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大鼠尾椎髓核干细胞的分离与分化能力

沈 阳，徐宏光，张 屿，王 效，肖 良，刘 晨，金中行
( 皖南医学院第一附属医院 弋矶山医院 脊柱外科，安徽 芜湖 241001)

【摘 要】目的:分离大鼠尾椎髓核干细胞( NPSCs) ，并检测其多向分化的能力。方法:取 4周龄大鼠 10只，解剖显微镜下分离
尾椎 C1 ～C5 的髓核，经Ⅰ型胶原酶消化获得髓核原代细胞( NPCs) ，按照 200个 /cm2 的细胞密度接种于 10 cm培养皿，获取细
胞集落，观察集落细胞的形态特点，并与 NPCs比较。并将获得的细胞集落按照 50个 /cm2 的密度进行单克隆形成能力检测。
进行成骨、成脂肪及成软骨方向分化诱导，分别用茜素红、油红 O及番红染色鉴定。结果:髓核组织呈半透明的胶质状，质软。
按照 200个 /cm2 的细胞密度接种培养髓核细胞，在培养 3～ 5 d 可见细胞集落形成，且集落内细胞的形态呈梭形，无“空泡”。
而 NPCs呈不规则性状，且细胞内含有较多“空泡”。获得的细胞集落仍然具有单克隆形成能力。且体外能进行成骨、成脂肪
及成软骨方向分化诱导。结论:大鼠髓核组织中存在干细胞，按照 200个 /cm2 的密度能够分离出 NPSCs，且具有成骨、成脂肪
及成软骨等多向分化的能力。
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Isolation of nucleus pulposus stem cells from the rat caudal vertebrae and determination of
the cell differentiation

SHEN Yang，XU Hongguang，ZHANG Yu，WANG Xiao，XIAO Liang，LIU Chen，JIN Zhongxing
Department of Spinal Surgery，The First Affiliated Hospital of Wannan Medical College，Wuhu 241001，China

【Abstract】Objective: To isolate the nucleus pulposus stem cells( NPSCs) from caudal vertebrae of rats and determine the multidirectional differentiation
of NPSCs．Methods: The nucleus pulposus was isolated from the caudal vertebra of rats aged 4 weeks( n= 10) under the dissecting microscope．Primary nu-
cleus pulposus cells( NPCs) were obtained using type I collagenase digestion，and incubated in a culture dish( 10 cm in diameter) by cell density of 200
cells /cm2 for harvesting the cell colonies．Then the morphology of the colony forming cells were observed and compared with NPCs．The colonies of the ob-
tained cells were subjected to monoclonal formation assay by density of 50 cells /cm2，and induced to differentiate into osteogenic，adipogenic and chondro-
genic cells that were identified by staining with alizarin red，oil red O and safranin，respectively．Ｒesults: The nucleus pulposus was translucent colloid with
soft texture．The colony formation was observed after 3 to 5 days of incubation，and the cells in the colony were fusiform in shaped without“vacuoles”，
whereas NPCs exhibited irregular traits with more " vacuoles" ．The cell colonies obtained still had the capacity of monoclonal formation，and were induced
to in vitro osteogenic，adipogenic and chondrogenic differentiation．Conclusion: Stem cells are present in the nucleus pulposus of rats，and can be isolated by
cell density of 200 cells /cm2 ．These cells have the capacity of osteogenic，adipogenic and chondrogenic differentiation．
【Key words】nucleus pulposus; stem cells; multidirectional differentiation; type I collagenase digestion

下腰痛与椎间盘退变密切相关，在人群中普遍

存在。研究表明，超过半数以上的腰部疼痛是由椎
间盘退变导致的［1－2］。目前，对于椎间盘退变的治
疗仍然以内科治疗为主，其远期疗效并不理想，而对

于外科治疗，虽然能快速解决椎间盘退变带来的症

状，但是并不能延缓椎间盘退变的病变进程。除此
之外，椎间盘由位于中央区域的髓核、外围的纤维环

以及上下侧的软骨终板共同组成，作为人体内最大

的无脉管结构，细胞主要通过扩散作用汲取邻近椎

体血管内的氧气及营养物质，因此来自血液及骨髓

的外源性干细胞难以到达椎间盘组织［3］。故椎间
盘在长期的上身负荷下易发生退变。也正是椎间盘
持续的退变，导致椎间盘内组织水分降低，细胞外基

质增加，细胞数目大幅度降低，组织钙化等病理改
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变［4－5］。
随着干细胞与再生医学的兴起，人们对干细胞

的生物特性的了解不断深入，给椎间盘退变的治疗

带来了新的希望。如何有效获取干细胞，成为椎间
盘退变生物治疗的关键。本文根据前期的研究，改
进了髓核组织的消化方法，通过低密度接种培养，获

取细胞集落，后通过多向分化及单克隆形成能力检

测，验证该细胞集落具有干细胞特性。

1 材料与方法
1．1 实验动物 4 周龄 SD 大鼠 10 只，雌雄不限，
体质量 100 ～ 200 g，由江苏省南京市青龙山动物研
究中心提供。
1．2 实验试剂 0．25%EDTA-胰酶( Gibco) ，0．2%Ⅰ
型胶原酶( Sigma) ，青霉素-链霉素溶液( 15070063，
Gibco) ，磷酸盐缓冲液 ( PBS ) ( SH30256． 01，hy-
clone) ，DMEM/F12 培养基( Gibco) ，干细胞胎牛血
清 ( Gibco ) ，干 细 胞 成 骨 分 化 诱 导 培 养 基
( A1007201，Gibco) ，干细胞成脂肪分化诱导培养基
( A1007001，Gibco) ，干细胞成软骨分化诱导培养基
( A1007101，Gibco) ，茜素红染色液( 南京森贝伽生
物科技有限公司) ，油红 O 染色剂( O0625，Sigma) ，
番红染色液( 南京森贝伽生物科技有限公司) ，结晶

紫染色剂( C8407，索莱宝) ，10 cm培养皿。
1．3 实验方法
1．3．1 获取大鼠尾椎髓核原代细胞( nucleus pulpo-
sus cells，NPCs) 取 4 周龄 SD 大鼠幼鼠 10 只，给
予颈椎脱臼法处死后，全部浸没于 75%的酒精 10
min，无菌条件下分离大鼠尾椎 C1 ～ C5 节段，解剖显

微镜下分离椎间盘中央部分的髓核组织，将髓核都

浸泡在含有双抗的 PBS中 10 min，取出后 PBS冲洗
3次，加入 0．25%EDTA-胰酶，置于 37℃温水浴箱中
40 min后离心并弃上清，最后分别加入 0．2%Ⅰ型胶
原酶和重新置于水浴箱中消化 1 h 左右，每 30 min
震荡 1次以加速消化。待组织完全消化后用 200 目
滤网过滤，1500 r /min离心 5 min，弃上清，重新加入
含有 10%的 FBS培养基吹打混匀，备用。整个获取
过程在 2 h内完成，以便于更好地保持髓核细胞的
活性。
1．3．2 获取大鼠尾椎髓核干细胞( nucleus pulposus
stem cells，NPSCs ) 将得到的 NPCs 吹打混匀，
chamber计数板计数，按照 50、100、200 个 / cm2 的密

度接种于 10 cm培养皿，每皿加入 6 ～ 8 mL 的含有
20%FBS 的 DMEM/F12 培养基，置于 37℃，5%CO2

的培养箱，每 3 d换液 1次，培养 10 d。显微镜下观

察细胞集落的形态。用 4%的多聚甲醛固定 30
min，PBS冲洗 3次后，再使用0．1%的结晶紫染色 10
min，观察集落形态，统计集落形成率，倒置相差显微
镜下细胞数少于 20个的集落忽略不计。
1．4 多向分化能力检测 将上述得到的细胞集落
经 0．25%的胰蛋白酶消化后进行体外扩增培养，取
第 2代细胞，按照每孔 2×104 的密度接种于 24 孔
板，加入 1 mL含有 10%FBS 的 DMED /F12 培养基，
待细胞融合达 80%，按如下步骤进行诱导分化。
加入成骨分化诱导培养基，每 3 d 换液 1 次，诱

导 21 d后，4%多聚甲醛固定细胞 15 min，加入适量
茜素红染液染色 30 min 后，PBS 轻轻冲洗 2 遍，倒
置相差显微镜下观察。
加入成脂肪分化诱导培养基，每 3 d 换液 1 次，

每次换液时不要把原培养基全部吸出，诱导 21 d
后，如上方法进行细胞固定，油红 O 染液染色 30
min，然后苏木素复染 30 min，PBS 冲洗后置于显微
镜下观察。
按照 micromass 法［6］进行成软骨方向分化诱

导，加入成软骨分化诱导培养基，每 3 d 换液 1 次，
诱导 21 d，固定细胞，番红染色 30 min，冲洗后置于
显微镜下观察。
1．5 单克隆形成能力检测 单克隆形成能力反映
出细胞的强大增殖能力，据国外文献报道，在接种密

度＜50 个 / cm2 时［7］，只有具有干细胞性质的细胞，

才能得以生存下来。我们将获得的细胞集落使用
0．25%的胰蛋白酶消化后，收集细胞悬液，按照
50个 / cm2的密度接种于 10 cm培养皿上，加入 8 mL
含 20%FBS 的 DMEM/F12 培养基，置于 37℃，5%
CO2 的培养箱，每 3 d 换液一次，培养 15 d 后，结晶
紫染色，观察是否有细胞集落形成。

2 结果
2．1 NPCs与 NPSCs形态学比较 NPCs接种后，大
约 48 h贴壁，形态多不规则，呈三角形或不规则四
边形，倒置相差显微镜下可见细胞内部含有较多

“空泡”( 图 1A) 。髓核细胞按照不同密度接种培养
后，3 d后可见细胞贴壁( 图 1B) ，5 d 见贴壁细胞增
殖形成细胞集落( 图 1C) 。随着培养时间的延长，10
d时，可见较大形态的细胞集落形成。高倍镜下观
察，细胞多呈梭形，内部无“空泡”结构( 图 1D) 。
2．2 多向分化能力 含钙基质可以被茜素红染液
染成红色或者鲜红色。在诱导成骨分化 4 d，使用多
聚甲醛固定细胞后，经茜素红染色，显微镜下可见视

野大片被染成深红色含钙骨基质。油红 O 为脂溶
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性染料，在脂肪内能高度溶解，可特异性的使组织内

甘油三酯等中性脂肪着色。在成脂肪分化诱导 15 d
左右，轻轻吸取上清液，多聚甲醛固定，实验组加入

适量油红 O染色剂，显微镜下可见细胞内有较多透
亮的红色脂肪滴。
番红染色原理在于嗜碱性的软骨与碱性染料番

红结合呈现红色。在成软骨诱导 18 d 左右，经番红
染色，可见实验组有软骨片被染成深红色。见图 2。

A．NPCs呈不规则三角形，内部含有较多“空泡”结构; B ～ D．髓核细

胞按照不同密度接种培养。不同时间内细胞集落的形态变化。B．接

种 3 d后，可见已经贴壁的细胞增殖形成较小的细胞集落; C．接种培

养 5 d，细胞集落逐渐变大; D．接种培养 10 d，可见均一的呈圆形的细

胞集落。

图 1 NPCs与 NPSCs形态比较

A．成骨方向分化，含钙基质被茜素红染成鲜红色; B．成脂肪方向分

化，细胞内脂肪滴被油红 O染成亮红色; C．成软骨方向分化，可见大

片的软骨基质被染成深红色。

图 2 NPSCs三系分化

2．3 单克隆形成能力检测 在进行单克隆能力检
测时，高倍显微镜下可见集落中的细胞形态大部分

呈规则的梭形，细胞内部无“空泡”。结晶紫染色，
肉眼可见被染成紫色的细胞集落。见图 3。

3 讨论
近几年随着组织工程学的兴起，干细胞及相关

临床转化［8－9］引起人们的高度重视，椎间盘缺乏血

供，无神经支配，生理状态下处于长期封闭的腔隙

内，因此，椎间盘组织可以逃避细胞免疫及体液免

疫，成为“免疫豁免”［10－11］的组织之一。目前向发生
退变的椎间盘移植干细胞有两种途径: 移植技术及

载体。正是椎间盘这种“免疫豁免”的特性，我们可

以向椎间盘内直接注射干细胞，在动物模型［12］和人

体模型［13］中，这种方法已经被证实对于治疗椎间盘

退变有明显作用。但是干细胞直接注射治疗也存在
很多缺点，由于干细胞具有多向分化的特性，在注射

时若发生泄露，在脊柱峡部会发生骨化而造成椎管

狭窄［14］。细胞载体很好地解决了这个问题，载体一
方面可以防止细胞泄露，另一方面可以提供干细胞

生长的微环境。包括凝胶载体和生物载体，前者包
括胶原蛋白凝胶、透明质酸凝胶等，后者包括微球支
架［15］和其他生物增强支架［16］等。

A．高倍镜下集落中的细胞形态; B．单克隆形成能力检测，按照不同密

度接种培养得到的细胞集落再次进行单克隆后，依然具有低密度形

成细胞集落的能力。

图 3 NPSCs单克隆形成能力检测

本实验将 NPCs 低密度接种于培养皿中培养，
将获得的细胞集落进行了多向分化诱导和单克隆形

成能力检测，可以初步判断通过该法获得的细胞具

有干细胞特性，也符合干细胞鉴定标准。当然，本文
也存在不足，未进行免疫学鉴定，但是目前关于成体

干细胞的研究还属于初步阶段，很多成体干细胞表

面的标记物还是未知的，需要我们进一步去完善。
NPSCs的分离与鉴定，经过进一步的研究与完善，将
有望解决种子细胞来源问题，为今后的组织工程奠

定良好基础。
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本研究采用 PSD大鼠来模拟成人的睡眠障碍，
通过观察各组大鼠一般情况，检测血清和心肌组织

中氧化及抗氧化指标，分析心肌病理学变化来探讨

黑果枸杞花色苷对 PSD大鼠心肌损伤的保护作用。
从以上的实验结果可知黑果枸杞花色苷对 PSD 大
鼠心肌损伤具有保护作用，呈剂量依赖性。LrM-H
组消减氧化自由基的能力优于 CDT组，未发现重要
脏器的损害现象。其机制可能与黑果枸杞中的花色
苷成分在部分睡眠剥夺过程中稳定心肌细胞的细胞

膜，延缓或抑制心肌细胞在急性应激损害的过程中

释放炎性介质物所引发的心肌损害，稳定机体睡眠

剥夺所引起的氧化应激、降低自由基水平有关，其确
切机制有待进一步研究。
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