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论　著

[摘要]　目的　探讨补骨脂素对白细胞介素-1β(IL-1β)和肿瘤坏死因子α(TNF-α)诱导的人髓核细胞(HNPCs)退变

的影响及机制。方法　体外培养HNPCs，用10 ng/ml IL -1β和50 ng/ml TNF-α诱导HNPCs 24 h使其发生退变，设置对

照组、IL-1β+TNF-α组、补骨脂素(10 μmol/L、25 μmol/L和50 μmol/L)组、补骨脂素(25 μmol/L)+S期激酶相关蛋白2 

(SKP2)干扰或过表达组、补骨脂素+甲状旁腺激素相关蛋白(PTHrP)重组蛋白(100 nmol/L)组、补骨脂素+PTHrP重组

蛋白(100 nmol/L)+沉默信号调节子1(SIRT1)激活剂SRT1720(1 μmol/L)组。采用流式细胞术检测髓核细胞凋亡情况；

ELISA法检测髓核细胞中IL-6、基质金属蛋白酶3(MMP-3)和MMP-13的表达水平；DCFDA探针法检测髓核细胞中活性

氧(ROS)的水平；Western blotting检测髓核细胞中SKP2、PTHrP、SIRT1、细胞外基质(ECM)相关蛋白[二型胶原蛋白

(COL Ⅱ)和蛋白聚糖蛋白]的表达水平；蛋白质免疫共沉淀(Co-IP)实验检测SKP2与PTHrP蛋白的相互作用；泛素化实

验检测补骨脂素对SKP2介导的PTHrP泛素化水平的影响。结果　补骨脂素以剂量依赖的方式抑制炎症环境下髓核细胞

凋亡以及IL-6、MMP-3、MMP-13和ROS的生成(P<0.05或P<0.01)，促进SKP2和ECM相关蛋白的表达(P<0.05)。与补骨

脂素+杂乱干扰组比较，补骨脂素+SKP2干扰组SKP2和ECM相关蛋白的表达水平明显降低(P<0.05)，髓核细胞凋亡率、

IL -6、MMP-3、MMP-13和ROS水平明显增高(P<0.05或P<0.01)。Co-IP实验结果显示，SKP2与PTHrP蛋白存在相互作

用。泛素化实验结果显示，与补骨脂素+空载体组比较，补骨脂素+SKP2过表达组PTHrP蛋白表达水平明显降低，SKP2

蛋白表达水平明显升高(P<0.05)。与补骨脂素组比较，补骨脂素+PTHrP重组蛋白组SIRT1和ECM相关蛋白表达水平明

显降低(P<0.05)，髓核细胞凋亡率、IL-6、MMP-3、MMP-13和ROS水平明显升高(P<0.05)；与补骨脂素+PTHrP重组蛋

白组比较，补骨脂素+PTHrP重组蛋白+SRT1720组PTHrP蛋白表达水平无明显变化(P>0.05)，SIRT1和ECM相关蛋白表

达水平明显升高(P<0.05)，髓核细胞凋亡率、IL-6、MMP-3、MMP-13和ROS水平明显降低(P<0.05)。结论　补骨脂素

可通过促进SKP2介导的PTHrP泛素化降解而活化SIRT1，抑制炎症环境下髓核细胞的凋亡。
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect of psoralen on the degeneration of human nucleus pulposus cells (HNPCs) 

induced by interleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis factor α (TNF-α) and its mechanism. Methods　HNPCs were cultured in 

vitro, and HNPCs were stimulated by 10 ng/ml IL-1β and 50 ng/ml TNF-α for 24 hours to induce degeneration. Cells were divided 

into control group, IL-1β+TNF-α group, psoralen (10 μmol/L, 25 μmol/L and 50 μmol/L) group, psoralen (25 μmol/L) + S-phase 

kinase-associated protein 2 (SKP2) interference or over-expression group, psoralen + parathyroid hormone-related protein (PTHrP) 

recombinant protein (100 nmol/L) group, psoralen + PTHrP recombinant protein (100 nmol/L) + silent information regulator 

1 (SIRT1) activator SRT1720 (1 μmol/L) group. The apoptosis of nucleus pulposus cells was detected by flow cytometry; the 

levels of IL-6, MMP-3 and MMP-13 in nucleus pulposus cells were detected by ELISA; the level of reactive oxygen species (ROS) 
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in nucleus pulposus cells was detected by the DCFDA probe method. Western blotting was used to detect the expression levels of 

SKP2, PTHrP, SIRT1 and extracellular matrix (ECM) related protein [type II collagen (COL II) and proteoglycan protein]. Co-

immunoprecipitation (Co-IP) experiment was used to verify the binding of SKP2 and PTHrP, ubiquitination experiment was used 

to analyze the effect of psoralen on SKP2-mediated PTHrP ubiquitination. Results　Psoralen significantly inhibited cell apoptosis, 

the production of IL-6, MMP-3, MMP-13 and ROS (P<0.05 or P<0.01), and promoted the expression of SKP2 and ECM-related 

proteins of HNPCs after IL-1β and TNF-α induction in a dose-dependent manner (P<0.05). Compared with psoralen + scramble 

group, the expression levels of SKP2 and ECM-related proteins were significantly reduced (P<0.05), and the apoptosis rate, the 

levels of IL-6, MMP-3, MMP-13 and ROS were significantly increased in psoralen + SKP2 interference group (P<0.05 or P<0.01). 

The results of the Co-IP experiment showed that SKP2 is directly bound to PTHrP. The results of the ubiquitination experiment 

showed that, compared with psoralen + empty vector group, the expression level of PTHrP protein was significantly decreased, and 

the expression level of SKP2 protein was significantly increased in psoralen + SKP2 over-expression group (P<0.05). Compared with 

psoralen group, the expression levels of SIRT1 and ECM-related proteins were significantly reduced (P<0.05), and the apoptosis rate, 

the levels of IL-6, MMP-3, MMP-13 and ROS were significantly increased in psoralen + PTHrP recombinant protein group (P<0.05). 

Compared with psoralen + PTHrP recombinant protein group, the expression level of PTHrP protein did not change significantly 

(P>0.05), and the expression levels of SIRT1 and ECM-related proteins were significantly increased (P<0.05), the apoptosis rate, 

the levels of IL-6, MMP-3, MMP-13 and ROS were significantly decreased in psoralen + PTHrP recombinant protein + SRT1720 

group (P<0.05). Conclusion　Psoralen can promote SKP2-mediated PTHrP ubiquitination, activate SIRT1, and alleviate NP cell 

apoptosis in an inflammatory environment.
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约 4 0 % 的椎间盘退变 ( i n t e r v e r t e b r a l  d i s c 
degeneration，IDD)患者会出现下腰痛，其中10%的患

者长期处于残疾状态，给正常生活带来极大不便[1]。 
IDD发生时，椎间盘内的细胞可分泌大量炎性因子

[主要包括白细胞介素-1β(interleukin-1β，IL-1β)、肿

瘤坏死因子α(tumor necrosis factor α，TNF-α)等]，
促进椎间盘细胞自噬、衰老和凋亡，进一步加速

IDD[2]。补骨脂素是中药补骨脂的主要有效成分，

有研究发现其对碘乙酸单钠诱导的大鼠骨关节炎疗

效显著[3]，但对于IDD的疗效尚未明确。S期激酶相

关蛋白2(S-phase kinase-associated protein 2，SKP2)是
一种E3泛素连接酶，有研究发现其可抑制IDD时髓

核细胞的凋亡[4]。采用补骨脂素干预晚期皮肤T细

胞淋巴瘤细胞系可促进泛素特异性肽酶(USP)的表

达[5]，且USP可激活SKP2而促进乳腺癌的进展[6]，

由此推测，补骨脂素可能对SKP2具有调控作用。

有研究发现，甲状旁腺激素相关蛋白(parathyroid 
hormone-related protein，PTHrP)在IDD的进展过程

中表达增加[7]。在肿瘤骨转移过程中，补骨脂素可

降低PTHrP蛋白的表达[8]。本研究旨在探讨补骨脂

素对炎症环境下髓核细胞退变的影响及其机制。

1　材料与方法

1 . 1　主要试剂及仪器　补骨脂素购自北京百奥莱

博科技有限公司(货号：BP1041)；IL-1β、TNF-α和
PTHrP重组蛋白购自北京百普赛斯生物科技股份有

限公司；基质金属蛋白酶3(matrix metalloproteinase 3， 
MMP-3)、MMP-13和IL -6 ELISA试剂盒购自德国

Qiagen公司；兔抗人Ⅱ型胶原蛋白(collagen type 2，
Col Ⅱ)和SKP2单克隆抗体一抗购自美国Invitrogen
公司；兔抗人P T Hr P、沉默信号调节子1 (s i l e n t 
information regulator 1，SIRT1)和甘油醛-3-磷酸脱

氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，
GAPDH)多克隆抗体一抗以及兔抗Flag和Myc标签

单克隆抗体一抗购自英国A bcam公司；鼠抗人蛋

白聚糖单克隆抗体一抗和辣根过氧化物酶标记的

兔抗鼠和山羊抗兔二抗购自美国Sigma公司；SKP2
短发夹RNA(shRNA)表达载体、SKP2慢病毒过表

达载体(LV-SKP2)、PTHrP慢病毒过表达载体(LV-
PTHrP)以及对应阴性对照杂乱干扰和空载体购自

美国Merek公司；pR K5质粒、Flag、H A和Myc标
签抗体购自美国Millipore公司；胎牛血清(FBS)购
自美国IBM公司；DMEM培养基、0.25%胰蛋白酶

和HEK293T细胞购自美国Gibco公司；SIRT1激活

剂SRT1720购自美国MedChemExpress公司；碘化

丙啶(propidium iodide，PI)染色液、ECL发光液和

BCA蛋白定量试剂盒购自美国Thermo公司；活性氧

(ROS)检测试剂盒购自北京BioTeke公司。pRK5-Myc-
SKP2、pRK5-Flag-PTHrP和pRK5-HA-Ubiquitin质粒由

上海生工生物工程股份有限公司构建。凝胶成像分

析仪购自广州瑞丰实验设备有限公司；LSM780激光

扫描共聚焦显微镜购自德国蔡司公司。

1 . 2　细胞培养及处理　人髓核细胞株 ( h u m a n 
nucleus pulposus cel ls，HNPCs)购自宁波明舟生

物科技有限公司。HNPCs细胞在含10% FBS和1%
青霉素 -链霉素的D M E M培养基中，置于3 7  ℃、
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内ROS水平。用无菌PBS洗涤细胞2次，将细胞在黑

暗中于37 ℃下用10 μmol/L DCFDA染色20 min，然

后每4 min混合1次。用无血清培养基洗涤细胞3次，

以减少过量DCFDA的干扰。使用LSM780激光扫描

共聚焦显微镜系统检测DCFDA荧光强度。

1 . 7　蛋白质免疫共沉淀 (C o - I P )实验分析S K P 2
与 P T H r P 蛋白的相互作用　使用在线数据库

UbiBrowser(http://ubibrowser.ncpsb.org/ubibrowser/
home/index)预测SKP2与PTHrP蛋白的相互作用。

HEK293T细胞培养于含10% FBS的DMEM培养基

中，待细胞长至80%融合时，分别加入1 mg/ml质
粒[带有Myc标签的SKP2(Myc-SKP2)质粒和带有Flag
标签的PTHrP(Flag-PTHrP)质粒]在饥饿条件下进

行转染，24 h后吸取培养液，加入1 ml PBS并刮取

细胞转移至1.5 ml EP管中；吸取100 μl作为input。
将剩余的细胞悬液在室温下6000 r/min离心2 min，
去上清，加入1 ml细胞裂解缓冲液[20 mmol/L Tris-
HCl (pH 7.5)、150 mmol/L NaCl、1% Triton X-100、
0.5 mmol/L EDTA、0.5 mmol/L DTT]充分混匀，

4 ℃下3000 r/min离心1 min，去上清，加入预冷PBS
重悬，重复3次，加入等体积PBS充分混匀，取适

量预混液加入抗体[兔抗Flag标签抗体一抗(1:30)、
兔抗Myc标签抗体一抗(5 μg/ml)和山羊抗兔二抗

(1:50)]，采用Western blotting检测。

1 . 8 　泛素化实验检测 P T H r P 泛素化水平　

H E K 2 9 3 T细胞转染后，在变性缓冲液 [ 6  m o l / L 
Tris-HCl、0.1 mol/L Na2HPO4/NaH2PO4 (pH 8.0)、
10 mmol/L咪唑]中收集细胞。裂解液与Ni-NTA琼脂

糖珠孵育3 h，然后用变性缓冲液洗涤4次，用低盐

缓冲液[25 mmol/L Tris-HCl(pH 6.8)、20 mmol/L咪
唑]洗涤2次。加入50 μl含200 mmol/L咪唑的2×SDS
蛋白上样缓冲液，95 ℃金属浴15 min。离心取上

清，采用Western blotting检测。

1.9　统计学处理　采用SPSS 22.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步两两比较采用Tukey HSD检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　补骨脂素对炎症环境下髓核细胞退变的影响

　与对照组比较，IL -1β+TNF-α组髓核细胞凋亡

率明显升高，差异有统计学意义(P<0.05)；与IL -
1β+ T N F-α组比较，补骨脂素处理后髓核细胞凋

亡率以剂量依赖的方式降低，差异有统计学意义

(P<0.05)(图1A、B)。与对照组比较，IL-1β+TNF-α
组髓核细胞中IL -6、ROS、MMP-3和MMP-13水平

明显升高，SKP2、Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白表达水平

5% CO 2培养箱中培养，待细胞融合至80%时，用

0.25%胰蛋白酶消化，1:3传代，取对数生长期细胞

进行后续试验。设置对照组、IL -1β+TNF-α组、

补骨脂素(10 μmol/L、2 5  μmol/L和5 0  μmol/L) 
组、补骨脂素( 2 5  μm o l / L) + S K P 2干扰或过表达

组、补骨脂素+ P T Hr P重组蛋白( 1 0 0  n m o l / L)组
与补骨脂素+ P T H r P重组蛋白+沉默信息调节因

子1(silent information regulator 1，SIRT1)激活剂

SRT1720(1 μmol/L)组。对照组：加入等体积Hanks'
溶液；I L -1β+TNF-α组：使用1 0  ng/ml  I L -1β和
50 ng/ml TNF-α诱导培养24 h建立椎间盘退变细胞

模型；补骨脂素组：在IL -1β和TNF-α诱导后，分

别加入10、25、50 μmol/L补骨脂素孵育72 h；补

骨脂素+SKP2干扰或过表达组：分别与20 nmol/L 
SKP2 shRNA或5 μg/ml LV-SKP2转染48 h后，加入补

骨脂素、IL-1β和TNF-α共同孵育48 h，对应的阴性

对照加入等体积杂乱干扰或空载质粒转染48 h；补

骨脂素+PTHrP重组蛋白组：在IL -1β和TNF-α诱导

后，加入25 μmol/L补骨脂素和100 nmol/L PTHrP
重组蛋白共同孵育48 h；补骨脂素+PTHrP重组蛋白

+SRT1720组：同补骨脂素+PTHrP重组蛋白组处理

后，加入1 μmol/L SRT1720(溶于DMSO)孵育48 h。
1 . 3 　流式细胞术检测髓核细胞凋亡情况　将

HNPCs以2×105个/ml的密度接种于培养基中，孵

育72 h，收集细胞。用预冷PBS洗涤3次，将细胞重

悬在含有PI的缓冲液中，室温培养15 min，使用BD 
LSRFortessa细胞分析仪检测细胞凋亡情况。

1 . 4　We s t e r n  b l o t t i n g检测髓核细胞中S K P 2、

PTHrP、SIRT1、Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白的表达水

平　使用R I PA裂解液裂解细胞并提取总蛋白，

使用 B C A 试剂盒测定蛋白浓度。上样 3 0  μ g ，

行1 0 %  S D S - PA G E电泳，将蛋白转移至P V D F膜

上，5%脱脂奶粉封闭1 h，TBST洗膜；加入一抗

SKP2(1:200)、PTHrP(1:500)、SIRT1(1:1000)、
Col Ⅱ(1:2000)、鼠单克隆蛋白聚糖抗体(1:1000)和
GAPDH(1:10000)，4 ℃孵育过夜，TBST洗膜，加

入辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠(1:1000)或山羊抗

兔(1:25 000)二抗，室温孵育2 h，洗膜，加入ECL显
色液显色。以GAPDH为内参，计算目的蛋白表达

水平。目的蛋白表达水平=目的蛋白条带灰度值/内
参GAPDH条带灰度值。

1.5　ELISA法测定髓核细胞中MMP-3、MMP-13和
IL -6的含量　将HNPCs接种于6孔板中(3×106个/
孔)，待细胞处理完成后24 h，收集培养基，使用

ELISA试剂盒测定MMP-3、MMP-13和IL-6的含量。

1.6　DCFDA探针法检测髓核细胞内ROS水平　使

用ROS检测试剂盒，按照说明书步骤测定髓核细胞
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明显降低，差异有统计学意义(P<0.05或P<0.01)；
与IL-1β+TNF-α组比较，补骨脂素处理后髓核细胞

中IL -6、ROS、MMP-3和MMP-13水平以剂量依赖

的方式降低，SKP2、Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白表达

水平以剂量依赖的方式升高，差异有统计学意义

(P<0.05)(图1C–J)。
2.2　补骨脂素调控SKP2蛋白表达对炎症环境下髓

核细胞退变的影响　与IL -1β+TNF-α组比较，补

骨脂素+杂乱干扰组髓核细胞凋亡率明显降低，

差异有统计学意义(P<0.05)；与补骨脂素+杂乱干

扰组比较，补骨脂素+SKP2干扰组髓核细胞凋亡

率明显升高，差异有统计学意义(P<0.05)。与IL -
1β+TNF-α组比较，补骨脂素+杂乱干扰组髓核细

胞中SKP2、Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白表达水平明显

图1　补骨脂素对炎症环境下HNPCs退变的影响

Fig.1　Effects of psoralen on HNPCs degeneration in an inflammatory environment
　　IL -1β. 白细胞介素-1β；TNF-α. 肿瘤坏死因子α；ROS. 活性氧；SKP2. S期激酶相关蛋白2；Col Ⅱ. Ⅱ型胶原蛋白；MMP-3. 基

质金属蛋白酶3；A、B. 流式细胞术检测各组HNPCs凋亡情况；C–E. ELISA法检测各组HNPCs中IL-6、MMP-3和MMP-13表达水平； 

F. DCFDA探针法检测各组HNPCs中ROS水平；G–J. Western blotting检测各组HNPCs中SKP2、Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白的表达水平；与

对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与IL -1β+TNF-α组比较，(3)P<0.05；与补骨脂素10 μmol/L组比较，(4)P<0.05；与补骨脂素

25 μmol/L组比较，(5)P<0.05。
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升高，IL -6、ROS、MMP-3和MMP-13水平明显降

低，差异有统计学意义(P<0.05)。与补骨脂素+杂

乱干扰组比较，补骨脂素+SKP2干扰组髓核细胞中

SKP2、Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白表达水平明显降低，

IL -6、ROS、MMP-3和MMP-13水平明显升高，差

异有统计学意义(P<0.05)(图2)。

2.3　SKP2与PTHrP蛋白的相互作用分析　在线数

据库UbiBrowser预测结果显示，SKP2与PTHrP蛋白

之间存在直接相互作用。Western blotting检测结果

显示，Myc抗体和Flag抗体均检测到SKP2和PTHrP
蛋白的表达，进一步证实了SKP2与PTHrP蛋白的相

互作用(图3)。

图2　SKP2干扰对炎症环境下HNPCs退变和细胞外基质的影响

Fig.2　Effects of SKP2 interference on HNPCs degeneration and extracellular matrix in an inflammatory environment
　　SKP2. S期激酶相关蛋白2；Col Ⅱ. 二型胶原蛋白；IL-1β. 白细胞介素-1β；TNF-α. 肿瘤坏死因子α；IL-6. 白细胞介素-6；MMP-3. 

基质金属蛋白酶3；MMP-13. 基质金属蛋白酶13；A、B. 流式细胞术检测HNPCs凋亡情况；C–E. ELISA法检测HNPCs中IL-6、MMP-3

和MMP-13水平；F. DCFDA探针法检测各组HNPCs中ROS水平；G–J. Western blotting检测HNPCs中SKP2、Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白表达

水平；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与IL-1β+TNF-α组比较，(3)P<0.05；与补骨脂素+杂乱干扰组比较，(4)P<0.05。
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图3　SKP2与PTHrP蛋白的相互作用分析

Fig.3　Analysis of the interaction between SKP2 and PTHrP proteins
　　SKP2. S期激酶相关蛋白2；PTHrP. 甲状旁腺激素相关蛋白；SMURF1. SMAD特异性E3泛素蛋白连接酶1；STUB1. STIP1磷酸化

应激诱导蛋白1；MDM2. 鼠双微体-2；CBL. 钙调磷酸酶B亚基类蛋白；TRAF2. 肿瘤坏死因子受体相关因子2；NEDD4. 神经前体细

胞表达发育调控样基因4；SMURF2. SMAD特异性E3泛素蛋白连接酶2；MNAT1. CAK装配因子；BARD1. BRCA1关联环域1；KLHL3. 

Kelch样家族成员3；BMI1. 多梳复合蛋白；DTX1. E3泛素连接酶Deltex1；GNB1. 鸟嘌呤核苷酸结合蛋白β1亚基；CBLC. Cbl原癌基因

C；TTC3. 四肽重复结构域3；RANBP2. RAN结合蛋白2；GNB2L1. 鸟嘌呤核苷酸结合蛋白β2亚基类似物1；HSPA8. 热休克蛋白家族

A成员8；SYVN1. 滑膜蛋白1；IP. 免疫共沉淀；IB. 免疫印迹；Input. 阳性对照；Myc-SKP2. Myc标记的S期激酶相关蛋白；Flag-PTHrP. 

Flag标记的甲状旁腺激素相关蛋白；anti-Myc. 兔抗Myc标签单克隆抗体一抗；anti-Flag. 兔抗Flag标签单克隆抗体一抗；A. 在线数据库

UbiBrowser预测SKP2与PTHrP蛋白的相互作用；B. Western blotting验证SKP2与PTHrP蛋白的相互作用
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2.4　补骨脂素对SKP2介导的PTHrP泛素化水平的

影响　泛素化实验结果显示，IL -1β和TNF-α诱导

可降低SKP2介导的PTHrP泛素化水平，而添加补骨

脂素可升高SKP2介导的PTHrP泛素化水平(图4A)。
Western blotting检测结果显示，与对照组比较，IL-
1β+TNF-α组髓核细胞中SKP2蛋白表达水平明显降

低，P THrP蛋白表达水平明显升高，差异有统计

学意义(P<0.05)；与IL -1β+TNF-α组比较，补骨脂

素+空载体组髓核细胞中SKP2蛋白表达水平明显升

高，PTHrP蛋白表达水平明显降低，差异有统计学

意义(P<0.05)；与补骨脂素+空载体组比较，补骨

脂素+SKP2过表达组髓核细胞中SKP2蛋白表达水平

明显升高，PTHrP蛋白表达水平明显降低，差异有

统计学意义(P<0.05)(图4B–D)。
2.5　补骨脂素调控P THrP对SIRT1活化和炎症环

境下髓核细胞退变的影响　与对照组比较， I L -
1β+TNF-α组髓核细胞中SIRT1蛋白表达水平明显降

低，差异有统计学意义(P<0.05)。与IL -1β+TNF-α
组比较，补骨脂素组髓核细胞中PTHrP蛋白表达水

平明显降低，SIRT1蛋白表达水平明显升高，差异

有统计学意义(P<0.05)。与补骨脂素组比较，补骨

脂素+PTHrP重组蛋白组髓核细胞凋亡率、ROS、
IL -6、MMP-3、MMP-13和PTHrP蛋白表达水平明

显升高，SIRT1、Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白表达水平

明显降低，差异有统计学意义(P<0.05)。与补骨脂

素+PTHrP重组蛋白组比较，补骨脂素+PTHrP重组

蛋白+SRT1720组髓核细胞中PTHrP蛋白表达水平

无明显变化(P>0.05)，SIRT1、Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋

白表达水平明显升高，细胞凋亡率、ROS、IL -6、
MMP-3、MMP-13水平明显降低，差异有统计学意

义(P<0.05)(图5)。

3　讨　　论

下腰痛是临床常见疾病，而IDD是导致此类疾

病的主要原因 [1,9]。椎间盘主要由髓内核构成，并

被纤维环包围。髓核细胞是髓内核中的主要细胞类

型，负责合成细胞外基质(ECM)成分，包括Col Ⅱ
和蛋白聚糖蛋白[10-11]，这些蛋白是维持椎间盘正常

功能的重要因素。IDD发生时，髓核细胞可分泌大

量炎性因子，如IL-1β和TNF-α等[2]。强烈的炎症反

应导致髓核细胞合成代谢与分解代谢失衡，如分解

代谢因子MMP-3和MMP-13的产生增加，合成代谢

因子Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白的表达受到抑制，导致

髓核细胞过度退变[12]，最终引发或加速IDD进展。

补骨脂素是中药补骨脂的活性成分，既往研

究表明其具有很强的抗炎作用，可有效抑制TNF-α
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图4　补骨脂素调控SKP2介导的PTHrP泛素化

Fig.4　Psoralen in regulation of SKP2-mediated PTHrP ubiquitination
　　SKP2. S期激酶相关蛋白2；PTHrP. 甲状旁腺激素相关蛋白；Flag-PTHrP. Flag标记的甲状旁腺激素相关蛋白；Myc-SKP2. Myc标记

的S期激酶相关蛋白；IL-1β. 白细胞介素-1β；TNF-α. 肿瘤坏死因子α；IP. 免疫共沉淀；anti-Flag. 兔抗Flag标签单克隆抗体一抗；IB. 免

疫印迹；anti-HA. 兔抗HA标签单克隆抗体一抗；anti-Myc. 兔抗Myc标签单克隆抗体一抗；A. 泛素化实验结果；B–D. Western blotting检

测HNPCs中SKP2、PTHrP蛋白表达水平；与对照组比较，(1)P<0.05；与IL-1β+TNF-α组比较，(2)P<0.05；与补骨脂素+空载体组比

较，(3)P<0.05。
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诱导的软骨细胞ECM降解和滑膜细胞炎症反应，

减轻大鼠骨关节炎症状[3]。目前补骨脂素对炎症环

境下髓核细胞功能的影响尚不清楚。本研究采用补

骨脂素干预IL -1β和TNF-α诱导的髓核细胞，结果

显示，细胞炎性因子IL -6、ROS水平及细胞凋亡率

明显降低，Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白表达水平明显增

高，表明髓核细胞ECM降解得到明显改善。有研究

使用补骨脂素与UVA光化学疗法干预皮肤T细胞淋

巴瘤细胞系，发现泛素特异性蛋白酶2(USP2)的表

达水平明显升高[5]。也有研究发现，在退化的椎间

盘样本中，SKP2的表达水平明显降低，且SKP2过
表达可抑制IL -1β诱导的髓核细胞退变，促进髓核

细胞增殖[4]。本研究发现，补骨脂素孵育能有效促

进IL -1β和TNF-α诱导的髓核细胞中SKP2蛋白的表

达，而SKP2下调后髓核细胞凋亡、炎症反应、氧

化应激反应以及ECM降解明显增强。有研究对乳

腺癌骨转移模型小鼠灌服含有补骨脂的汤药，发现

小鼠骨转移灶中细胞因子IL -8和PTHrP蛋白表达水

平明显降低[8]。另有研究发现，IDD进展时PTHrP 
m R N A和蛋白表达水平均明显升高 [ 7 ]。本研究使

用在线数据库UbiBrowser进行预测发现，SKP2与
PTHrP蛋白之间具有直接相互作用，且通过Western 
blotting发现二者可以结合，提示补骨脂素可促进

SKP2介导的PTHrP泛素化。

SIRT1通路能够调节各种细胞生物学过程，包

括凋亡、转录、血管生成和代谢等，参与防止细

胞衰老和延长生物体寿命的一系列生命活动 [13]。

SIRT1通路在IDD进展中的保护作用已被证实[14]。

据报道，SIRT1可抑制c-Fos和c-Jun的磷酸化，从而

抑制IL -1β诱导的髓核细胞退变[15]。有研究发现，

PTHrP基因敲入小鼠骨骼组织中SIRT1蛋白的表达

水平降低 [16]。本研究发现，在退变的髓核细胞中

添加PTHrP重组蛋白可抑制SIRT1蛋白的表达，促

进细胞凋亡、炎症反应、氧化应激和ECM降解，

而SI RT 1通路激活可逆转P T Hr P重组蛋白的作用 
(图6)。
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图5　补骨脂素调控PTHrP表达对SIRT1活化和炎症环境下HNPCs退变的影响

Fig.5　Effects of psoralen regulating the expression of PTHrP on SIRT1 activation and 

the degeneration of HNPCs in an inflammatory environment
　　PTHrP. 甲状旁腺激素相关蛋白；SKP2. S期激酶相关蛋白2；SIRT1. 沉默信号调节子1；

Col Ⅱ. Ⅱ型胶原蛋白；IL-6. 白细胞介素-6；IL-1β. 白细胞介素-1β；TNF-α. 肿瘤坏死因子α；
MMP-3. 基质金属蛋白酶3；MMP-13. 基质金属蛋白酶13；ROS. 活性氧；A–E. Western blotting

检测HNPCs中PTHrP、SKP2、Col Ⅱ和蛋白聚糖蛋白表达水平；F. DCFDA探针法检测HNPCs

中ROS水平；G、H. 流式细胞术检测HNPCs凋亡情况；I–K . ELISA法检测HNPCs中IL -6、

MMP-3和MMP-13水平；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与IL-1β+TNF-α组比较，(3)

P<0.05；与补骨脂素组比较，(4)P<0.05；与补骨脂素+ PTHrP重组蛋白组比较，(5)P<0.05。
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综上所述，本研究结果表明，补骨脂素可通

过促进SKP2介导的PTHrP蛋白泛素化降解，激活

SIRT1通路，缓解炎症环境下髓核细胞的退变。
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