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MiRNA-326抑制人椎间盘退变髓核细胞活力和凋亡的机制

高笛，刘殿鹏

(安阳市第六人民医院骨科，河南 安阳 455000)

[摘　要]	 目的：探讨过表达miRNA-326对椎间盘退变(inter ver tebral  disc degeneration，IDD)髓核(nucleus 

pulposus，NP)细胞凋亡的影响及其作用机制。方法：构建miRNA-326慢病毒表达载体，在293T细

胞中获得重组慢病毒，经感染NP细胞得到稳定过表达细胞系GV369-miRNA-326-NP，同时设置空载

体GV369-NP组与空白组。荧光显微镜观察慢病毒载体的标签蛋白[绿色荧光蛋白(green fluorescent 

protein，GFP)]的表达，实时荧光定量PCR(real-time quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR)

方法检测miRNA-326的表达，流式细胞术检测细胞凋亡，荧光素酶报告基因分析验证miRNA-326与

FasL的靶向关系，蛋白质印迹法检测细胞中凋亡相关蛋白FADD，caspase-3，Bcl-2及Bax的表达，使

用试剂盒检测细胞线粒体膜电势的变化情况。结果：荧光显微镜下示，经慢病毒感染的过表达细

胞系和空载体细胞系均出现绿色荧光，而空白组未见绿色荧光。与空白组相比，GV369-miRNA-

326-NP组中miRNA-326的表达水平、Bcl-2表达水平和线粒体膜电位明显升高，而细胞凋亡率，

FADD，caspase-3和Bax的表达水平明显下降，差异均有统计学意义(P<0.05)；GV369-NP组与空白

组相比，差异无统计学意义(P>0.05)。荧光素酶报告基因分析证实miRNA-326与FasL存在靶向关

系。结论：MiRNA-326可抑制IDD NP细胞发生凋亡，既可通过靶向性调控外源性FasL/Fas通路参

与caspase-3和FADD介导的细胞凋亡，也可通过线粒体途径对细胞凋亡发挥作用。
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Mechanism of miRNA-326 inhibiting the activity and 
apoptosis of human disc degeneration nucleus  

pulposus cells
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Abstract Objective: To investigate the effect and mechanism of miRNA-326 overexpression on apoptosis of degenerative 

nucleus pulposus (NP) cells in intervertebral disc. Methods: MiRNA-326 lentivirus expression vector was 

constructed and recombinant lentivirus was obtained in 293T cells. After infection with NP cells, the stable 

overexpressed cell line GV369-miRNA-326-NP was obtained, at the same time, the empty vector GV369-

NP group and the blank group were set up. The expression of lentivirus label protein GFP was observed by 
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近年来，患有下腰痛的人数不断增多，慢性

疼痛严重影响着人们的生活质量和精神状态，同

时也带来了沉重的社会医疗负担，而椎间盘退变

(inter ver tebral  disc  degenerat ion，IDD)是引起下

腰痛的一个重要原因 [ 1 ]。椎间盘的外层是由纤维

排列的同心圆构成的环状致密结缔组织，可以容

纳并保护内层结构；而内层是由包含髓核(nucleus 
pulposus，NP)细胞、蛋白多糖和II型胶原蛋白的

细胞外基质组成的NP [2]。椎间盘没有血管组织，

通过椎体软骨终板进行新陈代谢活动。随着年龄

的增大或其他原因，椎体软骨终板缺少足够的营

养物质，渗透性降低，从而影响椎间盘的代谢。

这 一 过 程 极 有 可 能 导 致 N P 细 胞 活 性 降 低 甚 至 死

亡，同时伴随着细胞外基质的丧失、I型胶原蛋白

大量合成并取代 I I 型胶原蛋白，最终促使椎间盘

发生裂缝[3]。目前尚未完全清楚IDD的分子机制，

大量研究启示我们或与NP细胞凋亡密切相关。微

小RNA(microRNA，miRNA)是存在于真核生物中

一类长度为18~25 nt的非编码单链小分子RNA，其

发夹结构是由经D i c e r酶加工的单链R N A前体( 包

含70~90个碱基)形成，能够与特定靶基因相结合

进而参与调控转录后基因的表达 [ 4 ]，其作用机制

主要是直接结合在特定的靶信使R NA的3'-非转录

区，促使靶R N A发生降解或者翻译受到抑制，从

而使目的基因的表达受到影响。作为miR NA家族

的重要成员之一，miRNA-326所在的非编码B细胞

集合基因簇(BIC)的第3个外显子位于人类21号染

色体上 [ 5 ]。目前m i R N A - 3 2 6在 I D D中的作用研究

逐渐成为热点，但其作用机制尚不十分明确。因

此，本研究首先对miRNA-326在人IDD NP细胞中

进行过表达，并探讨其对细胞凋亡的影响。

1  材料与方法

1.1  主要细胞、试剂和仪器

大 肠 杆 菌 菌 株 D H 5 α 、 人 胚 胎 肾 上 皮 细 胞

293T由郑州大学基础医学院生理教研室保存；人

IDD NP细胞由本实验制备并保存。MiR-326模拟

物(miR-326 mimic)及空白对照(mimic control)由

上海吉玛生物技术代为合成； m i R - 3 2 6 过表达慢

病毒载体系统购自上海吉玛生物技术有限公司，

由GV369、辅助包装质粒pHelper1.0和pHelper2.0  
3个载体质粒构成；DMEM，FBS，双抗，0.25%胰

酶购自美国G i b i c o公司；限制性内切酶购自美国

NEB公司；Taq聚合酶和T4 DNA连接酶购自日本

TaK aR a公司，双荧光素酶报告基因分析试剂盒、

DNA Ladder购自美国Thermo公司；JC-1，PCR，

反转录试剂盒及去内毒素小量提取质粒试剂盒均

购自北京天根生化科技有限公司； SD-001/SD-002
动物细胞/组织总蛋白提取试剂盒购自北京英文特

生物技术有限公司；脂质体lipofectamine 2000购自

美国Inv itrogen公司；线粒体膜电势检测试剂盒购

fluorescence microscope. The expression of miRNA-326 was detected by real-time quantitative polymerase chain 

reaction (RT-qPCR). Apoptosis of cells was detected by flow cytometry. The targeting relationship between 

miRNA-326 and FasL was verified by Luciferase reporter gene analysis and the expression of apoptosis-related 

proteins (FADD, caspase-3, Bcl-2 and Bax) was detected by Western bloting. The change of cell mitochondrial 

membrane potential was detected with the kit. Results: Under fluorescence microscope, green fluorescence was 

observed in the lentivirus infected overexpressed cell lines and empty carrier cell lines, but not in the blank cell 

group. Compared with the blank group, the expression levels of miRNA-326, Bcl-2 and mitochondrial membrane 

potential in the GV369-miRNA-326-NP group were significantly increased, while the expression levels of 

apoptosis rate, FADD, caspase-3 and Bax were significantly decreased, with statistically significant differences 

(P<0.05). There was no statistically significant difference between the GV369-NP group and the blank group 

(P>0.05). Luciferase reporter gene analysis confirmed a targeted relationship between miRNA-326 and FasL. 

Conclusion: MiRNA-326 can inhibit the apoptosis of degenerative nucleus pulposus cells in intervertebral disc. 

It can not only participate in the apoptosis mediated by caspase-3 and FADD through the targeted regulation of 

exogenous FasL/Fas pathway, but also play a role in the apoptosis through mitochondrial pathway.

Keywords miRNA-326; intervertebral disc degeneration of nucleus pulposus cells; cell apoptosis; real-time quantitative 

polymerase chain reaction; flow cytometry
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自美国R&D公司；Annex in V-APC/7-A AD双染细

胞凋亡检测试剂盒KG A1023购自江苏凯基生物技

术股份有限公司；HEK293T细胞、内参β-act in抗

体、兔抗人FADD一抗、兔抗人caspase-3、兔抗人

Bcl-2、兔抗人Ba x一抗和HRP标记的羊抗兔Ig G二

抗购自上海艾博抗贸易有限公司。

1.2  细胞制备及培养

人IDD NP细胞来自2018年7至10月在安阳市第

六人民医院脊柱外科经病理学检测证实发生蜕变

并切除的椎间盘N P组织。患者年龄3 6 ~ 5 8岁，男

女各6例，排除脊柱外伤、恶性肿瘤或神经系统疾

病史。在无菌超净工作台内，将收集的病变NP组

织小心取出，加D-Hanks液反复浸泡清洗干净，用

灭菌手术剪刀将组织剪成1 mm×1 mm×1 mm大小

碎块，加入适量在37 ℃水浴箱中预热的含0.25%胰

酶进行消化，肉眼观察组织无明显块状后，加适

量胎牛血清(fetal  bov ine ser um，FBS)终止消化，

并吸入离心管中以1 000 r/min离心10 min，转至超

净台，弃上清，加入2 mL含有10% FBS的DMEM培

养基将细胞轻轻吹打开，吸至培养瓶中，再补加

适量含有10% FBS的DME M培养基，置于37 ℃，

5%CO2培养箱中静置培养，2~3 d后用倒置显微镜

观察细胞生长情况，隔天更换1次培养液，当细胞

融合度达到80%~90%时进行传代培养。若制备细

胞量大或暂时不使用，可以加细胞冻存液后置于

液氮中冻存，待用时取出复苏培养即可。

1.3  人 miRNA-326 过表达载体构建及慢病毒收获

PCR方法扩增出目的片段，酶切并用凝胶回收

试剂盒进行纯化回收。连接线性化慢病毒表达载

体GV369，转化至大肠杆菌感受态细胞DH5α中，

涂布具有嘌呤霉素抗性的LB平板，挑取菌落进行

鉴定，然后将阳性克隆扩大培养后提取质粒，测

序正确的阳性克隆命名为GV369-miRNA-326。

将生长良好的293T细胞置于新的培养瓶中传

代培养，培养条件为37 ℃，5%CO 2，次日待细胞

长至70%左右，弃掉原培养液，更换为无血清培养

基于培养箱中继续培养2 h后备用。将构建的阳性

质粒GV369-miRNA-326、辅助包装质粒Helper1.0
和Helper2.0与转染试剂轻混均匀，室温孵育，然

后取适量混合液缓慢滴加至备用的293T细胞培养

瓶中，轻轻晃动混匀后，放于37 ℃，5%CO 2培养

箱培养。同时设置GV369空载体转染对照，6 h后

取出弃液，换成新的10% FBS的DMEM培养基继续

培养，4 8  h后吸取细胞培养瓶中营养液，在提前

设置好的4 ℃离心机中以4 000 r/min离心10 min，

将上清液倒入滤器中过滤，然后转至超速离心管

中，4 ℃超速离心2 h，PBS重悬沉淀即为包装好的

慢病毒液，分装保存备用[6]。

1.4  人 miRNA-326 慢病毒过表达稳定细胞系构建

将对数生长期的人IDD NP细胞铺于48孔细胞

培养板，过夜培养后，每孔加入适量含有不同梯

度浓度嘌呤霉素的10% FBS的DMEM培养基，每隔

48 h换液，连续筛选1周，观察细胞生长状况，全

部死亡的浓度即为最低筛选浓度。 
复苏本实验室制备并保存的人IDD NP细胞，

待细胞生长状态处于对数生长期时铺于6孔板中，

37 ℃，5%CO 2培养过夜，次日细胞长至75%左右

时，加入适量GV369-miRNA-326慢病毒液和空载

体慢病毒液，感染人 I D D  N P细胞8  h后换新培养

液 ， 继 续 培 养 2  d 并 在 荧 光 显 微 镜 下 观 察 绿 色 荧

光标签的表达。按照筛选嘌呤霉素最低致死剂量

时 的 细 胞 密 度 ， 将 上 述 细 胞 传 代 至 6 孔 板 ， 每 隔

4 8  h 换为含最低致死剂量嘌呤霉素的 1 0 %  F B S 的

D M E M 培养基，连续筛选 1 周，挑取未被药物杀

死的活细胞即为阳性细胞，进行扩大培养即为构

建成功的稳定表达细胞系。分别将感染了GV369-
miRNA-326及空载体慢病毒液的人IDD NP细胞系

命名为GV369-miRNA-326-NP和GV369-NP，以未

转染的NP细胞为空白对照。

1.5  RT-qPCR 检测 miRNA-326 的表达效率

收 集 感 染 G V 3 6 9 - m i R N A - 3 2 6 - n p 和 G V 3 6 9 -
N P 的 细 胞 以 及 空 白 组 细 胞 ， 采 用 T R I z o l 法 提 取

各组细胞总R N A并进行反转录，按照Pr i m e S c r i p
反 转 录 试 剂 盒 步 骤 反 转 录 成 c D N A ， 采 用 S Y B R 
P r e m i x  E x  Ta q 说 明 书 配 置 P C R 反 应 体 系 ， 反 应

条件为：9 5  ℃预变性1 0  m i n，然后9 5  ℃  1 0  s，

6 0  ℃  3 0  s，7 2  ℃  1 0  s，4 0个循环；9 5  ℃  5  s，

60 ℃  1  min，95 ℃  30 s。U6作为内参(正向引物

为5 ' - CCTG AG C AG G A AC AG CT TG A - 3 '，反向引 
物为5'-CGTACGTAGTCGAACCGAGA-3')，miRNA-326 
(正向引物为5'-CCATATCGCTGGATGACGAT-3'， 
反向引物为5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3')，miR-
148a(正向引物为5'-ACTGTCTCCCAACCCTTGTA-3'， 
反向引物为5'-GCCGTGGGGTGTTCAATACT-3')，

相对表达量用2 −∆∆Ct表示。每个样本独立重复实验 
3次。
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1.6  流式细胞术检测细胞凋亡

将感染了慢病毒的人IDD NP细胞用不含EDTA的

0.25%胰酶进行消化，吸至离心管中以1 000 r/min离心 
5 min，弃上清，用PBS洗2次，收集细胞。加入适

量A nnex inⅤ  Binding Bu f fer重悬细胞，再分别加

Annex in V-APC及7-A AD，室温避光孵育15 min。

用Annexin V-APC/7-AAD双染细胞凋亡检测试剂盒

对细胞双染，以避免与慢病毒表达的GFP荧光色谱

的重叠，作用1 h内将制备好的样品置于流式细胞

仪中检测，同时设置GV369-NP细胞及空白组作为

对照。

1.7  荧光素酶报告基因分析

采 用 P C R 法 从 人 胚 胎 肾 上 皮 细 胞 2 9 3 T 基 因

组DNA中扩增FasL的3' -非翻译区(3 ' -untrans lated 
region，3'-U TR)序列，构建至野生型荧光素酶报

告基因载体pGL3(pGL3-FasL -W T)中，同时构建突

变型重组质粒(pGL3-FasL -MU T)，将HEK293T细

胞按30%左右密度铺于25孔板，将miR-326 mimic及

mimic control分别与上述质粒共转染至HEK293T细

胞，以未转染的HEK293T细胞为对照组，转染后

25 h，根据双荧光素酶测定试剂盒说明书检测荧光

素酶活性，萤火虫荧光素酶/海肾荧光素酶活性值

即为报告基因活性。 

1.8  蛋白质印迹法检测 FADD，caspase-3，Bcl-2
和 Bax 蛋白表达

收集感染慢病毒的人I DD NP细胞，采用SD -
0 0 1 / S D - 0 0 2动物细胞/ 组织总蛋白提取试剂盒提

取细胞中总蛋白质，并用B C A蛋白质定量检测试

剂 盒 测 定 蛋 白 质 含 量 。 将 制 备 好 的 蛋 白 质 样 品

进行SDS -PAGE凝胶电泳后转至P VDF膜，加含有

5 % B S A 的 封 闭 液 室 温 下 封 闭 2  h 。 分 别 加 入 用 封

闭液1:1 000稀释的兔抗人FADD一抗、1:500稀释

的caspase-3一抗、1:1 000稀释的兔抗人Bcl-2以及 
1 : 2  0 0 0 稀释的兔抗人 B a x ，置于 4  ℃冰箱孵育过

夜。次日，PBST洗膜3次，每次10 min，再加HRP
标记的羊抗兔IgG二抗，室温孵育2 h，PBST洗膜，

加ECL进行显色，暗室曝光拍照。同时设置GV369-
NP细胞及空白组为对照，并以β-actin为内参蛋白。

1.9  线粒体电位变化情况检测

参照JC-1线粒体膜电位检测试剂盒说明书，依

次完成实验步骤，将转染后的细胞培养48 h后，在

不同波长下观察细胞显色水平，其中红色荧光的

激发波长490 nm，发射波长580 nm；绿色荧光的

激发波长490 nm，发射波长520 nm观察。使用计

算机采集荧光图像，Image J软件重叠红绿荧光，

将合成荧光的红、绿色荧光光密度比值作为膜电

位表达水平。

1.10 统计学处理

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析，计

量资料以均数±标准差(x±s)表示，多组间比较采用

单因素方差分析，两两采用LSD-t检验，P<0.05为

差异有统计学意义。

2  结果

2.1  miRNA-326 稳定过表达人 IDD NP 细胞系

感 染 慢 病 毒 的 人 I D D  N P 细 胞 ， 经 过 适 宜 浓

度的嘌呤霉素筛选后，得到稳定转染的过表达人

miRNA-326的细胞系GV369-miRNA-326-NP，以及

空载体慢病毒细胞系GV369-NP。在荧光显微镜下

观察，经慢病毒感染的过表达细胞系和空载体细

胞系均出现绿色荧光，即慢病毒表达载体上的标

签蛋白GFP表达，表明感染成功，而空白组细胞未

见绿色荧光(图1)。

图1 构建的过表达慢病毒感染NP细胞

Figure 1 Overexpressed lentivirus infected NP cells were constructed

100 μm

Blank group GV369-NP group GV369-miRNA-326-NP group

100 μm 100 μm
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2.2  RT-qPCR 检测 miRNA-326 的表达

与空白组相比，G V 3 6 9 - m i R N A - 3 2 6 -N P组中

miRNA-326的表达量明显升高，差异有统计学意义

(P<0.05)；GV369-NP组与空白组中miRNA-326的

表达量差异无统计学意义(P>0.05)，表明构建的稳

定细胞系能高效表达miRNA-326(图2)。

2.3 过表达 miRNA-326 对细胞凋亡的影响

与空白组相比，GV369-miRNA-326-NP组细胞

凋亡率明显降低，差异有统计学意义( P < 0 . 0 5 )。

GV369-NP组和空白组比较，细胞凋亡率差异无统

计学意义(P>0.05，图3)。 

2.4  miRNA-326 与 FasL 的作用关系

双荧光素酶报告基因结果显示：转染miR-326
后，野生型FasL的荧光素酶活性被抑制(P<0.05)，

突变型FasL的荧光素酶活性无明显变化(P>0.05)，

说明FasL与miR-326具有靶向调控关系(图4)。

2.5  蛋白质印迹法检测 FADD，caspase-3，Bcl-2
和 Bax 蛋白表达结果

以 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 3 组 细 胞 中 F A D D ，

caspase-3，Bcl-2以及Bax 蛋白表达，结果显示：与

空白组相比，GV369-miRNA-326-NP组中FADD，

caspase-3及Bax的表达水平明显下降，而Bcl-2表达

水平明显升高，差异均有统计学意义( P < 0 . 0 5 )。

G V 3 6 9 - N P 组与空白组相比，差异无统计学意义

(P>0.05，图5)。

2.6  线粒体电位的变化情况

转染后的细胞培养4 8  h经 J C - 1处理后，空白

组中细胞线粒体膜电位较低(红色荧光与绿色荧光

比值较低) ，结果显示：与空白组相比，G V 3 6 9 -
m i R N A - 3 2 6 -N P 组细胞线粒体膜电位出现明显上

升趋势，差异有统计学意义( P < 0 . 0 5 )，空白组与

GV369-NP组之间相比线粒体膜电位变化差异无统

计学意义(P>0.05，图6)。

图2 RT-qPCR检测miRNA-326的表达

Figure 2 Expression of mirna-326 detected by RT-qPCR

与空白组相比，*P<0.05。

Compared with the blank group, *P<0.05.

Blank group

GV369-N
P group

GV369-m
iR

NA-326-N
P group

3

2

1

0
R

el
at

iv
e 

ex
pr

es
sio

n 
of

 m
iR

-3
26 *

图3 流式细胞术检测细胞凋亡及凋亡率

Figure 3 Flow cytometry detection of apoptosis and apoptosis rate

与空白组相比，*P<0.05。

Compared with the blank group, *P<0.05.
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图4 各组荧光素酶活性比较

Figure 4 Comparison of luciferase activity in each group 

与对照组相比，*P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05.
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图5 蛋白质印迹法检测细胞中FADD，caspase-3，Bcl-2和Bax蛋白及其相对表达量

Figure 5 Relative expression levels of FADD, caspase-3, Bcl-2 and Bax proteins in cells detected by Western bloting

与空白组相比，*P<0.05。

Compared with the blank group, *P<0.05.
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3  讨论

近年， I D D 性疾病已成为一种常见高发性慢

性病，不论是中老年人群还是青年人群都深受其

苦。IDD可引起多种症状，腰腿痛、椎管狭窄、椎

盘突出并伴有压迫神经根导致其他部位疼痛等[7]。

目前，年龄、饮酒、过度劳累等被认为是导致椎

间盘退变性疾病的外在因素。关于其发病的分子

机制与转导通路也存在众多观点，炎症因子、遗

传基因、氧化应激、NO诱导、miRNA等在IDD中

发挥重要作用 [8]，而NF-κB，PI3K/Akt，MAPK，

Wnt/β-catenin，Notch等被认为是与该病相关的信

号转导通路[9]。这些分子与信号通路相互影响，关

系密切，在疾病发生过程中共同起作用。

研究[10]表明：miRNA-326作为miRNA家族的重

要成员，参与机体多项生理活动。miRNA-326在银屑

病患者皮损中呈上调表达，与炎症因子刺激有关。另

外，miRNA-326在白血病中相当于一种癌基因，在多

种实体肿瘤如结直肠癌[11]、乳腺癌[12]、宫颈癌[13]、肺 
癌[14]等高丰度表达，能够调控细胞的增殖、分化与

凋亡等。研究[15]发现：miRNA-326在退变NP细胞中

表达量比正常NP细胞中显著降低。本研究通过构建

人IDD NP细胞miRNA-326过表达细胞系发现：与空

白组相比，GV369-miRNA-326-NP细胞凋亡率明显降

低(P<0.05)；GV369-NP组和空白组组之间差异无统

计学意义(P>0.05)，证实miRNA-326可抑制IDD NP
发生细胞凋亡，与既往研究[16]结果相符。

死亡受体与其配体相结合是细胞凋亡外源性

通路的介导机制， I D D  N P 细胞凋亡与外源性通

路Fa s L / Fa s介导有关 [ 1 7 ]。Fa s L / Fa s凋亡通路的关

键蛋白包含 c a s p a s e - 3 及 Fa s 相关死亡结构域蛋白

(FADD)。有报道 [18]称：miRNA-326对该通路有调

控作用，本研究采用双荧光素酶报告基因验证了

m i R N A - 3 2 6与Fa sL具有靶向调控关系，进一步分

析构建的稳定过表达miRNA-326细胞系中FADD和

c a s pa se - 3蛋白表达情况，结果显示：与空白组相

比，FADD和caspase-3在GV369-miRNA-326-NP组

中的表达水平明显下降(P<0.05)；而GV369-NP组

与空白组相比无明显差别( P > 0 . 0 5 )。进一步证实

miRNA-326对FADD和caspase-3的表达起到抑制作

用，与其能够抑制细胞凋亡的结果相符。

内源性途径引起的细胞凋亡首先发生于线粒

体内，也叫线粒体途径，该途径主要通过Bcl-2家

族蛋白进行调节，Bcl-2家族蛋白主要包括抗凋亡

成员B c l- 2，B c l-W，B c l-x L及Mc l- 1等，促凋亡成

员Bak，Ba x及Bok等 [19]。Bcl-2作为主要的抗凋亡

成员在线粒体外膜中发挥作用，可以维持膜结构

的完整性 [ 2 0 ]； B a x 作为主要的促凋亡成员是通过

破坏线粒体膜的完整性发挥作用的 [21]。Bcl-2家族

蛋白能够使线粒体膜的通透性发生精确的改变，

图6 细胞线粒体膜电势的观察

Figure 6 Observation of mitochondrial membrane potential in cells

与空白组相比，*P<0.05。

Compared with the blank group, *P<0.05.
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也能诱导线粒体孔道开放，同时线粒体基质出现

高渗状态，进一步膨胀造成外膜破裂，都能使膜

间隙中的凋亡诱导因子、细胞色素 C 、促凋亡蛋

白等物质进入胞质中，而后促凋亡蛋白可独立破

坏核内染色质，也可通过激活caspase，最终引起

细胞凋亡 [22]。本研究同时检测了抗凋亡蛋白Bcl-2
和促凋亡蛋白Ba x，结果显示：过表达组(GV369-
m i R N A - 3 2 6 -N P)中Ba x的表达水平下降，而B c l - 2
表达水平升高，与其他两组相比，差异均有统计

学意义(P<0.05)，提示miRNA-326在抑制IDD NP
细 胞 凋 亡 中 可 能 通 过 了 线 粒 体 介 导 的 途 径 。 为

此，我们进一步检测了细胞线粒体膜电势的变化

情况，结果显示：过表达组(G V369-miR NA-326-
N P ) 细 胞 膜 电 势 保 持 稳 定 ， 另 外 2 组 出 现 显 著 下

降趋势( P < 0 . 0 5 )，再次验证了线粒体途径参与了

miRNA-326抑制IDD NP细胞的凋亡。

综上，miRNA-326在人IDD NP细胞凋亡中具

有重要作用，可通过靶向性调控外源性FasL/Fas通

路参与caspase-3和FADD介导的细胞凋亡。此外，

m i R N A - 3 2 6也可通过线粒体介导的途径抑制 I D D 
NP细胞凋亡。此发现为以后进一步研究椎间盘退

行性疾病提供了可靠依据，同时对IDD后的功能恢

复治疗具有重要意义。
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