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腰痛（low back pain，LBP）是一个全球性的公共健康

问题[1]。腰痛可引起躯体功能障碍和生活质量下降，造成家

庭和社会极大的经济负担[2]。LBP 的原因众多，约有 40%的

LBP 由 椎 间 盘 退 变 （intervertebral disc degeneration，

IVDD）引起 [3]。 椎间盘的中央为髓核，外侧包绕纤维环，上

下方为软骨终板。 正常椎间盘无血管和神经，营养物质通

过软骨终板的渗透作用提供。IVDD 始于髓核，由于髓核细

胞合成蛋白聚糖减少， 细胞外基质中纤维组织比例增加，

髓核吸收水分的能力下降，髓核内渗透压逐渐降低，椎间

隙高度难以维持， 导致脊柱正常活动度和稳定性受损 [4、5]。

目前，IVDD 的机制尚不明确，已有研究表明其与椎间盘细

胞的凋亡、衰老、自噬、炎症反应、细胞外基质的代谢失衡

等相关 [6、7]。 近年来，表观遗传学已经成为 IVDD 的重要研

究方向，包括 DNA 甲基化、RNA 甲基化（N6-methyladeno鄄

sine，m6A）、组蛋白修饰等[8～10]。 研究表明，将敲除富含半胱

氨酸型酸性蛋白 （secreted protein acidic and cysteine

rich，SPARC）基因的小鼠作为腰痛模型 [11]，通过自发运动

可以降低退变椎间盘的总体甲基化水平，改善 IVDD 引起

的腰痛症状[12]。DNA 甲基化作为重要的表观遗传修饰方式

影响 IVDD 的病理过程， 在此， 笔者就 DNA 甲基化参与

IVDD 的研究进展综述如下。

1 DNA 甲基化修饰

DNA 甲基化（DNA methylation）是指基因组 DNA 在

甲基化转移酶 （DNA-methyltransferases，DNMTs） 的作用

下， 基因组 CpG 二核苷酸的胞嘧啶 5′碳位和甲基基团共

价结合。 DNA 甲基化可以影响 DNA 的构象、稳定性以及

DNA 与蛋白质的结合，从而调控基因的转录过程 [13]。 研究

表明，启动子区域的高甲基化可以抑制基因的表达，一方

面 CpG 位点甲基化直接干扰 DNA 调控区与转录因子的

结合，另一方面甲基化的 DNA 与甲基化 CpG 结合区蛋白

如甲基 CpG 结合蛋白 2 （methyl-CpG binding protein 2，

MeCP2）特异结合形成复合物，限制了转录因子到达它们

结合部位的通道，从而抑制基因表达；相反，启动子区的去

甲基化可以促进基因的表达 [14]。 还有研究表明，DNA 甲基

化的异常与髓核细胞凋亡、自噬、代谢等失衡相关 [10、11、15～20]

（表 1）。

2 DNA 甲基化在退变髓核中的表达

高通量测序广泛应用于 DNA 甲基化位点的筛查 ，

Ikuno 等 [21] 首次应用 Illumina Infinium Methylation EPIC

850K Bead Chip 芯片技术检测椎间盘 DNA 甲基化表达

谱，包括 8 例退变髓核和 8 例正常髓核；甲基化位点差异

分析发现 4 个高甲基化位点和 216 个低甲基化位点，并且

注释到了 187 个功能基因；其中多个甲基化差异基因与调

控 IVDD 进程的通路相关，如细胞凋亡募集结构域蛋白 14
（caspase recruitment domain family member 14，

CARD14）、 螺旋-环-螺旋拓扑结构域蛋白 D2 （EF-hand

domain family member D2，EFHD2） 和 Rhotekin2 蛋 白

（RTKN2）可通过调控核因子 κB（nuclear factor kappa-B，

NF-κB）通路参与 IVDD 进程 [22~24]，丝裂原活化蛋白激酶 5
（MAPK activated protein kinase 5，MAPKAPK5）和蛋白激

酶 Ｃξ 亚型（protein kinase C zeta，PRKCZ）可影响丝裂原

活化蛋白激酶（mitogen activated protein kinase，MAPK）通

路，介导髓核的分解代谢 [25、26]，而无翅基因 5a（Wnt family

member 5A，WNT5A） 通过激活 β-catenin 依赖的 Wnt 通

路可调控髓核细胞的炎症反应 [27、28]；进一步对差异甲基化

基因进行功能富集分析， 发现差异基因与细胞粘附相关。

还有文献报道髓核细胞整合素和细胞外基质蛋白受体通

过细胞粘附的方式发生交互作用，从而影响细胞的生存和

基质代谢，参与 IVDD 进程[29、30]。

Ikuno 等 [21]通过 DNA 甲基化芯片表达谱分析并未发
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表 1 DNA 甲基化调节 IVDD 的机制

作者 甲基化水平 调控基因 表达趋势 调控机制 参与途径

Zhao等[10] 低 miRNA-143 增加 低甲基化—miRNA-143—BCL2—NF-κB 凋亡、增殖、代谢

Tajerian等[11] 高 SPARC 减少 高甲基化—SPARC 退变

Luo等[15] 低 TRPA1 增加 DNMT3B 下调—低甲基化—TRPA1—COX2/YAP 凋亡、代谢

Li等[16] 低 lncPolE 增加 去甲基化—lncPolE—DNA 聚合酶（PolE） 凋亡、代谢

Kang 等[17] 低 miR-494 增加 低甲基化—miR-494—SOX9—NF-κB 凋亡、代谢

Zhao等[18] 高 miR-129-5p 减少 高甲基化—miR-129-5p—Beclin-1 自噬、凋亡

Zhang等[19] 高 GPX4 减少 高半胱氨酸—高甲基化—GPX4 氧化应激、铁死亡、代谢

Hiyama等[20] 高 Klotho 减少 Wnt通路—高甲基化—Klotho 增殖、代谢

现与髓核细胞分解代谢和合成代谢直接相关的蛋白酶基

因存在差异甲基化位点，也未发现与炎症反应因子、细胞

衰老相关基因等直接相关的差异甲基化位点。 因此，DNA
甲基化可能通过调控 NF-κB 通路、MAPK 通路和 Wnt 通

路等间接参与髓核退变的调控。

3 DNA 甲基化参与髓核退变的机制

3.1 DNA 甲基化与髓核细胞凋亡

细胞凋亡又称Ⅰ型程序性细胞死亡，以染色体浓缩、

细胞萎缩、DNA 降解和凋亡小体形成为特征。 有证据表

明，细胞凋亡不仅存在于多种生理过程中，还涉及许多病

理变性疾病，如骨关节炎[31]、神经变性[32]等。目前，凋亡引起

的髓核细胞数量减少被认为是 IVDD 的重要机制 [33、34]。 髓

核细胞通过合成细胞外基质，构成椎间盘的重要组成部分

与力学功能单元，髓核细胞的凋亡会引起细胞外基质合成

减少，诱发细胞外基质合成代谢与分解代谢的失衡，导致

椎间盘失去外力负荷下的结构稳定性[35、36]。

2021 年，Luo 等 [15]通过构建大鼠 IVDD 模型，利用逆

转录定量聚合酶链反应（real-time polymerase chain reac鄄

tion，RT-qPCR）和蛋白免疫印迹（western blot，WB）检测，

发现退变髓核 DNA 甲基化转移酶 3B （DNA methyltrans鄄

ferase 3B，DNMT3B）表达水平下降，上调 DNMT3B 的表达

可促进髓核细胞增殖，合成代谢指标聚蛋白多糖和Ⅱ型胶

原蛋白表达增加， 分解代谢指标基质金属蛋白酶（matrix

metalloproteinase，MMP）合成减少 ；焦磷酸测序 （methyla鄄

tion-specific PCR，MSP）检测证实 DNMT3B 对瞬时受体电

位离子通道蛋白（transient receptor potential cation chan鄄

nel subfamily A member 1，TRPA1）启动子区域进行高甲

基化修饰，导致 TRPA1 表达量下降；上调 TRPA1 后，炎症

分子环氧合酶-2（cyclooxygenase-2，COX-2）也上调；进一

步研究发现 COX2 可以调控 Yes 相关转录调控因子（yes

associated transcriptional regulator，YAP）/河 马 信 号 通 路

（Hippo），促进髓核细胞的增殖。 该研究最终得出结论，退

变髓核细胞中 DNA 甲基化酶 DNMT3B 低表达，导致 TR鄄

PA1 启 动 子 区 去 甲 基 化 ，TRPA1 表 达 增 高 ， 激 活 了

COX2/YAP 轴，引起髓核细胞凋亡增加，合成代谢降低而

分解代谢增强，出现 IVDD。 此外，Hiyama 等[20]在低氧分压

下检测到髓核细胞中抗衰老基因 Klotho 表达减少而 Wnt
通路被激活；过表达 Klotho 后髓核细胞增殖上调，合成代

谢标志物Ⅱ型胶原和聚蛋白多糖表达增加；通过激活和抑

制 Wnt 通路，检测到 Klotho 表达分别是下降和增加；使用

亚硫酸氢钠测序法（bisulfite sequencing PCR，BSP）检测之

后， 发现 Klotho 启动子区域在 Wnt 通路激活状态下为低

甲基化， 表明 Wnt 通路是通过调控 Klotho 基因的甲基化

状态影响 Klotho 基因的转录发挥作用。 因此，该研究揭示

髓核细胞在低氧条件下，Wnt 通路激活，Klotho 表达减少，

髓核细胞增殖受到抑制。

DNA 甲基化不仅调控功能基因的转录， 也可以调控

非编码 RNA 的转录，影响髓核细胞的增殖和凋亡。 Li 等[16]

首先采用长链非编码 RNA （long non-coding RNA，lncR鄄

NA）芯片技术，筛选出退变髓核中异常高表达的 lncPolE，

在细胞实验中过表达和敲减 lncPolE， 发现 DNA 聚合酶

E1（DNA polymerase epsilon1，PolE1）的表达受到负性调

控，并且髓核细胞的凋亡水平发生改变。 使用去甲基化药

物 5 氮杂胞苷（5-azacytidine，5-Aza）后，lncPolE 启动子区

CpG 岛甲基化水平下降，lncPolE 表达量增加，从而抑制了

PolE 的转录， 促进髓核细胞凋亡。 同样，Zhao 等 [10] 发现

miRNA-143 在退变的髓核中高表达， 而 B 淋巴细胞瘤-2
基因（BCL2 apoptosis regulator，BCL2）低表达，二者表达量

呈负相关； 在髓核细胞中过表达 miRNA-143 后，BCL2 的

表达量下降， 流式细胞术检测到髓核细胞凋亡增加；MSP
检测发现 miRNA-143 的启动子区域低甲基化， 去甲基化

之后 miRNA-143 表达增加，促进髓核细胞的凋亡。上述结

果表明启动子区低甲基化促进 miRNA-143 表达， 通过诱

发 BCL2 mRNA 的降解，促进髓核细胞的凋亡。此外，Kang
等[17]发现退变髓核 miR-494 表达上调，过表达 miR-494 后

髓核细胞的合成代谢标志物Ⅱ型胶原蛋白和蛋白聚糖表

达量下降 ， 分解代谢标志物基质金属蛋白酶 3（matrix
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metalloproteinase 3，MMP3）、MMP13 和 聚 蛋 白 多 糖 酶 5
（ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1

motif 5，ADAMTS5） 表 达 水 平 升 高 ；MSP 实 验 检 测

miR-494 启动子区域的甲基化水平， 发现退变组的 DNA
甲基化低于正常组； 在去甲基化药物 5-Aza 的作用下，

miR-494 表达水平上调，靶基因性别决定区域 Y 相关的高

迁移率族框 9 （SRY-Box transcription factor 9，SOX9）下

调，合成代谢水平下降而分解代谢水平增加。

综上，DNA 甲基化可以直接调控功能基因的表达，也

可以通过影响非编码 RNA 的表达间接调控基因的功能，

影响髓核细胞的增殖和凋亡，进而调控细胞外基质合成及

分解代谢，加速或延缓 IVDD。

3.2 DNA 甲基化与髓核细胞自噬

自噬是一种保守的、普遍存在的细胞保护形式，它通

过溶酶体降解细胞内异常物质以维持细胞内稳态 [37]，包括

启动、延长、成熟和融合四个阶段，这些阶段均由特定基因

调控[38～40]。 例如，自噬体的形成需要自噬相关蛋白 Beclin-1
和微管相关蛋白 1 轻链 3 （microtubule associated protein

1 light chain 3 Alpha，LC3）[41]。 自噬的失调影响多种衰老

相关疾病，目前，椎间盘髓核中已发现 Beclin-1 依赖性自

噬。

Zhao 等 [18] 通过 RT-qPCR 检测发现退变髓核的

miR-129-5P 表达水平下降， 自噬相关蛋白 Beclin-1 水平

上升。 在髓核细胞中过表达 miR-129-5P 后，Beclin-1 和

LC3 表达量下调，自噬受到抑制，髓核细胞凋亡增加；进一

步分析显示 miR-129-5P 与 Beclin-1 的 3′非翻译区 （3′�

Untranslated Region，3′UTR）存在碱基互补配对关系，并且

通过荧光素酶报告基因实验证实了这种结合关系； 同时，

miR-129-5P 抑制物对自噬的促进作用可以被 Beclin-1

siRNA 逆转， 说明 miR-129-5P 对自噬的作用需通过 Be鄄

clin-1 介导；miR-129-5P 启动子区含有 CpG 岛，5-Aza 处

理髓核细胞后 ，miR-129-5P 表达量增加 ，Beclin -1 和

LC3-Ⅱ的表达量下调 。 因此 ， 启动子区高甲基化抑制

miR-129-5p 表达，引起靶基因 Beclin-1 上调，促进髓核细

胞自噬。研究表明，Beclin-1/Bcl-2 复合物的破坏能够增强

自噬[42]。 结合 Zhao 等[10、18]的研究，提示 miRNA-143 的启动

子区域低甲基化抑制 Bcl-2 的表达和 miR-129-5P 启动子

区的高甲基化引起 Beclin-1 上调可能通过破坏 Be鄄

clin-1/Bcl-2 复合物的形成调控髓核细胞的生物学功能。

3.3 DNA 甲基化与髓核细胞铁死亡

铁死亡是一种新的程序性细胞死亡类型， 其实质是

细胞在铁离子的催化作用下产生脂质氧化代谢紊乱为特

征的细胞死亡 [43]。 当细胞的抗氧化能力减弱时，脂质活性

氧的积累引起氧化还原失衡，导致细胞死亡。 这个过程包

括活性氧类激活 、 铁离子聚集 、 丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase，MAPK）系统激活、胱氨

酸摄取减少和谷胱甘肽耗竭。有研究已证实其与许多疾病

相关，如脑卒中、缺血再灌注损伤、神经退行性疾病、肿瘤

等[44]，是目前的研究热点。

既往研究表明，高半胱氨酸血症（hyperhomocysteine鄄

mia）与基因 DNA 甲基化修饰紧密相关。 Zhang 等[19]发现高

半胱氨酸是 IVDD 的独立危险因素， 高半胱氨酸水平越

高，IVDD 越严重； 高半胱氨酸处理髓核细胞后，RT-qPCR
和 WB 检测髓核分解代谢指标 ADAMTS5 和 MMP13 表达

增高，合成代谢指标蛋白聚糖和Ⅱ型胶原表达下调，并且

呈现出剂量依赖性；同时，高半胱氨酸可以引起氧化应激，

随着剂量增加，线粒体超氧化物活性越强，膜脂修复酶谷

胱甘肽过氧化物酶 4 （glutathione peroxidase 4，GPX4）随

着高半胱氨酸剂量增加而表达减少；RT-qPCR 和 WB 检

测结 果 显 示 退 变 髓 核 中 DNA 甲 基 化 转 移 酶 1 （DNA

methyltransferase 1，DNMT1）、DNA 甲 基 化 转 移 酶 3A
（DNA methyltransferase 3 alpha，DNMT3A）和 DNMT3B 增

高 ；MSP 和 BSP 检测 GPX4 启动子区为高甲基化状态 ，

5-Aza 和叶酸可以逆转高半胱氨酸对 GPX4 的抑制作用；

同时， 髓核细胞的氧化应激活性和脂质过氧化物密度下

降，铁死亡水平降低。

4 总结与展望

综上所述，DNA 甲基化主要通过影响功能基因和非

编码 RNA 的表达介导髓核细胞的增殖、凋亡、自噬和铁死

亡，参与 IVDD 的发生和发展。就临床转化而言，DNA 甲基

化应用于 IVDD 的治疗仍存在诸多挑战。 既往研究表明总

体去甲基化可抑制 IVDD， 但是单个功能基因的甲基化水

平对退变的影响由于基因不同而有所差别。 因此，在机制

研究层面，有必要进一步寻找特异性调控目标基因甲基化

的干预方式，从而延缓或逆转 IVDD。此外，IVDD 还与终板

软骨和纤维环的病变相关，目前尚缺终板软骨和纤维环致

病方向的 DNA 甲基化探索，未来可做进一步的研究。
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