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成人正常和突出椎间盘髓核细胞的形态及生长动力学比较 

张荣峰 ，张 超 ，阮狄克 

(第二军医大学海军临床医学院骨科 ，北 京 100037) 

· 论 著 · 

[摘要] 目的 ：比较成人正常和突出椎间盘髓核细胞体外培养的形态及生长动力学差异。方 法 ：从成人正常和突出髓核组 

织分 离培养髓核细胞 ，分别取传 1、3、5代 细胞作 为研 究对 象，光镜 和 电镜 下观察 细胞形 态，并对细胞 生长速 率、MTT摄 取、最 

大生长 密度 、分裂指数、克隆形成率等生长动力 学指标进行 比较研 究。 结 果 ：体 外培养 的突 出髓核细胞 与正常髓 核细胞相 比， 

形态学上 可见 突出髓核细胞排 列较紊 乱，极性消失 ，胞质 内粗 面 内质 网轻度扩 张。在 接种相 同的细胞 密度 和相 同的培养 条件 

下，成人正常和突 出髓核细胞的生长速率差异 在传 1代 时 为 T一52．5(P>0．05)，传 3、5代 分 别为 T一72．0(P<0．01)、T一 

67．5(P<0．05)；二者的最大生长 密度、MTT摄 取 、分 裂指 数 、克 隆 形成 率在 传 1代 时分别 为 7．28±0．23和 7．41--4-_0．17、 

0．186±0．015和 0．173±0．008、(25．36±2．14)‰ 和(23．13±2．55)‰ 、(52．4±2．8) 和 (47．7±2．6) ，差 异均 无 显著性 

(P>0．05)，传 3代 时分别 为 6．96±0．19和 5．48±0．22、0．154±0．O18和 0．1lO±0．009、(22．52±2．16) o和 (16．68± 

2．35)‰ 、(48．7±3．3) 和(40．7±2．5) ，传 5代 时分 别 为 2．42±0．13和 0．98±0．14、0．085±0．006和 0．050--4-_0．007、 

(15．61±1．96)‰ 和(9．34±2．12)‰ 、(40．2--4-_2．3) 和(28．34±2．9) ，传 3、5代 时差异 均有统计 学意义(P<0．05)。 结 论 ： 

成人正常和突 出椎 间盘 的髓核细胞在体外培养状态下 ，突 出组细胞在细 胞形 态学上与 正常对 照组存在 一定差 异，在 生长 动力 

学方面 ，突出组细胞 的持 续增殖 能力明显低 于正常髓核细胞组，更容 易出现老 化现象。 
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C 帕pari鲫 l of morphology and growth kinetics of adult normal and herniated nucleus pulposus cells cultured in vitro 

ZHANG Rong-feng，ZHANG Chao，RUAN Di—ke (Department of Orthopaedics，Navy College of Clinical Medicine．Second 

Military Medical University，Beijing 100037，China) 

[ABSTRACT] Objective：To investigate the morphology and growth kinetics of the cells derived from the adult normal and her— 

niated nucleus pulposus tissues．Methods：The cells derived from the adult normal and herniated nucleus pulposus were cultured 

in vitro．Passage 1，3，5 cells were chosen for light microscope and electron microscope observation．The cell growth rate，MTT 

value，maximal growth density，cellular mitotic index，cloning efficiency，and other parameters were observed in normal and her— 

niated nucleus pulposus and the results were compared．Results：Compared with adult normal nucleus pulposus cells，the cells i— 

solated from herniated nucleus pulposus were irregularly arranged and lost polarization，with rough endoplasmic reticulum 

slightly dilated．Under the same cellular density and culture conditions，the growth rate of passage 1 cells from adult normal and 

herinated nucleus pulposus had no significant difference，but the differences of passage 3 cells(P< 0
． 0 1)and passage 5 cells 

(P< O．05)were statistically significant．The maximal growth density，MTT value，cellular mitotic index，and cloning efficien— 

cy of passage 1 cells of adult normal and herinated nucleus pulposus were respectively 7．28-4-0．23 and 7．41± 0．17，0．186± 

0．015 and 0．173±0．008，(25．36± 2．14)‰ and(23．13±2．55)‰ ，and(52．4±2．8)％ and(47．7±2．6)％(all P>0．05)： 

those of passage 3 cells were respectively 6．96士0．19 and 5．48-1-0．22，0．154±0．018 and 0．11O±0
． 009，(22．52±2．16)‰ and 

(16．685=2．35)‰，and(48．7±3．3)％ and(40．7±2．5) ；and of passage 5 cells were respectively 2．42±0．13 and 0．98± 

0．14，0．085±0．006 and 0．050±0．007，(15．61±1．96)‰ and(9．34±2．12)‰ ，and(40．2±2．3) and(28．34±2．9)％． 

There were significant differences between the parameters of passage 3 and 5 cells(P<0
． 05)．Conclusion：The adult normal and 

herinated nucleus pulposus cells are different in cellular morphology when cultured in vitro
． The continuous proliferation ability 

of the herniated nucleus pulposus cells is obviously decreased than that of the adult normal control group，and aging is more easi— 

ly seen in the herniated ones． 

[-KEY WORDS] intervertebral；nucleus pulposus；cells，cultured 
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椎间盘是一个 独特复杂的连接性组织 ，在脊柱 

的负重及运动功能中扮演着重要 的角色。椎 间盘突 

出症在成人中的发生率很高 ，椎 间盘突 出的主要机 
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晌i I】．1 Ill上 li!。j．fJ一 ．1】!! ．传 j 代 l1l}j，别 为 

I
． I i．⋯ if,}丌-J 【 ()二_l1．-⋯ ．P 【、． JII，晨蚌具 

仃统 I}学 意 l芷．I兑明传1t次数 蔷,tin ．突⋯髓 细胞 

的增道 『￡降 低删 

2．t 细袍苛裂 指数 i 常 秆l突⋯髓 板 胞 的到胞 

‘}裂指 数 f0 代 时 分 别 是 (2 ．似士 !．II J。 和 

c! I ±!． l J ， ．．阿 扦差 昂l尢 蒋1 ：(P_=l1．i】 8) 

f々 ：{f lf1』竹圳 为 (21． 2 lll!． J ．币̈ f】6．r；蠢上 

：．：j) ：f0 代叫 为(I ．tl】 I．0 r；” 和( 『_̈ ± 

：．1 1 ．缆 汁 学 差 异 著 (， 讣 Ⅱ幻 - ：’ 、 

1I 】) 
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图 4 正 常髓核细胞 (A)和 突出髓核细胞 lB)的生长 曲线 

Fig 4 Growth curve of normal nucleus pulposus cells(A)and herniated nucleus pulposus cells(B) 

n一 18。 ± s 

2．7 细胞克隆形成率 细胞培养 10 d后 ，正 常和 

突出椎 间盘髓 核 细胞 的细 胞 克隆 形成 率 分 别 为 

(52．4±2．8) 和 (47．7±2．6)％，两者对 比无统计 

学差异(P一0．059)。随着传代增多，克隆形成能力 

都逐渐降低，但突出髓核细胞降低更为显著，传 3代 

时分别为(48．7±3．3)％和(40．7±2．5)％，P一 

0．024；传 5代时分别为(40．2±2．3) 和(28．34± 

2．9) ，P一0．016，二者传3代和传5代时的克隆形 

成率对比差异具统计学意义。 

3 讨 论 

椎间盘位于两个椎体之间，由髓核、纤维环、软 

骨终板三部分组成。髓核和纤维环内的细胞数量均 

很少，细胞外基质丰富『3]。在胚胎期和小儿期的髓 

核组织内有脊索细胞和软骨样细胞组成。脊索细胞 

出生后逐渐减少 ，正常人 10岁 以后消失 ，完全被软 

骨样细胞取代 ]，所以本 实验从成人髓核 内分离出 

的细胞大小均一 ，都为软骨样细胞。本实验还发现 

从组织分离后，正常和突出椎间盘的髓核原代细胞 

的贴壁时间均明显延长 ，需 6～7 d，而传代后的细胞 

贴壁时间仅需 4 h，原因可能为原代细胞从组织消化 

分离过程中受胰酶和胶原 酶作用时间长 ，细胞活性 

受到抑制，以及细胞 由体内无氧环境生长和三维存 

在方式，转移到体外有氧环境和单层生长方式的适 

应过程所至。 

正常髓核组织呈凝胶样 ，具亲水性 ，含水量 可达 

80 ，其细胞外基质成分主要是蛋白聚糖和 Ⅱ型胶 

原蛋白，与软骨细胞 的表型表达特征相似 ]。蛋 白 

聚糖的主要形式是聚集蛋白聚糖(aggrecan)，并含 

有硫酸软骨素和角质软骨素。Aggrecan在吸收水 

分方面发挥重要作用。正是髓核的这种特殊结构， 

使其具有独特 的黏弹特性 ，从而在承受和吸收脊柱 

的压力方面发挥重要作用『6]。 

椎间盘组织承受人体躯干和上肢的重量，在 日 

常生活和劳动中所承受到压力、剪切力 、旋转力较其 

他组织要大得多 ，因椎间盘系无血管组织，营养的供 

给主要通过组织 间的弥散和渗透口]，随着年龄的增 

长极易发生退变。退变的机制主要有 ：力学 因素，营 

养供应减少 ，存活的细胞减少 ，活性 降低 ，脊索细胞 

丢失 ，细胞衰老 、凋亡，基质金属蛋 白酶(MMPs)的 

产生，这导致细胞外基质 的成分和结构发生生化 改 

变[8]。主要的变化是髓核细胞表达的软骨特异性基 

因产物蛋白聚糖和 Ⅱ型胶原的减少 ]。椎间盘退变 

后蛋白聚糖和水分含量减少，Ⅱ型胶原减少 ，I型和 

Ⅲ型胶原增多，逐渐呈纤维样 变化 ，丧失 黏弹特性 ， 

这种变化与退变程度正相关Et0]。在椎 间盘突 出的 

部分患者，则整个椎间盘被 I型胶原及部分Ⅲ型胶 

原取代 ，椎间盘表现为明显 的纤维化 。本实验也证 

实退变突出的髓核组织呈纤维样 变。由于细胞外基 

质是由细胞产生和维持 ，所 以这种成分和结构的改 

变必然由细胞本身的信号转导、蛋白和表型表达发 

生变化所致 ，引起 这种变化 的机制 尚不完全清楚 ， 

Peng等 u通过对人正常和突出椎间盘进行组织病 

理学研究后发现，突出椎 间盘 内血管 肉芽组织通过 

破裂的纤维环长入髓核组织；Jimbo等El2]研究证实 

IL～1可 以作用于退变椎间盘细胞产生炎性介质，加 

速退变进程；尼古丁成分n 和基质酶活性改变，可 

以显著地抑制髓核细胞的增殖和细胞外基质的合 
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成，此外 ，还与 NO、TNFa等因子抑制 Sox9基 因的 

表达有关 H]。椎间盘退变后细胞数量减少，并与年 

龄和退变程度呈正相关 。细胞数量减少的原因主 

要是细胞的衰老、死亡，其 中凋亡是细胞死亡的一种 

重要形式u引。 

本实验中突出的髓核组织分离 出的细胞数量明 

显少于正常对照组 ，并且通过形态学和生长动力学 

观察比较，发现退 变突出组细胞和正 常髓核 细胞在 

体外培养条件下，原代和传 1代的细胞无明显差异， 

但随传代次数的增多 ，突出组髓核细胞的各组生长 

动力学统计数据显著低于正常髓核细胞 ，并且 于传 

5代时生长停滞 ，多数细胞老化，说明在体外培养条 

件下 ，突出椎间盘 的髓核细胞持续增殖能力低，更容 

易衰老、凋亡。 

如何增加髓 核细胞 的增殖 能力 ，促进表 型的表 

达和维持 ，国内外 已进行了较多 的研究 。其 中基因 

转染是 目前研究的主要方 向，转入 的基因主要有细 

胞因子 BMP一2、TGF-~I、IGF_1等的基 因，Sox9基 

因，LMP-1基因，抑制分解代谢基因 TIMP一1，以及 

通过转染 SV40、端粒酶相关基因来达到细胞 的永生 

化[4]。这些方法通过实验证实可 以不同程度 的增强 

髓核细胞的活性 ，促进细胞正常表型的表达和维持， 

这为将来临床开展基因治疗椎间盘退变等脊柱疾病 

提供了可能。但要真正过渡到临床还有很多困难和 

问题需要解决。 
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