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r摘要C 目的o探究 Ｎｏｔ0ｈp 信号通路调节成骨因子影响腰椎间盘钙化的机制C 方法o分离 2l 大鼠原代纤维环细
胞并进行传代培养e分别加入诱导因子骨形态发生蛋白sg jｏｎ- ｍｏｒｐｈｏ)-ｎ-ｔｉ0 ｐｒｏｔ-ｉｎsg.,ＭLsgt和碱性成纤维细胞生
长因子 jａdｉ0 Bｉjｒｏjｌａdｔ )ｒｏ.ｔｈ Bａ0ｔｏｒ.j(E(t诱导钙化 分别为 ,ＭLsg 组和 js(E( 组t.并设置对照组 正常培养基中培
养tC随后进行细胞形态及细胞荧光鉴定A茜素红染色Anv;2r 检测AｑＲＴsLＣＲ 实验.以确定诱导钙化的效果。再次进行
细胞分组.分为对照组A钙化组 加入诱导因子 ,ＭLsgtA钙化＋vL2 组 加入诱导因子 ,ＭLsg 和 Ｎｏｔ0ｈp 通路激活剂
vL2tA钙化＋lrLＴ 组 加入诱导因子 ,ＭLsg 和 Ｎｏｔ0ｈp 通路抑制剂 lrLＴt.进行茜素红染色A流式细胞术检测细胞凋
亡.nv;2r 检测成骨因子含量.Ｗ-dｔ-ｒｎ jｌｏｔ 检测 ,ＭLsgAjs(E(AＮｏｔ0ｈp 蛋白表达情况。 结果o诱导因子筛选结果表明
,ＭLsg 组和 js(E( 组大鼠纤维环细胞矿化结节数目均明显增加. 且 ,ＭLsg 组效果更显著； 同时 nv;2r 及 Ｗ-dｔ-ｒｎ
jｌｏｔ结果表明诱导组细胞中 ,ＭLsg、js(E( 含量水平及 ,ＭLsgAjs(E(AＮｏｔ0ｈp ｍＲＮr 表达水平均显著升高 Ｐ＜h．hptC
探究 Ｎｏｔ0ｈp 信号通路影响腰椎间盘钙化机制结果表明o与钙化组相比.钙化＋vL2 组大鼠纤维环细胞矿化结节数目.
细胞凋亡率.,ＭLsgAjs(E( 含量水平.,ＭLsgAjs(E(AＮｏｔ0ｈp 蛋白表达水平进一步显著增加；而钙化＋lrLＴ 组大鼠纤
维环细胞矿化结节数目.细胞凋亡率.,ＭLsgAjs(E( 含量水平.,ＭLsgAjs(E(AＮｏｔ0ｈp 蛋白表达水平均降低 Ｐ＜h．h 
或 Ｐ＜h．hptC 结论oＮｏｔ0ｈp 信号通路通过正向调控成骨因子含量促进腰椎间盘钙化C
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目前C 钙化型腰椎间盘突出症的发病人群逐渐
趋于年轻化C 且若不及时诊断治疗可能会引起椎间
盘与硬膜粘连C导致神经受到压迫opyiri Ｎｏ0g p 信号
通路与细胞的增殖h分化h凋亡以及机体多种病变密
切相关C包括血管钙化h骨骼的异常改变甚至癌症的
发生等C 被认为是血管钙化和骨形成最关键的调节
因子onri 目前国内外对异位钙化或骨化的研究多集
中于心血管和肌腱韧带C 而对同样为异位钙化的椎
间盘钙化的研究却相对较少i 因此C 本文通过探索
Ｎｏ0g p 信号通路对成骨因子的影响C 从而判断其对
于腰椎间盘钙化的作用机制C 以期为后期临床用药
提供新的治疗靶点及参考依据i
t 材料与方法

tC t 实验材料

rＭhＭ高糖培养基C货号 t(noicn．opC(ｙvｌｏ9)i
p-茜素红染色液2B(c．ieC货号 jpcaiCtｏｌ52F1ｏi 细
胞凋亡试剂盒C货号 aaTacuCdri 大鼠骨成形蛋白 i
2Fｏ9) ｍｏ2ｐ ｏe)9)01g ｐ2ｏ0)19yiCdＭByiehElts 试剂
盒和大鼠碱性成纤维生长因子 2F5C1g .1F2ｏFｌ5C0
e2ｏ,0 .5g0ｏ2CFLjLehElts 试 剂 盒 C 货 号 ＭＭ y
oioA;i和 ＭＭyooau;iC江苏酶免实业有限公司i山
羊抗小鼠 lej (＆E 2rｙE1e 0誖cAAe预吸附二抗C货
号 5F９TAu９C5Fg5ｍi vｏｌｌ5e)9 Ⅱ s901FｏｄｙhdＭB yi
s901FｏｄｙhFLjL s901FｏｄｙhＮｏ0g p s901Fｏｄｙhβ y5g019
s901FｏｄｙC 货号 sLopnahsLapTnhrLTonAhsLanouh
sLTiTTCs..1910ｙi
tC ２ 实验设备

shiooo 光学显微镜hddpao 二氧化碳培养箱C
Ｔ )2ｍｏ tg1)901.1gi ＴCiyLv 倒置荧光显微镜C日本尼
康ivT流式细胞仪CdrihBtnoo电泳仪hＶh pAov电
泳槽hＶhpAT转膜仪C天能i Tpooioy９Ｑ化学发光仪C
勤翔i vLＸvｏ99)g0实时荧光定量 Bv;仪Cdl3;sri
tC ３ 实验动物

pA 只体质量为2ioo±ioe e 的 tr 大鼠C于上海
斯莱克实验动物有限责任公司购买C 动物生产许可
证号为 tvＸＫ2沪eiopuyoooai 饲养于杭州鹰生物
科技有限公司动物中心C 动物使用 tＹＸＫ 许可证号
为2浙eioioyooicC适应性喂养期间自由饮食i
tC ４ 大鼠纤维环细胞的分离与培养

大鼠脱颈处死C固定于手术台C逐层剪开背部皮
肤C沿棘突剪开两旁肌肉C剪断肋骨C并用咬骨钳沿
椎弓根剪断脊柱并取出C磷酸盐缓冲盐水2ｐ ｏCｐ 50)

Fｕ..)2)ｄ C5ｌ19)CBdte冲洗干净后逐个分离椎间盘C余
下纤维剪成 p ｍｍn碎片C 置于无菌 Bdt 离心管中i
i．a e ／ E 胰蛋白酶消化 pa ｍ19CrＭhＭ 终止消化C以
Aoo 2 ／ ｍ19 离心 a ｍ19C去上清加入Ⅱ型胶原酶消化C
c  后终止消化离心弃上清C加入 rＭhＭ2pa-Ldte
稀释C置于 nu ℃C体积分数 a-的 v3i的培养箱中培

养i当细胞生长到占培养瓶 ９o-时开始进行传代i大
鼠纤维环细胞形态鉴定及荧光鉴定见 p．c．p 节部分
内容i 随后将细胞随机分为 n 组：对照组C在正常培
养基中培养C 不加任何诱导因子；dＭByi 组Cioo μｌ
钙化诱导液 p2ao μe ／ E dＭByihpoo 9ｍｏｌ ／ E地塞米松h
ao ｍe ／ E Ey抗坏血酸ha ｍｍｏｌ ／ Eβy甘油磷酸eCAoo μｌ
lyj;3 BEＵt 培养基2含 po-胎牛血清e；FyLjL 组C
ioo μｌ钙化诱导液 i2ao μe ／ E FyLjLhpoo 9ｍｏｌ ／ E 地
塞米松hao ｍe ／ E Ey抗坏血酸ha ｍｍｏｌ ／ E βy甘油磷
酸eCAoo μｌⅠyj;3 BEＵt 培养基 2含 po-胎牛血
清ei 实验分组及操作参照吴子健等ocr实验研究i
tC ４C t 大鼠纤维环细胞形态鉴定及荧光鉴定

2pe细胞形态鉴定：从开始培养细胞起对其进行细胞
数量及形态观察i 2ie细胞荧光：取消化第 i 代的纤
维环细胞C首先进行细胞爬片C药物作用结束后固定
细胞C 并加入 p ～i ｍｌ o．a- Ｔ210ｏ9 Ｘypoo 通透细胞
膜C加入封闭液封闭 o．a  C孵育一抗CBdt润洗C孵育
二抗C进行核染制片C检测大鼠纤维环细胞中Ⅱ型胶
原蛋白表达情况i
tC ４C ２ 茜素红染色 取对数生长期原代纤维环细

胞接种于 pi孔板C每孔 a×poa个i 钙化诱导 u ｄ 后C
弃原培养基CBdt冲洗C固定Co．n- Ｔ210ｏ9Ｘypoo 通透
细胞 a ｍ19CBdt 润洗C 加入 aoo μｌ 茜素红染色液
2o．i-Cｐ( A．ne染色 io ｍ19C双蒸水清洗后镜检观察i
tC ４C ３ hElts 实验 试剂盒室温复温后C加入标准
品及待测样本C按照说明书进行操作C测定检测细胞
中 dＭByihFyLjL的浓度i
tC ４C ４ ｑ;ＴyBv;实验 提取 ;ＮsC 配置反应体系
后进行点样C置于 Bv; 仪上进行反应C反应条件：
９a ℃Cpo ｍ19 变性 ；９a ℃Cpa C；To ℃CTo C；co 次循
环i 引物序列见表 pi
tC ５ 实验分组及处理

对照组：正常培养基培养C不加任何诱导因子i
钙化组 ：ioo μｌ 钙化诱导液 p 2ao μe ／ E dＭB yih
poo 9ｍｏｌ ／ E 地 塞 米 松 hao ｍe ／ E E y 抗 坏 血 酸 h
a ｍｍｏｌ ／ Eβy甘油磷酸eCAoo μｌ lyj;3 BEＵt 培养基

9ｕｍF)2 ｏ. ｍ19)25ｌ1ｚ501ｏ9 9ｏｄｕｌ)CC5ｐｏｐ0ｏC1C 250)CdＭByi 59ｄ FyLjL ｌ)ｖ)ｌCCdＭByiCFyLjL 59ｄ Ｎｏ0g p ｐ2ｏ0)19 )ｘｐ2)CC1ｏ9
ｌ)ｖ)ｌC ,)2) ｄ)g2)5C)ｄ 19 0 ) g5ｌg1.1)ｄ ＋rsBＴ e2ｏｕｐ 2Ｐ＜o．oa ｏ2 Ｐ＜o．ope． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｎｏ0g p C1e95ｌ19e ｐ50 ,5ｙ ｐ2ｏｍｏ0)C
ｌｕｍF52 ｄ1Cg g5ｌg1.1g501ｏ9 0 2ｏｕe ｐｏC101ｖ) 2)eｕｌ501ｏ9 ｏ. ｏC0)ｏe)91g .5g0ｏ2C．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ Ｎｏ0g p C1e95ｌ19e ｐ50 ,5ｙ； 3C0)ｏe)91g .5g0ｏ2； v5ｌg1.1g501ｏ9 ｏ. 0 ) ｌｕｍF52 ｄ1Cg
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表 C 大鼠基因引物序列

opyrC ight(g c() (20( -B gpe j(2(

inig i 

Fo Fu

图 C 大鼠纤维环细胞的形态学特征C光学
显微镜op００y CprCyrC0rCnrC(r 分别为培
养后 pg２g gFgp０ u 的细胞形态
dhjrC Ｍｏｒｐｈｏｌｏeｉrａｌ rｈａｒａrｔEｒｉlｔｉrl ｏc ｒａｔ
ａｎｎｕｌｕl cｉtｒｏlｕl rEｌｌl ｕｎuEｒ ｌｉeｈｔ ｍｉrｒｏlrｏｐE
Cop００y CprCyrC0rCnrC(r ＴｈE rEｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌn
ｏeｙ ａｔ pg２g gFgp０ uａｙl ａcｔEｒ rｕｌｔｕｒE ｒElｐErn
ｔｉiEｌｙ

大鼠基因 正向引物 反向引物

sＭC.２ ,,LＣLＴ,,ＴＴ,Ｔ,,L,,,ＴＴ ＣLＴＴ,,,LLLＴLＴＴLLL,Ｔ,ＴＣL,Ｃ

tdA,A LLLLＣＣＴ,LＣＣＣ,LＴＣＣＣＴＣ Ｃ,Ｔ,LＣ,ＣL,ＣＴＣＣＴLLL,Ｔ

Ｎｏｔrｈp ,L,ＣＣＴ,,,Ｔ,ＣＣＴ,ＴL,Ｔ, L,L,Ｔ,L,ＣL,,ＴＣLＣL,,Ｔ

,LCgh ＣLLＴＣＣＴ,,,Ｃ,,ＴLＣLLＣＴ ,LＴ,,Ｔ,LＴ,,,ＴＴＴＣＣＣ,Ｔ

C含 p０v胎牛血清y进行诱导培养g诱导钙化e 钙化;
ＬCＳ组： 在钙化诱导液 p 的基础上加 ０．２ ｍe ／ Ｎｏｔrｈp
信号通路的激活剂 ＬCＳe钙化;gLCＴ组：在钙化诱导
液 p 的基础上加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｎｏｔrｈp 信号通路特
异性抑制剂 gLCＴe
Cr ５r C 茜素红染色 实验操作同 p． ．２ 节g 通过染
色观察各组大鼠纤维环细胞矿化结节的变化情况e
Cr ５r ２ 流式细胞术实验 将对数生长期细胞以每

孔 p．２op０６个细胞接种到 ６ 孔板中g２ ｈ 后调整细胞
浓度为每毫升 pop０６个g加入结合缓冲液e 再分别加
入 ５ μｌ LｎｎEｘｉｎ ＶdAＩＴＣ 与 p０ μｌ CＩg混匀g避光孵育
p５ ｍｉｎg 最后再次加入  ００ μｌ 结合缓冲液于流式细
胞仪中检测细胞凋亡情况e
Cr ５r ３ ＥＬＩＳL 实验 按照试剂盒操作说明g检测细
胞中 sＭCd２、tA,A的浓度e
Cr ５r ４ ＷElｔEｒｎ tｌｏｔ 检测 收集对数生长期细胞g
以 p ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎg弃上清置于冰上裂解g利
用 sＣL 蛋白浓度测定试剂盒测定总蛋白浓度g后制
备凝胶进行电泳g电泳结束后转至 CＶgA膜e然后加
入含 ５％脱脂奶粉的封闭液封闭g加入 sＭCd２ Lｎｔｉn
tｏuｙ、tA,A Lｎｔｉtｏuｙ、Ｎｏｔrｈp Lｎｔｉtｏuｙ  ℃孵育过夜g

后加入 ５％脱脂奶粉封闭液稀释二抗g封闭反应gＥn
ＣＬ化学发光显影g镜检e
Cr ６ 观察项目与方法

显微镜镜检观察大鼠纤维环细胞形态g 胶原蛋
白表达 C特征蛋白Ⅱ型胶原蛋白镜检时呈现绿色荧
光y情况及钙化结节数量C细胞计数法进行测量计
算ye 并利用 ＥＬＩＳL、ｑＲＴdCＣＲ 及 ＷElｔEｒｎ tｌｏｔ 测量
相关指标炎症因子gｍＲＮL 及蛋白含量e
Cr ７ 统计学处理

采用 ＳCＳＳ p６．０软件进行统计分析g定量资料以
均数±标准差Cx軃±ｓy表示gＥＬＩＳL、ｑＲＴdCＣＲ 及 ＷElｔn
Eｒｎ tｌｏｔ 所得的数据多组间比较采用 ＯｎE dｗａｙ d
LＮＯLＹ 单因素方差分析g组间比较采用 ＳＮＫ 分析e
以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义e
２ 结果

２r C 钙化诱导剂选择

２r Cr C 大鼠纤维环细胞形态鉴定及荧光鉴定 大

鼠纤维环细胞细胞形态学特征见图 pe 根据图 p 可
知g 细胞培养 p u 后开始进行贴壁g２ u 后数量开始
逐渐增多g u 后部分细胞生出触手向四周蔓延g细
胞多呈菱形gF u 后细胞体积变大相互接合gp０ u 后
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图 C 大鼠纤维环细胞中C型胶原蛋白表达o倒置荧光显微镜p２００y
righC t(ｐｒc))ｉｏｎ ｏ ｔｙｐcC2ｏｌｌａ0cｎ ｉｎ ｒａｔ ａｎｎｕｌｕ)  ｉ-ｒｏ)ｕ) 2cｌｌ) ｕｎBcｒ
ｉｎecｒｔcB  ｌｕｏｒc)2cｎ2c ｍｉ2ｒｏ)2ｏｐc op２００y

图 j iＭng２ 及 -Fouo 对大鼠纤维环细胞矿化结节的影响o茜素红染色p２００y
righj t  c2ｔ) ｏ iＭnF２ ａｎB iFouo ｏｎ ｒａｔ ａｎｎｕｌｕ)  ｉ-ｒｏ-ｌａ)ｔ)oａｌｉdａｒｉｎ ｒcB )ｔａｉｎｉｎ0 p２００ ｕｎBcｒ ｉｎecｒｔcB  ｌｕｏｒc)2cｎ2c ｍｉ2ｒｏ)2ｏｐcy

注e与对照组比较r  El０．０r
图 o 各组细胞中 iＭnF２n-Fouo 及 Ｎｏｔ2ｈr ｍsＮC 的表达
righo ｍsＮC c(ｐｒc))ｉｏｎ ｌcecｌ) ｏ iＭnF２r-Fouo ａｎB Ｎｏｔ2ｈr ｉｎ cａ2ｈ 0ｒｏｕｐ Bcｔc2ｔcB -ｙ .nＣs

表 C 各组细胞中 , LtC 和 dtr.r 含量变化情况o Al y
sedhC v;eｎgｅｓ ｏｆ , LtC eｎｄ ,tr.r ｃｏｎｔｅｎｔｓ iｎ ｅeｃ;

gｒｏｕｐo Al y
单位eｎ0·ＬFr

注e与对照组比较r El０．０r；与 iＭnF２ 组比较r●El０．０５

组别 平行样本量o个y iＭnF２ -Fouo

对照组 ６ r３．５５±r．５０ ８．９６±０．６９

iＭnF２ 组 ６ ５５．r８±５．２４ r７．０６±r．３７ 

-Fouo 组 ６ ３４．８５±２．３８ ● ２９．４３±２．４８ 

对照组 iＭnF２ 组 -Fouo 组

呈铺路石状r铺满瓶底约 ９０％。细胞中能明显看到特
征蛋白C型胶原蛋白的表达o绿色荧光部分yr位于
细胞质o图 ２y。

Ch １h C iＭnF２及 -Fouo 对大鼠纤维环细胞矿化结
节的影响 iＭnF２ 及 -Fouo 对大鼠纤维环细胞矿
化结节的影响见图 ３。 倒置荧光显微镜下显示r相比
于对照组riＭnF２组和 -Fouo 组大鼠纤维环细胞矿
化结节数目明显增加r且 iＭnF２组效果更显著。
Ch １h j tＬＩＳC 检测细胞中 iＭnF２ 和 -Fouo 的浓

度 与对照组比较riＭnF２ 组和 -Fouo 组细胞中
-Fouo含量均显著升高r-Fouo组 iＭnF２ 含量水平
显著降低。 见表 ２。

Ch １h o .nＣs 检测细胞中各种因子基因水平表达
与对照组比较riＭnF２ 组n-Fouo 组细胞中 iＭnF２n
- FouonＮｏｔ2ｈr ｍsＮC 表达水平均显著升高 oE l
０．０ry。 见图 ４。
Ch C Ｎｏｔ2ｈr 信号通路调节成骨因子影响腰椎间盘
钙化的机制研究

Ch Ch １ Ｎｏｔ2ｈr 对各组大鼠纤维环细胞矿化结节的
影响 茜素红染色结果表明r与对照组比较r钙化组
细胞矿化结节显著增多。而与钙化组比较r钙化＋ＬnＳ

对照组 iＭnF２ 组 iFouo 组 对照组 iＭnF２ 组 iFouo 组 对照组 iＭnF２ 组 iFouo 组
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图 C 各组大鼠纤维环细胞矿化结节的变化情况C茜素红染色o２００p
yrigC Ｃｈａｎht( ｏc ｒａｔ ａｎｎｕｌｕ( cｉ)ｒｏ(ｕ( ｍｉｎtｒａｌｉ t2 ｎｏ2ｕｌt( ｉｎ tａ0ｈ hｒｏｕｐ Cａｌｉ ａｒｉｎ ｒt2 (ｔａｉｎｉｎh o２００ ｕｎ2tｒ ｉｎ-tｒｔt2 cｌｕｏｒt(0tｎ0t ｍｉ0ｒｏ(0ｏｐtp

表 2 各组细胞中 0 Bej 及 neyFy 含量变化情况Coundp
Elng2 ctlois. ,L 0 Bej lod 0eyFy A,ohsoh. ro slAt

iv,;ｐCoundp

注：与对照组比较，▲▲Ｐ＜０．０１；与钙化组比较，★Ｐ＜０．０５，★★Ｐ＜０．０１

组别 平行样本数 ／个 ＢＭＰ－２ ／ ｎh·Ｌ－１ )－ＦＧＦ ／ ｎh·Ｌ－１

对照组 ３ １５．５６±１．７１ １０．００±０．７２

钙化组 ３ ４２．６７±３．４７▲▲ ２３．３３±２．１６▲▲

钙化＋ＬＰＳ 组 ３ ５８．００±５．３９★★ ３０．４２±２．７０★★

钙化＋ＤＡＰＴ 组 ３ ３７．２８±２．７３★ １９．００±２．０２★★

对照组 钙化组 钙化＋ＬＰＳ 组 钙化＋ＤＡＰＴ 组

组大鼠纤维环细胞矿化结节数目进一步显著增加，
而钙化＋ＤＡＰＴ 组大鼠纤维环细胞矿化结节数目显
著减少。 见图 ５。
jg jg j Ｎｏｔ0ｈ１ 对各组大鼠细胞凋亡的影响 由流

式细胞术得出各组细胞凋亡情况，与对照组比较，钙
化组细胞凋亡率显著升高CＰ＜０．０１p。 与钙化组比较，
钙化＋ＬＰＳ 组细胞凋亡率进一步显著升高CＰ＜０．０５p，
而钙化＋ＤＡＰＴ组细胞凋亡率显著降低CＰ＜０．０１p。 见
图 ６。
jg jg 2 Ｎｏｔ0ｈ１ 对各组大鼠细胞中 ＢＭＰ－２、)－ＦＧＦ、
Ｎｏｔ0ｈ１的浓度的影响 与对照组比较， 钙化组细胞
中 ＢＭＰ－２、)－ＦＧＦ含量水平均升高CＰ＜０．０１p；与钙化
组比较，钙化＋ＬＰＳ 组细胞中 ＢＭＰ－２、)－ＦＧＦ 含量水
平均进一步升高CＰ＜０．０１p，钙化＋ＤＡＰＴ 组 ＢＭＰ－２、
)－ＦＧＦ 含量水平则均降低CＰ＜０．０５ 或 Ｐ＜０．０１p。 见
表 ３。

jg jg ４ Ｎｏｔ0ｈ１ 对大鼠细胞中各种因子蛋白水平的
表达 与对照组比较， 钙化组纤维环细胞中 ＢＭＰ－
２、)－ＦＧＦ、Ｎｏｔ0ｈ１ 蛋白表达水平显著升高CＰ＜０．０５ 或
Ｐ＜０．０１p； 与钙化组比较， 钙化＋ＬＰＳ 组 ＢＭＰ－２、)－
ＦＧＦ、Ｎｏｔ0ｈ１蛋白表达水平均呈现上升趋势且 ＢＭＰ－
２ 及 Ｎｏｔ0ｈ１ 蛋白表达更显著 CＰ＜０．０５p， 而钙化＋
ＤＡＰＴ 组 ＢＭＰ－２、)－ＦＧＦ、Ｎｏｔ0ｈ１ 蛋白表达水平均降
低，且 ＢＭＰ－２变化更显著CＰ＜０．０５p。 见图 ７。
2 讨论

2g １ 项目开展的意义及研究方向

腰椎间盘钙化是由椎间盘退变引起的， 同时也
被认为是促进椎间盘退变的原因之一。 研究表明［５］，
椎间盘钙化与多种疾病密切相关，如血色素沉着、脊
髓灰质炎、强直性脊柱炎等。由于目前对椎间盘钙化
的作用机制尚不明晰， 因此寻找合适的作用细胞对
于探究椎间盘钙化的机制以及探索新的治疗方法有

着重要的意义［６］。马俊等［７］在进行椎间盘相关机制探

究过程中利用大鼠纤维环细胞的增殖实验， 得出
Ｎｏｔ0ｈ信号能够影响椎间盘纤维环细胞，能够在后期
作为靶点延缓椎间盘相关病变。 徐翔等［８］利用山羊

在进行腰椎间盘摘除术后修复研究中， 以椎间盘纤
维环细胞为切入点， 证实了山羊骨髓间充质干细胞
对纤维环缺损有更好的修复能力。 以上研究表明纤
维环细胞在进行椎间盘疾病探究中应用广泛， 同时
还与 Ｎｏｔ0ｈ 通路有一定的联系， 因此本研究利用椎
间盘纤维环细胞开展实验。

注：与对照组比较，▲▲Ｐ＜０．０１；与钙化组比较，★Ｐ＜０．０５；★★Ｐ＜０．０１
图 ６ Ｎｏｔ0ｈ１ 对各组大鼠细胞凋亡的影响
yrig６ Ｅcct0ｔ ｏc Ｎｏｔ0ｈ１ ｏｎ ａｐｏｐｔｏ(ｉ( ｏc ｒａｔ( ｉｎ tａ0ｈ hｒｏｕｐ

钙
化
＋Ｄ

ＡＰ
Ｔ组

对
照
组

钙
化
组

钙
化
＋Ｌ

ＰＳ
组
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注C与对照组比较opyr０．０５oppyr０．０ig与钙化组比较ohyr０．０５
图 C opyｔpｒｎ gｌｏｔ 检测纤维环细胞中 hＭt(２c g() ) 及 Ｎｏｔ2ｈi 蛋白表达情况及条带图
0-2 C tｒｏｔpｉｎ pBｐｒpyyｉｏｎ ａｎe gａｎe ｍａｐ ｏj hＭt(２og() ) ａｎe Ｎｏｔ2ｈi ｉｎ ａｎｎｕｌｕy jｉgｒｏyｕy 2pｌｌy
epｔp2ｔpe gｙ opyｔpｒｎ gｌｏｔ

i n hＭt(２作为钙化诱导剂的优势
hＭt(２ 在 hＭt 家族中活性较高o 是骨祖细胞

分化发育成骨细胞必不可少的一个炎症因子o 可以
调节椎间盘细胞外基质合成代谢 Fun 相关研究表明
 i０uo在培养的椎间盘细胞中加入 hＭt(２o能够促进
椎间盘细胞d型胶原蛋白的表达量以及多糖分泌量
提高o提示 hＭt(２ 与椎间盘退变以及钙化有较大的
相关性e龚财判等 iiu也在研究中发现 hＭt(２参与了
血管钙化o并与 Ｎｏｔ2ｈi共同作用e 由此可见 hＭt(２
在钙化过程中有较多参与o提示 hＭt(２ 能够促进钙
化eg() )是多功能的细胞生长因子o可以促进成纤
维细胞增殖及分泌r型胶原蛋白o 并且还可以上调
胶原和纤维粘连蛋白的表达水平o 从而加速细胞外
基质合成及沉积o使细胞出现钙化 i２(i３ue 本实验中o
分别利用 hＭt(２cg() ) 两种成骨诱导因子诱导钙
化o从而判断哪种钙化诱导方式更优o为后续实验开
展奠定基础e实验结果表明o两种方式均可诱导细胞
钙化o但是通过茜素红结果可以看到加入 hＭt(２ 诱
导后钙化结节数更多o因此选择 hＭt(２ 进行文章后
续钙化诱导e
i i Ｎｏｔ2ｈi 信号通路与椎间盘钙化以及成骨因子
hＭt(２cg() )的关系

Ｎｏｔ2ｈ 信号通路在脊椎动物和无脊椎动物中都

有较高的表达o 是进化较为保守
的跨膜受体蛋白家族o 近些年研
究发现它与椎间盘钙化有不可分

割的关系 o 使椎间盘钙化的是
hＭt(２ 与 Ｎｏｔ2ｈi 共同作用导致
的结果 iE(i５ue 因此o为了进一步探
究 Ｎｏｔ2ｈi 信号通路与椎间盘钙化
以及成骨因子 hＭt(２cg() ) 的
关系o 本研究在纤维环细胞中加
入了 ltc用来活化 Ｎｏｔ2ｈi 蛋白的
表达 onstＴ 抑制 Ｎｏｔ2ｈi 蛋白的
表达o 从而更好地探究 Ｎｏｔ2ｈi 信
号通路在椎间盘钙化过程中发挥

的重要作用e 实验结果表明o加入
ltc后o细胞钙化结节相较于钙化
组显著升高o 细胞凋亡率显著升
高o而加入 nstＴ 后o纤维环细胞
钙化结节数量明显减少o 并且细
胞凋亡率也大幅下降 o 提 示
Ｎｏｔ2ｈi 信号通路活性与钙化呈正
相关e 并且 Cl.cs 数据说明o当
Ｎｏｔ2ｈi 信号通路活性增强时成骨
因子 hＭt(２cg() ) 含量显著升

高o 而当加入 nstＴ 抑制 Ｎｏｔ2ｈi 信号通路活性时
hＭt(２cg() ) 含量显著降低o 提示 Ｎｏｔ2ｈi 信号通
路在细胞钙化过程中与成骨因子关系密切oＮｏｔ2ｈi
信号通路活性与成骨因子水平呈正相关e opyｔpｒｎ
gｌｏｔ 结果表明加入 ltc 后 Ｎｏｔ2ｈi 信号通路被激活o
hＭt(２cg() )cＮｏｔ2ｈi 蛋白表达水平均呈现上升趋
势o加入 nstＴ 后 Ｎｏｔ2ｈi 信号通路被抑制ohＭt(２c
g() )cＮｏｔ2ｈi 蛋白表达水平均呈现下降趋势o进一
步证实 Ｎｏｔ2ｈi 活性与 hＭt(２cg () ) 活性呈正
相关e

综上所述o本文证实了 Ｎｏｔ2ｈi 信号通路在腰椎
间盘钙化过程中发挥了重要作用o 其作用机制可能
是通过增强体内成骨因子 hＭt(２cg() ) 水平o从
而诱导椎间盘钙化e
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