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·基础研究·

4-辛基衣康酸酯对 IL-1诱导髓核细胞氧化损伤的保护作用

王帅，陈维杨，季峰*，王守国

（南京医科大学附属淮安第一医院，江苏淮安 223300）

摘要：［目的］探讨 4-辛基衣康酸酯（4-octyl itaconate, 4OI）对 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞氧化损伤的保护作用及其机制。

［方法］分离培养小鼠髓核细胞。CCK8 法检测小鼠髓核细胞活力。荧光素酶报告基因法、免疫共沉淀、RT-qPCR 和 WB 法检

测 4OI 和 IL-1 对 Nrf2 通路的影响。CellROX 探针和 DCF-DA 探针检测细胞 ROS 水平。JC-1 法、ssDNA ELISA、TBAR 检测细

胞氧化损伤。LDH ELISA、台盼蓝染色法、TUNEL 法、Annexin V 流式细胞术检测细胞凋亡。通过慢病毒 shRNA 转染和 CRIS⁃
PR/Cas9 技术研究沉默 Nrf2 和 Keap1 对 4OI 抑制细胞凋亡的影响。［结果］4OI 促进小鼠髓核细胞 Keap1-Nrf2 解偶联，Nrf2 重新

进入细胞核中调控下游基因转录。4OI 显著抑制 ROS 水平，改善 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞氧化损伤。4OI 逆转 IL-1 诱导的小鼠

髓核细胞活力下降，LDH 增加和死细胞增加，4OI 显著抑制 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞死亡。4OI 抑制 IL-1 诱导的 Caspase-3 和

Caspase-9 活性增加，以及蛋白酶 PARP1 裂解片段和细胞色素 C 含量增加，显著抑制 IL-1 诱导的细胞凋亡。沉默小鼠髓核细胞

中 Nrf2 和 Keap1 的表达，4OI 对 IL-1 诱导的细胞损伤的保护作用被抵消。［结论］ 4OI 通过激活 Nrf2 通路保护髓核细胞免受 IL-
1 诱导的氧化损伤，为椎间盘退变的治疗提供了新策略。
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Protective effect of 4-octyl itaconate on IL-1-induced oxidative damage of nucleus pulposus cells // WANG Shuai, CHEN Wei-

yang, JI Feng,WANGShou-guo. The AffiliatedHuai'anNo.1People's Hospital of NanjingMedical University, Huai'an 223300, Jiangsu, China
Abstract: [Objective] To investigate the protective effect of 4-octyl itaconate (4OI) on oxidative damage of mouse nucleus pulposus

cells induced by IL-1 and its mechanism. [Methods] Mouse nucleus pulposus cells were isolated and cultured, while CCK8 method was
used to detect the viability of the cells. The effects of 4OI and IL-1 on Nrf2 pathway were detected by luciferase reporter gene method, immu⁃
noprecipitation, RT-qPCR and WB method. In addition, JC-1 assay, ssDNA ELISA and TBAR were used to detect oxidative damage, LDH
ELISA, Trypan blue staining, TUNEL assay and Annexin V flow cytometry were used to detect apoptosis. The effect of silencing Nrf2 and Ke⁃
ap1 on apoptosis inhibition by 4OI was studied by lentiviral shRNA transfection and CRISPR/Cas9 technique. [Results] The 4OI promoted
the dissociation of KEap1-NRF2 in mouse nucleus pulposus cells, and Nrf2 re-entered the nucleus to regulate downstream gene transcrip⁃
tion. The 4OI significantly inhibited ROS levels and improved IL-1-induced oxidative damage of mouse nucleus pulposus cells. 4OI re⁃
versed IL-1-induced decline in nucleus pulposus cell viability, increased LDH and increased dead cells. Furthermore, 4OI significantly in⁃
hibited IL-1-induced nucleus pulposus cell death, inhibited the increase of IL-1-induced Caspase-3 and Caspase-9 activities, as well as
the increase of protease PARP1 cleavage fragment and cytochrome C content, and significantly inhibited IL1-induced apoptosis. However,
silencing the expression of Nrf2 and Keap1 in mouse nucleus pulposus cells negated the protective effect of 4OI on IL-1-induced cell dam⁃
age. [Conclusion] 4OI protects nucleus pulposus cells from IL-1-induced oxidative damage by activating the Nrf2 pathway, providing a
new strategy for the treatment of intervertebral disc degeneration.

Key words: 4-octyl itaconate, intervertebral disc degeneration, oxidative damage, nuclear factor E2 related factor 2, cell apoptosis

椎 间 盘 退 变 （intervertebral disc degeneration,
IDD）是脊柱退行性疾病的病理基础，严重影响患者

生活质量［1］。因此，开发新型 IDD 治疗策略对于提

高患者生活质量、减轻社会经济压力具有重要意义。

IDD 的发生发展与髓核细胞功能障碍和细胞外基质改

变密切相关，而氧化应激被认为是引起这些病理变化

的重要因素［2，3］。核转录因子-E2 相关因子 2（nucle⁃
ar factor erythroid 2-related factor 2）是一种关键的抗
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氧化转录因子，在维持细胞氧化还原平衡、抗炎和抗

凋亡等方面发挥着重要作用。研究发现，Nrf2 表达

水平的降低与 IDD 的进展呈正相关，而 Nrf2 的过表

达可以减少 ROS 的产生，减轻氧化应激损伤，并延

缓髓核细胞衰老［3］。因此，Nrf2 及其信号通路被认

为是开发 IDD 治疗策略的重要靶点。

4-辛基衣康酸酯（4-octyl itaconate, 4OI）是一种

新型 Nrf2 激活剂，研究发现 4OI 在多种疾病模型中

发挥抗氧化和抗炎作用［4］。4OI 能够通过与 Keap1 结

合，激活 Nrf2 信号通路，进而上调抗氧化蛋白的表

达，减轻氧化应激和炎症反应［4，5］。尽管如此，4OI
在 IDD 治疗中的作用及其机制尚不明确。本研究旨

在探讨 4OI 是否能够通过激活 Nrf2 信号通路，抑制

IL-1 诱导的小鼠髓核细胞的氧化损伤和凋亡，从而

为 IDD 的治疗提供新的策略。

1 材料与方法

1.1 小鼠髓核细胞的分离与培养

髓核细胞的分离培养操作方法如下：C57BL/6J
（上海斯莱克实验动物中心，上海，中国）小鼠脱颈

椎处死后，分离出腰椎椎间盘，依次加入胰蛋白酶

37℃消化 15 min，胶原酶 37℃ 30 min 消化至细胞分

散，1 000 r/min 离心 3 min，细胞沉淀反复重悬 2~3
次，接种在细胞培养皿中，37℃培养，备用。

1.2 慢病毒转染

Nrf2 shRNA 病毒购自 Santa Cruz Biotech 公司

（Mouse Nrf2 shRNA, 5′- CTGGATGAAGAGACCG⁃
GAGAA-3′ ; Mouse Keap1 shRNA, 5′-GGA CAAACC⁃
GCCTTAATTCTT-3′），根据 MOI 值配制含有 5 μg/mL
Polybrene®（SC-134220）的病毒体系，加入小鼠髓

核细胞中转染 24 h 后，用含有嘌呤霉素的培养基筛

选 Nrf2 敲低细胞，用于后续实验。

1.3 实时荧光定量 PCR
采用 Zhang 等［6］改良 Trizol 法提取总 RNA。采用

4×gDNA wiper Mix 去除 DNA 污染，随后使用 5×HiS⁃
cript III qRTSuperMix 进行 cDNA 合成。实时荧光定量

PCR反应体系如下：SYBR qPCRMaster Mix 10 μL、For⁃
ward Primer 1 μmol/L、 Reverse Primer 1 μmol/L、cDNA
2μL、RNase-freeWater至 20μL，引物序列见表 1。
1.4 蛋白免疫印迹法

蛋白免疫印迹法（western blot, WB）参考 Wang
等［7］的方法，具体步骤如下：SDS-PAGE 电泳法于

85 V、 110 V 分离蛋白。电泳后运用 PVDF 膜于

4℃，恒压转膜 2 h。5%脱脂奶粉室温封闭 60 min，
一抗孵育 4℃过夜，二抗室温孵育 1 h，显影。

1.5 免疫共沉淀分析 Nrf2-Keap1 复合物

裂解液冰上裂解细胞 10 min，细胞裂解液于

4℃，14 000 r/min 离心 15 min 后，取上清与蛋白 A/G
琼脂糖珠按 50∶1 的比例混合，4℃下孵育 10 min。
离心取上清蛋白定量。随后上清与一抗和 Normal IgG
在室温下孵育 2 h，再加入蛋白 A/G 琼脂糖珠 44℃下

孵育 1~2 h。孵育后 4℃、2 500 r/min 离心 5 min，收

集沉淀，PBS 清洗 3 次，加入上样缓冲液，95℃金属

浴加热 10 min 后冷却，离心 60 s，取上清进行 WB。
1.6 荧光素酶活性检测 ARE 和 NQO1 活性

将 1.5 μg 的荧光素酶报告基因融合构建体

（PtI-荧光素酶）、野生型 ARE 和 0.5 μg 的 pCMV-
β-半乳糖苷酶对照载体与 WelFect-M™金染色剂共

转染小鼠原代髓核细胞。转染 24 h 后，DHA 处理细

胞 9 h，用 1×Report 裂解缓冲液裂解细胞。将细胞

提取物与荧光素酶底物混合后，用发光仪测量荧光

素酶活性。

1.7 CellROX 和 DCF-DA 探针检测细胞内 ROS 水平

采用 CellROX 和 DCF-DA 染色法检测细胞氧化

应激［8］。首先，将细胞给予相应处理。对于 CellROX
染色，按照 1∶500 的比例将 CellROX 与培养基混合

加入细胞中，37℃避光孵育 30 min 后，荧光显微镜

观察后取样检测 ROS 水平。对于 DCF-DA 染色，细

胞在处理后，按照 1∶1 000 的比例将 DCF-DA 与基

础培养基混合加入细胞中，避光孵育 20 min，荧光显

微镜观察后取样检测 ROS 水平。

1.8 JC-1 染色检测线粒体膜电位

在细胞中加入 1 mL含有血清和酚红的细胞培养基。

随后加入 1 mL JC-1染色工作液 37℃下孵育 20min，用

JC-1 染色缓冲液（1X）洗涤细胞两次，加入 2 mL 含

表 1. 引物序列

相关引物

Nrf2

Keap1

HO1

NQO1

GAPDH

序列

Forward 5′-CTCCCAATTCAGCCGGCCC-3′
Reverse5′-CCAGGGCAAGCGACTCATGG-3′
Forward 5′-CCCGTCAAAGCCCCCCACTGCATAC-3′
Reverse5′-TCCAGAGGAGGAATGAGTGGCGGATG--3′
Forward 5′-GCAGAGAATGCTGAGTTCATG-3′
Reverse 5′-CCTCCTCCAGGGCCACATAGATGTG-3′
Forward 5′-AATGGGCCAGTACAATCAGG-3′
Reverse 5′-CCAGCCCTAAGGATCTCTCC-3′
Forward 5′-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3′
Reverse 5′-GGCATGGCATGTGGTCATGAG-3′

Table 1. Primer sequence
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有血清和酚红的细胞培养液，荧光显微镜下观察。

1.9 LDH 检测细胞损伤

待检测细胞加入 10% LDH 释放试剂，37℃下孵

育 1 h。离心取上清用于 LDH 活性测定。

1.10 TUNEL 检测细胞凋亡

4℃下用 4%多聚甲醛处理待检测细胞 25 min，待

检测细胞使用 20 μg/mL Proteninase K 溶液通透，1×
Equilibration Buffer 室温平衡，标记液处理细胞，于

37℃避光孵育 60 min 进行 TdT 反应。随后用 1 μg /mL
的 PI 溶液进行复染，室温静置 5 min，20%甘油封

片，荧光显微镜下观察。

1.11 Annexin V 流式细胞术检测细胞凋亡

采用加入不含 EDTA 的胰酶细胞消化液消化细

胞后离心，重悬细胞沉淀并计数，加入 Annexin V-
PE 结合液重悬细胞，加入 Annexin V-PE 染料，混匀

后于室温避光孵育 10~20 min，使用流式细胞仪检

测。

1.12 统计学方法

正态分布的定量数据以均数 （Mean） ±标准差

（S.D.）表示。使用 GraphPad Prism 版本 7.0（Graph⁃
Pad，CA）进行统计分析。两组间比较采用非配对 T

检验（Student's t-test）。两组以上进行比较采用单因

素方差分析 （One way ANOVA） 和 Tukey's post hoc
test。P<0.05 表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 4OI 对小鼠髓核细胞中 Nrf2/Keap1 通路的影响

采用荧光素酶报告基因法检测不同浓度 4OI
（1、5、10、25、100 μmol/L）处理的小鼠髓核细胞

中 Nrf2 下游信号蛋白 ARE 和 NQO1 的活性。结果表

明，随着 4OI 浓度的增加，Nrf2 下游 ARE 和 NQO1
的活性显著增强（图 1a, 1b）；4OI 对小鼠髓核细胞存

活无明显影响，这说明 4OI 能有效激活小鼠髓核细胞

中 Nrf2 通路，但不影响细胞存活。

图 1. 4OI 激活小鼠髓核细胞 Nrf2 通路。1a，1b：4OI 处理小鼠髓核细胞中 Nrf2 下游关键蛋白 ARE 和 NQO1 活性变化；

1c：4OI 处理的小鼠髓核细胞存活率。与 Veh 组比，*P<0.05。
Figure 1. 4OI activated Nrf2 pathway in mouse intervertebral disc nucleus pulposus cells. 1a, 1b: 4OI treated the activity changes of Nrf2
downstream key proteins ARE (A) and NQO1 (B) in mouse nucleus pulposus cells; 1c: 4OI treated mouse intervertebral disc nucleus
pulposus cell survival rate, compared with Veh group, *P<0.05.

采用免疫共沉淀（Co-IP）法检测小鼠髓核细胞

中 Nrf2-Keap1 复合体。图 2 结果表明，4OI 处理小

鼠髓核细胞 1 h，细胞质中并未检测到 Nrf2-Keap1 复

合体，提示 Nrf2 与 Keap1 解偶联（图 2a）；细胞质

中 Nrf2 蛋白表达显著升高 （图 2b）；Keap1 和 Nrf2
mRNA 水平无明显变化（图 2c）。细胞核中 Nrf2 蛋白

表达显著升高（图 2d），ARE 活性也显著提高（图

2e），这提示细胞质中未被降解的 Nrf2 可能重新转移

到细胞核中，与 ARE 结合，激活下游基因转录。4OI
处理小鼠髓核细胞 4 h 后发现 Nrf2 下游基因 HO1、
GCLC、NQO1 mRNA 和蛋白水平均著升高 （图 2f,

2g）。为了明确 4OI 调控 Nrf2 与 Keap1 解偶联的机

理，采用 10 μmol/L 蛋白酶体抑制剂 MG-132 和 4OI
处理小鼠髓核细胞 8 h，结果发现 MG-132 处理组的

Nrf2 含量显著高于 Veh 组；但单独使用 MG-132 处

理和 4OI 与 MG-132 共同处理的 Nrf2 含量无显著性

差异（图 2h），这暗示着 Nrf2 含量的升高可能是其

并未被蛋白酶体所降解。使用蛋白合成抑制剂放线菌

酮 CHX 抑制 Nrf2 的合成，结果发现 4OI 处理 4 h 不

影响 Nrf2 的表达（图 2i）。综上所述，在小鼠髓核细

胞中，4OI 的处理会使 Keap1-Nrf2 解偶联，并使

Nrf2 重新进入细胞核中调控下游基因转录。
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2.2 4OI 对 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞氧化损伤的保

护作用

图 3a, 3b 结果表明，与对照（Ctrl）比，4OI 处
理小鼠髓核细胞 ROS （CellROX 探针红色荧光和

DCF-DA 探针绿色荧光）水平无显著变化，IL-1 处

理细胞 ROS 水平显著增加；4OI 和 IL-1 共同处理细

胞 ROS 水平显著低于 IL-1 单独处理，这提示 4OI 可
改善 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞氧化损伤。进一步探

究 4OI 对 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞线粒体膜电位的

影响，发现 4OI 对线粒体膜电位并无影响，IL-1 使

线粒体膜电位显著降低，即 JC-1 的绿色荧光增强，

红色荧光减弱；当 4OI 和 IL-1 共同处理时可以显著

提高 IL-1 引起的膜电位降低（图 3c）。图 3d 结果表

明 IL-1 处理导致大量单链 DNA 产生，提示 DNA 受

到损害，而 4OI 则显著降低 IL-1 对小鼠髓核细胞

DNA 的损伤。TBAR 法检测发现 4OI 的处理在一定

程度上增强了脂质自由基的抗氧化能力（图 3e）。综

上所述，4OI 可显著改善 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞

的氧化损伤。

图 2. 4OI 促进小鼠髓核细胞中 Nrf2 入核。2a：免疫共沉淀检测 4OI 处理小鼠髓核细胞质中 Keap1-Nrf2 复合体的偶联能

力；2b，2c：4OI 处理细胞质中 Nrf2 和 Keap1 蛋白和 mRNA 水平变化；2d：4OI 处理小鼠髓核细胞核中 Nrf2 的表达变化；

2e：4OI 处理后细胞中 ARE 活性变化；2f，2g：4OI 处理小鼠髓核细胞中 HO1、GCLC 和 NQO1 的 mRNA 和蛋白表达变化；

2h：蛋白酶体抑制剂 MG-132 与 4OI 共同处理对小鼠髓核细胞 Nrf2 蛋白表达的影响；2i：蛋白合成抑制剂 CHX 与 4OI 共同

处理对小鼠髓核细胞 Nrf2 蛋白表达的影响，与 Veh 组比，*P<0.05。
Figure 2. 4OI promoted Nrf2 entry into nucleus pulposus cells of mouse intervertebral disc. 2a: The conjugation ability of Keap1-Nrf2
complex in the cytoplasm of nucleus pulposus of 4OI treated mice was detected by co-immunoprecipitation; 2b, 2c: The protein (B) and
mRNA (C) levels of Nrf2 and Keap1 treated with 4OI; 2d: The expression of Nrf2 in nucleus pulposus treated with 4OI; 2e: Changes of
ARE activity in cells treated with 4OI; 2f, 2g: mRNA (F) and protein (G) expression changes of HO1, GCLC and NQO1 in mouse nucleus
pulposus cells treated by 4OI; 2h: The effect of proteasome inhibitor MG-132 combined with 4OI on Nrf2 protein expression in mouse nu⁃
cleus pulposus cells; 2i: Effect of protein synthesis inhibitor CHX and 4OI on Nrf2 protein expression in mouse nucleus pulposus cells,
compared with Veh group, *P<0.05.
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2.3 4OI 抑制 IL-1 诱导小鼠髓核细胞凋亡

IL-1 处理后细胞存活率显著降低，而 4OI 和 IL-
1 共同处理细胞存活率增加（图 4a）。为了探明 4OI
逆转 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞活力下降的机制，图

4b 研究 4OI 对 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞 LDH 的影

响，结果表明 4OI 处理 LDH 水平无变化，IL-1 处理

诱导 LDH 产生，提示 IL-1 对细胞产生毒害作用；而

4OI 和 IL-1 共同处理 LDH 的含量显著低于 IL-1 单

独处理，这说明 4OI 能显著降低 IL-1 对鼠髓核细胞

的毒性作用。图 4c 台盼蓝 （Trypan） 染色结果表

明，4OI 可以显著降低由 IL-1 引起的小鼠髓核细胞

的死亡。这些结果说明 4OI 显著抑制 IL-1 诱导的小

鼠髓核细胞死亡。

研究 4OI 对 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞凋亡的影

响，结果表明 IL-1 处理显著增加凋亡关键蛋白 Cas⁃
pase-3 和 Caspase-9 活性，而 4OI 会减缓 IL-1 诱导

的凋亡作用（图 4d, 4e）。另外，蛋白酶 PARP1 裂解

片段和细胞色素 C（Cytosol cyto-C）检测同样也证实

了上述结果（图 4f, 4g）。图 4h 和 4i 中 TUNEL 染色

和 Annexin V 流式细胞术结果表明 IL-1 大幅度促进

图 3. 4OI 改善 IL1 诱导的小鼠髓核细胞氧化损伤。3a，3b：CellROX 探针（红色），DCF-DA 探针（绿色）检测 IL-1 和 4OI
处理小鼠髓核细胞中 ROS 水平变化；3c：JC-1 法检测 IL-1 和 4OI 处理小鼠髓核细胞中线粒体膜电位变化；3d：ssDNA ELI⁃
SA 法检测用 IL-1 和 4OI 处理小鼠髓核细胞中 DNA 损伤情况；3e：TBAR 法检测 IL-1 和 4OI 处理小鼠髓核细胞脂质自由基

抗氧化能力。与 Ctrl 组比，*P<0.05；与 IL-1 组比，#P<0.05。
Figure 3. 4OI improved IL1-induced oxidative injury of mouse nucleus pulposus cells. 3a, 3b: CellROX probe (A, red) and DCF-DA
probe (B, green) were used to detect ROS levels in the cells; 3c: The changes of mitochondrial membrane potential in intervertebral disc
nucleus pulposus cells treated with IL-1 and 4OI were detected by JC-1 method; 3d: DNA damage in nucleus pulposus cells treated
with IL-1 and 4OI was detected by ssDNA ELISA; 3e: TBAR method was used to detect the free radical antioxidant capacity of lipids in
nucleus pulposus cells treated with IL-1 and 4OI, compared with Ctrl group *P<0.05, compared with IL-1 group #P<0.05.
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了细胞的凋亡，而 4OI 的处理则显著降低了由 IL-1
引起的细胞凋亡。总而言之，在小鼠髓核细胞中，

4OI 显著抑制 IL-1 诱导的细胞凋亡。

图 4. 4OI 抑制 IL1 诱导的小鼠髓核细胞凋亡。4a：CCK-8 法检测 IL-1 和 4OI 处理小鼠髓核细胞存活率变化；4b：LDH
ELISA 法检测 IL-1 和 4OI 处理小鼠髓核细胞中 LDH 变化；4c：台盼蓝（Trypan）染色法检测 IL-1 和 4OI 处理小鼠髓核细胞

死亡情况；4d~4g：IL-1 和 4OI 处理小鼠髓核细胞中凋亡关键蛋白 Caspase-3、Caspase-9 活性变化；Clved-PARP1 蛋白表达

和细胞色素 C 含量变化；4h，4i：TUNEL 染色和 Annexin V 流式细胞术检测 IL-1 和 4OI 处理小鼠髓核细胞凋亡情况。与 Ctrl
组比*P<0.05。与 IL-1 组比#P<0.05。
Figure 4. 4OI inhibited IL1-induced apoptosis of mouse intervertebral disc nucleus pulposus cells. 4a: CCK-8 method was used to de⁃
tect the change of survival rate of nucleus pulposus cells treated with IL-1 and 4OI; 4b: LDH changes in the cells treated with IL-1 and
4OI were detected by LDH ELISA; 4c: The death of nucleus pulposus cells in intervertebral discs treated with IL-1 and 4OI was detect⁃
ed by Trypan staining; 4d~4g: IL-1 and 4OI treated the activity changes of Caspase-3 (D) and Caspase-9 (E) in mouse nucleus pulposus
cells; The change of Clved-PARP1 protein expression (F) and cytochrome C content (G); 4h, 4i: Apoptosis of nucleus pulposus cells treat⁃
ed with IL-1 and 4OI was detected by TUNEL staining (H) and Annexin V flow cytometry (I). Compared with Ctrl group *P<0.05, com⁃
pared with IL-1 group, #P<0.05.
2.4 Nrf2 沉默后 4OI 对 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞损

伤的影响

采用慢病毒 shRNA 和 Crispr Cas9 技术分别构建

敲减和敲除 Nrf2 的小鼠髓核细胞稳定细胞株（shNrf2

和 koNrf2），shNrf2 和 koNrf2 细胞中 Nrf2 下游基因

NQO1 和 HO1 表达显著降低，而 Nrf2 的偶联蛋白

Keap1 则无明显变化 （图 5a）。4OI 和 IL-1 处理

shNrf2 和 koNrf2 细胞结果发现，IL-1 诱导的 shNrf2
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和 koNrf2 细胞中，细胞活力下降，LDH 和细胞色素

C 含量增加，这提示在沉默 Nrf2 细胞中，IL-1 仍然

可诱导细胞凋亡；但是 4OI 不能逆转 IL-1 诱导这些

细胞损伤（图 5b~5d），这说明 4OI 抑制 IL-1 诱导的

小鼠髓核细胞损伤依赖于 Nrf2。

图 5. 4OI 抑制 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞损伤依赖于 Nrf2。5a：利用慢病毒 shRNA 和 Crispr Cas9 技术分别构建 Nrf2 敲减

（shNrf2）和敲除（koNrf2）小鼠髓核细胞，WB 检测 Nrf2、Keap1 及其下游 NQO1 和 HO1 表达变化；5b~5d：4OI 和 IL-1 处

理 shNrf2 和 koNrf2 细胞，检测细胞活性、LDH 含量和细胞色素 C 含量，与 Veh 组比*P<0.05，与 shC+Cas9-C 组比#P<0.05。
Figure 5. 4OI inhibited IL-1-induced mouse intervertebral disc nucleus pulposus cell damage dependent on Nrf2. 5a: Nrf2 knockout
(shNrf2) and knockout (koNrf2) mouse nucleus pulposus cells were constructed by lentvirus shRNA and Crispr Cas9 techniques, respec⁃
tively, and the expression changes of Nrf2, Keap1 and its downstream NQO1 and HO1 were detected by WB; 5b~5d: shNrf2 and koNrf2
cells were treated with 4OI and IL-1 to detect cell activity (B), LDH content (C) and cytochrome C content (D), compared with Veh
group *P<0.05, compared with shC+Cas9-C group #P<0.05.
2.5 Keap1 沉默后 4OI 对 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞

损伤的影响

采用慢病毒 shRNA 构建敲减 Keap1 的小鼠髓核

细胞稳定细胞株（shKeap1），shKeap1 细胞中 Keap1
mRNA 和蛋白水平显著降低，Nrf2 mRNA 无明显变

化，而蛋白水平显著增加，Nrf2/Keap1 下游基因 HO1
和 NQO1 mRNA 及蛋白水平均显著上升；4OI 处理与

无 4OI 处理 shKeap1 细胞中 Nrf2、Keap1、HO1 和

NQO1 变化一致。这表明 Keap1 的敲减，使其与 Nrf2
的偶联减少，使得更多的 Nrf2 得以进入细胞核，激

活下游基因表达 （图 6a~6c）。 4OI 和 IL- 1 处理

shKeap1 细胞结果发现，与 shC 对照组比，IL-1 诱导

的 shKeap1 细胞活力增强，LDH 和细胞色素 C 含量

下降；然而 4OI 不能逆转 IL-1 诱导的这些现象（图

6d~6f），这些结果再次表明 4OI 抑制 IL-1 诱导的小

鼠髓核细胞凋亡依赖于 Nrf2，而不是 Keap1。

3 讨 论

IDD 是引发多种肌肉骨骼和脊柱疾病的首要因
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素［9，10］。本研究聚焦于 4OI 对 IL-1 诱导的小鼠髓核

细胞氧化损伤的保护作用，揭示了 4OI 作为一种新型

抗炎代谢物，通过激活 Nrf2 途径抑制炎症和氧化应

激，为 IDD 治疗提供了新思路。

图 6. 4OI 不能抵消 Keap1 沉默对 IL-1 诱导的小鼠髓核细胞凋亡的影响。6a~6c：利用慢病毒 shRNA 技术构建 Keap1 敲减

（shNrf2）小鼠髓核细胞株，检测 Nrf2、Keap1 及其下游 NQO1 和 HO1 mRNA 和蛋白表达变化；6d~6f：4OI 和 IL-1 处理

shKeap1 细胞，检测细胞活性、LDH 含量和细胞色素 C 含量变化。与 Veh 组比*P<0.05；与 shC+Cas9-C 组比#P<0.05。
Figure 6. 4OI could not counteract the effect of Keap1 silencing on IL-1-induced apoptosis of mouse nucleus pulposus cells. 6a~6c: len⁃
tivirus shRNA technique was used to construct Keap1 knockdown (shNrf2) mouse nucleus pulposus cells, and the mRNA (A-B) and pro⁃
tein (C) expression changes of Nrf2, Keap1 and its downstream NQO1 and HO1 were detected; 6d~6f: shKeap1 cells treated with 4OI
and IL-1 were detected the changes of cell activity (D), LDH content (E) and cytochrome C content (F), compared with Veh group *P<
0.05; compared with shC+Cas9-C group #P<0.05.
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氧化应激在 IDD 的发病机制中扮演着重要角

色［11］，活性氧（ROS）和抗氧化剂之间的平衡对维

持髓核细胞的正常功能和存活至关重要。IL-1 作为

炎症级联反应的关键启动子，可能通过诱导 IL-6、
IL-8 和 IL-17 的产生而发挥作用［12，13］。本研究发现

IL-1 能够显著增加小鼠髓核细胞 ROS，从而加剧氧

化应激。这一发现与先前的研究结果一致［14］。ROS
的过量积累对细胞的核酸、脂质、蛋白质等大分子造

成损害，影响细胞的正常活动和功能，最终导致细胞

衰老或死亡。因此，IL-1 诱导的氧化应激是 IDD 进

展的一个重要因素［15］。本研究结果发现 4OI 能够显

著下调 IL-1 诱导的 ROS 水平。此外，ROS 不仅对组

织造成损伤，还可能损害细胞器。使用 JC-1 检测线

粒体膜电位的变化，结果显示 4OI 能够在一定程度上

缓解 IL-1 对线粒体膜电位的应激影响，但仍未能完

全恢复至正常水平。ROS 还能对细胞内的遗传物质

DNA 造成不可逆的伤害。通过 ssDNA ELISA 检测，

发现 4OI 一定程度上可减少短单链 DNA 的产生，提

示 4OI 可减轻氧化应激引起的 DNA 损伤。这些发现

进一步证实了 4OI 改善氧化应激治疗 IDD 方面的巨

大潜力。

IDD 主要病理改变包括髓核细胞的凋亡和细胞外

基质（ECM）的降解细胞凋亡［16］。ROS 的积累可以

导致髓核细胞凋亡和 ECM 降解。氧化应激通过激活

NF-κB 通路导致细胞凋亡，从而在 IDD 中发挥作

用［17］。本研究发现 4OI 能够显著抑制 IL-1 诱导的小

鼠髓核细胞凋亡。4OI 的抗氧化作用可能有助于减轻

氧化应激对 NP 细胞的损伤，从而抑制细胞凋亡。这

一发现与已有的研究结果相一致，即 4OI 通过激活

Nrf2 信号通路，增强抗氧化反应元件报告基因的活

性，并促进 Nrf2 依赖基因的表达，从而抑制氧化损

伤和细胞凋亡［18］。与本研究不同之处在于，Zheng
等［18］研究发现 4OI 预处理能够抑制 H2O2诱导的成骨

细胞中活性氧的产生、细胞死亡和细胞凋亡。本研究

发现 4OI 显著抑制了 IL-1 诱导的 Caspase-3 和 Cas⁃
pase-9 活性增加，以及 PARP1 裂解片段和细胞色素

C 含量增加，从而显著抑制了 IL-1 诱导的细胞凋

亡。这些结果表明，4OI 可能通过调节与线粒体性凋

亡相关的信号通路来保护髓核细胞免受 IL-1 诱导的

损伤。

Nrf2 通路参与线粒体介导的细胞凋亡［19］。本研

究发现 4OI 显著增强 Nrf2 下游基因 ARE 和 NQO1 的

表达活性，且无细胞毒性，这提示 4OI 发挥抗氧化作

用与 Nrf2 通路有关。Hu 等［20］研究表明 4OI 通过激

活 Nrf2 通路防止氧化应激诱导的肝损伤。Nrf2/Keap1
系统在调节抗氧化和细胞保护基因表达中具有关键作

用［21］。在正常生理状态下，Nrf2 的活性受到 Keap1
的严格调控，Keap1 通过介导 Nrf2 在细胞质中的泛

素化依赖性蛋白酶体降解来维持其低水平。然而，在

氧化应激条件下，Keap1 发生构象变化，释放 Nrf2，
使得 Nrf2 能够转位至细胞核，并启动多个抗氧化基

因的转录［22~24］。本团队的 Co-IP 实验证实，4OI 处理

小鼠髓核细胞 1 h 后，细胞质中 Keap1 与 Nrf2 的复

合物减少，表明 4OI 处理促进了 Keap1 与 Nrf2 的解

离，从而避免部分 Nrf2 被 Keap1 介导的泛素化和蛋

白酶体降解。这一现象得到了蛋白酶体抑制剂 MG-
132 和蛋白质合成抑制剂 CHX 处理的进一步证实。

未降解的 Nrf2 激活了下游抗氧化基因 HO1、GCLC
和 NQO1 的转录，解释了 4OI 处理为何能显著增强

Nrf2 下游基因的表达。慢病毒介导的 shRNA 和

CRISPR/Cas9 挽救实验也证实 4OI 通过调控 Keap1-
Nrf2 通路减轻氧化应激。

综上所述，4OI 通过促进 Nrf2 与 Keap1 的解偶

联，使 Nrf2 得以聚集并转位进入细胞核，增强下游

抗氧化基因的转录，从而挽救了 IL-1 对小鼠髓核细

胞造成的损伤。这些发现为 4OI 在预防和治疗 IDD
中的作用提供了有力的科学依据。本研究的创新之处

在于揭示了 4OI 在 IDD 治疗中的潜在机制，为未来

的临床应用奠定了基础。
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