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脂肪间充质干细胞改善椎间盘髓核细胞衰老的机制研究

胡红涛，王 胜，赵司顺，王 生，滕海军　（山东第二医科大学附属医院脊柱外科/潍坊市脊柱外科微创脊柱内镜重点实验

室，山东 潍坊 261000）

［摘 要］　目的　探究脂肪间充质干细胞在氧化应激下衰老髓核细胞（NPC）中的作用及其介导凋亡调控的相关分子机制。

方法　根据处理条件不同将NPC分为空白组（NPC组）、实验组（NPC+ADSC组）、氧化损伤模型组（NPC+H2O2组）、实验+氧化损伤组

（NPC+ADSC+H2O2组）。通过CCK-8法确定合适的H2O2浓度以构建氧化损伤模型，然后通过β-半乳糖苷酶染色分析各组NPC衰老

程度。免疫荧光检测NPC组和NPC+ADSC组细胞中Ⅱ型胶原（Collagen Ⅱ）和聚集蛋白聚糖（Aggrecan）的表达；Western blot分析各

组 NPC 中 P53、P16、P-Rb、SIRT1、FoxO1、p-FoxO1、β-catenin、Bax、Bcl-2、Caspase-3 的蛋白表达水平。结果　与 NPC+H2O2 组相比，

NPC+ADSC+H2O2组 NPC 衰老数量减少（P<0. 05）。NPC 与 ADSC 共培养后细胞中 Collagen Ⅱ、Aggrecan 蛋白表达增加（P<0. 05）。

Western blot检测发现，与 ADSC 共培养可以抑制 H2O2诱导的 NPC 衰老相关蛋白（P53、P16及 P-Rb）及线粒体凋亡相关蛋白（Bax及

Caspase-3）的表达（P<0. 05），而 SIRT1、p-FoxO1 及 Bcl-2 蛋白表达升高（P<0. 05），FoxO1、β-catenin 蛋白表达降低（P<0. 05）。结论　

ADSC可以修复氧化应激导致的NPC线粒体损伤，抑制其细胞衰老，该过程可能与调控SIRT1/FoxO1/β-catenin信号通路有关。
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Mechanistic study of adipose-derived mesenchymal stem cell ameliorating nucleus pulposus cell senescence
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Abstract: Objective　 To explore the role of adipose-derived mesenchymal stem cells in nucleus pulposus cell （NPC） senescence 
induced by oxidative stress and the related molecular mechanisms mediating apoptosis regulation. Methods　The NPCs were divided into 
the blank group （NPC group），experimental group （NPC+ADSC group），oxidative damage model group （NPC+H2O2 group），experimental+
oxidative damage group （NPC+ADSC+H2O2 group） according to the different treatment conditions.  The appropriate concentration of H2O2 
was determined by the CCK-8 method to construct the oxidative damage model， and then the senescence degree of NPCs in each group was 
analyzed by β -galactosidase staining.  The expressions of Collagen Ⅱ and Aggrecan were detected in the NPC and NPC+ADSC groups by 
immunofluorescence.  The expression levels of P53，P16，P-Rb，SIRT1，FoxO1，p-FoxO1，β-catenin，Bax，Bcl-2，Caspase-3 proteins in each 
group were detected by Western blot. Results　Compared with the NPC+H2O2 group， the number of aging NPCs in the NPC+ADSC+H2O2 
group was decreased （P<0. 05）.  After co-culture with ADSC，the expressions of Collagen Ⅱ and Aggrecan proteins in NPCs were increased
（P<0. 05）.  Western blot results showed that co-culture with ADSC could inhibit the expression of aging-related proteins （P53， P16 and 
P-Rb） and mitochondrial apoptosis-related proteins （Bax and Caspase-3） in NPCs induced by H2O2 （P<0. 05）， and the expressions of 
SIRT1， p-FoxO1 and Bcl-2 proteins increased（P<0. 05）， the expressions of FoxO1 and β -catenin proteins decreased（P<0. 05）.
Conclusion　ADSC can repair oxidative stress-induced mitochondrial damage in NPC and inhibit its cellular senescence，the process that 
may be related to the regulation of the SIRT1/FoxO1/β-catenin signaling pathway.
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腰背痛是临床脊柱外科中的常见疾病，造成了巨

大的社会问题和经济负担。椎间盘退变是导致腰背

痛的主要病理原因，其核心环节在于髓核细胞

（nucleus pulposus cell, NPC）的 功 能 异 常 与 衰 老[1]。

NPC作为维持椎间盘稳态的关键效应细胞，通过合成

蛋白多糖和Ⅱ型胶原（CollagenⅡ）等细胞外基质成分，

保障髓核组织的粘弹性及力学缓冲功能[2]。然而，随

着年龄增长及机械应力累积，NPC 逐渐呈现衰老表

型，表现为增殖能力下降、衰老相关 β-半乳糖苷酶活

性升高及 p16INK4a/p21等衰老标志物表达上调[3]。这

种细胞衰老进程不仅导致细胞外基质代谢失衡，还会

doi : 10. 11659/jjssx. 02E025056 · 基础研究 ·

［基金项目］ 山东省医药卫生技术计划（编号 202304070701）；潍坊

市卫生健康委员会项目（WFWSJK-2023-025）
［通信作者］ 滕海军，E-mail：tenghaijun89@163. com

133



http:/ / www. jjssxzz. cn局解手术学杂志 2026,35（2）J  REG ANAT OPER SURG

引发促炎因子和基质降解酶的异常分泌，形成衰老相

关分泌表型（senescence-associated secretory phenotype, 
SASP），进而加速椎间盘退变的恶性循环[4]。

目前临床上主要采用手术治疗由椎间盘退变引

起的腰背痛，但手术仅仅是去除退变的椎间盘，无法

做到修复和减缓椎间盘退变[5]。近年来，针对 NPC 衰

老的干预策略成为研究热点。研究表明，雷帕霉素可

通过激活自噬延缓氧化应激诱导的 NPC 衰老[6]，而沉

默 p53/p21通路则能部分恢复衰老NPC的增殖能力[7]。
尽管骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal 
stem cell, BMSC）的旁分泌效应被证实可改善 NPC 微

环境，但其来源受限且成软骨分化能力不足等问题仍

制约着其在临床中的应用[8]。而脂肪间充质干细胞

（adipose-derived mesenchymal stem cell, ADSC）因其易

获取性、强增殖能力及丰富的旁分泌活性，在组织修

复领域展现出独特优势[9]。研究证实，ADSC外泌体可

通过传递 miR-31-5p 抑制 NPC 凋亡[10]，但其调控细胞

衰老的具体分子机制，特别是对线粒体功能障碍、端

粒酶活性及表观遗传调控网络的影响仍不明确。因

此，深入探讨ADSC对NPC衰老的改善机制，可能为临

床治疗提供新的思路和方法。本研究通过构建体外

NPC 衰老模型，系统探讨 ADSC 对衰老相关表型的逆

转作用，以期阐明ADSC调控椎间盘退变的新机制，也

为开发基于细胞治疗的精准干预策略提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　细胞来源

大鼠 NPC 购自普诺赛生命科技有限公司（批号：

CP-R145）；大鼠ADSC购自海星生物科技有限公司（批

号：ADRS-C106）。

1. 2　试剂和仪器

DMEM/F-12培养基（美国Gibco），胎牛血清（上海

碧云天），PBS 缓冲液（美国 Gibco），胰酶消化液（美国

Gibco），Transwell 小室（中国 MERCK），3%H2O2（德国

Sigma），CCK-8试剂盒(中国Biosharp)，β-半乳糖苷酶染

色试剂盒 (上海碧云天)。倒置荧光显微镜（德国

LEICA，型号 DMi8），多功能酶标仪（瑞士 Tecan，Spark 
20M），凝胶成像仪（美国Bio-Rad）。一抗：SIRT1抗体、

FoxO1 抗体、p-FoxO1 抗体（美国 CST），β-catenin 抗体

( 中 国 Biodragon)，Collagen Ⅱ 抗 体 、聚 集 蛋 白 聚 糖

（Aggrecan）抗体、GAPDH 抗体（中国 Proteintech），P53
抗体、P16 抗体、P-Rb 抗体、Bax 抗体、Bcl-2 抗体、

Caspase-3抗体（中国 ABclonal）。二抗：辣根酶标记山

羊抗兔 IgG抗体、辣根酶标记山羊抗鼠 IgG抗体（中国

中杉金桥），荧光二抗（上海碧云天）。

1. 3　细胞培养及细胞衰老模型建立

在 5% CO2、37 ℃的培养箱中培养 NPC 和 ADSC，

观察细胞形态，细胞贴壁率约 80% 时进行传代、接种

和冻存。按 1∶2 的比例进行传代，每隔 1~2 d 换液

1次，待细胞传至第 3代时开始进行实验操作。采用不

同浓度的 H2O2 进行造模（0、100、200、300、400、500、
600、700、800 μmol/L，H2O2处理 24 h后，采用CCK-8法

检测NPC的细胞活性，选出合适浓度的H2O2构建NPC
衰老模型。

1. 4　构建ADSC/NPC共培养体系及实验分组

利用 Transwell小室构建细胞共培养体系，首先将

ADSC植于上层的Transwell小室内，待细胞贴壁后，再

于下层孔板中接种NPC。细胞接种密度均为1×105/mL。
然后根据处理方式将细胞分为空白组（NPC组）、实验

组（NPC+ADSC 组）、氧化损伤模型组（NPC+H2O2组）、

实验+氧化损伤组（NPC+ADSC+H2O2组）。其中 NPC+
ADSC 组、NPC+ADSC+H2O2组细胞接种于 Transwell 小
室中，NPC组、NPC+H2O2组细胞接种于普通孔板中，每

隔 1~2 d换液 1次，同时显微镜下观察，待培养细胞融

合约 80% 时，使用浓度为 400 μmol/L 的 H2O2 进行处

理，24 h后对NPC进行检测。

1. 5　细胞衰老相关β-半乳糖苷酶染色检测

将培养液从细胞培养板中吸除，用PBS清洗 1次，

然后每孔加入 1 mL β-半乳糖苷酶染色固定液，在室温

下固定 15 min 后，吸除固定液，再用 PBS 洗涤 3 次，然

后每孔加入配制好的染色工作液 1 mL。用保鲜膜封

住细胞培养板，置于 37 ℃烘箱中孵育过夜，第 2 天取

出后在普通光学显微镜下观察，每组随机取 3个视野

拍照并进行统计分析。

1. 6　免疫荧光检测 NPC 组和 NPC+ADSC 组细胞中

CollagenⅡ和Aggrecan的表达

将细胞爬片放置到 Transwell小室下层孔板中，上

层小室内接种ADSC，下层细胞爬片上接种NPC，细胞

接种密度均为 1×105/mL，接种比例为 1∶1。待共培养

24 h 后取出 Transwell 小室，吸除下层孔板中培养基，

用 4% 多聚甲醛固定细胞 10 min，然后用 PBS 冲洗

3 次，再用 0. 2% Triton X-100 通透 10 min，PBS 冲洗

3次，用 5%BSA 室温封闭 30 min，然后加入 CollagenⅡ
及Aggrecan一抗于 4 ℃孵育过夜，吸除一抗，PBS冲洗

3 次，加荧光二抗孵育 1 h，PBS 冲洗 3 次。最后使用

DAPI室温孵育 1 min染色细胞核，PBS冲洗 3次，将细

胞爬片取出后封闭，荧光显微镜依次拍照。
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1. 7　Western blot检测蛋白表达

收集细胞，每孔加入 200 μL 含蛋白酶抑制剂、磷

酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液，冰上裂解 10 min，将裂解

完全的细胞收集起来，于4 ℃以1 200 r/min离心15 min，
收集上清液，使用BCA蛋白定量法对细胞裂解液进行

定量，每管加入 50 μL 5×loading buffer，金属浴加热

10 min。根据定量结果，将样品加入到 10%SDS-PAGE
凝胶样品槽内开始电泳，电泳完成后转入PVDF膜上，

用 5% 脱脂奶粉封闭 60 min，然后加入一抗 SIRT1
(1∶1 000)、FoxO1(1∶1 000)、p-FoxO1（1∶1 000）、

β-catenin(1∶2 000)、P-Rb(1∶1 000)、P53（1∶1 000）、P16
(1∶2 000)、Caspase-3（1∶1 000）、Bax（1∶1 000）、Bcl-2
（1∶1 000），4 ℃孵育过夜，次日取出膜后，用TBST清洗

3 次，加入二抗室温孵育 90 min，TBST 清洗 3 次后取

出，在膜上滴加配好的显影液，置于凝胶成像系统中

曝光成像。实验独立重复3次。

1. 8　统计分析

数据采用 Graph Prism 9. 0 软件进行统计学分析

并制图，使用 Photoshaop CS 处理图片并使用 Adobe 
Illustrator 进行编辑组图。计量资料以均数±标准差

（x̄±s）表示，采用 t检验或Mann-Whitney检验，P<0. 05
为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　NPC氧化损伤模型造模浓度测定

为了在体外建立NPC衰老模型，将NPC培养在含

有不同浓度 H2O2 的培养基中。当 H2O2 浓度低于

200 μmol/L时，细胞毒性作用几乎检测不到；而较高浓

度（300~400 μmol/L）H2O2对NPC增殖产生剂量依赖性

抑制作用；过高浓度（500~600 μmol/L）H2O2 可导致

NPC明显死亡，H2O2对NPC的 IC50=428 μmol/L，实验最

终选择H2O2 400 μmol/L为造模浓度，见图1。

2. 2　NPC衰老相关染色分析

β-半乳糖苷酶染色表明，与 ADSC 共培养后显著

减 少 了 由 H2O2 造 成 的 NPC 中 的 SASP（P<0. 05），

见图2。
2. 3　ADSC调节NPC中Collagen Ⅱ和Aggrecan的表达

免疫荧光法发现，与 ADSC 共培养后，NPC 中

Collagen Ⅱ 和 Aggrecan 的 表 达 增 加（P<0. 05），

Collagen Ⅱ和Aggrecan在细胞外基质中蓄积以保持细

胞活性，见图3。
2. 4　Western blot 检测各组 NPC 中细胞衰老相关蛋白

表达

与 NPC 组相比，NPC+H2O2 组 P16、P53 及 P-Rb 蛋

白表达水平升高（P<0. 05），表明H2O2刺激会导致NPC
衰老；与 NPC+H2O2 组相比，NPC+ADSC+H2O2 组 P16、
P53 及 P-Rb 水平降低（P<0. 05），表明 ADSC 可以明显

改善NPC的衰老，见图4。

H2O2浓度（μmol/L）
图1　CCK-8法检测H2O2作用于NPC的 IC50浓度

a：NPC 镜下视野（×100）；b：NPC 中 SASP 表达量   *：与 NPC 组比较，P<0.05；#：与 NPC+ADSC 组比较，P<0.01；△：与 NPC+ADSC+H2O2
组比较，P<0.05

图2　β-半乳糖苷酶染色分析
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2. 5　Western blot 检测各组 NPC 中凋亡相关基因的蛋

白表达

为了进一步探究H2O2诱导的促凋亡作用，本研究

检测了凋亡相关基因的蛋白表达水平。与 NPC 组相

比，NPC+H2O2组细胞中 Bax、Caspase-3 的蛋白表达升

高（P<0. 05），Bcl-2 的蛋白表达降低（P<0. 05）；与

NPC+H2O2 组相比，NPC+ADSC+H2O2 组细胞中 Bax、
Caspase-3蛋白表达受到抑制（P<0. 05），Bcl-2 的蛋白

表达升高（P<0. 05）。这表明ADSC能够影响NPC的凋

亡水平。同时我们检测了与增殖和分化相关的

SIRT1/FoxO1/ β-catenin 蛋白通路的表达。与 NPC 组

相比，NPC+H2O2 组中 FoxO1 和 β-catenin 蛋白表达增

加，SIRT1 和 p-FoxO1 蛋白表达减少（P<0. 05）；与

NPC+H2O2组相比，NPC+ADSC+H2O2组细胞中 SIRT1、
p-FoxO1 蛋白表达升高（P<0. 05），FoxO1 和 β -catenin
蛋白表达下降（P<0. 05）。H2O2可通过 SIRT1/FoxO1/
β-catenin 通路促进 NPC 的线粒体凋亡，并且 ADSC 能

够逆转这一过程，见图5。

3　讨论

本研究通过 H2O2预处理的 NPC 构建细胞衰老模

型来观察椎间盘退变，并建立 ADSC 与 NPC 共培养体

系观察其对 NPC 退变的影响，结果表明，在细胞衰老

模型中衰老相关蛋白（P16、P53）和 SASP表达增加；与

此同时，与 ADSC 共培养可改善 NPC 的衰老状况并抑

制细胞凋亡；进一步实验发现，ADSC 主要是通过

SIRT1/FoxO1/β -catenin 信号通路在椎间盘退变中对

NPC起保护作用。

NPC是椎间盘组织中最重要的功能性细胞，其在

体内利用氧进行代谢，主要副产物为 ROS。过量 ROS
介导的氧化应激通过各种信号通路造成NPC损伤，而

细胞外基质降解会增加NPC内的ROS含量，同时加剧

细胞衰老并上调 P53 和 P16 的表达，进而加速椎间盘

退变的发生[11]。研究发现，通过将间充质干细胞植入

椎间盘细胞基质中，能够有效实现椎间盘的重新填充

并恢复其组织功能[12-13]。因此，细胞治疗作为一种新

型疗法应用于椎间盘退变，已引起广泛的学术关注。

红色荧光：Collagen Ⅱ；绿色荧光：Aggrecan；蓝色荧光：DAPI染色细胞核

图3　免疫荧光检测NPC中Collagen ⅡⅡ和Aggrecan表达和定位(×100)

a：蛋白电泳条带图；b：蛋白定量统计    *：与NPC组比较，P<0.05；#：与NPC+H2O2组比较，P<0.05
图4　各组NPC中衰老相关蛋白表达情况
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这一发现为椎间盘退行性疾病的治疗提供了新的研

究方向。Yoshikawa等[14]采用BMSC治疗 2例椎间盘退

变的老年患者发现，患者治疗后椎间盘衰老及损伤程

度显著减轻。另一项研究报道了通过注射BMSC治疗

10 例椎间盘退变患者，其中 9 例（90%）患者临床症状

得以改善，在继续注射 BMSC 治疗 12 个月后，患者疼

痛视觉模拟量表和Oswestry功能障碍指数评分均得到

持续改善[15]。ADSC在人体内来源丰富且易获取，其可

以分泌生物活性因子以改善氧化应激引起的细胞损

伤，并可以向 NPC分化[16]。研究显示，ADSC与表没食

子儿茶素没食子酸酯（epigallocatechin gallate，EGCG）
共培养后，可通过 p-Akt通路提高细胞存活率，并经由

SIRT1 途径改善线粒体功能。此外，共培养还能增加

脑 源 性 神 经 营 养 因 子（brain-derived neurotrophic 
factor，BDNF）的可用性，并通过核因子 E2 相关因子 2
（nuclear factor E2-related factor 2，Nrf2）和血红素氧合

酶 1（heme oxygenase 1，HO-1）途径增强 ADSC 在皮层

组织中的抗氧化活性，从而促进衰老大脑的功能恢复

和神经保护[17]。另一方面，ADSCs通过诱导miR-128-3p/
SIRT1 介导的自噬，有效促进了糖尿病小鼠的伤口愈

合[18]。本研究发现将ADSC与NPC共培养不仅可修复

氧化损伤的 NPC，抑制其衰老，还可以抑制 NPC 中线

粒体凋亡，该过程可能与调控 SIRT1/FoxO1/β-catenin

信号通路有关。

SIRT1 作为一种氧化还原敏感蛋白，不仅在调节

细胞氧化应激中发挥作用，而且其本身也受到氧化应

激的调控[19]。已有研究表明，SIRT1 通过促进自噬关

键蛋白 LC3B 与凋亡受体 Fas 之间的相互作用，阻止

Fas 介导的凋亡通路的过度激活，从而维持细胞在压

缩应激下的存活能力[20]。本研究观察到，经 H2O2预处

理的 NPC中 SIRT1的表达水平呈梯度下降，在此过程

中与衰老相关的蛋白 P16 和 P53 的表达增加，而通过

激活 SIRT1可逆转这一现象-。为了进一步确认 SIRT1
在氧化应激中的作用，本研究通过β-半乳糖苷酶染色

观察了NPC的SASP表达情况，证实了SIRT1对NPC衰

老的抑制作用。

研究表明，SIRT1 能够直接对 FoxO 转录因子（如

FoxO1、FoxO3a 和 FoxO4）进行去乙酰化[21]。SIRT1 的

充分过表达可通过FoxO1和β-catenin信号通路抑制成

骨细胞凋亡[22]。FoxO1 是一种关键的调节因子，可促

进成骨细胞中的蛋白质合成，并在抗氧化应激中发挥

重要作用。β-catenin的激活可诱导细胞衰老，并且其

亚细胞定位受 SIRT1 去乙酰化的影响[23]。本研究发

现，SIRT1的激活可诱导NPC中FoxO1的去乙酰化，进

而调节 FoxO1/β-catenin 信号通路，与上述研究一致；

相反，β-catenin 未被激活是受到了功能性抑制，从而

a：蛋白电泳条带图；b：Bcl-2蛋白表达；c：Bax蛋白表达；d：Caspase-3蛋白表达；e：SIRT1蛋白表达；f：FoxO1蛋白表达；g：p-FoxO1蛋白

表达；h：β-catenin蛋白表达    *：与NPC组比较，P<0. 05；#：与NPC+ADSC+H2O2组比较，P<0. 05
图5　各组NPC中凋亡相关基因蛋白表达情况
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减轻了 NPC 的衰老进程；此外，用 H2O2处理的 NPC 中

β-catenin 表达显著增加，而与 ADSC 共培养的 NPC 细

胞中 β-catenin 表达受到抑制，这表明 SIRT1通过介导

FoxO1抑制β-catenin表达，进而减轻NPC线粒体凋亡，

从而达到减缓细胞衰老的目的。

综上所述，与 ADSC 共培养能够显著改善氧化应

激诱导的 NPC 衰老表型，该保护作用是通过调控

SIRT1/FoxO1/β -catenin 信号通路实现的。此外，与

ADSC共培养可以激活 SIRT1，进而通过延缓细胞衰老

进程来抑制NPC的凋亡。但本研究存在一定局限性，

仅在细胞层面上进行研究，还需在退行性髓核组织和

动物模型中进一步验证。目前，用 ADSC 注射疗法修

复椎间盘还处于实验研究，但具有巨大的发展潜力，

下一步我们将对ADSC进行干预，使其类髓核化，并用

于修复氧化损伤后的 NPC，或是利用生物材料复合

ADSC 注射于退变的椎间盘组织中进行动物实验，以

期能更好地治疗椎间盘退变。
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