盘髓核组织 Ａ２ＡＲ、ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 及 ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白含量比较

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＰＥＭＦ 组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ５　 各组大鼠椎间盘组织 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白含量及 ｍＲＮＡ 表达比较
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注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与模型组比较ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与 ＰＥＭＦ 组比较ꎬｃＰ<０.０５
图 ６　 各组大鼠椎间盘髓核组织 ＭＭＰ３ 及 Ｃｏｌ￣Ⅱ蛋白表达比较(免疫荧光染色ꎬ×２００)

讨　 　 论

有研究发现ꎬ炎症反应激活、细胞凋亡是导致髓核

胶原蛋白减少、基质降解的重要原因[２]ꎮ ｐ３８ ＭＡＰＫ
参与多种疾病的应激反应、细胞增殖、凋亡及坏死等过

程ꎬ在机体组织损伤、退变过程中 ｐ３８ ＭＡＰＫ 表达增加

能诱导炎症瀑布反应ꎬ造成线粒体去极化ꎬ进而启动

Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应促使细胞凋亡[７]ꎬ因此抑制 ｐ３８
ＭＡＰＫ 信号通路活化对减少髓核细胞凋亡、缓解椎间

盘退变损伤、提高椎体功能具有重要意义ꎮ
本课题组前期研究发现ꎬ上调 Ａ２ＡＲ 活性可减轻

炎性因子浸润及髓核细胞凋亡[９￣１０]ꎮ 本研究显示模型

组大鼠髓核组织 Ａ２ＡＲ 在 ＩＬ￣１β 刺激下应激性上升ꎬ
ＰＫＡ 略有增加ꎬ但下游 ｃＡＭＰ 水平显著下降ꎬ表明

Ａ２ＡＲ 应激性上调并不能逆转炎性因子浸润损伤ꎬ机
体 Ａ２ＡＲ / ｃＡＭＰ / ＰＫＡ 信号通路未被激活ꎮ 与此同时

模型组大鼠 ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 表达明显增加ꎬ
ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ 比值显著升高ꎬ 表明 ｐ３８
ＭＡＰＫ 被磷酸化激活ꎮ 有学者报道 ｐ３８ ＭＡＰＫ 活性上

调后能通过线粒体途径促进细胞凋亡[１２]ꎮ 本研究也

获得类似结果ꎬ如模型组大鼠经制模处理后其促凋亡

因子 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达明显上调ꎬ进一步证实炎症级联反

应激活了 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路进而诱导髓核细胞凋

亡ꎮ 椎间盘髓核组织富含 Ｃｏｌ￣Ⅱ及糖蛋白ꎬ在退变过

程中由于炎症浸润、髓核细胞凋亡、坏死等原因会导致

胶原蛋白含量急剧减少ꎬ细胞外基质大量降解[１２]ꎮ 本

研究模型组大鼠制模后其椎间盘组织 ＭＭＰ３ 含量较

对照组显著升高ꎬＣｏｌ￣Ⅱ蛋白含量较对照组明显减少ꎬ
也进一步证实 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路活化能加剧 ＩＤＤ 损

伤ꎮ
国外有文献报道ꎬＰＥＭＦ 干预对减轻骨关节炎及

退行性疾病症状具有一定疗效ꎬ其作用机制可能与抑

制 ＮＦ￣κＢ 信号通路、减少促炎因子释放、减轻炎症损

伤有关[１３]ꎮ Ｍｅｒｉｇｈｉ 等[８ꎬ１４] 发现: １. ５ ｍＴ、 ７５ Ｈｚ 的

ＰＥＭＦ 干预具有抗炎、抗凋亡作用ꎬ能减轻炎症损伤ꎬ
抑制 ＩＤＤ 大鼠椎间盘细胞凋亡[１４]ꎮ 本研究结果显示

１.５ ｍＴ、７５ Ｈｚ 的 ＰＥＭＦ 干预能增加 ＩＤＤ 大鼠髓核组织

Ａ２ＡＲ 表达ꎬ其下游 ｃＡＭＰ、ＰＫＡ 含量也有所升高ꎬ而
ｐ３８ ＭＡＰＫ 表达及磷酸化水平均显著降低ꎮ 由于 ｐ３８
ＭＡＰＫ 与 ｃＡＭＰ / ＰＫＡ 通路具有广泛的相互作用[１２]ꎬ
通过抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ能减少肿瘤坏死因子￣
α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)、ＩＬ￣６ 及 ＩＬ￣１β 等炎

性因子表达ꎬ有助于抑制 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 活性及细胞凋

亡[１５]ꎮ 上述结果提示能以 Ａ２ＡＲ 为靶点、抑制 ｐ３８
ＭＡＰＫ 活化进而发挥治疗作用ꎮ 本研究观察组大鼠给

予 ＰＥＭＦ 及 Ａ２ＡＲ 激动剂干预ꎬ发现其椎间盘组织

Ａ２ＡＲ / ｃＡＭＰ / ＰＫＡ 通路进一步活化ꎬｐ３８ ＭＡＰＫ 磷酸

化明显受到抑制ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 表达也显著降低ꎮ 上述结

果表明 ＰＥＭＦ 联合 Ａ２ＡＲ 受体激动剂干预可能是通过

激活 Ａ２ＡＲ / ｃＡＭＰ / ＰＫＡ 信号通路、抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 表

达及磷酸化ꎬ减少促凋亡因子释放ꎬ进而发挥抑凋亡作

用[１６]ꎮ 另外本研究还发现观察组大鼠经干预后ꎬ其椎

间盘组织 ＭＭＰ３ 含量显著降低ꎬ提示大鼠髓核组织微

环境获得改善ꎬ有助于胶原及细胞外基质降解减少、
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Ｃｏｌ￣Ⅱ含量增加ꎬ从而抑制椎间盘退变ꎬ改善椎体功
能ꎮ

综上所述ꎬ炎性因子刺激能活化 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号
通路并诱导细胞凋亡ꎬ是加剧 ＩＤＤ 病变的重要原因之
一ꎮ ＰＥＭＦ 干预能上调 ＩＤＤ 模型大鼠 Ａ２ＡＲ 活性ꎬ抑
制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 活化ꎻ如联合 Ａ２ＡＲ 激动剂能进一步激
活 Ａ２ＡＲ / ｃＡＭＰ / ＰＫＡ 信号通路ꎬ进而抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ
磷酸化ꎬ下调 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 水平并减少细胞凋亡ꎬ对缓解
ＩＤＤ 损伤、抑制疾病进展具有重要意义ꎮ
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