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摘要 目的：优化人原代髓核细胞的体外分离培养方法，为椎间盘退变的防治研究提供种子细胞。方法：无菌环境中摘取人椎间盘

髓核组织，采用多次胶原酶消化法分离提取原代人髓核细胞，置于 5% CO2培养箱中 37℃恒温培养，倒置相差显微镜中观察细胞

形态，采用MTT法绘制细胞生长曲线，甲苯胺蓝染色法检测髓核细胞内蛋白多糖的表达情况，细胞免疫荧光染色法检测Ⅱ型胶

原蛋白表达情况。结果：本研究中获得的细胞形态不规则，呈梭形或多角形，原代细胞 48 h内贴壁，培养第 8天左右细胞融合度可

达 90%，第三代细胞 12 h内即可贴壁，生长至融合 90%约需 5d。甲苯胺蓝染色及细胞免疫荧光染色均阳性，提示所得细胞具有分

泌蛋白多糖及Ⅱ型胶原蛋白的功能。结论：改良胶原酶消化法可获得大量纯净的人髓核细胞，提高培养效率，原代及传代细胞具

备类软骨细胞表型，且活性及功能均较为稳定，可作为椎间盘组织工程研究的种子细胞。
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In vitro Isolation and Culture of Human Degenerative Nucleus Pulposus
Cells by Improved Enzymatic Digestions*

To optimization the method of isolating and culturing human degenerative nucleus pulposus cells in vitro,

and to provide seed cells for the prevention and cure investigation of intervertebral disc degeneration. Nucleus pulposus tissue

was collected in a sterile environment. Multiple enzymatic digestions were adopted to extract primary human nucleus pulposus cells. The

cells were cultured in thermostat incubator with 5% CO2 under the condition of 37℃. Cell morphous was observed under inverted phase

contrast microscope. The cell growth curve was plotted byMTT assay. The expression of proteoglycan and typeⅡ collagen were detected

by toluidine blue staining and cellular immunofluorescence staining respectively. The cells had spindle or polygonal shapes.

The primary cells had an average adherence time of 48 hours and took nearly 8 days to reach 90% confluence. Cells at passage 3 had an

average adherence time of 12 hours and took nearly 5 days to reach 90% confluence. The results of toluidine blue staining and cellular

immunofluorescence staining showed that the cultured cells secreted proteoglycan and type Ⅱ collagen. Multiple enzymatic

digestions of nucleus pulposus tissue could release a large amount of pure human nucleus pulposus cells. The culture efficiency was

improved. The primary and passage cells could maintain stable chondrocyte-like phenotype and could be used as seed cells for intervertebal

disc tissue engineering.
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前言

椎间盘退变（intervertebral disc degeneration, IDD）可以导

致各类脊柱疾患的发生，如腰椎间盘突出症、腰椎失稳和颈椎

病等[1,2]。随着组织工程研究的深入，采用髓核细胞移植对退变

椎间盘组织进行修复被认为是具有良好应用前景的治疗方式[3,4]。
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能否获得大量较为理想的种子细胞，是组织工程治疗成功与否

的关键因素[5]。传统的酶消化法对髓核细胞的获得率有限，且常

因消化时间长而使细胞受损严重，降低了其活性和功能，在一

定程度上限制了髓核细胞移植疗法的研究和应用[6]。本研究采

用改良的多次胶原酶消化法分离培养原代人髓核细胞，并在体

外进行传代扩增，连续观察其形态、活性及功能，旨在优化原代

人髓核细胞的分离培养效率，为椎间盘移植的组织工程学研究

提供优质的种子细胞。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器

胎牛血清（Life Technologies公司）；PBS缓冲液（HyClone

公司）；DMEM/F12（HyClone 公司）；0.25%胰酶 -EDTA（Hy-

Clone公司）；双抗（青霉素、链霉素，Life Technologies公司）；红

细胞裂解液（Genview公司）；Ⅱ型胶原酶（Sigma公司）；甲苯胺

蓝染料（Sigma公司）；细胞培养皿、离心管等耗材（Corning公

司）；微量移液器（Eppendorf公司）；生物安全柜（Labconco 公

司）；CO2细胞培养箱（Thermo Fisher Scientific公司）。

1.2 标本来源

选取拟施髓核摘除术的腰椎间盘突出症患者作为纳入对

象，所有纳入患者均已排除肿瘤、结核及其他感染性疾病病史。

在患者及家属知情同意的情况下，于腰椎髓核摘除术中摘取髓

核组织，浸泡于含双抗的 DMEM/F12培养基中，无菌条件下转

移至实验室，待后续处理。

1.3 人髓核细胞的分离与培养

将上述髓核组织标本置于 PBS中充分漂洗，剔除肉眼可

见的血细胞和混杂的纤维环组织；将组织块剪碎，置于 0.25%

胰酶 -EDTA中消化 20 min；弃上清，将组织块转移至 0.1%Ⅱ

型胶原酶消化液中，37℃恒温震荡消化 30 min；将含细胞的消

化液转移至 15 mL离心管，离心后以 DMEM/F12完全培养液

（含体积分数 10%胎牛血清及适量双抗）重悬底部细胞团块，以

待进一步体外培养；将剩余组织块重复进行以上消化步骤两

次，所得细胞悬液离心后弃上清；加入 5倍体积的 ACK Lysis

Buffer，轻轻吹打混匀，室温裂解 3min，以 1000 r/min的转速离心

8 min，弃红色上清液；细胞以 PBS洗涤 2次后混匀并接种于细

胞培养皿中，置于含 5% CO2的培养箱 37℃培养；48 h左右首

次换液，清除未贴壁的杂质细胞，以后每 2~3 d换液一次；光镜

下观察细胞生长情况，当细胞达 90%汇合度时，以 0.25%胰酶

-EDTA消化细胞，将细胞以 1:3传代，隔日更换培养液一次。

1.4 细胞增殖情况检测

将细胞制成单细胞悬液，1000 r/min离心 8 min，以完全培

养液（含 10% FBS）重悬细胞团块；以 5000个 /孔的密度将细

胞均匀接种于 96孔培养板，置于 5% CO2培养箱 37℃恒温孵

育；分别于接种后 24h开始，每天于相同时间点取出细胞培养

板进行检测，连续观察 5天；移除待测孔中的细胞培养液，加入

浓度为 5 mg/mL的 MTT 溶液，5%CO2培养箱中 37℃孵育 4

小时；弃上清，加入 DMSO 150 滋L，避光震荡溶解 15 min；多功

能酶标仪检测并读取波长为 490 nm处的 OD值。

1.5 甲苯胺蓝染色

将第三代细胞以适当密度接种于细胞培养皿，24 h贴壁后

换液，以完全培养液（含体积分数 10%FBS及适量双抗）孵育，

置于含 5% CO2的培养箱中，37℃恒温培养，隔天换液一次；染

色前移除培养液，PBS缓冲液清洗 2次；以 4%中性多聚甲醛固

定液孵育 20 min；PBS缓冲液清洗后加入适量 1%甲苯胺蓝染

色工作液，常温避光孵育 1 h；95%酒精冲洗以去除多余染液，

光镜下观察并摄片。

1.6 细胞免疫荧光技术检测Ⅱ型胶原表达

取出待测的第三代人髓核细胞，移除培养液，PBS缓冲液

清洗 2次，以 4%中性多聚甲醛固定液室温下孵育 5 min；PBS

缓冲液清洗 2次，以 PBST（即 PBS中含 0.1% TritonX100）通透

液室温下孵育细胞 20 min；5%BSA（PBST配制）室温下封闭 1

h；移除封闭液，加入Ⅱ型胶原抗体工作液（1:200），4℃低温孵

育过夜；移除一抗，PBS清洗 5 min× 3次，加入荧光二抗工作

液孵育 1 h；弃掉二抗，PBS清洗 5 min× 3次，加入 DAPI染色

工作液孵育 20 min；倒置荧光显微镜下观察Ⅱ型胶原表达情

况，并拍照记录。

2 结果

2.1 细胞形态学观察

原代消化分离获得的人髓核细胞折光性较好，呈亮球状漂

浮于细胞培养皿中。48h后首次换液可去除未贴壁细胞及杂

质，光镜下观察可见大部分细胞已贴壁，呈圆形、短梭形或多角

形，大小不一。约 4天后细胞形态逐渐变为短梭形或多角形为

主，约 6~7天左右进入对数生长期，细胞增殖速度加快，培养第

8天左右细胞融合度可达 90%。以 1:3传代后的细胞生长速度

较原代细胞更快，呈火焰状或集落状分布，约在接种后 5~6天

生长至单层融合。本研究体外分离的髓核细胞从第三代起，细

胞突起逐渐增多、延长，细胞体积变大，形态演变为梭形且逐渐

不规则，折光性减弱（见图 1）。

2.2 细胞增殖情况检测

MTT法检测细胞增殖率，结果显示，原代人髓核细胞接种

后前 48小时内，生长速度缓慢，处于生长适应期；第二天以后

增殖速度逐渐加快，约第三天开始进入对数生长期，接种后第

四天为减速期，大约第五天以后细胞停止生长，进入平台期。第

三代细胞在对数生长期的生长曲线较第一代细胞略平缓，但不

同生长阶段的增殖趋势基本相同（见图 2）。

2.3 细胞甲苯胺蓝染色

细胞染色结果显示，本研究获得的细胞形态以多角形为

主，胞质内的蛋白聚糖被染为蓝色，且越靠近细胞核染色越深，

提示原代分离培养的人髓核细胞可以合成和分泌蛋白聚糖，表

达类软骨细胞功能（见图 3-A）。

2.4 细胞免疫荧光染色

荧光染色结果显示，细胞形态与倒置相差显微镜观察结果

相似，Ⅱ型胶原蛋白被荧光染料染成绿色，主要分布于细胞质

内，越靠近细胞核，荧光信号越强。本研究中的原代细胞与第一

代、第三代细胞之间的染色强度均无明显差异（见图 3-B）。

3 讨论

髓核细胞的老化或凋亡、细胞外基质成分的降解、纤维环

和软骨终板的变性被认为是造成 IDD的主要原因[7,8]。目前针

1012· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.6 JUN.2020

图 3 人髓核细胞染色观察 A：甲苯胺蓝染色，细胞以多角形为主，胞质内的蛋白聚糖被染为蓝色，且越靠近细胞核染色越深（光镜× 100）；

B：细胞免疫荧光染色，Ⅱ型胶原蛋白主要分布于细胞质内，越靠近细胞核，荧光信号越强（光镜× 100）

Fig.3 Staining observation of human nucleus pulposus cells A: toluidine blue staining, the cells are mainly polygonal, the proteoglycan in the cytoplasm is

stained blue, and the closer to the nucleus, the darker the staining is (light microscope × 100); B: cell immunofluorescence staining,Ⅱ collagen are

mainly distributed in the cytoplasm, closer to the nucleus, the stronger the fluorescent signal (BNH x 100)

对 IDD的治疗手段分为非手术治疗和手术治疗，非手术治疗

包括功能锻炼、物理治疗和药物治疗等，主要目的在于增强腰

背肌肌力、改善疼痛等临床症状[9,10]。通过手术方式摘除髓核虽

然可缓解部分临床症状，但常引发邻近节段椎间盘的退变。随

着研究的深入，国内外同行将研究的重点聚焦于生物学治疗，认

为 IDD的治疗目标应当是逆转该过程中发生的生物学变化[11,12]。

在新兴的生物学治疗手段中，无论是细胞疗法还是组织工程疗

法，其成功与否的关键前提，都是具备大量优质的种子细胞[13,14]。

椎间盘是人体内最大的无血管组织，其外层的营养供应主要来

源于纤维环外层软组织中的毛细血管，而纤维环内层及髓核细

胞的营养主要依赖于上、下终板的弥散功能[15,16]。因此，椎间盘

组织的含氧量较低、乳酸含量较高，细胞的活性和增殖能力均

较差；在退变的椎间盘内，终板钙化、通透性下降，导致细胞的

活性和增殖能力进一步降低，这些都为椎间盘细胞的体外培养

及扩增带来许多困难，使其相较于人体其他部位组织器官的离

体培养更难[17,18]。

图 1 第三代人髓核细胞形态学观察

（光镜× 100；A为第三代 NPCs培养 1 d，B为第三代 NPCs培养 3 d）

Fig.1 Morphological observation of the third generation of human nucleus pulposus cells

(light mirror × 100; A is the third generation NPCs culture 1 d, B is the third generation NPCs culture 3 d)

图 2 人髓核细胞增殖情况（P1：第一代细胞生长曲线；P3：第三代细胞

生长曲线）

Fig.2 Proliferation of human nucleus pulposus cells (P1: growth curve of

first-generation cells; P3: growth curve of third-generation cells)

传统的体外培养多采用胰酶 -胶原酶联合或序贯消化法、

单纯胶原酶消化法以及组织块法等[19-21]。组织块法操作简单，污

染率低，但其所需培养周期较长，细胞活性及功能受到影响，且

部分细胞始终滞留于组织块中无法贴壁，对髓核组织的利用率

较低。髓核组织包括了髓核细胞和细胞外基质两大部分，后者

主要由胶原成分和聚集蛋白聚糖组成，传统的序贯酶消化法需

1013· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.6 JUN.2020

要用胰蛋白酶预处理髓核组织，然后加用胶原酶分离髓核细

胞，操作步骤较为繁琐，污染率随之提高，同时也增强了胰蛋白

酶对细胞活力的损害作用，在实际应用中，胰酶作用时间多为

30 min以上，胶原酶的作用时间多为 1~4h或者 4℃过夜；有学

者[22,23]对比了不同酶处理方案对人髓核细胞原代分离的影响，

发现胶原酶孵育过夜的细胞活性显著降低，而胰酶联合胶原酶

消化 4h所获得的细胞数量较多，对组织标本的利用率也最大。

也有学者报道，提高胶原酶浓度可增强消化效率，但该方法成

本较高，且难以提供高重复性和高活力的种子细胞。可见，把握

好消化酶的用法、用量以及作用时间是原代细胞培养的关键所

在。基于 II型胶原是髓核组织细胞外基质的主要成分，有学者

研究指出单纯胶原酶消化法可以避免胰酶对细胞的损伤，但该

方法获得率略有降低且延长了消化时间，至少需 3~6小时才能

完成细胞的提取，游离出的细胞受到消化酶工作液的持续损伤、

长时间缺乏营养供给，均可使其生物学活性降低。研究报道[24]，

采用单纯胶原酶消化法获得的原代细胞，其平均贴壁时间为

7 d，细胞生长至汇合需要 30 d以上，而本研究在原代提取 48 h

首次换液时绝大部分细胞已经贴壁良好；约 8 d左右细胞便可

生长至 90%融合，提示本研究采用的多次胶原酶消化法对细胞

的获得率较高，且细胞活性较好。

鉴于以上特点，本研究将胰酶的作用时间缩短为 20 min，

使标本经过初次消化后，剩余组织中的髓核细胞较为纯净；再

经过 3次Ⅱ型胶原酶消化，每次作用时间仅为 30 min，既缩短

了游离细胞在消化酶工作液中的时间，重复消化环节又可保证

组织标本被充分利用，力求在最大程度上提高细胞获得率及生

物学活性。研究结果证实，多次胶原酶消化法分离培养人髓核

细胞效率较高，所得细胞 48h内可贴壁，折光率及增殖率良好，

原代细胞约 8~9d可生长至汇合，传代细胞约 5~6d可生长至汇

合。第一代和第三代细胞在不同生长阶段的增殖趋势基本相

同，提示细胞可稳定传代、维持良好的增殖活性及类软骨表型，

可作为椎间盘组织工程研究的种子细胞。
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