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维生素D在椎间盘退变中的作用及机制研究
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[摘要] 目的:探讨维生素D对大鼠椎间盘退变的影响及其作用机制。方法:建立针刺诱导的椎间盘

退变模型,随机分为假手术组、模型组、维生素D(0.15
 

μg/kg)组和维生素D(0.15
 

μg/kg)+腺苷酸活

化蛋白激酶(AMPK)抑制剂(Compound
 

C,20
 

mg/kg)组,每组10只。造模1周后,灌胃/腹腔注射相

应药物,1次/d,持续4周。用椎间盘高度指数(DHI)评估椎间盘退变程度;苏木精-伊红(HE)和番红

O-固绿染色观察尾椎间盘病理变化;TUNEL染色检测髓核组织细胞凋亡水平;免疫组化染色检测髓

核组织Aggrecan、基质金属蛋白酶13(MMP-13)、切割的半胱氨酸蛋白酶3(Cleaved
 

Caspase-3)、Bcl-2、

Bax表达;透射电镜观察髓核组织细胞线粒体结构变化;生化法检测髓核组织三磷酸腺苷含量及线粒体

呼吸链复合物Ⅰ/Ⅱ活性水平;Western
 

Blot法检测髓核组织线粒体融合因子(Mfn)1、Mfn2、过氧化物

酶体增殖物激活受体γ共激活因子1α(PGC-1α)、动力相关蛋白1(Drp1)、AMPK及其磷酸化蛋白表

达。结果:与假手术组比较,模型组大鼠椎间盘高度指数降低,差异有统计学意义(P<0.05),椎间盘结

构紊乱,髓核萎缩、纤维环断裂、软骨终板基质丢失,呈明显退行性改变;椎间盘髓核组织 MMP-13、细胞

凋亡率、Cleaved
 

Caspase-3、Bax、p-Drp1/Drp1水平均升高,差异有统计学意义(P<0.05),Aggrecan、

Bcl-2、三磷酸腺苷、呼吸链复合物Ⅰ/Ⅱ、Mfn1、Mfn2、p-AMPK/AMPK、PGC-1α水平均降低,差异有统

计学意义(P<0.05),且细胞线粒体结构损伤严重。与模型组比较,维生素D组大鼠椎间盘高度指数升

高,差异有统计学意义(P<0.05),椎间盘退变显著减轻,结构趋于正常,仅存轻微紊乱;椎间盘髓核组

织 MMP-13、细胞凋亡率、Cleaved
 

Caspase-3、Bax、p-Drp1/Drp1水平均降低,差异有统计学意义(P<
0.05),Aggrecan、Bcl-2、三磷酸腺苷、呼吸链复合物Ⅰ/Ⅱ、Mfn1、Mfn2、p-AMPK/AMPK、PGC-1α水平

均升高,差异有统计学意义(P<0.05),且细胞线粒体结构损伤减轻。Compound
 

C可抑制维生素D对

椎间盘退变大鼠的改善作用,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:维生素D可延缓大鼠椎间盘退变,
恢复线粒体功能,抑制椎间盘髓核组织细胞凋亡,其机制可能与激活AMPK/PGC-1α信号通路,从而改

善髓核细胞线粒体动力学平衡有关。
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Abstract Objective:To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

Vitamin
 

D
 

on
 

intervertebral
 

disc
 

degeneration
 

(IDD)
 

in
 

rats
 

and
 

to
 

eluci-
date

 

its
 

protective
 

mechanism.Methods:An
 

acupuncture-induced
 

IDD
 

model
 

was
 

established.Rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups
 

(n=10
 

per
 

group):sham-operated
 

group,model
 

group,Vitamin
 

D
 

(0.15
 

μg/kg)
 

group,and
 

Vitamin
 

D
 

(0.15
 

μg/kg)
 

+
 

AMP-activated
 

protein
 

kinase
 

(AMPK)
 

inhibitor
 

(Compound
 

C,20
 

mg/kg)
 

group.One
 

week
 

after
 

mod-

el
 

establishment,the
 

corresponding
 

drugs
 

were
 

administered
 

via
 

gavage/intraperitoneal
 

injection
 

once
 

daily
 

for
 

4
 

consecu-
 

tive
 

weeks.The
 

degree
 

of
 

disc
 

degeneration
 

was
 

assessed
 

using
 

the
 

disc
 

height
 

index
 

(DHI).Pathological
 

changes
 

in
 

the
 

caudal
 

intervertebral
 

discs
 

were
 

observed
 

by
 

Hematoxylin-Eosin
 

(HE)
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and
 

Safranin
 

O-Fast
 

Green
 

staining.The
 

level
 

of
 

apoptosis
 

in
 

nucleus
 

pulposus
 

(NP)
 

tissue
 

was
 

detected
 

by
 

TUNEL
 

assay.Immunohistochemical
 

staining
 

was
 

performed
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Aggrecan,matrix
 

metalloprotein-
ase

 

13
 

(MMP-13),Cleaved
 

Caspase-3,B-cell
 

lymphoma
 

2
 

(Bcl-2),and
 

Bcl-2-associated
 

X
 

protein
 

(Bax)
 

in
 

NP
 

tissue.
Mitochondrial

 

structural
 

changes
 

in
 

NP
 

cells
 

were
 

observed
 

using
 

transmission
 

electron
 

microscopy
 

(TEM).Biochemical
 

assays
 

were
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

adenosine
 

triphosphate
 

(ATP)
 

content
 

and
 

the
 

activity
 

levels
 

of
 

mitochondrial
 

respira-
tory

 

chain
 

complexes
 

Ⅰ
 

and
 

Ⅱ
 

in
 

NP
 

tissue.Western
 

Blot
 

was
 

employed
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Mitofusin
 

1
 

(Mfn1),

Mitofusin
 

2
 

(Mfn2),Peroxisome
 

proliferator-activated
 

receptor
 

γ
 

coactivator
 

1α
 

(PGC-1α),Dynamin-related
 

protein
 

1
 

(Drp1),AMPK,and
 

its
 

phosphorylated
 

form
 

(p-AMPK).Results:Compared
 

with
 

the
 

sham-operated
 

group,the
 

model
 

group
 

exhibited
 

a
 

significantly
 

lower
 

DHI
 

(P<0.05),disorganized
 

disc
 

structure,atrophy
 

of
 

the
 

nucleus
 

pulposus,rupture
 

of
 

the
 

annulus
 

fibrosus,and
 

loss
 

of
 

cartilaginous
 

endplate
 

matrix,indicating
 

significant
 

degenerative
 

changes.In
 

the
 

NP
 

tis-
sue,the

 

levels
 

of
 

MMP-13,apoptosis
 

rate,Cleaved
 

Caspase-3,Bax,and
 

the
 

p-Drp1/Drp1
 

ratio
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

Aggrecan,Bcl-2,ATP,respiratory
 

chain
 

complexes
 

Ⅰ/Ⅱ,Mfn1,Mfn2,p-AMPK/AMPK
 

ratio,and
 

PGC-1α
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Severe
 

mitochondrial
 

structural
 

damage
 

was
 

also
 

observed.
Compared

 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

Vitamin
 

D
 

group
 

showed
 

a
 

significantly
 

higher
 

DHI
 

(P<0.05),a
 

significant
 

mitiga-
tion

 

of
 

disc
 

degeneration
 

was
 

observed,characterized
 

by
 

a
 

structural
 

normalization
 

with
 

exhibited
 

only
 

slight
 

disorganiza-
tion.Concomitantly,the

 

NP
 

tissue
 

showed
 

a
 

marked
 

decrease
 

in
 

several
 

key
 

degenerative
 

indicators,including
 

the
 

levels
 

of
 

MMP-13,apoptotic
 

rate,Cleaved
 

Caspase-3,Bax,and
 

the
 

p-Drp1/Drp1
 

ratio
 

(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

Aggrecan,Bcl-
2,ATP,respiratory

 

chain
 

complexes
 

Ⅰ/Ⅱ,Mfn1,Mfn2,p-AMPK/AMPK
 

ratio,and
 

PGC-1α
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Mitochondrial
 

structural
 

damage
 

was
 

also
 

ameliorated.Compound
 

C
 

was
 

found
 

to
 

inhibit
 

the
 

ameliorative
 

effects
 

of
 

Vitamin
 

D
 

on
 

IDD
 

in
 

rats
 

(P<0.05).Conclusion:Vitamin
 

D
 

can
 

delay
 

IDD
 

in
 

rats,restore
 

mitochondrial
 

func-
tion,and

 

inhibit
 

apoptosis
 

in
 

nucleus
 

pulposus
 

tissue.Its
 

mechanism
 

of
 

action
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

activation
 

of
 

the
 

AMPK/PGC-1α
 

pathway,thereby
 

improving
 

mitochondrial
 

dynamics
 

in
 

nucleus
 

pulposus
 

cells.
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  椎间盘退变(IDD)的核心原因在于髓核细胞外基

质(ECM)失衡,即胶原降解、基质金属蛋白酶激活、细
胞凋亡[1-2]。线粒体功能障碍被证明为细胞外基质分

解的上游驱动[3-4]。研究表明激活腺苷酸(AMP)活化

蛋白激酶(AMPK)/过氧化物酶体增殖物激活受体γ
共激活因子1α(PGC-1α)轴可恢复线粒体稳态、抑制凋

亡[5-6]。有研究显示维生素D缺乏与椎间盘退变程度

正相关,且可激活AMPK改善线粒体功能[7-8],但其能

否通过AMPK/PGC-1α延缓椎间盘退变尚无在体证

据。本研究用大鼠椎间盘退变模型验证维生素D经

该轴保护线粒体、减缓退变的作用,现报告如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物

40只7周龄无特定病原体(SPF)级雄性SD大鼠

由北京维通利华公司提供,体重为(220±20)
 

g,许可

证编号为SCXK京2024-0112。大鼠饲养于通风笼,
控温(25±1)℃、湿度55%±10%,12

 

h/12
 

h昼夜循

环(20~25
 

℃),自由摄食饮水。本研究获得本院动物

伦理委员会批准。

1.2 主要试剂与仪器

1,25-二羟维生素 D3 购自上海罗氏制药公司;

AMPK抑制剂Compound
 

C购自上海源叶公司;番红

O-固绿和苏木精-伊红(HE)染液购自北京索莱宝公司;

TUNEL染色试剂盒购自上海碧云天公司;三磷酸腺苷

(ATP)、线粒体呼吸链复合物Ⅰ和Ⅱ检测试剂盒购自南

京建 成 生 物 公 司;兔 抗 Aggrecan、MMP-13、Cleaved
 

Caspase-3、Bcl-2、Bax、Mfn1、Mfn2、PGC-1α、AMPK、p-
AMPK、Drp1、p-Drp1、GAPDH抗体购自英国Abcam公

司。ECLIPSE型显微镜购自日本Nikon公司;Western
 

Blot成像系统购自Bio-Rad公司;DR7500数字化医用X
射线摄影系统购自美国柯达公司;JEM-1400Plus型场

发射透射电镜购自日本JEOL公司;S60数字全景扫描

仪购自日本光子;M200
 

PRO型多功能酶标仪购自瑞士

帝肯公司。

1.3 方法

1.3.1 造模、分组及给药 40只大鼠随机分为假手

术组、模型组、维生素D组和维生素D+AMPK抑制

剂组,每组10只。大鼠适应性饲养1周,除假手术组

外,其余组大鼠参照文献[9]建立椎间盘退变模型:麻
醉大鼠后,对尾部Co6/7/8节段进行酒精消毒,使用

21G针头穿刺椎间盘。假手术组仅穿刺皮肤和肌肉

(深约2
 

mm),不损伤椎间盘;其余组避开动静脉,向
椎间盘中心穿刺5

 

mm,刺入后旋转针头360°并留置

10
 

s,随后消毒并标记穿刺点,用输液贴保护。造模1
周后,腰椎X线显示椎间盘高度降低,HE染色可见髓

核脊索细胞显著减少、纤维环板层结构紊乱,表明造模
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成功[10]。造模成功后,依据文献给药方案:维生素D
组灌胃0.15

 

μg/kg维生素D[11],维生素D+AMPK
抑制剂组在维生素 D组灌胃基础上额外腹腔注射

20
 

mg/kg
 

Compound
 

C[12],其余组同样操作,注射物

替换为生理盐水,1次/d,持续4周。

1.3.2 脊柱X线影像及椎间盘高度指数(DHI)测定

 药物干预结束,大鼠经麻醉后,将其俯卧位固定于特

制的放射摄影台上,使用软垫调整体位以确保脊柱自

然伸展、无旋转或侧弯,重点定位L4~L6 节段(可通

过触摸髂嵴定位L6 椎体,向上依次为L5 和L4),采用

数字化 X 线机以拍摄 L4~L6 脊柱正侧位片。用

ImageJ软件测量L5/6 椎体高度及椎间隙宽度并计算

椎间盘高度指数评分。椎间盘高度指数=(椎间盘前

缘高度+椎间盘后缘高度)/(邻近椎体前缘高度+邻

近椎体后缘高度)。

1.3.3 HE和番红 O-固绿染色 麻醉各组大鼠后,
快速离断尾部,随机选取5只大鼠的部分尾椎置于

4%多聚甲醛中固定;其余大鼠尾椎在冰上分离Co6/

7/8椎间盘组织,提取髓核后经液氮速冻,保存于

-80
 

℃冰箱。固定后的椎间盘组织经脱钙、梯度脱

水、透明处理后石蜡包埋,制备5
 

μm切片,按常规方

法行HE和番红O-固绿染色,光学显微镜下观察病理

变化并拍照。

1.3.4 TUNEL染色 取椎间盘组织切片脱蜡至水

后,37
 

℃下20
 

μg/mL蛋白酶K处理30
 

min,PBS冲

洗3次,按试剂盒操作步骤,依序施加TUNEL试剂盒

成分,清洗并抗荧光淬灭剂封片(含DAPI),荧光镜下

观察并拍照,用ImageJ软件分析细胞凋亡率。

1.3.5 免疫组化染色 取椎间盘组织切片脱蜡至水

后,抗原修复、酶消除,5%
 

BSA封闭1
 

h,4
 

℃下一抗

Aggrecan、MMP-13、Cleaved
 

Caspase-3、Bcl-2、Bax孵

育过夜,室温孵育二抗2
 

h,苏木精复染后封片,光学

显微镜下观察并拍照,用ImageJ软件对 Aggrecan、

MMP-13、Cleaved
 

Caspase-3、Bcl-2、Bax阳性(棕色)
面积半定量分析。

1.3.6 用 透 射 电 镜 观 察 线 粒 体 超 微 结 构  取

出-80
 

℃下保存的髓核组织,剪碎后研磨,加入胶原

酶Ⅱ型混匀,37
 

℃下消化1
 

h。经200目滤网过滤,

4
 

℃下离心5
 

min(1
 

500
 

r/min)收集细胞沉淀,用

2.5%戊二醛固定。随后进行脱水、浸渍及琥珀酸酯包

埋,切片后以醋酸铀和柠檬酸铅染色,透射电镜下观察

细胞线粒体超微结构。

1.3.7 三磷酸腺苷及线粒体呼吸链复合物Ⅰ/Ⅱ活性

测定 取-80
 

℃下保存髓核组织,称取等量组织低温

下进行研磨,并加入相应体积提取液制备组织匀浆,

4
 

℃下离心后取上清液。依照检测试剂盒说明书,测
定三磷酸腺苷及线粒体呼吸链复合物Ⅰ/Ⅱ活性。

1.3.8 Western
 

Blot法检测 取-80
 

℃下保存髓核

组织,低温充分研磨后提取蛋白质,经SDS-PAGE分

离并转至PVDF膜,5%脱脂奶粉室温封闭。4
 

℃下孵

育一抗 Drp1、p-Drp1、Mfn1、Mfn2、PGC-1α、AMPK、

p-AMPK过夜,室温下二抗孵育2
 

h。凝胶成像后,用

ImageJ软件测条带灰度,结果以相对GAPDH蛋白的

形式给出。

1.4 统计学方法

利用GraphPad
 

Prism
 

10.0软件分析数据,数据

符合正态分布以x±s形式表示,多组比较采用单因

素方差分析和Tukey检验。P<0.05差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 维生素D对椎间盘退变大鼠椎间盘退变程度的

影响

与假手术组比较,模型组大鼠椎间盘高度指数降

低,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,维
生素D组大鼠椎间盘高度指数升高,差异有统计学意

义(P<0.05),见图1及表1。

图1 各组椎间盘退变大鼠L4~L6脊柱X线片
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表1 各组椎间盘退变大鼠L5~L6 椎间盘高度指数

评分水平比较(n=10,x±s)

组别 椎间盘高度指数评分/分

假手术组 0.19±0.02
模型组 0.12±0.011)

维生素D组 0.15±0.022)

维生素D+AMPK抑制剂组 0.14±0.023)

注:1)与假手术组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;

3)与维生素D组相比,P<0.05。

2.2 维生素D对椎间盘退变大鼠椎间盘组织病理学

的影响

HE染色显示,假手术组椎间盘轮廓清晰,髓核形

态规则,纤维环纹理规整,未见明显退行性改变;模型

组椎间盘出现明显的退行性改变,髓核区域缩小且不

规则,纤维环层次紊乱,有部分区域出现裂隙或断裂;
维生素D组椎间盘退行性改变减轻,髓核区域接近正

常状态,纤维环排列较为整齐,但仍有一些轻微的紊

乱;维生素D+AMPK抑制剂组椎间盘退行性改变较

模型组有所减轻,髓核区域较为完整但仍有轻微的不

规则,纤维环排列稍显紊乱。
番红O-固绿染色显示,假手术组软骨终板染色均

匀,基质分布正常;模型组软骨终板染色不均,基质丢

失严重,显示出明显的退变迹象;维生素D组软骨终

板染色均匀,基质分布接近正常状态,退变迹象显著减

少;维生素D+AMPK抑制剂组软骨终板染色较为均

匀,基质丢失情况有所改善,见图2。

2.3 维生素D对椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织

Aggrecan、MMP-13蛋白表达的影响

与假手术组比较,模型组髓核组织 MMP-13阳性

率升高,Aggrecan阳性率降低,差异有统计学意义(P<
0.05);与模型组比较,维生素D组髓核组织MMP-13阳

性率降低,Aggrecan阳性率升高,差异有统计学意义

(P<0.05);与维生素D组比较,维生素D+AMPK抑

制剂组髓核组织 MMP-13阳性率升高,Aggrecan阳性

率降低,差异有统计学意义(P<0.05),见图3及表2。

图2 各组椎间盘退变大鼠椎间盘组织 HE和番红O-固绿染色情况(10×)

图3 各组椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织Aggrecan、MMP-13蛋白免疫组化染色情况(200×)

2.4 维生素D对椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织细

胞凋亡的影响

与假手术组比较,模型组髓核组织细胞凋亡率升

高,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,维
生素D组髓核组织细胞凋亡率降低,差异有统计学意

义(P<0.05);与维生素D组比较,维生素D+AMPK

抑制剂组髓核组织细胞凋亡率升高,差异有统计学意

义(P<0.05),见图4及表3。

2.5 维生素D对椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织凋

亡相关蛋白表达的影响

与假 手 术 组 比 较,模 型 组 髓 核 组 织 Cleaved
 

Caspase-3、Bax阳性率升高,Bcl-2阳性率降低,差异有
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表2 各组椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织Aggrecan、

MMP-13阳性率比较(n=5,x±s,%)

组别 MMP-13 Aggrecan
假手术组 6.77±1.48 47.47±6.61
模型组 35.42±2.561) 9.74±0.721)

维生素D组 19.62±1.552) 39.42±3.362)

维生素D+AMPK抑制剂组 31.92±2.743) 20.72±2.652)3)

注:1)与假手术组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;

3)与维生素D组相比,P<0.05。

统计学意义(P<0.05);与模型组比较,维生素 D
组髓 核 组 织 Cleaved

 

Caspase-3、Bax阳 性 率 降 低,

Bcl-2阳性率升高,差异有统计学意义(P<0.05);
与维生素D组比较,维生素D+AMPK抑制剂组髓

核组织Cleaved
 

Caspase-3、Bax阳性率升高,Bcl-2阳

性率降低,差异有统计学意义(P<0.05),见图5
及表4。

图4 各组椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织TUNEL染色情况(200×)

表3 各组椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织细胞凋亡率

比较(n=5,x±s)

组别 凋亡率/%    
假手术组 3.10±0.65
模型组 38.52±2.111)

维生素D组 5.99±0.902)

维生素D+AMPK抑制剂组 14.21±1.132)3)

注:1)与假手术组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;

3)与维生素D组相比,P<0.05。

2.6 维生素D对椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织线

粒体形态的影响

透射电镜显示,假手术组线粒体形态完整,膜及嵴

结构清晰;模型组线粒体明显肿胀,膜结构破坏严重,
内嵴紊乱甚至断裂,提示线粒体功能障碍与椎间盘退

变密切相关;维生素D组线粒体形态最为接近正常状

态,膜结构完整,内嵴排列规则,说明维生素D对线粒

体具有一定的保护作用;维生素D+AMPK抑制剂组

图5 各组椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织Cleaved
 

Caspase-3、Bax、Bcl-2蛋白免疫组化染色情况(200×)
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表4 各组椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织Cleaved
 

Caspase-3、Bax、Bcl-2阳性率比较(n=5,x±s,%)

组别 Cleaved
 

Caspase-3 Bax   Bcl-2   

假手术组 8.12±1.37 4.78±1.14 47.32±5.25
模型组 31.27±3.121) 50.00±5.891) 7.15±0.881)

维生素D组 15.38±1.172) 8.26±1.012) 28.52±2.602)

维生素D+AMPK抑制剂组 24.46±2.362)3) 29.38±3.142)3) 13.75±1.472)3)

注:1)与假手术组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;3)与维生素D组相比,P<0.05。

线粒体结构有所改善,肿胀减轻,膜结构部分恢复,但
仍存在一定程度的内嵴紊乱,提示AMPK抑制剂可减

轻维生素D对线粒体的修复作用,见图6。

2.7 维生素D对椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织线

粒体功能的影响

与假手术组比较,模型组髓核组织三磷酸腺苷、呼

图6 各组椎间盘退变大鼠椎间盘组织中线粒体超微结构(20
 

000×)

吸链复合物Ⅰ/Ⅱ水平降低,差异有统计学意义(P<
0.05);与模型组比较,维生素D组髓核组织三磷酸腺

苷、呼吸链复合物Ⅰ/Ⅱ水平升高,差异有统计学意义

(P<0.05);与维生素D组比较,维生素D+AMPK
抑制剂组髓核组织三磷酸腺苷、呼吸链复合物Ⅰ/Ⅱ水

平降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表5。
表5 各组椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织三磷酸腺苷、呼吸链复合物Ⅰ/Ⅱ水平比较(n=5,x±s)

组别 三磷酸腺苷/(nmol·L-1) 呼吸链复合物Ⅰ/(IU·mg-1) 呼吸链复合物Ⅱ/(IU·mg-1)
假手术组 268.23±7.93 188.02±8.59 108.28±9.86
模型组 92.42±9.511) 76.30±6.681) 46.65±3.401)

维生素D组 236.13±8.762) 170.96±11.472) 91.53±2.062)

维生素D+AMPK抑制剂组 146.61±8.153) 115.81±5.503) 70.58±5.113)

注:1)与假手术组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;3)与维生素D组相比,P<0.05。

2.8 维生素D对椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织线

粒体动力学指标及AMPK/PGC-1α通路相关蛋

白表达的影响

与假手术组比较,模型组髓核组织p-Drp1/Drp1
蛋白水平升高,Mfn1、Mfn2、p-AMPK/AMPK、PGC-
1α蛋白水平降低,差异有统计学意义(P<0.05);与
模型组比较,维生素D组髓核组织p-Drp1/Drp1蛋白

水平降低,Mfn1、Mfn2、p-AMPK/AMPK、PGC-1α蛋

白水平升高,差异有统计学意义(P<0.05);与维生素

D组比较,维生素D+AMPK抑制剂组髓核组织p-
Drp1/Drp1蛋 白 水 平 升 高,Mfn1、Mfn2、p-AMPK/

AMPK、PGC-1α蛋白水平降低,差异有统计学意义

(P<0.05),见图7及表6。

3 讨论

椎间盘退变是导致下腰痛的主要原因之一,其病

理过程复杂,涉及细胞外基质降解、髓核细胞凋亡、炎

图7 各组椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织线粒体动力学指标及AMPK/PGC-1α通路相关蛋白表达条带
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表6 各组椎间盘退变大鼠椎间盘髓核组织p-Drp1/Drp1、Mfn1、Mfn2、p-AMPK/AMPK、PGC-1α蛋白水平比较(n=5,x±s)

组别 p-Drp1/Drp1 Mfn1 Mfn2 p-AMPK/AMPK PGC-1α
假手术组 0.12±0.01 0.83±0.11 0.89±0.07 0.64±0.09 0.83±0.06
模型组 1.03±0.031) 0.21±0.031) 0.18±0.011) 0.19±0.021) 0.51±0.051)

维生素D组 0.18±0.032) 0.68±0.102) 0.58±0.092) 0.45±0.042) 0.91±0.082)

维生素D+AMPK抑制剂组 0.50±0.022)3) 0.29±0.033) 0.17±0.023) 0.13±0.013) 0.14±0.012)3)

注:1)与假手术组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;3)与维生素D组相比,P<0.05。

症反应以及氧化应激等多个方面[13-14]。本研究首次系

统地探讨了维生素D通过调控AMPK/PGC-1α信号

通路,改善椎间盘退变中线粒体功能障碍的分子机制,
取得了一系列有意义的发现。本研究采用针刺法成功

建立大鼠椎间盘退变模型,表现为椎间盘高度下降、典
型组织学退变及细胞外基质合成与降解失衡,同时伴

有显著的髓核细胞凋亡,为后续药物评价提供了可靠

模型基础。
研究表明维生素D并非仅通过调节钙磷代谢来

影响脊柱的力学支撑,其活性形式作为一种激素,通过

与椎间盘细胞上的受体结合,发挥多效 性 保 护 作

用[15]。最新临床研究显示,维生素D受体异常表达和

启动子区高甲基化可能与椎间盘退行性病变的严重程

度有关,表明维生素D受体可能成为评估病情和治疗

的潜在靶点[16]。Xu等[17]研究显示,维生素D可通过

调节氧化还原平衡,减轻氧化应激损伤,同时保护椎体

终板的微结构完整性,从而延缓去卵巢模型大鼠椎间

盘退变的进程。此外,Li等[18]研究显示,维生素D缺

乏通 过 激 活 p38 激 酶 导 致 核 受 体 辅 阻 遏 蛋 白 2
(NCoR2)降解,进而上调基质金属蛋白酶 ADAMTS
基因表达,加速椎间盘细胞外基质降解。本研究中,经
维生素D干预后,大鼠的椎间盘高度指数显著升高,
组织学染色明显可见椎间盘结构趋于正常。这表明维

生素D作为一种临床上广泛使用的营养补充剂,具有

潜在的椎间盘保护作用。
椎间盘退变的核心病理机制在于基质合成与降解

失衡,其中 Aggrecan作为主要结构蛋白维持髓核的

水合与抗压功能,而 MMP-13在炎症与机械应力作用

下过度表达,介导Aggrecan及Ⅱ型胶原的降解,导致

基质丧失、椎间盘高度下降及功能减退[19]。与此同

时,髓核细胞因营养缺乏、炎症微环境及氧化应激等诱

因发生凋亡,使基质合成能力显著降低[20]。吴高臣

等[21]研 究 显 示,敲 低 X 染 色 体 失 活 特 异 转 录 本

(XIST)可能通过上调 miR-132-3p抑制炎症反应,促
进髓核细胞增殖和Ⅱ型胶原、Aggrecan表达升高,从
而改 善 大 鼠 椎 间 盘 损 伤 和 软 骨 基 质 流 失。此 外,

Zhang等[22]研究表明,维生素D通过抑制 NF-κB通

路激活,显著减轻了由 TNF-α诱导的人髓核细胞凋

亡。本研究中椎间盘退变大鼠髓核组织Aggrecan表

达下降与 MMP-13升高共同导致细胞外基质失衡,同
时髓核细胞凋亡显著,而维生素D干预后,基质降解

和细胞凋亡现象均得到有效抑制。该结果提示维生素

D的功能从钙磷代谢调节拓展至骨骼肌肉系统疾病防

治,为椎间盘退变的干预提供了新的实验证据。
椎间盘退变的核心病理之一是髓核细胞的能量危

机。Zhang等[23]研究表明,洋蓟素可以抑制椎间盘细

胞铁死亡,防止线粒体萎缩和嵴密度降低。此外,彭鑫

等[24]研究显示,SS-31预处理有效缓解炎症诱导的髓

核细胞衰老和焦亡,通过抑制 NF-κB、cGAS/STING
信号通路,改善线粒体功能和结构,从而减轻椎间盘退

变。本研究发现,椎间盘退变模型组大鼠髓核组织中

三磷酸腺苷含量及线粒体呼吸链复合物Ⅰ/Ⅱ的活性

均显著下降,透射电镜结果也直观地显示了线粒体结

构的严重损伤,如嵴断裂、肿胀甚至空泡化,这证实了

线粒体功能障碍是椎间盘退变的关键驱动因素。而维

生素D干预后,不仅逆转了三磷酸腺苷含量的下降和

呼吸链复合物活性的降低,还显著改善了线粒体的超

微结构。这些结果提示维生素D对椎间盘退变的保

护作用,其根本机制可能在于恢复了髓核细胞的线粒

体功能。
研究表明激活的AMPK可促进PGC-1α表达,后

者上调线粒体生物发生及融合蛋白(如 MFN1/2),同
时影响分裂蛋白DRP1的活性,从而维持线粒体网络

稳态[25]。本研究发现椎间盘退变大鼠经维生素D干

预后,显著激活了AMPK并上调PGC-1α、Mfn1/2,下调

p-Drp1。为确证 AMPK/PGC-1α通路的核心地位,本
研究使用 AMPK抑制剂Compound

 

C后,维生素D
的所有有益效应均被阻断,表明其保护机制需通过激

活AMPK实现。
本研究也存在以下局限性:首先,本研究采用的大

鼠针刺模型虽经典,但与人类因年龄、遗传、力学负荷

等因素导致的慢性椎间盘退变过程存在差异;其次,研
究聚焦于AMPK/PGC-1α通路,未涉及维生素D可能

作用的其他通路(如 Wnt/β-catenin通路等)及其交叉

对话;此外,结果仅基于体内动物实验,需通过体外人

髓核细胞进一步验证,并深入探讨维生素D受体的具

体作用。
综上所述,维生素D能够有效延缓大鼠椎间盘退
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变,其核心分子机制是通过激活AMPK/PGC-1α信号

通路,进而改善髓核细胞的线粒体动力学平衡,恢复线

粒体功能,最终抑制细胞凋亡并维持细胞外基质稳态。
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