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锌指蛋白Ａ２０对ＬＰＳ刺激时人退变髓核细胞衰老与凋亡的影响

唐　盼，刘　渤　　４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院骨科

　　［摘要］　目的　探究人退变髓核细胞中锌指蛋白 Ａ２０对衰老及凋亡的影响。方法　提取并培养
人退变髓核细胞，小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）降低Ａ２０表达，脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）作为炎症诱导因
素，设置对照组、ＬＰＳ组、ｓｉＲＮＡＡ２０组、ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａ２０、Ｐ２１、Ｐ１６、
ＢＡＸ、ＢＩＤ、ＢＣＬ２、Ｐ６５、ｐＰ６５蛋白表达量。细胞衰老β半乳糖苷酶染色试剂盒检测 β半乳糖苷酶。应
用ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双标法及ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡，观察锌指蛋白 Ａ２０对髓核细胞衰老及凋亡的影
响。应用咖啡酸苯乙酯（ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄｐｈｅｎｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，ＣＡＰＥ）进行挽救实验，检测 Ａ２０、Ｐ２１、Ｐ１６、ＢＡＸ、
ＢＩＤ、ＢＣＬ２、Ｐ６５、ＰＰ６５蛋白表达量，探索下调锌指蛋白 Ａ２０诱导细胞衰老及凋亡可能通路。结果　与
对照组相比，ＬＰＳ组Ｐ２１、Ｐ１６蛋白表达量无明显变化，ｓｉＲＮＡＡ２０组及 ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组 Ｐ２１、Ｐ１６蛋
白表达明显增加（Ｐ＜０．０５），β半乳糖苷酶染色实验显示着色阳性细胞数显著增多（Ｐ＜０．０５）。Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＰＩ双标法凋亡结果显示，单纯 ＬＰＳ刺激及单纯 ｓｉＲＮＡＡ２０处理组中细胞凋亡占比高于对照组（Ｐ＜
０．０５），但低于ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５），ＴＵＮＥＬ染色结果与 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双标法结果一致（Ｐ＜
０．０５）。凋亡相关蛋白 ＢＡＸ、ＢＩＤ在 ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ中显著增加（Ｐ＜０．０５），ＢＣＬ２则明显降低（Ｐ＜
０．０５），ＰＰ６５蛋白表达量在ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组明显上升（Ｐ＜０．０５）。与 ｓｉＲＡＮＡ２０＋ＬＰＳ组相比，应用
ＣＡＰＥ预处理后ＰＰ６５、Ｐ２１、Ｐ１６、ＢＩＤ、ＢＡＸ蛋白表达量明显下降（Ｐ＜０．０５），ＢＣＬ２上升（Ｐ＜０．０５）。
结论　下调锌指蛋白Ａ２０，ＬＰＳ过度激活ＮＦκＢ信号通路诱导人退变髓核细胞衰老与凋亡。
　　［关键词］　锌指蛋白Ａ２０；人退变髓核细胞；衰老；凋亡
　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．７２；Ｒ３２９．２５；Ｒ３４１ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１５７２２０２）
［通信作者］　刘　渤，Ｅｍａｉｌ：ｂｏｌｉｕ＠ｈｏｓｐｉｔａｌ．ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ Ａ２０ ｏｎ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ＴＡＮＧＰａｎ，ＬＩＵＢｏ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎＡ２０ｏｎｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｈｕｍａｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｈｕｍａｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ． Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ＲＮＡ （ｓｉＲＮＡ） ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆＡ２０．
Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ｗａｓｕｓｅｄａｓａｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＬＰＳｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡ
Ａ２０ｇｒｏｕｐａｎｄｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｅｔｕｐ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡ２０，Ｐ２１，Ｐ１６，ＢＡＸ，
ＢＩＤ，ＢＣＬ２，Ｐ６５ａｎｄＰＰ６５ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙａｇｉｎｇ
βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｋｉｔ，ａｎｄＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩｄｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｉｎｇａｎｄＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎＡ２０ｏｎｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓ
ｃｅｌｌｓ．Ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄｐｈｅｎｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ（ＣＡＰＥ）ｗａｓｕｓｅｄｉｎｒｅｓｃｕｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ
ｏｆＡ２０，Ｐ２１，Ｐ１６，ＢＡＸ，ＢＩＤ，ＢＣＬ２，Ｐ６５ａｎｄＰＰ６５ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｐａｔｈｗａｙｏｆｃｅｌｌ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎＡ２０．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

３１６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１６）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰ２１ａｎｄＰ１６ｉｎＬＰＳｇｒｏｕｐ，ｂｕｔＰ２１ａｎｄ
Ｐ１６ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｓｉＲＮＡＡ２０ｇｒｏｕｐａｎｄｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇｔｅｓｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｓｉＲＮＡＡ２０ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜
０．０５）．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＬＰＳｇｒｏｕｐａｎｄｓｉＲＮＡＡ２０ｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓ
ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈａｔｏｆＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩｄｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｉｎｇ（Ｐ＜０．０５）．ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＢＩＤａｎｄＢＡＸ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄＢＣＬ２ｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅＰＰ６５ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳｇｒｏｕｐ，ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅ
ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＣＡＰＥ，ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＰ６５，Ｐ２１，Ｐ１６，ＢＩＤａｎｄＢＡＸｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢＣＬ２ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｒｏｕｇｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ２０，ＬＰＳｉｎｄｕｃｅｓｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈＮＦκＢ
ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎＡ２０；ｈｕｍａｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓ；ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１５７２２０２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＵＢｏ，Ｅｍａｉｌ：ｂｏｌｉｕ＠ｈｏｓｐｉｔａｌ．
ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　椎间盘退变是年龄相关性疾病，并在遗传因素、吸
烟、感染、异常力学负荷、椎体终板营养物质的运输减

少等诱因刺激下进行性加重。异常炎症被认为是椎间

盘退变的重要原因，胞外诱因刺激下，髓核细胞产生促

炎症因子如ＩＬ１β和 ＴＮＦα，经过 ＮＦκＢ及 ＭＡＰＫ通
路激活如Ｐ６５、ＥＲＫ、ＪＵＮＫ等内信号分子，促进靶基因
的转录，引起联级的扩大炎症反应，促使髓核细胞发生

不可逆的改变，并伴随过度的髓核细胞凋亡、衰老、自

噬改变。此外，炎性通路的激活促进金属基质蛋白酶

表达增加，如ＭＭＰ３、ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ４、ＡＤＡＭＴＳ５，导
致胞外亲水基质的减少以及纤维环结构的破坏，从而

导致椎间盘退变甚至髓核突出，造成慢性疼痛，严重影

响患者生活质量［１－２］。

　　锌指蛋白Ａ２０是一种内源性保护蛋白，其可通过
Ａ２０自身的去Ｋ６３泛素酶及Ｋ４８泛素酶对同一底物
实行去泛素化及泛素化实现负反馈地抑制 ＮＦκＢ炎
症信号通路的传导，在炎症疾病领域受到密切关

注［３－４］。本课题组的前期研究揭示，Ａ２０对髓核细胞
具有内源性的保护作用，减弱 ＬＰＳ刺激引起的炎症信
号ＮＦκＢ过度激活、传导及相关亲水基质的分解［５－６］，

但在人退变椎间盘髓核细胞中锌指蛋白 Ａ２０对细胞
衰老及凋亡影响不明确。因此本实验拟使用小干扰

ＲＮＡ降低 Ａ２０表达，ＬＰＳ作为炎症刺激因素，探究
Ａ２０对细胞衰老及凋亡的影响及可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　人退变椎间盘髓核组织　　实验所用标本均
来自于重庆医科大学附属第一医院骨科，并获得伦理

委员会批准（２０１６０５９），且术前与患者签署知情同意
书。收集２０２０年６月至２０２１年１２月住院患者术中常
规切除的退变椎间盘组织。标本来自２０例患者，男性
９例，女性１１例，年龄（４２．１０±１２．０７）岁。患者术前症
状、体征和影像学检查确诊为腰椎间盘突出症，经保守

治疗无效，Ｐｆｉｒｒｍａｎｎ分级均为ＧｒａｄｅⅢ～Ⅴ。
１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２细胞培养液（以色
列ＢＩ公司），胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司），Ⅱ型胶原酶
和ＬＰＳ（美国Ｓｉｇｍａ公司），兔抗人Ｐ２１多克隆、兔抗人
Ｐ１６多克隆 （中国万类生物科技公司），兔抗人 ＢＣＬ２
单克隆、兔抗人ＢＩＤ单克隆、兔抗人ＢＡＸ单克隆（美国
Ａｂｃａｍ公司），兔抗人 ＰＰ６５单克隆、兔抗人 ＴＮＦＡＩＰ３
单克隆抗体（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司），兔抗人Ｐ６５多
克隆抗体、羊抗兔二抗（中国博士德公司），ＣＡＰＥ（中
国美仑生物公司），一步法 ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂
盒（绿色荧光，中国碧云天公司）。

１．２　方法
１．２．１　髓核细胞的提取及培养　　将患者术中切除
并废弃的退变髓核组织用５０ｍＬ离心管收集，放置冰
上。用已高温高压消毒的眼科剪及眼科镊小心分离混

入髓核组织中的破碎骨片、肌肉及部分纤维环。无菌

ＰＢＳ溶液仔细冲洗髓核组织，直至冲洗后的废液无明
显变色，将髓核组织剪成 ３～５ｍｍ长宽的碎片，夹入
１５ｍＬ无菌离心管内，加入大约２倍体积０．２５％胰蛋
白酶，充分混匀，放置于 ３７℃、５％ＣＯ２的细胞孵箱内
消化３０ｍｉｎ，隔１０ｍｉｎ摇匀１次。０．２５％胰蛋白酶消
化完毕后，１２００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，吸弃上清液，并加
入２倍体积的０．２％二型胶原酶，充分摇匀，消化４ｈ，
每隔４０～６０ｍｉｎ手动混匀１次。用一次性的２００目细
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胞筛过滤细胞悬液，并用无菌 ＰＢＳ溶液冲洗细胞筛，
收集滤液，１２００ｒ／ｍｉｎ离心 ８ｍｉｎ，弃上清，保留底部
沉淀。加入完全培养基，充分重悬，转移至由透气孔的

Ｔ２５细胞培养瓶内，加完全培养基至 ４ｍＬ，放置细胞
孵箱待其贴壁。髓核细胞大致４ｄ左右可见明显贴壁
细胞形态，大约 ２０ｄ融合度达 ９０％，进行传代，传至
Ｐ２用于进行后续实验。
１．２．２　人小干扰 ＲＮＡＡ２０的构建及转染　ｓｉＲＮＡ
Ａ２０由北京擎科生物科技有限公司设计及合成，序列
为Ａ２０，正义链５′ＣＵＡＣＵＡＡＵＧＧＧＡＵＣＡＵＵＣＡＴＴ３′；
反义链５′ＵＧＡＡＵＧＡＵＣＣＣＡＵＵＡＧＵＡＧＴＴ３′。提前将
髓核细胞接种至６ｃｍ的培养皿内，密度为５０％左右，
待其充分贴壁约 ２４ｈ后，进行小干扰 ＲＮＡ的转染。
准备已消毒的１．５ｍＬＥＰ管，各管内加入１００μＬ无血
清及双抗的基础培养基，一半ＥＰ管加入５μＬ转染试
剂，一半加入适当的ｓｉＲＮＡ，静止５ｍｉｎ后将其两两混
匀，充分混匀后静止２０ｍｉｎ。吸弃培养基，用无菌ＰＢＳ
洗涤２～３次，加入无血清及无双抗的基础培养基饥饿
大约１５ｍｉｎ。转染试剂及ｓｉＲＮＡ混合液缓慢加入上述
的髓核细胞中，ｓｉＲＮＡＡ２０转染终浓度１００ｎｍｏｌ／Ｌ，放
置细胞孵箱。转染４～６ｈ，将含有转染混合物的细胞
培养液吸出，并用ＰＢＳ清洗１～２次，加入完全培养基
继续培养４８ｈ，并观察其形态是否良好，用于后续实
验。

１．２．３　实验设计及分组处理　　为探索锌指蛋白
Ａ２０在ＬＰＳ刺激下对细胞凋亡及衰老影响，设置对照
组、ＬＰＳ组、ｓｉＲＮＡＡ２０组、ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组。为明
确下调锌指蛋白 Ａ２０时 ＬＰＳ刺激诱导的细胞凋亡及
衰老通过 ＮＦκＢ通路实现，设置对照组、ＬＰＳ组、
ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组、ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ＋ＣＡＰＥ组。
ｓｉＲＮＡＡ２０转染终浓度１００ｎｍｏｌ／Ｌ，ＬＰＳ均为２００μｇ／ｍＬ
处理２４ｈ，ＣＡＰＥ为２．５μｍｏｌ／Ｌ预处理２ｈ。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达　　裂解各组
细胞后，冰浴，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上
清并定容，ＢＣＡ法测定上清中蛋白浓度，加入ＲＩＰＡ稀
释蛋白以平衡各组间蛋白浓度，以１／４蛋白体积上样
缓冲液混合煮沸１５ｍｉｎ后上样，恒压８０Ｖ进行电泳
分离，恒流２５０ｍＡ进行电转，将蛋白电转至０．２２ｍｍ
ＰＶＤＦ膜。用快速封闭液对转好的膜封闭 ３０ｍｉｎ，
ＴＢＳＴ洗涤３次，每次 ５ｍｉｎ。一抗（１∶５００）４℃孵育
１２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１５ｍｉｎ，二抗（１∶３０００）室
温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤２次，每次１５ｍｉｎ。显影，发光。
用ＩｍａｇｅＪ软件处理。系统分析目标条带的光密度值。
１．２．５　β半乳糖苷酶检测　　对于６孔板中培养的
细胞，吸除细胞培养液，用 ＰＢＳ或 ＨＢＳＳ洗涤１次，加
入１ｍＬβ半乳糖苷酶染色固定液，室温固定１５ｍｉｎ。

吸除细胞固定液，用ＰＢＳ或ＨＢＳＳ洗涤细胞３次，每次
３ｍｉｎ。根据试剂盒说明书将β半乳糖苷酶染色液Ａ、
Ｂ、Ｃ及ＸＧａｌ溶液按照比例配置成染色工作液，每孔
加入 １ｍＬ染色工作液。用 ｐａｒａｆｉｌｍ或保鲜膜封住
６孔板防止蒸发，在无 ＣＯ２孵育箱中３７℃孵育过夜，
普通光学显微镜下观察，拍照并计数阳性细胞占比。

１．２．６　流式细胞仪 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双标法检测细胞凋
亡　　流式细胞仪 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双标法检测髓核细
胞凋亡：髓核细胞培养和处理同前。用ＰＢＳ洗涤３次，
用无ＥＤＴＡ胰蛋白酶消化后，ＰＢＳ洗涤３次，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ染料染色，流式细胞术
检测细胞凋亡率。

１．２．７　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡　　根据试剂盒说
明书配制适当量的ＴＵＮＥＬ检测液，充分混匀。用ＰＢＳ
或ＨＰＢＳ洗涤 ２次。在样品上加 ５０μＬＴＵＮＥＬ检测
液，３７℃避光孵育 ６０ｍｉｎ。ＰＢＳ或 ＨＰＢＳ洗涤 ３次。
用抗荧光淬灭封片液封片后荧光显微镜下观察，拍照

并计数阳性细胞占比。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行分析，计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示。采用单因素方差分析，各组间均值的两
两多重比较采用ＬＳＤ法。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　人退变髓核组织选择及细胞培养
　　选择退变等级为３级或４级的髓核组织。提取原
代细胞第５天，可见明显呈短梭状、聚集细胞贴壁，培
养２１ｄ可见细胞逐渐呈长梭形聚集，融合度达８５％以
上，且细胞形态良好（图１）。
２．２　下调Ａ２０促进衰老相关蛋白表达
　　与对照组相比，ＬＰＳ组Ｐ２１、Ｐ１６蛋白表达无明显变
化，ｓｉＲＮＡＡ２０组及 ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组 Ｐ２１、Ｐ１６蛋白
水平明显增加（Ｐ＜０．０５），ｓｉＲＡＮＡ２０＋ＬＰＳ组 Ｐ１６及
Ｐ２１略高于ｓｉＲＮＡＡ２０，但差异无统计学意义。见图２。
２．３　ｓｉＲＮＡＡ２０处理后 β半乳糖苷酶染色阳性细胞

明显增加

　　与对照组相比，ＬＰＳ组阳性细胞占比无明显增加，
ｓｉＲＮＡＡ２０组及 ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组阳性细胞占比明
显增加（Ｐ＜０．０５）。见图３。
２．４　下调Ａ２０促进细胞凋亡相关蛋白表达
　　与对照组相比，ＬＰＳ组仅 ＢＩＤ蛋白量增加（Ｐ＜
０．０５），ＢＣＬ２、ＢＡＸ蛋白水平无明显差异；ｓｉＲＮＡＡ２０
组蛋白表达与ＬＰＳ组类似；ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组 ＢＩＤ及
ＢＡＸ蛋白明显增加，ＢＣＬ２明显降低，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。见图４。
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Ａ：培养５ｄ的原代髓核细胞（×４０）；Ｂ：培养２１ｄ的原代髓核细胞（×４０）

图１　退变髓核细胞培养
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测衰老相关蛋白表达
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图３　各组衰老染色阳性细胞占比
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２．５　下调锌指蛋白Ａ２０表达量ＬＰＳ可明显诱导细胞
凋亡

　　单纯 ＬＰＳ刺激及单纯 ｓｉＲＮＡＡ２０处理组中细胞
凋亡明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），但两组间无统计学差
异；ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组细胞凋亡显著增加，高于二者
单独作用对细胞凋亡影响（Ｐ＜０．０５，图５）。ＴＵＮＥＬ染
色中，ＬＰＳ组及 ｓｉＲＮＡＡ２０组阳性细胞占比明显高于
对照组（Ｐ＜０．０５），但明显低于 ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组
（Ｐ＜０．０５，图６）。

２．６　下调Ａ２０表达量ＬＰＳ刺激可明显增加ＮＦκＢ通
路活性

　　与对照组相比，ｐＰ６５蛋白水平在 ＬＰＳ组中增加
（Ｐ＜０．０５），在 ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组中显著上升（Ｐ＜
０．０５），在ｓｉＲＡＮＡ２０组中无明显差异（图７）。
２．７　ＣＡＰＥ预处理后衰老及凋亡相关蛋白表达量的

变化

　　与 ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组相比，ＣＡＰＥ预处理后，
ｐＰ６５、Ｐ２１、Ｐ１６、ＢＩＤ、ＢＡＸ蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），
ＢＣＬ２蛋白表达增加（Ｐ＜０．０５），Ａ２０及 Ｐ６５蛋白水平
无明显变化（图８）。
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图４　各组Ａ２０、ＢＣＬ２、ＢＩＤ、ＢＡＸ蛋白量表达分析
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Ａ：流式细胞仪检测结果；Ｂ：细胞凋亡率　１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：ｓｉＲＮＡＡ２０组；４：ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比
较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较

图５　各组细胞凋亡率分析
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Ａ：ＴＵＮＥＬ染色结果；Ｂ：阳性细胞占比　１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：ｓｉＲＮＡＡ２０组；４：ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比
较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组比较

图６　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡差异
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图７　各组Ｐ６５及ＰＰ６５蛋白表达水平差异
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析　１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组；４：ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ＋ＣＡＰＥ组　ａ：Ｐ＜
０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组比较

图８　ＣＡＰＥ预处理后衰老及凋亡相关蛋白表达量的变化

３　讨论

　　应用ｓｉＲＮＡＡ２０处理髓核细胞后，衰老相关蛋白
Ｐ２１、Ｐ１６明显增加，且 β半乳糖苷酶染色阳性细胞占
比显著提高，提示细胞衰老程度提升。年龄相关性疾

病中，细胞衰老占据着重要影响，可由一系列内在和外

在的伤害引起，包括致癌激活、氧化和遗传毒性应激、

线粒体功能障碍、辐射或化疗药物［７］。在退变的椎间

盘中，髓核处于炎性微环境的刺激下，易诱导髓核细胞

及其祖细胞的衰老。此外，衰老细胞可产生的衰老相

关分泌表型（ＳＡＰＡ）影响周围细胞，加之异常的炎症
环境促使正常功能髓核细胞急剧减少，加速髓核组织

中干细胞的耗竭，导致椎间盘退变［８－９］。抑制精氨酸

酶Ⅱ可减少ＩＬ１β诱导的细胞衰老及凋亡，其机制涉
及对ＮＦκＢ炎症信号通路的抑制［１０］。彭鑫等［１１］研究

显示，ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＴＮＦα可明显诱导大鼠髓核细胞的

８１６１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



衰老，其机制可能涉及 ＮＦκＢ通路的过度激活。但在
本实验中单纯 ｓｉＲＮＡＡ２０处理后，细胞衰老明显增
加，联合 ＬＰＳ刺激后，ＰＰ６５虽明显上升，但 Ｐ２１、Ｐ１６
及阳性细胞占比与 ｓｉＲＮＡＡ２０组无统计学差异。两
实验所得结果差异可能与细胞种属及分组不同有关，

并且本课题组前期研究提示单纯下调 Ａ２０可能减弱
髓核细胞自噬［５－６］，因此 Ａ２０调节细胞衰老的机制还
有待深入探索。

　　本研究结果表明，ＬＰＳ或ｓｉＲＮＡＡ２０处理时，可诱
导细胞凋亡，且ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组凋亡细胞占比显著
升高，并伴随着ＢＩＤ、ＢＡＸ表达量增加，ＢＣＬ２下降。细
胞凋亡是一种程序性细胞死亡，是正常生长发育的一

部分，也在多种疾病中存在，主要分为依赖线粒体的内

源性途径及依赖死亡配体受体的外源性途径，但最终

都通过Ｃａｓｐａｓｅ家族蛋白发挥作用［１２］。髓核组织处于

ＩＬ１β、ＴＮＦα高表达的微环境［１－２］，这些炎性刺激可通

过细胞外Ｆａｓ受体、肿瘤坏死因子受体 １及肿瘤坏死
因子相关配体１诱导外源性的细胞凋亡，并且在炎性
因子的作用下，细胞内ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ等多种信号通路
激活，导致了内源性的凋亡发生———线粒体途径凋

亡［１３－１４］。在本实验中，ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ组线粒体凋亡
途径相关蛋白 ＢＩＤ、ＢＡＸ、ＢＣＬ２明显改变。ＢＣＬ２及
ＢＩＤ是线粒体凋亡途径的重要蛋白，可激活 ＢＡＸ、
ＢＡＫ，促使线粒体外膜通透性增加，释放细胞色素 Ｃ，
Ｃａｓｐａｓｅ家族激活，诱导细胞凋亡［１２，１５］。因此，猜测

ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ处理时，凋亡可能通过该途径实现。
　　髓核细胞中，ｃｏｒｔｉｓｔａｔｉｎ、ＳＳ３１均可抑制炎症刺激
诱导的ＮＦκＢ激活、线粒体损伤及凋亡［１３，１６］，ｓｉｒｔ６可
通过抑制ｍＴＯＲ磷酸化提升髓核细胞自噬流量，阻碍
细胞衰老及 ＩＬ１β诱导凋亡［１７］，从而延缓椎间盘退

变。本研究中，下调锌指蛋白Ａ２０的表达，ＬＰＳ可明显
诱导细胞衰老及凋亡，造成髓核细胞的损伤。给予

ＮＦκＢ抑制剂ＣＡＰＥ预处理后，可明显减少衰老及凋
亡相关蛋白的表达，提示ｓｉＲＮＡＡ２０＋ＬＰＳ诱导的细胞
衰老及凋亡可能通过ＮＦκＢ通路实现，并且在本课题
组前期研究中也已证明过表达锌指蛋白 Ａ２０可延缓
ＬＰＳ诱导的髓核细胞退变，因此 Ａ２０在延缓椎间盘的
退变中相当重要［６，１８－１９］。

　　综上所述，本研究显示锌指蛋白 Ａ２０在人退变髓
核细胞中同时具有抗细胞凋亡及衰老作用，且在 ＬＰＳ
刺激下更凸显出Ａ２０蛋白对细胞的保护效果，该作用
通过抑制ＮＦκＢ实现。此外，下调Ａ２０后ＬＰＳ刺激下
线粒体凋亡通路蛋白明显增加，提示锌指蛋白 Ａ２０的
抗凋亡作用可能通过保护线粒体实现，为进一步研究

Ａ２０对髓核细胞的内源性保护作用提供可靠方向。本

研究再次证明锌指蛋白 Ａ２０对髓核细胞退变的保护
作用，并且提示了凋亡可能的作用机制，但在椎间盘退

变中Ａ２０具体保护机制仍不明确，需进一步探究。
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ＯｓｔｅｏａｒｔｈｒｉＣａｒｔｉｌａｇｅ，２０１９，２７（１）：４１－４８．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｊｏｃａ．２０１８．０８．０２１．

［１０］ＬＩＦＤ，ＳＵＮＸＦ，ＺＨＥＮＧＢ，ｅｔａｌ．ＡｒｇｉｎａｓｅＩＩｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｎｇ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｃａｕｓｅｄｂｙｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｖｉａｔｈｅＮＦκＢｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＤｅｖ
Ｂｉｏｌ，２０２１，９：７３７８０９．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｃｅｌｌ．２０２１．
７３７８０９．
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［１１］彭鑫，张聪，王锋，等．Ａ２０介导 ＴＮＦα炎症微环境下
髓核细胞衰老的机制研究［Ｊ］．中国脊柱脊髓杂志，
２０１９，２９（９）：８３４－８４０．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４
４０６Ｘ．２０１９．０９．０９．
ＰＥＮＧＸ，ＺＨＡＮＧＣ，ＷＡＮＧＦ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｒｅｓｅａｒｃｈ
ｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆＮＰｃｅｌｌｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＡ２０ｉｎＴＮＦα
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＳｐｉｎｅＳｐｉｎａｌ
Ｃｏｒｄ，２０１９，２９（９）：８３４－８４０．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．
１００４４０６Ｘ．２０１９．０９．０９．

［１２］ＭＣＡＲＴＨＵＲＫ，ＣＨＡＰＰＡＺＳ，ＫＩＬＥＢＴ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ
ｍｅｇａｋａｒｙｏｃｙｔｅｓａｎｄｐｌａｔｅｌｅｔｓ：ｔｈｅｌｉｆｅａｎｄｄｅａｔｈｏｆａｌｉｎｅａｇｅ
［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１８，１３１（６）：６０５－６１０．ＤＯＩ：１０．１１８２／
ｂｌｏｏｄ２０１７１１７４２６８４．

［１３］ＰＥＮＧＸ，ＷＡＮＧＫ，ＺＨＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔＳＳ３１ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｏｆｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｖｉａ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＲＯＳａｎｄｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｎａｍｉｃｓ［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＲｅｓ，２０２１，５５
（１１／１２）：１０８０１０９３．ＤＯＩ：１０．１０８０／１０７１５７６２．２０２１．
２０１８４２６．

［１４］ＺＨＡＮＧＸＢ，ＨＵＹＣ，ＣＨＥＮＧＰ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙ
ｆｏｒｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ：ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｓａ
ｐｒｏｍｉｓｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔｒａｔｅｇｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｅｄＳｃｉ，２０２１，１８
（１３）：２７９９２８１３．ＤＯＩ：１０．７１５０／ｉｊｍｓ．５９１７１．

［１５］ ＫＡＵＦＭＡＮＮＴ，ＳＴＲＡＳＳＥＲＡ，ＪＯＳＴＰＪ．Ｆａｓｄｅａｔｈ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ：ｒｏｌｅｓｏｆＢｉｄａｎｄＸＩＡＰ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈ
Ｄｉｆｆｅｒ，２０１２，１９（１）：４２－５０．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｃｄｄ．２０１１．１２１．

［１６］ＺＨＡＯＹＰ，ＱＩＵＣ，ＷＡＮＧＷＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｔｉｓｔａｔｉｎｐｒｏｔｅｃｔｓ

ａｇａｉｎｓｔｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＲＯＳｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，２０２０，１０（１５）：７０１５－７０３３．
ＤＯＩ：１０．７１５０／ｔｈｎｏ．４５３５９．

［１７］ＣＨＥＮＪ，ＸＩＥＪＪ，ＪＩＮＭＹ，ｅｔａｌ．Ｓｉｒｔ６ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓ
ｃｅｌｌｓｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎａｍｏｄｅｌｏｆｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１８，９（２）：５６．ＤＯＩ：
１０．１０３８／ｓ４１４１９０１７００８５５．

［１８］张野，夏辉强，易威威，等．锌指蛋白 Ａ２０对兔腰椎间
盘退变影响的实验研究［Ｊ］．中国修复重建外科杂志，
２０２１，３５（３）：３６６－３７４．
ＺＨＡＮＧＹ，ＸＩＡＨＱ，ＹＩＷＷ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙ
ｏｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ Ａ２０ ｏｎ ｌｕｍｂａｒ
ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｒａｂｂｉｔｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＲｅｐａｒ
ＲｅｃｏｎｓｔｒＳｕｒｇ，２０２１，３５（３）：３６６－３７４．

［１９］蓝海洋，杨智杰，夏辉强，等．锌指蛋白 Ａ２０对内毒素
刺激时人椎间盘髓核细胞炎症及退变的影响［Ｊ］．第三
军医大学学报，２０１９，４１（６）：５４３－５４８．ＤＯＩ：１０．１６０１６／
ｊ．１０００５４０４．２０１８１０１１０．
ＬＡＮＨＹ，ＹＡＮＧＺＪ，ＸＩＡＨＱ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎＡ２０ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ
ａｎｄｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆｈｕｍａｎ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｎｕｃｌｅｕｓ
ｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ［Ｊ］．Ｊ
ＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１９，４１（６）：５４３－５４８．ＤＯＩ：１０．
１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１８１０１１０．

（收稿：２０２２０３１６；修回：２０２２０５１１）

（编辑　张　维）
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