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摘要 沉默信息调节因子 2同源蛋白 1(silent mating type information regulation 2 homolog 1, SIRT1/sirtuin 1)是组蛋白去乙酰化
酶，参与表观遗传修饰调节，促进多种细胞的生存，但目前对椎间盘髓核细胞的作用未见研究．为了阐明临床不同来源的椎

间盘髓核手术标本 SIRT1的表达变化，用免疫组化、定量 RT-PCR、Western blot方法对中老年腰椎间盘突出症病人及青壮
年腰椎骨折病人术中髓核标本进行研究，表明老年人髓核 SIRT1的 mRNA及蛋白质水平均显著低于青壮年的髓核．同时，
用 resveratrol(SIRT1激动剂)、烟碱(SIRT1抑制剂)、SIRT1-siRNA对培养的退变髓核细胞进行处理或转染后，用流式细胞仪
检测凋亡率变化，结果表明 resveratrol能显著促进退变髓核细胞生存，相反，当烟碱或 SIRT1-siRNA转染后则显著促进髓核
细胞凋亡．为了进一步分析 SIRT1 抑制退变髓核细胞凋亡的分子机制，应用 Western blot 及抑制剂方法研究表明，当
SIRT1-siRNA 转染髓核细胞后能降低磷酸化 Akt 蛋白的表达，而白藜芦醇处理则促进磷酸化 Akt 蛋白的表达，当用
LY294002(PI3K抑制剂)或 Akt-siRNA转染后显著抑制髓核细胞的生存率．研究结果表明，SIRT1通过 Akt通路能显著抑制
髓核细胞凋亡，为深入揭示退变性椎间盘疾病的病理生理及生物治疗提供新的思路和靶点．
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有研究表明，在老年人群中，约 80%的人口
患下腰痛疾病[1]，而椎间盘退变是腰椎间盘突出、

退变性椎管狭窄、腰椎滑脱和椎间盘源性腰痛等一

系列下腰痛疾病的主要病因．尽管椎间盘退变牵涉

髓核、软骨终板及纤维环，但显著的改变还是发生

在髓核，如细胞外基质成分降解、基质水合作用降

低，其中，负责基质合成的髓核细胞的凋亡及细胞

数量减少，在这个病变过程中发挥了关键作用[2-4].
因此，通过抑制髓核细胞的凋亡，可能会促进髓核

基质的合成，延缓椎间盘退变．

沉默信息调节因子(silent information regulator 2,
Sir2)最先在低等生物酵母中发现，研究表明 Sir2
能延长寿命、延缓衰老．沉默信息调节因子 2 同
源蛋白 1 (silent mating type information regulation 2
homolog 1, SIRT1)为哺乳动物中与 Sir2最为相似的
同系物[5-7]．SIRT1为细胞核去乙酰化酶，能调节细
胞的增殖、分化、衰老、凋亡、炎性反应、能量代

谢等决定细胞命运的功能[5, 8-9]．

近来的研究表明，SIRT1能延缓关节软骨细胞

等多种生物细胞的衰老凋亡[10-15]，促进关节软骨细

胞外基质合成，抑制皮肤成纤维细胞基质金属蛋白

酶的表达从而延缓皮肤衰老[12-13, 16]．而既往研究也

证实，人椎间盘髓核细胞为类软骨细胞，而基质金

属蛋白酶在髓核基质的降解退变过程中也起重要作

用，因此我们推测 SIRT1 可能在椎间盘髓核细胞
退变凋亡过程中发挥作用．本研究的目的就是首先

阐明 SIRT1在临床不同来源的椎间盘髓核标本中
的表达变化，分析 SIRT1 在髓核细胞凋亡中的作
用及分子机制，以期为椎间盘退变性疾病的发病机

制及基因治疗探索新的途径和方法．

1 材料与方法

1援1 标本来源

人体组织标本的获取通过重庆医科大学附属第
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一医院伦理委员会批准．所收集的椎间盘髓核组织

来源于重庆医科大学附属第一医院脊柱外科住院患

者术中常规切除之髓核标本，均获得患者知情同

意．退变的椎间盘髓核组织来源于腰椎间盘突出症

(lumbar disc herniation, LDH)患者，22 例病人，病
人年龄为 55～72岁(男 13例，女 9 例)，共 22 个
退变髓核样本．腰椎爆裂性骨折(lumbar vertebra
fracture, LVF)患者 8例，年龄分别为 22～25岁(男
7例，女 1例)，均为创伤后 24 h内急诊行手术减
压、椎间盘切除植骨、内固定术，术中获取的髓核

用于与 LDH退变髓核相对照．
所有患者术前均常规完善脊柱 MRI检测，对

获取的椎间盘退变程度均用 Pfirrmann分级方法进
行分级[17]．来源于 LDH患者的髓核为 Grade芋-遇,
而来源于 LVF患者均为 Grade玉．
1援2 方法

1援2援1 免疫组化检测．对获取的 LDH及 LVF术中
髓核标本取出后立即以 4%多聚甲醛溶液固定，常
规石蜡包埋，4 滋m连续切片备用．切片常规脱蜡
至水，用 3% H2O2以灭活内源性过氧化物酶及血清

封闭，用兔抗人 SIRT1单抗(Abcam公司，美国)、
兔抗人基质金属蛋白酶 2(matrix metalloproteinase 2,
MMP-2)多抗(Santa Cruz公司，美国)，一抗 4℃孵
育过夜，DAB显色，用两步法免疫检测试剂盒检
测(博士德公司，武汉)．
1援2援2 TUNEL检测．用脱氧核糖核酸末端转移酶
介导的缺口末端标记法(TUNEL)检测 LDH及 LVF
标本髓核细胞的凋亡变化．按免疫组化法制成髓核

组织的石蜡切片后，按 TUNEL 凋亡检测试剂盒
(Roche公司，瑞士)说明书进行常规反应及显色．
1援2援3 髓核细胞的分离及培养．术中摘除的髓核标

本，置入预先准备好的无菌培养瓶中，内含少量

DMEM/F12(Invitrogen公司，美国)培养液，并迅速
置于冰盒内带回实验室．按照文献[18]的方法，稍
加改进，30 min内在超净台内剪碎，0.2%域型胶
原蛋白酶 (Sigma公司，美国)37℃水浴消化 3 h左
右，细胞筛收集细胞，按合适密度接种于含 15%
胎牛血清 (fetal bovine serum，FBS)的 DMEM/F12
中培养．所有实验用细胞均为传代至第 1～3代．
1援2援4 荧光定量 PCR 检测．分析 LDH 和 LVF的
培养髓核细胞中 SIRT1的表达情况，按 RNA抽提
试剂盒 RNAiso Plus(TaKaRa公司，大连)说明书提
取细胞总 RNA，用逆转录试剂盒 PrimeScript誖 RT
reagent Kit With gDNA Eraser(TaKaRa公司，大连)

将 RNA逆转录为 cDNA，荧光定量 PCR反应使用
SYBR誖 Green Realtime PCR Master Mix (TOYOBO
公司，上海)试剂，体系按说明书执行，iQ5定量
PCR仪(Bio-Rad公司，美国)上机检测．反应条件
为：95℃预变性 3 min；95℃变性 15 s，各自的退
火温度 20 s，72℃延伸 20 s，共 40个循环．引物
序列：SIRT1，上游 5忆 ccagaacatagacacgctggaac 3忆 ,
下游 5忆 ctcctcgtacagcttcacagtca 3忆；COL2A1，上游
5忆 ctcaagtccctcaacaaccaga 3忆，下游 5忆 ggggtcaatcc-
agtagtctccac 3忆；聚集蛋白聚糖 (aggrecan)，上游
5忆 gccagcaccaccaatgtaagt 3忆 ， 下 游 5忆 agtaacac-
cctccacgaactcag 3忆；GAPDH，上游 5忆 ctttggtatcgtg-
gaaggactc 3忆，下游 5忆 gtagaggcagggatgatgttct 3忆．以
上引物均由 TaKaRa公司(大连)合成．
1援2援5 退变髓核细胞 SIRT1 激动剂及抑制剂的处
理．在对培养的退变髓核细胞进行处理之前，将

细胞接种至 6孔板培养 24 h 后，加入 SIRT1激动
剂，白藜芦醇 (resveratrol；Sigma 公司，美国；
浓度为 8 滋mol/L)或 SIRT1 的抑制剂，烟酰胺
(nicotinamide，NAM；Sigma公司，美国；浓度为
7 mmol/L)，继续培养 24 h，然后收集细胞用双染
法流式细胞仪进行凋亡检测，或进行 Western blot
分析．为了诱导细胞凋亡，加入肿瘤坏死因子 琢
(TNF琢；Peprotech 公司，美国 )或将细胞置于含
0.5%的 FBS低营养培养基中培养，以分析白藜芦
醇(resveratrol)或 NAM对凋亡的进一步作用．
1援2援6 siRNA转染人退变的椎间盘髓核细胞．

靶向沉默退变髓核细胞 SIRT1 基因的双链
siRNA、对照用 negative control-siRNA(NC-siRNA)
由 Invitrogen 公司 (上海 )进行设计并化学合成．
SIRT1-siRNA的序列为：上游 5忆 CCAAGCAGCU-
AAGAGUAAUTT 3忆 , 下游 5忆 AUUACUCUUAGC-
UGCUUGGTT 3忆．在转染前 24 h以 1.5伊105个 /ml
种植于 6 孔板，种植后 24 h 当细胞融合率达
60%～70%时，用专用的 siRNA转染试剂 PepMute
siRNA Transfection Reagent (SignaGen，美国 )按照
说明书进行 SIRT1-siRNA、NC-siRNA 转染 36 h，
在转染后进行各种相应处理．最后收集退变髓核细

胞进行凋亡检测，或进行Western blot分析．
同法进行 Akt-siRNA(Invitrogen公司，上海)的

转染．

1援2援7 流式细胞仪检测退变髓核细胞凋亡率．经各

种干扰处理后的退变髓核细胞，采用 Annexin V-
FITC/PI双染细胞凋亡检测试剂盒(凯基公司，南

564· ·



王大武, 等：沉默信息调节因子 2同源蛋白 1通过 Akt/PKB通路抑制人退变椎间盘髓核细胞凋亡2012; 39 (6)

京)检测细胞凋亡．收集细胞后用 PBS洗 2次，将
细胞重悬结合缓冲液，加入 Annexin V-FITC和 PI
进行标记后用 FACS Calibur流式细胞仪(BD公司，
美国)检测凋亡率的变化情况．早期凋亡细胞为
(Annexin V+，PI-)，晚期凋亡细胞为(Annexin V+，
PI+)，对早、晚期凋亡共同记数．
1援2援8 细胞总蛋白提取及Western blot检测．蛋白
质提取均在冰上操作，反应液均事先冰水预冷．收

集的细胞于 1.5ml EP管内用冰 PBS洗涤，离心后
弃上清，重悬于含磷酸酶抑制剂、蛋白酶抑制剂的

细胞裂解液(碧云天公司，江苏)中，反应液离心收
集蛋白质．用 BCA蛋白质浓度测定试剂盒(碧云天
公司，江苏)进行蛋白质含量的测定．蛋白质样品
于 5伊上样缓冲液中煮沸 10 min使之变性，据不同
目的蛋白分子质量用 6%～10%的 SDS-PAGE进行
电泳分离，再电转至 PVDF 膜上，膜用含 0.05%
Tween-20和 5%牛血清的 PBS封闭 1 h、洗涤，用
相应一抗，兔抗人 SIRT1(Abcam公司，美国)、兔
抗人 COL2A1(Santa Cruz，美国)、兔抗人 aggrecan
(Santa Cruz，美国 )、兔抗人 Akt (Cell Signaling
Technology，美国)、兔抗人 phospho-Akt (Ser473)

(Cell Signaling Technology，美国 )、兔抗人 active
caspase-3 (Epitomics 公司，美国 )、兔抗人 Bcl-2
(Epitomics公司，美国)、兔抗人 acetyl-histone H3
(lys9) (Cell Signaling Technology，美国 )、兔抗人
GAPDH(Santa Cruz，美国)，分别 4℃孵育过夜.用
PBS-Tween20漂洗 5 min，共 3次，用 HRP标记的
二抗反应，再次 PBS-Tween20 洗膜，ECL 发光、
显影．

1援3 统计学分析

采用 SPSS13.0统计软件，实验数据均以 x 依 s
表示，数据显著性检验用独立样本 t 检验，P <
0.05为差异有统计学意义．

2 结 果

2援1 SIRT1蛋白在 LDH、LVF患者髓核组织中的
表达差异

首先用免疫组化的方法检测 SIRT1 蛋白在不
同患者髓核组织中的表达情况，结果显示在 LDH
患者髓核组织中 SIRT1阳性表达显著低于 LVF患
者组 (图 1a)．我们为了进一步验证在 LDH 中
MMP-2是否为高表达，结果证实在 LDH的髓核组

Fig. 1 Examination of SIRT1 and metalloproteinase 2 (MMP鄄2) expression
in human NP surgical sample by immunohistochemistry

(a) SIRT1 levels are elevated in NP surgical sample from patients with lumbar vertebra fracture (LVF). (b) Metalloproteinase 2 (MMP-2) levels of NP
surgical sample from patients with LVF are reduced compared with those of NP surgical sample from patients with lumbar disc herniation (LDH). (c)
The percentages of apoptotic cells in the disc NP surgical sample from LVF and LDH were detected using TUNEL assay. Data of image analysis
represents the x 依 s. *Significant difference with respect to LDH(P < 0.05).
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2援3 NAM(SIRT1抑制剂)处理增加退变髓核细胞
的凋亡率

为了明确 SIRT1 抑制剂 NAM 能否参与髓核
细胞凋亡率的调节，我们对培养的退变髓核细胞加

入 NAM 干扰．如图 3a 所示，当加入 NAM 后，

乙酰化组蛋白 H3的表达显著增加，说明 NAM发
挥了抑制 SIRT1 去乙酰化的作用，证实了 NAM
的抑制剂作用．当 NAM处理 48 h后进行流式细胞
仪检测表明，大大增加了退变髓核细胞的凋亡率

(图 3b和 c)．

织中阳性表达显著高于 LVF患者髓核组织(图 1b).
为了验证是否退变的 LDH髓核组织细胞凋亡率增
加，对 LDH、LVF髓核组织行 TUNEL凋亡检测，
结果证实在退变的 LDH髓核中阳性凋亡率明显增
加(图 1c)．
2援2 SIRT1在 LDH、LVF患者髓核培养细胞中的
表达差异

对 LDH、LVF髓核细胞进行培养，进一步用

荧光定量 PCR(图 2a)及 Western blot(图 2b, c)的方
法检测 SIRT1 的基因及蛋白质水平的表达差异，
证实了免疫组化的检测结果，LDH 髓核细胞中
SIRT1的基因及蛋白质水平均显著降低．同时，也
对 COL2A1、aggrecan进行分析，结果显示在退变
的 LDH髓核细胞中较 LVF显著低表达(图 2b, d, e).
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Fig. 2 Analysis of SIRT1, COL2A1 and aggrecan expression in human NP cells by real鄄time PCR and Western blotting
(a) The values of real-time PCR for SIRT1, COL2A1 and aggrecan gene expression obtained from patients with LVF were normalized versus those from

patients with LDH. : LVF; : LDH. (b) Western blotting analysis of SIRT1, COL2A1 and aggrecan protein expression in human NP cells from LVF

and LDH. 1: LVF; 2: LDH1; 3: LDH2. (c, d, and e) Quantitative analysis of the Western blotting was performed with software. The data are mean of three

different experiments. *Significant difference with respect to LVF (P < 0.05), #Significant difference with respect to LDH (P < 0.05).
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Fig. 3 Effects of SIRT1 inhibitor, nicotinamide (NAM), on apoptosis of degenerative human NP cells
Cells were treated with NAM (7 mmol/L) for 48 h. (a) The levels of acetylated histone H3 in total cell lysates were analyzed by Western blot analysis.

(b) The apoptotic percentage of degenerative NP cells measured by flow cytometry. x-Axis represents annexin V staining and y-axis represents PI

staining. (c) The cells in early-stage(annexinV + and PI -) and late-stage(annexinV + and PI +) apoptosis were defined as apoptotic. Data represents

x 依 s of three independent experiments. *Significant difference with respect to control (P < 0.05).

2援4 SIRT1鄄siRNA转染促进退变髓核细胞的凋亡率
当 SIRT1-siRNA转染退变髓核细胞后, Western

blot检测 SIRT1蛋白表达明显下降(图 4a)．流式细
胞仪检测显示，与 NC-siRNA 转染相比，SIRT1-
siRNA转染后凋亡率明显增加(图 4b和 d)．为了明
确 SIRT1-siRNA 转染是否增加退变髓核细胞对
TNF琢的敏感性，在 SIRT1-siRNA转染后，继续用
TNF琢干扰处理髓核细胞，证实 SIRT1-siRNA转染
能明显增加 TNF琢对细胞的凋亡诱导(图 4c和 d)．

2援5 白藜芦醇(SIRT1激动剂)抑制退变髓核细胞的
凋亡率

为了进一步证实 SIRT1 对髓核细胞凋亡的调
节，我们应用白藜芦醇处理退变髓核细胞．如 图

5a所示，白藜芦醇处理能降低髓核细胞乙酰化组
蛋白 H3的表达，发挥了 SIRT1激动剂的作用，同
时，也降低了髓核细胞的凋亡率(图 5b 和 e)．同
时，我们用 TNF琢(图 5c和 e)或用低营养(含 0.5%
FBS培养基)(图 5d和 e)进行凋亡诱导，白藜芦醇
处理能降低退变髓核细胞的凋亡敏感性．
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Fig. 4 Effects of SIRT1 siRNA transfection on apoptosis of degenerative human NP cells
Cells were transfected with negative control siRNA (NC-siRNA) or SIRT1-specific siRNA. Transfected degenerative NP cells were left untreated or

treated with 12 滋g/L tumor necrosis factor 琢 (TNF琢) at 48 h after transfection. (a) The amounts of SIRT1 proteins were evaluated by Western blot

analysis of total cell lysates. (b, c, and d) The apoptotic percentage of degenerative NP cells determined by flow cytometry. Data represents x 依 s of

three independent experiments. : NC-siRNA; : SIRT1-siRNA. * Significant difference with respect to NC-siRNA (P < 0.05).
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2援6 SIRT1 增加 Akt 磷酸化促进退变髓核细胞
生存

为了阐明 SIRT1 参与调节髓核细胞凋亡的分

子机制，Western blot方法分析了凋亡相关因子的
表达．由于 caspase-3 是细胞凋亡的关键执行者，
故首先检查活化 caspase-3的表达情况．如图 6a和 c
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Fig. 5 Effects of SIRT1 activator, resveratrol, on apoptosis of degenerative human NP cells
Cells were treated with resveratrol (8 滋mol/L) for 48 h. (a) The levels of acetylated histone H3 in total cell lysates were analyzed by Western blot

analysis. (b, c, and e) Cells were pretreated with resveratrol (8 滋mol/L) for 48 h, and then treated with or without TNF琢 (12 滋g/L) for 12 h, and the

percentage of apoptotic cells was analysed. (d and e) Degenerative NP cells treated with resveratrol was also cultured under low serum culture

medium (0.5% fetal bovine serum FBS), and the percentage of apoptotic cells was analysed. Data represents x 依 s of three independent experiments.

*Significant difference with respect to control (P < 0.05). : Control; : Resveratrol.
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所示，与对照相比，当白藜芦醇处理后，细胞活化

caspase-3蛋白的表达明显降低，但继续用磷脂酰
肌醇 -3 激酶 (phosphatidylinositol 3-kinase， PI3K)

的抑制剂 LY294002 处理，则活化 caspase-3 的表
达又上升．当 SIRT1-siRNA转染退变髓核细胞后，
与阴性对照用 NC-siRNA 相比，能大大增加活化

Fig. 6 Phosphorylated Akt (p鄄Akt), Akt, active caspase鄄3, Bcl鄄2 in human
degenerative NP cells detected by Western blotting

(a) The amounts of phosphorylation of Akt at Ser473 were increased by treated with resveratrol. Treatment with resveratrol + LY294002 (10 滋mol/L) or

SIRT1 siRNA inhibited phosphorylation of Akt at Ser473. Conversely, resveratrol attenuated active caspase-3, and resveratrol + LY294002 (10 滋mol/L)

or SIRT1 siRNA activated caspase-3. Different treatment did not cause obvious changes in the amount of Bcl-2 in total cell lysates. 1: Control; 2:

Resveratrol; 3: NC-siRNA; 4: SIRT1-siRNA; 5: Resveratrol/LY294002. (b and c) The relative density of p-Akt and active caspase-3 is expressed as the

ratio (p-Akt/GAPDH, active caspase-3/GAPDH ). 1: Control; 2: Resveratrol; 3: NC-siRNA; 4: SIRT1-siRNA; 5: Resveratrol/LY294002. (d, e, and f)

(see also Figure 5b) Apoptotic rate was measured by flow cytometry after treatment with resveratrol + LY294002 or Akt-siRNA. Data represents x 依 s
of three separate experiments. *Significant difference with respect to control or resveratrol + LY294002 group (P < 0.05). #Significant difference with

respect to NC-siRNA group (P < 0.05). *#Significant difference with respect to control, resveratrol + LY294002 or Akt-siRNA group (P < 0.05). 1:

Control; 2: Resveratrol; 3: Resveratrol/LY294002; 4: Resveratrol/Akt-siRNA.
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caspase-3的表达．我们也分析了与线粒体相关的
凋亡相关因子 Bcl-2的表达，意外的是，各种处理
均未发现显著的差异(图 6a)．

由于 PI3K/Akt是有关细胞生存和凋亡的信号
通路，我们分析是否参与 SIRT1 对退变髓核细胞
的凋亡调节．Western blot证实，当白藜芦醇处理
后细胞的 Akt(Ser473)磷酸化表达明显增加，但继
续用 LY294002处理则抑制了白藜芦醇对 Akt的磷
酸化作用 (图 6a 和 b)．SIRT1-siRNA 转染则较
NC-siRNA显著抑制了 Akt的磷酸化．各种处理对
总的 Akt 无明显影响 (图 6a)．为了进一步证实
PI3K/Akt参与 SIRT1 对髓核细胞凋亡的调节，当
白藜芦醇联合 LY294002 (图 5b，6d，6f)处理或
AktsiRNA转染(图 5b，6e，6f)则明显抑制了白藜
芦醇对凋亡的抑制作用，以上结果表明 SIRT1 是
通过 Akt信号促进髓核细胞生存．

3 讨 论

SIRT1是依赖 NAD+的组蛋白去乙酰化酶，而

且对一些非组蛋白也能发挥去乙酰化作用，既往

研究证实，能通过限制热量摄入，介导基因沉默，

调节细胞增殖、分化、凋亡及衰老等多种细胞功

能[5-9, 19-20]．但对椎间盘髓核细胞的作用目前未见研

究报道．

为了首先探讨椎间盘髓核中 SIRT1 表达是否
随着年龄及退变的增加而降低，本研究采用临床诊

断“腰椎间盘突出症”中老年患者行髓核摘除、植

骨、内固定术中获取的髓核为退变的髓核组织．而

获取完全正常的人椎间盘进行实验室研究非常困

难，故我们采用来自于临床青壮年腰椎骨折病人术

中髓核组织视作相对正常的髓核组织，但必须是创

伤后 24 h内急诊减压、椎体间融合、内固定术获
取的髓核，这样尽量减少创伤对椎间盘的炎性反

应．事实证明这种对照是可行的．通过髓核组织的

免疫组化、培养的髓核细胞的荧光定量 PCR 及
Western blot 分析，结果显示在腰椎间盘突出症
的退变髓核中 SIRT1基因及蛋白质水平表达均明
显降低．同时，我们也发现并证实以往的一些研

究[21-24]，即在退变的髓核细胞中基质 COL2A1、聚
集蛋白聚糖(aggrecan)蛋白是下降的，起基质降解
作用的MMP是高表达．

我们在探讨了椎间盘髓核的 SIRT1 表达情况
后，继续分析 SIRT1是否对椎间盘髓核细胞的凋

亡有调节作用．通过对退变髓核及 LVF患者髓核
组织的 TUNEL 检测，我们发现在退变髓核组织
中凋亡率明显增加，这也符合并证实以往的研究报

道 [2-4, 25-26]．由于我们发现在退变的髓核细胞中，

SIRT1 与细胞的凋亡率成反向关系，于是推测
SIRT1可能促进髓核细胞的生存，抑制髓核细胞的
凋亡．实验结果的确如此，当用 SIRT1 的激动剂
白藜芦醇处理后，髓核细胞的活化 caspase-3及凋
亡率均显著下降．相反，SIRT1抑制剂 NAM处理
或 SIRT1-siRNA转染后则活化 caspase-3及凋亡率
增加，同时能增加髓核细胞对 TNF琢的敏感性．这
些结果提示 SIRT1能抑制人椎间盘髓核细胞的凋
亡，类似于保护软骨细胞的作用[12-13, 27-28]．

为了进一步探讨 SIRT1 对髓核细胞发挥保护
作用的分子机制，我们研究了 PI3K/Akt通路．既
往研究证实 PI3K/Akt是通过细胞外信号刺激介导
细胞增殖及生存的主要信号途径[29]，而且 PI3K/Akt
能促进髓核细胞外基质基因的合成 [30]．故推测

PI3K/Akt 通路可能涉及 SIRT1 对髓核细胞的抗凋
亡作用．的确，当用白藜芦醇处理细胞后，磷酸化

Akt 的表达明显增加，而联合 PI3K 抑制剂
LY294002 处理，则逆转了白藜芦醇对髓核细胞
Akt 的磷酸化作用．而 SIRT1-siRNA 转染明显抑
制了 Akt 的磷酸化．同时，在白藜芦醇联合
LY294002或 Akt-siRNA处理，阻止了白藜芦醇的
髓核细胞保护作用，凋亡率上升．

Bcl-2是与线粒体相关的抗凋亡蛋白，但意外
的是，髓核细胞在经过各种处理后提取的总蛋白中

Bcl-2的表达未发现明显差异，本研究未继续深入
提取线粒体部分蛋白质进行对照检测，尚需要加以

完善．

本研究的另一个不足是：因为退变髓核细胞的

增殖能力差，SIRT1表达质粒进行转染因效率极低
未成功，而用 SIRT1的激动剂白藜芦醇进行代替
研究，从一定程度上影响了 SIRT1作用的确切性，
需要继续探索安全、高效的转染途径．另外，为了

更准确阐述 SIRT1对髓核细胞的作用机制，需要
深入研究 PI3K/Akt通路上下游分子激活情况．
总结全文，SIRT1是人退变髓核细胞凋亡的重

要调节器，能通过 Akt信号通路发挥对髓核细胞的
抗凋亡作用，这一结论为进一步深入研究探讨

SIRT1与退变性椎间盘疾病的内在关系打下基础．
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Sirtuin 1 Maitains Survival via PKB Signaling in
Degenerative Human Disc Nucleus Pulposus Cells*

WANG Da-Wu, HU Zhen-Ming**, HAO Jie, HE Bin, GAN Qiang, ZHONG Xiao-Ming, SHEN Jie-Liang, FANG Ji
(Department of Orthopedic Surgery, The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract Many studies have demonstrated that Sirtuin 1, an NAD+-dependent deacetylase, reduces apoptosis in
several different cells. However, the role of Sirtuin 1 in apoptosis of disc nucleus pulposus (NP) cells remains
unclear. The present study was performed to determine whether degenerative human NP would express Sirtuin 1,
and to investigate the role of Sirtuin 1 in NP cells apoptosis. Here we show that Sirtuin 1 mRNA and protein levels
in disc NP from patients (< 25 years) with lumbar vertebra fracture (LVF) are greater than those in degenerative
disc NP from patients (> 55 years) with lumbar disc herniation (LDH). The rate of apoptosis was far fewer in
resveratrol-treated NP cells than that in siRNA transfected or nicotinamide-treated NP cells. We also tried to
explore the signaling molecules that mediate the protective property of Sirtuin 1 by Western blot and inhibitor
analysis. After Sirtuin 1 siRNA transfected, NP cells decreased phosphorylation of Akt, while resveratrol
phosphorylated Akt. Treatment with LY294002 or Akt siRNA increased the rate of apoptosis. Our results indicate
that Sirtuin 1 plays a critical role in survival of degenerative human NP cells through the Akt anti-apoptotic
signaling pathway.

Key words Sirtuin 1, nucleus pulposus cells, survival, PKB signaling, intervertebral disc, degenerative disc
disease
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