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Sirt1通过调控髓核细胞组蛋白H3K18乳酸化参与椎间盘退变的机制研究
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［摘要］ 目的 探究沉默信息调节蛋白 1（sirtuin 1，Sirt1）调节 H3K18乳酸化（H3K18la）对髓核细

胞（nucleus pulposus cells，NPCs）的影响以及在椎间盘退变（intervertebral disc degeneration，IVDD）中的

作用。方法 构建大鼠尾椎椎间盘针刺诱导退变（puncture-induced intervertebral disc degeneration，
PIDD）模型；并通过组织学染色、生化检测、流式细胞术与蛋白质免疫印迹（Western blot）评估正常对照

（NC）组和针刺退变（PIDD）组椎间盘退变程度及乳酸（La）、丙二醛（MDA）、活性氧（ROS）、H3K18la 与

Sirt1表达水平；在NPCs中，分别采用梯度浓度La处理及慢病毒介导的 Sirt1敲低与过表达，通过免疫荧

光与生化检测分析 H3K18la、ROS 与 MDA 水平；利用靶向切割与转座标记（cleavage under targets and 
tagmentation，CUT&Tag）技术及生物信息技术分析 H3K18la 调控的基因及相关通路；24 只大鼠均分为

4 个分组：正常对照（NC）组、针刺退变（PIDD）组、针刺治疗（PIDD+oe-Sirt1）组、针刺病毒对照（PIDD+
Vector）组，验证过表达 Sirt1对椎间盘退变的干预作用。结果 与NC组相比，PIDD组组织学评分、La、
ROS及MDA水平均显著升高（P<0. 01），同时，PIDD组中H3K18la表达升高（P<0. 01），而 Sirt1表达下降

（P<0. 01）；在细胞实验中，H3K18la、ROS及MDA水平随La浓度增加呈浓度依赖性升高；Sirt1过表达可

降低H3K18la表达（P<0. 01），敲低则使其升高（P<0. 01）；CUT&Tag技术检测提示H3K18la可能调控髓

核细胞氧化应激；在动物实验中，与PIDD组及PIDD+Vector组相比，PIDD+oe-Sirt1组组织学评分、ROS、
H3K18la及 MDA水平均显著降低（P<0. 01）。结论 退变椎间盘中 Sirt1的表达明显下降，Sirt1是组蛋

白H3K18la去乳酸化修饰酶，Sirt1调控的组蛋白H3K18la的乳酸化修饰可能调节髓核细胞氧化应激，进

而调控椎间盘退变。
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Sirt1 is involved in intervertebral disc degeneration via regulating histone H3K18 
lactylation in nucleus pulposus cells
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［Abstract］ Objective To explore the effect of Sirtuin 1 (Sirt1) on nucleus pulposus cells (NPCs) by 
regulating histone H3K18 lactylation and its implications for intervertebral disc degeneration (IVDD).  
Methods Puncture-induced intervertebral disc degeneration (PIDD) was modeled in the rat caudal vertebrae.  
The severity of disc degeneration was evaluated, and the expression levels of lactic acid (La), malondialdehyde 
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(MDA), reactive oxygen species (ROS), H3K18la, and Sirt1 were detected in both the normal control (NC) 
group and the PIDD group using histopathological staining, biochemical assay, flow cytometry, and Western 
blot analysis.  Gradient concentrations of La were used to treat NPCs, and Sirt1 was knocked down or 
overexpressed via lentiviral transduction.  Changes in H3K18la, ROS, and MDA levels were analyzed by 
immunofluorescence and biochemical assays.  The genes regulated by H3K18la and their associated pathways 
were identified using Cleavage Under Targets and Tagmentation (CUT&Tag) and bioinformatic analyses.  Then 
24 rats were assigned into normal control (NC), PIDD, PIDD with Sirt1 overexpression (PIDD+oe-Sirt1), and 
PIDD with viral control (PIDD+Vector) groups, in order to assess the therapeutic effect of Sirt1 overexpression 
on intervertebral disc degeneration. Results　The PIDD group had significantly higher histological scores 
and elevated levels of La, ROS, and MDA, and enhanced expression of H3K18la but decreased Sirt1 
expression when compared with the NC group (P<0. 01).  In cellular experiments, H3K18la, ROS, and MDA 
levels were in a concentration-dependent increase with the increments of La concentration.  Sirt1 
overexpression significantly reduced H3K18la expression (P<0. 01), whereas its knockdown conversely 
increased it (P<0. 01).  CUT&Tag analysis indicated that H3K18la plays a regulatory role in oxidative stress in 
NPCs.  In animal experiments, the PIDD+oe-Sirt1 group exhibited significantly lower histological scores, along 
with reduced levels of ROS, H3K18la, and MDA in comparison to the PIDD and PIDD+Vector groups 
(P<0. 01).  Conclusion The expression of Sirt1 is significantly decreased in degenerative intervertebral discs.  
As a delactylase for histone H3K18la, Sirt1 may play a critical role in intervertebral disc degeneration by 
modulating oxidative stress in nucleus pulposus cells through H3K18la lactylation.  

［Key words］ intervertebral disc degeneration； Sirt1； H3K18 lactylation； nucleus pulposus cells
Supported by the National Natural Science Foundation of China （82472517， 82472445） and the Natural Science Foundation of Chongqing （CSTB2024NSCQ-

KJFZMSX0052）.  Corresponding authors： LIU Minghan， E-mail： liuminghan@tmmu. edu. cn； LI Changqing， E-mail： changqli@tmmu. edu. cn

椎 间 盘 退 变（intervertebral disc degeneration，
IVDD）是全球慢性腰背痛的主要原因之一，它严重影

响生活质量，并造成沉重的社会和经济负担［1］。氧化

应激损伤是椎间盘退变的核心病理机制：活性氧的过

度积累可诱导髓核细胞凋亡，触发细胞外基质进行性

降解，并激活炎症级联反应，共同驱动椎间盘退变的

病理进展［2-3］。然而，氧化应激的上游调控机制尚未

完全阐明。近期研究表明，在退变椎间盘组织中，髓

核细胞糖酵解代谢途径显著活化，其代谢产物乳酸除

作为能量代谢副产物外，同时充当组蛋白乳酸化修饰

的关键底物，乳酸驱动的组蛋白乳酸化可通过表观遗

传调控机制参与椎间盘退变的病理进程［4］。组蛋白乳

酸化修饰广泛存在于所有 4 种核心组蛋白（H2A、

H2B、H3 和 H4）上，且类型众多，其中以 H3K18la 和
H4K12la两个位点的研究最为广泛［5］。组蛋白乳酸化

作为一种酶促反应，不同类型组蛋白乳酸化由不同的

“writer”乳 酰 基 转 移 酶 如 P300、CBP、AARS1，及

“eraser”组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶（histone deacetylases，
HDACs）、沉默信息调节蛋白（sirtuin， Sirt）等调节［6-9］。
Sirt家族作为NAD⁺依赖性的去乙酰化酶，在延缓细胞

衰老与抑制组织退变中发挥关键的保护作用，已被广

泛认定为重要的抗退变调控因子［10-11］。研究表明，

Sirt3 可通过调控 H3K9la 抑制食管癌的进展［12］。然

而，在椎间盘退变过程中，究竟是何种酶扮演着组蛋

白乳酸化“eraser”的关键角色，以及其具体调控的组

蛋白位点，尚需进一步阐明。因此，本研究旨在通过

体外实验结合椎间盘退变模型，验证 Sirt1表达下调与

H3K18la 修饰水平升高之间的关系，并进一步探究

H3K18la 是否通过特异性富集于氧化应激相关通路，

从而促进髓核细胞损伤并加速椎间盘退变进程。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

本研究选用的 8 周龄 SD 雄性大鼠 72 只，体质量

230~250 g，分别用于尾椎椎间盘退变造模（50只）、髓

核组织提取（10只）和髓核原代细胞提取（12只），实验

动物均来自陆军军医大学实验动物中心。整个动物

实验过程严格按伦理规范执行，且获得陆军军医大学

第二附属医院伦理委员会批准（AMUWEC20234648）。
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1. 2　尾椎针刺造模

采用尾椎间盘穿刺法构建PIDD模型。SD大鼠以

2% 戊巴比妥钠（40 mg/kg）麻醉，术区碘伏消毒后，使

用灭菌 1 mL 注射器针头垂直穿刺目标椎间隙（深度

5 mm），旋转 2圈并维持 30 s后拔针，再次消毒。具体

分组如下：①20只大鼠于4/5、5/6、6/7椎间盘穿刺；②6只
大鼠分为正常（NC）与针刺退变（PIDD）组（n=3），仅穿

刺 5/6椎间盘；③24只大鼠分为 4组（n=6）：NC、PIDD、

PIDD+oe-Sirt1、PIDD+Vector，穿刺 4/5、5/6、6/7椎间盘，

造模后，对 PIDD+oe-Sirt1 组和 PIDD+Vector 组分别于

穿刺椎间盘内注射 2 μL过表达 Sirt1慢病毒或空载病

毒。各组均于术后 3周过量麻醉处死，进行髓核组织、

原代细胞提取以及收取椎间盘进行后续分析。

1. 3　髓核组织及原代细胞提取

取22只SD雄性大鼠（10只用于髓核组织提取，12只
用于髓核原代细胞提取），用 2% 戊巴比妥钠麻醉处

死，获取尾巴置于碘伏内浸泡 15 min，无菌条件下，除

去皮肤、肌腱等附属组织，髓核组织提取：每只取 3节

段尾椎间盘中胶冻样髓核组织，然后使用超声波匀浆

机（M3000，BioLogics，美国）提取匀浆物，将匀浆物离

心以收集上清液用于后续 MDA、La检测；髓核原代细

胞提取：每只取 3节段尾椎间盘中胶冻样髓核组织，然

后用Ⅱ型胶原酶在 37 ℃下消化 1 h，随后在室温下以

400 ×g离心 5 min，取部分细胞用于 ROS流式检测，其

余 细 胞 在 含 有 10% FBS 和 1% 青 霉 素/链 霉 素 的

DMEM/F12 中培养，温度为 37 ℃，CO2浓度为 5%。每

日观察细胞状态，细胞贴壁后每 3 d更换一次培养基。

当细胞汇合度至 80%~90% 时，利用 0. 25% 胰蛋白酶

消化细胞并进行传代培养，取 3代以前髓核细胞被用

于后续相关实验。

1. 4　La处理NPCs
根据BARTELS［13］、ZHANG［14］的研究结论，本研究

用PBS将乳酸试剂（L6402-5G，Sigma-Aldrich，德国）配

成 2、6、10 mmol/L La 溶液，以模拟退变椎间盘中乳酸

浓度，根据实验分组，分别用上述 La 溶液处理 NPCs，
48 h后进行后续的ROS、MDA及Western blot检测。

1. 5　MDA检测

用丙二醛（MDA）检测试剂盒（S0131M，Beyotime，
中国）测定髓核组织匀浆上清液、NPCs裂解液中MDA
水平。向上清液、裂解液中加入 TBA 检测溶液，然后

使用分光光度计测量 532 nm 处的光密度。根据标准

曲线计算每个样品的 MDA 含量，然后通过 BCA 法测

定样品的蛋白含量。所有实验结果均根据每个样品

的蛋白含量进行标准化。

1. 6　La含量测定

使用乳酸测定试剂盒（BC2235，Solarbio，中国）测

量髓核组织匀浆上清液中的乳酸含量。通过逐级稀

释储备标准液制备标准品。将反应混合物加入标准

品和样品的每个孔中。在微孔板读数仪上于 D（570）
处测量输出值。根据标准曲线计算样品孔中乳酸的

含量。

1. 7　ROS检测

使用活性氧（ROS）检测试剂盒（CA1410，Solarbio，
中国）。所有程序按照制造商的说明进行。原代细胞

加入 10 μmol/L DCFH-DA，37 ℃避光孵育 20 min，用无

血清培养基洗涤 3次，流式细胞仪（Gallios，美国）检测

和 FlowJo 分析；培养后的贴壁 NPCs 用 PBS 洗涤 3 次，

每孔使用 10 μmol/L DCFH-DA，37 ℃避光孵育 20 min，
每 4 min混匀 1次。用无血清培养基洗涤 3次，荧光显

微镜采集图像，用 ImageJ软件进行分析。

1. 8　慢病毒转染

将慢病毒转染的髓核细胞分为 3 组：病毒空载

（Vector）组、Sirt1敲低（sh-Sirt1）组、Sirt1过表达（oe-Sirt1）
组。病毒购于Genechem Co.（上海，中国）。根据公司

提供的方案，将NPCs（1×105/孔）接种于 6孔板内，培养

至细胞汇合度为 70%~80% 时，选择 MOI 为 25 进行慢

病毒转染。培育48 h后，加入5 μg/mL嘌呤霉素（MCE，
New Jersey，美 国），筛 选 稳 定 转 染 的 髓 核 细 胞 。

Western blot 检测 Sirt1 的相对水平，验证病毒转染

效果。

1. 9　Western blot检测

收集尾椎椎间盘髓核组织、NPCs，使用RIPA裂解

液（PC103，Epizyme，中国）及 1% 通用蛋白酶抑制剂

（组织样本匀浆处理），冰上裂解 NPCs 30 min，4 ℃、

12 000 r/min离心 15 min取上清。通过 BCA 蛋白测定

试剂盒（增强型，P0009，Beyotime，中国）定量蛋白浓

度，并加入Omni-Easy™蛋白样本加载缓冲液（LT101S，
Epizyme，中国）。用 12. 5% SDS-PAGE进行电泳分离，

并将蛋白随后转移到 0. 2 μm PDVF 膜（ISEQ00010，
Merck Millipore，中国）上。随后，用 10% 脱脂牛奶封

闭膜 1 h，并用 TBST 缓冲盐水洗涤 3 次。一抗使用如

下：① 景杰生物（中国）：H3K14la（PTM-1414RM）、

H3K18la（PTM-1427RM）、H3K56la（PTM-1421RM）、

H4K5la（PTM-1407RM）、H4K12la（PTM-1411RM）、
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H3（PTM-1001RM）；② Protein-tech（中 国）：Sirt1
（13161-1-AP）、Sirt2（19655-1-AP）、Sirt3（10099-1-

AP）、HDAC1（10197-1-AP）、HDAC2（12922-3-AP）、

HDAC3（10255-1-AP）、β-actin（66009-1-Ig）。4 ℃过夜

孵育，二抗用抗兔（AS014，ABclonal，中国）、抗鼠

（SA00001-1，Protein-tech，中国）室温孵育 1h，免疫反

应条带 Omni-ECL ™ 超灵敏化学发光检测试剂盒

（SQ201，Epizyme，中国）和 ChemiDoc 成像系统（Bio-

Rad）进行成像。用 ImageJ软件进行灰度值分析。

1. 10　免疫荧光

NPCs接种于 24孔板中，经过一系列处理步骤后，

4% 多聚甲醛固定 15 min，用 PBS 清洗 3 次，通透溶液

（P0095-500 mL，Beyotime，中国）通透 10 min，封闭液

（P0101，Beyotime，中国）封闭 10 min。细胞在 4 ℃下与

H3K18la（PTM-1427RM，景杰生物，中国）一抗孵育过

夜。然后，细胞与二抗（P0176，Beyotime，中国）孵育1 h。
最后用 4’，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）进行核染色。

使用荧光显微镜拍摄图像，并用 ImageJ 软件进行

分析。

1. 11　组织切片及染色

大鼠椎间盘样本在手术 3周后收集，组织用 4%多

聚甲醛固定 48 h，然后脱钙 2 周，进行石蜡包埋和切

片。利用苏木精伊红（HE）染色试剂盒（G1120，
Solarbio，中国）和改良的番红固绿（safranin O-fast 
green，SO&FG）染色试剂盒（G1371，Solarbio，中国）对

切片进行染色。使用正置光学显微镜（Olympus，
Tokyo，日本）采集图像。

1. 12　组织学评分

根据 LAI［15］提出的椎间盘退变组织学分级标准，

对大鼠椎间盘进行评分，包括以下 8个方面：①髓核形

状；②髓核面积占比；③髓核细胞数量；④髓核细胞形

态；⑤髓核与纤维环边界清晰度；⑥纤维环层状形态；

⑦纤维环断裂程度；⑧终板完整性。每个项目按程度

轻重分别计0、1或2分。

1. 13　CUT&Tag测序

CUT&Tag 由爱基百客有限公司（中国武汉）使用

Illumina的Hyperactive Universal CUT&Tag检测试剂盒

（Vazyme）进行。NPCs与刀豆蛋白 A涂层珠结合。在

用一抗 H3K18la（PTM-1427RM，景杰生物，中国）渗透

和孵育后，用 pA-Tn5 转座酶精确标记 DNA，并通过

PCR 富 集 以 创 建 测 序 就 绪 文 库 。 使 用 Illumina 
Novaseq 平台对文库制备物进行测序，并产生 150 bp

的成对末端读数。

1. 14　统计学分析

使用 GraphPad Prism 8. 0进行统计分析和统计图

绘制，结果以 x̄±s 表示。每个实验至少重复 3 次。多

组间统计比较采用单因素方差分析，两组间比较采用

t检验。P<0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　大鼠退变髓核组织中线粒体氧化应激损伤标志

物显著蓄积，同时伴随乳酸代谢异常及 H3K18la
修饰水平上调

造模后 3周，对NC组与PIDD组椎间盘组织行HE
及 SO&FG染色显示：PIDD组椎间盘层次结构紊乱，纤

维环呈现不规则断裂，髓核区域蛋白聚糖含量显著降

低（图 1A），组织学评分较 NC 组显著升高（P<0. 01，
图 1B）。与 NC 组相比，PIDD 组髓核组织的 ROS 含量

明显升高（P<0. 01，图 1C、D），La 含量明显升高（P<

0. 01，图 1E），MDA 含量也明显升高（P<0. 01，图 1F），

H3K18la的表达显著增加（P<0. 01，图1G、H）。

2. 2　乳酸处理促进髓核细胞组蛋白 H3K18 乳酸化并

诱导线粒体氧化应激损伤

采用不同浓度（2、6、10 mmol/L）La处理髓核细胞，

蛋白质印迹法检测结果显示，H3K18la的表达随 La浓
度升高呈浓度依赖性升高（P<0. 01，图 2A、B）；同时，

细胞内ROS和MDA含量亦随La浓度升高而显著增加

（P<0. 01，图2C~E）。

2. 3　大鼠退变髓核组织Sirt1表达降低

造模后 3周，本研究检测既往报道的组蛋白去乳

酸化酶 Sirt1-3和HDAC1-3在髓核组织中的表达情况。

蛋白质印迹结果显示，与NC组相比，PIDD组髓核组织

中Sirt1表达显著降低（P<0. 01，图3A、B）。

2. 4　Sirt1 降低髓核细胞组蛋白 H3K18la 水平并减轻

线粒体氧化应激损伤

为验证 Sirt1 对 H3K18la 是否具有去乳酸化修饰

作用，本研究构建了 Sirt1 过表达（oe-Sirt1）慢病毒和

Sirt1 敲低（sh-Sirt1）慢病毒，并分别转染至髓核细胞

（图 4A、B），然后利用 10 mmol/L La 处理。结果显示，

与单纯 La 处理组相比，oe-Sirt1 组的髓核细胞中

H3K18la、ROS 及 MDA 水平均显著降低，而 sh-Sirt1 组

则显著升高（P<0. 01，图 4C~G），表明 Sirt1降低髓核细

胞组蛋白H3K18la水平并减轻线粒体氧化应激损伤。
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A： Representative images of HE and SO&FG staining in the NC and PIDD groups； B： Statistic analysis of histological scores in the 2 
groups； C： ROS levels in primary nucleus pulposus cells by flow cytometry； D： Quantitative analysis of ROS levels in the 2 groups； 
E： Quantitative analysis of MDA levels in the 2 groups； F： Quantitative analysis of La levels in the 2 groups； G， H： Representative 
Western blot images and quantitative analysis of histone lactylation sites in the 2 groups.  NC： Normal control； PIDD： Puncture-

induced intervertebral disc degeneration； ROS： Reactive oxygen species； MDA： Malondialdehyde； La： Lactic acid.  a： P<0. 01
图1　退变髓核组织中发生氧化应激损伤，伴随着乳酸和H3K18la上调

Figure 1　Oxidative stress injury in degenerated nucleus pulposus tissue， along with increases of lactic acid and H3K18la
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A， B： Representative Western blot images and quantitative analysis of H3K18la expression in response to different 
concentrations of lactic acid； C， D： Representative fluorescence image and quantitative analysis of ROS levels in response to 
different concentrations of lactic acid； E： Quantitative analysis of MDA levels in response to different concentrations of lactic 
acid.  ROS： Reactive oxygen species； MDA： Malondialdehyde.  a： P<0. 01， b： P<0. 05

图2　乳酸促进H3K18la伴随着髓核细胞氧化应激损伤

Figure 2　Lactic acid treatment promotes H3K18la expression， along with oxidative stress injury in nucleus pulposus cells
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A， B： Representative Western blot images and quantitative analysis of Sirt1-3 and HDAC1-3 protein levels in the NC and PIDD 
groups.  NC： Normal control； PIDD： Puncture-induced intervertebral disc degeneration.  a： P<0. 01

图3　退变髓核组织Sirt1表达降低

Figure 3　Downregulation of Sirt1 in degenerated nucleus pulposus tissue
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A， B： Representative Western blot analysis of Sirt1 expression following viral transfection； C， D： Representative 
immunofluorescence image and quantitative analysis of H3K18la levels in response to different treatments； E， F： Representative 
fluorescence image and quantitative analysis of ROS levels in response to different treatments； G： Quantitative analysis of MDA 
levels in response to different treatments.  ROS： Reactive oxygen species； MDA： Malondialdehyde.  a： P<0. 01， b： P<0. 05

图4　Sirt1降低H3K18la水平并减轻氧化应激损伤
Figure 4　Sirt1 attenuates H3K18la levels and mitigates oxidative stress injury
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2. 5　H3K18la修饰激活髓核细胞的氧化应激

为 进 一 步 探 究 IVDD 中 Sirt1 是 否 通 过 调 控

H3K18la 修饰影响髓核细胞氧化应激，本研究采用针

对 H3K18la 的抗体，对 NC 组和 sh-Sirt1 组的髓核细胞

进行 CUT&Tag测序分析，以初步筛选潜在的 H3K18la
下游靶基因。CUT&Tag测序结果显示，在转录起始位

点（TSS）区域，sh-Sirt1 组的 H3K18la 信号富集强度显

著高于NC组（图 5A）。本研究在NC组和 sh-Sirt1组中
分别鉴定出56 399和70 887个高质量的H3K18la结合
峰（图 5B）。对这些峰进行基因组注释发现，sh-Sirt1
组的结合峰共关联到 18 601 个基因，其中包含 1 837
个 sh-Sirt1组特有的差异结合峰关联基因（图 5C）。。基

因本体（GO）生物过程富集分析显示，这些 sh-Sirt1 组
特有的差异结合峰关联基因显著富集于氧化应激相

关生物过程（图 5D）。进一步分析该氧化应激通路中

富集前 10的基因（图 5E），其中包括 CYP1B1、KEAP1、
TP53、ATOX1、DUOX1 和 UCP1 等已知的促氧化应激

基因。结果提示，敲低 Sirt1可能通过增强H3K18乳酸

化修饰水平，进而加剧髓核细胞的线粒体氧化应激水

平。然而，这些候选基因与 H3K18la的特异性结合及

其确切的转录调控关系，仍需通过 ChIP-qPCR等技术

在特定基因位点上进行验证，并结合基因表达水平分

析来最终确认。

E D 

A 
C 

B 

A： Enrichment of H3K18la peaks within ±2 kb of the transcription start site in NC and sh-Sirt1 groups； B： Number of H3K18la 
peaks in the 2 groups； C： Number of genes associated with H3K18la peaks in the 2 groups； D： GO enrichment analysis of 
genes associated with sh-Sirt1-specific H3K18la peaks； E： Top 10 enriched genes for the GO term of oxidative stress response

图5　H3K18la修饰激活髓核细胞的氧化应激

Figure 5　H3K18la modification promotes oxidative stress in nucleus pulposus cells
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2. 6　Sirt1过表达慢病毒降低H3K18la并延缓椎间盘退变

为验证 Sirt1 是否可以降低 H3K18la 以发挥延缓

椎间盘退变的作用，本研究将 oe-Sirt1慢病毒用于大鼠

尾椎针刺诱导的椎间盘退变模型的干预治疗。对大

鼠椎间盘石蜡切片进行HE和 SO&FG染色分析发现，

与 PIDD 组及 PIDD+Vector 组相比，PIDD+oe-Sirt1 组

的椎间盘退变程度显著减轻，组织学评分显著降低

（P<0. 01，图 6A、B），H3K18la 表达明显下降（P<0. 01，
图 6C、D）。此外，PIDD+oe-Sirt1组椎间盘组织中 ROS
和MDA水平亦显著降低（P<0. 01，图6E~G）。

3　讨论

3. 1　H3K18la作为 IVDD的代谢-表观遗传驱动因素

椎间盘退变过程中乳酸不断累积，主要由缺氧微

环境下糖酵解途径增强所致［16］。传统观点认为乳酸

仅是一种代谢终产物。然而，2019年赵英明教授团队

首次报道乳酸可作为组蛋白乳酸化修饰的底物，提示

其具有表观遗传调控因子的功能［17］。近期研究表明

H3K18 位点发生乳酸化与椎间盘退变密切相关［18］。
本研究发现，H3K18位点乳酸化是髓核细胞氧化应激
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A： Representative images of HE and SO&FG staining in the NC， PIDD， PIDD+Vector and PIDD+oe-Sirt1 groups； B： Statistic 
analysis of histological scores in each groups； C： Representative Western blot images of H3K18la levels in each groups； D： Quantitative 
analysis of H3K18la expression in each groups； E： ROS levels in primary nucleus pulposus cells by flow cytometry in each groups； 
F： Quantitative analysis of ROS levels in each groups； G： Quantitative analysis of MDA levels in each groups.  ROS： Reactive oxygen 
species； MDA： Malondialdehyde.  a： P<0. 01

图6　Sirt1过表达抑制H3K18la，延缓椎间盘退变

Figure 6　Sirt1 overexpression attenuates H3K18la and alleviates intervertebral disc degeneration
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的关键调控因子，与该研究报道一致。通过检测退变

椎间盘组织中多个组蛋白位点的乳酸化修饰水平，本

研究发现H3K18la水平呈现特异性升高。为进一步探

索其下游机制，本研究通过对 H3K18la特异性抗体的

CUT&Tag测序进行全基因组范围的初步筛选，结果显

示在 Sirt1敲低背景下，H3K18la广泛富集于众多氧化

应激相关基因的调控区域。为验证其功能，本研究通

过敲低 Sirt1 以升高 H3K18la 水平，结果显示细胞内

ROS 和 MDA 水平显著升高。这些综合证据提示，

H3K18la可能作为椎间盘中代谢与表观遗传调控的连

接 枢 纽 ，加 速 了 椎 间 盘 退 变 。 值 得 指 出 的 是 ，

CUT&Tag 筛选出的特定氧化应激基因（如 CYP1B1、
KEAP1 等）与 H3K18la 的直接结合及其功能性影响，

是未来研究工作需要重点验证的方向。

3. 2　Sirt1是调控髓核细胞氧化应激的关键去乳酸化酶

Sirt家族是一类依赖NAD+的去乙酰化酶，近年来

研究发现 Sirt 家族成员 Sirt1-3 具有去乳酸化酶活

性［9，19］。本研究结果发现，在髓核细胞中过表达 Sirt1
可显著降低H3K18la水平，并伴随ROS及MDA含量下

降；相反，敲低 Sirt1则使H3K18la水平显著升高，同时

ROS与 MDA 水平也明显上升。这些细胞水平的实验

结果间接支持了 Sirt1对H3K18la的调控作用。然而，

Sirt1直接催化 H3K18la去修饰的酶学活性，仍需后续

通过纯化的酶与底物在体外进行验证以提供直接证

据。同时既往研究表明，Sirt1在椎间盘退变过程中作

为氧化应激的关键调控因子发挥重要作用［20-22］。本

研究在此基础上，通过对退变髓核组织的分析，进一

步揭示了 Sirt1 可能通过一种新型表观遗传学机制发

挥作用。本研究检测了 Sirt家族及HDAC家族中已知

的核心去乳酸化酶，发现仅 Sirt1在退变髓核组织中呈

现显著下调，而HDAC1-3及 Sirt2-3的表达并无显著变

化。这一结果提示，在椎间盘这一特定的代谢微环境

中，Sirt1可能是调控H3K18乳酸化水平的关键酶。已

有研究报道，不同组织或病理状态下，去乳酸化酶的

作用存在特异性，Sirt1被证实是胃癌中组蛋白H3K18
乳酸化的关键去乳酸化酶［23］，而 Sirt3则在食管鳞癌中

被发现是组蛋白 H3K9乳酸化的特异性“擦除器”［12］。
因此，本研究推测在椎间盘中，独特的缺氧、高乳酸微

环境可能塑造了其特异的表观遗传调控模式，其中

Sirt1 的下调是核心环节。这种下调作用在高乳酸微

环境中加剧了 H3K18la的异常累积，进而可能激活髓

核细胞中促氧化应激相关基因的表达，最终促进椎间

盘退变进程。当然，Sirt 家族其他成员以及 HDAC 家

族在椎间盘退变中是否扮演了 Sirt1 之外的冗余或互

补角色，其具体机制有待进一步探究。

3. 3　靶向Sirt1-H3K18la-氧化应激轴的疗法意义

本研究通过体内外实验，揭示了 Sirt1-H3K18la-氧

化应激调控轴在椎间盘退变中的潜在作用，在大鼠针

刺诱导的椎间盘退变模型中的实验结果表明，慢病毒

载体介导的 Sirt1 过表达可显著抑制椎间盘组织中

H3K18la 修饰水平，减少活性氧（ROS）与丙二醛

（MDA）的生成，并明显改善组织学评分。本研究与既

往报道中 Sirt1 激动剂可缓解椎间盘退变的结论相一

致［24-26］，然而，本研究采用慢病毒介导的基因治疗方

法，实现了 Sirt1在体内的稳定过表达。相比于该靶点

常用的小分子激动剂，此种基因治疗策略的独特价值

在于其持久性与精准性：通过一次干预即可长期、稳

定地增强 Sirt1功能，并能规避小分子药物常见的脱靶

风险。尽管如此，该方法仍存在若干需进一步解决的

问题，例如椎间盘内致密组织结构导致的慢病毒转染

效率偏低、慢病毒潜在的生物安全风险，以及可能引

发的体内免疫反应等。

综上，本研究结果表明，Sirt1在 IVDD进程中可能

扮演着关键的去乳酸化修饰酶的角色，其作用机制或

与拮抗H3K18la介导的氧化应激通路有关。这些发现

不仅深化了对 IVDD 发病分子机制的理解，提示表观

遗传调控在其中可能发挥重要作用，也为探索通过恢

复 Sirt1介导的表观遗传平衡来干预 IVDD提供了潜在

的干预策略与新视角。未来的研究应侧重于改进递

送系统、深入阐明机制细节，并在临床相关模型中验

证这些发现。
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