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17β-雌二醇通过PI3K/Akt/mTOR通路抑制白介素1β诱导的大

鼠椎间盘髓核细胞的凋亡

郭洪涛，郭尔斐，徐建杰，张 斌，高雁冰，武建忠
*

石家庄市第一医院脊柱外科，石家庄 050011

摘  要：髓核细胞(nucleus pulposus cells, NPCs)的异常凋亡是导致椎间盘退变(intervertebral disc degeneration, IVDD)的主要原

因。本研究组前期研究显示，17β-雌二醇(17β-estradiol, E2)能够通过PI3K/Akt信号通路抑制白介素1β (interleukin-1β, IL-1β)诱导的

大鼠椎间盘NPCs凋亡。本研究旨在探讨PI3K/Akt途径的下游蛋白是否参与E2对NPCs凋亡的抑制作用。用胰蛋白酶消化法分

离原代大鼠NPCs，采用E2和PI3K/Akt信号通路下游蛋白的不同抑制剂预处理后用IL-1β处理，用Annexin V/PI染色法检测凋

亡率，用CCK-8法检测细胞活力，用细胞黏附试验检测NPCs与II型胶原的黏附能力，用Western blot检测哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白(mammalian target of Rapamycin, mTOR)、糖原合成酶激酶-3β (glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β)和核因子κB (nuclear 
factor kappaB, NF-κB)磷酸化水平。结果显示，E2显著抑制IL-1β诱导的NPCs凋亡，逆转由IL-1β引起的细胞活力和黏附能力

的降低，抑制IL-1β对mTOR磷酸化水平的下调作用，而雷帕霉素可以阻断E2的这些保护作用。以上结果提示，E2可能通过

PI3K/Akt/mTOR信号通路抑制IL-1β诱导的NPCs凋亡。
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17β-estradiol inhibits interleukin-1β-induced rat nucleus pulposus cell apoptosis 
through the PI3K/Akt/mTOR signal pathway
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Abstract: The apoptosis of nucleus pulposus cells (NPCs) is the main cellular process of intervertebral disc degeneration (IVDD). 
Our previous studies showed that 17β-estradiol (E2) protects rat NPCs from interleukin-1β (IL-1β)-induced apoptosis via the PI3K/Akt 
signaling pathway. This study was aimed to investigate whether downstream proteins of PI3K/Akt pathway were involved in inhibi-
tion of E2 on NPCs’ apoptosis. Primary culture of rat NPCs was isolated by trypsin digestion. Being pretreated with E2 and different 
inhibitors of downstream proteins of PI3K/Akt pathway, the NPCs were treated with IL-1β. Cellular apoptosis was detected by 
Annexin V/PI staining. Cell viability was detected by CCK-8. Cell adhesion was evaluated by cell-collagen binding assay. Phosphory-
lation levels of mammalian target of Rapamycin (mTOR), glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) and nuclear factor κB (NF-κB) 
were detected by Western blot. The results showed that E2 significantly inhibited the IL-1β-induced apoptosis of NPCs, reversed 
the decrease of cell viability and adhesion induced by IL-1β, and inhibited the down-regulation of mTOR phosphorylation level 
induced by IL-1β. Rapamycin could block these protective effects of E2. These results suggest that E2 may inhibit IL-1β-induced 
NPCs’ apoptosis through the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway.
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临床上，椎间盘退变 (intervertebral disc degen-
eration, IVDD) 可引起下腰痛及椎间盘突出，导致

患者生活质量下降，尤其是处于绝经期的老年女

性 [1]。已有研究报道 [2, 3]，椎间盘细胞的异常凋亡

在 IVDD 过程中扮演了关键角色，因此，有效地抑

制细胞异常凋亡的进展可能会有效延缓 IVDD进程。

已有大量文献报道了 17β- 雌二醇 (17β-estradiol, E2)
具有抗细胞凋亡的能力 [4–6]，其作用机制是上调整

联蛋白表达水平并增强细胞与胞外基质大分子层黏

连蛋白 -1 的黏附作用 [7]，也与 E2 上调抗凋亡蛋白

Bcl-2、Bcl-XL 表达水平 [8] 及凋亡受体的基因转录 [9]

有关。

本研究组前期报道了 E2 可以有效抑制左氧氟沙

星诱导的大鼠纤维环细胞的凋亡 [10]，而且本研究组

研究显示，E2 通过下调基质金属蛋白酶 -3 和 13 的

表达水平抑制白介素 1β (interleukin-1β, IL-1β) 诱导

的髓核细胞 (nucleus pulposus cells, NPCs) 的异常凋

亡 [11]，活化的 PI3K/Akt 信号转导通路在 E2 抑制

大鼠椎间盘 NPCs 凋亡的过程中通过抑制 cleaved-
Caspase-3 的表达水平发挥作用 [6, 12]。然而，PI3K/
Akt 通路激活后抑制椎间盘 NPCs 凋亡的下游信号

通路尚不清楚。

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 (mammalian target of 
Rapamycin, mTOR)、糖原合成酶激酶 -3β (glycogen 
synthase kinase-3β, GSK-3β) 和核因子 κB (nuclear factor 
kappaB, NF-κB) 是 PI3K/Akt 下游信号通路中的关键

蛋白 [13–15]，可以被其特异性抑制剂 ( 分别为雷帕霉

素、SB216763、SC75741) 所抑制。我们猜想这三

种信号通路蛋白可能参与 E2 延缓 IVDD 的发展，

为了验证这一猜想，本研究采用了这三种蛋白的抑

制剂探讨 E2 抑制 NPCs 细胞凋亡的下游信号通路，

以期为进一步制定预防和治疗椎间盘退行性疾病的

药物治疗策略提供新的靶点。

1  材料与方法

1.1  主要试剂　　DMEM/F12 购自 GE Healthcare
公司，胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS) 购自 Gibco 
Invitrogen公司，II型胶原酶购自Sigma-Aldrich公司，

E2 受体拮抗剂 ICI182780 购自 Sigma 公司，CCK-8
试剂盒购自 Dojindo Molecular Technologies 公司，

FITC-Annexin V 凋亡检测试剂盒购自 BD Pharmingen
公司，E2 购自 Sigma 公司，IL-1β 购自 PeproTech
公司，兔源多克隆抗 mTOR 抗体、兔源多克隆抗

p-mTOR 抗体、兔源单克隆抗 GSK-3β 抗体、兔源

单克隆抗 p-GSK-3β 抗体、兔源单克隆抗 NF-κB P65
抗体、兔源多克隆抗 p-NF-κB P65 抗体和兔源单克

隆抗 β-actin 抗体均购自 Cell Signaling Technology
公司，雷帕霉素、SC75741、SB216763 均购自 Selleck 
Chemicals 公司，化学发光试剂购自 Solarbio 公司。

1.2  细胞的分离及培养　　本研究选用河北医科大

学动物实验中心提供的清洁级雄性 Sprague-Dawley 
(SD) 大鼠，2 周龄，体重大于 200 g。静脉注射戊

巴比妥钠 (150 mg/kg) 处死大鼠，解剖显微镜下将

大鼠腰椎、骶椎周围软组织剥离干净，无菌条件下

分离出椎间盘中凝胶状的髓核组织，37 °C 水浴，

分别采用 0.25% II 型胶原酶消化 1 h 和 0.2% 胰蛋

白酶消化 5 min。离心后，将沉淀物置于含酚红的

DMEM 和 10% FBS 配制的培养基中，置于 CO2 培

养箱中培养 (5% CO2、37 °C)。4 天后，显微镜下观

察到有少量椎间盘 NPCs 生长于培养瓶底部。常规

换液，原代 NPCs 生长覆盖瓶底 80% 后用 0.2% 胰

蛋白酶消化并进行细胞分瓶传代，备用。所有实验

动物的处理方案均符合国家颁布的《实验动物管理

条例》，并得到河北医科大学实验动物伦理委员会

的批准。

1.3  细胞处理和分组　　大鼠椎间盘 NPCs 分为 7
个组：对照组、IL-1β 组、IL-1β+E2 组、IL-1β+E2+ 
ICI182780组、IL-1β+E2+雷帕霉素组、IL-1β+E2+SB216763
组和 IL-1β+E2+SC75741 组。将培养好的大鼠椎间

盘 NPCs 经胰蛋白酶消化，制作成细胞悬液。计数

后按 2 × 103/100 μL的细胞密度接种于 96孔细胞板，

放入 CO2 培养箱静置培养，每组 6 个复孔。培养

48 h 后，镜下观察细胞贴壁后弃除培养基，每孔更

换为无酚红、无血清的 DMEM 培养基饥饿培养 90 
min。除对照组和 IL-1β 组外，每组加入 E2 ( 终浓

度为 1 μmol/L)[10]，5 min 后分别加入特异性抑制剂

雷帕霉素 (100 nmol/L)[16]、SC75741 (1 μmol/L)[17] 和

SB216763 (1 μmol/L)。特异性抑制剂处理 30 min
后各组分别加入 IL-1β (75 ng/mL)[18]，置于 CO2 培

养箱中分别培养 1、12、24、48 h。对于 IL-1β+E2+ 
ICI182780 组，E2 受体抑制剂 ICI182780 (1 μmol/L)[10]

先于 E2 加入培养基中。对照组不给予任何药物。

1.4  CCK-8 法　　在对照组和各实验组中，每孔均

加入 CCK-8 试剂 10 μL，共同培养 1 h。置于波长

450 nm 的酶标仪上测定各孔吸光度值，计算各组的

细胞活力。
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1.5  细胞与胶原的黏附实验　　对大鼠 NPCs 结合

II 型胶原 α1 (collagen type II α1, COL2α1) 的能力进

行了评估。20 μg/mL 的胶原蛋白包被 24 孔培养板，

置于 4 °C 冰箱中过夜。用 10 mg/mL 的牛血清白蛋

白封闭非特异性结合位点 1 h，4 °C PBS 缓冲液洗

板 2 次。NPCs 在 5% CO2 培养箱中 37 °C 孵育 48 h，
然后将 7 组细胞经胰蛋白酶消化后加入胶原包被的

24 孔培养板中，每组 6 孔，每孔 1 × 104 个细胞，

37 °C孵育1 h。PBS清洗后用0.5%的甲苯胺蓝染色，

4% 的多聚甲醛固定 15 min，1% 十二烷基磺酸钠溶

解 1 h。酶标仪波长调至 590 nm，读取吸光度值并

记录分析。

1.6  流式细胞术 (fluorescence-activated cell sorting, 
FACS) 检测细胞凋亡　　应用凋亡检测试剂盒检测

细胞凋亡。预冷的 PBS 清洗各处理组 NPCs，1 × 
缓冲液重悬细胞至 1 × 106 /mL 细胞密度，取 1 × 105

个细胞置于 5 mL 离心管中，每管中继续加入 5 µL 
FITC-Annexin V 和 5 µL 碘化丙锭 (PI) 溶液，混匀

后室温下避光静置 15 min。各离心管分别加入 400 
μL 的 1 × 缓冲液，于流式细胞仪 (FC500，BD 公司 )
中检测，计算机分析结果并记录。

1.7  Western blot　　各组细胞清洗后分别加入 100 
μL 的 RIPA 裂解液 ( 包括蛋白酶抑制剂和磷酸化酶

抑制剂 )。低温 12 000 r/min 离心 15 min，吸取上清

图   1. 各组髓核细胞(NPCs)凋亡率

Fig. 1. Apoptotic rates of nucleus pulposus cells (NPCs) in different groups detected by flow cytometry. Mean ± SD, n = 6. *P < 0.05. 
IL‑1β, interleukin-1β; E2, 17β-estradiol; ICI, ICI182780; RAPA, rapamycin; SB, SB216763; SC, SC75741; NS, no statistical significance. 
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液，BCA 法测量蛋白浓度。加入 4 × 蛋白上样缓冲

液，沸水浴 5 min，蛋白变性后 20 μg/ 泳道蛋白上样、

电泳、转膜、封闭液封闭处理，分别用抗 mTOR 
(1:600)、p-mTOR (1:600)、GSK-3β (1:1 000)、p-GSK-
3β (1:1 000)、NF-κB P65 (1:1 000)、p-NF-κB P65 (1: 
1 000)、β-actin 抗体 (1:1 000) 4 °C 孵育过夜。TBST
清洗后羊抗兔二抗 (1:5 000，A0208，碧云天 ) 室温

孵育 2 h，化学发光试剂盒 (PE0010, Solarbio) 常温

显色，用凝胶成像仪 (1600R, Tanon) 显影并计算灰

度值，以 β-actin 为内参计算各蛋白的相对表达水平。

1.8  统计分析　　所有数据均采用 mean ± SD 形式

表示。采用 SPSS 18.0 统计软件包进行统计分析。

如果数据满足正态性和方差齐性，多组间比较采用

单因素方差分析，两两比较使用 SNK-q 检验，P < 
0.05 时认为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  各组NPCs凋亡率

用 FACS 检测 NPCs 的早期凋亡率，结果显示，

对照组及 IL-1β 组中 NPCs 的凋亡率分别为 2.54%
和 10.10% ；IL-1β+E2 组的凋亡率为 7.43%，显著低

于 IL-1β 组 (P < 0.05)。IL-1β+E2+ 雷帕霉素组的细

胞凋亡率为 9.85%，显著高于 IL-1β+E2 组 (P < 0.05)，
与 IL-1β+E2+ICI182780 组的凋亡率相比无显著差异

(P > 0.05)。IL-1β+E2+SB216763 组和 IL-1β+E2+SC75741
组 NPCs 早期凋亡率分别为 7.32% 和 7.76%，与 IL-
1β+E2 组相比无显著性差异 (P > 0.05)( 图 1)。该研

究结果提示雷帕霉素具有抑制 E2 抗大鼠椎间盘

NPCs 凋亡的作用。

2.2  各组NPCs细胞活性

CCK-8 法检测结果显示，在给药处理 1、12、
24 和 48 h 时间点，IL-1β 组细胞活性均显著低于对

照组 ( 均 P < 0.001)，IL-1β+E2 组细胞活性显著高

于 IL-1β 组 ( 均 P < 0.001)，IL-1β+E2+ 雷帕霉素组

的细胞活性显著低于 IL-1β+E2 组 (P < 0.01 或 P < 
0.001)( 图 2)。该结果提示 E2 抑制了 IL-1β 诱导的

细胞活性降低，雷帕霉素和 ICI182780 抑制了 E2 的

这一作用。

2.3  各组NPCs的黏附能力

胶原黏附实验结果显示，与对照组相比，IL-1β
组细胞黏附 II 型胶原能力显著下降 (P < 0.05) ；与

IL-1β 组相比，IL-1β+E2 组黏附 II 型胶原能力显著

提高 (P < 0.05)，提示 E2 显著抑制了 IL-1β 的细胞

毒性作用；与 IL-1β+E2 组相比，IL-1β+E2+ICI182780

图   2. 各组髓核细胞(NPCs)的细胞活力

Fig. 2. Cell viability of nucleus pulposus cells (NPCs) in different groups detected by CCK-8 assays. Mean ± SD, n = 6. ***P < 0.001 
vs control; ###P < 0.001 vs IL-1β; bP < 0.01, cP < 0.001 vs IL-1β+E2. IL‑1β, interleukin-1β; E2, 17β-estradiol; ICI, ICI182780; RAPA, 
Rapamycin; SB, SB216763; SC, SC75741.
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组和 IL-1β+E2+ 雷帕霉素组黏附 II 型胶原能力显著

下降 (P < 0.05)( 图 3)，提示雷帕霉素和 ICI182780
能够抑制 E2 的细胞保护作用。

2.4  信号通路关键蛋白磷酸化水平

Western blot 结果显示，与对照组相比，IL-1β
显著下调 mTOR 磷酸化水平 (P < 0.05)，E2 显著逆

转了 IL-1β 这一下调作用 (P < 0.05)。在 ICI182780
或雷帕霉素预处理的 NPCs 中，p-mTOR 磷酸化水

平显著低于 IL-1β+E2 组 (P < 0.05)( 图 4A)。如图 4B
所示，IL-1β+E2 组 GSK-3β 磷酸化水平显著低于

IL-1β 组 (P < 0.05)，IL-1β+E2+ICI182780 组 GSK-
3β磷酸化水平显著低于 IL-1β+E2组 (P < 0.05)。然而，

IL-1β+E2 组与 IL-1β+E2+SB216763 组 GSK-3β 磷酸

化水平之间无显著差异 (P > 0.05)。对照组和 IL-1β
组 NF-κB P65 磷酸化水平之间无显著差异 (P > 0.05)
( 图 4C)。以上结果表明，雷帕霉素和 ICI182780 均

抑制了 E2 引起的 mTOR 磷酸化，提示 mTOR 在 E2

抑制 NPCs 凋亡中发挥了作用。

3  讨论

本研究结果显示，PI3K/Akt 信号通路的下游蛋

白 mTOR 参与了 E2 调控 IL-1β 诱导的大鼠椎间盘

NPCs 凋亡过程。研究显示，NPCs 的异常凋亡是导

图   3. 各组髓核细胞(NPCs)黏附II型胶原能力

Fig. 3. The collagen-binding activity of nucleus pulposus cells 
(NPCs) in different groups. 24‑well plates were coated with 
collagen type II α1 (COL2α1), and pre-treated NPCs were 
placed and allowed to adhere at 37 °C for 60 min. Mean ± SD, 
n = 6. *P < 0.05. IL‑1β, interleukin-1β; E2, 17β-estradiol; ICI, 
ICI182780; RAPA, Rapamycin.

致 IVDD 的主要诱因 [19]。众所周知，PI3K/Akt 信
号通路在细胞存活过程中发挥重要作用，并且 Akt
通路在调控 NPCs 的生长、存活和抑制其凋亡方面

的作用也已得到证实 [20]。mTOR 是 PI3K/Akt 通路

的下游信号蛋白，是细胞生长的主要传感器，参与

蛋白质的翻译、增殖和抗凋亡过程 [21]。本研究结果

显示，mTOR 的抑制剂雷帕霉素能显著抑制 E2 对

NPCs 的胶原黏附作用和 mTOR 磷酸化的保护作用，

促进了 IL-1β 诱导的 NPCs 凋亡，提示 mTOR 可能

作为 PI3K/Akt 信号通路的下游蛋白参与了 E2 调控

NPCs 凋亡和黏附过程。

本研究结果显示，IL-1β 显著下调 NPCs mTOR
磷酸化水平，而 E2 处理可以逆转。E2 受体拮抗剂

ICI182780 和 mTOR 的特异性抑制剂雷帕霉素均明

显抑制了 E2 对 mTOR 磷酸化的作用，提示 E2 是通

过与细胞表面的 E2 受体结合发挥抗凋亡的作用，

且激活的 PI3K/Akt/mTOR 信号途径可能参与了抗

大鼠椎间盘 NPCs 凋亡的过程，这一研究结果与在

其他细胞中的研究结果一致 [22, 23]。

已有文献报道，mTOR 信号通路在成骨细胞和

小胶质细胞抗凋亡过程中发挥重要作用 [24]。然而，

关于 mTOR 是否参与了椎间盘 NPCs 的凋亡尚无相

关报道。mTOR 通过激活真核翻译起始因子 4EBP1
和 p70s6k 调控细胞凋亡，被 mTOR 激活的 p70s6k
增加抗凋亡蛋白 Bcl-2/Bcl-xl 的表达并抑制前凋亡

蛋白 BAD 的表达 [25]，Bcl-2 通过线粒体外膜阻断细

胞色素 C 的释放，抑制细胞色素 C 介导的 Caspase
激活 [26]。本研究结果显示，雷帕霉素抑制了 E2 对

IL-1β 诱导细胞凋亡的逆转作用，表明 mTOR 可能

参与 E2 抑制 NPCs 凋亡的过程。

GSK-3β 和 NF-κB 均为 PI3K/Akt 信号通路的下

游关键蛋白。本研究结果显示，IL-1β+E2 组中加入

GSK-3β 和 NF-κB 通路抑制剂对细胞凋亡率无显著

影响。GSK-3β 信号通路激活 Caspase-8 和 Caspase-2，
诱导 Bid 裂化并释放细胞色素 C，从而导致细胞凋

亡和线粒体功能障碍 [27]。本研究结果显示，IL-1β
组中 GSK-3β 磷酸化水平显著上调，提示 GSK-3β
信号通路可能与 IL-1β 诱导的大鼠椎间盘 NPCs 凋
亡有关，我们会针对这一通路进行后续的研究。除

此之外，IL-1β 对 E2 预处理的 NPCs NF-κB P65 磷

酸化水平没有明显作用，提示 NF-κB 可能未参与

IL-1β 调控的 NPCs 凋亡过程。

综上所述，本研究结果提示，PI3K/Akt/mTOR
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信号通路可能参与了 E2 对 IL-1β 诱导的 NPCs 凋亡

的调控过程，该研究成果为椎间盘退行性疾病的预

防和治疗提供了一个新的治疗目标。
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