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［摘 要］ 目的：探讨脂联素（adiponectin，APN）对氧化应激下大鼠髓核细胞凋亡和细胞外基质（extracellular matrix，ECM）退

变的保护作用及相关机制。方法：原代培养SD大鼠髓核细胞，CCK⁃8法检测细胞活力，以确定APN的最适保护浓度。将细胞

分为对照组、H2O2组、APN+H2O2组及Compound C+APN+H2O2组，流式细胞术检测凋亡率，Western blot检测Bcl⁃2、Bax、Cleaved
Caspase⁃3、基质金属蛋白酶⁃13（matrix metalloproteinase⁃13，MMP⁃13）及带有血小板凝血酶敏感蛋白样模体的解整链蛋白金属

蛋白酶⁃5（a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs⁃5，ADAMTS⁃5）等蛋白的表达，RT⁃PCR检测Ⅱ型胶原

（collagen type Ⅱ alpha 1 chain，COL2A1）、蛋白聚糖（aggrecan，ACAN）的mRNA水平，Western blot评估5′⁃单磷酸腺苷活化蛋白

激酶（adenosine 5′⁃monophosphate⁃activated protein kinase，AMPK）和哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，
mTOR）的磷酸化水平。结果：1 μg/mL APN对200 μmol/L H2O2所致的细胞毒性起最佳拮抗作用。APN预处理显著抑制H2O2诱

导的髓核细胞凋亡。相应地，Bax/Bcl⁃2比值及Cleaved Caspase⁃3 表达的增加也被APN抑制。尽管对ADAMTS⁃5无明显抑制作

用，APN降低了H2O2诱导的MMP⁃13的表达。此外，H2O2对COL2A1及ACAN转录的抑制作用也被APN显著缓解。APN还促进

AMPK磷酸化并抑制mTOR磷酸化，而AMPK抑制剂Compound C显著减轻了APN对mTOR磷酸化的抑制作用。APN对凋亡、

分解代谢的抑制作用及其对合成代谢的促进作用也均被Compound C逆转。结论：APN通过AMPK/mTOR通路抑制H2O2诱导

的大鼠髓核细胞凋亡及ECM退变。
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［Abstract］ Objective：To investigate the protective effects of adiponectin（APN）on apoptosis and extracellular matrix（ECM）
degradation in rat nucleus pulposus（NP）cells under oxidative stress. Methods：Cell viability was detected by cell counting kit⁃8（CCK⁃
8）to determine the optimal protective concentration of APN. Cells were randomly divided into the control group，the H2O2 group，the
APN+H2O2 group and the compound C+APN+H2O2 group. Apoptosis incidence was evaluated by flow cytometry. The expression of Bcl⁃
2，Bax，cleaved caspase⁃3，matrix metalloproteinase⁃13（MMP⁃13）and a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs
⁃5（ADAMTS⁃5）was detected by Western blot. The mRNA levels of collagen type Ⅱ alpha 1 chain（COL2A1）and aggrecan（ACAN）
were detected by RT ⁃ PCR. The phosphorylation levels of adenosine 5′ ⁃ monophosphate ⁃ activated protein kinase（AMPK）and
mammalian target of rapamycin（mTOR）were evaluated by Western blot. Results：One μg/mL APN conferred the optimal protection
against the cytotoxicity of 200 μmol/L H2O2. APN pretreatment significantly suppressed H2O2 ⁃ induced apoptosis in NP cells.
Consistently，the increase in Bax/Bcl⁃2 ratio and the expression of cleaved caspase⁃3 was also inhibited by APN. Although no notable
inhibitory effect on ADAMTS⁃5 was observed，APN reduced the expression of MMP⁃13 induced by H2O2. Besides，the inhibition of H2O2
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腰椎间盘退变是骨科临床中导致下腰痛的主

要原因之一。椎间盘由髓核、纤维环及相邻的终板

软骨共同组成。凝胶状的髓核组织主要由髓核细

胞和细胞外基质（extracellular matrix，ECM）组成。

髓核ECM主要由Ⅱ型胶原（collagen type Ⅱ alpha 1
chain，COL2A1）和蛋白聚糖（aggrecan，ACAN）组

成。髓核组织ECM的降解主要由基质金属蛋白酶

（matrix metalloproteinase，MMP）家族及带有血小板

凝血酶敏感蛋白样模体的解整链蛋白金属蛋白酶（a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin
motifs，ADAMTS）家族参与完成。髓核细胞的过量

凋亡及ECM的退变，均是椎间盘退变的重要诱因。

因此，通过建立实验性大鼠髓核细胞凋亡及ECM退

变模型，研究髓核退变的发病机制，开发新的干预

药物，具有重要的临床意义。

脂联素（adiponectin，APN）是一种脂肪细胞源

性的细胞因子。通过对 5′⁃单磷酸腺苷活化蛋白激

酶（adenosine 5′⁃monophosphate⁃activated protein ki⁃
nase，AMPK）及哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammali⁃
an target of rapamycin，mTOR）的调节，APN可发挥抗

炎、抗癌等多种作用［1-2］。既往研究表明，APN可抑

制白介素⁃1β（interleukin⁃1β，IL⁃1β）诱导的软骨细

胞基质金属蛋白酶⁃13（matrix metalloproteinase ⁃13，
MMP⁃13）的表达，促进基质金属蛋白酶组织抑制因

子 ⁃ 2（tissue inhibitor of matrix metalloproteinase ⁃ 2，
TIMP⁃2）的表达并抑制软骨细胞凋亡［3-4］，提示APN
可能发挥软骨保护作用。髓核细胞是软骨样细胞，

与软骨细胞具有相似的细胞学行为。而APN对髓

核细胞凋亡及ECM退变的作用尚不明确。本研究

应用过氧化氢（hydrogen peroxide，H2O2）构建大鼠髓

核细胞凋亡及ECM退变模型，观察APN对髓核细胞

凋亡和ECM退变的作用，并探讨可能的机制。

1 材料和方法

1.1 材料

重组大鼠脂联素（Biovision 公司，美国），Cell

Counting Kit⁃8试剂盒（CCK⁃8，Dojindo公司，日本），

Annexin V⁃FITC/PI 凋亡试剂盒（南京凯基生物公

司），抗 Bax、Bcl⁃2、Cleaved Caspase⁃3、β⁃actin抗体

（CST公司，美国），抗MMP⁃13、ADAMTS⁃5、p⁃AMPK
（Thr172）、AMPK、p ⁃mTOR（Ser2448）、mTOR 抗体

（Abcam 公司，英国），H2O2（Sigma 公司，美国），

AMPK抑制剂 Compound C（Selleck公司，美国），胎

牛血清、青霉素、链霉素、低糖DMEM培养基（Gibco
公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠髓核细胞的分离、培养

选择体重225~250 g的SD大鼠（上海西普尔⁃毕
凯实验动物有限公司）予致死量的戊巴比妥钠。无

菌条件下，暴露腰椎间盘并分离出凝胶状的髓核。

将髓核剪至1 mm×1 mm×1 mm大小并移至培养皿，

用0.1%Ⅱ型胶原酶和2 U/mL透明质酸酶37 ℃消化

4 h。消化结束后，1 000 r/min收集髓核组织。将组

织块接种于培养皿，加入含 1%青、链霉素及 10%胎

牛血清的低糖DMEM培养基，置于含5%CO2的培养

箱中 37 ℃恒温培养。约 1 周后，有细胞爬出贴壁。

待细胞达90%融合时，用胰酶消化收集细胞并进行

传代。第2代髓核细胞被用于后续实验。

1.2.2 实验设计与分组

分别予不同浓度的APN、H2O2及APN+200 μmol/L
H2O2处理大鼠髓核细胞，CCK⁃8实验检测细胞活力

以确定APN的毒性作用、用于造模的H2O2浓度以及

APN的最佳保护浓度。将细胞分为对照（Control）组、

H2O2组、APN+H2O2组及 Compound C+APN+H2O2组，

分别以普通培养液、200 μmol/L H2O2、1 μg/mL 浓

度 APN 预处理 2 h 后再加入 200 μmol/L H2O2 或

10 μmol/L Compound C预处理1 h后，用APN和H2O2

共同处理大鼠髓核细胞，流式细胞术检测细胞凋

亡率，Western blot检测凋亡相关蛋白和MMP⁃13、
ADAMTS⁃5的表达，RT⁃PCR检测COL2A1及ACAN
mRNA表达情况，观察APN对髓核细胞凋亡及ECM
退变的保护作用；Western blot检测AMPK/mTOR磷

on the transcription of COL2A1 and ACAN was also notably abated by APN. APN also induced the phosphorylation of AMPK and
suppressed the phosphorylation of mTOR. Inhibition of AMPK with compound C alleviated the suppression of APN on mTOR
phosphorylation. Moreover，the inhibition of APN on apoptosis and catabolism，together with the promotion of APN on anabolism were
also reversed by compound C. Conclusion：APN inhibits H2O2⁃induced apoptosis and ECM degradation in rat NP cells in an AMPK/
mTOR dependent manner.
［Key words］ adiponectin；nucleus pulposus cell；apoptosis；extracellular matrix degradation；AMPK/mTOR pathway
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酸化水平，以确定APN是否通过AMPK/mTOR通路

发挥作用。

1.2.3 CCK⁃8检测细胞活力

按照 5 000个/孔的密度将髓核细胞接种于 96
孔板，待细胞贴壁后，更换无血清培养基，饥饿处理

24 h后，按照上述实验方案，予不同实验因素处理细

胞 24 h，各组设置 3个复孔。将CCK⁃8试剂与新鲜

培养基按1∶10的体积比进行预混。每孔加入100 μL
预混液，37 ℃避光孵育2 h后，用酶标仪测定450 nm
波长下各孔的吸光度。实验重复3次。

1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡率

将细胞以适当的密度接种于 6孔板，待细胞达

70% 融合时，予无血清培养基饥饿处理24 h，随后按

上述实验方案处理细胞。24 h后，用不含EDTA的胰

酶收集细胞。根据试剂盒说明，予 0.5 mL Binding
Buffer悬浮细胞，随后每个样本中加入5 μL Annexin
V⁃FITC和5 μL PI，充分混匀，室温反应10 min后上机

检测。实验重复3次。

1.2.5 Western blot检测蛋白表达

用含蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂的RIPA裂

解液冰上裂解细胞 30 min。收集细胞裂解液，经

4 ℃、12 000 g离心15 min，取上清液，BCA法测定蛋

白浓度，5×上样缓冲液混匀，煮沸5 min。取样品蛋白

按30 μg/孔上样，进行SDS⁃PAGE电泳，电泳结束后将

蛋白转印至 PVDF膜。5%脱脂奶粉封闭 1 h后，将

PVDF膜予相应的一抗4 ℃孵育过夜。次日予HRP标
记的二抗室温孵育1 h，漂洗3次后用ECL试剂盒显

影成像，并用Bio⁃Rad软件进行分析。实验重复3次。

1.2.6 RT⁃PCR检测mRNA水平

酶消化法收集细胞，TRIzol 法提取细胞总

RNA。用Taqman逆转录试剂盒将1 μg总RNA逆转

录成 cDNA。反应体系：SYBR Premix ExtaqTM（TaKa⁃
Ra公司，日本）10 μL，模板5 μL，引物 2.5 μL，灭菌

蒸馏水 2.5 μL。使用 Roche Diagnostics 的 LightCy⁃
cler 480 System系统进行目的基因的定量PCR。以

β⁃actin为内参，采用2-ΔΔCt法进行数据分析。实验重

复 3次。引物序列如下：COL2A1上游引物：5′⁃GC⁃
CAGGATGCCCGAAAATTAG⁃3′，下游引物：5′⁃CCA⁃
GCCTTCTCGTCAAATCCT⁃3′；ACAN上游引物：5′⁃
ATGGCATTGAGGACAGCGAA⁃3′，下游引物：5′⁃GC⁃
TCGGTCAAAGTCCAGTGT⁃3′；β⁃actin上游引物：5′⁃
CCGCGAGTACAACCTTCTTG⁃3′，下游引物：5′⁃TGA⁃
CCCATACCCACCATCAC⁃3′。
1.3 统计学方法

应用 SPSS 16.0软件对实验数据进行统计学分

析。数值以均数±标准差（x ± s）表示。多组间比

较采用单因素方差分析（one⁃way ANOVA），各组间

两两比较采用LSD法，P ≤ 0.05为差异有统计学意

义。

2 结 果

2.1 APN对H2O2作用下的大鼠髓核细胞起保护作用

CCK⁃8结果显示，100 μg/mL的APN可显著抑

制大鼠髓核细胞活力（P < 0.05），而 10 μg/mL及以

下浓度的 APN 对大鼠髓核细胞无明显毒性作用

（P > 0.05）。此外，200 μmol/L浓度的H2O2可显著抑

制髓核细胞的活力（P < 0.05），这一浓度被用于后续

实验中氧化损伤模型的建立。与H2O2处理组相比，

0.1、1.0、10.0 μg/mL APN预处理组细胞活力显著增

加（P < 0.05）。且 1.0 μg/mL APN预处理组细胞活

力显著高于 0.1及 10.0 μg/mL APN预处理组（P <
0.05，图1）。即APN的最佳保护浓度为1 μg/mL。
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A: CCK⁃8法检测不同浓度APN对髓核细胞活力的影响；B: CCK⁃8法检测不同浓度H2O2对髓核细胞活力的影响；C: CCK⁃8法检测不同浓度

APN+ 200 μmol/L H2O2对髓核细胞活力的影响。与对照组比较，#P < 0.01，##P < 0.001；与H2O2组比较，*P < 0.01，**P < 0.001；与0.10 μg/mL APN
预处理组比较，&P < 0.01；与1.00 μg/mL APN预处理组比较，ΔP < 0.01（n=3）。

图1 APN、H2O2、APN+H2O2对髓核细胞活力的影响

Figure 1 Effects of adiponectin，H2O2，and adiponectin+H2O2 on the viability of nucleus pulposus cells
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2.2 APN抑制H2O2诱导的髓核细胞凋亡

与对照组相比，H2O2处理显著上调细胞凋亡率

（P < 0.05）；而与H2O2组相比，APN预处理显著降低

细胞凋亡率（P < 0.05，图2）。Western blot的结果显

示，与对照组相比，H2O2显著上调髓核细胞Bax/Bcl⁃
2 及 Cleaved Caspase⁃3 的表达水平（P < 0.05），而

H2O2对Bax/Bcl⁃2比值及Cleaved Caspase⁃3表达的上

调作用均被APN预处理所抑制（P < 0.05，图3）。
2.3 APN抑制H2O2诱导的MMP⁃13表达

本研究检测了MMP⁃13和ADAMTS⁃5的蛋白表

达。与对照组相比，H2O2处理显著上调髓核细胞

MMP⁃13和ADAMTS⁃5蛋白的表达（P < 0.05）。而与

H2O2组相比，APN预处理组髓核细胞MMP⁃13的表

达水平显著降低（P < 0.05），但ADAMTS⁃5的表达差

异无统计学意义（P > 0.05，图4）。
2.4 APN 减轻 H2O2 对 COL2A1 及 ACAN 转录的抑

制作用

本研究检测了 COL2A1及ACAN基因的转录。

与对照组相比，H2O2组髓核细胞 COL2A1及ACAN
的 mRNA 水平显著降低（P < 0.05）。而 H2O2 对

A:Western blot检测Bax、Bcl⁃2、Cleaved Caspase⁃3的表达；B：Bax/Bcl⁃2比值相对定量；C：Cleaved Caspase⁃3蛋白相对表达水平。与对照组

比较，#P < 0.001；与H2O2组比较，*P < 0.001；与APN+H2O2组比较，ΔP < 0.01，ΔΔP < 0.001（n=3）。CC：Compound C。
图3 H2O2、APN+H2O2、Compound C+APN+H2O2对髓核细胞凋亡相关蛋白Bax、Bcl⁃2及Cleaved Caspase⁃3表达的影响

Figure 3 Effects of H2O2，adiponectin+H2O2，Compound C+adiponectin+H2O2 on the expression of apoptosis⁃related pro⁃
teins including Bax，Bcl⁃2 and cleaved caspase⁃3 in nucleus pulposus cells
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A、B:流式细胞术检测髓核细胞凋亡率。与对照组比较，#P < 0.001；与H2O2组比较，*P < 0.01；与APN+H2O2组比较，ΔP < 0.05（n=3）。CC：
Compound C。

图2 H2O2、APN+H2O2、Compound C+APN+H2O2对髓核细胞凋亡率的影响

Figure 2 Effects of H2O2，adiponectin+H2O2，and Compound C+adiponectin+H2O2 on apoptosis incidence in nucleus pulpo⁃
sus cells

第38卷第7期
2018年7月

王 振，胡峻铮，范卫民. 脂联素通过AMPK/mTOR通路抑制H2O2诱导的大鼠髓核细胞凋亡及
细胞外基质退变［J］. 南京医科大学学报（自然科学版），2018，38（7）：928-933，961 ··931



南 京 医 科 大 学 学 报

第38卷第7期
2018年7月

COL2A1及ACAN基因转录的抑制作用均被APN预

处理缓解（P < 0.05，图5）。
2.5 APN促进AMPK磷酸化并抑制mTOR磷酸化

与对照组相比，H2O2组AMPK磷酸化水平轻度

增高（P < 0.05）。而与H2O2组相比，APN预处理显

著诱导AMPK磷酸化（P < 0.05）。此外，H2O2处理轻

度抑制mTOR磷酸化（P < 0.05）。而与H2O2组相比，

APN 预处理进一步降低 mTOR 磷酸化水平（P <
0.05，图6）。
2.6 APN通过AMPK/mTOR 通路抑制H2O2诱导的

髓核细胞凋亡及ECM退变

Compound C 预处理显著抑制 AMPK 磷酸化

（P < 0.05）并促进mTOR 磷酸化（P < 0.05，图6）。与

APN及H2O2共处理组相比，Compound C预处理组细

胞凋亡率显著增加（P < 0.05，图 2）。此外，APN对

H2O2所致Bax/Bcl⁃2比值及Cleaved Caspase⁃3表达上

调的抑制作用，也被 Compound C 显著减轻（P <

0.05，图3）。 Compound C预处理还显著减轻了APN
对MMP⁃13蛋白表达的抑制作用（P < 0.05，图 4）。

而 APN对H2O2所致 COL2A1及 ACAN 转录抑制的

缓解作用也被Compound C逆转（P < 0.05，图5）。
3 讨 论

随着椎间盘的衰老、退变，一氧化氮（nitric ox⁃
ide，NO）、超氧阴离子（superoxide anion，O2-）等活性

氧（reactive oxygen species，ROS）在椎间盘组织中蓄

积［5-6］。这些活性氧进一步导致髓核细胞凋亡、促

进分解代谢并抑制合成代谢，从而加速椎间盘的退

变［7-8］。在本研究中，≥200 μmol/L浓度的 H2O2处理

24 h显著抑制大鼠髓核细胞活力。其中，200 μmol/L
H2O2致细胞活力降低约 50%左右，造模效果较为理

想，因此该浓度被用于后续实验。流式细胞术检测

凋亡率显示，H2O2显著诱导大鼠髓核细胞凋亡。此

外，H2O2还显著促进MMP⁃13、ADAMTS⁃5的表达，

A:Western blot检测MMP⁃13、ADAMTS⁃5的表达；B：MMP⁃13蛋白相对表达水平；C：ADAMTS⁃5蛋白相对表达水平。与对照组比较，#P <
0.001；与H2O2组比较，*P < 0.001；与APN+H2O2组比较，ΔP < 0.01（n=3）。CC：Compound C。

图4 H2O2、APN+H2O2、Compound C+APN+H2O2对髓核细胞MMP⁃13及ADAMTS⁃5表达的影响

Figure 4 Effects of H2O2，adiponectin+H2O2，Compound C+adiponectin+H2O2 on the expression of MMP⁃13 and ADAMTS⁃
5 in nucleus pulposus cells
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A:RT⁃PCR检测COL2A1 mRNA相对表达水平；B：RT⁃PCR检测 ACAN mRNA相对表达水平。与对照组比较，#P < 0.001；与H2O2组比较，
*P < 0.001；与APN+H2O2组比较，ΔP < 0.05（n=3）。CC：Compound C。

图5 H2O2、APN+H2O2、Compound C+APN+H2O2对髓核细胞COL2A1及ACAN基因转录的影响

Figure 5 Effects of H2O2，adiponectin+H2O2，Compound C+adiponectin+H2O2 on the transcription of COL2A1 and ACAN
in nucleus pulposus cells

#
*

Δ

1.20
1.00
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

CO
L2A

1m
RN

A
相

对
表

达
水

平

CC+A
PN+H

2O2

APN+
H2O2H2O2

Contro
l

#
*

Δ

1.20
1.00
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

AC
AN

mR
NA

相
对

表
达

水
平

CC+A
PN+H

2O2

APN+
H2O2H2O2

Contro
l

A B

··932



并抑制了COL2A1、ACAN等基因的转录，从而导致

ECM退变。

据Terashima等［9］报道，髓核细胞及纤维环细胞

均表达Ⅰ型及Ⅱ型APN受体（adiponectin receptor，
AdipoR），且随着椎间盘退变的加重，AdipoR1 及

AdipioR2的表达量逐渐降低。另一项研究则表明，

在退变髓核细胞中，AdipoR1及AdipioR2水平显著

增加［10］。而两项研究均证实APN可以抑制髓核细

胞中肿瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis α，TNF⁃α）的表

达［9-10］。鉴于氧化应激所致的髓核细胞凋亡及ECM
退变在椎间盘退变中具有重要意义，本研究探究了

APN 对 H2O2所致髓核细胞凋亡及 ECM 退变的作

用。结果显示，APN预处理显著抑制H2O2诱导的髓

核细胞凋亡。尽管对蛋白聚糖酶ADAMTS⁃5的表达

无明显影响，APN可抑制胶原酶MMP⁃13的表达。髓

核ECM退变由ECM的降解增加和合成减少共同导

致，因此本研究还检测了APN对COL2A1及ACAN等

基因表达的影响。结果显示，APN可显著缓解H2O2

对COL2A1、ACAN等基因转录的抑制作用。

有研究指出，AMPK的激活对细胞抵御氧化损

伤具有重要意义［11］。目前，针对AMPK的药物已被

证实可抑制氧化应激所致的髓核细胞凋亡及ECM
退变［12］。mTOR是磷脂酰肌醇3激酶/蛋白激酶B通

路下游一种重要的丝氨酸⁃苏氨酸蛋白激酶。既往研

究表明，下调mTOR可显著缓解白介素⁃1β（interleu⁃
kin 1β，IL⁃1β）诱导的髓核细胞凋亡和ECM退变［13］。

在本研究中，H2O2处理轻度上调AMPK磷酸化水平

并抑制 mTOR 磷酸化，提示 AMPK 活性的上调及

mTOR活性的下调可能是髓核细胞对H2O2所致氧化

损伤的适应性反应。而APN显著促进H2O2暴露下

髓核细胞AMPK的磷酸化并抑制mTOR的磷酸化。

APN对mTOR磷酸化的抑制作用被 AMPK抑制剂

Compound C逆转，即APN通过促进AMPK磷酸化从

而抑制mTOR的磷酸化。Compound C还显著减轻

了APN对髓核细胞凋亡及MMP⁃13表达的抑制作

用。此外，APN对H2O2暴露下髓核细胞合成代谢的

促进作用也被Compound C抑制。上述结果表明APN
对H2O2所致髓核细胞凋亡及ECM退变的保护作用依

赖于AMPK/mTOR通路。

本研究仅证实APN作为预处理因素，对H2O2暴

露的髓核细胞具有保护作用，即仅提示APN可能具

有预防髓核退变的作用。而对于已经发生的髓核

退变，APN是否具有治疗作用，仍有待进一步研究。

综上所述，APN可通过促进AMPK磷酸化，抑制

mTOR磷酸化，从而抑制氧化应激下大鼠髓核细胞

凋亡及ECM的分解代谢，并促进合成代谢。本研究

提示APN作为一个保护因素，可能具有预防髓核退

变的作用。
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