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人退变椎间盘软骨终板干细胞多向分化的研究 *
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摘要 目的：为了分离和鉴定人退变椎间盘软骨终板干细胞。方法：收集因腰椎间盘退变性疾病行腰椎间盘摘除术并植骨融合

的标本。在解剖显微镜下清理软骨终板组织，并消化软骨终板，提取软骨终板细胞。获得的软骨终板细胞经过琼脂糖三维筛选

系统培养后，选取细胞克隆团并进行体外扩增，扩增后的细胞行流式细胞术检测干细胞标志物证实退变软骨终板中存在干细

胞。结果：共聚焦免疫荧光提示退变椎间盘软骨终板组织中存在干细胞标志物 STRO1、CD105、CD73、CD90阳性的细胞。经琼

脂糖三维培养基筛选的 CESCs在免疫表型上符合干细胞标准。结论：在人退变椎间盘的软骨终板中存在具有多向分化潜能的

干细胞。
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Identity of Chondrogenic Stem Cells in the Degenerated
Human Cartilage Endplate*

To isolate and investigate chondrogenic stem cells in the degenerated human cartilage endplate.
The CEP used in this study was obtained from seven patients who underwent posterior discectomy and fusion for lumbar degenerative

disease. Surgically explanted CEP was cleaned from any adherent extraneous tissue under a sterilized dissecting microscope. The

nucleus pulposus, annulus fibrosus, and subchondral bone tissues around blocks of CEP were removed. The cells were subcultured in

the agarose culture, and the cell clones were selected and expanded for the assays of stem cell markers to confirm the existence

of stem cells in the cartilage endplate. There are cells in the degenerated cartilage endplate which are positive for stem cell

markers such as STRO-1, CD105, CD73, CD90 by the confocal scan microscope. By agarose culture separation, CESCs were proved

to belong to stem cells in Immunophenotyping. All the results in this study indicated that the CESCs existed in the
degenerated cartilage endplate.
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前言

下腰痛是如今社会常见的和多发的疾病，已成为造成劳动

力丧失的常见原因 [1]，而腰椎盘退行性疾病(degenerative disc

disease，DDD)被认为是最常见的导致下腰痛的因素[2]。据统计，

80%的人群在一生之中都要经历下腰痛的症状，其中 40%的是

由 DDD导致的[3]。因此，腰椎间盘退变的治疗和预防具有很好

的市场前景。在腰椎间盘(intervertebral disk，IVD)退变过程中，

其组织的组成、结构和功能逐渐发生变化，细微变化：蛋白多糖

成分及含水量的髓核逐渐丢失，无序排列的纤维环结构和软骨

终板钙化等[4]。但是，到目前为止，引起这些变化的具体机制还

不是很明了。

椎间盘干细胞成为最近研究的热点,软骨终板在干细胞的
存在问题上引起科学家的注意。一些学者报告，在变性的椎间

盘髓核组织中存在向软骨方向分化的干细胞[5]。Blanco等对同
一个人的髓核的干细胞和骨髓间充质干细胞进行了详细的比

较，结果表明，来源于髓核的干细胞形态、表面标记和分化能力

和骨髓间充质干细胞非常相似，但从髓核来源的干细胞缺乏成
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脂分化的能力[6]。造成干细胞的这些不同性质可能与它的来源

有关。Feng G等报道,正常的纤维环中存在向成软骨细胞、骨
细胞、皮肤细胞和神经细胞分化潜能的干细胞[7]。故有人认为，

髓核干细胞迁移于纤维环[8]。本文主要关注人类变性椎间盘软

骨终板干细胞识别,旨在探索性质的干细胞软骨终板。

表 1 采集标本详细情况

Table 1 Details of samples

Number Diagnosis Segment Modic Sex Age

1

2

3

4

5

6

7

Lumbar spondylolisthesis

Lumbar spondylolisthesis

Lumbar spondylolisthesis

Spinal stenosis

Vertebral instability

Disc source sex lumbago

Disc source sex lumbago

L4-L5

L4-L5

L5-S1

L5-S1

L4-L5

L5-S1

L4-L5

II

I

II

II

II

II

I

M

F

M

F

F

M

F

40

39

36

50

43

46

41

1 对象与方法

1.1 实验对象

手术标本 7组于临床获得，信息详见表格 1。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1软骨终板组织的获取及处理 于解剖显微镜(× 4倍)下，获
取的软骨终板组织，剔除除周围的纤维环、髓核和软骨等组织，

清理干净后，PBS冲洗。后将部分组织放入液氮进行保存，部

分组织置入无菌玻璃皿中，加入透明质酸酶和 0.15%Ⅱ型胶原

酶的消化液，于 5%CO2的孵箱中 37℃过夜孵育。
1.2.2 软骨细胞的提取 经消化后的组织加入含有 10%胎牛血

清的 DMEM/F12培养液，终止消化。于 79 滋m的筛网过滤，收

集细胞悬液，200 g离心 10分钟。弃去上清，加入改良的 eagle

培养基，重悬细胞，于培养瓶中孵育，每 3天换液一次。
1.2.3 CESCs的琼脂糖筛选系统 高压灭菌 2%低溶点琼脂糖
(Invitrigen, USA)，置于 37℃ 。将 2%低熔点琼脂糖与 2×
DMEM/F12培养液以 1:1 的体积比混合配制成 1%的底层琼

脂，铺于带有 60-mm网格的培养皿。将 5× 104个 P1细胞重悬，

并加入到已铺有底层琼脂的培养皿中，置于 4℃放置 15 min，

带其凝固后，置于 37℃、含 5%CO2的细胞培养箱中培养，3天

换液一次。6周后，将来源于同一标本的细胞集落分别以无菌

巴斯德吸管转移到 12孔板中，单层扩增，将获得的细胞进行体

外实验。

1.2.4 CESCs的克隆形成实验 于直径为 10厘米的细胞培养皿

中加入 100个细胞，在 37℃温箱中培养 2周。结晶紫染色，于

显微镜下观察细胞克隆形成情况。

1.2.5 激光共聚焦检测软骨组织中干细胞情况 软骨终板组织

行冰冻切片，厚度为 7 滋M。室温下放置 30 min，于冰敷的丙酮

中固定 10 min，风干。石蜡包埋。0.1%胰蛋白酶消化 30 min，
PBS洗后分别滴加一抗 (稀释浓度请见主要试剂)，于 4℃，过

夜。荧光标记的二抗(-FITC)孵育 1小时，室温下二脒基苯基吲
哚(4,6-diamidino-2-phenylindole，DAPI)复染 30分钟。盖玻片封

片，4℃避光保存，备共聚焦观察。
1.2.6 细胞免疫表型检测 常规收集生长的 P3CESCs细胞于培

养液中，1000 r/min 离心 5 min，弃上清。加入 BSA 重悬，于
37℃孵育 5 min。避光条件下加入异硫氰酸荧光素(fluorescein

isothiocyanate，FITC) 直接标记的单克隆抗体 CD105, CD90,

CD73, CD45, D34, CD19,CD14；37℃温箱孵育 1 h。4℃避光保
存，备流式细胞术检测。

1.3 统计学分析

图 1 变性椎间盘软骨终板在ModicⅡ型MRI表现。A, T1序列呈现为高信号；B，T2序列呈现为高信号

Fig.1 Cartilage endplate characteristics of Disc degeneration Modic typeⅡon MRI. A, for the high signal on T1 sequence; B, as well as high signal

on T2 sequence
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各分组所得计量数据采用均数± 标准差 (X± S) 表示，用
SPSS10.0软件处理数据，两组间均数比较用 t检验。检验水准
琢=0.05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 退变椎间盘软骨终板的特点

退变椎间盘软骨在终板ModicⅡ型磁共振(magnetic reson-

ance imaging，MRI)上表现为 T1、T2序列上高信号 (图 1)。软骨

终板组织经过清理后为白色、半透明状。经 HE染色后，可见均
一的细胞外基质中存在类圆形的软骨细胞，且于不同层面分布

(图 2)。

变性椎间盘软骨终板在 ModicⅡ型 MRI表现为 T1、T2序
列高信号(图 1)。软骨终板组织清洁后呈白色，半透明的。在 HE

染色后，可见类圆形软骨细胞存在于细胞外基质，分布在不同

的层面(图 2)。
2.2 退变椎间盘软骨终板免疫荧光共聚焦检测

软骨终板组织经切片后，干细胞标记 CD73、STRO1、
CD105、CD90部分表达，并且表达这种干细胞标志物的细胞极

少，同时我们也可以发现未表达干细胞标志物的细胞存在（图

3）。

图 2软骨终板大体及组织学特点。A,软骨终板大体特点：半透明状，呈乳白色；B，HE染色：软骨基质均一透明，在基质中广泛分布着圆形的软骨

细胞。标尺 =50 滋m

Fig.2 Cartilage endplate gross and histological features. A, Under dissecting microscope after clean up the general characteristics, A milky white,

translucent; B, HE dyeing hint of uniform transparent cartilage matrix, circular deposition in the matrix and cartilage cells distributed in different levels,

and fat tissue exist among them. Scale = 50 滋m

图 3 变性椎间盘软骨终板中部分细胞表达了干细胞抗体。A.单抗 STRO1标记；B.单抗 CD105标记；C.单抗 CD73标记；D.单抗 CD90标记标

尺 =10 滋m

Fig.3 In confocal cartilage endplate, visible cells expressed the stem cell antibodies. A. monoclonal antibody STRO1 tag; B. monoclonal antibody CD105

tag; C. monoclonal antibody CD73 tag; D. monoclonal antibody CD90 tag. Scale = 10 滋m
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2.3 琼脂糖三维培养基筛选 CESCs

用琼脂糖三维培养基筛选可以增殖的细胞克隆团块。软骨

终板细胞与琼脂糖均匀混合后，可见软骨细胞以单细胞状态均

匀分布于琼脂糖中 (图 4A)。6周后，可发现部分细胞增殖并形

成了直径大于 50 滋m细胞克隆团。但也可发现，部分细胞仍然

保持单细胞状态，并还没有发生增殖形成细胞克隆团(图 4B)。

图 4 琼脂糖三维培养基筛选 CESCs。A,软骨细胞呈分散单细胞存在于琼脂糖之中。 B,软骨终板细胞在琼脂糖培养基培养 6周后可见部分细

胞增殖并开始形成克隆团(黑色箭头)，而部分细胞仍保持单细胞状态，未见明显的增殖特点(棕色箭头)。标尺 =50 滋m

Fig.4 Three-dimensional screening culture medium CESCs agarose. A, cartilage cells scattered with single-celled exists in agarose. B, cartilage endplate

cells cultured in agarose medium 6 weeks after the visible part of the cell proliferation and begin to form clones (black arrow), and a part of the cell remain

single, cannot see obvious proliferation characteristics at arrows (brown). Scale = 50 滋m

2.4 体外扩增 CESCs形态及细胞克隆形成特点

提取出来的细胞克隆团在孔板中培养扩增，可见细胞呈现

纤维母细胞样生长，具有为间充质干细胞的特点，并且细胞具

有贴壁性(图 5A)。2周后发现，部分细胞可以形成细胞克隆团，

具有增殖能力(图 5B)。

图 5 细胞在体外进行扩增后形态和克隆形成的特点。A, CESCs在体外可以贴壁生长具有为间充质干细胞的特点; B, CESCs在培养皿中增殖

扩增，能形成细胞克隆单位

Fig.5 The cell morphology after amplification, and characteristics during cloning formation . A, CESCs adherent growth , and the cells are

arranged parallel loading A swirl shape, and showed the characteristics of mesenchymal stem cells; B, CESCs in cells in a petri dish can proliferate

amplification and form cell clones

2.5 流式细胞术分析 CESCs免疫表型

流式细胞术分析提示 CESCs 细胞表面 STRO1、CD73、
CD90、CD105 为阳性，CD34, CD19,CD14, CD45 和 HLA-DR

为阴性，CD73、CD90、STRO1、CD105细胞表型表达量分别是
96.10%, 98.01%, 98.04%和 82.02%，CD105的表达量比 CD73、
CD90、STRO1表达量低(图 6)。CESCs细胞免疫表型的表达量

分析详见图 7。

3 讨论

本研究的结果表明，在人类软骨终板变性的椎间盘存在有

多向分化能力的干细胞。而软骨终板中无血管和脂肪组织存在

也除外了干细胞其他来源的可能。另外，干细胞表面标志物

STRO-1、CD73、CD105和 CD90 阳性细胞也来源于终板组织

细胞。

琼脂糖三维悬浮培养基特点如下：只有肿瘤和软骨细胞才

能在培养基中生存，其他类型细胞在此培养基中均不能存活[9]。

所以，只有真正的干细胞才能被琼脂糖筛选出来的[10]。在以前

的研究中，Thornemo采用琼脂糖悬浮培养基筛选出关节软骨

细胞，后培养了 6周，得到了具有多向分化能力直径大于 50 滋m

的细胞克隆团。同样，我们使用这种培养基，也获得了类似的细
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图 7 流式细胞术分析细胞表面干细胞标志物表达量。CD90、CD73、

STRO1的表达量均达到 95%以上，CD105表达量略低于 90%，而

CD14, CD19, CD34, CD45和 HLA-DR表达量为阴性(<2%)。n=7

Fig.7 The flow cytometry analysis of Stem cell surface markers.

expression levels of CD90, CD73, STRO1 weer more than 95%, that of

CD105 was slightly lower than 90%, and CD14, CD19, CD34, CD45 and

HLA - DR had negative expression (< 2%). N = 7

胞团块[10]。而我们运用这些分离出来的克隆细胞团进行扩增后

进行了克隆形成、流式细胞术等方面的检测。

Sekiya等报道，在低细胞密度(<50 cells/cm2)条件下，只有

具有干细胞性质的细胞才能存活，而其他细胞由于细胞间接触

机会减少、细胞增殖速率降低而不能存活[11]。因此，我们运用低

细胞密度进行克隆形成分析来达到干细胞筛选的目的。实验结

果提示，CESCs在这种低密度下可以形成细胞克隆。这说明

CESCs具有很强的细胞增殖能力，其干细胞的特点得到证实。

通过流式细胞术对 CESCs细胞免疫表型进行分析。结果

提示：STRO-1，CD73 和 CD90 高表达，而造血干细胞标志物
CD34，单核细胞抗原 CD14，血细胞标志物 CD45，B细胞标志

物 CD19，人类 2 型组织相容性抗原 HLA-DR表达均为阴性
(<2.0%)。值得关注的是，CESCs中粘附分子 CD105表达量较

低(82.02%)。其他研究也有表明髓核起源的干细胞的 CD105表

达量也比较低[12]。同样，CESCs也满足国际细胞治疗学会制定

的干细胞的标准：如体外贴壁性、免疫表型等[13，14]。

以上结论的得出是与临床密切相关的。该项研究中使用的

细胞标记物，虽适用于标记干细胞的表型，但此样本群体数量

仍然不够。此外，软骨终板源性干细胞是从退变椎间盘中提取

的，这中可能含有大量炎性因子与细胞因子。这些介质对受损

软骨终板中的干细胞的作用尚未不清楚。因此，正常的人软骨

终板中是否存在干细胞，仍需要在未来的研究中得到阐明。不

管如何，我们成功鉴定出在人变性的椎间盘的软骨终板中存在

具有多向分化潜能的干细胞，但我们仍需通过进一步的研究来

理解软骨终板源性干细胞的特性，并确定它们是否与骨髓间充

质干细胞是否相关。
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