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　　现代科学对椎间盘退变疾病虽然做了大量的研究 ,但关

于体外培养的椎间盘细胞的研究及认识却相对较少。由于细

胞与组织培养技术具有较好的重复性、费用低、结果分析较简

单 ,无伦理问题等特点 [1 ] ,使其在椎间盘退变研究中引起重视

并不断得到应用。

1 　椎间盘细胞来源及培养意义

体外培养的椎间盘细胞按取材部位可分为四种来源细

胞 : ①外层纤维环细胞 (OAF) [2 ] ,主要由成纤维样细胞组成。

②内层纤维环细胞 ( IAF) [2 ]或移行区细胞 ( TZ) [3 ] ,主要包括

类软骨样细胞。③髓核细胞 (NP) [2 ] ,幼年为脊索细胞 ,成年

多为类软骨细胞。④软骨终板细胞 [4 ] ,由软骨细胞组成 ,表达

具有软骨表型特征的 Ⅱ型胶原。椎间盘细胞的培养方法由开

始的单层培养到立体培养不断发展 ,目的在于研究椎间盘细

胞生物学特性[5 ] ,找到一种理想的能模拟体内椎间盘退变的

实验模型 ,随着组织工程三维载体结构支架的出现 ,开始将椎

间盘细胞的体外培养用于椎间盘修复的研究。如 Alini 等 [6 ]

在Ⅰ型胶原支架上种植髓核和纤维环细胞 ,这些细胞在支架

中有相似的合成细胞外大分子蛋白多糖和 Ⅰ型、Ⅱ型胶原能

力。探讨椎间盘细胞体外培养用于椎间盘修复的研究 ,寻求

退变椎间盘理想的生物修复途径。其中支架对细胞外基质成

分的保留还有待进一步研究。

2 　培养条件的作用

健康的椎间盘基质主要有胶原和蛋白多糖组成 ,大分子

的蛋白聚糖分子通过聚糖蛋白单体分子与连接蛋白和硫酸软

骨素相互作用聚集形成 ,并与胶原纤维相互作用组成有序的

基质结构 ,对抗张力和压力。椎间盘最多的糖胺多糖为硫酸

软骨素和硫酸角质素 ,前者在正常椎间盘占多数 ,而后者在退

变椎间盘中占优。不同椎间盘细胞方法对细胞外基质的产生

能力和维持细胞表型有所不同 ,细胞的形态与细胞外基质形

成及增殖密切相关。

211 　单层培养 　单层培养椎间盘细胞技术被广泛采用 ,但在

这种培养条件对细胞形态和合成细胞外基质影响较大。Gru2
ber 等[7 ]研究发现单层培养基中纤维环细胞形态为扁平、梭

形 ,免疫组化显示形成少量的 Ⅰ、Ⅱ型胶原 ;在血小板衍化生

长因子 ( PD GF)作用下单层培养细胞有丝分裂能力较强。另

一实验发现纤维环细胞和移行区细胞在单层培养基基因表达

水平有变化 ,基因表达的特征型没有出现 [8 ] 。Sato 等[2 ]实验

研究表明单层培养条件下内层纤维环细胞基质中糖胺聚糖含

量高于外层纤维环细胞。

212 　三维培养 　椎间盘细胞采用组织工程基质材料培养能

很好的维持细胞表型 ,促进细胞外基质形成。目前用于椎间

盘细胞组织工程材料有琼脂糖凝胶、藻酸盐材料、藻酸盐珠、

透明质酸凝胶、生物活性玻璃等。在三维培养中细胞形态多

为圆形 ,形成结节性群落 ,可产生丰富的硫酸软骨素和硫酸角

质素。免疫组化显示大量 Ⅰ、Ⅱ型胶原形成 [7 ] 。藻酸盐培养

基特征型基因表达无变化 ,而髓核细胞对培养条件不敏感 ,纤

维环细胞和移行区细胞在单层培养后藻酸盐再包裹过程中经

历了基因型可逆变化 ,不同培养条件影响细胞基因型表现 ,同

时可扮演一个体外细胞生物物理和化学刺激角色 [8 ] 。三维培

养条件下内层纤维环细胞基质中糖胺聚糖含量于外层纤维环

细胞含量相等[2 ] 。Gan 等研究采用生物活性玻璃为底物培养

的髓核细胞 ,在此培养条件下细胞特征型得到维持 ,细胞基质

中富含 aggrecan、Ⅰ、Ⅱ型胶原 ,但未见 X型胶原 ,细胞同时表

达 CD44 ,一种连接透明质酸的糖蛋白 ,使透明质酸“锚”定在

细胞上[8 ] 。Stern 等[9 ] 比较了在藻酸盐与纤维和透明质酸

(HA)复合材料中培养的髓核细胞与蛋白多糖合成有关的

DNA 含量 ,3 周后纤维和 HA 复合物中与蛋白多糖合成有关

的 DNA 明显高于藻酸盐中 ,认为纤维和 HA 复合物可以作为

体外培养底物。Schneider 等[10 ]在多孔 Ⅰ型胶原 - 糖胺聚糖

复合物中体外培养纤维环细胞表现出有收缩性的能力 ,在 Ⅱ

型胶原 - 糖胺聚糖复合物中体外培养纤维环细胞基质中糖胺

聚糖明显高于单层培养条件。

3 　细胞因子对体外培养椎间盘细胞的影响

1991 年 Thompson 等[11 ]报道了利用细胞培养方法观察

一些细胞因子对椎间盘细胞增殖和对细胞外基质更新的影

响。细胞因子对椎间盘细胞的增殖、细胞外基质合成的影响

逐渐被重视。其中细胞外基质成分的变化是椎间盘力学特征

丧失的直接原因。

311 　白介素 ( IL21) 　Doita 等[12 ]在手术摘除的突出椎间盘中

发现有 IL21α和 IL21β免疫阳性细胞 ,证明其与椎间盘退变有

关。体外培养椎间盘细胞加入 IL21 可影响蛋白多糖的代谢 ,

建立基质退变模型。Rand 等 [13 ]发现体外培养的大鼠椎间盘
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细胞在脂多糖的刺激下 ,可大量合成分泌 IL26 和 IL21 等炎

性细胞因子。Shinmei 等[14 ]根据体内退变有关炎症因子 ,研

究 IL21α对体外椎间盘纤维环细胞的影响 ,实验发现按 IL21α

计量大小引起蛋白多糖的不同程度的减少 ,并增强了基质中

酶的活性 ,同时蛋白多糖合成轻度减少 ,DNA 合成没有变化。

提出 IL21α在椎间盘细胞蛋白多糖代谢中起了重要作用 ,尤

其是蛋白多糖的分解。Rannou 等[15 ]研究了纤维环细胞区别

于关节软骨细胞对 IL21β的反应 ,从年幼的兔中获取纤维环

细胞和软骨细胞 ,在原始培养基内生长 ,加用 IL21β孵育。发

现纤维环细胞比关节软骨细胞少 215 倍的 Ⅱ型胶原 mRNA ,

IL21β对此无影响。纤维环细胞合成分泌的蛋白多糖比关节

软骨细胞少 4 倍。IL21β减少纤维环细胞中的硫酸蛋白多糖

达 35 %( P < 0101) ,关节细胞有 41 %的上述标记物减少 ,并减

少了蛋白多糖的积聚。IL21β在两种细胞中都能诱导基质溶

解素21 mRNA (Stromelysimn)产生。Stromelysimn21 mRNA 在

纤维环细胞中含量是关节软骨细胞中的 1/ 2。IL21β在两种

体外培养细胞中促进了前列腺素2E2 和 Ⅱ型磷脂酶 A2 的产

生。因此 ,纤维环细胞能被 IL21β激动 ,产生在局部降解和炎

症反应过程有关的炎症因子。这种产物和蛋白多糖积聚下降

相关。而在体外 ,纤维环细胞比关节软骨细胞对 IL21β的反

应略弱。Takegami 等[16 ] 在髓核细胞和纤维环细胞中加入

IL21 引起细胞外基质中蛋白多糖和胶原的降低 ,作为细胞外

基质退变 ,用于其它因子作用的模型。纤维环细胞随年龄增

长而增加对 IL21 的敏感性 ,这可能是椎间盘退变的原因之

一。内层细胞对 IL21 的反应增强 ,可解释为什么人椎间盘内

层纤维环和髓核比外层纤维环更易退变。IL21 受体拮抗蛋

白有抑制椎间盘降解作用 [17 ] 。

312 　转化生长因子2β( TGF2β) 　转化生长因子2β( TGF2β) 最

初被描述为一种可诱导大鼠成纤维细胞增殖的因子 ,是一族

广泛存在、具有多种功能的多肽生长因子 ,具有调节细胞的生

长、分化、凋亡和细胞外基质 ( ECM) 合成的功能。体外培养

的椎间盘细胞加入 TGF2β4 d 后增殖明显增强 ,10 d 后有丝

分裂减弱 ,双糖链蛋白聚糖 (biglycan) 基因表达增加 ,核心蛋

白聚糖 (decorin) 基因表达 4 d 时无变化 , 10 d 时减少或停

止[18 ] 。Thompson 等[11 ]报告转化生长因子能刺激体外培养

的椎间盘细胞合成蛋白多糖率为 500 %。Yung 等[19 ]观察到

TGF2β1 能增加采用“球形培养”的椎间盘细胞基质 Ⅱ型胶原

的形成及蛋白多糖的合成。TGF2β对细胞外基质的影响通过

调整金属蛋白酶 (MMP)和金属蛋白酶组织抑制剂 ( TIMP) 来

实现 ,在体外培养牛椎间盘髓核细胞中 TGF2β1 能降低所有

MMP 活性 ,细胞表面 TIMP22 和 MT12MMP 水平同时降

低[20 ] 。

骨形态发生蛋白 (BMP) 是 TGF2β的超家族成员之一 ,

BMP27 (OP21)是 BMP 家族中的一员 ,能促进软骨细胞合成 Ⅱ

型胶原和蛋白多糖。Takegami 等[16 ]观察到 IL21 培养条件下

髓核细胞、纤维环细胞基质中蛋白多糖和胶原含量降低 ,加入

OP21 后髓核细胞、纤维环细胞恢复了蛋白多糖含量 ,而且弹

性分子多于没加 IL21 的细胞。

313 　胰岛素样生长因子 ( IGFs)和血小板衍生长因子 ( PD GF)

　胰岛素样生长因子是一种低分子量多肽 ,具有胰岛素样作

用。体外培养条件下具有维持细胞表型 ,促进细胞外基质合

成、抑制凋亡和促进细胞增殖作用。年龄大者椎间盘细胞数

目少 ,有学者认为其主要原因是细胞的凋亡 , Gruber 等 [21 ]在

1 %血清中培养纤维环细胞 ,引起明显凋亡 ,发现暴露于 50～

500 ng/ ml 胰岛素样生长因子21 ( IGF21) 或 100 ng/ ml 血小板

衍生生长因子 ( PD GF) 的 1 %血清培养液中 ,椎间盘细胞凋亡

的比例明显减少 ,体外培养椎间盘细胞中 IGF21 和 PD GF 明

显抗凋亡作用。Gruber 等还发现 PD GF 对体外培养细胞有明

显促分裂作用[6 ] 。Osada 等[22 ]研究发现 IGF21 和 IGF21 受体

在体外培养胎牛髓核细胞多于成年牛髓核细胞 ,其能刺激体

外培养髓核细胞蛋白多糖合成。IGF21 对细胞外基质的影响

通过也可能通过调整金属蛋白酶 (MMP) 和金属蛋白酶组织

抑制剂 ( TIMP) 来实现 , IGF21 能降低 MMP22 活性 , IGF21 和

刀豆球蛋白 A 联合刺激培养细胞 ,能恢复 MMP22 活性 [20 ] 。

总之 ,椎间盘组织含有多种细胞因子 ,共同作用于椎间盘

细胞的分裂、生长、成熟、凋亡各阶段。通过对各种细胞因子

对体外培养椎间盘细胞作用的研究 ,希望找到合适的因子来

阻止、甚至逆转椎间盘退变过程。

4 　其他

成熟的椎间盘无血管分布 ,所以 ,细胞主要靠物质在基质

中的扩散而生存 ,Horner 等研究营养供应和体外细胞发育和

代谢的关系 ,模拟体内椎间盘细胞生存生理环境 ,采用扩散盒

培养髓核细胞 ,营养供应由边缘经过凝胶扩散到中心 [23 ] 。发

现细胞低密度时 ,盒内细胞发育正常 ,高密度时中心细胞死

亡 ,其中葡萄糖是关键营养物质。在酸性环境 (p H = 6) 和无

氧条件下 ,细胞保持了生长和发育能力 ,但合成蛋白多糖非常

少。证实椎间盘细胞最大密度由营养物质供应决定 ,营养物

质供应减少降低细胞繁育能力 ,引起退变。Wehling 等利用

逆转录腺病毒作载体 ,将 IL21 受体拮抗蛋白基因转染进入体

外培养牛软骨终板细胞 ,细胞表达 IL21 受体拮抗蛋白 ,利用

基因疗法治疗椎间盘退变 [3 ] 。随着年龄增长 ,椎间盘的蛋白

多糖含量减少 ,椎间盘退变加速 ,其原因是多样的。Shin2
go[17 ]等通过对兔纤维环内外层的细胞体外培养中蛋白多糖

合成随年龄变化而变化的研究来解释其原因。使用 2 个月龄

(年青组)和 3 岁 (年老组) 的日本大白兔内外层纤维环细胞。

年老组中蛋白多糖合成明显减少且释放率明显增加 ,原因是

在内层纤维环细胞中 ,年老组比年青组的 IL21 含量多 ,故蛋

白多糖合成受抑制。Chiba 等通过对培养的人纤维环细胞加

入抗生素 ,细胞的发育和增殖力下降 ,代谢率降低 ,认为椎间

盘炎时使用抗生素治疗要注意其对椎间盘细胞的毒害作

用[24 ] 。Rannou 等[25 ]研究力学刺激对体外培养椎间盘纤维环

细胞代谢和基质形成的研究 ,在 CTS 调控可伸缩底物上

(20 % ,5 % ,1 Hz) 纤维环细胞无从底物上脱落 ,表达 Ⅱ型胶

原 ,无 Ⅰ型胶原表达 ,和单层培养纤维环细胞比较 ,蛋白多糖

合成无变化 ,该培养方式可用于研究力学刺激对纤维环细胞

代谢影响。Gruber 等[26 ]采用免疫组化和逆转录多聚酶链式

反应在体外培养椎间盘细胞发现雌激素受体 ,172β2雌二醇能

明显刺激椎间盘细胞增殖。

总之 ,椎间盘细胞培养的调控因素很多 ,生理生化及生物

因子作用复杂。培养条件及方式、细胞密度、力学变化、p H
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值、细胞因子等等影响椎间盘细胞体外培养表型的维持。随

着组织工程学的发展 ,将加深我们对培养方式的认识。而今

后的主要研究工作有 : ①建立更近似于体内环境的培养体系 ,

理想的体外细胞培养方式能模拟体内生理、病理变化 ,将为我

们研究椎间盘退变提供新思路、新方法。②进一步研究细胞

因子对椎间盘细胞的调控及其机制。③加快基因疗法和生物

修复的研究 ,为治疗退变椎间盘开拓新的途径。
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国家级继续医学教育学习班通知
广东省中医药学会骨伤科专业委员会定于 2004 年 11 月上旬在广东省佛山市南海区举办脊柱退行性疾病和骨肿瘤中西医结合治

疗学习班 ,会期 1 天半 ,届时将有著名专家教授进行 6 次专题报告。会议由广东省中医院承办、南海中医院协办。欲参加者请速与广东

省广州市大德路 111 号广东省中医院骨科孔畅 (邮编 :510160 ;办公室电话 :020281887233 转 33029 ,手机 :13802505905 ,如无人接听 ,请

发短信息)联系。(该学习班为 2004 年国家级继续医学教育 ,项目编号 :230208013 ,国家级学分 13 分) 。http :/ / www. gdhtcm. com.
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