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ＹＡＰ通过促进自噬抑制髓核细胞胞外基质分解代谢
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　　［摘要］　目的　探讨ＹＡＰ对椎间盘髓核细胞的作用及其可能机制。方法　收集重庆医科大学附
属第一医院２０２１年３月至２０２２年７月接受腰椎手术患者的相对正常和退变的椎间盘组织，采用免疫
组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＹＡＰ在人椎间盘髓核组织中的表达差异。体外培养人原代髓核细胞，通过
ＩＬ１β处理诱导髓核细胞退变，将实验分为对照组、ＩＬ１β组、ＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ组、ＩＬ１β＋ＹＡＰｓｉＲＮＡ组和
ＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ＋３ＭＡ组。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞外基质分解代谢及自噬水平变化。最后建立大鼠
椎间盘退变模型，利用 ＭＲＩ、阿利新蓝染色及免疫组化检测 ＹＡＰ和 ＬＣ３的表达及椎间盘退变情况。
结果　ＹＡＰ在退变椎间盘组织的表达水平明显低于相对正常的椎间盘组织（Ｐ＜０．０５）。体外细胞实验
结果显示，ＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ组显著提高ＩＬ１β诱导的髓核细胞中 ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ和 ＬＣ３Ⅱ的蛋白
表达（Ｐ＜０．０５），降低ＭＭＰ３和ＭＭＰ１３的蛋白表达（Ｐ＜０．０５），而 ＩＬ１β＋ＹＡＰｓｉＲＮＡ组则表现出完全
相反的作用。而予以自噬抑制剂３ＭＡ预处理后明显降低ＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ组中ＧＦＰＬＣ３阳性颗粒数量
和ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ、Ａｇｇｒｅｃａｎ、ＬＣ３Ⅱ蛋白表达（Ｐ＜０．０５），且提高ＭＭＰ３和ＭＭＰ１３的蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。
进一步在体内构建大鼠椎间盘退变模型，ＹＡＰ过表达促进ＬＣ３表达和抑制椎间盘退变。结论　ＹＡＰ过
表达通过促进人髓核细胞自噬抑制细胞外基质降解，从而延缓椎间盘退变。

　　［关键词］　ＹＡＰ；椎间盘退变；自噬；细胞外基质；髓核细胞
　　［中图法分类号］　Ｒ３４１；Ｒ３６３．２１；Ｒ６８１．５３ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８２１０２５３７）；重庆市自然科学基金（ＣＳＴＢ２０２２ＮＳＣＱＭＳＸ００６４，ＣＳＴＢ２０２２ＢＳＸＭＪＣＸ００５８）

［通信作者］　王大武，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｄａｗｕ６６＠１６３．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２４，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

ＹＡＰｉｎｈｉｂｉｔｓｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｃａｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ＹＩＷｅｉｗｅｉ１，ＴＡＮＧＱｉｕｙｕ１，ＴＡＯＢａｉｌｏｎｇ２，ＬＩＫａｉｔｉｎｇ１，ＷＡＮＧＤａｗｕ１　　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎＭｅｄｉｃｉｎｅ，
２ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，
Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＹｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ（ＹＡＰ）ｏｎｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ
ｄｉｓｃｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｎｏｒｍａｌａｎｄｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ
ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｈｏｕｎｄｅｒｗｅｎｔｌｕｍｂａｒｓｕｒｇｅｒｙｉｎｏｕｒｈｏｓｐｉｔａｌｆｒｏｍＭａｒｃｈ２０２１ｔｏＪｕｌｙ
２０２２ｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＹＡＰｉｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ａｓｓａｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｈｕｍａｎｐｒｉｍａｒｙｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｐｒｉｍａｒｉｌｙｃｕｌｔｕｒｅｄ，ａｎｄ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＩＬ１βｔｏｉｎｄｕｃｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗａｓｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＩＬ１βｇｒｏｕｐ，ＩＬ１β
＋ＬＶＹＡＰｇｒｏｕｐ，ＩＬ１β＋ＹＡＰｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ，ａｎｄＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ＋３ＭＡｇｒｏｕｐ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｃａｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ａｒａｔｍｏｄｅｌｏｆｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＹＡＰａｎｄＬＣ３ａｎｄｄｉｓｃ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈＭＲＩ，Ａｌｃｉａｎｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ

７０１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）

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



ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＹＡＰｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅｄｅｇｒａｄｅｄｄｉｓｃｔｉｓｓｕｅｓｔｈａｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｎｏｒｍａｌｄｉｓｃ
ｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｏｌｌａｇｅｎⅡ，
Ａｇｇｒｅｃａｎ，ａｎｄＬＣ３Ⅱ （Ｐ＜０．０５），ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ３ａｎｄＭＭＰ１３（Ｐ＜０．０５）ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＩＬ１βｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅＩＬ１β＋ＹＡＰｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｔｈｅｅｘａｃｔｏｐｐｏｓｉｔｅｅｆｆｅｃｔｓ．
Ｗｈａｔ’ｓｍｏｒｅ，ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ３ＭＡｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｄｅｃｒｅａｓｅｄｎｕｍｂｅｒｏｆＧＦＰＬＣ３ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＡｇｇｒｅｃａｎａｎｄＬＣ３Ⅱ （Ｐ＜０．０５），ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ３ａｎｄＭＭＰ１３（Ｐ＜０．０５）ｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ
ｇｒｏｕｐ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ＹＡＰｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｄＬＣ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｒａｔ
ｍｏｄｅｌｏｆｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＹＡＰｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｂｙ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｕｍａｎｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｕｓｄｅｌａｙｉｎｇｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＹＡＰ；ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ；ｎｕｃｌｅｕｓ

ｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍ ｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２１０２５３７）ａｎｄｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ

（ＣＳＴＢ２０２２ＮＳＣＱＭＳＸ００６４，ＣＳＴＢ２０２２ＢＳＸＭＪＣＸ００５８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＡＮＧＤａｗｕ，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｄａｗｕ６６＠１６３．ｃｏｍ

　　椎间盘退变是导致下背部疼痛最常见的原因，影
响数百万人的生活质量，给社会造成巨大的经济损

失［１］。椎间盘退变的病因复杂，其中细胞外基质的丢

失、机械性损伤、髓核细胞过度凋亡、炎症等在椎间盘

退变的发生发展中起着非常重要的作用［２］。椎间盘

由髓核组织、纤维环和软骨终板组成。髓核细胞产生

细胞外基质，主要由Ⅱ型胶原（ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ）和聚蛋白
多糖（Ａｇｇｒｅｃａｎ）组成。在椎间盘退变过程中，细胞外
基质的生成减少，基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）升高，从而
导致椎间盘退变。

　　ＹＡＰ（Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ）蛋白是一种关键的机
械信号传感器，是Ｈｉｐｐｏ信号通路的下游效应分子，具
有调节细胞增殖、分化、凋亡，参与组织生长、发育和修

复的功能［３－４］。ＤＥＮＧ等［５］报道ＹＡＰ在骨关节炎进展
过程中减缓软骨退变。此外，有报道称，过表达 ＹＡＰ
可逆转ＰＭＭＡ诱导的髓核细胞变性［６］。因此，ＹＡＰ可
能与椎间盘退变密切相关。

　　自噬是一种保守的细胞自我保护机制，可以通过
改善各种类型的细胞应激来维持细胞的自稳定性。自

噬是免疫、感染、炎症、肿瘤、心血管和神经退行性疾病

发生的重要机制，同时自噬与椎间盘退变密切相

关［７－８］。许多研究表明，自噬减缓椎间盘细胞外基质

退变［９－１０］。ＹＡＰ参与自噬的调控［１１］。研究报道，

ＹＡＰ／ＴＡＺ的下调通过促进自噬抑制类风湿关节炎成
纤维细胞滑膜细胞的迁移和侵袭［１２］。然而，ＹＡＰ在椎
间盘退变中的作用及与自噬的关系目前还尚不清楚。

本研究拟探讨 ＹＡＰ对人髓核细胞退变的作用及自噬
可能的分子机制，以期为椎间盘退变性疾病的预防和

治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本的获取　　人髓核组织来自２０２１年３月
至２０２２年７月重庆医科大学附属第一医院骨科接受
腰椎手术患者。相对正常的椎间盘组织取自５例腰椎
骨折患者（正常组），年龄２７～３５岁；椎间盘退变的椎
间盘组织取自８例椎间盘退变病患者（退变组），年龄
４８～８０岁。根据术前 ＭＲＩ检测结果，采用 Ｐｆｉｒｒｍａｎｎ
分级评价椎间盘退变的程度［１３］，其中退变组为Ⅲ～Ⅳ
级，正常组为０～Ⅰ级。本研究经重庆医科大学伦理委
员会批准（２０２０１５０）。
１．１．２　动物　　雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠购自重庆
医科大学实验动物中心，由重庆医科大学动物房代养。

１．１．３试剂　　主要有 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ，
ＵＳＡ），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ），Ⅱ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ，
ＵＳＡ），ＹＡＰ抗体、ＭＭＰ３抗体、ＭＭＰ１３抗体、Ａｇｇｒｅｃａｎ
抗体（ＣＳＴ，ＵＳＡ），ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ抗体（Ａｂｃａｍ，ＵＳＡ），ＬＣ３
抗体（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），ＬＶＹＡＰ、ＬＶＮＣ慢病毒、ＹＡＰ
ｓｉＲＮＡ、ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ以及 ｓｉＲＮＡ专用转染试
剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）。
１．２　方法
１．２．１　原代髓核细胞培养　　将在术中取得的无菌
髓核组织置于冰盒保存，并立即带回实验室处理，反复

洗涤髓核组织，将其剪碎成１ｍｍ３小块，转移到１５ｍＬ
无菌离心管中。离心管中加入０．２５％胰酶，置于３７℃
培养箱中作用３０ｍｉｎ。然后在离心管中加入２ｇ／ＬⅡ
型胶原酶，在３７℃培养箱中作用４ｈ。将离心管中的
混合物通过 ２００目过滤器进行过滤。细胞悬液在含
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２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中培养。细胞培
养至８０％～９０％融合后进行传代。
１．２．２　药物、病毒转染以及分组　　将培养的原代髓
核细胞分为５组：对照组、ＩＬ１β组、ＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ组、
ＩＬ１β＋ＹＡＰｓｉＲＮＡ组和 ＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ＋３ＭＡ组。
对照组不做处理；ＩＬ１β组采用１０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β处理
髓核细胞 ２４ｈ；ＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ组和 ＩＬ１β＋ＹＡＰ
ｓｉＲＮＡ组分别向髓核细胞中转染适量的过表达慢病毒
ＬＶＹＡＰ或敲低慢病毒ＹＡＰｓｉＲＮＡ处理４８ｈ后，再予
以１０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β处理髓核细胞２４ｈ；ＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ
＋３ＭＡ组向髓核细胞中转染过表达慢病毒 ＬＶＹＡＰ
处理４８ｈ后，予以５ｍｍｏｌ／Ｌ自噬抑制剂３ＭＡ预处理
２ｈ，再予以１０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β处理髓核细胞２４ｈ。
１．２．３　ＧＦＰＬＣ３转染　　将髓核细胞接种于共聚焦
皿中。髓核细胞培养 ２４ｈ后，加入腺病毒 ＧＦＰＬＣ３
（中国汉恒生物）孵育 ２４ｈ。ＤＡＰＩ在室温下染色
２０ｍｉｎ。使用激光共聚焦显微镜（ＴＣＳＳＰ５，德国）捕
获图像。绿色荧光点的数量表示自噬的水平。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　人髓核组织和处理后的
髓核细胞蛋白在 ＲＩＰＡ缓冲液中进行裂解。用 ＢＣＡ
蛋白法测定蛋白质含量。通过ＳＤＳＰＡＧＥ对蛋白质进
行分离，然后转移到 ＰＶＤＦ膜上。取出 ＰＶＤＦ膜放至
５％脱脂奶粉中封闭１ｈ。然后，将 ＰＶＤＦ膜与一抗在
４℃下孵育过夜。随后，将膜与相对应的二抗孵育。
最后，加入ＥＣＬ显影剂进行显影。
１．２．５　大鼠椎间盘退变模型建立及 ＭＲＩ检查　　将
ＳＤ大鼠通过简单随机法分为３组，每组５只：假手术
组、穿刺组和穿刺＋ＬＶＹＡＰ组。采用腹腔注射对大鼠
进行麻醉，假手术组用３０号针针头垂直穿入皮下，但
不穿入椎间盘。穿刺组将３０号针针头插入大鼠的尾
椎６／７、７／８椎间盘内，穿刺针保持与终板平行，穿剌进
入椎间盘约５ｍｍ的深度，穿刺成功后静置约 １ｍｉｎ。
穿刺＋ＬＶＹＡＰ组为穿刺成功后４周采用微型注射器
将２μＬ的ＬＶＹＡＰ（１．５μｇ／μＬ）穿刺注射到原来标记
的椎间盘内。术后 ２个月 ＭＲＩ检查椎间盘，采用
Ｐｆｉｒｒｍａｎｎ分级评价其退变程度。
１．２．６　免疫组化染色　　从患者和大鼠获得的髓核
组织样品用４％多聚甲醛固定，石蜡包埋，切片。患者
和大鼠切片进行免疫组化染色，切片进行常规脱蜡、水

化，高温修复后５％ＢＳＡ封闭液室温阻断２０ｍｉｎ，加入
适当浓度ＹＡＰ和ＬＣ３抗体，４℃过夜。第２天复温洗
涤后滴加山羊抗兔辣根过氧化物酶标记的二抗，ＤＡＢ
显色，苏木精复染后脱水、封片、镜检。最后，利用

ＩｍａｇｅＪ软件对结果进行分析。
１．２．７　阿利新蓝染色　　从大鼠获得的髓核组织样

品用４％多聚甲醛固定，石蜡包埋，切片，然后进行常
规脱蜡、水化后，按照说明书配置 Ａｌｃｉａｎ染色液，滴加
Ａｌｃｉａｎ染色液到髓核组织切片上，放入 ３７℃烘箱中
３０ｍｉｎ，接着用自来水冲洗５ｍｉｎ，用梯度酒精脱水，二
甲苯透明，中性树胶封片，最后光学显微镜观察并拍照。

１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２０．０进行统计分析。数据以 珋ｘ±ｓ表
示，组间差异比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验或单因素方差
分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＹＡＰ在正常和退变的椎间盘组织中的表达
　　通过临床收集相对正常和退变的椎间盘组织
（图１Ａ），进行免疫组化染色结果显示，相对正常椎间
盘组织中ＹＡＰ阳性表达率为（４７．８７±３．５１）％，高于
退变的椎间盘组织［（１２．３６±２．４３）％，Ｐ＜０．０５，
图１Ｂ］。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也显示，退变的椎间
盘组织中 ＹＡＰ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ及 Ａｇｇｒｅｃａｎ蛋白表达水平
明显降低（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。这些结果表明，ＹＡＰ可能
与椎间盘退变密切相关。

２．２　ＹＡＰ抑制人髓核细胞外基质的降解
　　通过使用 ＬＶＹＡＰ和 ＹＡＰｓｉＲＮＡ转染人髓核细
胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，转染 ＬＶＹＡＰ或 ＹＡＰ
ｓｉＲＮＡ可明显过表达或下调人髓核细胞中ＹＡＰ蛋白的
表达（Ｐ＜０．０５，图２Ａ）。过表达ＹＡＰ可显著提高ＩＬ１β
诱导的髓核细胞中ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ与Ａｇｇｒｅｃａｎ的蛋白表达，
同时降低 ＭＭＰ３和 ＭＭＰ１３的蛋白表达（Ｐ＜０．０５，
图２Ｂ）。然而，ＹＡＰ敲低则进一步加剧ＩＬ１β诱导的髓
核细胞外基质降解（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。结果表明，ＹＡＰ
过表达能抑制人髓核细胞外基质的降解。

２．３　ＹＡＰ促进髓核细胞自噬抑制椎间盘退变
　　为进一步探讨自噬在 ＹＡＰ保护椎间盘退变中的
作用，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＧＦＰＬＣ３腺病毒转染检测
髓核细胞的自噬水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＹＡＰ过
表达显著增加 ＬＣ３Ⅱ表达（Ｐ＜０．０５，图 ３Ａ）。同样，
ＹＡＰ过表达增加髓核细胞中 ＧＦＰＬＣ３阳性颗粒数量
（图３Ｂ）。为进一步明确ＹＡＰ诱导的自噬对髓核细胞
外基质降解的影响，采用自噬抑制剂３ＭＡ处理髓核细
胞。３ＭＡ预处理后显著降低 ＬＣ３Ⅱ蛋白表达，表明３
ＭＡ抑制ＬＶＹＡＰ诱导的自噬水平（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｃ）。
此外，与 ＩＬ１β＋ＬＶＹＡＰ组相比，３ＭＡ预处理后
ＣｏｌｌａｇｅｎⅡ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ蛋白表达明显降低，而 ＭＭＰ３
和ＭＭＰ１３蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｃ）。结
果表明 ＹＡＰ通过促进自噬抑制髓核细胞外基质的
降解。
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图１　正常和退变椎间盘影像表现及其组织中ＹＡＰ的表达
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图３　ＹＡＰ促进人髓核细胞自噬及其对细胞外基质相关蛋白表达的影响
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２．４　ＹＡＰ在体内抑制大鼠椎间盘退变
　　为了进一步在体内验证 ＹＡＰ在椎间盘退变中的
作用，采用针刺法建立椎间盘退变的大鼠模型。ＭＲＩ
检查结果显示，穿刺＋ＬＶＹＡＰ组的 Ｔ２加权信号值明
显高于穿刺组（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｂ）。阿利新蓝染色结
果显示，在穿刺组中，椎间盘的结构显示出明显退化特

征，髓核细胞消失并被混乱的纤维组织取代，而予以

ＬＶＹＡＰ转染处理后髓核细胞得以恢复（图 ４Ｃ）。免
疫组化染色结果显示，与假手术组相比，穿刺组 ＹＡＰ
和ＬＣ３的表达降低。而与穿刺组相比，穿刺＋ＬＶＹＡＰ组
ＹＡＰ和ＬＣ３的表达明显增加（图４Ｄ）。结果表明 ＹＡＰ
在体内可能是通过激活自噬，减轻大鼠椎间盘退变。
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Ａ、Ｂ：ＭＲＩ观察大鼠椎间盘退变及退变程度定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５；Ｃ：阿利新蓝染色观察大鼠椎间盘退变；Ｄ：免疫组化染色
检测大鼠椎间盘ＹＡＰ和ＬＣ３的表达

图４　体内ＹＡＰ转染后对大鼠椎间盘退变及ＹＡＰ和ＬＣ３表达的影响
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３　讨论

　　椎间盘退变是腰痛的主要原因，但椎间盘退变的
分子机制尚不十分清楚。目前，普遍认为椎间盘退变

是椎间盘生物力学改变、细胞过度凋亡、炎症因子增

加、营养物质减少、基质降解酶增加等多种原因导致的

椎间盘细胞长期、进行性破坏的结果［１４－１６］。ＹＡＰ是一
种机械信号分子，能够检测到细胞形状变化引起的肌

动蛋白细胞骨架的变化，并将机械信息传递给细胞

核［１７］。有报道称，在大鼠椎间盘退变过程中，ＹＡＰ表
达逐渐降低［１８］。然而，目前尚不清楚 ＹＡＰ是否也与
人类椎间盘退变有关。在本研究中，免疫组化染色和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＹＡＰ在人椎间盘退变中表达水
平降低，表明ＹＡＰ参与人椎间盘退变的过程。
　　ＹＡＰ是一种调节多种转录因子活性进而参与调
控细胞功能的转录辅助激活因子，参与细胞增殖、凋

亡、自噬和组织修复的调控［１９－２１］。椎间盘退变的主要

病理特征是细胞外基质中Ⅱ型胶原蛋白和聚蛋白多糖
合成减少，基质金属蛋白酶合成增加。研究发现，在骨

关节炎发病过程中，ＹＡＰ可以抑制基质降解酶的表达
和软骨降解［５］。此外，研究报道软骨素合酶３缺失可
通过介导髓核细胞中的 ＹＡＰ激活导致自发性椎间盘
退变［２２］。同时研究发现 ＤＮＭＴ３Ｂ通过 ＣＯＸ２ＹＡＰ轴
促进髓核细胞增殖和细胞外基质的合成［２３］。本研究

结果表明，过表达ＹＡＰ可显著提高Ⅱ型胶原和聚蛋白
多糖的表达，降低 ＭＭＰ３和 ＭＭＰ１３的表达，这表明
ＹＡＰ能够抑制人髓核细胞细胞外基质的降解。
　　自噬是一种高度保守的细胞内分解代谢机制，通
过清除细胞中不需要的蛋白质或分子来维持细胞稳

态。自噬在多种退行性疾病的病理进展中起重要作

用，如神经退行性、退行性骨关节炎、椎间盘退变

等［２４－２６］。ＣＨＥＮ等［２７］报道褪黑素可通过激活自噬抑

制椎间盘细胞外基质退变。研究表明，ＹＡＰ参与自噬
过程的调控［２８］。ＺＨＡＯ等［２９］报道 ＹＡＰ通过上调
ＨＭＧＢ１促进胶质瘤的自噬和进展。ＺＨＯＵ等［３０］也报

道ＹＡＰ通过 ＲＡＣ１ＲＯＳｍＴＯＲ通路促进肝癌多药耐
药，抑制自噬相关细胞死亡。然而，椎间盘退变中

ＹＡＰ与自噬之间的关系尚不清楚。本研究结果表明，
ＹＡＰ过表达显著增加髓核细胞自噬水平，而自噬是一
把双刃剑。为了进一步评价 ＹＡＰ诱导的自噬对细胞
外基质降解的影响，本研究采用自噬抑制剂 ３ＭＡ处
理髓核细胞。发现３ＭＡ预处理显著加重 ＩＬ１β＋ＬＶ
ＹＡＰ组细胞外基质的降解，表明 ＹＡＰ通过诱导自噬
抑制人髓核细胞外基质的降解。为了进一步证实

ＹＡＰ在体内椎间盘退变中的作用，通过建立大鼠椎间
盘退变模型，然后在体内将过表达ＹＡＰ慢病毒注射到
退变的大鼠髓核组织中，因为慢病毒可以将稳定的基

因整合到宿主基因组中，具有广泛的组织向性，转染后

且不表达病毒蛋白，是一种高效、稳定的载体，广泛应

用于椎间盘变性的基因治疗。体内通过 ＭＲＩ、阿利新
蓝及免疫组化检测结果表明，ＹＡＰ过表达可显著抑制
大鼠椎间盘退变，同时促进椎间盘自噬。

　　综上所述，ＹＡＰ通过促进人髓核细胞的自噬，从而
抑制ＩＬ１β诱导的细胞外基质的降解，这说明ＹＡＰ有望
成为治疗椎间盘退变疾病的潜在靶点。但在ＹＡＰ调控
髓核细胞自噬的信号通路方面还有待于进一步研究。
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