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Ｗｉｐ１联合Ｂｍｉ１参与人椎间盘髓核细胞放射性损伤ＤＮＡ修复

俞　蕾１，何奖图２，王勤婉２，于永春２，潘秋辉２，李晶华２

１．同济大学附属第十人民医院检验科，上海２０００７２

２．同济大学附属第十人民医院中心实验室，上海２０００７２

　　［摘要］　目的　探讨野生型ｐ５３诱导的蛋白磷酸酶１（Ｗｉｐ１）在人椎间盘髓核细胞放射性损伤ＤＮＡ修复中的可能作用，

为椎间盘退行性变的临床诊治提供参考。方法　取人椎间盘髓核细胞体外培养，小干扰（ｓｉＲＮＡ）技术干扰细胞Ｗｉｐ１表达，
放射性照射（４、１０、１５、２５Ｇｙ）髓核细胞，采用彗尾实验观察ＤＮＡ损伤及损伤修复反应（ＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｐａｉｒ，ＤＤＲ）情况，并与

未干扰Ｗｉｐ１髓核细胞作对照；采用免疫共沉淀（ＣｏＩＰ）技术检测 Ｗｉｐ１潜在结合蛋白；根据筛选结果采用实时定量ＲＴＰＣＲ

技术检测病变椎间盘组织Ｗｉｐ１及潜在结合蛋白的表达情况。结果　彗尾实验表明：干扰Ｗｉｐ１表达后，２５Ｇｙ剂量射线导
致髓核细胞ＤＮＡ损伤的修复并不受影响，但ＤＤＲ持续激活，对照组在照射后２４ｈ已经检测不到ＤＮＡ损伤修复的标识分子，

但ｓｉＲＮＡ干扰Ｗｉｐ１表达组细胞照射后４８ｈ仍可检测到标识分子。ＣｏＩＰ实验表明：放射性照射正常对照细胞后，Ｗｉｐ１与

Ｂｍｉ１在细胞核内分布重合，而且聚集在ＤＮＡ损伤位点，而ｓｉＲＮＡ抑制Ｗｉｐ１表达后，这种结合随即消失。实时定量ＲＴＰＣＲ

结果表明：与正常椎间盘组织相比，椎间盘退变组织Ｗｉｐ１、Ｂｍｉ１基因表达下降，且两者呈正相关（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｗｉｐ１通
过调控ＤＤＲ时限参与了人椎间盘髓核细胞放射性损伤ＤＮＡ修复，Ｂｍｉ１可能参与此过程。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（８）：９０９９１３］

　　椎间盘退行性疾病是成年人腰痛和伤残的主要

原因，是当前主要健康问题之一。髓核（ｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌ

ｐｏｓｕｓ，ＮＰ）细胞的衰老是椎间盘退行性变的根源，

各种因素引发的ＤＮＡ损伤可能在其中发挥重要作

用［１２］。野生型ｐ５３诱导的蛋白磷酸酶１（ｗｉｌｄｔｙｐｅ

ｐ５３ｉｎｄｕｃｅｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１，Ｗｉｐ１）是一种原癌基

因，参与调控ＤＮＡ的损伤修复，与肿瘤细胞的放射

抵抗及抗衰老密切相关［３］。我们的前期研究发现，

Ｗｉｐ１参与了人 ＮＰ细胞放射性损伤ＤＮＡ修复，与

椎间盘退行性变可能有关［４］，但具体机制尚不明确。

因此，本研究进一步以人 ＮＰ细胞放射性损伤为模

型，观察小干扰（ｓｉＲＮＡ）技术干扰 Ｗｉｐ１表达对

ＤＮＡ损伤修复的影响，探讨可能的作用机制，为后

续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　实验所需 ＴＲＩｚｏｌ试剂、

ＤＮＡ染料购自上海赛百盛基因技术有限公司。一

抗：ＢＲＧ１、ｐ５３、ＨＤＡＣ１、ＡＴＭ、ＳＮＦ２Ｈ、γＨ２ＡＸ购

自Ａｂｃａｍ公司；ｐｐ５３、ｐ２１、ｐＣｈｋ２（Ｔｈｒ６８）、ｐＡＴＭ
购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；Ｂｍｉ１、Ｐ３００、

βａｃｔｉｎ、ＢＡＦ１５５、Ｗｉｐ１ 购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。二

抗：偶联绿色荧光的抗鼠ＩｇＧ、偶联绿色荧光的抗兔

ＩｇＧ购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；羊抗兔

ＩｇＧ（ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ）、羊抗鼠ＩｇＧ（ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ）购

自ＬＩＣＯＲ公司。酶标仪和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪（ＡＢＩ

７５００）购自 ＢｉｏＲａｄ公司；ＣＯ２培养箱（ＨＥＲＡｃｅｌｌ

１５０ｉ）购自 Ｈｅｒａｅｕｓ公司。Ｗｉｐ１ｓｉＲＮＡ 购自Ｓｉｇ

ｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。ＮＰ细胞为原代培养。病变椎间

盘组织取自４０例椎间盘退行性疾病患者，平均发病

年龄（３５±２）岁，２５例正常椎间盘组织取自外伤患

者，平均年龄（３３±３）岁，上述取材均来自广东药学

院第一附属医院骨科。

１．２　人椎间盘 ＮＰ细胞的原代培养及处理　用外

科刀片切碎人正常椎间盘组织，置入ＤＭＥＭＦ１２培

养液中于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵育。然后用含

０．２％链霉蛋白酶和０．０２５％胶原酶的培养液进行消

化。细胞悬液３００×ｇ离心５ｍｉｎ，然后用培养液重

悬细胞。将细胞接种至底面积为１００ｍｍ２的培养

瓶，放入３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵育。Ｐ３ＮＰ细胞

用４种不同的照射剂量（４、１０、１５、２５Ｇｙ）处理８ｈ，

以造成ＮＰ细胞的ＤＮＡ损伤。采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）对 ＮＰ细胞进行Ｗｉｐ１ｓｉＲ

ＮＡ的瞬时转染，终浓度为５０ｎｍｏｌ／Ｌ，转染步骤和

程序参照试剂盒说明书进行。以未干扰Ｗｉｐ１ＮＰ
细胞作对照。

１．３　细胞凋亡检测　为了后续研究选择合适的照

射剂量，进行了细胞凋亡检测。细胞按照２．５×１０４／

ｃｍ２的密度接种于６孔板上，处理后，０．２５％胰酶消

化细胞，用ＰＢＳ重悬细胞置于１０ｍＬ的离心管中，

３００×ｇ室温离心５ｍｉｎ，弃上清，回流约５０μＬ残余

ＰＢＳ，轻弹离心管使细胞重悬，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤ
轻弹管壁混匀，室温（２５℃）避光孵育２０ｍｉｎ，加入

３００μＬ１×结合缓冲液和１０μＬＰＩ染液，上机检测。

１．４　彗尾实验　采用慧尾实验了解ＤＮＡ损伤修复

情况。细胞照射损伤处理后，制备细胞悬液，取３０

μＬ细胞悬液在２００μＬ０．６％的低熔点琼脂糖凝胶

中充分混匀，将混合液轻轻滴加于铺有１％普通琼脂

糖的载玻片上，待胶凝固后，４℃解旋液中放置２０

ｍｉｎ，然后１Ｖ／ｃｍ的电场强度电泳２０ｍｉｎ，预冷的

去离子水清洗载玻片３５次，再用预冷的７０％乙醇

４℃固定５ｍｉｎ，风干后，加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料，室

温放置１０ｍｉｎ。最后，去离子水将载玻片清洗干净

后，在荧光显微镜下拍照。

１．５　细胞免疫荧光检测　４％多聚甲醛室温固定玻

片，ＰＢＳ充分清洗玻片，０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ室温穿膜打

孔１５ｍｉｎ，再用１％ＢＳＡ室温封闭１ｈ，一抗室温孵

育９０ｍｉｎ，ＰＢＳ充分清洗后，二抗室温孵育６０ｍｉｎ，

ＰＢＳ充分清洗后，５μｇ／ｍＬＤＡＰＩ室温染色２ｍｉｎ
后，抗荧光淬灭封片剂封片，荧光显微镜下拍照。

１．６　免疫共沉淀及蛋白质印迹检测　采用免疫共

沉淀（ＣｏＩＰ）技术筛选 Ｗｉｐ１结合蛋白。加入１％

ＮＰ４０［含苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、蛋白酶抑制剂混合

物、磷酸酶抑制剂复合物］冰上裂解４０ｍｉｎ，将细胞

转至预冷ＥＰ管内，４℃３００×ｇ离心５ｍｉｎ，取部分

上清（１／２０）作为总对照蛋白，剩余蛋白内加入２μｇ
相应的抗体或相应的ＩｇＧ抗体，４℃摇床过夜孵育抗

体，第２天各ＥＰ管内加入２５μＬＰｒｏｔｅｉｎＧ磁珠，并
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增设无抗体ＩＰ对照组，４℃摇床孵育４ｈ，含蛋白酶

抑制剂的１％ ＮＰ４０裂解液充分清洗磁珠，最后使用

１５μＬ２×ＳＤＳ上样缓冲液重悬磁珠，并于沸水锅内

煮沸变性５ｍｉｎ，取上清进行后期蛋白质印迹实验，

检测Ｃｈｋ２ｐ５３ｐ２１信号通路蛋白的表达。

１．７　实时定量ＲＴＰＣＲ检测　液氮研磨及ＴＲＩｚｏｌ
法提取正常及退变椎间盘组织ＲＮＡ，ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅢ
进行反转录，４２℃反应３０ｍｉｎ，反转录引物采用Ｏｌｉ

ｇｏ（ｄＴ）与随机６碱基引物。Ｗｉｐ１引物序列：上游

５′ＴＡＣＣＴＧＡＡＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＧ３′，下游５′

ＣＣＴＴＡＧＡＡＴＴＣＡＣＣＣＴＴＧＧＣ３′；Ｂｍｉ１引物

序列：上游５′ＴＧＡ ＴＧＴ ＣＡＴ ＧＴＡ ＴＧＡ ＧＧＡ

ＧＧ３′，下游５′ＣＡＡ ＴＧＧ ＡＡＧ ＴＧＧ ＡＣＣＡＴＴ

ＣＣ３′。ＰＣＲ反应体系：２×ＰＣＲ预混合液１０μＬ，引

物０．８μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，Ｈ２Ｏ补平体积至２０μＬ；反

应条件：９５℃１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，读板，共

４０个循环；熔解曲线分析：温度５５～９５℃，每升高

０．４℃读１次。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行

统计分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　干扰 Ｗｉｐ１的表达能够延长损伤修复反应

（ＤＤＲ）时限　在原代培养Ｐ３代的ＮＰ细胞中，采用

４、１０、１５、２５Ｇｙ剂量照射，发现均有部分细胞产生

凋亡，凋亡率分别为 （１１．０±０．９）％、（１４．４±

０．６）％、（１５．９±０．６）％和（２０．５±０．８）％。为了增

强ＤＮＡ损伤程度，后续实验采用２５Ｇｙ的较强剂量

进行处理，此剂量下仍有近７０％的细胞没有发生凋

亡，因此不会因为过度的细胞凋亡影响ＤＮＡ损伤修

复的研究。ｓｉＲＮＡ干扰Ｗｉｐ１的表达水平，并用２５

Ｇｙ处理细胞，彗尾实验表明ＤＮＡ损伤修复并不受

影响（图１Ａ），但ＤＤＲ持续激活（图１Ｂ），对照组在

２４ｈ后已经检测不到γＨ２ＡＸ与ｐＡＴＭ在ＤＮＡ断

点的聚集，但ｓｉＲＮＡ干扰Ｗｉｐ１的表达后４８ｈ还可

以检测到γＨ２ＡＸ与ｐＡＴＭ 在ＤＮＡ断点的结合。

结 果 说 明 抑 制 Ｗｉｐ１ 的 表 达 会 影 响 ＤＤＲ 的

终止。　　　　

２．２　 Ｗｉｐ１ 结合 Ｂｍｉ１ 蛋白参与 ＤＮＡ 损伤修

复　对８种染色质结构调控相关蛋白进行ＣｏＩＰ检

测，结果发现：Ｗｉｐ１结合Ｂｍｉ１蛋白；放射性损伤

ＮＰ细胞后期，Ｗｉｐ１与Ｂｍｉ１在细胞核内的分布重

合，而且是聚集在ＤＮＡ损伤位点，因为Ｂｍｉ１的荧

光信号聚集成点状，而且与损伤位点的标识信号

γＨ２ＡＸ重合，说明Ｂｍｉ１参与ＤＮＡ损伤修复。而

抑制 Ｗｉｐ１的表达，这种结合随即消失。见图２。

２．３　ＮＰ细胞在ｓｉＲＮＡ干扰Ｗｉｐ１后能够持续激

活Ｃｈｋ２ｐ５３ｐ２１途径　 一般认为，ＤＮＡ损伤可以

通过激活ＡＴＭ提高Ｃｈｋ２的磷酸化水平，而磷酸化

的Ｃｈｋ２可以直接诱导ｐ５３磷酸化，导致ｐ５３被激

活，并进一步上调ｐ２１的表达。结果如图３所示，２５

Ｇｙ放射性损伤处理Ｐ４ＮＰ细胞后，Ｗｉｐ１干扰细胞

在２４ｈ和４８ｈ时间点，ｐＣｈｋ２、ｐｐ５３及ｐ２１表达仍

处于高水平，而对照组已经下调，表明干扰ＮＰ细胞

Ｗｉｐ１表达后，ＤＮＡ损伤修复不能及时终止，Ｃｈｋ２

ｐ５３ｐ２１持续激活，这可能是导致ＮＰ细胞衰老的直

接原因。

２．４　Ｗｉｐ１、Ｂｍｉ１在病变椎间盘组织中异常低表

达　以正常椎间盘组织为对照，４０例椎间盘退变患

者的病变椎间盘组织中１２例的Ｗｉｐ１表达水平下

降，１０例Ｂｍｉ１表达水平也下调，且两者表达呈正相

关（Ｐ＜０．０５）。见表１。

３　讨　论

　　ＤＮＡ损伤修复过度是造成体内外细胞衰老的

重要原因。当各种因素导致ＤＮＡ双链断裂（ｄｏｕｂ

ｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋｓ，ＤＳＢ）时，会引发ＤＮＡ损伤修复信

号的级联反应：ＤＳＢ可以招募并激活激酶ＡＴＭ，激

活的 ＡＴＭ 可以磷酸化 ＤＳＢ局部组蛋白 Ｈ２ＡＸ，

γＨ２ＡＸ（磷酸化形式）可以招募更多的ＤＤＲ蛋白，

如ＡＴＭ、ＡＴＲ、Ｃｈｋ１、Ｃｈｋ２，并导致其磷酸化，激活

ｐ５３，导致细胞周期的Ｇ１阻滞发生［５］。Ｗｉｐ１是磷酸

酶，其作用是对ＤＮＡ损伤修复进行终止，一旦修复

完成，Ｗｉｐ１会去磷酸化抑制 ＡＴＭ、ＡＴＲ、Ｃｈｋ１、

Ｃｈｋ２、ｐ５３、γＨ２ＡＸ的活性，及时终止ＤＤＲ［６１３］。

　　ＤＮＡ修复完毕，理论上 Ｗｉｐ１能够解除ＤＤＲ反

应复合体，但不能保证ＤＤＲ反应复合体不会重新聚

集，因此很可能需要染色质结构的压缩、组蛋白的特

征标识化（如甲基化修饰），以防止ＤＤＲ重新启动，

即ＤＮＡ损伤的“包扎处理”。多梳家族（ＰｃＧ）蛋白

与干细胞命运的决定、Ｘ染色体失活、细胞分化和细

胞癌变密切相关［１４］。ＰｃＧ蛋白复合体是染色质结构
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调控蛋白，能够通过组蛋白的甲基化修饰对染色质

进行压缩，抑制各种蛋白分子（包括转录、复制装置）

与染色质的结合［１５１７］。Ｂｍｉ１属ＰｃＧ蛋白重要成员

之一。

图１　抑制Ｗｉｐ１表达对ＤＮＡ修复的影响

Ａ：彗尾实验检测ＤＮＡ损伤修复情况（２５Ｇｙ）；Ｂ：２５Ｇｙ处理后不同时间点，免疫荧光共聚焦显微镜检测损伤修复反应标识分

子在ＤＮＡ双链断裂后细胞中的分布．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×６３（油镜）

图２　Ｗｉｐ１结合并招募Ｂｍｉ１蛋白至ＤＮＡ损伤位点

Ａ：在Ｐ４髓核细胞中过表达 Ｗｉｐ１Ｆｌａｇ，ＣｏＩＰ检测 Ｗｉｐ１的潜在结合蛋白；Ｂ：Ｐ３髓核细胞用２５Ｇｙ处理后不同时间点，免疫

荧光共聚焦显微镜检测Ｂｍｉ１与 Ｗｉｐ１的核内分布；Ｃ：Ｐ３髓核细胞用ｓｉＲＮＡ干扰Ｗｉｐ１的表达，２５Ｇｙ处理后４ｈ，免疫荧光

共聚焦显微镜检测Ｂｍｉ１与γＨ２ＡＸ的核内分布．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×６３（油镜）

　　本研究对 ＮＰ细胞放射性损伤进行分析，发现

Ｗｉｐ１通过调控ＤＤＲ时限参与了人椎间盘ＮＰ细胞

放射性损伤ＤＮＡ修复，Ｗｉｐ１结合并招募Ｂｍｉ１至

ＤＮＡ损伤位点参与ＤＮＡ损伤修复，这一过程可能

与ｐ５３有关，也可能通过其他途径发挥作用，仍有待

进一步研究。本研究还发现部分椎间盘退变组织存

在Ｗｉｐ１、Ｂｍｉ１ 低表达，且两者呈正相关，提示

Ｗｉｐ１、Ｂｍｉ１低表达可能与椎间盘退行性变有关，但

具体作用程度及作用机制尚不明确，需要进一步的

深入研究。



第８期．俞　蕾，等．Ｗｉｐ１联合Ｂｍｉ１参与人椎间盘髓核细胞放射性损伤ＤＮＡ修复 ·９１３　　 ·

图３　ｓｉＲＮＡ干扰Ｗｉｐ１表达导致

Ｃｈｋ２ｐ５３ｐ２１途径的持续激活

Ａ：ＮＣｓｉＲＮＡ；Ｂ：Ｗｉｐ１ｓｉＲＮＡ

表１　Ｗｉｐ１、Ｂｍｉ１在椎间盘退变中的表达变化

ｎ

Ｗｉｐ１
Ｂｍｉ１

升高 无变化 下调

升高　 １ ２ １
无变化 １ ２２ １
下调　 １ ３ ８
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