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水通道蛋白３在高渗环境诱导髓核细胞凋亡中的作用
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　　［摘要］　目的　研究水通道蛋白 ３（ａｑｕａｐｏｒｉｎ３，ＡＱＰ３）在高渗透压诱导的大鼠髓核细胞（ｒａｔ
ｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓ）凋亡中的作用。方法　体外培养的大鼠髓核细胞，按 ３３０、５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ的渗透压分
组，ＣＣＫ８检测髓核细胞增殖，流式细胞分析细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和定量 ＰＣＲ检测凋亡相关分子
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ３表达情况；使用免疫细胞化学、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和定量 ＰＣＲ检测 ＡＱＰ３的表达。利
用过表达慢病毒提高 ＡＱＰ３的表达，进一步观察 ＡＱＰ３对高渗环境诱导凋亡的影响。结果　相比于
３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压，５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ高渗环境中髓核细胞培养１２、２４、４８、７２ｈ细胞增殖显著降低，髓核
细胞凋亡率显著增加（Ｐ＜０．０５），蛋白和 ｍＲＮＡ表达结果显示 Ｂｃｌ２表达明显降低（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ和
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ３表达明显增加（Ｐ＜０．０５）。相比于高渗环境中的空白对照髓核细胞，ＡＱＰ３
过表达髓核细胞的凋亡率显著降低（Ｐ＜０．０５），蛋白和 ｍＲＮＡ表达结果显示 Ｂｃｌ２表达明显增加（Ｐ＜
０．０５），Ｂａｘ和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ３表达明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　高渗透压显著促进髓核细胞
的凋亡并降低ＡＱＰ３的表达；过表达ＡＱＰ３可缓解高渗透压环境下髓核细胞凋亡。
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　　椎间盘退变是引发下腰痛的主要原因之一，严重
影响社会人群的正常生活和学习工作，给社会和医疗

系统带来了巨大的经济负担［１］。目前，针对椎间盘退

变的治疗如卧床休息、功能锻炼、理疗和手术治疗等，

都只能缓解疼痛症状而未解决椎间盘退变病因［２］。

因此，深入研究椎间盘退变的病理生理机制，将为生物

学策略修复退变椎间盘提供理论依据。

　　细胞凋亡是细胞的程序性死亡，在椎间盘退变过
程中发挥重要作用，直接降低髓核细胞数量，进而影响

胶原蛋白、蛋白聚糖等椎间盘髓核组织的胞外基质合

成［３－５］。椎间盘由上下终板软骨、外层纤维环和内部

的髓核组织构成，髓核组织因富含带负电荷的糖胺多

糖具有高亲水性，由于脊柱的日常活动和姿势变化，髓

核组织承受不断变化的轴向压应力，导致水分进入或

流出髓核组织，使得髓核组织的原位渗透压在 ４５０～
５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ波动［６］。课题组和既往研究表明高渗透

压环境促进髓核细胞凋亡［７］，但相关机制目前不明确。

　　水通道蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎ３，ＡＱＰｓ）是一种跨细胞膜
的水孔蛋白，可以调控细胞对水和其他小分子的通透

性［８－９］。既往研究报道小鼠椎间盘脊索细胞中 ＡＱＰｓ
表达受渗透压环境影响，且参与调控脊索细胞分化和

凋亡［１０］。ＡＱＰ３是水通道蛋白家族中的重要成员之
一，在大鼠和人的髓核组织以及纤维环组织中都有表

达，有研究证实相比于正常的椎间盘，退变椎间盘中的

ＡＱＰ３表达显著降低［１１－１３］。本研究旨在探讨不同渗

透压环境下髓核细胞 ＡＱＰ３表达与髓核细胞凋亡的
关系，并探讨ＡＱＰ３是否参与高渗透压诱导髓核细胞
凋亡。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　　ＳＤ大鼠 ３０只，１２周龄，雌性，体质
量约３００ｇ，购自陆军军医大学实验动物中心。所有动
物实验均获得陆军军医大学第一附属医院动物伦理委

员会批准［ＳＹＸＫ（ＹＵ）２０１２００１２］。

１．１．２　主要试剂及仪器　　试剂：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养
基（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），
青霉素链霉素（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），０．２％胰酶（Ｇｉｂｃｏ
公司，美国），Ⅱ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公司，美国），氯化钠
（Ｓｉｇｍａ公司，美国），ＡＱＰ３过表达慢病毒（上海吉玛
公司），Ｕ０１２６（上海碧云天），ＲＮＡ逆转录试剂盒
（Ｒｏｃｈｅ公司，美国），荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公
司，美国），ＰＣＲ引物 （上海英骏公司），ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，美国），
Ｂｃｌ２抗体（ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ公司，美国），Ｂａｘ抗体（Ｐｒｏ
ｔｅｉｎＴｅｃｈ公司，美国），βａｃｔｉｎ抗体（ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ公司，
美国），ＡＱＰ３抗体（ａｂｃａｍ公司，美国），ＢＣＡ蛋白试
剂盒（上海碧云天），ＲＩＰＡ裂解液（上海碧云天），Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶＡＰＣ／ＰＩ（南京凯基生物）。
　　仪器：多功能酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国），流式细
胞仪（ＮｏｖｏＣｙｔｅ公司，美国），定量 ＰＣＲ仪器（ＢｉｏＲａｄ
公司，美国），显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１，日本），凝胶成像
系统（ＢｉｏＲａｄ公司，美国）。
１．２　方法
１．２．１　大鼠髓核细胞的提取与培养　　通过过量
ＣＯ２吸入将大鼠处死，在无菌条件下分离大鼠腰椎
（Ｌ１～Ｌ５）椎间盘，用 １１号尖刀片获取椎间盘内部髓
核组织后，相继在 ３７℃培养箱中进行酶消化处理
（０．２５％胰酶消化 ３～５ｍｉｎ，０．２５％Ⅱ型胶原酶消化
５～１０ｍｉｎ），再由２００目的细胞筛网进行过滤，用含有
１０％胎牛血清和 １％青霉素链霉素的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基悬浮细胞，放入 ３７℃、５％ＣＯ２的孵箱中进行培
养。待细胞扩增至 ８０％～９０％后进行传代。取 Ｐ２代
髓核细胞进行相关实验。

１．２．２　髓核细胞过表达慢病毒的转染　　将髓核细
胞接种于６孔板中，待细胞扩增至５０％，更换培养基并
加入过表达慢病毒 ＬＶ５ＡＱＰ３和阴性对照（空载病
毒），培养４８ｈ后进行传代，并使用含有１μｇ／ｍＬ嘌呤
霉素的完全培养基进行加压筛选，获得 ＡＱＰ３过表达
的髓核细胞（ＮＰＡＱＰ３）和阴性对照髓核细胞（ＮＰ
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ＡＱＰ３ＮＣ），并通过定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证过
表达效果。

１．２．３　ＣＣＫ８法检测髓核细胞增殖　　髓核细胞以
２×１０３接种至９６孔板中，待细胞贴壁后，分别更换３３０
和５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ的培养基，待培养１２、２４、４８、７２ｈ后，
添加１０μＬ的ＣＣＫ８试剂，３７℃中孵育２ｈ后，使用多功
能酶标仪读取４５０ｎｍ的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．４　流式细胞仪检测髓核细胞凋亡率　　髓核细
胞在不同渗透压条件培养后，通过胰酶消化法获取髓

核细胞悬液，并使用ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ／ＰＩ（凯基生物）双
染细胞凋亡检测试剂盒，将细胞悬液离心后，加入结合

液重悬细胞，并加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ和１０μＬ的
ＰＩ染色液，避光冰上孵育２０ｍｉｎ后，使用流式细胞仪
进行上机检测，将双染的晚期凋亡细胞和 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＡＰＣ单染的早期凋亡细胞计为凋亡细胞。
１．２．５　免疫细胞化学法检测髓核细胞 ＡＱＰ３表达　
　髓核细胞以２×１０４接种至２４孔板中的细胞爬片，在
不同渗透压下培养细胞融合度至 ６０％～７０％后，使用
４％多聚甲醛固定髓核细胞，并用５％胎牛血清进行封
闭，使用一抗 ＡＱＰ３（Ａｂｃａｍ，ａｂ１２５２１９，１∶１００稀释）
４℃孵育过夜，再用相应的 ＨＲＰ二抗（ＺＳＧＢＢＩＯ，
１∶２００稀释）３７℃孵育１ｈ，经 ＤＡＢ显色，并通过显微
镜获取图像（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１，日本）。
１．２．６　ＲＮＡ提取和定量 ＰＣＲ检测　　使用 ＴＲＩｚｏｌ
法（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取髓核细胞的总 ＲＮＡ，并按照 Ｒｏｃｈｅ
逆转录试剂盒（４８９７０３０００１）进行 ｃＤＮＡ的合成。以
ｃＤＮＡ、引物 （表 １）以及 ＳＹＢＲ混合物 （Ｒｏｃｈｅ，
６９２４２０４００１）配置１０μＬ的反应体系进行定量ＰＣＲ的
检测。将βａｃｔｉｎ作为内参基因，使用２－ΔΔＣｔ法计算基
因的相对表达量。

表１　定量ＰＣＲ引物

基因 引物序列（５′→３′）

βａｃｔｉｎ
正义链ＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣＴＴＧ

反义链ＴＧＡＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣ

Ｂｃｌ２
正义链ＧＧＧＧＣＴＡＣＧＡＧＴＧＧＧＡＴＡＣＴ

反义链ＧＡＣＧＧＴＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＡＡＧ

Ｂａｘ
正义链ＧＧＣＧＡＡＴＴＧＧＣＧＡＴＧＡＡＣＴＧ

反义链ＣＣＣＡＧＴＴＧＡＡＧＴＴＧＣＣＧＴＣＴ

Ｃａｓｐａｓｅ３
正义链ＧＧＡＧＣＴＴＧＧＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡ

反义链ＡＣＡＣＡＡＧＣＣＣＡＴＴＴＣＡＧＧＧＴ

ＡＱＰ３
正义链ＡＧＡＡＧＧＡＧＴＴＧＡＴＧＡＡＣＣＧＴＴＧＣＧ

反义链ＡＡＣＣＡＣＡＧＣＣＧＡＡＣＡＴＣＡＣＡＡＧＧ

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　使用 ＲＩＰＡ裂解液提取
各组髓核细胞的总蛋白，并测定蛋白浓度。通过 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳分离蛋白，并转印至 ＰＶＤＦ膜上，室温条件
下５％脱脂奶粉封闭 ２ｈ，加入特异性一抗 ４℃过夜
（ＧＡＰＤＨ：Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，６０００４１Ｉｇ；Ｂａｘ：Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，
６０２６７１；Ｂｃｌ２： Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，１２７８９１ＡＰ；ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３：ＣＳＴ，９６６１Ｔ，一抗以１∶１０００稀释），并用相
应的二抗室温孵育２ｈ，使用 ＥＣＬ超敏发光液检测蛋
白条带。以ＧＡＰＤＨ作为对照，使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析
蛋白条带灰度值，计算蛋白相对表达。

１．２．８　统计学分析　　使用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行统
计学分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两样本组间比较采用
ｔ检验，多样本比较采用单因素方差分析，各组间的两
两比较采用ＬＳＤ法。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　高渗透压条件下髓核细胞增殖降低
　　ＣＣＫ８结果显示：相比于３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压培
养的髓核细胞，在 ５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压条件下，髓核
细胞培养１２、２４、４８、７２ｈ时的细胞增殖明显降低（Ｐ＜
０．０５，图１）。
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图１　ＣＣＫ８检测髓核细胞在不同渗透压环境培养１２、２４、
４８、７２ｈ的增殖活性（ｎ＝３）

２．２　高渗透压条件下髓核细胞凋亡增加
　　流式细胞分析结果显示：与３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压
比较，５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压条件下，髓核细胞凋亡率显
著增加（Ｐ＜０．０５，图２Ａ）。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（图 ２Ｂ）
和定量ＰＣＲ（图 ２Ｃ）检测结果显示：与 ３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ
渗透压相比，５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压条件下髓核细胞的
抗凋亡分子 Ｂｃｌ２表达显著降低（Ｐ＜０．０５），促凋亡分
子Ｂａｘ和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ３表达明显增多
（Ｐ＜０．０５）。提示高渗透压条件促进髓核细胞凋亡。
２．３　高渗透压条件下髓核细胞ＡＱＰ３表达下降
　　采用免疫组化检测５５０和３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压中
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髓核细胞 ＡＱＰ３的表达，结果显示：与 ３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ
渗透压比较，５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压下髓核细胞的ＡＱＰ３
表达明显减少（图３Ａ），并且 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和定量 ＰＣＲ
提示５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压下髓核细胞 ＡＱＰ３的基因
表达（图 ３Ｂ）和蛋白表达（图 ３Ｃ）均明显减少（Ｐ＜
０．０５）。上述结果提示高渗透压环境降低髓核细胞
ＡＱＰ３表达。
２．４　髓核细胞ＡＱＰ３过表达效果验证
　　髓核细胞转染 ＡＱＰ３过表达慢病毒 ＮＰＡＱＰ３
后，ＡＱＰ３的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显高于空载慢
病毒转染的髓核细胞ＮＰＡＱＰ３ＮＣ和空白对照组髓核
细胞ＮＰＣＮ（Ｐ＜０．０５），并且 ＮＰＡＱＰ３ＮＣ和 ＮＰＣＮ
的ＡＱＰ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平无统计学差异（图４）。

２．５　过表达ＡＱＰ３可缓解高渗透压环境中髓核细胞
凋亡

　　流式细胞分析结果显示：相比于 ＮＰＡＱＰ３ＮＣ，
ＡＱＰ３过表达的髓核细胞 ＮＰＡＱＰ３在５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ
渗透压条件下，细胞凋亡率降低（图 ５Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ（图５Ｂ）和定量ＰＣＲ（图５Ｃ）检测结果显示髓核细
胞的抗凋亡分子 Ｂｃｌ２表达显著增加（Ｐ＜０．０５），促凋
亡分子Ｂａｘ和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ３表达显著降
低（Ｐ＜０．０５）。但与 ３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压条件比较，
５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压条件下髓核细胞 ＡＱＰ３过表达
后，髓核细胞凋亡率仍明显增加，且抗凋亡分子 Ｂｃｌ２
表达明显降低，促凋亡分子 Ｂａｘ和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／
ｃａｓｐａｓｅ３表达明显增高（Ｐ＜０．０５）。
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图２　流式细胞、定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同渗透压条件髓核细胞凋亡
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Ａ：免疫细胞化学检测细胞膜蛋白 ＡＱＰ３的表达；Ｂ：定量 ＰＣＲ分析不同渗透压环境 ＡＱＰ３ｍＲＮＡ的表达；
Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＱＰ３的表达及定量分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ比较

图３　免疫组化、定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同渗透压条件下髓核细胞ＡＱＰ３表达
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图４　定量ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测髓核细胞ＡＱＰ３过表达效果

９１９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（９）
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Ａ：流式细胞分析不同渗透压环境的髓核细胞凋亡及统计结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关分子的表达及定量分析；
Ｃ：定量ＰＣＲ分析凋亡相关分子Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达；１：ＮＰＣＮ３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ；２：ＮＰＡＱＰ３５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ；
３：ＮＰＣＮ５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＰＣＮ３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＰＡＱＰ３５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ比较

图５　流式细胞分析、定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＱＰ３过表达髓核细胞凋亡

３　讨论

　　椎间盘退行性改变是腰痛的主要病因之一。椎间
盘由终板软骨、纤维环和髓核三部分组成，受到年龄、

遗传、脊柱生物力学、糖尿病、自身免疫等多种因素影

响而发生退行性改变。髓核组织退变主要表现为髓核

细胞凋亡、衰老，胞外基质合成减少、分解增加，以及炎

症因子等微环境的改变［１４－１５］。髓核组织是一具有高亲

水特性的凝胶状组织，因日常活动中椎间盘受轴向压应

力大小的不同，髓核组织的渗透压在４５０～５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ
间波动，远高于人体其他细胞外液的正常渗透压。既

往研究报道５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ高渗透压会导致核碎片、染
色质浓缩和细胞器破坏等细胞凋亡样病理改变，而与

髓核组织原位渗透压接近的 ４５０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压环
境对髓核细胞凋亡影响较小［１６］。本研究主要观察了

不同渗透压环境中髓核细胞凋亡和 ＡＱＰ３表达情况，

并探讨了ＡＱＰ３是否参与高渗透压诱导髓核细胞凋
亡。结果表明高渗透压显著促进髓核细胞的凋亡并降

低ＡＱＰ３的表达；但过表达ＡＱＰ３可缓解高渗透压环
境下髓核细胞凋亡。本研究揭示了 ＡＱＰ３在高渗透
压环境介导髓核细胞凋亡中的作用，为进一步认识

ＡＱＰ３在椎间盘退变中的作用奠定了理论基础。
　　水通蛋白３（ＡＱＰ３）作为跨膜转运蛋白，对水、甘
油等小分子具有通透性而称水甘油通道，借助细胞内

外渗透压差实现水分子转运［８］。既往研究指出ＡＱＰ３
在调控某些细胞凋亡中发挥作用，如敲除 ＡＱＰ３可促
进小鼠结肠炎模型中上皮细胞凋亡［１７］。人退变椎间

盘髓核组织细胞中 ＡＱＰ３的表达明显低于人正常椎
间盘髓核组织［１３］，近年来在角质形成细胞中证实

ＡＱＰ３可以转运 Ｈ２Ｏ２而加速银屑病的进展
［１８］，而

Ｈ２Ｏ２可以刺激细胞产生氧化应激进而发生髓核细胞
凋亡，过表达ＡＱＰ３可以缓解 Ｈ２Ｏ２诱导的大鼠髓核

０２９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



细胞凋亡［１９］。以上研究提示 ＡＱＰ３与细胞凋亡密切
相关。

　　本实验选取人体细胞外液渗透压 ３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ
作为对照组（低渗透压），５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ作为实验组
（高渗透压），分别培养髓核细胞 ３ｄ。结果显示
５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ的高渗透压环境中，髓核细胞增殖降低，
流式细胞分析中细胞凋亡率增加，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和定量
ＰＣＲ检测示髓核细胞促凋亡分子 Ｂａｘ和 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ３表达增高，抗凋亡分子 Ｂｃｌ２表达
降低，以上结果提示高渗透压环境促进髓核细胞凋亡。

本课题组前期在猪椎间盘器官培养模型中同样发现

５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ的高渗透压环境可减少髓核细胞蛋白聚
糖、Ⅱ型胶原等胞外基质的合成，并促进髓核细胞发生
凋亡［６－７］。同样，ＪＩＡＯ等［２０］的一项研究结果与本研究

结果相一致，但其在实验中选取４３０ｍＯｓｍ／ｋｇ渗透压
作为对照，考虑到４３０ｍＯｓｍ／ｋｇ的渗透压相对于人体
其他组织渗透压而言，仍属于轻度增高，所以本研究选

择更接近人体细胞外液渗透压的 ３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ作为
对照，发现５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ的高渗透压可诱导髓核细胞
发生凋亡。本研究同时发现与 ３３０ｍＯｓｍ／ｋｇ的低渗
透压环境中髓核细胞比较，５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ的高渗透压
环境中髓核细胞 ＡＱＰ３的基因和蛋白表达水平明显
降低，因此我们推测高渗透压环境中，ＡＱＰ３表达降低
可能与髓核细胞凋亡相关。既往ＰＡＬＡＣＩＯＭＡＮＣＨＥＮＯ
等［１０］发现Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的椎间盘在高渗环境中培养
１４ｄ后，其脊索细胞中 ＡＱＰ３的表达上调，这与本研
究结果不一致。由于脊索细胞对渗透压的敏感性不同

于髓核细胞，我们推测细胞种类不同可能是导致不同

研究结果的原因［２１］，但这需要进一步的对比实验证

明。为了探讨高渗透压环境下，ＡＱＰ３表达与髓核细
胞凋亡是否相关，我们借助具有低细胞毒性和高表达

效果的慢病毒进一步获得 ＡＱＰ３过表达的髓核细胞。
结果显示在５５０ｍＯｓｍ／ｋｇ的环境中，相比于正常的髓
核细胞，ＡＱＰ３过表达后髓核细胞的凋亡率降低，并且
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和定量ＰＣＲ显示ＡＱＰ３过表达的髓核细
胞促凋亡分子Ｂａｘ和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ３表达
降低，抗凋亡分子 Ｂｃｌ２表达增高。进一步表明在高
渗环境下，髓核细胞凋亡与 ＡＱＰ３表达下调密切相
关，过表达髓核细胞ＡＱＰ３可减轻高渗环境中髓核细
胞凋亡。

　　本研究仍有一定的局限性：①本研究选取大鼠的
髓核细胞进行实验，而大鼠髓核组织中含有较多的脊

索细胞，成人的椎间盘组织却并非如此，脊索细胞在不

同渗透压环境中的分化和凋亡影响也不完全和髓核细

胞一致［２１］，因此混杂的脊索细胞可能会对本研究结果

造成干扰。②本实验仅从体外细胞水平证明 ＡＱＰ３
过表达可以缓解高渗环境导致的髓核细胞凋亡，由于

高渗诱导髓核细胞凋亡的动物模型目前尚未建立［２２］，

本实验结果没有在体内进行验证。③近年来，为深入
研究椎间盘退变的机制，髓核细胞的凋亡、焦亡等细胞

死亡现象广受关注，同时髓核组织的微环境作用也越

来越被重视［２３］。在炎症因子、氧含量、氧化应激产物、

生长因子、周期性压应力等微环境变化与髓核细胞命

运改变的关系研究中取得较多进展［２４］。ＡＱＰ３位于
细胞膜，直接受微环境影响，并通过通道转运、信号转

导和细胞内发生联系，但本研究中 ＡＱＰ３调控高渗透
压环境中髓核细胞凋亡的具体信号传导机制尚需要进

一步研究。

　　综上所述，本研究观察了不同渗透压环境中髓核
细胞凋亡和ＡＱＰ３表达情况，并探讨了ＡＱＰ３是否参
与高渗透压诱导髓核细胞凋亡。结果表明：高渗透压

显著促进髓核细胞的凋亡并降低 ＡＱＰ３的表达，增强
髓核细胞ＡＱＰ３表达可缓解高渗透压环境下髓核细
胞凋亡。本研究揭示了 ＡＱＰ３在高渗透压环境介导
髓核细胞凋亡中的作用，为进一步认识 ＡＱＰ３在椎间
盘退变中的作用奠定了理论基础，也为椎间盘退变的

生物治疗提供了参考治疗靶点。

参考文献：

［１］ＬＵＯＭＡＫ，ＲＩＩＨＩＭ?ＫＩＨ，ＬＵＵＫＫＯＮＥＮＲ，ｅｔａｌ．Ｌｏｗ
ｂａｃｋｐａｉｎｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｌｕｍｂａｒｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｐｉｎｅ，
２０００，２５（４）：４８７－４９２．ＤＯＩ：１０．１０９７／００００７６３２
２００００２１５００００１６．

［２］ＤＩＭＡＲＴＩＮＯＡ，ＶＡＣＣＡＲＯＡＲ，ＬＥＥＪＹ，ｅｔａｌ．Ｎｕｃｌｅｕｓ
ｐｕｌｐｏｓｕｓｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ：ｂａｓｉｃｓｃｉｅｎｃｅａｎｄｉｎｄｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌ
ｕｓｅ［Ｊ］．Ｓｐｉｎｅ，２００５，３０（１６Ｓｕｐｐｌ）：Ｓ１６－Ｓ２２．ＤＯＩ：１０．
１０９７／０１．ｂｒｓ．００００１７４５３０．８８５８５．３２．

［３］ＰＡＲＫＪＢ，ＰＡＲＫＩＣ，ＰＡＲＫＳＪ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｓｐａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｒａｔｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＪｏｉｎｔＳｕｒｇＡｍ，２００６，８８（４）：７７１－７７９．ＤＯＩ：
１０．２１０６／ＪＢＪＳ．Ｅ．００７６２．

［４］ＦＡＮＤ，ＳＨＡＯＺＷ，ＸＩＯＮＧＬＭ．Ｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅ
ｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，２０１３，１８（７）：７７７－

７８５．
［５］ＳＵＤＯＨ，ＭＩＮＡＭＩＡ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｎｕｃｌｅｕｓ

ｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｂｙｏｐｔｉｍｉｚｅｄｅｘｏｇｅｎｏｕｓＢｃｌ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，２０１０，２８（１２）：１６０８－１６１３．ＤＯＩ：１０．
１００２／ｊｏｒ．２１１８５．

１２９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（９）



［６］ＬＩＰ，ＧＡＮＹＢ，ＸＵＹ，ｅｔａｌ．Ｏｓｍｏｌａｒｉｔｙａｆｆｅｃｔｓｍａｔｒｉｘｓｙｎ
ｔｈｅｓｉｓｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ
ｏｆＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙｓ：ａｓｔｕｄｙｏｆｅｘｖｉｖｏｄｉｓｃｏｒｇａｎｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓ
ｔｅｍ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，２０１６，３４（６）：１０９２－１１００．ＤＯＩ：
１０．１００２／ｊｏｒ．２３１０６．

［７］ＬＩＰ，ＧＡＮＹＢ，ＷＡＮＧＨＭ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｏｆｔｈｅＥＲＫ１／２
ｐａｔｈｗａｙｉｎｏｓｍｏｌａｒｉｔｙｅｆｆｅｃｔｓｏｎｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓｉｎａｄｉｓｃｐｅｒｆｕｓｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，２０１７，３５
（１）：８６－９２．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｏｒ．２３２４９．

［８］ＣＨＥＮＱ，ＰＥＮＧＨＹ，ＬＥＩＬ，ｅｔａｌ．Ａｑｕａｐｏｒｉｎ３ｉｓａｓｐｅｒｍ
ｗａｔｅｒｃｈａｎｎｅｌｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｐｏｓｔｃｏｐｕｌａｔｏｒｙｓｐｅｒｍｏｓｍｏａｄａｐｔａ
ｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｓ，２０１１，２１（６）：９２２－９３３．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｃｒ．２０１０．１６９．

［９］ＤＡＩＪＹ，ＬＩＮＷ Ｈ，ＺＨＥＮＧＭＹ，ｅｔａｌ．Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎ
ＡＱＰ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｕｒｓｅｏｆｍｏｔｏｒｎｅｕ
ｒｏｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎＳＯＤ１Ｇ９３Ａｍｉｃｅ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄＲｅｐ，
２０１７，１６（２）：１７３９－１７４６．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｍｍｒ．２０１７．６７８６．

［１０］ＰＡＬＡＣＩＯＭＡＮＣＨＥＮＯＰＥ，ＥＶＡＳＨＷＩＣＫＲＯＧＬＥＲＴＷ，
ＬＡＵＤＩＥＲＤＭ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｌａｒｉｔｙｉｎｄｕｃｅｓｎｏｔｏｃｈｏｒｄａｌ
ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｗｉｔｈａｑｕａｐｏｒｉｎ３ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｒｅｄｕｃｅｄ
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，２０１８，３６（２）：
７８８－７９８．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｏｒ．２３７１５．

［１１］ＲＩＣＨＡＲＤＳＯＮＳＭ，ＫＮＯＷＬＥＳＲ，ＭＡＲＰＬＥＳＤ，ｅｔａｌ．
Ａｑｕａｐｏｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃ［Ｊ］．Ｊ
ＭｏｌＨｉｓｔｏｌ，２００８，３９（３）：３０３－３０９．ＤＯＩ：１０．１００７／
ｓ１０７３５００８９１６６１．

［１２］ＴＡ爦Ｕ，ＣＡＹＬＳ，ＩＮＡＮＲＡ，ｅｔａｌ．Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１ａｎｄ
ａｑｕａｐｏｒｉｎ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｏｆｒａｔｓｗｉｔｈ
ａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＢａｌｋａｎＭｅｄＪ，２０１２，２９（４）：３４９－３５３．ＤＯＩ：
１０．５１５２／ｂａｌｋａｎｍｅｄｊ．２０１２．０７９．

［１３］ＬＩＳＢ，ＹＡＮＧＫＳ，ＺＨＡＮＧＹＴ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｑｕａｐｏｒｉｎｓ
１ａｎｄ３ｉｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｏｆｔｈｅｌｕｍｂａｒｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ
ｄｉｓｃ［Ｊ］．ＧｅｎｅｔＭｏｌＲｅｓ，２０１４，１３（４）：８２２５－８２３３．
ＤＯＩ：１０．４２３８／２０１４．Ｏｃｔｏｂｅｒ．８．４．

［１４］ＺＨＡＮＧＦ，ＺＨＡＯＸＬ，ＳＨＥＮＨＸ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
（Ｒｅｖｉｅｗ）［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，２０１６，３７（６）：１４３９－１４４８．
ＤＯＩ：１０．３８９２／ｉｊｍｍ．２０１６．２５７３．

［１５］ＤＯＷＤＥＬＬＪ，ＥＲＷＩＮＭ，ＣＨＯＭＡＴ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ
ｄｉｓｋｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｐａｉｒ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ，２０１７，８０
（３Ｓ）：Ｓ４６－Ｓ５４．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎｅｕｒｏｓ／ｎｙｗ０７８．

［１６］ＴＡＫＥＮＯＫ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩＳ，ＮＥＧＯＲＯＫ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｓｉｃａｌ
ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓｔｏｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｃｅｌｌｓ：

ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｏｓｍｏｔｉｃｃｈａｎｇｅｏｎｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｕｒｇＳｐｉｎｅ，２００７，７（６）：６３７－６４４．ＤＯＩ：１０．
３１７１／ＳＰＩ０７／１２／６３７．

［１７］ＴＨＩＡＧＡＲＡＪＡＨＪＲ，ＺＨＡＯＤ，ＶＥＲＫＭＡＮＡＳ．Ｉｍｐａｉｒｅｄ
ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎａｑｕａｐｏｒｉｎ３ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｓｏｆｃｏｌｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｇｕｔ，２００７，５６（１１）：１５２９－１５３５．
ＤＯＩ：１０．１１３６／ｇｕｔ．２００６．１０４６２０．

［１８］ＨＡＲＡＣＨＩＫＵＭＡＭ，ＳＡＴＯＯＫＡＨ，ＷＡＴＡＮＡＢＥＳ，ｅｔａｌ．
Ａｑｕａｐｏｒｉｎ３ｍｅｄｉａｔｅｄｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｓｒｅ
ｑｕｉｒｅｄｆｏｒＮＦκＢｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｉｎｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓａｎｄｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔｏｆｐｓｏｒｉａｓｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１５，６：７４５４．ＤＯＩ：
１０．１０３８／ｎｃｏｍｍｓ８４５４．

［１９］ＸＵＹＣ，ＹＡＯＨ，ＷＡＮＧＱＹ，ｅｔａｌ．Ａｑｕａｐｏｒｉｎ３ａｔｔｅｎｕ
ａｔｅｓｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＰ３８ＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０１８，５０（５）：１６８７－１６９７．ＤＯＩ：１０．１１５９／
０００４９４７８８．

［２０］ＪＩＡＯＳＧ，ＬＩＪＸ，ＬＩＵＢＢ，ｅｔａｌ．Ｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｓａｔｔｅｎｕａｔｅｄｂｙＣＤＭＰ２ｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｏｘｉｄａ
ｔｉｖｅｄａｍａｇｅｕｎｄｅｒｔｈｅｈｙｐｅｒｏｓｍｏｔｉｃｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉ
Ｒｅｐ，２０１８，３８（５）：ＢＳＲ２０１８１１７６．ＤＯＩ：１０．１０４２／
ＢＳＲ２０１８１１７６．

［２１］ＰＡＬＡＣＩＯＭＡＮＣＨＥＮＯＰＥ，ＥＶＡＳＨＷＩＣＫＲＯＧＬＥＲＴＷ，
ＬＡＵＤＩＥＲＤＭ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｌａｒｉｔｙｉｎｄｕｃｅｓｎｏｔｏｃｈｏｒｄａｌ
ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｗｉｔｈａｑｕａｐｏｒｉｎ３ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｒｅｄｕｃｅｄ
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，２０１８，３６（２）：
７８８－７９８．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｏｒ．２３７１５．

［２２］ＣＵＮＨＡＣ，ＬＡＭＡＳＳ，ＧＯＮＡＬＶＥＳＲＭ，ｅｔａｌ．Ｊｏｉｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩＶＤｈｅｒｎｉａｔｉｏｎａｎｄｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｂｙｒａｔｃａｕｄａｌ
ｎｅｅｄｌｅｐｕｎｃｔｕｒｅｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，２０１７，３５（２）：
２５８－２６８．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｏｒ．２３１１４．

［２３］ＭＡＫ，ＣＨＥＮＳ，ＬＩＺ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｒｅｐａｉｒｆａｉｌｕｒｅｄｕｒｉｎｇｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒＣａｒｔｉｌ，２０１９，２７（１）：４１－４８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｊｏｃａ．２０１８．０８．０２１．

［２４］ＷＡＬＴＥＲＢＡ，ＰＵＲＭＥＳＳＵＲＤ，ＬＩＫＨＩＴＰＡＮＩＣＨＫＵＬＭ，
ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｋｉｎｅｔｉｃｓａｎｄｅｆｆｉｃａｃｙｏｆａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｈｕｍａｎｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｓｐｉｎｅ，
２０１５，４０（１３）： ９５５－９６３．ＤＯＩ：１０．１０９７／ＢＲＳ．
０００００００００００００９３２．

（收稿：２０１９１２１３；修回：２０２００２０２）

（编辑　张　维）

２２９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　


