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微RNA-887-3p能抑制大鼠椎间盘纤维环细胞中 
MDM4表达和细胞增殖并促进细胞凋亡
朱晓雨, 袁韩涛, 李四波

(上海中医药大学附属第七人民医院脊柱外科, 上海200137)

[摘要] 目的　探讨微 RNA （microRNA，miRNA 或 miR） -887-3p 对大鼠椎间盘纤维环细胞增殖和凋亡的影响及其
潜在的分子机制。方法　取 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠的纤维环组织，离心制备并鉴定纤维环细胞。实验随机分为 4
组：正常组 （Normal group） 是不做任何处理的原代纤维环细胞；对照组 （Control group） 用 10 ng/mL 白细胞介
素-1β （interleukin-1β，IL-1β） 处理纤维环细胞 24 h，形成退变细胞模型；干扰组 （miR-887-3p inhibitor） 是在对
照组的基础上用 Lipo3000 转染 miR-887-3p 抑制子；过表达组 （miR-887-3p mimics） 是在对照组的基础上用
Lipo3000 转染 miR-887-3p 模拟物。采用 CCK-8 法检测各组细胞活力；流式细胞术检测各组细胞凋亡率；实时荧光
定量 PCR 法检测 miR-887-3p 和鼠双微体 4 （murine double minute 4，MDM4） mRNA 的表达；蛋白质印迹法检测
MDM4、Bcl-2 和 Caspase-3 的蛋白表达水平。结果　免疫荧光染色法鉴定分离培养的细胞发现，大鼠椎间盘纤维
环细胞中 Collagen I 的阳性率在 90% 以上，提示纤维环细胞纯度大于 90%。实时荧光定量 PCR 结果显示，利用 IL-
1β 构建纤维环退变细胞模型后，miR-887-3p 表达水平与正常组相比显著上升 （P<0.001）；与对照组相比，转染
miR-887-3p 抑制子后，miR-887-3p 表达水平显著下降 （P<0.001）。CCK-8 法检测结果表明，与正常组相比，对照组
细胞活力显著下降 （P<0.001）；与对照组相比，抑制 miR-887-3p 的表达后，细胞增殖能力显著增强；miR-887-3p
过 表 达 后 ， 细 胞 增 殖 能 力 显 著 下 降 。 流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 表 明 ， 与 正 常 组 相 比 ， 对 照 组 的 细 胞 凋 亡 率 显
著 增 加 （P<0.001）；与对照组相比，miR-887-3p 干扰组的细胞凋亡率显著降低 （P<0.001），miR-887-3p 过表达组
的细胞凋亡率显著增加 （P<0.001）。蛋白质印迹法检测结果发现，与正常组相比，对照组中 Bcl-2 的表达水平显著
降低 （P<0.001），Caspase-3 的表达水平显著升高 （P<0.001）；与对照组相比，miR-887-3p干扰组中 Bcl-2 和 MDM4
表达水平显著升高 （P<0.01），Caspase-3 的表达水平显著降低 （P<0.01）；而 miR-887-3p 过表达组中 Bcl-2 和 MDM4
表达水平显著降低 （P<0.05），Caspase-3 的表达水平显著升高 （P<0.05）。实时荧光定量 PCR 和蛋白免疫印迹结果
显示，干扰 miR-887-3p 后，MDM4 蛋白和 mRNA 的表达增加 （P<0.001）；过表达 miR-887-3p 后，MDM4 蛋白和
mRNA 的表达降低 （P<0.01，P<0.001）。结论　miR-887-3p 可能通过调控 MDM4 的表达来影响大鼠椎间盘纤维环
细胞的增殖和凋亡，进而影响椎间盘退变的发生和发展。
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[ABSTRACT] Objective　To investigate the effects of microRNA (miRNA, miR)-887-3p on the proliferation 
and apoptosis of rat intervertebral disc annulus fibrosus cells and its underlying molecular mechanism.
Methods　Annulus fibrosus tissues were obtained from 8-week-old SPF-grade SD male rats, centrifuged to 
prepare and identify annulus fibrosus cells. Rats in the experiment were randomly divided into four groups: 
a Normal group consisting of primary annulus fibrosus cells without any treatment; a Control group treated 
with 10 ng/mL interleukin-1β (IL-1β) for 24 hours to establish a degenerative cell model; an interference 
group (miR-887-3p inhibitor) transfected with miR-887-3p inhibitor using Lipo3000 based on the Control 
group; and an overexpression group (miR-887-3p mimics) transfected with miR-887-3p mimics using 
Lipo3000 based on the Control group. CCK-8 assay was used to assess cell viability; flow cytometry was 
used to measure cell apoptosis rates; real-time fluorescence quantitative PCR (qPCR) was used to detect 
the expression levels of miR-887-3p and murine double minute 4 (MDM4) mRNA; Western blotting was used 
to measure the protein expression levels of MDM4, Bcl-2, and Caspase-3. Results　Immunofluorescence 
staining of isolated and cultured cells revealed a Collagen I positive rate of over 90% in rat intervertebral 
disc annulus fibrosus cells, indicating a cell purity level greater than 90%. Real-time fluorescence qPCR 
results showed that after establishing an annulus fibrosus degenerative cell model using IL-1β, the 
expression level of miR-887-3p significantly increased compared to the Normal group (P<0.001). Compared 
to the Control group, transfection with miR-887-3p inhibitor resulted in a significant decrease in its 
expression level (P<0.001). The CCK-8 assay showed that compared to the Normal group, cell viability 
significantly decreased in the Control group (P<0.001). Compared to the Control group, cell proliferation 
ability significantly increased after miR-887-3p inhibition, and significantly decreased after overexpression 
of miR-887-3p. Flow cytometry results revealed that compared to the Normal group, the apoptosis rate in 
the Control group significantly increased (P<0.001). Compared to the Control group, the cell apoptosis rate 
significantly decreased in the miR-887-3p interference group (P<0.001) and increased in the overexpression 
group (P<0.001). Western blotting analysis showed that compared to the Normal group, Bcl-2 expression 
level significantly decreased (P<0.001) and Caspase-3 expression level significantly increased (P<0.001) in 
the Control group. Compared to the Control group, Bcl-2 and MDM4 expression levels significantly 
increased (P<0.01), and Caspase-3 expression level significantly decreased (P<0.01) in the miR-887-3p 
interference group; whereas in the overexpression group, Bcl‑2 and MDM4 expression levels significantly 
decreased (P<0.05), and Caspase-3 levels significantly increased (P<0.05). Real-time fluorescence qPCR 
and protein immunoblotting results showed that after interfering with miR-887-3p, the expression of MDM4 
protein and mRNA increased (P<0.001); after overexpressing miR-887-3p, their expression decreased 
(protein, P<0.01; mRNA, P<0.001). Conclusion　 MiR-887-3p may modulate the cell proliferation and 
apoptosis of rat intervertebral disc annulus fibrosus cells by regulating MDM4 expression, thereby 
influencing the development and progression of disc degeneration.
[Key words]  miR-887-3p; Intervertebral disc annulus fibrosus cells; Degenerative model; Cell proliferation; 

Apoptosis; Rats

椎间盘是脊柱中的重要结构，具有承载与缓冲脊

柱应力的功能，能够确保脊柱的正常生理活动［1］。衰

老、异常应力、损伤和遗传等原因均会导致椎间盘的

退变，具体表现为髓核的含水量降低、细胞外基质降

解、细胞凋亡、自噬、衰老和炎症等现象。椎间盘退

变使髓核组织的弹性变弱，同时在外力、应力的累积

下逐渐导致纤维环的破裂，最终椎间盘的髓核突出甚

至脱出，压迫周围的脊髓或神经根，进而出现疼痛、

麻木、肢体瘫痪、大小便障碍等症状［2-3］。临床上，

修复破裂的纤维环是治疗椎间盘退变的关键环节，然

而在目前的临床实践中尚未找到满意的治疗方法［4-5］。
近 年 来 ， 一 类 新 的 非 蛋 白 质 编 码 微 RNA

（microRNA，miRNA 或 miR） 的发现，为骨关节疾

病［6］、肿瘤［7］和神经疾病［8］等机制研究提供了新的

思路。miRNA是一种内源性，长约19～23个核苷酸的

非编码单链 RNA 分子，与 RNA 诱导沉默复合物

（RNA-induced silencing complex，RISC）结合后，通过

与靶mRNA的3’非翻译区（3’-untranslated region，3’UTR）
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完全或不完全配对，促进目标mRNA降解和翻译抑制，

进而通过负调控靶基因的表达来参与细胞增殖、分化、

凋亡和代谢等过程［9-10］。越来越多的研究证实，椎间

盘相关细胞可被miRNA调控，例如：Chen等［11］发现

miR-375高表达可通过抑制 JAK2/STAT3信号通路，进

而抑制椎间盘细胞侵袭、迁移和凋亡的方式来缓解炎

症反应；Liu等［12］证实，miR-140-5p在关节液和滑膜

中均呈低表达，并与K-L分级呈负相关，提示miR-
140-5p可能成为膝骨关节炎的临床监测指标和治疗靶

点。因此，深入探究miRNA与相关疾病的关系，对于

疾病机制的研究意义重大。

有研究报道，miR-887-3p 参与肿瘤［13］、心血

管［14］和骨关节［15］等多种疾病的进展。鼠双微体 4
（murine double minute 4，MDM4）调控细胞的增殖、迁

移、侵袭和凋亡等生命过程，在多种疾病的发生、发

展中发挥重要作用［16］。本研究通过抑制或过表达

miR-887-3p，探讨MDM4在退行性椎间盘纤维环细胞

中的作用机制，以期为以miR-887-3p为靶点治疗椎间

盘退变疾病提供参考。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　实验动物

本研究所用 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠，体重

（260±30） g，购自上海必凯科翼生物技术有限公司

［SCXK （沪） 2018-0006， 质 量 合 格 证 编 号 为

20180006054207］。每日向大鼠投喂江苏省协同医药生

物工程有限责任公司生产的大鼠小鼠维持饲料。饲养

环境给予 12 h∶12 h的明暗循环光照，室内温度和相

对湿度分别维持在 22～24 ℃和 60%～70%。该实验由

上海中医药大学［SYXK（沪） 2020-0009］实施，并

经上海市第七人民医院伦理委员会的批准（批号：

2023-AR-014），遵循实验动物3R原则。

1.1.2　实验试剂和仪器
IL-1β （400-01B-10）购自美国 PeproTech 公司；

miR-887-3p 模拟物 （HY-R02495）和抑制子 （HY-
RI02495） 均 购 自 美 国 MedChemExpress 公 司 ；

LipofectAMINE 3000 （L3000008） 购自美国 Thermo 
Fisher Scientific公司；Ⅰ型胶原酶（9001-12-1）购自

美国 Sigma 公司；PBS 及胰蛋白酶（P1022 和 T1300）
购自北京索莱宝科技有限公司；胎牛血清（FBSSR-
01021-500）购自广州赛业生物科技有限公司；TRIzol
（T9108）购自日本 TaKaRa 公司；DMEM/f12 培养基

（1132-033） 购自美国 Gibco 公司； 5×上样缓冲液

（LT104）、SDS-PAGE凝胶快速制备试剂盒（PG113）、
多色预染蛋白分子量标准（WJ103）和脱脂奶粉均购

自上海雅酶生物医药科技有限公司；RIPA 裂解液

（WB0102）、BCA蛋白定量试剂盒（WB0123）和蛋白

酶磷酸酶抑制剂（WB0122）均购自上海威奥生物科技

有限公司；CCK-8试剂盒（C0038）和AnnexinⅤ-FITC/ 
PI细胞凋亡检测试剂盒（C1062M）均购自上海碧云天

生物技术股份有限公司。荧光（Cy3）标记的羊抗兔

IgG （BA1032）购自武汉博士德生物工程有限公司。

抗 Bcl-2 一 抗 抗 体 （26593-1-AP Rabbit /lgG；
Polyclonal） 和抗 Caspase-3 一抗抗体 （19677-1-AP；
Rabbit /lgG；Polyclonal）均购自武汉三鹰生物技术有

限公司；抗 MDM4 一抗抗体 （CSB-PA013627GA01
HU；Rabbit /lgG；Polyclonal）购自武汉华美生物工程

有限公司；抗 β-actin 一抗抗体（4970；Rabbit /lgG；
Polyclonal）购自美国Cell Signaling Technology公司；山

羊抗兔 IgG （H+L）二抗抗体（5450-0010）购自美国

SeraCareLife Science 公司；戊巴比妥钠（57-43-2）购

自上海原思标物科技有限公司。

CO2培养箱（日本 Sanyo公司），倒置显微镜（日

本Olympus公司），超净工作台（苏州博莱尔净化设备

有限公司），高速离心机（美国Beckman Coulter公司），

化 学 发 光 成 像 仪 （美 国 ProteinSimple 公 司），

LightCycler 96实时定量PCR仪（美国Roche公司）。

1.2　实验方法
1.2.1　大鼠椎间盘纤维环细胞分离与培养

大鼠腹腔注射戊巴比妥钠（150 mg/kg）［17］，确认

动物死亡后用75%乙醇溶液浸泡5 min，然后移至超净

工作台内，仰卧位固定大鼠，沿腹腔正中线剪开皮肤，

打开胸腔，取出完整脊椎。仔细分离椎间盘，剪下椎

间盘外围纤维环组织，将纤维环剪成 1 mm3的小块组

织。向组织中加入消化液（含胶原酶，由DMEM完全

培养基配制），吸管吹打混匀，置于 37 ℃培养箱中培

养6 h；吸管吹打消化后的组织20次，经200目细胞筛

过滤，收集滤液，500×g离心 5 min，收集细胞沉淀

待用。

1.2.2　大鼠椎间盘纤维环细胞鉴定
采用免疫荧光染色法对大鼠椎间盘纤维环细胞进

行鉴定：首先进行细胞爬片，在培养板中将已爬好细

胞的玻片用PBS浸洗 3 min×3次；质量分数 4%的多聚

甲醛溶液固定爬片 15 min，PBS浸洗玻片 3 min×3次；

经 0.5% TritonX-100 （PBS 配制） 室温通透 20 min，
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PBS浸洗玻片3 min×3次，并用吸水纸吸干；在玻片上

滴加正常山羊血清，室温封闭 30 min；吸水纸吸净封

闭液后，每张玻片滴加足够量的稀释好的一抗（抗

CollagenⅠ抗体），放入湿盒，于4 ℃孵育过夜；第2天
用PBST浸洗爬片 3 min×3次；吸水纸吸净爬片上多余

液体，滴加稀释好的荧光（Cy3）标记的羊抗兔 IgG，
在湿盒中于20～37 ℃下孵育1 h，PBST浸洗切片3 min×
3次；滴加DAPI并避光孵育5 min，对标本进行细胞核

染色，PBST 浸洗切片 5 min×4 次，以洗去多余的

DAPI；用吸水纸吸净爬片上的液体，用含抗荧光淬灭

剂的封片液封固，然后在荧光显微镜下观察采集图像。

1.2.3　实验分组、细胞模型构建与转染
细胞实验分4组：正常组（Normal group），不做任

何处理的原代纤维环细胞；对照组（Control group），
用 IL-1β处理的纤维环细胞，形成退变细胞模型；干

扰组（miR-887-3p inhibitor），在对照组的基础上转染

miR-887-3p抑制子，下调miR-887-3p表达；过表达

组 （miR-887-3p mimics），在对照组的基础上转染

miR-887-3p模拟物，上调miR-887-3p表达。

大鼠椎间盘纤维环细胞以 1×106个/孔的密度接种

于 6孔板中，按上述描述分组处理。待细胞完全贴壁

后开始干预，除正常组外，其余 3组细胞在转染前均

用 10 ng/mL的 IL-1β处理 24 h，构建大鼠椎间盘纤维

环细胞退变模型［18-20］。
采用瞬时转染法转染miR-887-3p抑制子和模拟物

到大鼠椎间盘纤维环细胞：取对数生长期细胞，计数

后接种于6孔板，过夜；当细胞融合度达到30%～50%
时转染；将 miR-887-3p 抑制子和模拟物分别与

LipofectAMINE 3000轻吹混匀，室温静置20 min；然后

分别加入相应的细胞中，在37 ℃、5% CO2的保温箱中

孵育8 h；更换含10%血清的完全培养基；转染48 h后
提取细胞总蛋白或者总RNA。
1.2.4　细胞活力检测

按CCK-8试剂盒说明书进行相关操作：纤维环细

胞以 5×103个/孔的密度接种于 96孔板中，分为 4组，

每组设5个复孔；细胞完全贴壁后，分组转染8 h，然

后分别培养12 h、24 h、48 h和72 h；随后向各孔中加

入 10 μL CCK-8溶液，同时设置空白孔（仅培养基）；

在 37 ℃细胞培养箱中避光孵育 2 h 后，用酶标仪

于 450 nm波长处测量吸光度值，计算细胞增殖活力。

细胞活力=（实验组吸光度值-空白孔吸光度值） /（对
照组吸光度值-空白孔吸光度值）×100%。

1.2.5　流式细胞术检测细胞凋亡率
纤维环细胞（1×105个/孔）接种于 6孔板中培养，

按照前述方法分组干预后，与AnnexinⅤ-FITC/ PI双染

凋亡检测试剂盒中的工作液孵育 30 min；经质量分数

4%多聚甲醛溶液室温固定 15 min，每孔中加入 5 μL 
AnnexinⅤ-FITC溶液，4 ℃孵育 30 min；再用 PI避光

孵育 10 min，最后用流式细胞仪读数。应用 Image J软
件分析，计算细胞凋亡率（早期凋亡和晚期凋亡总和

所占百分率）。

1.2.6　实时荧光定量 PCR 检测相关 mRNA 表达
按照前述方法分组干预后，收集纤维环细胞。用

TRIzol法提取细胞总RNA，poly（T）加尾法逆转录合

成 cDNA，然后采用 SYBRgreen荧光染料法 PCR进行

miR-887-3p 和 MDM4 mRNA 扩增。miR-887-3p 上游

引物为5’-TGCGCGTGAACGGGCGCCATCC-3’，下游

引物为5’-CCAGTGCAGGGTCCGAGGTATT-3’；内参

U6上游引物为5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’，下游

引物为 5’-AACGCACGAATTTGCGT-3’；MDM4上游

引物为 5’-TGGGAGAACTACTGGGACGT-3’，下游引

物 5’-TCCTGTGCGAGACGAGAGT-3’；内参 GAPDH
上游引物为 5’ -TGATTCTACCCACGGCAAGTT-3’，
下游引物为 5’ -TGATGGGTTTCCCATTGATGA-3’。
引物由生工生物工程（上海）股份有限公司设计合成。

根据2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量［21-22］。
1.2.7　蛋白质印迹法检测相关蛋白表达

按照前述方法分组干预后收集纤维环细胞，于低

温下用PBS洗涤细胞3次，使用总蛋白提取试剂盒在冰

上提取总蛋白，然后用BCA试剂盒定量蛋白浓度。使

用 5×loading buffer将蛋白样品稀释至合适浓度，煮沸

后待用。蛋白总上样量为 30 μg，SDS-PAGE分离样

品，转移到 PVDF膜上，用 5% BSA室温封闭 2 h；将

PVDF膜与一抗（抗 Bcl-2、Caspase-3、MDM4抗体，

稀释比例为 1∶2 000）在 4 ℃下孵育过夜；TBST洗涤

5 min×3次；加入带辣根过氧化物酶标记的二抗（山羊

抗兔 IgG，1∶2 000）室温孵育 2 h；TBST洗涤 5 min×
3次；滴加显影液后曝光，应用 Image J软件进行分析，

计算目的条带灰度值。

1.3　统计学分析
采用SPSS 22.0软件进行统计分析，并用GraphPad 

Prism 9制作统计图。计量资料以 x̄±s表示，组间比较

采用单因素方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t检
验，P<0.05表示差异有统计学意义。
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2　结果

2.1　成功获得大鼠椎间盘纤维环退变细胞模型
免疫荧光染色法鉴定分离培养的大鼠椎间盘纤维

环细胞，结果发现细胞中Collagen I表达阳性率在90%
以上，表明分离的纤维环细胞纯度大于 90%，可以用

于后续的实验（图1A）。然后用 IL-1β处理大鼠椎间盘

纤维环细胞，获得纤维环退变细胞模型。

2.2　 转 染 miR-887-3p 抑 制 子 和 模 拟 物 后 miR-
887-3p 表达变化

将miR-887-3p抑制子、模拟物转染到退变的纤维

环细胞后，实时荧光定量PCR检测结果发现，与未处

理的正常组相比，IL-1β处理的对照组（即纤维环退

变细胞模型组）中miR-887-3p的表达水平显著上升

（P<0.001）。而与对照组相比，干扰组（即miR-887-3p

抑制子转染组）中miR-887-3p表达水平显著下降（P<
0.001），过表达组（即miR-887-3p模拟物转染组）中

miR-887-3p的表达水平显著上升（P<0.001）（图 1B）。
2.3　miR-887-3p 表达变化对大鼠椎间盘纤维环
细胞增殖的影响

CCK-8法检测转染miR-887-3p抑制子和模拟物后

大鼠椎间盘纤维环细胞增殖能力的变化。结果显示，

与正常组相比，对照组（IL-1β处理后获得的纤维环

退变细胞模型）细胞活力显著下降（P<0.001），且随

着时间延长逐渐下降；抑制miR-887-3p 表达后，细

胞增殖能力与对照组相比明显增强，与正常组相比

差异已无统计学意义（P>0.05）；而 miR-887-3p 过表

达后，细胞增殖能力与对照组相比进一步降低

（P<0.001），与正常组相比显著降低 （P<0.001），
且随着时间延长逐渐下降（表 1）。

注：A，免疫荧光染色法鉴定大鼠椎间盘纤维环细胞 （Collagen I 表达被 Cy3 荧光抗体标记后显红色；DAPI 染色细胞核呈蓝色；Merged 为两
者叠加；比例尺：100 μm）。B，实时荧光定量 PCR 检测 miR-887-3p 抑制子和模拟物转染后的 miR-887-3p 相对表达量 （与正常组相比，***P<
0.001；与对照组相比，###P<0.001）。
Note： A, Immunofluorescence staining was used to identify rat intervertebral disc annulus fibrosus cells (Collagen I expression marked by 
Cy3 fluorescent antibody appeared red; cell nuclei stained with DAPI appeared blue; Merged, the overlay of A and B; Scale bar: 100 μm). B, 
Relative expression of miR-887-3p after transfection with miR-887-3p inhibitor and mimics detected by real-time fluorescence quantitative 
PCR. Compared to the normal group, ***P<0.001; Compared to the control group, ###P<0.001.
图 1 大鼠椎间盘纤维环细胞鉴定及 miR-887-3p 表达水平检测
Figure 1 Identification of rat intervertebral disc annulus fibrosus cells and detection of miR-887-3p expression levels

表 1　CCK-8 检测 miR-887-3p 抑制子和模拟物转染后大鼠椎间盘纤维环细胞的增殖能力
Table 1　CCK-8 assay used to test cell proliferation ability of rat intervertebral disc annulus fibrosus cells after transfection 

with miR-887-3p inhibitor and mimics

组别
Groups

正常组（Normal group）
对照组（Control group）
miR-887-3p inhibitor
miR-887-3p mimics

细胞活力 /%
Cell viability /%

12 h
100.00±3.24
98.65±2.54
96.56±2.23
95.71±1.62

24 h
100.00±2.65

75.25±6.26 **

95.46±1.25
62.71±7.62 **##

48 h
100.0±3.02
62.40±6.86***

94.54±3.01
40.74±5.13***###

72 h
100.00±1.24
36.54±2.04***

95.23±2.25
23.15±3.63***###

注：与正常组相比，**P<0.01，***P<0.001；与对照组相比，##P<0.01，###P<0.001。
Note： Compared to the normal group， **P<0.01， ***P<0.001； Compared to the control group， ##P<0.01， ###P<0.001.

274



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineJun . 2024, 44(3)

2.4　miR-887-3p 表达变化对大鼠椎间盘纤维环
细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测瞬时转染miR-887-3p抑制子、模

拟物后大鼠椎间盘纤维环细胞凋亡率的变化。结果显

示，与正常组相比，对照组（IL-1β处理后获得的纤

维环退变细胞模型）细胞凋亡率显著增加（P<0.001）。
与对照组相比，miR-887-3p干扰组的细胞凋亡率显著

降低（P<0.001），而miR-887-3p过表达组的细胞凋亡

率显著增加（P<0.001）（图2）。
2.5　miR-887-3p 表达变化对大鼠椎间盘纤维环
细胞凋亡相关蛋白表达的影响

蛋白质印迹法检测转染miR-887-3p抑制子、模拟

物后凋亡相关蛋白Bcl-2和Caspase-3的表达变化。结

果发现，与正常组相比，对照组（IL-1β处理后获得

的纤维环退变细胞模型）中Bcl-2的表达水平显著降低

（P<0.001）， Caspase-3 的表达水平显著升高 （P<
0.001）。与对照组相比，miR-887-3p干扰组中 Bcl-2

的表达水平显著升高（P<0.01），Caspase-3的表达水

平降低（P<0.01）；miR-887-3p过表达组中Bcl-2的表

达水平降低（P<0.05），Caspase-3的表达水平显著升

高（P<0.05）（图3）。
2.6　转染后 miR-887-3p 抑制子、模拟物对相关通
路蛋白的影响

前期通过生物信息学分析发现，MDM4 可能在

miR-887-3p影响椎间盘纤维环细胞功能的过程中起一

定作用。实时荧光定量PCR和蛋白质印迹法检测转染

miR-887-3p抑制子、模拟物后MDM4 mRNA和蛋白的

表达变化。结果发现，与正常组相比，对照组（IL-1β
处理后获得的纤维环退变细胞模型）中MDM4 mRNA
的表达水平显著升高（P<0.01）；与对照组相比，miR-
887-3p干扰后MDM4 mRNA和蛋白的表达水平均显著

升高（P<0.001）；miR-887-3p过表达后MDM4 mRNA
和蛋白的表达水平均显著下降 （P<0.001， P<
0.01）（图4）。

3　讨论

椎间盘退变是引起慢性下腰痛最为常见的病症之

一。椎间盘结构包括髓核、纤维环和软骨终板，其中

纤维环组织在维持椎间盘的稳定性方面发挥重要作用，

对椎间盘退变的发生、发展至关重要［1］。目前，椎间

盘退变的病理机制尚未阐明，通常认为由遗传、基因

多态性、炎性因子激活和细胞外基质降解等导致的椎

间盘细胞衰老与凋亡是椎间盘退变的始动因素［2］。因

此，研究椎间盘细胞退变的分子机制有助于阐明其退

变的病理机制。

miRNA调节转录后的蛋白表达，通常是高度保守

的，具有组织特异性，这一特性大大提高了miRNA在
某些疾病诊断中作为有价值的临床标志物的可能

性［4］。椎间盘退变是一系列分子、细胞、生化和结构

变化的过程，研究表明有多种miRNA参与了椎间盘退

行病变的过程。以往研究证实，miR-377 负调控

ADAMTS5基因的表达，减少聚集体的分解，从而加速

组织退化［23］。李小川等［24］发现，上调miR-155可通

过抑制 FADD和Caspase-3表达，促进 Fas介导的髓核

细胞凋亡。本研究从大鼠中获取正常的椎间盘纤维环

细胞，用免疫荧光染色法进行鉴定后，用 IL-1β处理

注：与正常组相比，***P<0.001；与对照组相比，###P<0.001。
Note： Compared to the normal group， ***P<0.001； Compared to the control group， ###P<0.001.
图 2 流式细胞仪检测转染 miR-887-3p 抑制子和模拟物转染后 48 h 的大鼠椎间盘纤维环细胞凋亡率
Figure 2 Flow cytometry measurement of apoptosis rates in rat intervertebral disc annulus fibrosus cells 48 h after 

transfection with miR-887-3p inhibitor and mimics
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24 h构建纤维环细胞退变模型；检测发现，miR-887-
3p在退行性椎间盘纤维环细胞中高表达，抑制或者过

表达miR-887-3p均可影响MDM4的表达水平；在此基

础上进一步检测抑制或者过表达miR-887-3p对退行性

椎间盘纤维环细胞活力和细胞凋亡等的影响，以期为

miR-887-3p作为靶点治疗纤维环细胞退变的椎间盘疾

病提供参考。

细胞凋亡是在一定的生理或病理条件下，受多种

基因调控的程序化的细胞死亡方式［25］。大量研究表

明，线粒体通路及其相关蛋白在凋亡中起着至关重要

的作用。在众多的凋亡相关基因中，Bcl-2作为第一个

被确认能够抗细胞凋亡的基因，定位于18号染色体21
区，主要分布于线粒体外膜的胞质面、内质网及核膜

上［26］；Caspase-3是近年来Caspase家族中最重要的凋

亡执行者之一，通常以非活化的酶原形式存在于细胞

质中，可在多种凋亡信号的刺激下被激活，并使多种

蛋白底物发生变性［27］。本研究结果表明，与正常组相

比，退变细胞中Bcl-2的表达水平下降，Caspase-3的
表达水平增加。进一步转染miR-887-3p抑制子后，退

变的纤维环细胞中miR-887-3p表达水平降低，细胞凋

亡率降低，Bcl-2表达水平增加，Caspase-3表达水平

降低；而转染miR-887-3p模拟物后，miR-887-3p表
达水平升高，细胞凋亡率增加，Bcl-2表达水平降低，

Caspase-3表达水平增加。

大量研究表明，MDM4是 p53的主要负调控因子，

在乳腺癌、胃癌和结肠癌等恶性肿瘤中均过表达［16］。
有 研 究 利 用 单 核 苷 酸 多 态 性 （single nucleotide 
polymorphism，SNP）基因分型和双荧光素酶报告基因

检测技术发现，功能性MDM4 rs4245739 SNP与中国汉

族人群的小细胞肺癌风险显著降低有关，MDM4有望

成为潜在的疾病标志物［28］。也有研究表明，MDM4对

注：蛋白质印迹法 （A） 和实时荧光定量 PCR （B） 检测鼠双微体 4
（MDM4） 的表达。与正常组相比，**P<0.01，***P<0.001；与对照组
相比，##P<0.01，###P<0.001。
Note： Expression of murine double minute 4 (MDM4) was 
detected by Western blotting (A) and real-time fluorescence 
quantitative PCR (B). Compared to the normal group, **P<0.01, 
***P<0.001; Compared to the control group, ###P<0.001.
图 4 瞬时转染 miR-887-3p 抑制子和模拟物 48 h 后大鼠椎间

盘纤维环细胞中 MDM4 mRNA 和蛋白表达的变化
Figure 4 Changes in MDM4 mRNA and protein expression 

in rat intervertebral disc annulus fibrosus cells 
48 h after transient transfection with miR-887-3p 
inhibitor and mimics

注：与正常组相比，***P<0.001；与对照组相比，#P<0.05，##P<0.01。
Note： Compared to the normal group， ***P<0.001； Compared to the control group， #P<0.05， ##P<0.01.
图 3 蛋白质印迹法检测瞬时转染miR-887-3p抑制子和模拟物48 h后大鼠椎间盘纤维环细胞中Bcl-2（A）和Caspase-3（B）蛋白表达
Figure 3 Western blotting analysis of Bcl-2（A） and Caspase-3（B） protein expression in rat intervertebral disc annulus 

fibrosus cells 48 h after transient transfection with miR-887-3p inhibitor and mimics
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p53的调控是双向的：一方面通过抑制p53的表达来抑

制肿瘤凋亡；另一方面通过结合 Bcl-2促进 p53磷酸

化，进而促进线粒体内源化凋亡［29］。还有研究发现，

MDM4 在类风湿关节炎中通过调控 miR-431 靶向

MDM4，抑制细胞侵袭，促进细胞凋亡［30］。本研究发

现，miR-887-3p干扰后MDM4表达升高，miR-887-3p
过表达后MDM4表达降低，提示miR-887-3p可能通过

调控MDM4表达影响细胞的增殖和凋亡，进而阻止椎

间盘退变的发生和发展。

综上，miR-887-3p能够显著影响退变的纤维环细

胞的增殖能力和凋亡水平，其分子机制可能是与其调

控MDM4的表达有关。需要说明，本文仅仅进行了动

物细胞体外实验，缺乏体内研究，后续将建立动物实

验模型，进一步明确miR-887-3p在大鼠椎间盘纤维环

退变中的作用。
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