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　　【摘　要】　　目的　综述间充质干细胞 (m esenchym al stem cells, M SC s)移植治疗椎间盘退变疾病的研究现状。　

方法　查阅近年来有关M SC s移植治疗椎间盘退变疾病的国内外相关文献,进行回顾及综合分析。　结果　椎间盘移植

M SC s在一定的条件下能表达类软骨细胞表型,增加基质合成,缓解椎间盘退变。　结论　M SC s移植治疗椎间盘退变疾

病是一种很有前途的方法。
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【Abstract】　　Objective　To in troduce the research of m esenchym al stem cells (M SC s) transp lan tat ion fo r treat ing

in terverteb ral disc degenerat ion. 　M ethods　T he recen t o riginal art icles abou t the M SC s transp lan tat ion fo r treat ing

in terverteb ral disc degenerat ion w ere ex tensively review ed. 　Results　T ransp lan ted M SC s in in terverteb ral disc can

exp ress ch rondcyte2like pheno type in certa in condit ions, increase m atrix syn thesis and release in terverteb ral disc

degenerat ion. 　Conclusion 　M SC s transp lan tat ion fo r treat ing in terverteb ral disc degenerat ion m ay be a fu tu re

app roach.
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　　椎间盘退变疾病是指由椎间盘退变引起的以颈肩

腰背痛为主要表现的临床症候群,已逐渐成为当前脊

柱疼痛的主要病因,也是导致 45岁以上人群劳动能力

丧失的主要原因。椎间盘退变导致脊柱的生物力学功

能紊乱,从而影响脊柱的功能。目前对该疾病的治疗尚

无很好的手段。传统的治疗方法有保守治疗和手术治

疗, 可以在一定程度上缓解部分临床症状,但同时也

会产生较多的并发症,从根本上并未解决椎间盘本身

的病变问题。自 20 世纪 90 年代提出间充质干细胞

(m esenchym al stem cells, M SC s)概念,利用其修复组

织损害和促进功能恢复的治疗方法成为目前医学领域

中最引人关注的热点之一。已有的研究结果显示,移植

M SC s可能成为治疗椎间盘退变疾病的一种新的治疗

方法[ 1 ]。

1　椎间盘的解剖和营养供应特点

1. 1　解剖特点

椎间盘为椎体间连接组织,是人体脊柱吸收震荡、

基金项目:国家自然科学基金资助项目 (30572163)

作者单位:四川大学华西医院骨科 (成都, 610041)

通讯作者: 刘浩, 教授, 博士导师, 研究方向: 脊柱外科, E2m ail:

liuhao640812@ 163. com

减缓冲击,提供脊柱稳定性,并保持脊柱一定活动范围

的重要结构。椎间盘由骨性终板、软骨终板、外层纤维

环和内层髓核组成。后两种结构在组织学上可分为四

个不同区域,包括外层纤维环、内层纤维环、移行区和

髓核。髓核富含蛋白多糖,为一种半流体样团块,而纤

维环富含胶原,为薄片分层纤维组成[ 2 ]。椎间盘的细胞

有脊索细胞、类软骨细胞和成纤维细胞。纤维环的外层

主要为成纤维细胞,内层为类软骨细胞。脊索细胞主要

存在于胚胎期的髓核内,正常人 10岁后消失。压力对

椎间盘纤维环细胞和髓核的形成起重要作用。椎间盘

细胞处于三维环境中,周围是丰富的细胞外基质,主要

为胶原和蛋白聚糖。胶原提供椎间盘的可拉伸性,而蛋

白多糖提供椎间盘的硬度、抗压性和黏弹性。椎间盘细

胞的形态、表型、增殖及胶原和蛋白多糖等基质的合成

在脊柱长期负重过程中会不断发生变化,若椎间盘出

现退变,就可能导致腰背疼痛[ 3, 4 ]。

1. 2　营养供应特点

椎间盘是体内最大的无血管组织,中间区域无直

接血管供应,离最近的血管也有 6～ 8 mm。椎间盘主

要依靠软骨终板通路和纤维环外周通路供应,如: 氧、

葡萄糖、氨基酸和硫酸盐等基本营养[ 5 ]。Bydder 等[ 6 ]

通过数学模型和精细成像方法证实,人椎间盘营养通
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路主要由弥散作用控制。软骨终板作为弥散的一道屏

障,仅允许小的不带电的分子进出椎间盘。营养成分从

椎间盘周边的毛细血管经细胞外基质,到达位于髓核

中心的细胞,而代谢废物通过逆向通路移出组织。椎间

盘细胞需营养来保持活性和功能。细胞主要能量供应

来自糖分解,大量消耗葡萄糖和生成乳酸。代谢生成的

乳酸使椎间盘内的 pH 值保持在 619～ 712。如 pH 值

降至 614 以下, 可损害细胞活力; 当葡萄糖浓度降至

015 mm o löL 以下,并持续数天后细胞开始死亡。低氧

环境下,细胞失活,基质合成大量减少,加剧椎间盘进

一步退变[ 7 ]。B ibby 等[ 8 ]发现酸性环境中牛髓核细胞

活力下降, 当伴有葡萄糖含量降低, 细胞活力下降

更多。

1. 3　细胞表型特征

椎间盘的细胞外基质主要为胶原和蛋白聚糖。成

纤维细胞表达É型胶原,耐受张力及应力;成人的髓核

细胞多为类软骨细胞,主要表达具有软骨表型特征的

蛋白多糖和Ê 型胶原,在椎间盘承受压力方面起关键

作用; Ë 型胶原含量很少,分布于纤维环É、Ê 型胶原
移行区[ 9 ]。蛋白聚糖在椎间盘中主要以聚合蛋白聚糖

的形式存在,髓核中含量较多。

2　椎间盘退变的特点

2. 1　分子生物学基础

椎间盘退变的分子生物学基础包括髓核细胞退

变、髓核细胞外基质退变、软骨终板和纤维环退变。椎

间盘退变是一个复杂的过程,起源于髓核,由于细胞因

子的减少和致炎因子的增多,导致基质金属蛋白酶活

性增加,椎间盘软骨样细胞分泌蛋白多糖和É、Ê型胶

原能力下降,降解加速,进而使椎间盘软骨样细胞赖以

生存的细胞外环境被破坏,髓核内水分丧失,不能维持

椎间盘内应有的张力,加剧细胞退变。细胞渗透功能的

减退和细胞过度凋亡是髓核细胞退变的主要因素。椎

间盘细胞分泌的基质合成与分解代谢不平衡是椎间盘

退变的主要特征之一。这种决定性的生物合成平衡被

打断,导致椎间盘基质蛋白合成减少,增加分解代谢的

酶类及炎性介质的表达。Benneker等[ 10 ]研究发现椎间

盘骨性终板内通道的大小、密度与椎间盘退变密切相

关,通道阻塞可能是细胞营养不足、基质合成下降而导

致髓核退变的原因。当退变发生后,椎间盘细胞凋亡,

蛋白多糖丢失和胶原表达改变。特别是Ê型胶原表达

减少,并出现É型胶原的表达。在椎间盘退变区Ë、Î

型胶原明显增加而Ò型胶原明显减少。蛋白多糖中二

聚糖和核心蛋白多糖增加[ 11 ]。

2. 2　组织病理学特征

椎间盘退变的表现为椎间盘高度的丢失,以及纤

维环及髓核大体形态学特征模糊。由于椎间盘组织细

胞数量减少,生理活性降低,细胞外基质 (尤其是胶原

构成成分的变化)改变,髓核出现退变,在压力的作用

下,纤维环也出现退变,失去层状结构,并产生放射状

的小裂痕, 胶原纤维断裂、钙化、玻璃样变, 甚至瘢痕

化,髓核通过裂痕区带可以向外突出。椎间盘内的组织

可突破软骨终板,进入椎体内形成结节,肉芽组织生长

进入裂痕,纤维组织增生呈团块状、分支状和带状。软

骨下骨或终板逐渐出现钙化,软骨终板消失[ 12 ]。椎间

盘的营养主要靠软骨终板的渗透作用,因而极易发生

退变;且髓核和纤维环细胞的体内分裂增殖能力差,椎

间盘组织再生和修复能力有限,这些特点决定了椎间

盘组织移植修复的必要性。

3　用于修复退变椎间盘的M SC s来源及特性

3. 1　干细胞的定义

干细胞是人体及各种组织细胞的最初来源,具有

高度自我更新、增殖、多向分化潜能、可植入性和重建

能力等特征。这些细胞可通过细胞分裂维持自身细胞

群的大小,同时又可进一步分化为各种不同的组织细

胞,从而构成机体复杂的组织器官。干细胞取材较方

便,来源较广泛,且自体干细胞不存在免疫排斥问题,

是组织工程学理想的种子细胞之一[ 13 ]。

3. 2　M SC s名称的由来

F riden stein (1968)在全骨髓培养中发现少量克隆

化、非吞噬性和呈纺锤形成纤维细胞样生长的贴壁细

胞,称为成纤维细胞集落形成单位。而最引人注目的是

这些细胞在体外可分化为骨和软骨组织。P iersm a 等

(1985)用 F riden stein 相同的分离方法对其进行研究,

发现这些细胞可分化为骨、软骨、脂肪,甚至肌肉组织

等各种间充质组织。Ow en (1985)认为骨髓基质细胞系

统是伴随造血干细胞系统生长的,可以自我更新并分

化为各种间充质组织的细胞群,由此提出骨髓基质干

细胞的概念。P it tenger等[ 14 ]利用梯度离心法,在骨髓

中分离出成纤维样贴壁细胞, 并且可以重复出

F riden stein 等所进行的成纤维细胞集落形成单位细

胞特性的实验,鉴于它们可以分化为M SC s,所以定义

为间充质干细胞,而将骨髓来源的干细胞群,命名为骨

髓间充质干细胞 ( bone m esenchym al stem cells,

BM SC s)。

3. 3　M SC s的特性

M SC s存在于少数骨膜和骨髓中未分化细胞, 有

向间叶来源的连接组织细胞分化的独特能力,在一定
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条件下能分化为骨细胞、脂肪细胞、软骨细胞及肌细

胞,并释放多种细胞因子和生长因子。它易分离和培

养, 可用于骨、软骨或肌腱的再生,在活体内具有高扩

张潜力,使这类细胞成为一种能在临床广泛应用的细

胞和基因治疗的工具[ 15 ]。M SC s来源较广, L i等[ 16 ]用

成年新西兰白兔腹股沟区皮下脂肪组织在不同的条件

下在试管中复合培养分化出脂肪细胞、骨细胞、软骨细

胞和肌肉细胞,其中与髓核复合培养,与单独藻酸盐和

细胞纤维环复合培养相比, Ê 型胶原和聚集蛋白多糖
表达增加。可以用脂肪作为其大量易得的来源。Steck

等[ 17 ]从分子表型上对M SC s与关节软骨细胞进行比

较,指出它与自然的椎间盘组织较关节软骨细胞有更

相似的一种基因表达,这些细胞可以成为一种有吸引

力的资源来获得类椎间盘细胞。由于M SC s能表达类

软骨细胞表型,因此在用于椎间盘疾病的治疗上越来

越受到关注,一些实验表明M SC s在椎间盘疾病的治

疗上有广阔的前景。

4　M SCs的体外培养研究

4. 1　体外分离和培养系统

目前用于分离M SC s的方法主要有三种,即密度

梯度离心法、流式细胞仪分离法和贴壁筛选法。贴壁筛

选法操作简便, 细胞易于成活, 为一种较好的方法。

M SC s培养方式有三维支架培养、细胞团培养、微载体

培养、微囊化培养等。三维支架培养是组织工程中最典

型的培养方式。将细胞通过各种方法接种于三维支架

材料,形成细胞2支架结构体,然后在培养系统中以适

当的条件培养,使细胞增殖分化并分泌特异性细胞外

基质,最终形成工程组织。用于M SC s构建工程组织的

培养系统大致有四种: 孔板和培养皿、转瓶、旋转壁式

生物反应器及灌注生物反应器系统。其中旋转壁式生

物反应器有水平放置的内外两个同心圆柱组成,内柱

由可进行气体交换的半透膜构成,外柱由非通透性材

料制成,内外柱间充以培养介质。根据培养介质的量调

节转速,使细胞2支架结构体或微载体受到的离心力与
重力达到平衡, 可产生微重力培养环境, 既强化了传

递, 又降低了剪切力, 已广泛用于组织工程[ 18, 19 ]。此

外,灌注生物反应器系统也被广泛应用于M SC s组织

工程研究中[ 20 ]。

4. 2　体外培养

M SC s在组织工程三维培养中需经历细胞增殖、

细胞分化和组织形成三阶段。在培养中加入生化因素

不仅维持细胞增殖,也促进细胞分化。血清在M SC s的

体外生长中十分重要,有助于其贴壁、扩增以及多向分

化潜能的维持。Kobayash i等[ 21 ]认为在促进M SC s生

长和保持较高的活力上用自体人血清较胎牛血清更

好。另外多种激素、细胞因子和细胞外基质蛋白均对诱

导结果产生影响。L i等[ 22 ]取 14例手术患者的椎间盘

组织在试管中进行培养 48～ 96 h 后检测 18种细胞因

子,有 12种阳性,认为在条件培养基中培养椎间盘组

织,可以刺激M SC s增殖。R ichardson 等[ 23 ]采用复合

培养实验在有或无细胞接触状况下,观察人髓核细胞

是否能引起M SC s分化。细胞2细胞接触复合培养实验
后荧光标记细胞群和高速细胞分拣允许检查单一的细

胞群。当在接触后的第 7天即时定量 PCR 显示,髓核2
标记基因在干细胞有显著增加,并受调于细胞比例。无

接触的培养显示不论细胞比例如何,在髓核细胞或干

细胞中髓核2标记基因表达均无明显增加。人髓核和
M SC s接触复合培养是一种有效的方法,能为退变椎

间盘的再生提供一大群分化细胞,并能被用于以细胞

为基础的组织工程治疗。Yam am o to 等[ 24 ]将M SC s与

髓核细胞共同培养,结果显示可促进髓核细胞增殖和

基质合成。Sobajim a 等[ 1 ]将M SC s与髓核细胞共同培

养,通过检测发现M SC s在椎间盘环境中有良好的增

殖能力, 并可以将治疗基因带入椎间盘。L e V isage

等[ 25 ]用M SC s与取自退变椎间盘的纤维环细胞混合

培养 14 d 后,观察到蛋白多糖显著增加,认为用取自

退变椎间盘的细胞与M SC s混合培养,可能会诱导其

表达椎间盘细胞表型。

4. 3　细胞定向诱导分化和控制

在体内条件下,影响M SC s分化的因素很多,除了

局部微环境及其他相邻细胞的影响外,细胞因子的刺

激也是一个重要的因素。其中转化生长因子 Β1

( t ran sfo rm ing grow th facto r Β1, T GF2Β1)不仅可以调

控M SC s增殖和向类软骨定向分化,而且可以抑制多

种炎性介质的生物学活性,同时还是一种强烈的免疫

抑制剂,使同种异体细胞移植更为安全。利用转基因技

术将外源性目的基因转入种子细胞,通过转基因细胞

在局部持续高效表达高生物活性的内源性生长因子,

可能使基因强化组织工程中生长因子目的蛋白的表达

应能达到持久、稳定[ 26 ]。R isbud 等[ 27 ]用M SC s在适当

的微环境 (低氧、生长因子,三维立体培养)中可以分化

出类髓核细胞。此后他们实验在三维藻酸盐水凝胶剂

中放入含有 T GF2Β1 的培养基,分别在低氧 (2% )和正

常含氧 (20% )下培养。在低氧和 T GF2Β1 驱动下间充

质干细胞向与髓核表型一致的细胞分化,低氧环境可

以促进M SC s向髓核细胞的特异标志分化,而 T GF2Β1

则可以升高细胞内促分裂原活化蛋白激酶活性以及

SOX29、蛋白聚糖和Ê胶原的表达。得出M SC s可以用

于损害的或退变的椎间盘修复[ 28 ]。
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5　M SCs的体内植入研究

M SC s 体内植入的方式目前多采用直接注射方

式。采用外科手术暴露椎间盘后,用针头插入椎间盘中

央髓核区,然后注射M SC s悬液。注射的椎间盘作标记

后缝合切口。

5. 1　单纯M SC s注射研究

Sakai等[ 29 ]用绿色荧光蛋白标记的自体M SC s移

植入成熟的家兔,在移植后的 48周,在移植区域连续

计数,分化的移植细胞进行免疫组织化学分析。结果显

示M SC s移植到退变的家兔椎间盘后,增殖和分化细

胞表达出一些主要髓核细胞的表型特征。Zhang等[ 30 ]

用兔同种异体M SC s注射入兔的椎间盘,与未注射组

和注射盐水组在 1、3和 6个月时分别检测m RNA ,蛋

白多糖和Ê 型胶原含量,结果显示注射M SC s组均明

显增加。注射M SC s可能是一种治疗退变椎间盘的方

法。Sakai等[ 31 ]将M SC s在家兔退变椎间盘模型制成 2

周后,分别移植入L 2、3、L 3、4及L 4、5椎间盘, 24周后检查

正常椎间盘、模拟手术椎间盘和移植后椎间盘的X 线

片椎间盘高度、M R I T 2 信号的改变,组织学、免疫组

织化学和基质关联的基因表达。结果显示移植M SC s

组椎间盘的高度为正常对照组的 91%、T 2 信号强度

为正常对照组 81% ,免疫组织化学和基因表达分析有

蛋白多糖积聚。认为M SC s移植对退变的家兔椎间盘

的再生是有效的,对于退变的椎间盘疾病是一个有价

值的治疗方法。

5. 2　组织工程移植研究

将M SC s移植到支架上,加入细胞因子等,在一定

的条件下体外培养后移植入椎间盘从而改善椎间盘退

变。Sakai等[ 32 ]将自体M SC s植入A teloco llagen 支架

后再植入兔退变的髓核内,结果移植后细胞存活并成

功繁殖。他们认为通过M SC s2A teloco llagen 支架复合

物可以填充空的髓核,移植的M SC s转化细胞产生的

蛋白多糖,阻止了蛋白多糖含量的下降,其可缓解椎间

盘退变。C reven sten 等[ 33 ]用M SC s注射入鼠尾骨的椎

间盘,使用 15%的透明质烷凝胶作为载体, 分有或无

M SC s的凝胶注射,在注射椎间盘区域观察到荧光标

记的干细胞, 在第 7、14、28 天分别进行观察, 显示

M SC s能在鼠椎间盘中维持生存力和增殖。D ang等[ 34 ]

认为用热敏的壳聚糖凝胶作为载体,可以用于递送干

细胞以促进一个生物学上相关的退变椎间盘重建。

5. 3　营养途径

椎间盘的外层有纤维环保护,能将M SC s很好的

包被在椎间盘中, 并向髓核细胞表型分化。植入的

M SC s种植于支架上,理论上能提高细胞的黏性,并能

够让细胞开始产生新的细胞外基质。T GF2Β1 能诱导多

种细胞合成和分泌细胞外基质蛋白,刺激胶原和其他

基质成分沉积,阻断纤维蛋白酶原抑制剂,促进血管生

成[ 35 ] ,可能为植入的M SC s提供了营养途径。

6　展望

从理论上看,用M SC s移植入椎间盘,使椎间盘再

生可能是治疗椎间盘疾病较好的方法,但椎间盘研究

只是处于动物实验阶段。目前禁止在人体内进行试验。

椎间盘退变的确切机制尚待进一步研究,在退变椎间

盘中移植的细胞的类型、细胞移植是否用支架,以及细

胞移植后的营养途径等问题需深入研究,确定细胞表

形的特征,诱导和控制M SC s分化成髓核或纤维环细

胞的因子为下一步研究重点。随着组织工程学的发展,

及人们对脊柱基础研究的深入,应用组织工程技术完

全有希望培育出具有生物活性和功能的人工生物椎间

盘组织, 为脊柱退变性疾病的治疗带来新的观念和

模式。
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