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软骨终板干细胞动物体内成骨／软骨的初步研究
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　　［摘　要］　目的　观察软骨终板干细胞在动物体内成骨／软骨的能力。方法　临床获取腰椎退变椎间盘软骨终板，采用琼脂
糖筛选软骨终板干细胞后进行传代扩增，扩增后的软骨终板干细胞与羟基磷灰石复合后植入裸鼠皮下，７周后处死裸鼠取出复合
物，分别进行特殊染色和免疫组化染色分析。同时，将扩增的干细胞注入兔子退变椎间盘中，１６周后行ＭＲＩ检测，观察退变椎间盘
修复情况。结果　软骨终板干细胞羟基磷灰石复合物切片经甲苯胺蓝染色后有异染性，提示有软骨基质形成；同时Ｍａｌｌｏｒｙ染色显
示羟基磷灰石空隙中有蓝染存在，说明有成熟的骨基质形成。免疫组织化学结果提示，所形成的基质主要为Ⅰ型和Ⅹ型胶原，同时
有少量Ⅱ型胶原表达。ＭＲＩ结果提示植入退变椎间盘的终板干细胞在动物体内可以分化为类软骨样细胞，从而修复退变椎间盘。
结论　软骨终板干细胞可以在动物体内向成骨／软骨方向分化。
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　　随着经济社会的发展以及人的预期寿命的延长，
慢性腰痛（ｃｈｒｏｎｉｃｌｏｗｂａｃｋｐａｉｎ，ＣＬＢＰ）导致患者的生
活质量下降甚至工作能力丧失而成为当今社会医疗花

费的重要原因，在美国因治疗慢性腰痛每年花费数十

亿美元。在众多导致慢性腰痛的原因中，最为常见的

病因就是腰椎间盘退变性疾病（ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｃｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＤＤＤ）［１］。当前 ＤＤＤ的主要治疗方式包括保守
治疗和手术治疗，但是这２种治疗方式主要是减轻症
状，并没有从根本上治愈该疾病。为了从根本上治疗

该病，最为理想的方法就是恢复退变椎间盘的组织结

构和生理功能［２］。随着对间充质干细胞的研究越来

越深入，尤其是干细胞在血液等系统疾病上的应用显

示出来的良好疗效，以干细胞为基础的疗法（包括组

织工程椎间盘）有可能成为治疗 ＤＤＤ的最理想方案
之一［１，３］。近期我们课题组在退变的软骨终板中发现

了具有多向分化潜能的干细胞，并命名为软骨终板干

细胞（ｃａｒｔｉｌａｇｅｅｎｄｐｌａｔｅｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＥＳＣｓ），体外研究表
明ＣＥＳＣｓ具有良好的成骨和成软骨特点，并且能力优
于骨髓间充质干细胞［４５］。但是，软骨终板干细胞在体

内是否可以分化为骨或者软骨性质的细胞还不明确。

本文重点对软骨终板干细胞在动物体内成骨／软骨的
分化进行研究。

５３２局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１６，２５（４）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



１　材料与方法

１．１　临床标本
　　本实验所用的５例标本均是在得到患者和医院伦
理委员会的同意并签订知情同意书后进行收集。所收

集标本的５例患者均因腰椎椎间盘退行性病变需要做
后路椎间盘切除并进行融合手术，见表１。

表１　临床标本资料详细情况

序号 诊断　 节段 Ｍｏｄｉｃ 性别 年龄（岁）

１ 腰椎滑脱　 Ｌ４～Ｌ５ Ⅱ 女 ５０

２ 椎管狭窄　 Ｌ３～Ｓ４ Ⅰ 男 ４６

３ 椎体不稳　 Ｌ４～Ｌ５ Ⅱ 男 ４３

４ 盘源性腰痛 Ｌ４～Ｌ５ Ⅰ 女 ４７

５ 盘源性腰痛 Ｌ５～Ｓ１ Ⅱ 女 ５６

１．２　退变软骨终板细胞的分离和培养
　　使用无菌眼科剪等器械在解剖显微镜（×４倍）下
清理软骨终板。将去除髓核、纤维环以及软骨下终板

的软骨终板 ＰＢＳ清洗 ３遍后，剪成 １ｍｍ×１ｍｍ×
１ｍｍ大小的碎块消化１２ｈ（３７℃条件下用０．１５％Ⅱ
型胶原酶消化）。１２ｈ后吹打细胞悬液并用２００目的
筛网进行过滤。滤液离心管离心１０ｍｉｎ（１０００ｒ／ｍｉｎ），
弃上清液，用含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
重新悬浮细胞，并在含有５％ＣＯ２，３７℃温箱中培养。
第一代后，进行琼脂糖筛选培养。

１．３　琼脂糖筛选系统
　　琼脂糖筛选系统采用文献［６］报道的方法进行。
等体 积 的 高 压 灭 菌 的 ２％ 低 熔 点 琼 脂 糖 和
２×ＤＭＥＭ／Ｆ１２（不含胎牛血清）进行混合配成１％的
低熔点琼脂糖。混合好的琼脂糖包被培养皿（直径

６０ｍｍ）。将０．７５ｍＬＤＭＥＭ／Ｆ１２、０．７５ｍＬ２％低熔点
琼脂糖和１．５ｍＬ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液（含有５×１０４

细胞的２０％胎牛血清）均匀混合平铺到上述培养皿
中。待凝固后加入含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养液，温箱（５％ＣＯ２，３７℃）中培养６周。定期更换
培养液（每３ｄ换１次）。６周以后，用巴斯德吸管吸
取直径大于５０μｍ的细胞克隆放于６孔板中进行体
外扩增培养。Ｐ３代干细胞用于以下实验。
１．４　软骨终板干细胞与羟基磷灰石的复合
　　调整Ｐ３的ＣＥＳＣｓ细胞浓度并计数到２×１０７／ｍＬ。
取５０μｌ细胞悬液滴于羟基磷灰石（直径２００μｍ，孔
隙率８５％，体积为３ｍｍ×３ｍｍ×３ｍｍ）中，并置于细
胞培养箱中放置２ｈ后加入１０％ ＦＢＳＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养液培养１周。１周后，将细胞支架复合物植入裸鼠
（第三军医大学新桥医院动物实验中心提供）皮下并

饲养７周。
１．５　细胞支架复合物植入裸鼠体内
　　实验用裸鼠（雄性，２０ｇ）麻醉（１％的戊巴比妥钠
溶液，０．１２ｍＬ）消毒背部皮肤后，在皮下植入细胞支
架复合物。饲养７周。７周后，颈椎脱臼法处死裸鼠，
将细胞支架复合物取出并用４％多聚甲醛溶液固定３ｄ。
１．６　支架复合物的脱钙及切片
　　１０％ＥＤＴＡ脱钙液（３ｄ更换１次）室温脱钙２～３
周，以大头针能刺进为完成脱钙标准。组织脱钙成功

以后，分别进行 ＨＥ、甲苯胺蓝染色、Ｍａｌｌｏｒｙ染色及免
疫组织化学染色。

１．７　免疫组织化学染色
　　处理好的切片（柠檬酸盐溶液中热处理１０ｍｉｎ）
用４％的多聚甲醛固定、５％山羊血清进行阻断后分别
与以下单克隆抗体室温下孵育１ｈ：Ⅰ型胶原 （ＣＯＬⅠ，
ｍｏｕｓｅ，１∶１００，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），Ⅱ型胶原 （ＣＯＬⅡ，ｍｏｕｓｅ，
１∶１００，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），Ⅹ型胶原抗体（ＣＯＬⅩ，ｍｏｕｓｅ，
１∶１００，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）。ＰＢＳ冲洗后，与生物素化抗小鼠
ＩｇＧ抗体 （１∶１００，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）室温下共孵育３０ｍｉｎ。
最后用二氨基联苯胺显色，采图。

１．８　椎间盘退变动物模型的制备及实验动物分组
　　４月龄新西兰白兔１５只（新桥医院动物实验中心
提供），均为雄性，体质量２．０～２．５ｋｇ。采用纤维环针
刺椎间盘退变模型，腹膜外入路显露兔椎间盘（图１）
和针刺Ｌ２～Ｌ３，Ｌ３～Ｌ４椎间盘，具体制作和验证方法
参照文献［７］。造模成功后的新西兰白兔随机分为
３组，每组５只，分别为假手术组（只显露椎间盘）、退
变组和软骨终板干细胞注入组（干细胞注入组）。将

２０μｌ含有１０７／ｍＬ的细胞悬液采用微量注射器注射到
退变椎间盘的部位。大白兔术后再饲养１６周，在麻醉
状态下进行ＭＲＩ检测。

图１　兔腹膜外入路显露椎间盘（黑色箭头所指为椎间盘）

１．９　ＭＲＩ检测
　　术后１６周，手术动物称质量，以３％戊巴比妥钠
溶液３０ｍｇ／ｋｇ耳缘静脉麻醉后，行腰椎 ＭＲＩ磁共振
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检查。应用 ＧＥ公司１．５Ｔ磁共振机。动物仰卧于正
交表面线圈内，获取平行于脊柱腰段的矢状位Ｔ２加权
自旋回波图像。参数设置：重复时间（ＴＲ）：３２００ｍｓ；回
波时间：１３０ｍｓ；激发次数：２０；视野：１７ｃｍ；层厚：
３ｍｍ；层间距：１ｍｍ。分别观察３组椎间盘髓核部位
的Ｔ２信号。所有结果均以图片展示。

２　结果

２．１　退变软骨终板的形态及软骨终板干细胞的筛选
　　退变椎间盘的软骨终板为白色、半透明状（图２ａ）。
ＨＥ染色可见在透明均一的细胞基质中沉积着少量的
圆形软骨细胞，镜下并无其他成分（纤维样细胞、脂

肪、血液和血管组织）存在，从而排除了其他组织来源

以外的干细胞的可能（图２ｂ）。提取的软骨细胞在琼
脂糖筛选系统中呈单细胞、球形分布，镜下并未见气泡

以及细胞聚集（图２ｃ）。经过６周培养，可见琼脂糖中
的部分单细胞增殖形成克隆团，部分克隆团的直径大

于５０μｍ（图２ｄ，黑色箭头），部分细胞仍保持单细胞
状态，而这些单细胞与６周前刚接种于琼脂糖的细胞
比较，形态和大小未见明显变化（图２ｄ，棕色箭头）。

ａ：清理好的软骨终板的大体形态；ｂ：软骨终板ＨＥ染色，圆形的
软骨细胞沉积在透明均一的细胞外基质中；ｃ：琼脂糖筛选系
统，软骨细胞在琼脂糖中保持单细胞状态；ｄ：琼脂糖系统培养６
周后的细胞形态，克隆团（黑色箭头），单细胞状态（棕色箭头）

图２　退变软骨终板的形态及琼脂糖筛选系统

２．２　ＨＥ染色
　　ＨＥ染色可见在羟基磷灰石孔隙中有大量的粉红
色、均质的细胞外基质沉积（图３ａ）。在基质中可见蓝
染的细胞核沉积其中（图３ｂ）。这一染色结果说明软
骨终板干细胞与羟基磷灰石复合后在动物体内可以存

活，并且分泌未成熟的软骨样细胞外基质。

ａ：空隙中的细胞外基质形成情况；ｂ：蓝染的细胞核分布在其中
图３　羟基磷灰石细胞复合材料在裸鼠体内诱导７周（ＨＥ染色）

２．３　特殊染色
　　甲苯胺蓝染色提示在羟基磷灰石孔隙中的细胞外
基质呈紫红色异染性（图４ａ、ｂ）。Ｍａｌｌｏｒｙ染色提示未
完全成熟的软骨基质被染成红色，成熟的基质可以染

成蓝色（图４ｃ、ｄ）。特殊染色结果提示软骨终板干细
胞在体内可以分泌软骨和骨样细胞外基质成分，具有

向骨和或软骨发展的趋势。

ａ、ｃ：空隙中的细胞外基质染色情况；ｂ、ｄ：空隙中的细胞外基质
染色情况；ａ、ｂ：甲苯胺蓝；ｃ、ｄ：Ｍａｌｌｏｒｙ染色
图４　羟基磷灰石细胞复合材料在裸鼠体内诱导７周（特殊染色）

２．４　免疫组织化学染色
　　将切片分别进行Ⅰ、Ⅱ、Ⅹ型胶原免疫组织化学染
色。结果显示，软骨终板干细胞在裸鼠体内诱导７周
后，空隙间的Ⅰ、Ⅹ型胶原表达丰富，染色较深，而Ⅱ型
胶原在组织中表达量较少（图５），表明沉积在空隙中
的细胞外基质逐渐成熟并向骨基质方向发展。

２．５　ＭＲＩ
　　采用针刺兔正常椎间盘经过１６周后成功建立了
退变椎间盘模型。经ＭＲＩ检测提示，退变组椎间盘在
Ｔ２上显示低信号（图６ａ），而正常对照组椎间盘在 Ｔ２
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上显示高信号（图６ｂ）。软骨终板干细胞通过微量注
射器植入到退变椎间盘１６周后，ＭＲＩ提示在 Ｔ２上退
变部的椎间盘有部分高信号出现（图６ｃ），说明植入体

内的干细胞在退变椎间盘环境下可能经过增殖以及分

化为椎间盘髓核细胞从而分泌细胞外基质来修复退变

椎间盘。

ａ：同型对照组；ｂ：Ⅹ型胶原免疫组织化学染色；ｃ：Ⅱ型胶原免疫组织化学染色；ｄ：Ⅰ型胶原免疫组织化学染色
图５　羟基磷灰石细胞复合材料在裸鼠体内诱导７周（免疫组织化学染色）

ａ：退变椎间盘，ＭＲＩ提示低信号；ｂ：正常对照组椎间盘信号，ＭＲＩ显示高信号；ｃ：软骨终板干细胞植入兔退变椎间盘１６周，ＭＲＩ提
示退变椎间盘有部分高信号出现的作用

图 ６　软骨终板干细胞植入兔子退变椎间盘１６周后ＭＲＩ检测Ｔ２信号情况

３　讨论

　　本研究通过对羟基磷灰石孔隙中形成的细胞外基
质进行染色分析，证实 ＣＥＳＣｓ在裸鼠体内诱导后，可
以向骨／软骨方向发展，从而为 ＣＥＳＣｓ在临床上应用
提供了理论支撑。

　　适当直径和孔隙率的支架材料不仅为细胞提供结
构支撑作用，而且起到诱导组织再生和控制组织结构

的作用。孔径在１００～４００μｍ可以为细胞提供适当
的压力和张力，并作用于细胞的感受器刺激细胞长入。

而直径小于１００μｍ的支架材料只是在细胞代谢过程
中起作用，再者孔隙率值高于８０％时有利于细胞的生
长和保持其生理活性［８］。我们采用的羟基磷灰石（孔

径大约２００μｍ，空隙率８５％）完全适合进行细胞体内
的研究。

　　甲苯胺蓝可以特异性地与蛋白聚糖等多阴离子的
高分子物质耦合成多聚体而显紫红色，即异染性。软

骨细胞分泌的细胞外基质主要是蛋白聚糖等阴性大分

子［９］，因此甲苯胺蓝染色若有异染性则提示有软骨基

质形成。本研究结果提示体内诱导７周后，均匀的细
胞基质中有紫红色的异染性存在，说明在羟基磷灰石

孔隙中具有少量的软骨特异性基质的形成。

　　免疫组织化学结果提示孔隙中的细胞外基质主要
为Ⅰ型和Ⅹ型胶原，而Ⅱ型胶原比较低。Ⅰ型胶原是
间充质干细胞向成骨方向诱导分化中重要的分子，能

够维持和促进间充质干细胞向成骨方向分化［１０１１］。

免疫组织化学结果提示亦有少量Ⅱ型胶原表达。文献
报道在椎间盘退变钙化过程中伴随着Ⅱ型胶原的减
少［１２］。Ⅹ型胶原的高表达也是钙化的重要原因之一。
研究认为Ⅹ型胶原是肥大软骨细胞的特异性标志，参
与钙化的过程，同时Ⅹ型胶原也是骨软骨内成骨通路
激活的重要因子［１３１４］。在这种成骨方式中，软骨基质

的沉积、软骨细胞肥大和基质矿化是间充质干细胞进

一步分化的重要标志［１５］。因此，免疫组织化学结果中

Ⅰ、Ⅹ型胶原表达的增加和Ⅱ型胶原表达的减少进一
步证实软骨终板干细胞在动物体内可以成骨。

　　人在２０岁以前，髓核主要成分是脊索细胞；２０岁
以后，脊索细胞逐渐消失或者逐渐转化成纤维软骨样
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的细胞［１６］。但是，成年以后髓核当中纤维软骨样的细

胞真正的起源还是有争议的。有学者认为脊索细胞直

接合成髓核细胞外基质并分化为细胞外基质［１７］；而有

学者认为髓核细胞是在脊索细胞引导下由周围的终板

或纤维环细胞迁移过来的，然后脊索细胞凋亡或者死

亡［１６，１８１９］。尽管髓核细胞的起源有争议，但是髓核细

胞的主要表型还是软骨样细胞，分泌合成Ⅱ型胶原和
蛋白聚糖等细胞外基质。因此，植入退变椎间盘的干

细胞只有分化为类软骨样的细胞才能分泌足够的蛋白

和Ⅱ型胶原。在兔子动物实验中，我们植入软骨终板
干细胞１６周后，ＭＲＩ检测 Ｔ２信号提示退变椎间盘有
高信号表现，与对照组信号强度基本一致；而退变的椎

间盘则为低信号。这一结果足以说明我们植入的终板

干细胞在一定程度上分化为类软骨样细胞外基质。因

此，实验结果证明软骨终板干细胞可以在动物体内分

化为软骨样细胞。综上所述，软骨终板干细胞在动物

体内可以向成软骨／骨方向发展。
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