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[摘 要]  目的： 随着老年化现象的加剧，椎间盘退变(intervertebral disc degeneration，IDD)的发病率逐年增加。

IDD的发病机制复杂，目前尚无有效的治疗手段。本研究旨在深入探究在 IDD特别是髓核细胞炎症损伤过程中锌指

蛋白 667(zinc finger protein 667，ZNF667)的具体功能及其作用机制。方法：基于基因表达综合 (gene expression 

omnibus，GEO)数据库中与 IDD 相关的数据集(GSE124272 和 GSE150408)筛选差异表达基因(differential expression 

genes，DEG)，并将其中与基因转录调控密切相关的 ZNF667 作为目标基因。分析 ZNF667 基因在 IDD 相关数据集

(GSE124272、GSE150408、GSE56081、GSE147383、GSE23130)中的表达情况。收集3例 IDD患者和3例外伤致椎体

骨折患者(作为对照)的髓核组织，采用苏木精-伊红(hematoxylin and eosin，HE)染色对髓核组织进行病理学检测，并

通过免疫组织化学技术(immunohistochemistry technique，IHC)检测ZNF667在髓核组织中的表达水平。进一步通过基

因富集分析(gene set enrichment analysis，GSEA)揭示ZNF667潜在的作用机制。为进行体外验证，采用10 ng/mL白细

胞介素(interleukin-1β，IL-1β)处理人原代髓核细胞以构建 IDD细胞模型，并进一步转染ZNF667过表达质粒至细胞；

采用流式细胞术检测细胞凋亡情况，酶联免疫吸附分析(enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA)检测细胞培养上

清液中炎症因子环氧化酶-2(cyclooxygenase-2，COX-2)、白细胞介素-6(interleukin-6，IL-6)、肿瘤坏死因子-α(tumor 

necrosis factor-α，TNF-α)的水平，实时聚合酶链反应检测细胞中ZNF667的mRNA表达水平，蛋白质印迹法检测细胞

中ZNF667、髓分化因子88(myeloid differentiation factor 88，MyD88)、P65和磷酸化P65(phosphorylation-P65，p-P65)

的蛋白质表达水平。结果：基于GEO数据库和临床组织样本检测的结果均表明ZNF667在 IDD中低表达；IDD患者

髓核组织细胞外基质和髓核细胞明显减少，纤维软骨细胞排列紊乱。GSEA结果显示ZNF667可能参与血管新生、上

皮-间充质转化(epithelial-mesenchymal transition，EMT)、氧化磷酸化、过氧化物酶体、类固醇生物合成、核因子κB

(nuclear factor-κB，NF-κB)介导的TNF-α信号通路等生物学过程。体外实验的结果进一步证实ZNF667在 IL-1β诱导的

IDD细胞模型细胞中低表达，且过表达ZNF667可逆转 IL-1β导致的细胞凋亡率增加，炎症因子COX-2、IL-6、TNF-α

水平上调和NF-κB信号通路相关的MyD88、p-P65/P65表达水平上调的趋势(均P<0.05)。结论：ZNF667可通过抑制

NF-κB信号通路，减轻髓核细胞凋亡和炎症反应，发挥对椎间盘的保护作用。这一发现不仅为 IDD的发病机制提供

了新的视角，也为 IDD的治疗提供了新的潜在靶点。
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ZNF667 alleviates the inflammatory damage in 
intervertebral disc degeneration via inhibiting 

NF-κB signaling pathway
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(1. Department of Spine Surgery, Yiyang Central Hospital Affiliated to Hunan University of Chinese Medicine, 

Yiyang Hunan 413000; 2. Department of Spine Surgery, Second Xiangya Hospital, Central South University, 
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ABSTRACT     Objective: With the aging population, the incidence of intervertebral disc degeneration 

(IDD) is increasing every year. The pathogenesis of IDD is complex, and there are 

currently no effective treatment options. This study aims to investigate the specific function 

and underlying mechanism of zinc finger protein 667 (ZNF667) in the inflammatory 

damage of nucleus pulposus cells in IDD.

Methods: Differential expression genes (DEG) associated with IDD were screened from 

IDD-related datasets in the Gene Expression Omnibus (GEO) (GSE124272 and 

GSE150408), and ZNF667, which is closely related to gene transcriptional regulation, was 

selected and analyzed in several IDD-related datasets (GSE124272, GSE150408, 

GSE56081, GSE147383, GSE23130). Nucleus pulposus tissues were collected from 3 IDD 

patients and 3 trauma-induced vertebral fracture patients (serving as controls). Hematoxylin 

and eosin (HE) staining was performed for pathological examination, and 

immunohistochemistry (IHC) was used to assess ZNF667 expression in the nucleus 

pulposus tissues. Gene set enrichment analysis (GSEA) was then employed to elucidate the 

potential mechanisms of ZNF667. For in vitro validation, human primary nucleus pulposus 

cells were treated with 10 ng/mL of interleukin-1β (IL-1β) to establish an IDD cell model, 

and subsequently transfected with a ZNF667 overexpression plasmid. Flow cytometry was 

used to evaluate cell apoptosis, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) measured 

the levels of inflammatory factors-cyclooxygenase-2 (COX-2), interleukin-6 (IL-6), and 

tumor necrosis factor-α (TNF-α) in the cell culture supernatant, real-time polymerase chain 

reaction (RT-PCR) quantified ZNF667 mRNA expression, and Western blotting assessed 

protein expression levels of ZNF667, myeloid differentiation factor 88 (MyD88), P65, and 

phosphorylated P65 (p-P65).

Results: Analysis of both the GEO datasets and clinical tissue samples revealed that 

ZNF667 expression is reduced in IDD. In IDD patients, the extracellular matrix and nucleus 

pulposus cells are significantly diminished, and the arrangement of fibrochondrocytes is 

disordered. GSEA results showed that ZNF667 may be involved in biological processes 

such as angiogenesis, epithelial-mesenchymal transition (EMT), oxidative phosphorylation, 

peroxisome function, steroid biosynthesis, and the NF- κB-mediated TNF-α signaling 

pathway. In vitro, ZNF667 was expressed at low levels in the IL-1β -induced IDD cell 

model, and overexpression of ZNF667 reversed the IL-1β -induced increase in cell 

apoptosis, the upregulation of inflammation factors (COX-2, IL-6, TNF-α), and the increased 

1612



ZNF667通过抑制NF-κB信号通路改善椎间盘退变炎症损伤 钟华，等

©Journal of Central South University (Medical Science). All rights reserved. 

expression of NF-κB pathway-related proteins (MyD88 and the p-P65/P65 ratio) (all P<0.05).

Conclusion: ZNF667 can alleviate nucleus pulposus cell apoptosis and inflammatory 

responses by inhibiting the NF-κB signaling pathway, thereby exerting a protective effect 

on intervertebral discs. This finding not only provides new insights into the pathogenesis of 

IDD but also suggests a potential therapeutic target for its treatment.

KEY WORDS     intervertebral disc degeneration; nucleus pulposus cells; zinc finger protein 667; nuclear 

factor-κB signaling pathway

椎间盘退变(intervertebral disc degeneration，IDD)

是多种脊柱退行性疾病发生的病理基础，也是诱发

慢性下腰痛的常见原因[1]。IDD的患病率随着年龄的

增长而急剧增加，在 50岁以上人群中，IDD患者超

过90%[2]，但目前的治疗策略为控制症状并最大限度

地减轻患者痛苦，无法从根源上逆转 IDD进程，远

期疗效较为有限[3]。因此，揭示 IDD的分子机制对相

关疾病的预防、治疗和后期康复具有重要意义。锌

指蛋白(zinc finger protein，ZNF)是一类在基因转录调

控中具有重要作用的转录因子，该家族的多个成员

已被发现参与 IDD进展。为此，本研究通过分析公

共数据库中 IDD相关基因数据，选取其中与疾病进

展相关的ZNF667作为目标基因，并通过 IDD患者的

临床组织样本验证其表达，IDD细胞模型观察其对髓

核细胞炎症和凋亡的影响，从分子水平揭示ZNF667

在 IDD髓核细胞炎症损伤中的作用机制，以期为临

床治疗 IDD提供参考。

1 材料与方法 

1.1　材料　

1.1.1临床组织样本

收集 2021 年 7 月至 2022 年 6 月益阳市中心医院

脊柱外科收治的 3例 IDD患者(IDD组)和 3例外伤导

致椎体骨折患者(Control组)的髓核组织，其中 IDD组

患者均经磁共振和病理检查确诊，并排除类风湿性

关节炎和强直性脊柱炎，Control组为单纯椎体骨折

患者。

1.1.2主要试剂与仪器

人原代髓核细胞购自武汉普诺赛生命科技有限

公司；杜氏改良 Eagle 培养基 (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium， DMEM)、胎牛血清 (fetal bovine 

serum，FBS)、0.25% 胰蛋白酶均购自美国 Gibco 公

司 ； 兔 抗 ZNF667、 髓 分 化 因 子 88(myeloid 

differentiation factor 88， MyD88)、 磷 酸 化 P65

(phosphorylation-P65，p-P65)、P65、甘油醛-3-磷酸

脱 氢 酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH)抗体均购自美国Abcam公司；实时聚合酶链

反应相关试剂，白细胞介素-6(interleukin-6，IL-6)、

肿瘤坏死因子 α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)及环

氧合酶-2(cyclooxygenase-2，COX-2)的免疫酶联免疫

吸 附 分 析 (enzyme-linked immuno sorbent assay，

ELISA)检测试剂盒均购自武汉默沙克生物科技有限

公司；TRIzol试剂盒、苏木精-伊红(hematoxylin and 

eosin，HE)染色试剂盒、二喹啉甲酸 (bicinchoninic 

acid，BCA)蛋白质浓度测定试剂盒、放射免疫沉淀

法(radio immunoprecipitation assay，RIPA)裂解液均购

自上海碧云天生物技术股份有限公司；莫洛尼鼠白

血病病毒(Moloney murine leukemia virus，M-MLV)逆

转录酶试剂盒和Lipofactamine 2000细胞转染试剂盒

均购自美国赛默飞世尔科技公司；异硫氰酸荧光素

(fluoresceine isothiocyanate， FITC) - 膜 联 蛋 白 V

(Annexin V)试剂盒购均购自美国 Becton Dickinson

公司。

1.2　方法　

本研究已获益阳市中心医院伦理委员会批准(审

批号：2020-015)和研究对象的知情同意。

1.2.1　筛选差异表达基因　

选取基因表达综合 (gene expression omnibus，

GEO)数据库中 2 个 IDD 相关基因数据集 GSE124272

( 包括 8 例 IDD 患者和 8 例健康对照者的样本)、

GSE150408(包括17例未经过治疗的 IDD患者和17例

健康对照者的样本)，利用 R 语言包及 limma 工具包

对2个数据集进行分析，经过交叉筛选得到差异表达

基因(differential expression gene，DEG)[log2|差异倍数
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(fold change，FC)|>0.60，P<0.05]。分析DEG中与基

因调控转录密切相关的ZNF家族成员，确定目标基

因。通过 IDD相关数据集(GSE124272、GSE150408、

GSE56081、GSE147383、GSE23130)，分析目标基

因的表达情况。

1.2.2　HE染色　

将 IDD组和Control组髓核组织置于多聚甲醛溶

液中进行固定后，进一步行脱水、石蜡包埋、切片

等处理；先用苏木精染色，再用伊红进行复染；用

中性树胶封盖切片，在光学显微镜下观察髓核组织。

1.2.3　免疫组织化学技术　

将石蜡切片脱蜡、水化，使用抗原修复液进行

冷修复；向切片滴加过氧化物酶阻断剂，以阻断内

源性过氧化物酶的活性；用磷酸盐缓冲溶液

(phosphate buffer saline， PBS) 洗 涤 后 ， 滴 加 抗

ZNF667抗体，于 4 ℃孵育过夜；用PBS洗涤后，滴

加反应增强液，于室温温育10 min；滴加二抗(1꞉200)

后于室温温育 30 min。用 PBS 洗涤后滴加 2 滴显色

剂，将显色剂冲洗干净以终止显色后，用苏木精复

染，PBS返蓝，乙醇脱水，二甲苯透明化，干性树脂

封固；在镜下观察ZNF667的表达情况，阳性染色为

黄棕色。

1.2.4 基因功能富集分析

采 用 Pearson 相 关 性 分 析 对 GSE56081 和

GSE147383 数据集中与 ZNF667 相关的基因进行筛

选，并通过基因集富集分析 (gene set enrichment 

analysis，GSEA)对筛选出的基因进行功能富集分析。

1.2.5　细胞培养及处理

将人原代髓核细胞接种到培养皿并置于细胞培

养箱(5% CO2、37 ℃)中培养，每 2~3 d更换 1次培养

基，每天观察细胞生长及贴壁情况，细胞生长至

80%~90% 融合时进行传代。实验用细胞为第 3 代细

胞。使用10 ng/mL白细胞介素-1β(interleukin-1β，IL-1β)

处理细胞 (IL-1β组)构建 IDD 细胞模型，另设对照

(Control)组，细胞不作任何处理。

1.2.6　细胞转染　

通过转染 ZNF667 过表达质粒至髓核细胞实现 

ZNF667 的过表达(IL-1β+oe-ZNF667)组。根据 Gene

数据库中的ZNF667基因碱基序列信息，设计相应引

物(表1)，并委托生工生物工程(上海)股份有限公司合

成。经过逆转录、目的基因扩增、双酶切、连接，

将 ZNF667 基因片段嵌入空载体 pcDNA3.1 质粒。使

用空载体 pcDNA3.1质粒作为对照(IL-1β+oe-NC组)，

按照Lipofactamine 2000细胞转染试剂盒说明书步骤

进行细胞转染。

1.2.7　流式细胞术检测细胞凋亡　

采用 Annexin V 标记和流式细胞仪检测细胞凋

亡。收集 3×105个细胞，用 PBS冲洗，并按照 FITC-

Annexin V试剂盒说明书的步骤进行染色标记。用流

式细胞仪对标记后的细胞进行分析。

1.2.8　ELISA检测细胞炎症因子表达　

取细胞培养液 500 μL，以 6 000 r/min 冷冻离心

5~10 min 后，取上清液。使用 ELISA 试剂盒检测上

清液中COX-2、IL-6、TNF-α的含量。按照试剂盒说

明书，用包被缓冲液稀释酶标抗体，酶标抗体与待

测样本在室温下温育1 h后，加入亲和素过氧化物酶

复合物在温室下温育 1 h，再加入终止液。测定    

450 nm处的吸光度值，绘制标准曲线，根据标准曲

线查出待测样品中相关细胞炎症因子的含量。

1.2.9　实时聚合酶链反应

采用TRIzol法提取组织总RNA，微量核酸测定

仪检测总 RNA 的纯度、浓度。按照 M-MLV 逆转录

酶试剂盒说明书将总 RNA 逆转录为 cDNA，参照实

时聚合酶链反应扩增试剂盒说明书配制反应体系，

进行扩增反应。GAPDH为内对照，使用2−ΔΔCt法计算

ZNF667 mRNA的表达水平。

1.2.10　蛋白质印迹法检测ZNF667、MyD88、p-P65的
表达

应用 RIPA 裂解液裂解细胞，提取细胞蛋白质，

测定蛋白质浓度。取30 μg样品上样，进行十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，初始以 80 V恒压电泳

表1   引物序列

Table 1   Primer sequence

基因

GAPDH

ZNF667

引物序列(5'-3')      

正向: ACAGCCTCAAGATCATCAGC

反向: GGTCATGAGTCCTTCCACGAT

正向: AATCAATGCAACAAATCTGGGC

反向: CACTCTTTCGTGTAGGAGCTTTT

    GAPDH：甘油醛 -3-磷酸脱氢酶；ZNF667：锌指蛋白

667。
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40 min，后提升电压至 120 V，电泳 80 min；将蛋白

质条带从凝胶转移至硝酸纤维素膜，随后将膜放入

封闭液中，室温下摇晃 1 h；分别加入抗 ZNF667 抗

体(稀释比1꞉10 000)、抗MyD88抗体(稀释比1꞉10 000)、

抗 p-P65 抗体(稀释比 1꞉1 000)、抗 P65 抗体(稀释比    

1꞉1 000)[内对照为 GAPDH(抗体稀释比为 1꞉2 500)]，

在4 ℃下孵育过夜；洗膜后加入二抗(稀释比1꞉5 000)，

在室温下摇晃温育 1 h，清洗后滴加发光液显影，使

用 ImageJ软件检测蛋白质条带的灰度，分析蛋白质

的相对表达量。

1.3　统计学处理　

使用GraphPad Prism 7软件进行数据分析，数据

以均数±标准差表示，采用 t检验进行 2组间的比较，

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结   果 

2.1　IDD中的DEG　

GSE124272 中存在 1 019 个上调基因，779 个下

调基因；GSE150408中存在 145个上调基因，105个

下调基因(均 log2|FC|>0.80，P<0.05；图1A、1B)；经

过交叉分析获得36个共同上调的DEG，19个共同下

调的DEG(图1C、1D)。

2.2　ZNF667在 IDD患者髓核组织中低表达　

上述DEG中包括多个与基因转录调控密切相关

的 ZNF 家族成员，如 ZNF157、ZNF439 和 ZNF667，

其中ZNF667在 IDD中的作用还鲜有报道。对 IDD相

关数据集进行分析的结果显示：在 GSE124272、

GSE150408、GSE56081和GSE147383中，相较于人

正常髓核组织，ZNF667在退变髓核组织中低表达(均

P<0.001，图 2)；在 GSE23130 中，随着椎间盘病变

的加重，ZNF667的表达上调(P<0.001，图2)。HE染

色结果显示：Control组椎间盘组织形态完整，髓核

与纤维环间界限清晰，存在丰富的细胞外基质和大

量髓核细胞，而 IDD组髓核组织细胞外基质和髓核

细胞明显减少，纤维软骨细胞排列紊乱(图3A)。IHC

结果显示：IDD组髓核组织ZNF667的表达(黄棕色)

明显低于Control组(图3B)。

图1   IDD中DEG的筛选

Figure 1   Screening for DEG in IDD

A−B: Volcano plots of DEG analyzed in the GSE124272 dataset (A) and GSE150408 dataset (B); C−D: Cross-screening microarrays 

for genes jointly up-regulated (C) and down-regulated (D) in GSE124272 and GSE150408. DEG: Differential expression genes; 

IDD: Intervertebral disc degeneration; FC: Fold change; NS: Not significance.

1615



中南大学学报  ( 医学版 ), 2024, 49(10)   http://xbyxb.csu.edu.cn

©Journal of Central South University (Medical Science). All rights reserved. 

图2   ZNF667在 IDD相关数据集中的表达

Figure 2   ZNF667 expression in IDD-related datasets

***P<0.001. ZNF667: Zinc finger protein 667; IDD: Intervertebral disc degeneration.

图3   Control组和 IDD组髓核组织的病理改变和ZNF667在髓核组织中的表达情况

Figure 3   Pathological changes and expression of ZNF667 in the nucleus pulposus tissues of the Control and IDD groups

A: HE staining to observe the histopathological changes; B: IHC to observe the expression of ZNF667. IDD: Intervertebral disc 

degeneration; ZNF667: Zinc finger protein 667; HE: Hematoxylin and eosin; IHC: Immunohistochemistry technique.
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2.3　ZNF667的GSEA结果

Pearson相关性分析结果显示：在GSE56081中，

有640个基因与ZNF667的表达呈显著正相关，660个

基因与ZNF667的表达呈显著负相关；在GSE147383

中，有1 465个基因与ZNF667的表达呈显著正相关，

960个基因与ZNF667的表达呈显著负相关。GSEA结

果显示：GSE56081中的相关基因在血管新生、上皮-

间充质转化(epithelial-mesenchymal transition，EMT)

转化、核因子 κB(nuclear factor-κB，NF-κB)介导的

TNF-α信号通路等方面显著富集(图 4)；GSE147383

中的相关基因在氧化磷酸化、过氧化物酶体、类固

醇生物合成等通路中显著富集(图5)。

2.4　IDD 细胞模型中 ZNF667低表达且 NF-κB 通路  

过度活化

流式细胞术和ELISA检测结果显示：与Control

组相比， IL-1β 组髓核细胞的凋亡率显著增加 (t=

56.210，P<0.01；图6A)，炎症因子COX-2(t=30.510，

P<0.01)、 IL-6(t=9.658，P<0.01)、TNF-α(t=22.290，  

P<0.01)的表达水平均显著上调(图 6B)。这表明 IDD

细胞模型构建成功。实时聚合酶链反应和蛋白质印

迹法结果显示：与 Control 组比较，IL-1β组 ZNF667

的mRNA表达水平(t=9.177，P<0.01)和蛋白质表达水

平(t=7.482，P<0.01)均显著下调(图 6C、6D)。同时，

蛋白质印迹法结果显示：IL-1β组NF-κB信号通路相

关 因 子 中 MyD88(t=7.168， P<0.01)、 p-P65/P65(t=

9.226，P<0.05)表达水平均较 Control 组显著上调(图

6E)。这提示 IL-1β诱导的 IDD细胞模型中ZNF667的

表达显著下降，而NF-κB通路则被过度激活。

2.5　ZNF667 过表达抑制 IDD 模型细胞的凋亡、炎症

反应及NF-κB信号通路　

实时聚合酶链反应和蛋白质印迹法结果显示：

与 IL-1β+oe-NC组相比，IL-1β+oe-ZNF667组ZNF667

的 mRNA(t=45.910，P<0.01)和蛋白质(t=13.040，P<

0.01)表达水平均显著上调(图 7A、7B)。流式细胞术

和ELISA结果显示：与 IL-1β+oe-NC组相比，IL-1β+ 

oe-ZNF667 组细胞凋亡率显著下降 (t=7.755， P<

0.01)，炎症因子 COX-2(t=18.050，P<0.01)、IL-6(t=

15.590，P<0.01)、TNF-α(t=26.440，P<0.01)的表达水

平均显著下调(图7C、7D)。蛋白质印迹法结果显示：

与 IL-1β+oe-NC 组相比，IL-1β+oe-ZNF667 组 NF-κB

信号通路相关因子中 MyD88(t=4.555， P<0.01)、      

p-P65/P65(t=8.593，P<0.01)表达水平均显著下调(图

7E)。这提示，ZNF667 可通过抑制 NF-κB 通路，降

低炎症因子水平，从而延缓 IDD进展。

图5   GSE147383数据集中ZNF667功能富集分析

Figure 5 Functional enrichment analysis of ZNF667 in 

GSE147383 dataset

ZNF667: Zinc finger protein 667; KEGG: Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes.

图4   GSE56081数据集中ZNF667功能富集分析

Figure 4   Functional enrichment analysis of ZNF667 in 

GSE56081 dataset

ZNF667: Zinc finger protein 667; TNF- α: Tumor necrosis 

factor-α; NF-κB: Nuclear factor-κB.
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图6   在 IL-1β诱导的 IDD细胞模型中，细胞凋亡率增加，炎症因子表达上调，ZNF667表达下调，NF-κB信号通路被激活

Figure 6   In the IDD cell model induced by IL-1β, the apoptosis rate increases, the expression of inflammatory factors is 

upregulated, the expression of ZNF667 is downregulated, and the NF-κB signaling pathway is activated

A: Apoptosis levels detected by flow cytometry; B: Levels of inflammatory factors COX-2, IL-6, and TNF-α detected by ELISA; C 

and D: mRNA expression (C) and protein expression (D) of ZNF667 detected by real-time PCR and Western blotting, respectively; 

E: Protein expression of MyD88, P65, and p-P65 detected by Western blotting. Data are expressed as mean±standard deviation, n=3. 

*P<0.05, **P<0.01 vs the Control group. IL-1β: Interleukin-1β; IDD: Intervertebral disc degeneration; ZNF667: Zinc finger protein 

667; NF-κB: Nuclear factor-κB; PE: Phycoerythrin; FITC: Fluorescein isothiocyanate; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase; ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay; COX-2: Cyclooxygenase-2; IL-6: Interleukin-6; TNF- α: Tumor 

necrosis factor-α; MyD88: Myeloid differentiation factor 88; p-P65: Phosphorylation-P65.
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图7   ZNF667过表达对 IL-1β诱导的 IDD细胞模型炎性损伤和NF-κB信号通路的影响

Figure 7   Effects of ZNF667 overexpression on IL-1β induced inflammatory injury and NF-κB signaling pathway in IDD cell 

model

A and B: mRNA expression (A) and protein expression (B) of ZNF667 detected by real-time PCR and Western blotting, 

respectively; C: Apoptosis levels detected by flow cytometry; D: Levels of inflammatory factors COX-2, IL-6, and TNF-α detected 

by ELISA; E: Protein expression of MyD88, P65, and p-P65 detected by Western blotting. Data are expressed as mean±standard 

deviation, n=3. *P<0.05, **P<0.01 vs the IL-1β +oe-NC group. ZNF667: Zinc finger protein 667; IL-1β: Interleukin-1β; IDD: 

Intervertebral disc degeneration; NF- κB: Nuclear factor- κB; PE: Phycoerythrin; FITC: Fluorescein isothiocyanate; GAPDH: 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay; COX-2: Cyclooxygenase-2; IL-6: 

Interleukin-6; TNF-α: Tumor necrosis factor-α; MyD88: Myeloid differentiation factor 88; p-P65: Phosphorylation-P65.
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3 讨   论 

IDD是临床常见的退行性疾病，易引起腰痛、椎

间盘突出等疾病，是导致患者劳动力和生活能力丧

失，严重影响患者生活质量的重要公共健康问题。

然而，当前对于早期或存在手术禁忌证的 IDD相关

脊柱疾病患者缺乏疗效确切的非手术治疗方法，即

便可接受手术治疗，患者亦存在较大的并发症风

险[1]。因此，揭示 IDD发病的分子机制并在此基础上

开发针对 IDD相关脊柱疾病的非手术治疗方法迫在

眉睫。

ZNF因具有结合Zn2+的结构域，并可经由α螺旋

和 β折叠形成手指样结构而得名[4]。ZNF家族的多个

成员已被发现参与 IDD进展，如ZNF598在 IDD中表

达上调，并可通过调控核因子红细胞 2 相关因子 2

(nuclear factor erythroid-derived 2-related factor 2，

Nrf2)泛素化降解，促进软骨终板损伤和 IDD进展[5]。

髓核中表达上调的ZNF A20则可通过诱导细胞自噬

改善炎症和 IDD进展[6]。在干细胞生物工程的研究[7]

中，携带AntagomiR-4450的胎盘间充质干细胞衍生

外泌体可通过靶向髓核细胞中的ZNF121缓解髓核细

胞的炎症和凋亡，改善动物模型的 IDD症状。而在

本研究发现的多个差异表达的ZNF中，ZNF667的异

常表达情况最为普遍。ZNF667 由位于人染色体

19q13.43上的基因翻译而来，在人体的大多数组织中

广泛表达，主要定位于细胞核，可能参与基因转录

调控和 RNA 聚合酶 II 翻译过程[8]。在 IDD 患者的临

床组织样本和 IL-1β诱导的髓核细胞炎症损伤模型

中，ZNF667的低表达，这可能是 IDD的特征。

本研究通过GSEA发现ZNF667可能参与血管新

生、EMT 及 NF-κB 介导的 TNF-α信号通路。NF-κB

信号通路是 IDD过程中的一个关键信号通路，已被

证明与 IDD的进展密切相关[9]。Fang等[10]在脂多糖诱

导的 IDD模型大鼠中观察到高迁移率族蛋白 B1(high 

mobility group box-1 protein，HMGB1)作为促炎性细

胞因子，可通过激活NF-κB信号通路促进 IDD患者

髓核细胞中炎症细胞因子的释放；Zhao等[11]研究发

现抑制 HMGB1/Myd88/NF-κB 通路可以降低 TNF-α、

IL-1β、IL-6等多种炎症因子的表达，改善髓核细胞

损伤；Gong等[12]发现麦芽糖醇通过抑制磷酸肌醇 3-

激酶 (phosphoinositide 3-kinase， PI3K)/蛋白激酶 B

(protein kinase B，PKT)/NF-κB 通路和调节核苷酸结

合结构域富含亮氨酸重复序列和含热蛋白结构域受

体 3(nucleotide-binding domain leucine-rich repeat and 

pyrin domain-containing receptor 3，NLRP3)炎症小体

介导的焦亡来改善 IDD；研究[13]发现槲皮素通过调节

衰老相关分泌表型因子，进而抑制Nrf2/NF-κB信号

通路以改善 IDD。在本研究中，IL-1β刺激的髓核细

胞的凋亡水平和炎症因子水平显著上调，且 IL-1β会

激活NF-κB通路，同时该过程伴随着ZNF667的显著

下调。而 ZNF667 过表达则可显著逆转 IL-1β诱导的

NF-κB通路激活、髓核细胞凋亡和炎症因子分泌，与

前期研究[14]在脂多糖诱导巨噬细胞炎症模型中发现

ZNF667过表达可显著降低TNF-α和 IL-6等炎症因子

的表达相一致。

在本研究结果中，ZNF667过表达可通过抑制炎

症因子介导的 NF-κB 信号通路的激活来发挥作用，

然而目前关于ZNF667是否通过其他机制抑制NF-κB

信号通路的激活还未有文献报道。NF-κB抑制剂发挥

抑制作用主要是通过2种方式，一种是阻断其下游基

因或上游刺激物，正如本实验中证明ZNF667可以抑

制 NF-κB 的炎症诱导因子 IL-1β，还有一种是阻断

NF-κB抑制因子α(inhibitor of NF-κB-α，IκBα)的降解

或者直接作用于 IκB 激酶 α(IκB kinase α， IKKα)和

IκB 激酶 β(IκB kinase β， IKKβ)来维持 IκBα的稳定

性，如阿司匹林和水杨酸钠通过阻断 IκBα的降解来

抑制 NF-κB[15-16]，但 ZNF667 过表达是否可以通过维

持 IκBα的稳定性来抑制NF-κB通路的激活，还需要

后续实验证实。

综上，本研究结果显示ZNF667在 IDD进展中低

表达，该因子过表达可抑制NF-κB信号通路，从而

改善髓核细胞炎症损伤。因此，ZNF667对 IDD有一

定的保护作用，有望成为治疗 IDD新靶标。
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