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· 论著 ·

miR-224-3p调控JAK/STAT信号通路对LPS诱导的椎间盘退变

髓核细胞增殖、凋亡和炎症反应的影响

熊和然，赵欣，王松，向超，万骐，程思玲，何生华
（武汉市中医医院推拿科，武汉  430000）  

摘要  目的 探讨miR-224-3p调控Janus激酶/信号转导和转录激活因子 （JAK/STAT） 信号通路对椎间盘髓核细胞增殖、凋亡

和炎症反应的影响。方法  将髓核细胞分为对照 （Control） 组、模型 （Model，以200 μg/mL脂多糖干预） 组、miR-224-3p阴性对

照 （miR-NC） 组、miR-224-3p模拟物 （miR-224-3p mimics） 组、miR-224-3p mimics+JAK1过表达空载体 （miR-224-3p mimics+pc-
DNA-NC） 组、miR-224-3p mimics+JAK1过表达质粒 （miR-224-3p mimics+JAK1） 组。采用实时定量PCR检测细胞miR-224-3p、肿瘤

坏死因子α （TNF-α）、白细胞介素 （IL） -6、可聚蛋白多糖 （aggrecan）、胶原蛋白Ⅱ （CollagenⅡ）、JAK1、STAT1 mRNA表达水平； 采用

CCK-8法检测细胞增殖情况； 采用流式细胞术法检测细胞凋亡情况； 采用ELISA试剂盒法检测炎性细胞因子水平； 采用Western 

blotting检测JAK1、STAT3、BCL2 相关X蛋白 （Bax）、B淋巴细胞瘤-2基因 （Bcl-2）、胱天蛋白酶-3 （caspase-3）、aggrecan和CollagenⅡ

蛋白表达； 双萤光素酶报告基因实验验证miR-224-3p与JAK1之间的靶向关系。结果  与Control组相比，Model组髓核细胞miR-
224-3p表达下调，JAK1和STAT1表达上调 （P < 0.05）； 过表达miR-224-3p可提高髓核细胞活性、aggrecan和Collagen Ⅱ表达水平、

Bcl-2蛋白表达量，降低细胞凋亡率、TNF-α、IL-6和IL-8水平及p-JAK1/JAK1、p-STAT1/STAT1、caspase-3和Bax蛋白表达量 （P < 

0.05）； 同时过表达miR-224-3p和JAK1可降低髓核细胞活性、aggrecan和CollagenⅡ表达水平、Bcl 2蛋白表达量，提高细胞凋亡率、

TNF-α、IL-6和IL-8水平及p-JAK1/JAK1、p-STAT1/STAT1、caspase-3和Bax蛋白表达量 （P < 0.05）。结论  椎间盘退变髓核细胞中

miR-224-3p的表达水平显著下调，上调miR-224-3p可通过靶向抑制JAK/STAT信号通路，提高脂多糖诱导的椎间盘髓核细胞活

性，抑制细胞凋亡、炎症反应和细胞外基质降解。
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Effects of miR-224-3p regulating JAK/STAT signaling pathway on proliferation，apoptosis，and 
inflammatory response of LPS-induced nucleus pulposus cells in intervertebral disc degeneration
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Abstract  Objective To investigate the effects of miR-224-3p regulation of the Janus kinase/signal transducer and activator of tran-
scription （JAK/STAT） signaling pathway on the proliferation，apoptosis，and inflammatory response of nucleus pulposus cells in interverte-
bral discs. Methods  Nucleus pulposus cells were divided into the following groups：Control，Model （intervened with 200 μg/mL lipopoly-
saccharide），miR-224-3p negative control （miR-NC），miR-224-3p mimics，miR-224-3p mimics+JAK1 overexpression empty vector

（miR-224-3p mimics+pcDNA-NC），and miR-224-3p mimics+JAK1 overexpression plasmid （miR-224-3p mimics+JAK1）. miR-224-3p，

tumor necrosis factor α （TNF-α），interleukin-6 （IL-6），aggrecan，CollagenⅡ，JAK1，and STAT1 mRNA expression levels in cells were 

determined using real-time quantitative PCR. Cell proliferation was assessed using the Cell Counting Kit-8 assay，and apoptosis was mea-
sured using flow cytometry. Inflammatory cytokine levels were determined using enzyme-linked immunosorbent assay kits. JAK1，STAT3，

BCL2-associated X protein （Bax），B-cell lymphoma-2 （Bcl-2），caspase-3，aggrecan，and CollagenⅡ were analyzed using Western blotting. 

The targeting relationship between miR-224-3p and JAK1 was verified using a dual-luciferase reporter assay. Results  Compared with the 

Control group，the Model group showed significantly downregulated miR-224-3p expression and upregulated JAK1 and STAT1 expressions 

in nucleus pulposus cells （P < 0.05）. miR-224-3p overexpression significantly enhanced cell viability，increased aggrecan，CollagenⅡ，

and Bcl-2 protein expression，whereas it reduced the apoptosis rate； TNF-α，IL-6，and IL-8 levels； and the p-JAK1/JAK1 and p-STAT1/
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STAT1 ratios，as well as caspase-3 and Bax protein expressions （P < 0.05）. Simultaneous miR-224-3p and JAK1 overexpression reduced 

cell viability，aggrecan and CollagenⅡ，and Bcl-2 protein expressions，while increasing the apoptosis rate； TNF-α，IL-6，and IL-8 levels，

and p-JAK1/JAK1，p-STAT1/STAT1，caspase-3，and Bax protein expressions （P < 0.05）. Conclusion  miR-224-3p expression is signi-
ficantly downregulated in nucleus pulposus cells of degenerative intervertebral discs. Notably，miR-224-3p upregulation can enhance the 

viability of lipopolysaccharide-induced nucleus pulposus cells and inhibit cell apoptosis，inflammatory response，and extracellular matrix 

degradation by targeting the JAK/STAT signaling pathway.

Keywords  miR-224-3p； Janus kinase/signal transducer and activator of transcription pathway； intervertebral disc nucleus pulposus 

cells； proliferation； apoptosis； inflammatory response

椎间盘退变是一种起源于椎间盘的脊柱退行

性疾病，可导致脊柱不稳、椎间盘突出和颈椎病［1］。

髓核细胞是椎间盘的重要组成部分，其行为学的变

化会影响椎间盘的功能［2］。研究［3］发现髓核组织的

炎症反应与腰椎间盘退变密切相关，主要表现为炎

症介质促使细胞凋亡并促进各种细胞外基质降解

酶的合成，从而导致细胞外基质降解。Janus激酶/信

号转导和转录激活因子 （janus kinase/signal transdu-

cer and activator of transcription，JAK/STAT） 是介导细

胞增殖、凋亡及炎症反应的关键信号通路［4］。研究［5］

表明通过下调JAK/STAT信号通路活性，可减少髓

核细胞外基质降解，保护椎间盘结构的完整性。微

RNA （microRNA，miRNA） 与椎间盘退变的增殖、凋

亡、炎症和细胞外基质相关［6］。目前对miR-224-3p的

研究主要集中在肿瘤和免疫细胞［7］，关于其在椎间

盘退变中的作用鲜有报道。

本研究通过ENCORI数据库预测发现miR-224-

3p和JAK1之间存在结合位点，提示二者可能存在靶

向调控关系。基于此，本研究旨在探究miR-224-3p通

过调控JAK/STAT信号通路对人椎间盘退变髓核细

胞增殖、凋亡和炎症反应的影响，以期为椎间盘退

变的治疗提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞与试剂：人髓核细胞购自武汉赛奥斯生

物科技有限公司；脂多糖 （lipopolysaccharide，LPS） 

购自北京伊塔生物科技有限公司；DMEM培养基 

（含10%胎牛血清） 购自武汉佰瑞得生物技术有限

公司；细胞凋亡检测试剂盒购自上海雅吉生物科技

有限公司；实时定量PCR试剂盒购自艾美捷科技有

限公司；CCK-8试剂盒购自上海谱析生物科技有限

公司；lipofectamine 2000转染试剂购自上海恒斐生

物科技有限公司；miR-224-3p空载体、miR-224-3p模

拟物、JAK1过表达空载体和JAK1过表达质粒由吉

满生物科技 （上海） 有限公司构建并提供；基因引

物序列由北京擎科生物科技有限公司合成并提供；

AnnexinV-FITC/PI双染细胞凋亡检测试剂盒购自浙

江麦飞生物科技有限公司；肿瘤坏死因子α （tumor 

necrosis factor α，TNF-α）、白细胞介素 （interleukin，

IL） -6、 IL-8、 IL-1β 试剂盒均购自北京索莱宝科技

有限公司；BCA蛋白浓度测定试剂盒购自武汉伊莱

瑞特生物科技股份有限公司；JAK1、p-JAK1、STAT1、

p-STAT1、Bax、Bcl-2、caspase-3、aggrecan、CollagenⅡ

抗体购自英国abcam公司。

1.1.2 主 要 仪 器：Thermo BB15CO2细 胞 培 养 箱 购

自上海远耀生物科技有限公司；GenoSens S2 Pro/

Ultra凝胶成像仪购自上海勤翔科学仪器有限公司；

Q3200实时荧光定量PCR仪购自杭州柏恒科技有限

公司；DMi1显微镜购自北京普瑞赛司仪器有限公

司；NanoDrop 8000分光光度计购自美国赛默飞世尔

科技公司；SpectraMax Mini多功能酶标仪购自美谷

分子仪器 （上海） 有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养：将冷冻保存的人髓核细胞解冻

后，接种于DMEM培养基 （含10%胎牛血清），在37 ℃，

5% CO2的细胞培养箱中培养，定期更换培养液 （间

隔2~3 d），观察细胞的颜色以及生长状态，当细胞融

合度达到80%左右时进行传代，并取3代细胞经LPS

诱导24 h后进行后续实验研究。

1.2.2 miR-224-3p、JAK1和STAT1 mRNA表达水平检

测：用TRIzol试剂盒提取正常人髓核细胞和经LPS干

预后髓核细胞的总RNA，NanoDrop 8000核酸分光光

度计测定其浓度和纯度后将其逆转录为cDNA，随
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后进行实时定量PCR。以U6作为miR-224-3p的内参，

GAPDH作为JAK1和STAT1的内参，用2-ΔΔCt法计算

相对表达量。引物由北京擎科生物技术有限公司生

成。引物序列见表1。

1.2.3 细胞转染：将人髓核细胞分为对照 （Control）

组、模型 （Model） 组、miR-224-3p空载体 （miR-NC） 组、

miR-224-3p模拟物 （miR-224-3p mimics） 组、miR-224-

3p模拟物+JAK1过表达空载体 （miR-224-3p mimics+

pcDNA-NC） 组、miR-224-3p模拟物+JAK1过表达质

粒 （miR-224-3p mimics+JAK1） 组。其 中Control组 细

胞正常培养，Model组细胞以LPS （200 μg/mL） ［8］诱导

24 h，其他各组细胞经LPS （200 μg/mL）诱导24 h后，

使用lipofectamine 2000转染试剂分别将miR-NC、

miR-224-3p mimics、miR-224-3p mimics和pcDNA-NC、

miR-224-3p mimics和JAK1转染至各组细胞，48 h后

收集细胞并检测相关指标。 

1.2.4 实时定量PCR检测目的基因相对表达：收集

各组髓核细胞，按照1.2.2的方法检测miR-224-3p、

TNF-α、IL-6、aggrecan和CollagenⅡ的相对表达水平。

引物序列见表1。

表1  引物序列

Tab.1  Primer sequence

Gene Primer sequence

miR-224-3p
Forward：5’-CTTCATGTGGCTGATGACCTATG-3’

Reverse：5’-TAGACAATTGGGACGCTGAAGA-3’

U6
Forward：5’-TTAGCATGGCCCCTGC-3’

Reverse：5’-TGCGTGTCGTGGAGTC-3’

JAK1
Forward：5’-TGGAGGTAACCACATAGC-3’

Reverse：5’-CCGAGAACCCAAATAGTC-3’

STAT1
Forward：5’-GGTAATTGACCTCGAGACGACCTCTC-3’

Reverse：5’-GGAAGAAGGACAGATTCCTGGGTTCC-3’

TNF-α
Forward：5’-AATGGCGTGGAGCTGAGA-3’

Reverse：5’-ATGCGGCTGATGGTGTGG-3’

IL-6
Forward：5’-ATCTGGATTCAATGAGGAGA-3’

Reverse：5’-TCTGGCTTGTTCCTCACTAC-3’

Aggrecan
Forward：5’-CTACCAGTGGATCGGCCTGAA-3’

Reverse：5’-CGTGCCAGATCATCACCACA-3’

CollagenⅡ
Forward：5’-GGCAATAGCAGGTTCACGTACA-3’

Reverse：5’-CGATAACAGTCTTGCCCCACTT-3’

GAPDH
Forward：5’-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’

Reverse：5’-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3’

1.2.5 CCK-8法检测各组髓核细胞活性：收集1.2.3

中各组培养至对数生长期的髓核细胞接种于96孔

板中，以未处理的髓核细胞作为空白对照组。在标

准环境的细胞培养箱 （37 ℃，5% CO2） 中培养24 h

后，向每孔加入CCK-8试剂。孵育后取含待测液的样

板，用酶标仪检测各组细胞450 nm的吸光度 （optical 

density，OD） 值。

1.2.6 流式细胞术检测各组髓核细胞的凋亡情况：

收集各组髓核细胞，用预冷的PBS清洗，离心弃上清 

（3 000 r/min 5 min），加入结合缓冲液重悬细胞，再分

别加入AnnexinV-FITC和PI，均匀混合后避光反应10 

min。用流式细胞仪进行检测。

1.2.7 ELISA法检测各组炎性细胞因子水平：收集

各组髓核细胞，离心后 （3 000 r/min 5 min） 收集上清

液，按照试剂盒说明书检测TNF-α、IL-6、IL-8水平。

1.2.8 Western blotting检 测 髓 核 细 胞JAK/STAT信

号通路蛋白表达情况：收集髓核细胞，加入RIPA裂

解液反应后离心取上清，提取并定量总蛋白。蛋白

经变性、电泳分离、转膜、封闭后与JAK1、p-JAK1、

STAT1、p-STAT1、Bax、Bcl-2、caspase-3、aggrecan和

Collagen Ⅱ一抗在4℃孵育过夜，HRP标记的山羊抗

兔二抗IgG室温孵育1 h。可视化处理后使用ImageJ分
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析蛋白条带灰度值。

1.2.9 双萤光素酶报告基因检测：利用在线网站 

（https：//rnasysu.com） 对miR-224-3p与JAK1的结合位

点进行预测，并构建JAK1-WT、JAK1-MUT双萤光素

酶报告基因表达载体。分别与miR-NC和miR-224-3p 

mimics共转染于髓核细胞，进行48 h培养后，对其萤

光素酶活性进行检测。

1.3 统计学分析

采用SPSS 24.0软件进行统计分析。数据以x-±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用t检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-224-3p、JAK1和STAT1 mRNA表达水平

与Control组 （0.91±0.05，0.25±0.02，0.17±0.01） 

相比，Model组髓核细胞miR-224-3p表达水平 （0.47±

0.04） 显著下调，JAK1 mRNA （0.79±0.07） 和STAT1 

mRNA （0.68±0.06） 表达水平显著上调 （P < 0.05）。

2.2 各组髓核细胞中miR-224-3p、TNF-α、IL-6、ag-

grecan和CollagenⅡ表达水平

与Control组相比，Model组miR-224-3p表达水平

明显降低，TNF-α mRNA和IL-6 mRNA表达水平明显升

高 （P < 0.05），提示人椎间盘退变髓核细胞模型构建

成 功；与miR-NC组 相 比，miR-224-3p mimics组miR-

224-3p、aggrecan和CollagenⅡ mRNA表 达 水 平 显

著升高，TNF-α、IL-6表达水平明显降低 （P < 0.05）；与

miR-224-3p mimics+pcDNA-NC组 相 比，miR-224-3p 

mimics+JAK1组aggrecan和CollagenⅡ mRNA表 达 水

平降低，TNF-α、IL-6 mRNA表达水平显著升高 （P < 

0.05）。见表2。

表2  各组髓核细胞中miR-224-3p、TNF-α、IL-6、aggrecan和CollagenⅡ mRNA的表达

Tab.2  miR-224-3p，TNF-α，IL-6，aggrecan，and CollagenⅡ in nucleus pulposus cells of each group

Group n miR-224-3p TNF-α IL-6 Aggrecan CollagenⅡ 

Control 6 0.98±0.02 0.25±0.02 0.17±0.01 0.97±0.06 0.92±0.07

Model 6 0.46±0.051） 0.54±0.051） 0.42±0.041） 0.41±0.041） 0.55±0.041） 

miR-NC 6 0.47±0.04 0.57±0.05 0.45±0.04 0.43±0.04 0.52±0.05

miR-224-3p mimics 6 0.75±0.062） 0.36±0.032） 0.24±0.032） 0.82±0.082） 0.86±0.072） 

miR-224-3p mimics+pcDNA-NC 6 0.76±0.07 0.38±0.04 0.25±0.02 0.80±0.08 0.84±0.08

miR-224-3p mimics+JAK1 6 0.77±0.06 0.49±0.053） 0.38±0.043） 0.54±0.053） 0.67±0.063） 

1） P < 0.05 vs. Control group；2） P < 0.05 vs. miR-NC group；3） P < 0.05 vs. miR-224-3p mimics+pcDNA-NC group.

2.3 各组髓核细胞活性比较

与Control组相比，Model组髓核细胞活性显著降

低 （96.51±8.65 vs. 51.53±5.07，P < 0.05）；与miR-

NC组相比，miR-224-3p mimics组髓核细胞活性显著

升高 （50.39±5.04 vs. 69.81±5.01，P < 0.05）；与miR-

224-3p mimics+pcDNA-NC组相比，miR-224-3p mi-

mics+JAK1组髓核细胞活性显著降低 （66.45±4.52 

vs. 57.49±3.30，P < 0.05）。

2.4 各组髓核细胞凋亡率比较

与Control组 （6.39%±0.76%） 相比，Model组髓核

细胞凋亡率 （27.41%±2.38%） 显著升高 （P < 0.05）；

与miR-NC组 （28.64%±2.71%） 相比，miR-224-3p mi-

mics组髓核细胞凋亡率 （15.20%±1.24%） 显著降低 （P < 

0.05）；与miR-224-3p mimics+pcDNA-NC组 （14.67%±

1.38%） 相比，miR-224-3p mimics+JAK1组髓核细胞凋

亡率 （21.89%±1.91%） 显著升高 （P < 0.05）。见图1。

2.5 各组炎性细胞因子水平比较

与Control组相比，Model组炎性细胞因子水平显

著升高 （P < 0.05）；与miR-NC组相比，miR-224-3p 

mimics组炎性细胞因子水平显著降低 （P < 0.05）；与

miR-224-3p mimics+pcDNA-NC组相比，miR-224-3p

mimics+JAK1组炎性细胞因子水平显著升高 （P < 

0.05）。见表3。

2.6 各组髓核细胞JAK/STAT信号通路相关蛋白表

达水平比较

与Control组相比，Model组p-JAK1/JAK1、p-STAT1/

STAT1、caspase-3和Bax蛋白表达水平显著升高、Bcl- 

2、aggrecan和CollagenⅡ蛋白表达水平显著降低 （P < 

0.05）；与miR-NC组相比，miR-224-3p mimics组p-

JAK1/JAK1、p-STAT1/STAT1、caspase-3和Bax蛋白表

中国医科大学学报  第55卷
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A，Control group；B，Model group；C，miR-NC group；D，miR-224-3p mimics group；E，miR-224-3p mimics+pcDNA-NC；F，miR-224-3p mimics+JAK1 

group.

图1  流式细胞术检测各组髓核细胞凋亡情况

Fig.1  Detection of nucleus pulposus cell apoptosis in each group using flow cytometry

表3  各组髓核细胞炎性细胞因子水平比较 （pg/mL） 

Tab.3  Comparison of inflammatory factor levels in nucleus pulposus cells among different groups （pg/mL） 

Group n TNF-α IL-6 IL-8

Control 6 126.39±12.50   76.80±7.21   98.18±8.41

Model 6 227.41±21.431） 161.70±12.251） 173.26±15.171） 

miR-NC 6 231.64±20.26 158.32±15.40 178.31±16.35

miR-224-3p mimics 6 155.20±15.202）   97.46±9.122） 115.33±10.102） 

miR-224-3p mimics+pcDNA-NC 6 159.70±15.51 100.23±10.05 119.14±11.45

miR-224-3p mimics+JAK1 6 201.89±17.913） 135.70±12.283） 151.74±14.633） 

1） P < 0.05 vs. Control group；2） P < 0.05 vs. miR-NC group；3） P < 0.05 vs. miR-224-3p mimics+pcDNA-NC group.

表4  各组髓核细胞JAK/STAT通路相关蛋白比较

Tab.4  Comparison of JAK/STAT pathway-related protein expressions in nucleus pulposus cells among different groups

Group p-JAK1/JAK1
p-STAT1/

STAT1
Bcl-2 Caspase-3 Bax Aggrecan CollagenⅡ

Control 0.41±0.04 0.32±0.03 0.71±0.07 0.35±0.03 0.47±0.05 0.99±0.02 0.92±0.07

Model 0.75±0.071） 0.80±0.081） 0.26±0.031） 0.72±0.071） 0.85±0.081） 0.34±0.031） 0.47±0.041） 

miR-NC 0.72±0.07 0.78±0.07 0.29±0.03 0.71±0.06 0.87±0.08 0.36±0.04 0.45±0.04

miR-224-3p mimics 0.53±0.052） 0.47±0.052） 0.61±0.062） 0.50±0.052） 0.63±0.062） 0.87±0.082） 0.81±0.082） 

miR-224-3p mimics+pcDNA-NC 0.50±0.04 0.49±0.05 0.60±0.05 0.52±0.05 0.60±0.05 0.85±0.07 0.78±0.07

miR-224-3p mimics+JAK1 0.69±0.063） 0.71±0.073） 0.34±0.033） 0.63±0.063） 0.77±0.073） 0.60±0.053） 0.58±0.053） 

1） P < 0.05 vs. Control group；2） P < 0.05 vs. miR-NC group；3） P < 0.05 vs. miR-224-3p mimics+pcDNA-NC group. n = 6.

达水平显著下降、Bcl-2、aggrecan和CollagenⅡ蛋白表

达水平显著升高 （P < 0.05）；与miR-224-3p mimics+

pcDNA-NC组相比，miR-224-3p mimics+JAK1组p-

JAK1/JAK1、p-STAT1/STAT1、caspase-3和Bax蛋 白 表

达水平显著升高、Bcl-2、aggrecan和CollagenⅡ蛋白

表达水平显著降低 （P < 0.05）。见表4、图2。
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2.7 miR-224-3p与JAK1的靶向关系验证

网站预测结果显示，miR-224-3p与JAK1之间存

在互补结合位点。双萤光素酶报告基因实验进一步

显示，与阴性对照miR-NC相比，miR-224-3p mimics

可显著抑制JAK1-WT质粒的萤光素酶活性 （1.01±

0.05 vs. 0.52±0.05，P < 0.05），证明miR-224-3p与JAK1

之间存在靶向关系。见图3。

3 讨论

衰老、遗传、营养、代谢因素、炎性细胞因子、感

染、机械因素、信号通路等多种因素都会导致髓核

细胞凋亡、椎间盘退变［9］。髓核中的髓核细胞可产

生aggrecan、CollagenⅡ，从而形成细胞外基质，在维

持椎间盘的结构和健康中发挥关键作用［10］。髓核细

胞凋亡是椎间盘退变潜在病理之一，而细胞凋亡的

主要诱因是细胞受到刺激发生强烈的炎症反应。因

此，抑制髓核细胞炎症和凋亡现象是缓解椎间盘退

变的有效途径。

既往研究［11］表明，miRNA是基因表达的调控因

子，在椎间盘退变的预防和治疗中发挥重要作用。

ZHENG等［12］指出，miRNA通过调节髓核细胞的凋亡

和内质网应激反应影响椎间盘退变的发生和发展。

miR-224-3p作为一种短的非编码RNA，已被证实在

股骨头创伤性骨坏死组织中显著下调［13］，但在椎间

盘退变疾病中尚未有研究。本研究结果显示，髓核

细胞经LPS干预后，miR-224-3p表达水平显著下调，

过表达miR-224-3p可抑制细胞凋亡和炎性细胞因子

的表达，提高细胞活力及aggrecan、CollagenⅡ的表达

量。以上结果表明miR-224-3p对椎间盘退变髓核细

胞具有保护作用。

miRNA通过与靶基因互补结合发挥其生物学

功能［14］。本研究预测miR-224-3p与JAK1存在的结

合位点。JAK/STAT信号通路是调节机体炎症反应

的典型通路。炎性细胞因子的过表达使JAK磷酸化，

进而使下游的STAT磷酸化，再通过与相应的位点结

合，诱导该信号通路的进一步激活，促进炎症和细

胞凋亡［15］。本研究结果显示，经LPS干预髓核细胞

后，miR-224-3p表达水平显著下调、JAK1和STAT表

达上调，猜测JAK/STAT信号通路介导椎间盘退变的

病理进程，而miRNA可能影响JAK/STAT信号通路活

性。细胞转染实验结果显示，过表达miR-224-3p可

抑制细胞凋亡和炎性细胞因子水平、增加aggrecan

和CollagenⅡ的表达量从而减少细胞外基质降解，

同 时p-JAK1/JAK1和p-STAT1/STAT1的 蛋 白 表 达 水

平显著下降。这可能说明miR-224-3p通过抑制JAK1/

STAT1信号通路的活性发挥对髓核细胞的调节作

用。本研究结果显示，过表达JAK1可逆转过表达

miR-224-3p对椎间盘退变髓核细胞的凋亡和炎症

的改善作用，从而证明了miR-224-3p通过抑制JAK1/

STAT1通路活性发挥对髓核细胞的改善作用。

综上所述，人椎间盘退变髓核细胞中miR-224-

3p的表达水平显著下调，过表达miR-224-3p可通过

靶向JAK1抑制JAK/STAT信号通路活性，从而抑制

LPS诱导的人髓核细胞凋亡、炎症反应和细胞外基

质降解，提高细胞活力。miR-224-3p可能是椎间盘

退变治疗的潜在靶点。本文只是对miR-224-3p在椎

1，Control group；2，Model group；3，miR-NC group；4，miR-224-3p 

mimics group；5，miR-224-3p mimics+pcDNA-NC group；6，miR-224-3p 

mimics+JAK1 group.

图2  各组髓核细胞JAK/STAT信号通路相关蛋白表达

Fig.2  JAK/STAT signaling pathway-related protein expressions in 

nucleus pulposus cells of each group
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图3  miR-224-3p与JAK1的靶向结合位点

Fig.3  Target binding sites of miR-224-3p and JAK1
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间盘退变中作用的初步研究，为了阐明miR-224-3p

在椎间盘退变中的具体作用机制，还需要开展大量

深入的实验及临床研究进一步验证。
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