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人颈椎间盘髓核细胞的体外培养和鉴定 *
杨 勇 梁 伟 张世磊 陶慧人 罗卓荆△

（第四军医大学西京医院全军骨科研究所 陕西西安 710032）

摘要 目的：建立人颈椎间盘髓核细胞体外培养体系，并对其细胞表型进行鉴定。方法：采用酶消化法分离人颈椎间盘髓核细胞，

进行单层培养，倒置相差显微镜观察细胞生长和形态，流式细胞仪测定细胞周期和凋亡率，并行甲苯胺蓝、Ⅱ型胶原及 CK8免疫

组化染色对其细胞表型进行鉴定。结果：原代髓核细胞凋亡率 6.1±1.4%,S期细胞比例 7.3± 0.5%。贴壁后形态为多角形或短楔

形,传代后生长加速。细胞呈甲苯胺蓝异染性；Ⅱ型胶原免疫组化染色阳性；只有少量椭圆形大细胞 CK8免疫组化染色阳性。结

论：成功建立人颈椎间盘髓核细胞体外培养模型，并证实成年后髓核内仍有少量细胞保持脊索细胞表型。
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ABSTRACT Objective: To establish the system for culturing the human cervical nucleus pulposus cells and to identify the

phenotype. Methods The human cervical nucleus pulposus cells were isolated by collagenase digestion method and cultured in monolayer

by culture solutions of DF12+20%FBS. Morphologic changes and growth of the cells were detected by microscope. The cell cycle and

apoptosis rate were detected by Flow cytometric. The morphological structure and the phenotype were identified with the toluidine blue

staining and immunocytochemistry means. Result The apoptosis rate of primary cells was 6.1±1.4%. The Cells at S phase were 7.3±

0.5%. The cells were polygonal or short wedged morphology. The second passage cells grew more fast than that of the primary cells. The

cells displayed intense toluidine blue metachromasia. The cells expressed collagen type Ⅱ, but only a few elliptic gaint cells expressed

CK8. Conclusion The human cervical nucleus pulposus cells were isolated and cultured in monolayer successfully. A few cells of the

nucleus pulposus still maintain notochord cells phenotype in adult specimens.
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前沿

颈椎病是中老年人的常见病、多发病之一。随着年龄增长
发病率越来越高。给患者及其家庭和社会带来沉重的精神和经
济负担,是影响健康的重要障碍之一。颈椎间盘退变是导致颈
椎病始动因素。椎间盘组织学构成包括椎间盘细胞和细胞外基
质：椎间盘细胞可以合成和分泌细胞外基质成分并调控细胞外
基质成分有序合理的组织，从而使椎间盘行使正常功能的基本
要求[1]，所以椎间盘退变必有其细胞学基础。近几年椎间盘组织
工程成为了国内外研究热点[2]，有望彻底改进目前的治疗模式，
这就需要大量的获取合适的种子细胞。最近的研究发现成年后
髓核组织内可能仍有脊索细胞的存在[3]。本研究旨在建立颈椎

间盘髓核细胞体外培养体系，并对其细胞表型进行鉴定，为从
细胞学水平研究颈椎间盘退变、颈椎间盘组织工程种子细胞的
选择及明确成人髓核内脊索细胞的存在与否提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料试剂
DMEM/F12 培养液（Gibco 公司）、20%胎牛血清（FBS）

（Gibco公司）、Ⅱ型胶原酶、胰蛋白酶、D-Hanks平衡液、台盼蓝
染色液（gonso公司）。培养箱、超净台、光学显微镜（日本，
OLYMPUS公司）、倒置相差显微镜（NIKON公司）、眼科手术
器械、低温离心机、200目网筛过滤器、培养瓶、计数板、流式细
胞仪（Becton Dichinson公司）、小鼠抗人Ⅱ型胶原单克隆抗体
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（武汉博士德生物工程公司）、兔抗人 CK8单克隆抗体（武汉博
士德生物工程公司）免疫组化染色 SABC试验盒（武汉博士德
生物工程公司）。
1.2 髓核细胞的收集、分离和培养

收集西京医院骨科治疗的颈椎新鲜椎体骨折（不超过 3
日）病人术中椎间盘 5例，C4、5椎间盘 2个, C5、6椎间盘 3个;
病人年龄 16～31岁,平均 22.3岁。所有患者均由同一术者完
成手术，所取标本置入预先准备好的内含少量 D-Hank’s液的
无菌培养瓶并置入冰盒内迅速带回实验室。半小时内在超净台
内用 D-Hank’s液冲洗组织 3次去除血污，修剪掉纤维环、软骨
板和交界性组织将剩余胶冻样髓核组织剪碎至 1mm3大小。与
0.25% (m /v) 的胰蛋白酶按 1：2 体积装入试管，37℃消化
30min, 每 5 min, 轻轻摇动 1 次。加入含 10%FBS 的 DMEM
/F12培养液终止消化并吹打。1000 r/min离心 5min,弃去上清
液。加入 1.5倍体积 0.2%的Ⅱ型胶原酶 37℃静置消化 4 h,组
织块由块状变为絮状直至消失；200目不锈钢网过滤,去除未能
完全消化的组织；1000 r/min离心 5 min,去除上清液;用 DF12
培养液吹匀细胞,再次离心,重复 3次。吸取适量悬液，用计数
板进行细胞计数,台盼蓝试验测定细胞活性，按 1×105/ ml接
种于底面积为 25 cm2培养瓶中,加入 5ml含青霉素 100 U /ml、
链霉素 100 U /ml 和 20%胎牛血清 (FBS) 的 DF12 培养液。
37℃、CO2体积分数为 5%、饱和湿度的培养箱中培养。3天后
半量换液,以后每 3天全量换液一次。细胞生长达 80%融合后，
用 0.25%胰蛋白酶消化传代。定时用倒置相差显微镜观察细胞
贴壁及生长情况并拍照。
1.3 流式细胞仪检测细胞凋亡率

初消化的原代髓核细胞 PBS洗涤，采用 Annexi n V2 FI
TC/PI方式检测细胞凋亡率用流式细胞仪测定细胞凋亡率。采
用碘化丙啶 (PI)标记分析细胞内 DNA含量的方式测定细胞周
期。
1.4 细胞表型鉴定
1.4.1 甲苯胺蓝染色 细胞爬片成功后，去除培养液，磷酸盐缓
冲液冲洗 3遍，40 g/L多聚甲醛室温固定 20 min；磷酸盐缓冲
液冲洗，滴加甲苯胺蓝染液，室温 30 min；自来水冲洗数秒；冰
醋酸液分化数秒；蒸馏水洗 2次，冷风吹干；二甲苯透明，中性
树胶封固。
1.4.2 髓核细胞Ⅱ型胶原和 CK8免疫细胞化学染色 将细胞爬
片用 PBS振洗；多聚甲醛固定；PBS振洗 3次；体积分数 0.03
的双氧水室温 30 min 以封闭内源性过氧化物酶；PBS振洗 3
次；滴加 5 %正常山羊血清封闭非特异性背影染色、室温下 30
min ,不洗，甩去多余血清,加 1∶200小鼠抗胶原Ⅱ单克隆抗体
和 1∶400兔抗 CK8单克隆抗体,4℃过夜。37℃复温 1 h , PBS
振洗 3次。分别加生物素羊抗小鼠或羊抗兔 IgG (1∶100) 37℃,
30 min ,PBS振洗 3次。加 SABC复合物 ( 1∶100) 37℃, 30
min ,PBS冲洗 5 min ,3次,自来水冲洗切片常规脱水、透明、封
固、镜下观察。

2 结果

2.1 形态学观察
髓核组织成胶冻样外观。初消化的髓核细胞为球形,有具

有折光性，台盼兰染色活性比率为 95%左右。细胞贴壁缓慢，达

80%贴壁需一周左右，逐渐伸展为短梭形或多角形,生长缓慢，
一月左右达 80%融合。传代后细胞贴壁时间明显缩短，6小时
即达 90%贴壁率，且其增殖速度加快,7天就可达 80%融合。4
代后细胞突起逐渐延长变为长梭形，遮光性降低，增殖变慢，表
现出细胞老化的趋势(图 1)。

图 1髓核细胞倒置相差显微镜观察 a原代髓核细胞（×100）b传 5

代髓核细胞（×100）
Fig 1 Morphologic changes of the nucleus pulposus cells were observed
by phase contrast microscope: a. primary cells（×100）; b. cells of

passage 5（×100）

2.3 流式细胞仪检测细胞周期和凋亡率
原代髓核细胞凋亡率 6.1±1.4%,S期细胞比例 7.3± 0.6%

(图 2)。

图 2 1号标本 -原代细胞的凋亡率 7.3%,细胞周期中 S期细胞比

例 8.59%。
Fig 2 Specimens 1 -The apoptosis rate of primary cells was 7.3%.

The rate of Cells at S phase was 8.59%.

2.4 细胞表型鉴定
原代髓核细胞甲苯胺蓝染色阳性，二型胶原免疫组化染色

阳性。CK8免疫组化染色有少量阳性细胞，这些细胞形态呈圆
形且比其它细胞体积大(图 3)。

图 3 a原代髓核细胞呈甲苯胺蓝异染性 b原代髓核细胞二型胶原免疫
组化染色阳性 c少量椭圆形的大细胞 CK8免疫组化染色阳性。

Fig 3 a. The primary cells displayed intense toluidine blue metachromasia;
b.The cells positive expressed collagen type; c .only a few elliptic gaint

cells positive expressed CK8

3 讨论

退变颈椎间盘的髓核脱水变薄，椎间隙变狭，使纤维环及
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周围韧带变松弛，颈椎稳定性减弱，并引发颈椎椎体后缘、钩椎
关节和后关节骨质增生，纤维环椎出现裂隙和断裂不能承受日
常的生理应力并引发椎间盘的突出，导致颈椎病的一系列相应
症状。颈 4、5，颈 5、6椎间活动度最大，应力也最集中，所以最
易受累。髓核作为体内最大的无血管组织被上下的软骨板和周
围的纤维环包围，其内细胞密度低，自身修复能力差，是椎间盘
内最早发生退变的组织。虽然已知的相关因素包括年龄、遗传、
机械负荷、炎症因子等。但其内在原因是髓核细胞的退变 [4]。所
以建立颈椎间盘髓核细胞体外培养体系对于从细胞学水平研
究椎间盘退变的防治和其组织工程意义重大。目前统一的人椎
间盘髓核细胞系及其应用研究尚处于早期阶段。仅有一例人髓
核细胞系的报道,取自腰椎爆裂骨折患者[5]。另外，对于髓核细
胞的分离条件如消化介质及其浓度、消化时间[6-8]等在不同研
究中并不一致。培养条件如培养液的组成和浓度、培养方式也
并不一致，且多取材腰椎。人颈椎间盘髓核细胞培养的报道少
见。虽颈椎间盘和腰椎间盘具有同样的发育来源和相似的解剖
结构及细胞外基质，但是两者所处的生物力学环境不一样。所
以在研究颈椎间盘退变和颈椎间盘组织工程时不能简单的用
腰椎髓核细胞代替。有必要建立颈椎髓核细胞的培养体系。

本研究参考 Sakai[5]的培养条件成功进行了人颈椎间盘髓
核细胞的分离和培养。因退变的髓核组织不能做为髓核组织工
程的种子细胞，所以本研究取材于颈椎骨折后 3日内的青壮
年。与腰椎髓核组织相比颈椎髓核组织量少且大部分与软骨终
板紧密贴附，所以不易分离。分离后的原代髓核细胞贴壁缓慢,
贴壁后形态为多角形和短楔形，多次传代后出现去分化现象。
流式细胞仪凋亡检测结果表明原代髓核细胞存在少量比例的
凋亡细胞。细胞周期检测结果显示髓核细胞的增殖缓慢。免疫
组化证实其分泌蛋白多糖和二型胶原。这些特征都与体外培养
的腰椎髓核细胞相似[9]。

在胚胎脊椎原基形成过程中，脊索被挤入两脊椎原基之
间，从而形成脊索源性髓核。内含脊索细胞。随着生长发育，具
有典型脊索细胞形态的细胞消失。被类软骨细胞所代替。以往
认 10岁后髓核内脊索细胞全部消失。但最近的研究表明成年
后髓核内仍会有脊索细胞存在[ 10,11 ]。在体外对脊索细胞的动态
观察研究也表明脊索细胞具有分化能力,但并不是所有的都分
化为软骨样细胞[12]。为了证实成年后髓核内是否还有脊索细胞
存在, 本课题组对原代颈椎髓核细胞进行 CK8免疫组化染色。
CK8-既角蛋白 8是上皮来源细胞的表面标志物，脊索是上皮
来源的组织，因此 CK8可作为脊索细胞的标志物[13]。CK8免疫
组化染色证实了少量细胞呈阳性表达。值得注意的是阳性表达

的细胞外形和体积与周围类软骨细胞不一致。进一步说明髓核
内细胞群不是均质的。椎间盘组织工程的开展要考虑到髓核组
织的这种特殊性。
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