
精准医学杂志2023年6月第38卷第3期 JPrecisMed,June2023,Vol.38,No.3
doi:10.13362/j.jpmed.202303005  文章编号:2096-529X(2023)03-0210-06

[收稿日期]2023-01-19; [修订日期]2023-03-18
[通讯作者]刘勇,Email:liuyongdr20@163.com

miR-663b对IL-1β诱导的髓核细胞炎症反应和
凋亡的影响及其机制
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[摘要] 目的 探讨 miR-663b对白细胞介素-1β(IL-1β)诱导的髓核细胞(NPCs)炎症反应和凋亡的影响及其

机制。方法 根据对NPCs不同处理方式分为A组(无任何处理)、B组(IL-1β诱导)、C组(IL-1β诱导+miR-663b
mimic转染)、D组(IL-1β诱导+miR-633bNC转染)。采用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)法检测4组 NPCs中

miR-663b及炎症因子(TNF-α、IL-6、IL-1β)、Ⅱ型胶原蛋白、多 聚 糖 蛋 白 基 因 的 表 达 情 况,采 用 CCK8法 和

TUNEL染色法检测4组NPCs增殖和凋亡情况,采用免疫印迹法检测各组NPCsIL-1受体1(IL1R1)蛋白表达情

况。使用TargetScan数据库预测miR-663b与IL1R1间的潜在结合位点,将293T细胞分E组(转染IL1R1-wt质

粒+miR-663bmimic)、F组(转染IL1R1-wt质粒+miR-663bmimicNC)、G组(转染IL1R1-mut质粒+miR-663b
mimic)和 H 组(转染IL1R1-mut质粒+miR-663bmimicNC),检测各组 NPCs荧光素酶的活性。结果 RT-

qPCR结果显示,C组较A、B、D组 miR-663b相对表达量显著上升(t=9.41~22.93,P<0.01);与B、D组相比,C组

TNF-α、IL-6、IL-1β、Ⅱ型胶原蛋白及多聚糖蛋白基因相对表达量显著改变(t=3.17~32.51,P<0.01)。CCK8法

及TUNEL染色法结果显示,与B、D组相比,C组NPCs增殖显著增加(t=3.14、3.96,P<0.01),而细胞凋亡显著

减少(t=4.28、168.61,P<0.01)。RT-qPCR和免疫印迹法结果显示,与B、D组相比,C组 NPCsIL1R1和IL1R1
蛋白相对表达量显著下降(t=6.39~12.84,P<0.01)。双荧光素酶报告基因实验显示,E组荧光素酶活性显著低

于F、G、H组(t=10.62~16.27,P<0.01)。结论 miR-663b或通过与IL1R1靶向结合下调NPCs的IL1R1表达,

并减缓NPCs炎症反应及凋亡进程。
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EFFECTOFmiR-663bONINTERLEUKIN-1β-INDUCEDINFLAMMATORYRESPONSEANDAPOPTOSISOFNUCLEUSPULPO-

SUSCELLSANDITSMECHANISM  LIYaxiong,MAXuexiao,CHANGSheng,WEIJiahao,LIUYong (SpineSurgery
Department,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266035,China)

[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheeffectofmiR-663bontheinflammatoryresponseandapoptosisofnucleuspul-

posuscells(NPCs)inducedbyinterleukin-1β(IL-1β)anditsmechanism. Methods Accordingtothedifferenttreatmentme-

thods,NPCsweredividedintogroupA(notreatment),groupB(inducedbyIL-1β),groupC(IL-1βinduction+miR-663bmimic

transfection),andgroupD(IL-1βinduction+miR-633bNCtransfection).RT-qPCRwasusedtomeasuretheexpressionlevelsof

miR-663b,inflammatoryfactors[tumornecrosisfactor-α(TNF-α),interleukin-6(IL-6),andIL-1β],typeⅡcollagen,andpo-

lysaccharideinNPCs;CCK-8assayandTUNELstainingwereusedtoobservetheproliferationandapoptosisofNPCs;Western

blottingwasusedtomeasuretheproteinexpressionlevelofinterleukin-1receptor1(IL1R1)inNPCs.TargetScandatabasewas

usedtopredictthepotentialbindingsitesbetweenmiR-663bandIL1R1.The293TcellsweredividedintogroupE(transfectedwith

IL1R1-wtplasmid+miR-663bmimic),groupF(transfectedwithIL1R1-wtplasmid+miR-663bmimic),groupG(transfected

withIL1R1-mutplasmid+miR-663bmimic),andgroupH(transfectedwithIL1R1-mutplasmid+mimicNC),andtheluciferase

activityofNPCswasmeasuredforeachgroup. Results RT-qPCRresultsshowedthatcomparedwithgroupsA,B,andD,

groupChadasignificantincreaseintherelativeexpressionlevelofmiR-663b(t=9.41-22.93,P<0.01),andcomparedwith

groupsBandD,groupChadsignificantchangesintherelativeexpressionlevelsofTNF-α,IL-6,IL-1β,typeⅡcollagen,and

polysaccharide(t=3.17-32.51,P<0.01).CCK-8assayandTUNELstainingshowedthatcomparedwithgroupsBandD,group
ChadasignificantincreaseintheproliferationofNPCs(t=3.14,3.96,P<0.01)andasignificantreductionintheapoptosisof

NPCs(t=4.28,168.61,P<0.01).RT-qPCRandWesternblottingshowedthatcomparedwithgroupsBandD,groupChadsigni-

ficantreductionsintherelativeproteinexpressionlevelsofIL1R1andIL1R1inNPCs(t=6.39-12.84,P<0.01).Dual-luciferase

reporterassayshowedthatgroupEhadasignificantlylowerluciferaseactivitythangroupsF,G,andH (t=10.62-16.27,P<

0.01). Conclusion ThisstudyshowsthatmiR-663bmaydownregulatetheexpressionofIL1R1inNPCsthroughtargetedbin-

dingtoIL1R1andslowdowntheinflammatoryresponseandapoptosisofNPCs.
[KEY WORDS] MicroRNAs;Nucleus pulposus;Gene

expressionregulation;Cellproliferation;Apoptosis;Receptors,in-

terleukin-1;Intervertebraldiscdegeneration
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  椎间盘退变(IDD)是引起腰痛的主要原因[1]。
炎症反应是IDD发生的重要病理机制。IDD发生

初期,髓核组织和纤维环发生局部炎症,这种初级炎

症反应有利于组织细胞的自我修复,当炎症的发展

失去可控性,内源性细胞持续上调多种促炎因子,如
白细胞介素-1β(IL-1β)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)
等[2],这些因子被认为是激活巨噬细胞炎性小体的

上游信号,可阻止巨噬细胞抗炎表型的极化[3]。上

述过程导致基质金属蛋白酶激活、生长因子表达下

调以及胶原蛋白、多聚糖蛋白降解等一系列级联反

应,最终引起髓核细胞(NPCs)的炎症和凋亡,加速

椎间盘退变[4]。

IL-1受体1(IL1R1)在不同人类及小鼠细胞类

型中表达丰度低,但具有较高亲和性[5]。椎间盘退

变期炎性微环境内以IL-1β为主的炎症因子升高,

IL-1β与IL1R1结合使其构象发生改变,产生强烈

的促炎信号,加速NPCs的凋亡[6]。miRNA是长度

约为20~25个核苷酸序列的内源性非编码RNA,
通过与靶基因结合,从而抑制靶基因的转录以及翻

译[7]。大多数 miRNAs在各动物物种中作为关键

生物通路和过程的调节器,在进化中起重要作用[8]。

miR-663b在肿瘤及炎性相关疾病中研究比较多,有
研究发现 miR-663b主导的ceRNA调控网络参与

了脂多糖诱导的支气管上皮炎症改变的关键调控过

程[9]。YU等[10]发现 miR-663b在缺氧引起的心肌

细胞初期炎症调控中发挥着重要作用。本研究旨在

探究 miR-663b在减缓 NPCs炎症及凋亡中的作

用,为IDD临床治疗策略提供新思路。

1 材料与方法

1.1 样本收集

收集2021年9月—2022年5月于我院行椎间

孔镜下腰椎间盘切除术的24例IDD患者的椎间盘

髓核组织标本。患者男11例,女13例;年龄25~
59岁。排除标准:①哺乳期、妊娠期妇女;②合并

急、慢性感染疾病者;③合并肿瘤者;④同时患有全

身免疫性疾病或其他全身疾病者。

1.2 材料与试剂

F12/DMEM 培养基、青/链霉素(1∶1)混合

液、Ⅱ型胶原酶购自北京索莱宝有限公司,IL-1β购

自美国 MCE公司,RNeasyTM试剂盒、逆转录试剂

盒、荧光定量扩增试剂盒购自南京诺唯赞有限公司,

miRNA-663bmimic、mimicNC购自广州锐博生物

科技有限公司,293T细胞购自武汉普诺赛科技有限

公司,SDS-PAGE凝胶制备试剂盒购自上海雅酶有

限公司,抗IL1R1一抗购自武汉Abclonal生物科技

公司,HRP-山羊抗兔二抗购自上海爱必信有限公

司,双荧光素酶试剂盒、CCK-8细胞增殖检测试剂

盒购自上海翌圣有限公司,TUNEL凋亡检测试剂

盒购自武汉伊莱瑞特有限公司。

1.3 细胞分离与培养

将手术取出的髓核组织立即用装有组织保存液

的冰盒转移至试验台,PBS冲洗后用组织剪充分剪

碎,按照髓核组织体积的3倍加入0.2%Ⅱ型胶原酶

溶液37℃下在恒温摇床中200r/min消化4~6h;
采用70μm细胞滤筛过滤细胞,以800r/min离心

5min。弃上清液,加入5mL含0.10mL胎牛血清

和0.01mL的青霉素/链霉素(1∶1)的DMEM,重
悬细胞后转移至培养瓶中,并于37℃、含体积分数

0.05CO2的培养箱中继续培养,每3d换液1次,待

NPCs传至第2代,且细胞融合度约90%时用于后

续实验。

1.4 NPCs炎症模型构建

将二代NPCs按每孔约5×104个细胞接种至6
孔板中,铺板培养24h,在显微镜下观察细胞的密

度为80%左右时,按照0、5、10、20μg/L浓度梯度

加入IL-1β,继续培养24h后,通过RT-qPCR检测

不同IL-1β浓度下NPCsmiR-663b的表达情况,以
此选择最佳处理浓度。随后按最佳浓度处理NPCs
0、12、24、48h,再次RT-qPCR检测 NPCs中 miR-
663b表达情况,从而选择最佳处理时间。后续实验

均采用该NPCs炎症模型进行。

1.5 NPCs分组及处理

将二代NPCs分为 A、B、C、D组,分别按每孔

约5×104个细胞接种至6孔板中。其中A组无任

何处理,B组仅IL-1β诱导处理,C组IL-1β诱导+
miR-663bmimic转染,D组IL-1β诱导+miR-663b
mimicNC转染。

1.6 RT-qPCR法检测 A~D组 NPCsmiR-663b
转染效率及TNF-α、IL-6、IL-1β、Ⅱ型胶原蛋白、多

聚糖蛋白基因的表达水平

使用RNeasyTM试剂盒分别提取A~D组二代

NPCs的RNA,加入 miR-663b逆转录引物(表1),
按照 miRNA以及 mRNA逆转录试剂盒说明书中

要求合成第一链cDNA,随后分别按照 miRNA以

及mRNA荧光定量扩增试剂盒说明书的要求进行

定量扩增,每组分别设置2个复孔。反应体系为:

10μL的SYBRqPCR-Mix,0.4μL的10μmol/L

·112·



精准医学杂志2023年6月第38卷第3期 JPrecisMed,June2023,Vol.38,No.3

前引物,0.4μL的10μmol/L后引物,1μL模板,

7.2μLddH2O。反应条件:95℃预变性30s;然后

95℃3s,60℃30s,总共进行40次循环。miR-
663b测定反应条件为:95℃预变性5min;然后

95℃10s,60℃30s,共进行40次循环。以U6和

GAPDH 分别作为miRNA和mRNA的内对照,以

2-△△CT法计算基因的相对表达量,每组实验重复3
次,结果取均值。

表1 引物名称及其序列

引物名称 引物序列
长度
(bp)

miR-663b F:5'-TATTATGGTGGCCCGGCCGT-3' 20
R:5'-CAGTGCAGGGTCCGAGGTAT-3' 20

U6 F:5'-CTCGCTTCGGCAGCACACTA-3' 20
R:5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3' 20

IL1R1 F:5'-CCTCATCACAGTGCTTAAT-3' 19
R:5'-TGCTGCATCTATACCATGT-3' 19

Aggrecan F:5'-CCAGCACCACCAATGTAA-3' 19
R:5'-CCTCCACGAACTCAGAAG-3' 19

collagenⅡ F:5'-GGAGCAGCAAGAGCAAGGAGAAG-3' 23
R:5'-TCATCTGGACGTTGGCAGTGTTG-3' 23

TNF-α F:5'-AATGGCGTGGAGCTGAGA-3' 19
R:5'-ATGCGGCTGATGGTGTGG-3' 19

IL-1β F:5'-TACAGTGGCAATGAGGATGA-3' 20

R:5'-TAGTGGTGGTCGGAGATTCA-3' 20

IL-6 F:5'-ATCTGGATTCAATGAGGAGA-3' 20

R:5'-TCTGGCTTGTTCCTCACTAC-3' 20

GAPDH F:5'-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3' 20

R:5'-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3' 20

1.7 免疫印迹法检测 A~D组 NPCsIL1R1的相

对表达量

使用移液枪吸除 A~D组二代 NPCs的培养

液,并用PBS轻柔冲洗3次。使用加有蛋白酶抑制

剂和磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液,在碎冰上提取

各处理组中NPCs蛋白[11]。使用BCA蛋白浓度测

定试剂盒测定蛋白浓度,每孔上样20μg蛋白,在含

有150g/L分离胶和50g/L浓缩胶的SDS-PAGE
凝胶中电泳分离,先恒压80V电泳30min,后调整

电压至120V,电泳1h。随后在冰上将蛋白转移到

聚偏二氟乙烯膜(PVDF)上,转膜电流300mA,时
间2h。用TBST漂洗3次PVDF膜后浸泡在脱脂

牛奶中封闭2h。封闭结束后TBST漂洗3次,在

4℃条件下与一抗孵育过夜。第2天回收一抗,加
入辣根过氧化物酶标记过的二抗,室温下孵育2h。
二抗孵育结束后,用 TBST漂洗条带3次,随后滴

加增强型特敏发光液进行显影并拍照,以β-actin作

为内参照,使用ImageJ软件对条带灰度值进行分

析,IL1R1蛋白的相对表达量以IL1R1蛋白灰度

值/β-actin蛋白灰度值计算。

1.8 CCK-8法检测A~D组NPCs的增殖情况

将A~D组二代 NPCs重悬并接种于96孔板

中,密度为每孔约2×103个细胞,培养3d后在相应

孔中加入CCK-8试剂,继续在37℃下孵育2.5h,
然后用酶标仪测定波长450nm处的吸光度(A)值,
细胞活性用A 值表示。

1.9 TUNEL染色法检测A~D组NPCs凋亡情况

在4℃条件下将A~D组二代NPCs爬片浸入

40g/L的多聚甲醛溶液中,固定20min,随后PBS
漂洗3次,使用0.2%的 TritonX-100通透液浸泡

5min,PBS漂洗后加入适量凋亡检测液放入湿盒

中,37℃下孵育60min。加入DAPI,室温避光孵

育8min,PBS冲洗,加抗淬灭剂封片。在荧光显微

镜下观察,所有细胞核呈蓝色,TUNEL染色阳性细

胞(发生凋亡细胞)呈红色,细胞凋亡情况用凋亡率

表示(凋亡率=阳性细胞数/总细胞数)。

1.10 双荧光素酶报告基因检测及分析

在TargetScanHuman7.1以及 miRbase生物

信息数据库中筛选并且鉴定 miR-663b的靶基因

IL1R1[12],将IL1R13'端非翻译区(UTR)基因片

段插入pGL3promoter载体,并参考IL1R1-野生

型(wt)基因序列设计出IL1R1-突变型(mut)基因

序列,同样嵌入质粒中进行扩增,载体的构建由上海

唯问生物科技有限公司完成。将购自普诺赛科技有

限公司生长良好293T细胞按实验需求分别转染

IL1R1-3'UTR-wt质粒+miR-663bmimic(E组)、

IL1R1-3'UTR-wt质粒+miR-663bmimicNC(F
组)、IL1R1-3'UTR-mut质 粒+miR-663bmimic
(G组)、IL1R1-3'UTR-mut质粒+miR-663bmi-
micNC(H组),转染24h后,收集细胞并裂解。使

用双荧光素酶报告检测系统测定各组细胞荧光素酶

活性,以海肾荧光素酶活性作为内参照。

1.11 统计学处理

采用SPSS26.0软件进行统计分析。计量数据

以􀭺x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,两
两比较采用LSD-t检验。以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 NPCs炎症模型构建

以0、5、10、20μg/L的IL-1β处理后,各浓度下

NPCsmiR-663b相对表达量分别为1.00±0.01、
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0.63±0.05、0.32±0.68、0.36±0.61,组间比较有显

著差异(F=108.20,P<0.01),但10、20μg/L浓度

间无显著差异(t=0.66,P>0.05),故确定10μg/L
为IL-1β最佳处理浓度。以IL-1β分别处理0、12、

24、48h后,不同处理时长NPCsmiR-663b相对表

达量分别为1.00±0.01、0.60±0.14、0.51±0.09、

0.45±0.06,组间相比较有显著差异(F=24.33,P<
0.01),但是24h较48h无显著差异(P>0.05),因
此后续实验选择浓度10μg/L的IL-1处理24h构

建NPCs炎症模型。

2.2 miR-663b对A~D组NPCs中TNF-α、IL-6、

IL-1β、Ⅱ型胶原蛋白和多聚糖蛋白基因表达影响

RT-qPCR结果显示,miR-663b在4组中表达

量比较差异有显著性(F=141.30,P<0.01),C组

与其他组比较miR-663b表达量均显著性升高(t=
9.41~22.93,P<0.01)。4组中炎症因子基因表达

比较均有显著差异(F=20.27~125.70,P<0.01),
与B、D组相比,C组TNF-α、IL-6、IL-1β基因相对

表达量均明显降低(t=3.17~32.51,P<0.01),A
组亦降低(t=12.58~23.11,P<0.01);B、D组相比

无显著差异(P>0.05)。4组中Ⅱ型胶原蛋白及多

聚糖蛋白基因表达差异有显著性(F=14.96、30.02,

P<0.01),与B、D组相比,C组Ⅱ型胶原蛋白、多聚

糖蛋白基因相对表达量均显著升高(t=4.09~6.47,

P<0.01),A组亦升高(t=3.27~3.96,P<0.01);

B、D组相比则无显著差异(P>0.05)。见表2。

表2 各组 miR-663b及炎症因子、Ⅱ型胶原蛋白、多聚糖蛋白基因的相对表达量比较(n=9,􀭵x±s)

组别 miR-663b TNF-α基因 IL-6基因 IL-1β基因 Ⅱ型胶原蛋白基因 多聚糖蛋白基因

A组 2.78±0.18 0.11±0.02 0.43±0.09 0.50±0.06 1.06±0.12 0.96±0.10
B组 1.77±0.06 0.29±0.05 1.70±0.03 0.70±0.09 0.61±0.02 0.56±0.03
C组 13.96±1.72 0.16±0.02 0.86±0.15 0.28±0.07 0.85±0.05 0.85±0.11
D组 1.69±0.19 0.29±0.04 1.67±0.07 0.66±0.07 0.54±0.06 0.61±0.08

2.3 miR-663b对A~D组NPCs增殖及凋亡影响

CCK-8实验结果显示,A~D组二代 NPCs培

养3d以后细胞活性值分别为1.66±0.17、1.16±
0.13、1.45±0.02、1.10±0.01,4组细胞活性值比较

差异有显著性(F=16.97,P<0.05);与B、D组相

比,C组细胞活性值均显著升高(t=3.14、3.96,P<
0.01),A组细胞活性值亦升高(t=3.18、3.21,P<
0.01);B、D组相比无显著差异(P>0.05)。

TUNEL染色结果显示,A~D组中二代NPCs
凋亡率分别为0.96±0.05、4.20±0.03、1.10±0.01、

4.06±0.05,4组 NPCs凋亡率比较差异有显著性

(F=7030.00,P<0.01)。与B、D组相比,C组细

胞凋亡率均显著降低(t=4.28、168.61,P<0.01),A
组细胞凋亡率亦降低(t=3.68、100.04,P<0.01);
B、D组相比无显著差异(P>0.05)。
2.4 miR-663b对A~D组NPCs中IL1R1基因及

蛋白相对表达量的影响

RT-qPCR结果显示,A~D组中IL1R1基因

相对表达量分别为0.71±0.06、1.39±0.17、0.27±
0.08、1.20±0.08,4组NPCs的IL1R1相对表达量

比较差异有显著性(F=62.21,P<0.01);与B、D组

相比,C组IL1R1相对表达量显著降低(t=6.48、
12.84,P<0.01),A组IL1R1相对表达量显著降低

(t=5.18、10.07,P<0.01);B、D组相比无显著差异

(P>0.05)。

免疫印迹法结果示,A~D组IL1R1蛋白相对

表达量分别为0.26±0.01、0.45±0.02、0.30±0.03、

0.51±0.02,4组比较差异有显著性(F=82.11,P<
0.01),与B、D组相比,C组IL1R1相对表达量显著

降低(t=6.39、9.69,P<0.01),A组IL1R1相对表

达量亦显著降低(t=12.34、19.51,P<0.01);B、D
组相比无显著差异(P>0.05)。见图1。

图1 4组NPCs免疫印迹检测结果

2.5 E~H组NPCs的双荧光素酶活性分析结果

双荧光素酶报告基因实验结果显示,E~H 组

的荧光酶活性值分别为28.90±1.25、45.66±2.43、

41.54±1.23、45.54±1.26,4组比较差异具有显著性

(F=71.07,P<0.01)。E组与其他3组比较荧光

酶活性值显著降低(t=10.62~16.27,P<0.01),其
余3组两两比较均无显著差异(P>0.05)。

3 讨  论

髓核组织位于脊柱纤维环中心,上下终板之间,
是维持椎间盘平衡以及稳态必不可少的组分[13]。

NPCs表型发生改变、促炎递质表达上调、活性细胞

数量减少及细胞外基质含量下降被认为是IDD发
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生的主要病理特征,上述病理特征也导致了局部细

胞微环境的改变,此类改变可以进展到IVD结构和

功能的损害[14]。炎症因子的升高是推动这一级联

事件的关键因素[15],因此抑制NPCs炎症反应和凋

亡是治疗IDD的重要策略。
既往研究发现,退变椎间盘组织中IL-1β水平

显著升高参与了IDD的多个病理过程[16-17]。IL-1β
引起基质生物学改变是IDD的特征[18-19]。IL1R1
作为一种重要的免疫调节因子,在参与自身炎症反

应和调节免疫平衡方面发挥着重要作用,而IL1R1
对于所有IL-1β介导的信号转导事件都是必不可少

的[20]。IL-1β与IL1R1结合在蛋白辅酶协助下诱导

活性蛋白磷酸化,最终导致 NF-κB激活,加剧细胞

炎症和凋亡。随着分子芯片技术和微阵点分析技术

的发展,越来越多证据表明 miRNA在细胞分化、增
殖和生存中发挥核心作用。近年来,miRNA被发

现在介导细胞增殖和凋亡、炎症反应以及细胞外基

质降解等方面具有广泛作用,众多研究者将 miR-
NA如何有效阻断NPCs凋亡作为缓解IDD的研究

重点[21]。JI等[22]从临床数据集的 miRNA芯片分

析及体内外实验中证实,miR-141通过与SIRT1/

NF-κB通路相互作用,一定程度上促进IDD进展。

DU等[23]研究发现抑制 miR-133a-5p表达或增加

FBXO6表达可能是治疗IDD的有效策略。
本研究显示,miR-663b在IL-1β构建的 NPCs

炎症模型中表达下调,且呈剂量和时间依赖性。在

证明了miR-663b在IL-1诱导的NPCs炎症模型中

表达下调后,本研究进一步探究了过表达 miR-663b
是否可以缓解NPCs炎症和改善细胞基质成分的表

达。实验表明,过表达 miR-663b的C组相比较于

其他组,TNF-α、IL-6、IL-1β的表达被明显抑制,而

Ⅱ型胶原蛋白以及多聚糖蛋白基因的相对表达量明

显增高,这些结果均表明 miR-663b在IL-1β刺激

NPCs细 胞 的 炎 症 反 应 中 起 保 护 作 用。本 研 究

CCK8法及TUNEL染色结果显示,C组相比较于

其他组NPCs活性显著上升,NPCs凋亡率显著下

降,上述结果表明 miR-663b可以有效减缓 NPCs
炎症反应,改善细胞基质分子的降解及 NPCs的凋

亡。另外,生物信息库分析及双荧光素酶报告基因

实验证实 miR-663b的下游靶点基因是IL1R1,说
明了miR-663b通过抑制IL1R1表达,起到了减缓

NPCs炎症反应的作用。以上均表明 miR-663b在

IDD的进展中发挥重要作用,为探索IDD的病理机

制提供了新的研究方向。

综上所述,本研究发现 miR-663b可以通过与

IL1R1靶向结合下调IL1R1表达,从而减缓NPCs
炎症反应和凋亡进程,miR-663b及其抗炎机制或可

为IDD研究提供更多理论基础。
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