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微 RNA-603 靶向山梨糖和 SH3 结构域包含蛋白 3 诱导髓核细胞炎症反应
影响椎间盘退行性变
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［摘要］ 目的 筛选椎间盘退行性变（IDD）组织中表达升高的 miRNA，探究其在 IDD 中的作用及可能机制。

方法 比较已发表的 2 个 IDD miRNA 表达谱测序数据集，筛选出表达升高最显著的 miRNA——miRNA-603。收集

10 例 IDD 患者和 10 例腰椎骨折患者的椎间盘组织，取正常椎间盘组织分离培养髓核细胞。用 qRT-PCR 检测 IDD 组

织和正常椎间盘组织中 miRNA-603 的表达。通过 miRNA-603 过表达和抑制实验探究 miRNA-603 在 TNF-α 诱导的

髓核细胞炎症反应中的作用。利用生物信息学网站及已发表的 IDD mRNA 测序数据集，获得 miRNA-603 的靶基因

山梨糖和 SH3 结构域包含蛋白 3（SORBS3），并利用双荧光素酶报告基因实验验证。通过 miRNA-603 和 SORBS3

过表达实验探究 miRNA-603 和 SORBS3 在髓核细胞炎症反应中的功能。结果 miRNA-603 在 IDD 组织中表达升高 
（P＜0.01）。在髓核细胞中过表达miRNA-603 可以促进 IL-6 和 IL-1β 的表达（P 均＜0.01）；抑制miRNA-603 表达后，

TNF-α刺激诱导的 IL-6和 IL-1β表达降低（P＜0.01，P＜0.05）。同时，cleaved caspase-1的蛋白表达量也降低（P＜0.01）。
生物信息学预测显示 miRNA-603 可以靶向调控 SORBS3 基因，IDD 组织样本检测显示 SORBS3 低表达（P＜0.01）。

与单独过表达 miRNA-603 相比，同时过表达 miRNA-603 和 SORBS3 可抑制 TNF-α 诱导的髓核细胞中 IL-6 和 IL-1β 的

表达（P 均＜0.01）。结论 人 IDD 组织中 miRNA-603 表达升高。miRNA-603 可能通过靶向抑制 SORBS3 继而诱导

髓核细胞炎症反应，推动 IDD 进程。
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microRNA-603 targeting sorbin and SH3 domain-containing protein 3 inducing inflammatory response in 
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［ Abstract ］ Objective To screen microRNA (miRNA) with elevated expression in intervertebral disc degeneration 

(IDD) tissues, and to explore its role and possible mechanisms in IDD. Methods Two published IDD miRNA sequencing 

databases were compared to screen the most highly expressed miRNA—miRNA-603. Intervertebral disc tissues of 10 

patients with IDD and 10 patients with lumbar spine fracture were collected, and the nucleus pulposus cells from normal 

intervertebral disc tissues were isolated and cultured. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used 

to detect the expression of miRNA-603 in the IDD and normal intervertebral disc tissues. The role of miRNA-603 in tumor 

necrosis factor α (TNF-α)-induced inflammation of nucleus pulposus cells was explored using miRNA-603 mimics and 

inhibitor factor. Sorbin and SH3 domain-containing protein 3 (SORBS3), a target gene of miRNA-603, was found by using 

bioinformatics website and the published IDD miRNA sequencing databases, and was verified by dual-luciferase reporter 

assay. The function of miRNA-603 and SORBS3 in the inflammatory response of nucleus pulposus cells was explored by the 
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overexpression of miRNA-603 and SORBS3. Results The expression of miRNA-603 increased significantly in IDD tissues 

(P＜0.01). Overexpression of miRNA-603 could promote the expression of interleukin (IL)-6 and IL-1β in nucleus pulposus 

cells (both P＜0.01); inhibition of the miRNA-603 expression could reduce the TNF-α-induced expression of IL-6 and IL-1β  

(P＜0.01, P＜0.05). At the same time, the expression of cleaved caspase-1 also decreased (P＜0.01). Bioinformatics 

prediction showed that miRNA-603 could targetedly regulate SORBS3, and the expression of SORBS3 in IDD tissues was low 

(P＜0.01). Compared with the overexpression of miRNA-603 alone, co-overexpression of miRNA-603 and SORBS3 inhibited  

the TNF-α-induced expression of IL-6 and IL-1β in nucleus pulposus cells (both P＜0.01). Conclusion The expression of 

miRNA-603 increases in human IDD tissues. miRNA-603 can induce the inflammatory response of nucleus pulposus cells by 

targetedly inhibiting SORBS3, which may promote the IDD process.

［Key words］ microRNA-603; intervertebral disc degeneration; inflammation; sorbin and SH3 domain-containing protein 3
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椎间盘退行性变（intervertebral disc degeneration，

IDD）是较为常见的脊椎疾病，其发病高峰年龄为

50～60 岁，近年发现 IDD 发病呈年轻化趋势［1］。

IDD 主要表现为腰痛及腰椎支撑功能下降，严重时

可引起腰腿痛甚至神经损害，对患者的工作能力和

生活质量造成极大影响。因此，寻找 IDD 早期退变

生物标志分子对其早期诊断和治疗具有重要意义。

miRNA 是一类长度为 20～22 nt的碱基序列，通

过靶向靶基因的 3' 非编码区（3' untranslated region， 

3' UTR）抑制靶基因的表达［2］。miRNA还参与调控

细胞凋亡、自噬、增殖及肿瘤转移等［3-4］。研究表明，

miRNA在髓核细胞凋亡及炎症反应中发挥了重要作

用［5-6］。本研究通过miRNA表达谱测序数据库，筛选

出 IDD组织中表达升高最显著的miRNA-603，探讨

miRNA-603在IDD发生、发展中的作用及可能机制。

1 材料和方法

1.1 生物信息学分析 通过基因表达汇编（gene 

expression omnibus，GEO）数据库查询到 IDD 相

关的测序数据集，分别为 GSE19943、GSE63492 和

GSE34095，其中 GSE19943 和 GSE63492 是 miRNA

表达谱测序数据集，GSE34095 为 mRNA 表达谱

测序数据集。分析比较 GSE19943 和 GSE63492

数据集，筛选出 3 个在 IDD 组织中均高表达的

miRNA：miRNA-603、miRNA-574-3p、miRNA-

199a-5p。利用 TargetScan、miRTarBase 生物信息

学网站和 GSE34095 数据集的 IDD mRNA 表达谱

测序数据获得 miRNA-603 的靶基因为山梨糖和

SH3 结构域包含蛋白 3（sorbin and SH3 domain-

containing protein 3，SORBS3）。

1.2 资料来源 收集海军军医大学（第二军医大

学）长海医院 2018 年 1 月至 12 月经手术治疗的

IDD 患者和腰椎骨折患者的椎间盘组织。IDD 患

者（n＝10）：男 7 例、女 3 例，年龄 33～73 岁，

平均年龄为（53.6±11.6）岁；腰椎骨折患者（n＝

10）：男 6 例、女 4 例，年龄 34～74 岁，平均年

龄为（52.7±11.5）岁。本研究通过海军军医大学

（第二军医大学）长海医院伦理委员会审批，所有

患者均知情同意。

1.3 髓核细胞分离及原代培养 从腰椎骨折患者

的椎间盘组织中分离出髓核组织，然后用 0.25% Ⅱ型

胶原酶 37 ℃ 消化 3～5 h；用细胞滤网过滤去除杂

质，细胞悬液以 300×g 离心 5 min，然后弃上清，

获得髓核细胞。用适量的完全培养液重悬细胞后，

置于 37 ℃ 5% CO2 的细胞培养箱中培养。选择 

2 代以后的髓核细胞进行后续实验或冻存备用。

1.4 细胞免疫荧光染色 取适量髓核细胞接种于

带有细胞爬片的 24 孔板内，转染 miRNA-603 模拟

物（广州市锐博生物科技有限公司）48 h 后，用

PBS 洗 2 次，每次 3 min；每孔加入 500 μL 4% 多

聚甲醛溶液室温固定 15 min；PBS 洗 3 次，每孔加

入 500 μL 4% Triton X-100 室温孵育 20 min；PBS

洗 3 次，每孔加入 500 μL 2% 牛血清白蛋白室温孵

育 30 min；加入一抗 SORBS3 抗体（货号 NBP2-

20861，美国 NOVUS 公司），4 ℃ 静置过夜；

第 2 天弃去一抗，PBS 洗 3 次后加入二抗（货号 

4413，美国 CST 公司）室温孵育 60 min；PBS 洗 

3 次后加入 DAPI 室温孵育 5 min；PBST 洗 2 次后

收集细胞爬片，荧光显微镜下观察、拍照。

1.5 qRT-PCR 分析 取 50 mg 组织，加入 TRIzol
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试剂后用组织匀浆机匀浆，再用 RNA 抽提试剂盒

抽提样品的总 RNA 并检测浓度。细胞样本直接加

入 TRIzol 试剂后用 RNA 抽提试剂盒抽提样品，琼

脂糖凝胶电泳检测 RNA 的纯度。用日本 TaKaRa
公司的miRNA、mRNA 反转录试剂盒进行反转录，

用日本 TaKaRa 公司的 SYBR Green 实时荧光定量 
PCR 预混液试剂盒检测相关基因的表达。引物设

计与合成均由生工生物工程（上海）股份有限公司

完成，引物序列（5'-3'）为 miRNA-603 正向引物

CACACACTGCAATTACTTTTGCAA，反 向 引 物

CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA；miRNA-574-3p 正

向引物 GCACCAAGCAAGTCTGGAA，反向引物

CGAGGCCTCTGTCTTACAGG；miRNA-199a-5p，
正向引物 ACACTCCAGCTGGGCCCAGTGTTCA- 
G ACTACC，反向引物 CTCAACTGGTGTCGTGG-
AGTCGGCAATTCAGTTGAGGAACAGGTA；U6 

正向引物 ACACACACACACACACGTAT，反向引

物 AAGGATGACACGAAATTC；SORBS3 正向引物

TCTTCCACATCCCAGTCTCC，反向引物 CACAT-
GCTTGGTGAAGAACG；IL-6 正向引物 AGTGAG- 
GAACAAGCCAGAGC，反 向 引 物 AGCTGCGC-
AGAATGAGATGA；IL-1β 正向引物 CCACCTCC-
AGGGACAGGATA，反向引物 TCAACACGCAG-
GACAGGTAC；β-actin 正 向 引 物 CCCAAGGCC- 
AACAGGGAAAA，反向引物 GGTGCCCATCTCCT-
GCTCAA。以 2－ΔΔCt 计算目的基因的相对表达量。

1.6 蛋白质印迹分析 用 RIPA 裂解液裂解细胞，

之后用蛋白浓度检测试剂盒（美国 ThermoFisher
公司）测定蛋白浓度，把不同浓度的样品调整至相

同浓度后加入蛋白上样缓冲液加热变性。上样行

SDS-PAGE，之后将蛋白从凝胶转移至 NC 膜上，

室温封闭 1 h，加入一抗 4 ℃ 孵育过夜；第 2 天回

收一抗，用 PBST 洗膜 3 次，每次 5 min；加入对

应的二抗，室温孵育 1 h，PBST 洗膜 3 次，每次 
5 min；滴加电化学发光液显影。用 ImageJ 软件量

化分析条带灰度，以目的蛋白与内参蛋白灰度值

的比值代表蛋白相对表达量。实验所用一抗包括

SORBS3 抗体（货号 NBP2-20861，美国 NOVUS
公司）、caspase-1 抗体（货号 24232，美国 CST 公

司）、cleaved caspase-1 抗体（货号 89332，美国

CST 公司）、IL-1β 抗体（货号 12703，美国 CST
公司）、微管蛋白抗体（货号 2148，美国 CST 公

司）、二抗为 HRP 标记的抗兔 IgG（货号 7074S，
美国 CST 公司）。 
1.7 双 荧 光 素 酶 基 因 报 告 实 验 通 过 UCSC
（University of California Santa Cruz） 数 据 库 查

询到 SORBS3 3' UTR 序列，将其插入 pMIR-report 
luciferase 质粒（上海吉凯基因医学科技股份有限

公司），构建 pMIR-SORBS3 3' UTR 重组质粒，将

重组载体和对照空载体转入 293T 细胞（中国科学

院上海细胞库），同时转入 Renilla 质粒（上海吉

凯基因医学科技股份有限公司）作为内参，再分别

转入 miRNA-603 模拟物，24 h 后收集细胞。根据

双荧光素酶报告基因检测试剂盒（美国 Promega 公

司）说明书进行操作。

1.8 免疫组织化学染色 将椎间盘组织石蜡切

片脱蜡水化，之后将切片放入 PBS 中微波炉加热 
10 min 进行抗原修复，取出切片，用正常山羊血清

室温封闭 20 min，吸取血清后滴加 SORBS3 抗体，

置于 4 ℃冰箱过夜；取出切片，用 PBS 洗 3 次，每

次 5 min，加入生物素标记的二抗室温孵育 1 h；
PBS 洗 3 次，每次 5 min，滴加 DAB 显色液，5 min
后 PBS 洗 3 次，中性树胶封片拍照。免疫组织化学

染色试剂盒及 DAB 显色试剂盒均购于福州迈新生

物技术开发有限公司。

1.9 统计学处理 应用 SPSS 21.0 软件进行统计学

分析，用 GraphPad Prism 5.0 软件制图。判断数据

是否服从正态分布（Shapiro-Wilk 检验）和方差齐

性（Levene 检验），符合正态分布且方差齐的计量

资料以 x±s 表示，组间比较采用独立样本 t 检验或

单因素方差分析。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 miRNA-603 在 IDD 组织中高表达 分析 2 个

IDD miRNA 表 达 谱 测 序 数 据 集 GSE19943 和

GSE63492，结果显示有 3 个 miRNA 在 IDD 组织

中高表达，分别为 miRNA-603、miRNA-574-3p、
miRNA-199a-5p（图 1A、1B）。为进一步验证这

3 个 miRNA 在正常椎间盘组织和 IDD 组织中的表

达差异，我们收集了 10 例 IDD 患者和 10 例腰椎骨

折患者椎间盘组织，qRT-PCR 结果显示，与正常椎

间盘组织相比，IDD 组织中 3 个 miRNA 的表达均

上 调（P＜0.01，P＜0.05），其 中 miRNA-603 表

达升高最明显（图 1C）。
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2.2 miRNA-603 促进髓核细胞炎症反应 分离培养

正常髓核细胞，用脂质体 3000 转染 miRNA-603 对

照和模拟物，收集细胞培养上清，qRT-PCR 检测结

果显示髓核细胞过表达 miRNA-603 后，可明显诱导

IL-6 和 IL-1β mRNA 的表达（P 均＜0.01，图 2A）。

收集细胞裂解液，蛋白质印迹分析检测结果显示，转

染 miRNA-603 模拟物后，cleaved caspase-1 和 IL-1β

表 达 增 加（P 均＜0.01，图 2B）。 用 miRNA-603 

抑制子转染髓核细胞，再用 100 ng/mL TNF-α 刺激

细胞 24 h，之后收集细胞培养上清，qRT-PCR 检测

结果显示髓核细胞转染 miRNA-603 抑制子后，可

明显减弱 TNF-α 诱导的 IL-6 和 IL-1β mRNA 的表达 

（P 均＜0.01，图 2C）。收集细胞裂解液，蛋白质

印迹分析检测结果显示转染 miRNA-603 抑制子后，

可以抑制cleaved caspase-1和 IL-1β的表达（P＜0.01，
P＜0.05；图 2D）。

图 1 miRNA-603 在 IDD 组织中高表达

A：GSE19943 miRNA表达谱测序数据集中miRNA-603、miRNA-574-3p和miRNA-199a-5p的表达；B：GSE63492 miRNA表达谱

测序数据集中miRNA-603、miRNA-574-3p和miRNA-199a-5p的表达；C：qRT-PCR 检测miRNA-603、miRNA-574-3p 和miRNA-

199a-5p在IDD患者椎间盘组织和腰椎骨折患者正常椎间盘组织中的表达．*P＜0.05，**P＜0.01．x±s. miRNA：微 RNA； IDD：椎

间盘退行性变；qRT-PCR: 实时定量聚合酶链反应．

图 2 miRNA-603 促进髓核细胞的炎症反应

A：qRT-PCR检测转染miRNA-603 模拟物后髓核细胞中IL-6和IL-1β mRNA的表达；B：蛋白质印迹分析检测转染miRNA-603

模拟物后髓核细胞中cleaved caspase-1（Casp1）和IL-1β的表达；C：qRT-PCR检测转染miRNA-603 抑制子后TNF-α诱导的髓核

细胞中IL-6和IL-1β mRNA的表达；D：蛋白质印迹分析检测转染miRNA-603 抑制子后TNF-α诱导的髓核细胞中cleaved Casp1 

和IL-1β的表达．*P＜0.05，**P＜0.01．n＝6，x±s． miRNA：微 RNA；qRT-PCR：实时定量聚合酶链反应；IL：白细胞介素；TNF-α：

肿瘤坏死因子α．
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2.3 miRNA-603 靶 向 SORBS3 促 进TNF-α 诱 导 的 
髓核细胞炎症反应 通过生物信息学网站 TargetScan
和 miRTarBase，分 别 查 询 到 4 819 个 和 506 个

miRNA- 603 的靶基因，其中有 478 个公共基因，

再通过 GSE34095 mRNA 表达谱测序数据集，发

现 SORBS3 作为 miRNA-603 的靶基因在 IDD 组织

中低表达（图 3A）。qRT-PCR（图 3B）和细胞

免疫荧光染色（图 3C）检测结果显示，髓核细胞

中过表达 miRNA-603 后，SORBS3 表达量降低。

双荧光素酶报告基因实验结果（图 3D）显示，过

表达 miRNA-603 可以明显抑制野生型荧光素酶报

告质粒的活性，当 SORBS3 3' UTR 结合位点突变

后，这种抑制得以恢复，说明 miRNA-603 可以靶

向 SORBS3 抑制其表达。qRT-PCR 检测结果显示，

与单独转染 miRNA-603 模拟物相比，在髓核细胞

中同时转染 miRNA-603 模拟物和 SORBS3，诱导的

IL-6 和 IL-1β mRNA 表达明显降低（P 均＜0.01，
图 3E）。结果提示 miRNA-603 通过抑制 SORBS3
的表达，继而促进髓核细胞的炎症反应。

图 3 miRNA-603 靶向 SORBS3 促进 TNF-α 诱导的炎症反应

A：通过生物信息学网站TargetScan 和miRTarBase 及GSE34095 mRNA 表达谱测序数据集筛选出miRNA-603 的靶基因

SORBS3；B：qRT-PCR检测过表达miRNA-603 后髓核细胞中SORBS3的表达；C：细胞免疫荧光染色检测髓核细胞中SORBS3 的

表达（200×）；D：双荧光素酶报告基因实验验证miRNA-603 可靶向调控SORBS3的表达；E：qRT-PCR检测结果表明SORBS3可

抑制miRNA-603 模拟物诱导的IL-6和IL-1β mRNA表达． **P＜0.01．n＝6，x±s． miRNA：微RNA；SORBS3：山梨糖和SH3 结

构域包含蛋白 3；TNF-α：肿瘤坏死因子α；DAPI：4’,6-二脒基-2-苯基吲哚；3' UTR：3'非编码区；WT：野生型；IL：白细胞介素； 

qRT-PCR：实时定量聚合酶链反应． 
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2.4 SORBS3 在 IDD 组织中低表达并可减弱 TNF-α
诱导的髓核细胞炎症反应 qRT-PCR（图 4A）和

免疫组织化学染色（图 4B）结果显示，与正常的

椎间盘组织相比，SORBS3 在 IDD 组织中低表达

（P＜0.01）。为了明确 SORBS3 的改变能否影响

髓核细胞发生炎症反应，我们在髓核细胞中过表达

SORBS3，24 h 后加入 100 ng/mL TNF-α，继续培养

24 h 后检测炎症相关因子。qRT-PCR 检测结果显示，

与空载体组加入 TNF-α 相比，过表达 SORBS3 组加

入 TNF-α 的细胞中 IL-6 和 IL-1β mRNA 表达明显降

低（P 均＜0.01，图 4C）。结果提示 SORBS3 可以

抑制髓核细胞发生炎症反应。

图 4 SORBS3 在 IDD 组织中低表达并可减弱 TNF-α 诱导的炎症反应

A：qRT-PCR检测SORBS3 mRNA在正常椎间盘组织及IDD组织中的表达（**P＜0.01．n＝10，x±s）；B：免疫组织化学染色检测

SORBS3 在正常椎间盘组织及IDD组织中的表达（40×）；C：qRT-PCR检测髓核细胞中过表达SORBS3后TNF-α诱导的IL-6和

IL-1β mRNA的表达（**P＜0.01．n＝6，x±s）．SORBS3：山梨糖和SH3 结构域包含蛋白 3；IDD：椎间盘退行性变；TNF-α：肿瘤坏

死因子α；IL：白细胞介素；qRT-PCR：实时定量聚合酶链反应．

3 讨 论

miRNA 是一种非编码单链 RNA，广泛存在

于动植物及部分病毒中，其在基因转录调控中有

着重要作用［7］。针对 miRNA 的研究表明，目前

绝大多数疾病均与 miRNA 的表达异常有关，基于

miRNA 的发病机制研究及治疗方法已成为研究热

点之一［8］。随着研究的不断扩展和深入，miRNA
在 IDD 中的重要功能逐渐被揭示，在椎间盘内环

境、椎间盘组织细胞死亡等方面均发挥重要作 
用［9］。 本 研 究 对 比 了 2 个 IDD miRNA 表 达

谱测序数据集，发现与正常的椎间盘组织相

比，miRNA-603 在 IDD 组 织 中 高 表 达。 目 前

miRNA-603 在炎症反应中的作用尚未见报道，

仅有部分报道显示，与卵巢癌癌旁组织相比，

miRNA-603 在卵巢癌组织中低表达，其可以抑制

卵巢癌［10］；在三阴性乳腺癌中，miRNA-603 可以

抑制三阴性乳腺癌细胞的生长、迁移和侵袭［11］。

炎症是由有害刺激或病症引起的适应性反

应。在 IDD 的发生、发展过程中，由于椎间盘组

织损伤，引起椎间盘组织炎症加剧，产生 IL-2、
IL-3、IL-8、TNF-α 等炎性因子［12］。这些炎性因

子一方面可以通过调控一氧化氮和前列腺素的表

达增强缓激肽、5- 羟色胺等疼痛因子对神经末梢

疼痛的加强作用，使患者的症状不断加重［13］；另

一方面，它们可以降低髓核细胞周围的多糖及胶

原量，影响髓核细胞微环境及调控死亡受体通路

使椎间盘细胞发生凋亡，进而引起 IDD［14］。我们

在髓核细胞中过表达 miRNA-603，结果显示过表

达 miRNA-603 可 以 明 显 诱 导 IL-6 和 IL-1β 的 表

达；在以 TNF-α 刺激作为炎症模型的基础上，抑制

miRNA-603 的表达，结果显示 TNF-α 诱导的 IL-6
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和 IL-1β 表达明显减弱。上述结果说明在髓核细胞

中 miRNA-603 具有诱导炎症反应的作用。通过生

物信息学方法，我们预测 SORBS3 是 miRNA-603
的靶基因。有研究表明，在肝癌细胞中过表达

SORBS3 可使 IL-6 基因表达降低［13］。之后，我们

在髓核细胞中过表达 miRNA-603，发现 SORBS3
的表达量明显降低，说明 miRNA-603 可以抑制

SORBS3 的表达，双荧光素酶报告基因实验进一步

证明 SORBS3 是 miRNA-603 的靶基因。在髓核细

胞中过表达 SORBS3，可以明显抑制 TNF-α 诱导的

IL-6 和 IL-1β，与加入 miRNA-603 抑制子诱导的

IL-6 和 IL-1β 表达趋势一致，说明 miRNA-603 可以

靶向 SORBS3 促进 TNF-α 诱导的炎症反应。

综上所述，本研究发现 miRNA-603 在 IDD 组

织中表达升高，在髓核细胞中过表达 miRNA-603
可以诱导炎症反应，SORBS3 作为 miRNA-603 的

靶基因具有抑制炎症反应的作用。本研究结果为

IDD 中髓核细胞炎症的发生提供了理论依据，同时

也为椎间盘退变性疾病提供了一个可能的早期诊疗 
靶点。
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