
神经损伤与功能重建

·综述·
髓核细胞退变模型建立的研究进展

李亚雄，韩硕，刘勇

作者单位

青岛大学附属医院

山东 青岛 266000

收稿日期

2022-03-05

通讯作者

刘勇

liuyongdr20@163.

com

摘要 髓核细胞（NPCs）退变模型对研究椎间盘退变（IVDD）病理机制和治疗策略有着重要意义。对于退变

严重的NPCs，往往较难贴壁生长，而轻度退变的细胞，虽可体外培养，但难有显著的实验结果，因此通过不

同的诱导手段构建有效的退变细胞模型，不仅可以提升实验的可信度，更能增加实验数据的说服力。目前

有较多诱导NPCs退变的方法，但模型建立缺乏统一标准，且无系统性的总结。因此，本文将从诱导NPCs退

变的方式、方法、模型效果评价指标等方面展开综述，并从物理、化学和生物工程等方面对不同建模方式进

行了分类总结，旨在为筛选、评价有效的退变细胞模型建立方法，探究 IVDD治疗机制等研究提供参考。
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椎间盘退行性疾病（intervertebral disc degener-

ation，IVDD）是临床上常见的慢性病和多发病，其

引起以颈肩痛、腰腿痛为主要表现的一系列临床综

合征，给家庭造成沉重的经济负担，严重影响患者

的日常生活[1]。IVDD与衰老、遗传易感性、体重、高

负荷工作和吸烟等因素直接相关 [2]。对椎间盘

（intervertebral disc，IVD）髓核细胞学、生物学等研

究的深入及免疫学、分子生物学等技术的进展，使

人们对 IVDD的治疗提出新的思维，力图从细胞、分

子、基因的层面改变 IVD退变的自然史，延缓或逆

转 IVD 退变，从而减少 IVDD 的发生 [3]。但是 IVD

退变是一个复杂且精密的过程，包括了髓核细胞

（nucleus pulposus cells，NPCs）增殖、凋亡、衰老、自

噬等相关基因的差异化表达；调控信号通路的细胞

因子所介导的促炎与抗炎过程失衡以及细胞外基

质合成代谢与分解代谢的紊乱等[4]。因此针对不同

病理原因和研究方向建立可控性强、符合人类病理

生理特征的细胞模型有助于更加清晰地阐明相关

病理机制。本文首次对NPCs退变模型的建立方法

进行分类总结，为合理地选择建模方式及探索 IVD

退变表型和致病途径等研究提供参考。

1 通过物理方法建立NPCs退变模型

IVD 由髓核、终板及纤维环构成，中心部分的

髓核呈凝胶状，能有效地保持水分，且具有较强的

柔韧性[5]，上下两层终板具有渗透作用是NPCs代谢

营养物质主要途径，外部由交错分布的弹性蛋白和

Ⅰ型胶原构成的纤维环具有较强的张力[6]，这些结

构让 IVD不但能提供支撑作用，也保证了脊柱的灵

活性，但这也使得NPCs暴露在各种机械应力中，包

括压缩、剪切应力、静水压力和张力[7]。这些因素的

长期持续影响，会引起 IVD结构和生化组成发生一

系列病理变化，从而导致 IVDD[8]。针对不同发病机

制，选择不同的建模方式尤为重要，据此部分研究

者选择一些物理方法来诱导 NPCs 退变（高压、张

力、高渗、低氧等）。2012年Ding等[9]选择加压法构

建NPCs退变模型，他们制作了一个密封性良好的

加压装置，压缩含 5%CO2的空气提供 1.0 MPa的压

力值，诱导兔 NPCs 退变，通过设置不同的压缩时

长，得出了机械压缩导致的 IVDD部分病理原因来

自线粒体损伤的结论，后续实验证明添加骨髓间充

质干细胞共培养可抑制压缩诱导的 NPCs 凋亡 [10]。

2019 年 Yang 等 [11]使用 Flexercell 张力系统（一种可

循环拉伸系统）提供超细胞生理张力20%的循环拉

力（CMT）构建NPCs退变模型。利用该模型研究发

现异常的机械应激促进NPCs凋亡，加速 IDD的发

生，而自噬有助于逆转凋亡。无论轴向加压还是横

向拉伸，当生物应力超过NPCs的生理膨胀压时，凋

亡通路被激活，多聚糖蛋白基因表达下调[12]，静水压

增高，渗透压升高，由于渗透压的改变是生物应力

作用下的二次变化，一些团队已经研究渗透压对

NPCs 生物学的影响。如 2014 年 Dong 等 [13]通过升

高培养液渗透压构建了兔NPCs退变模型，并研究

发现高渗透压激活兔 NPCs p38MAPK、JNK1/2 和

ERK1/2 通路，激活的 p38MAPK 和 JNK1/2 通路诱

导NPCs凋亡，而ERK1/2通路有利于细胞存活。当

然，氧含量变化与 NPCs 退变也密切相关，2016 年

Choi等[14]通过调节培养箱的氧气浓度，将正常 21%

氧含量调节至 1%（5%CO2，94%N2）培养细胞 24 h，

成功诱导NPCs退变。此外降低培养基pH值，营造

酸性环境也可用于构建NPCs退变模型[15]。

物理建模方式简单、可控性强，对细胞损伤较

小，接近自然退变的NPCs，构建的模型适用于探索

病理机制方面的研究，但目前建模方式仍不全面，

例如辐射法、紫外线照射、电流刺激、低温诱导法等

其他细胞模型建模方法目前没有应用。

2 通过化学方法建立NPCs退变模型

炎症反应是 IVD退变发生的重要病理机制，促

炎细胞因子的过表达可以破坏 IVD的细胞外基质

（extracellular matrix，ECM）稳态，并使 IVD 维持向

退行性和分解代谢状态转变 [16]。化学方法构建
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NPCs退变模型是利用化学试剂、药物等方式模拟腰椎间病理初

期炎症环境，从而建立细胞模型。

2006年Aota等[17]研究发现牛的NPCs Toll样受体（Toll-like

receptors，TLR）对细菌脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）的结合

敏感，TLR是核因子κB（nuclear factor-κB，NF-κB）信号通路的

重要调节因子与细胞炎症和退化状态密切相关 [18]。2013 年

kim等[19]在此基础上利用LPS诱导牛NPCs建立退变模型，并证

明抑制MyD88通路可有效抗炎和抗分解代谢作用。白介素1β

（interleukin-1 β，IL-1 β）[20]、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis

factor-α，TNF-α）[21]等作为重要的促炎因子也可通过NF-κB信号

通路参与细胞分化、凋亡，常用来诱导NPCs退变。

部分应激源也可用于构建NPCs退变模型，这类应激源具

有较强氧化性，能破坏细胞内正常的氧化还原状态，通过刺激细

胞产生损伤核酸、蛋白质、脂质等有害分子，发挥毒性作用，模拟

IVD 内氧化应激状态。2019 年 Tang等[22]使用过氧化氢（H2O2）

构建小鼠NPCs退变模型，研究Nrf2在NPCs退变中的作用，发

现Nrf2k可通过反馈激活自噬来减缓氧化应激导致的NPCs变

性。叔丁基过氧化氢（tert-Butyl Hydroperoxide，t-BHP）也可用

于构建NPCs退变模型[23]。2016年陈等[24]证明二甲双胍可通过

自噬刺激抑制 t-BHP诱导的NPCs的凋亡和衰老。近些年血管

紧张素Ⅱ（Angiotensin Ⅱ，Ang Ⅱ）也被用于诱导NPCs 退变[25]，

AT1 受体（G 蛋白偶联受体）是 Ang II 的主要生物学介质，Ang

Ⅱ与AT1的结合会促进活性氧（reactive oxygen species，ROS）的

产生、促炎细胞因子和M1巨噬细胞的积累，从而引起NPCs变

性 [26]。此外晚期氧化蛋白产物（advanced oxidation protein

products，AOPP) [27]、基质细胞衍生因子（stromal cell-derived

factor，SDF-1）[28]、聚甲基丙烯酸甲酯(polymethyl methacrylate，

PMMA) [29]、硝 普 纳（nitroprusside，SNP）[30]、氯 化 钴（cobalt

chloride，CoCl2）[31]等也可以用于构建NPCs退变模型。

化学建模方式多样，建模时间短，易获取，在研究炎症、氧

化应激、自噬等与 IVDD的关系中应用较多，但对细胞有不同程

度的损伤，合理的诱导剂量对建模的成败尤为重要。

3 通过生物或生物工程方法建立NPCs退变模型

改变营养环境、增加复制代数、基因敲除、微生物共培养等

方式也可用于构建NPCs退变模型。2018年Wang等[32]将正常

小鼠的NPCs置于高糖环境中培养 72 h成功构建NPCs退变模

型。2017年Chang等[33]利用去糖培养基同样成功诱导NPCs退

变。去氨基酸、去血清 [34,35]等方式也可用于构建 NPCs 退变模

型。2019年Gong等[36]利用细胞反复传代方式构建了退变模型，

证明 BMP-7 通过激活 PI3K/Akt 通路，减轻传代诱导的人

IVDNP细胞衰老。2020年Kong等[37]通过下调正常小鼠NP细

胞 hsa_circ_0059955基因，诱导NP细胞凋亡和细胞周期阻滞，

构建了退变细胞模型。2020 年 He 等 [38]发现痤疮丙酸杆菌（P.

acnes）通过NLRP3依赖通路的焦亡激活诱导NPCs退变。

生物或生物工程方式所构建出细胞模型稳定性相对较差，

目前应用面不广，在今后应用中需进一步探索最适条件，优化改

良诱导方法。

无论是物理方法、化学方法，还是生物或生物工程方法都

是通过模拟NPCs外在刺激条件的改变来达到诱导细胞退变的

目的，引起细胞退变的部分机制存在交叉重叠，如物理方法中低

氧诱导法会使细胞产生氧化应激而发生退变，与化学建模方法

中利用应激源刺激NPCs退变途径相似。生物诱导法中微生物

共培养构建NPCs退变模型的部分原因可能是微生物刺激细胞

发生了炎症反应，这与化学方法中利用炎症因子构建细胞退变

模型机制部分重叠。虽然不同的诱导方法中可能存在相同的机

制，但 IVDD的发生发展过程涉及多因素多阶段，而不同方法构

建的体外模型可以模拟特定病变的关键部位或阶段，这有利于

全面详尽地研究致病原因和病理机制。

4 模型效果评价指标

选择不同的方式构建NPCs退变模型后，需要对造模是否

成功、细胞活性状态、细胞损伤程度等进一步评价。形态观察是

较为直观的检测方式，退变细胞会出现肿胀、扁平、细胞核体积

减小，黏附松散呈线型半贴壁状态。利用透射电镜观察亚细胞

结构，细胞核皱缩、大量凋亡小体、染色质浓缩、细胞质内较多含

致密物小囊泡出现[39]，通过细胞形态判断建模好坏并没有量化

标准，因此并不能单独作为评价指标，常需配合 MTT、CCK8、

TUNEL、流式细胞术等进一步评估细胞活性。

Ⅱ型胶原蛋白、聚蛋白多糖、细胞基质降解酶（MMP3、

MMP13、ADAMTS4、ADAMTS5）等常作为NPCs退变的重要检

测指标。Ⅱ型胶原蛋白及聚蛋白多糖由NPCs产生，在维持 IVD

柔韧性及抗压功能中发挥重要作用，其含量减少改变了 IVD生

物力学结构的完整性，破坏了ECM的代谢平衡是 IVD退变的始

动因素。在病理条件刺激下，炎症相关通路被激活，基质降解酶

被促进分泌，其主要功能便是降解NPCs中Ⅱ型胶原蛋白及聚

蛋白多糖。在退变NPCs中，Ⅱ型胶原蛋白、聚蛋白多糖含量降

低，细胞基质降解酶含量升高，改变程度与细胞退变程度相关。

此外一些凋亡相关的标志性蛋白含量高低也可用于评价

细胞退变程度。β-半乳糖苷酶（senescence -associated beta-gala-

ctosidase，SA-β-Gal）被发现仅出现在退变衰老细胞的细胞中，

并随细胞退变逐步积累，其可水解β-半乳糖苷为单糖，在酸性条

件下进行SA-β-Gal测定时，会出现蓝色染色沉淀物，通过镜下

观察沉淀物颜色的深浅可进一步评估细胞退变情况 [40]。

Caspase-3、Bcl-2、Bax 三种蛋白与细胞凋亡关系密 [41]。Caspase

是一类存在于细胞质中的半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶，与

线虫的自杀基因CED-3同源，在细胞衰老退变过程中发挥重要

作用[42]。BCL-2包含Bcl-2α和Bcl-2β 两种蛋白，其中Bcl-2α为

线粒体膜的整合蛋白，在抗细胞凋亡中发挥作用。Bax蛋白在

未接收凋亡刺激时为非活性状态，激活后可破坏线粒体膜的完

整性，拮抗BCL-2功能而发挥促凋亡作用。NPCs退变模型建立

效果可通过上述指标的含量变化来进行评估。

细胞氧化能力也可用于评估细胞退变情况，过氧化状态常

导致细胞功能障碍诱发退变，丙二醛（malondialdehyde，MDA）
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是过氧化产物之一，含量的高低提示细胞的损伤退变程度。超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、去乙酰化酶（Sirtuin 1，

SIRT1）等与抗氧化相关。这些酶类含量水平的高低反映了细

胞内的氧化状态，可为构建NPCs退变模型的检测指标。

保证细胞存活率的同时能成功地构建退变模型是评价造

模方式的关键指标，最佳的诱导退变方式不仅要有最小的细胞

毒性或最低的损伤，又能极大地满足对实验模型的需求。这使

得需要在相同的方式中去尝试不同的作用变量，如强度、浓度、

时间等，利用评价指标筛选出最佳处理条件。本文从物理、化学

和生物工程等方面对不同建模方式进行了分类总结，对同一处

理方式不同处理条件下结果进行对比，筛选出当前研究常用方

式的最佳处理条件，见表1。

IVD退变，导致的疼痛和下肢功能异常[51]，在现代社会中已

经成为一个严重的社会问题，造成了巨大经济负担，传统的手术

和药物疗法并不能从根本上达到治疗目的，从细胞、分子、基因

的层面改变 IVD退变是多数科研工作者的研究目的，由于体外

实验具有可控性和易得性的特点，而NPCs退变模型又是研究

IVDD发生必不可少的步骤，因此选择可靠、可行和适当的建模

方法对探索 IVDD病因病机具有重要意义。

5 总结与展望

IVDD是多因素且复杂的过程，外在力学和内在理化性质

的改变是引起退变的两大核心要素。各种动物和细胞模型为深

入研究和攻克 IVDD机制提供了巨大帮助，细胞模型相对于动

物模型存在造模周期短、经济、效果明显更能模拟体内环境等优

点。在构建NPCs退变模型中，物理建模方式能更加贴近自然

退变的NPCs，可控性强，生物和化学建模方式能模拟病理环境

较快捷构建出符合要求模型，但单一因素诱导的NPCs体外模

型，难以符合 IVDD的病因和病机的复杂性，其次化学药剂和微

生物是通过对细胞不同程度损伤引起的快速退变，这与自然环

境中退变细胞存在较大差异，复制型造模方式虽然对细胞损伤

最小，但模型稳定性差，极易凋亡。

综上所述，尽管体外模型不能够完全模拟 IVDD病因和病

理机制，但随着对这些体外模型深入的研究，研究者可以针对表

型或致病途径，合理地选择模型。在未来进一步优化细胞模型

的构建方式和评价标准，可通过与自然退变细胞差异化分析，构

建出适合的模型进行病理研究或药物筛选，为探究 IVDD的机

制及治疗策略提供材料和基础数据。
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构建方式类型

空气压缩法

循环张力拉伸法

低氧诱导法

高渗诱导法

LPS诱导法

IL-1β诱导法

H2O2诱导法

TBHP诱导法

复制法

基因敲除法

生物诱导法

构建方法

细胞置于加压装置中，提高气压，构建NPCs退变模型

细胞培养于BioFlexTM培养板中，利用Flexercell张力

系统，周期性拉伸刺激细胞，构建NPCs退变模型

通过降低培养箱中氧气含量，构建NPCs退变模型

通过提高培养液渗透压，构建NPCs退变模型

通过向培养液中添加LPS，构建NPCs退变模型

通过向培养液中添加 IL-1β，构建NPCs退变模型

通过向培养液中添加H2O2，构建NPCs退变模型

通过向培养液中添加TBHP，构建NPCs退变模型

通过反复多次传代，构建NPCs退变模型

通过敲定特殊基因，构建构建NPCs退变模型

通过与维生物共培养，构建构建NPCs退变模型

最佳条件

压强：1 MPa；处理时长36～48 h

拉伸度：20%；频率：1 HZ；

处理时长：4～6 h

氧含量：1%；处理时长 24 h

渗透压：550 mOsm/kg；处理时长：3～7 d

浓度：10 μg/mL；处理时长48 h

浓度：10 ng/mL；处理时长24 h

剂量：400 μmol；处理时长24 h

剂量：50 μmol; 处理时长24 h

传代次数：6代

基因名称：hsa_circ_0059955

微生物：痤疮丙酸杆菌（P. acnes）
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