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miR-206 对腰椎间盘突出症大鼠髓核炎症、镇痛及自噬相关蛋白的作用机制

文题释义：

自噬：是由 Ashford 和 Porter 在 1962年发现细胞内有“自己吃自己”的现象后提出的，是指从粗面内质网的无核糖体附着区脱落的双层膜

包裹部分胞质和细胞内需降解的细胞器、蛋白质等成分形成自噬体(autophagosome)，并与溶酶体融合形成自噬溶酶体，降解其所包裹的

内容物，以实现细胞本身的代谢需要和某些细胞器的更新。

miRNA：是一类内生的、长度为20-24个核苷酸的小RNA，其在细胞内具有多种重要的调节作用。miRNA不仅在基因位置上保守，序列上也

呈现出高度的同源性。miRNA高度的保守性与其功能的重要性有密切的关系，与其靶基因的进化有密切的联系，研究其进化历史有助于进

一步了解其作用机制和功能。

摘要

背景：研究发现，腰椎间盘突出症患者的疼痛机制与炎症相关，自噬与椎间盘疾病及炎症反应密切相关，miR-206表达异常可促进骨骼疾

病的发生。

目的：探讨miR-206对腰椎间盘突出大鼠髓核炎症、镇痛及自噬相关蛋白的作用机制。

方法： SPF级雄性SD大鼠60只按照随机数字方法分为对照组、模型组、miR-206 mimics-NC组、miR-206 mimics组、miR-206 inhibitor-NC组
及miR-206 inhibitor组。除对照组外均建立腰椎间盘突出症大鼠模型，建模后第10天miR-206 mimics-NC组、miR-206 mimics组、miR-206 
inhibitor-NC组及miR-206 inhibitor组分别在损伤处注射miR-206 mimics-NC、miR-206 mimics(miR-206模拟物)、miR-206 inhibitor-NC及miR-206 
inhibitor(miR-206抑制物)，均20 μmol/L，10 μL，1次/d，连续注射4 d；对照组及模型组均注射等剂量生理盐水。Von Frey 纤维丝测定大鼠

双侧后足机械性缩足反射阈值，热痛测试仪检测大鼠双侧后足热刺激缩足反射潜伏期；苏木精-伊红染色观察背根神经节组织形态；qPCR
检测各组大鼠髓核组织炎症因子磷脂酶A2、环氧化酶2、前列腺素E2、肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β表达；免疫印迹检测自噬相关蛋白

LC3Ⅰ、Beclin-1表达。

结果与结论：①造模后3，7及14 d时，与对照组相比，模型组大鼠机械性缩足反射阈值、热刺激缩足反射潜伏期降低，磷脂酶A2、环氧

化酶2、前列腺素E2、肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β、LC3Ⅰ、Beclin-1表达升高(P < 0.05)；miR-206 inhibitor-NC组、miR-206 mimics-NC组
上述指标与模型组相比差异无显著性意义(P > 0.05)；②与miR-206 mimics-NC组相比，miR-206 mimics组大鼠机械性缩足反射阈值、热刺激

缩足反射潜伏期降低，磷脂酶A2、环氧化酶2、前列腺素E2、肿瘤坏死因子α、白细胞介素1β、LC3Ⅰ、Beclin-1水平升高(P < 0.05)；与miR-
206 inhibitor-NC组相比，miR-206 inhibitor组大鼠上述指标呈相反变化，差异均有显著性意义(P < 0.05)；③结果说明，抑制miR-206可以显著

改善腰椎间盘突出症大鼠髓核炎症因子水平，提高疼痛阈值，降低细胞自噬，其作用机制与抑制LC3Ⅰ、Beclin-1表达相关。
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主要观察指标

(1) 双侧后足机械性缩足反射阈值；

(2) 双侧后足热刺激缩足反射潜伏期；

(3) 磷脂酶 A2、环氧化酶 2、前列腺

素 E2、肿瘤坏死因子 α、白细胞介素

1β 表达；

(4)LC3 Ⅰ、Beclin-1 表达。
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0   引言   Introduction
腰椎间盘突出症主要发生在 20-50 岁人群中，是临床上

常见的骨科疾病，病因是腰椎神经根受压迫或脊髓核炎症反

应导致细胞因子传入纤维及脊髓神经元，活化胶质细胞加剧

炎症反应，释放大量疼痛因子而产生的病理性疼痛，严重者

甚至出现丧失劳动力及残疾
[1]
。据调查，腰背痛患者患有腰

椎间盘突出症的概率为 15%-45%，全球腰椎间盘突出症支付

的医疗费用高达 2 630 万美元，给社会经济造成巨大负担
[2]
。

腰椎间盘突出症患者疼痛机制的研究中已经发现与炎症相

关。相关学者发现在腰椎间盘突出症突出的组织中存在较多

的磷脂酶 A2(phospholipase A2，PLA2) 类酶类物质，可以通

过启动花生四烯酸代谢而发挥较强的致炎致痛作用
[3]
。在髓

核组织可发现多种相关炎性因子表达，例如白细胞介素 1β、

白细胞介素 6 及肿瘤坏死因子等，其生物学作用广泛，可通

过促进炎症发生发展，并通过抑制其表达而发挥镇痛作用
[4]
。

自噬作为一种早期自我适应性机制，可通过清除受损的细胞

器为组织的稳态恢复提供营养物质
[5]
。近期的研究表明，自

噬与椎间盘疾病密切相关，例如在退变型大鼠椎间盘组织中

发现自噬相关蛋白表达升高，认为其可以通过提高机体氧化

应激而加快细胞凋亡及自噬
[6]
。细胞自噬与炎症反应密切相

关，炎症相关信号通路 Toll 受体促进细胞自噬的发生，同时

其又可参与炎症性疾病的发生，通过了解细胞自噬与炎症反

应对于控制腰椎间盘突出症疾病进展具有重要意义。

近些年随着生物分子靶向技术的发展，已经了解微小

RNA(microRNAs，miRNAs) 与众多疾病发生发展存在关联。

miR-206 是 miRNAs 成员之一，其表达异常可促进骨骼疾病发

生。研究发现，在胫骨损伤中发现在损伤第 5 天时 miR-206

表达是损伤前的 10 倍
[7]
。但是关于 miR-206 在腰椎间盘突

出症中发挥何种作用还不得而知，文章通过建立腰椎间盘突

Abstract
BACKGROUND: Pain mechanisms in patients with lumbar disc herniation are associated with inflammation, autophagy is closely related to intervertebral disc 
diseases and inflammatory response, and aberrant miR-206 expression can trigger skeletal diseases.
OBJECTIVE: To investigate the mechanism of miR-206 on inflammation, analgesia and autophagy related proteins in nucleus pulposus in rats with lumbar disc 
herniation. 
METHODS: Sixty SPF male Sprague-Dawley rats were randomly divided into control group, model group, miR-206 mimics-NC group, miR-206 mimics group, 
miR-206 inhibitor-NC group and miR-206 inhibitor group. Animal models of lumbar disc herniation were established except for the control group. Ten days after 
modeling, miR-206 mimics-NC group, miR-206 mimics group, miR-206 inhibitor-NC group and miR-206 inhibitor group were injected with miR-206 mimics-
NC (20 μmol/L, 10 μL), miR-206 mimics (20 μmol/L, 10 μL), miR-206 inhibitor-NC (20 μmol/L, 10 μL) and miR-206 inhibitor (20 μmol/L, 10 μL), respectively. 
Administration was given once a day for 4 continuous days. The control group and model group were injected with the same dose of normal saline. The paw 
withdrawal mechanical threshold of bilateral hind feet was measured by Von Frey filaments, and the paw withdrawal thermal latency of bilateral hind feet was 
measured by heat pain tester. The morphology of dorsal root ganglia was observed by hematoxylin-eosin staining. The expressions of inflammatory factors 
phospholipase A2, cyclooxygenase 2, prostaglandin E2, tumor necrosis factor α, and interleukin 1β in nucleus pulposus were detected by qPCR. The expressions 
of autophagy-related proteins LC3I and Beclin-1 were detected by western blot assay. 
RESULTS AND CONCLUSION: At 3, 7, and 14 days after modeling, the paw withdrawal mechanical threshold and paw withdrawal thermal latency were both 
decreased in the model group compared with the control group, while the levels of phospholipase A2, cyclooxygenase 2, prostaglandin E2, tumor necrosis 
factor α, interleukin 1β, LC3I and Beclin-1 increased (P < 0.05). The above indexes showed no significant changes in the miR-206 inhibitor-NC group and miR-
206 mimics-NC group compared with the model group (P > 0.05). Compared with the miR-206 mimics-NC group, the miR-206 mimics group had lower paw 
withdrawal mechanical threshold and paw withdrawal thermal latency and higher levels of phospholipase A2, cyclooxygenase 2, prostaglandin E2, tumor 
necrosis factor α, interleukin 1β, LC3I, and Beclin-1 levels (P < 0.05). Compared with the miR-206 inhibitor-NC group, the rats in the miR-206 inhibitor group 
showed opposite changes in the above indicators, and there were significant differences between the two groups (P < 0.05). To conclude, inhibition of miR-
206 can significantly improve the level of inflammatory factors in nucleus pulposus of rats with lumbar disc herniation, increase pain threshold, and reduce 
autophagy. The mechanism is related to the inhibition of LC3I and Beclin-1 expression.
Key words: lumbar disc herniation; miR-206; inflammation; analgesia; autophagy
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出症大鼠模型观察 miR-206 对炎症、镇痛及自噬蛋白的影响，

希望为相关研究提供理论支持。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验。多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 9 月至 2022 年 9 月在河北

医科大学动物实验中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只，五六周龄，体质

量 (200±30) g，由北京大学医学部实验动物科学部提供，动

物合格证号：CXK( 京 )2020-0010。饲养于哈励逊国际和平医

院实验动物中心，保持环境清洁通风，温度 18-22 ℃，湿度

50%-60%，明暗周期 12 h/12 h 循环，适应性饲养 1 周后进

行实验。实验方案经河北医科大学动物实验伦理委员会批准。

实验过程遵循了国际兽医学编辑协会《关于动物伦理与福利

的作者指南共识》和本地及国家法规。实验动物在麻醉下进

行所有的手术，并尽一切努力最大限度地减少其疼痛、痛苦

和死亡。

1.3.2   试剂与仪器   miR-206 inhibitor(miR-206 抑制物 )、 

miR-206 inhibitor-NC、miR-206 mimics(miR-206 模 拟 物 ) 及
miR-206 mimics-NC( 上海吉玛生物合成 )；TRIzol 试剂 ( 美

国 Invitrogen 公司 )；胎牛血清、0.25% 胰蛋白酶 ( 中国上海

素尔生物科技有限公司 )；山羊抗小鼠 IgG( 中国武汉纯度生

物科技有限公司 )；Beclin 1 兔多克隆抗体 (ABCam 中国，

货号：ab264299)；兔抗人 LC3 Ⅰ ( 艾美捷科技有限公司，

货号：ADI-APR-100-0200)。29G 注射针 (B-D 公司 )；切片

机 ( 美国 Kent Scientific Corporation)；高速低温离心机 ( 美国

Backman Coulter)；显微镜 ( 日本 Olympus)；超低温冰箱 ( 美国
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ThermoFisher)；实时荧光定量 PCR 仪 ( 中国中山大学达安基

因股份有限公司 )；凝胶成像系统及 Western blot 电泳系统 ( 中

国北京赛百奥科技有限公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   腰椎间盘突出症动物模型建立   60 只 SD 大鼠采用随机

数字表方法抽取10只作为对照组，给予普通饲料喂养，其余建

立腰椎间盘突出症大鼠模型
[8]
。建模方法：大鼠腹腔注射 

4 mL/kg 的浓度为 1% 的戊巴比妥钠麻醉，四肢固定，背部脱

毛，用体积分数 75% 乙醇消毒，铺无菌单，采用橡皮筋扎紧

大鼠尾部，逐层分离皮肤，暴露椎间盘，无菌环境下取出第

3，4 尾椎间盘的髓核，导致尾椎间盘破裂，将一根 L 形的不

锈钢柱插入椎间孔，对背部神经节稳定性造成影响，将髓核

放到生理盐水中备用。消毒背部，于背部正中间 L5 棘突为中

心，做 2 cm 切口，将髓核植入 L5 和 L6 间的神经根，逐层缝

合皮肤。术后给予大鼠肌肉注射青霉素钠 80 万 U，切口处

涂红霉素软膏。剔除 4 只因感染当时死亡的大鼠，共 46 只

大鼠建模成功。 

1.4.3   机 械 性 缩 足 反 射 阈 值 (paw withdrawal mechanical 

threshold，PWMT) 测定   各组大鼠分别在给药后 1，3，7，
14 d 连续采用 Von Frey 纤维丝测定大鼠双侧后足 PWMT，由

小到大逐渐采用不同质量的纤维丝刺激大鼠足底正中部，当

出现缩足或舔足时停止刺激，均刺激 5 次，每次 5 s，出现 3

次则记为阳性，此时纤维丝质量即为 PWMT，取 3 次平均值。

1.4.4   热刺激缩足反射潜伏期 (paw withdrawal thermal latency，
PWTL) 测定   各组大鼠分别在给药后 1，3，7，14 d 连续使

用热痛测试仪检测大鼠双侧后足 PWTL，光源对准大鼠足部

中间，出现缩足或舔足时停止照射，反应时间记为 PWTL，

间隔 5 min，实验重复 3 次，取平均值。

1.4.5   苏木精 -伊红染色   大鼠给药后第 15 天，各组大鼠麻

醉处死后取背根神经节组织，用体积分数 10%甲醛固定组织，

沿着纵方向进行切片，10% 硝酸脱钙液进行脱钙，后石蜡包

埋切片 4 μm，低温保存以便后续实验。石蜡切片组织采用

二甲苯及纯度 100% 的医用乙醇中脱水及脱蜡，采用苏木精

染色，1%盐酸处理后采用伊红试剂复染，梯度医用乙醇脱水，

透明处理，中性树脂封固，显微镜下观察组织病理形态。

1.4.6   qPCR 检测各组大鼠髓核组织相关炎性因子 mRNA 的

表达   采用 Trizol 提取试剂盒提取各组大鼠 L3-L4 髓核组织中

总 RNA。实验检测的相关基因引物均由潍捷基公司设计。将

RNA 反转录为 cDNA 参考 5×PrimeScript RT Master Mix 试剂盒

说明书进行。同时参考 SYBR Preme Ex Taq Ⅱ (2×) 试剂盒说明

书进行，反应溶液采用荧光定量 PCR，于 Light Cycler480 系

统中进行，基因相对转录水平采用 2-ΔΔCt
法检测，引物序列

见表 1。

表 1 ｜引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences

基因 方向 引物序列 产物长度 (bp)

磷脂酶 A2 F 5'-CGG GCT ATA GCA TAA TTT AA-3' 1 594
R 5'-CGT AGC TAT ATA GCG CGC AGC-3'

环氧化酶 2 F 5'-GCT CAA ACA TGA TGA TAT TTG CAT TC-3' 80
R 5'-GCT GGC CCT CGC TTA TGA-3'

前列腺素 E2 F 5'-GCT CCT TGC CTT TCA CGA TTT-3' 175
R 5'-AGG ATG GCA AAG ACC CAA GG-3'

肿瘤坏死因
子 α

F 5'-TCA GTT CCA TGG CCC AGA C -3' 358
R 5'-GTT GTC TTT GAC ATC CAT GCC ATT-3'

白细胞介素
1β

F 5'-CCC TGA ACT CAA CTG TCA AAT AGC A-3' 507
R 5'-CCC AAG TCA AGG GCT TGG AA-3'

LC3 Ⅰ F 5′-ACG TGC TAG CAT GCC CTC AGA CCG GCC TT-3′, 300
R 5′ACG TGA ATT CGG AAG CCG AAG GTT TCC TG-3′

Beclin-1 F 3’-GAT CCA CTG AGC ACC GA-5’ 1 352
R 3’-CTC ACC TGG TGG CAT TGT G-5’

GAPDH F 5'-GGA GCG AGA TCC CTC CAA AAT-3' 452
R 5'-GGC TGT TGT CAT ACT TCT CAT GG-3'

组织工程实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 探讨 miR-206 对腰椎间盘突出大鼠髓核炎症、镇痛及自噬相关

蛋白的作用机制 

选择动物的条件 SPF 级雄性 SD 大鼠，五六周龄，体质量 (200±30) g

模型与所研究

疾病的关系

腰椎间盘突出症手术建模方法是研究大鼠腰椎间盘突出症的经

典模型

造模技术描述 无菌环境下取出大鼠第 3，4 尾椎间盘的髓核，导致尾椎间盘破

裂，将一根 L 形的不锈钢柱插入椎间孔，对背部神经节稳定性

造成影响，将髓核放到生理盐水中备用。消毒背部，以 L5 棘突

为中心，做 2 cm 切口，将髓核植入 L5 和 L6 间的神经根，逐层

缝合皮肤 

动物数量及

分组方法

将未建模的 10 只大鼠作为对照组，46 只建模成功的大鼠按照

随机数字方法分为 5 组，模型组 10 只，miR-206 mimics-NC 组、 

miR-206 mimics 组、miR-206 inhibitor-NC 组 及 miR-206 inhibitor

组均 9 只

造模后实验

观察指标

①大鼠双侧后足机械性缩足反射阈值和热刺激缩足反射潜伏期；

②背根神经节组织形态；③髓核组织炎症因子磷脂酶 A2、环氧

化酶 2、前列腺素 E2、肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β mRNA

表达；④髓核组织自噬相关蛋白 LC3 Ⅰ、Beclin-1 表达

造模过程中

动物死亡原因

剔除 4 只因感染当时死亡的大鼠 

造模后动物处理 给药后第 15 天，各组大鼠麻醉处死后取背根神经节组织

伦理委员会批准 实验方案经河北医科大学动物实验伦理委员会批准 

1.4.2   分组及干预方法   将未进行腰椎间盘突出症建模的 

10 只大鼠作为对照组，建模成功的 46 只大鼠按照随机数字方

法分为 5 组，模型组 10 只，miR-206 mimics-NC 组、miR-206 

mimics 组、miR-206 inhibitor-NC 组及 miR-206 inhibitor 组均

9 只。参考文献 [9] 在建模后第 10 天，大鼠吸入浅麻醉后，

29G 注射针在 L3-L4 及 L4-L5 腰椎棘突间注射 miR-206mimics-

NC、miR-206mimics、miR-206inhibitor-NC 及 miR-206inhibitor 

(20 μmol/L，10 μL)，术后第 10 天开始注射，1 次 /d，连续

注射 4 d；对照组及模型组均注射等剂量生理盐水。

1.4.7   免疫印迹检测自噬相关蛋白 LC3 Ⅰ、Beclin-1 表达   每

组大鼠取 100 mg L4-L5 髓核组织，加入 1 mL 的裂解液及 10 μL 

的蛋白酶抑制剂，充分研磨后按照 15 000 r/min 离心，4 ℃，

20 s/ 次，间隔 20 s，共离心 5 次。60 s 后提取上清液，每个

样本取 25 μL 检测蛋白浓度。按照样本制备溶液，采用十二

烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺 (SDS-PAGE) 凝胶，计算初含 50 μg

的蛋白所需的液体进行上样，开始电泳。当 Marker 蛋白置
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于玻璃板底部时则停止跑胶。后继续转膜，PVDF 膜从转膜

槽中取出采用 TBST 漂洗 5 min，加入稀释后的一抗 LC3 Ⅰ、

Beclin-1(1 ∶ 500) 孵育过夜，加入辣根过氧化物酶标记的二

抗 (1 ∶ 5 000)，孵育时间为 2 h。避光环境下将显影液加入

PDCF膜，60 s，采用 Image-lab图像分析系统进行成像和分析。

1.5   主要观察指标   ①大鼠双侧后足 PWMT；②大鼠双侧后足

PWTL；③背根神经节组织形态；④髓核组织炎症因子磷脂酶

A2、环氧化酶 2、前列腺素 E2、肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β 

mRNA的表达；⑤髓核组织自噬相关蛋白LC3Ⅰ、Beclin-1的表达。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 23.0 软件对数据进行分析，数据

均符合正态分布，计量资料以 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 LSD-t 检验，检验水准 (α)

为 0.05，P < 0.05 表示差异有显著性意义。文章的统计学方

法已经哈励逊国际和平医院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   造模成功的 46 只和对照组 10 只大

鼠，全部进入结果分析。

2.2   各组大鼠不同时间 PWMT 比较   各组大鼠在给药后 1 d 

时的 PWMT 值比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，给药后 3，
7 及 14 d 时，与对照组相比，模型组 PWMT 降低 (P < 0.05)，

模型组与 miR-206 mimics-NC 组 PWMT 比较差异无显著性意

义 (P > 0.05)，与 miR-206 inhibitor-NC 组相比，miR-206 inhibitor 

组大鼠 PWMT 升高 (P < 0.05)，与 miR-206 mimics-NC 组相比，

miR-206 mimics 组大鼠 PWMT 降低 (P < 0.05)，见表 2，见 

图 1。

表 2 ｜各组大鼠不同时间机械性缩足反射阈值 (PWMT) 比较          (x-±s，g)
Table 2 ｜ Comparison of rat paw withdrawal mechanical threshold at 
different time among groups

组别 n 1 d 3 d 7 d 14 d

对照组 10 11.20±1.23 11.09±1.30 11.50±1.18 11.42±1.22
模型组 10 11.33±1.31 8.10±0.85a 6.12±0.68a 6.22±0.77a

miR-206 inhibitor-NC 组 9 11.19±1.15 8.16±0.93a 6.30±0.66a 6.29±0.80a

miR-206 inhibitor 组 9 11.20±1.22 9.60±1.06abc 10.33±0.80abc 10.41±0.93abc

miR-206 mimics-NC 组 9 11.38±1.11 8.12±1.01abcd 6.64±0.60abcd 6.15±0.77abcd

miR-206 mimics 组 9 11.17±1.25 6.68±0.57abcde 5.20±0.63abcde 5.11±0.65abcde

F 值 0.048 22.800 100.700 83.840
P 值 0.998 < 0.001 < 0.001 < 0.001
F 时间 106.800
P 时间 < 0.001
F 组间 168.300
P 组间 < 0.001
F 交互 15.470
P 交互 < 0.001

表注：与对照组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05；与 miR-206 inhibitor-NC

组相比，
cP < 0.05；与 miR-206 inhibitor 组相比，

dP < 0.05；与 miR-206 mimics-NC 

组相比，
eP < 0.05

表 3 ｜各组大鼠不同时间热刺激缩足反射潜伏期 (PWTL)比较          (x-±s，s)
Table 3 ｜ Comparison of rat paw withdrawal thermal latency at different 
time among groups

组别 n 1 d 3 d 7 d 14 d

对照组 10 15.28±1.36 16.03±1.18 16.62±1.25 15.96±1.30
模型组 10 15.05±1.33 9.51±1.01a 7.11±0.68a 5.27±0.63a

miR-206 inhibitor-NC 组 9 15.30±1.25 9.60±1.05a 7.24±0.67a 5.50±0.47a

miR-206 inhibitor 组 9 15.18±1.29 11.25±1.30abc 12.84±1.44abc 13.50±1.36abc

miR-206 mimics-NC 组 9 15.22±1.22 9.54±1.10abcd 7.09±1.05abcd 5.33±0.61abcd

miR-206 mimics 组 9 15.40±1.18 7.44±0.95abcde 6.02±0.86abcde 4.20±0.55abcde

F 值 0.085 68.810 164.000 300.100
P 值 0.994 < 0.001 < 0.001 < 0.001
F 时间 286.90
P 时间 < 0.001
F 组间 437.100
P 组间 < 0.001
F 交互 42.160
P 交互 < 0.001

表注：与对照组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05；与 miR-206 inhibitor-NC

组相比，
cP < 0.05；与 miR-206 inhibitor 组相比，

dP < 0.05；与 miR-206 mimics-NC 

组相比，
eP < 0.05

2.3   各组大鼠不同时间 PWTL 比较    各组大鼠在给药后 1 d 

时的 PWTL 值比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，给药后 3，7

及 14 d 时，与对照组相比，模型组 PWTL 值降低 (P < 0.05)，

模型组与 miR-206 mimics-NC 组 PWTL 比较差异无显著性意义

(P > 0.05)，与 miR-206 inhibitor-NC 组相比，miR-206 inhibitor

组大鼠 PWTL值升高 (P < 0.05)，与miR-206 mimics-NC组相比，

miR-206 mimics 组大鼠 PWTL 值降低 (P < 0.05)，见表 3，见图 2。

2.4   各组大鼠背根神经节组织病理形态   苏木精 - 伊红染色

检测结果显示：对照组大鼠背根神经节组织形态结构清晰，

细胞核及尼氏小体排列均匀，模型组、miR-206 mimics-NC 组

及 miR-206 inhibitor-NC 组细胞肿胀显著，背根神经节组织形

状不规则，空泡严重变形，miR-206 inhibitor 组细胞排列改善，

仅存在少量空泡变性，miR-206 mimics 组背根神经节组织排

列紊乱，细胞肿胀变形，空泡显著及尼氏小体紊乱，见图 3。
2.5   各组大鼠髓核组织中相关炎性因子 mRNA 比较   qPCR

检测结果显示：与对照组相比，模型组髓核组织中磷脂酶

A2、环氧化酶 2、前列腺素 E2、肿瘤坏死因子 α、白细胞

介素 1β 水平升高；与模型组相比，miR-206 mimics-NC 组、

miR-206 inhibitor-NC 组大鼠磷脂酶 A2、环氧化酶 2、前列腺

素 E2、肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β 水平相似 (P > 0.05)；

与 miR-206 inhibitor-NC 组相比，miR-206 inhibitor 组磷脂酶

A2、环氧化酶 2、前列腺素 E2、肿瘤坏死因子 α、白细胞

介素 1β 水平降低；与 miR-206 mimics-NC 组相比，miR-206 

mimics 组磷脂酶 A2、环氧化酶 2、前列腺素 E2、肿瘤坏死

因子 α、白细胞介素 1β 水平升高 (P < 0.05)，见表 4。
2.6   各组髓核组织大鼠 LC3 Ⅰ、Beclin-1 蛋白水平比较  免疫印

迹检测结果显示：与对照组相比，模型组髓核组织中 LC3 Ⅰ、 

Beclin-1水平升高；与模型组相比，miR-206 mimics-NC组、miR-206 

inhibitor-NC 组大鼠 LC3Ⅰ、Beclin-1水平相似 (P > 0.05)；与miR-206  

inhibitor-NC 组 相 比，miR-206 inhibitor 组 LC3 Ⅰ、Beclin-1 水

平降低 (P < 0.05)；与 miR-206 mimics-NC 组相比，miR-206 

mimics 组 LC3 Ⅰ、Beclin-1 水平升高 (P < 0.05)，见表 5，图 4。
2.7   各 组 大 鼠 髓 核 组 织 LC3 Ⅰ、Beclin-1 mRNA 表 达 比

较   qPCR 检测结果显示：与对照组相比，模型组髓核组织

中 LC3 Ⅰ、Beclin-1 mRNA 升高；与模型组相比，miR-206 

mimics-NC 组、miR-206 inhibitor-NC 组大鼠 LC3 Ⅰ、Beclin-1 
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图注：在第 3，7，14 天时，与对照组相比，
aP < 0.05；与模型组相

比，
bP < 0.05；与 miR-206 inhibitor-NC 组相比，

cP < 0.05；与 miR-206 
inhibitor 组相比，

dP < 0.05；与 miR-206 mimics-NC 组相比，
eP < 0.05

图 1 ｜各组大鼠不同时间机械性缩足反射阈值 (PWMT) 比较

Figure 1 ｜ Paw withdrawal mechanical threshold of rats at different time

图注：在第 3，7，14 天时，与对照组相比，
aP < 0.05；与模型组相

比，
bP < 0.05；与 miR-206 inhibitor-NC 组相比，

cP < 0.05；与 miR-206 
inhibitor 组相比，

dP < 0.05；与 miR-206 mimics-NC 组相比，
eP < 0.05

图 2 ｜各组大鼠不同时间热刺激缩足反射潜伏期 (PWTL) 比较

Figure 2 ｜ Paw withdrawal thermal latency of rats at different time 

图注：A-F 分别为对照组、模型组、miR-206 inhibitor-NC 组、miR-206 
inhibitor 组、miR-206 mimics-NC 组和 miR-206 mimics 组
图 3 ｜苏木精 -伊红染色检测背根神经节组织病理形态

Figure 3 ｜ Histopathological morphology of dorsal root ganglion detected 
by hematoxylin-eosin staining

时间 (d)

时间 (d)

对照组

模型组
a

miR-206 inhibitor-NC 组
a

miR-206 inhibitor 组 abc

miR-206 mimics-NC 组
abcd

miR-206 mimics 组 abcde

对照组

模型组
a

miR-206 inhibitor-NC 组
a

miR-206 inhibitor 组 abc

miR-206 mimics-NC 组
abcd

miR-206 mimics 组 abcde

表5 ｜各组大鼠髓核组织LC3Ⅰ、Beclin-1蛋白水平比较 (x-±s，相对表达量 )
Table 5 ｜ Comparison of LC3I and Beclin-1 protein levels in rat nucleus 
pulposus among groups

组别 n LC3 Ⅰ Beclin-1

对照组 10 0.56±0.05 0.71±0.09
模型组 10 1.14±0.11a 1.52±0.14a

miR-206 inhibitor-NC 组 9 1.09±0.13a 1.50±0.15a

miR-206 inhibitor 组 9 0.69±0.15abc 1.21±0.11abc

miR-206 mimics-NC 组 9 1.16±0.17abcd 1.56±0.20abcd

miR-206 mimics 组 9 2.05±0.36abcde 2.28±0.33abcde

F 值 73.480 72.060
P 值 < 0.001 < 0.001

表注：与对照组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05；与 miR-206 inhibitor-NC

组相比，
cP < 0.05；与 miR-206 inhibitor 组相比，

dP < 0.05；与 miR-206 mimics-NC 

组相比，
eP < 0.05

表6 ｜各组大鼠髓核组织LC3Ⅰ、Beclin-1 mRNA表达比较 (x-±s，相对表达量 )
Table 6 ｜ Comparison of LC3I and Beclin-1 mRNA levels in rat nucleus 
pulposus among groups

组别 n LC3 Ⅰ Beclin-1

对照组 10 1.00±0.00 1.00±0.00
模型组 10 1.47±0.15a 1.60±0.22a

miR-206 inhibitor-NC 组 9 1.45±0.17a 1.55±0.25a

miR-206 inhibitor 组 9 1.22±0.13abc 1.30±0.18abc

miR-206 mimics-NC 组 9 1.52±0.20abcd 1.67±0.21abcd

miR-206 mimics 组 9 1.81±0.28abcde 2.33±0.37abcde

F 值 14.710 21.900
P 值 < 0.001 < 0.001

表注：与对照组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05；与 miR-206 inhibitor-NC

组相比，
cP < 0.05；与 miR-206 inhibitor 组相比，

dP < 0.05；与 miR-206 mimics-NC 

组相比，
eP < 0.05

表 4 ｜各组大鼠髓核组织中磷脂酶 A2、环氧化酶 2、前列腺素 E2、肿
瘤坏死因子α、白细胞介素 1β mRNA水平比较                 (x-±s，相对表达量 )
Table 4 ｜ Comparison of the mRNA levels of phospholipase A2, 
cyclooxygenase 2, prostaglandin E2, tumor necrosis factor α and interleukin 
1β in rat nucleus pulposus among groups

组别 n 磷脂酶 A2 环氧化酶 2 前列腺素 E2 肿瘤坏死因

子 α
白细胞介素
1β

对照组 10 1.05±0.10 1.03±0.14 1.00±0.09 0.93±0.11 1.12±0.15
模型组 10 4.33±0.67 2.68±0.50 2.30±0.44 1.89±0.37 3.11±0.41
miR-206 
inhibitor-
NC 组

9 4.25±0.71a 2.57±0.48a 2.25±0.43a 1.85±0.41a 3.08±0.47a

miR-206 
inhibitor 组

9 2.60±0.71abc 1.67±0.33abc 1.47±0.39abc 1.25±0.39abc 2.23±0.34abc

miR-206 
mimics-NC
组

9 4.41±0.76abcd 2.73±0.54abcd 2.40±0.46abcd 1.91±0.44abcd 3.15±0.44abcd

miR-206 
mimics 组

9 6.30±1.02abcde 3.44±0.65abcde 3.03±0.57abcde 2.28±0.48abcde 4.12±0.58abcde

F 值 79.430 32.330 28.150 16.050 57.320
P 值 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

表注：与对照组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05；与 miR-206 inhibitor-NC

组相比，
cP < 0.05；与 miR-206 inhibitor 组相比，

dP < 0.05；与 miR-206 mimics-NC 

组相比，
eP < 0.05
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mRNA 相 似 (P > 0.05)； 与 miR-206 inhibitor-NC 组 相 比， 

miR-206 inhibitor 组 LC3 Ⅰ、Beclin-1 mRNA 降低 (P < 0.05)；与

miR-206 mimics-NC 组相比，miR-206 mimics 组 LC3 Ⅰ、Beclin-1  

mRNA 升高 (P < 0.05)，见表 6。

×200

×400
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图注：A-F 分别为对照组、模型组、miR-206 inhibitor-NC 组、miR-206 
inhibitor 组、miR-206 mimics-NC 组和 miR-206 mimics 组
图 4 ｜免疫印迹检测各组大鼠 LC3 Ⅰ、Beclin-1 蛋白水平比较

Figure 4 ｜ Western blot detection of LC3I and Beclin-1 protein expression 
in rats

A EB FC D
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3   讨论   Discussion
腰椎间盘突出症是临床骨科常见疾病，在中国每 100 人

中就有 15 人患有该疾病，增加了患者的致残率和降低了患

者的社会功能及生活质量
[10]
。腰椎间盘突出症发生发展时对

神经组织造成压迫，故导致肢体神经传导障碍，出现麻木等

症状。一些学者认为急性创伤会导致椎间盘移位，这与退化

的椎间盘受力损伤相关，并随着疾病进展会加快椎间盘中外

部纤维环减弱，促进腰椎间盘髓核炎症损伤，导致腰椎间盘

突出症发生发展
[11]
。疼痛是腰椎间盘突出症患者最显著的临

床症状，故降低患者疼痛已经成为临床学者的首要任务。近

些年，关于自噬与腰椎间盘突出症的关系逐渐被证实，认为
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细胞自噬蛋白可促进氧化应激，加快细胞凋亡而加快疾病进

程。例如自噬相关分子 LC3、Beclin 1 等信号可参与炎性因子

释放及细胞死亡等过程，目前，部分炎症因子的表达与自噬

水平已经明确，例如干扰素 γ、肿瘤坏死因子 α 及白细胞介

素 2 等可以加重细胞自噬而参与炎症相关疾病发生发展
[12]
。 

腰椎间盘突出症疾病属于炎症反应疾病，细胞自噬加重可加快

髓核细胞凋亡而加重病情，炎症反应可增加细胞自噬。

近些年，随着分子生物技术的发展及应用，miRNA 的

作用被发现。miRNA 是由多个核苷酸组成的小分子 RNA，

生物活性多样，具有调节 DNA、转录、mRNA 降解及调节

细胞增殖及凋亡等作用
[13]
。miRNA 与多种病理生理疾病

存在关联，例如炎症、氧化应激及恶性肿瘤等。miR-206 

是 miRNAs 家族成员之一，与多种生理疾病相关，例如肌萎

缩性侧索硬化症、横纹肌肉瘤、心血管疾病及脑缺血再灌注

中均表达异常
[14]
。但是在腰椎间盘突出症疾病中暂无研究。

此次研究结果显示：模型组大鼠 PWMT 水平及 PWTL 水

平均降低，miR-206 inhibitor 组腰椎间盘突出症大鼠 PWMT

及 PWTL 水平均降低，miR-206 mimics 组大鼠 PWMT 及 PWTL

水平升高，说明通过抑制 miR-206 可显著提高腰椎间盘突出

症大鼠痛阈值，而改善疼痛。腰椎间盘突出症发生可由多种

原因导致腰椎的纤维环退化破裂，导致髓核突出压迫神经，

诱发周围组织无菌性炎症反应，加重神经根部炎症水肿是导

致关节疼痛的致病原因。同时，腰椎间盘突出症存在较强的

炎症反应，促进致痛物质的合成及释放，刺激神经跟及神经

节痛觉感受器而诱发疼痛
[15]
。有研究报道，在完全福氏佐剂

(CFA) 致炎症性疼痛模型大鼠损伤第 1，3 及 7 天时脊髓灰质

后角中 miR-206 表达显著升高，同时轴突切断模型大鼠中背

根神经节中 miR-206 表达升高，均有致痛作用
[16]
。研究发现，

与正常人相比，慢性疼痛患者中 miR-206 表达显著升高，治

疗后疼痛改善 miR-206 水平降低
[17]
。miR-206 是骨骼肌特异

性 miRNA，在多种骨骼疾病中表达失调。miR-206 与炎症反

应相关，在桥本氏甲状腺炎患者中 miR-206 上调血清白细胞

介素 6、白细胞介素 17、白细胞介素 23 加重病情
[18]
。此次

研究推测在腰椎间盘突出症大鼠中通过抑制 miR-206 可以提

高大鼠痛阈值，其作用机制可能与抑制炎症反应相关。

炎症反应是腰椎间盘突出症疼痛的主要机制之一，相

关研究表明，在单核细胞浸润前髓核组织中就已经有炎症

细胞因子表达
[19]
。腰椎间盘突出症患者椎间盘组织膨出后

可增加髓核炎症反应，这是导致患者疼痛的主要因素。研

究发现，在突出的髓核组织中发现多种炎症细胞因子、单

核细胞及巨噬细胞，挤压后增加前列腺素 E2、肿瘤坏死因

子 α、白细胞介素 1β 释放
[20]
。磷脂酶 A2 在炎症反应过程

中发挥独特作用，是膜磷脂代谢过程的重要酶类物质，可增

加环氧化酶 2 合成，加重腰椎间盘突出症患者神经炎症及疼 

痛
[21]
。此次研究结果显示：模型组大鼠髓核组织中磷脂酶

A2、环氧化酶 2、前列腺素 E2、肿瘤坏死因子 α、白细胞介

素 1β 水平显著升高，miR-206 inhibitor 组大鼠上述 5 项指标

水平均降低，miR-206 mimics组大鼠上述 5项指标水平升高，

说明通过抑制 miR-206 表达可显著抑制磷脂酶 A2、环氧化酶

2、前列腺素 E2、肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β 的水平而

改善病情。相关研究表明，在胶质瘤 U251 细胞中通过脂多

糖刺激核因子 κB 可显著升高肿瘤坏死因子 α、白细胞介素

1β、白细胞介素 6 等炎症因子水平。为了证实 miR-206 是否

具有促进炎症反应的作用，结果表明上调 miR-206 表达后白

细胞介素 6 及 CC 类趋化因子 5(CC chemokine ligand 5，CCL5)

等炎症因子升高，抑制则降低，说明其具有促进炎症反应的

作用，作用机制与 miR-206 过表达加快核因子 kB 进入细胞

核而加快炎症反应相关
[22]
。

自噬是一个保守的细胞过程，正常生理状态下细胞自

噬较低，也表明自噬可参与维持髓核细胞完整性的作用，

但是在椎间盘病变大鼠髓核细胞中自噬相关蛋白 Beclin1 和 

LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ表达显著升高，表明退变大鼠髓核细胞中自

噬加剧
[23]
。OHSHIMA 等

[24]
研究表明，高浓度乳酸可增加髓

核细胞凋亡，并增加自噬蛋白 Beclin1 和 LC3- Ⅱ表达而促进

椎间盘病变。有研究表明，人髓核细胞中自噬因子 Beclin1

和 LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ表达升高而加重髓核细胞退变，进而损

伤椎间盘
[25]
。此次研究结果显示：模型组大鼠 Beclin1 和

LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ升高，说明自噬水平增加，下调 miR-206 可

减少腰椎间盘突出症大鼠髓核组织中 Beclin1 和 LC3- Ⅱ，进

而抑制自噬。禹文峰
[26]

认为在缺血性脑卒中再灌注损伤中 

circRNA4736 通过结合 miR-206 后可降低对 Seipin 蛋白的靶

向作用，而调控 Beclin1 和 LC3- Ⅱ /LC3-Ⅰ水平从而改善神经

元凋亡。此次研究推测下调 miR-206 可以抑制减少 Beclin1

和 LC3Ⅰ表达，改善髓核细胞自噬进而缓解病情。

文章存在一定局限性，关于 miR-206 对腰椎间盘突出症

大鼠自噬 Beclin1 和 LC3Ⅰ的研究机制还需要进一步了解，这

也是今后的研究内容。综上所述，抑制 miR-206 可以显著改

善腰椎间盘突出症大鼠髓核炎症因子水平，提高疼痛阈值，

降低细胞自噬，其作用机制与抑制 LC3Ⅰ、Beclin-1 表达相关。
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