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骨髓间充质干细胞治疗椎间盘退变的研究进展

赵泽摇 张洋摇 王娟摇 陈长青

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 总结骨髓间充质干细胞(BMSCs)治疗椎间盘退变( IDD)的相关研究成果,为
BMSCs 治疗 IDD 的临床应用提供理论基础。 方法摇 计算机检索 CNKI 数据库和 ISI Web of Knowledge
数据库,限定时间为 2000—2014 年,中英文检索词分别为“骨髓间充质干细胞、细胞治疗、椎间盘退

变冶和“bone marrow mesenchymal stem cells ,cell therapy,intervertebral disc degeneration 冶。 从检索所得

的论文中选择近期权威杂志上发表的与 BMSCs 治疗 IDD 密切相关的实验研究或临床研究,排除重复

性研究、Meta 分析以及综述类文章,主要从 BMSCs 的分离培养和生物学特性、BMSCs 向椎间盘细胞

分化的影响因素、BMSCs 体内移植治疗 IDD 的研究等方面对所纳入的文章进行分析总结。 结果 摇
BMSCs 能取得足够量的细胞,具有较低的免疫原性和良好的分化潜能,以其作为 IDD 基因治疗靶细

胞具有显著的优越性。 在改善退变椎间盘内的微环境、一定的支架材料的培养体系、细胞因子的刺激

诱导、与椎间盘细胞共培养等条件下,BMSCs 可以向髓核细胞分化,表达蛋白多糖和域型胶原。 无论

是自体还是同种异体,甚至是异种 BMSCs 移植均可以在退变椎间盘内长期存活、增殖,促进椎间盘细

胞基质分泌,从而有效缓解 IDD 进程。 结论摇 随着对 BMSCs 和细胞治疗的研究,目前对 BMSCs 移植

治疗 IDD 已经进行了大量研究并取得了一定的成果,但是真正将其应用到临床上,仍然存在很多问

题,需要进一步研究解决。
揖关键词铱 摇 骨髓祖代细胞;摇 间质干细胞;摇 细胞治疗;摇 椎间盘退变
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To review the research and progress of treating intervertebral disc
degeneration ( IDD) by using BMSCs transplantation, and provide theoretical basis for further basic
researches. Methods摇 CNKI database and ISI Web of Knowledge database from 2000 to 2014 were retrieved
by the first author with the key words of " bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs), cell therapy,
intervertebral disc degeneration ( IDD )" in Chinese and in English, respectively. The biological
characteristics and cultivation of BMSCs, the influence factors of BMSCs differentiate into intervertebral disc
cells and cell therapy for IDD by BMSCs transplantation in vivo were summarized. Results摇 We can obtain
enough amount of BMSCs. BMSCs has low immunogenicity and good differentiation potential, and these
make BMSCs a very good seed cell source for cell therapy of IDD. Under the condition of improving the
micro environment of IDD, or a special support material system for cell cultivation, or the induction of
cytokines, or co鄄cultured with intervertebral disc cell, BMSCs can differentiate into nucleus pulposus cells,
express proteoglycan and collagen鄄域. Whether autograft or allograft, even heterogeneous, BMSCs can
survive and propagate in degenerative intervertebral disc for long鄄term, promote the secretion of intervertebral
disc cells matrix. Conclusions摇 As the study of BMSCs and cellular therapy, a lot of work has been done on
treating IDD by using BMSCs transplantation and we have made some achievements. Although using BMSCs
transplantation in the treatment of IDD also shows huge application prospect, there are still many problems
need to be solved before applying it in clinical treatment.

揖Key words铱 摇 Myeloid progenitor cells;摇 Mesenchymal stem cells;摇 Cell therapy;摇 Intervertebral
disc degeneration

摇 摇 下腰痛是一种多见的临床症状,严重影响许多患者的生

活质量,病因有很多,其中最重要的原因是椎间盘退变

(intervertebral disk degeneration, IDD) [1] 。 至今,临床上对

IDD 仍无有效的预防措施和理想的治疗方法。 传统保守治

疗方法虽然可在一定程度上缓解由 IDD 引起的临床症状,但
只是对症治疗,并不能解决根本问题;而手术治疗有可能在

术后发生诸多并发症。 由于传统治疗方法的局限性,IDD 的

细胞治疗现在得到了越来越广泛的研究,而且已经被证明为

治疗 IDD 的一种很有前途的方法。
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1摇 椎间盘结构及其退变机制

椎间盘由 3 部分组成:中间的髓核,上下的软骨终板以

及周围的纤维环。 髓核是水凝胶样的组织,位于两个软骨终

板之间,髓核的主要成分是蛋白聚糖,其他的成分还有域型、
遇型胶原蛋白和一些纤维成分。 软骨终板类似于关节软骨,
起到把椎体血管所输送的营养物质传递到椎间盘的功能。
纤维环包绕在髓核的周围,由 15 ~ 25 层同心圆状的致密的

胶原纤维构成,主要成分有玉型、域型和芋型胶原蛋白。
IDD 是一个多因素参与的慢性过程,退变椎间盘共同表

现为髓核细胞数量减少和功能降低,域型胶原蛋白、蛋白聚

糖等基质大分子降解,随即椎间盘内营养、渗透压下降和生

物力学功能障碍,最终进一步恶化和加速退变。 IDD 的机制

目前尚无定论,有椎间盘营养供应减少、椎间盘细胞凋亡失

衡、基质酶活性改变、生物力学机制、生物学机制等学说。

2摇 骨髓间充质干细胞

骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells,
BMSCs)是存在于骨髓中的非造血干细胞,具有在体外培养

容易贴壁生长、形成集落、分化成定向祖细胞的特点。 由于

BMSCs 具有多向分化潜能,条件适宜的情况下可以诱导分化

成多种细胞。 近年来,以 BMSCs 为种子细胞进行的组织修

复工程的研究十分广泛,并取得了极大进展,甚至已经用于

相关疾病的临床治疗[2 - 3] 。 BMSCs 能取得足量的细胞,具有

较低的免疫原性和良好的分化潜能,可以作为细胞 IDD 治疗

的种子细胞。
2. 1摇 BMSCs 的分离、培养

常用的 BMSCs 有人、兔、鼠和犬 BMSCs。 相对于其他种

子细胞,BMSCs 具有取材方便的优势。 在符合医学伦理学或

者实验动物伦理学的规定下,常规骨髓穿刺术即可取得人的

骨髓,用于分离培养 BMSCs,整个取材过程对人体的伤害非

常小。 目前,获取动物骨髓常用方法是将动物处死后,去双

侧胫骨和股骨,并从骨髓腔中取得骨髓,或者直接将骨头研

碎,再用缓冲液冲洗,以获得骨髓成分。
分离 BMSCs 常用的方法有全骨髓培养法和密度梯度离

心法。 全骨髓培养法即将全部骨髓成分提取后,与培养基置

于培养器皿中,利用 BMSCs 自身的贴壁特性,定期换液除去

不贴壁细胞,以得到纯化的 BMSCs。 密度梯度离心法即根据

骨髓中细胞成分比重的不同,将获得的骨髓细胞悬液按一定

比例加入分离液后进行密度梯度离心,提取单核细胞进行贴

壁培养。 获得纯化的 BMSCs 后,按常规的细胞培养和传代

方法进行传代培养,即可获得大量表型稳定的 BMSCs。
2. 2摇 BMSCs 的多向分化潜能

在体外干预因素下,BMSCs 不仅可向中胚层组织细胞如

骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、心肌细胞、内皮细胞分化,也可

跨中胚层向内、外胚层细胞如肝、肾、肌肉、皮肤、神经和心脏

细胞分化。 IDD 的一个重要原因就是椎间盘内有活力的细

胞数目减少,因此要修复退变椎间盘,需要增加椎间盘内细

胞密度。 Richardson 等[4] 报道将 BMSCs 与髓核细胞直接接

触共同培养,可以使 BMSCs 向髓核细胞分化,转录因子 SOX鄄
9 和基质分子,尤其是域型胶原蛋白和蛋白聚糖的表达均增

加。 Steck 等[5] 采用 3D 培养 BMSCs,并用转化生长因子

(transforming growth factor, TGF)鄄茁 刺激 BMSCs,结果发现,
分化后的 BMSCs 基因表达特征更接近椎间盘细胞,证明体

外实验中在一定的条件下,BMSCs 可以向椎间盘细胞表型分

化,这也使 BMSCs 作为种子细胞治疗 IDD 成为可能。
2. 3摇 BMSCs 的免疫原性

BMSCs 具有很低的免疫原性,未分化的 BMSCs 低表达

主要组织相容性复合体 ( major histocompatibility complex,
MHC)鄄玉,不表达MHC鄄域;即使经干扰素(interferon, IFN)鄄酌
刺激可上调 MHC鄄玉和 MHC鄄域表达,但由于缺乏共刺激分

子,BMSCs 不能激活 T 淋巴细胞,可以逃避细胞毒性 T 细胞

和 NK 细胞的杀伤,不会诱发同种异体排斥反应,也不会导

致移植物抗宿主病的发生。 因此,不仅自体 BMSCs 可以移

植,同种异体 BMSCs 移植也成为可能。
治疗 IDD 种子细胞的要求:(1)获取容易,对机体损伤

小,在体外能大量培养(稳定扩增和传代且细胞表型稳定);
(2)具有较低的免疫原性;(3)定向分化能力强。 BMSCs 完

全符合这些要求,因此,BMSCs 是细胞移植治疗 IDD 非常理

想的种子细胞。

3摇 BMSCs 向椎间盘细胞分化的影响因素

3. 1摇 椎间盘微环境对 BMSCs 的影响

椎间盘髓核内基质含量丰富,主要包括水、蛋白多糖、胶
原和非胶原蛋白。 退变椎间盘中蛋白聚糖、糖胺聚糖含量明

显下降,纤维环中玉、域型胶原蛋白比例增高,而且椎间盘内

呈现出低氧、低糖、低 pH 值和低渗透压的微环境。
研究表明,低氧分压较正常氧分压更有利于 BMSCs 向

类髓核细胞分化[6] ;低糖可以促进聚集蛋白多糖和玉型胶原

蛋白表达,而高渗透压和低 pH 值抑制细胞扩增和基质蛋白

的表达[7] ;高渗透压仅对个别受体来源的人 BMSCs 向软骨

样细胞分化有抑制作用[8] ;pH 值是限制 BMSCs 对椎间盘修

复的主要原因,且这种抑制作用与 pH 值负相关[9] 。 Felka
等[10]研究发现,炎症介质白细胞介素鄄1茁 能使 BMSCs 扩增

能力下降且细胞外基质蛋白分泌减少,表明炎症介质对干细

胞的修复亦起到抑制作用。 因此,如何改善椎间盘内 pH 值

和炎症环境以提高干细胞治疗作用效果是亟待解决的问题。
3. 2摇 支架材料对 BMSCs 的影响

目前,组织工程研究中,体外诱导 BMSCs 向髓核细胞分

化最典型的培养方式是 3D 培养,3D 培养可模拟髓核的生理

环境,从而诱导 BMSCs 向髓核细胞分化。 理想的 3D 培养支

架材料应该与椎间盘基质成分类似,能够体现体内椎间盘

3D 环境,具有生物降解性、生物相容性和力学特性等特点。
目前,研究较多的支架材料有透明质酸、壳聚糖和多聚左旋

乳酸支架。 Collin 等[11] 利用透明质酸和域型胶原蛋白作为

可注射型支架材料,实验组细胞增殖水平明显高于对照组,
并且两者比例在 9. 0 颐 4. 5 时,干细胞的增殖效果最佳。
Richardson 等[12] 研究发现,BMSCs 在壳聚糖 /甘油磷酸钠基

质中表达软骨细胞表型并产生软骨细胞外基质。 Richardson
等[13]还在多聚左旋乳酸支架上用腺病毒鄄SOX鄄9 基因来诱导

BMSCs,结果 BMSCs 分化后有蛋白多糖和域型胶原蛋白的表

达,证明了人 BMSCs 在多聚左旋乳酸支架上可以向髓核细
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胞方向分化。
3. 3摇 细胞因子对 BMSCs 的影响

细胞因子在 BMSCs 向椎间盘细胞分化、增殖以及细胞

基质代谢等方面有着重要作用,常见的细胞因子包括 TGF鄄
茁、骨形态发生蛋白、胰岛素样生长因子等。 Ronziere 等[14] 利

用 BMP鄄2 / TGF鄄茁3 共同刺激 BMSCs 的定向分化,结果表明无

论是在分化速度、数量上都有着显著的优势,且与单一细胞

因子诱导研究相比较,更符合体内多因素联合调控的作用,
使 BMSCs 更有利于向髓核细胞分化。 胰岛素样生长因子是

一种很强的合成代谢刺激因子,不仅促进 BMSCs 向软骨细

胞分化,还能够抑制因为 TGF鄄茁 引起的细胞外焦磷酸盐的过

多聚集,防止形成焦磷酸盐结晶。
3. 4摇 体外共培养研究

将 BMSCs 与髓核细胞共培养是常用的促进 BMSCs 向类

髓核细胞分化的方法。 Richardson 等[4] 用人 NP 细胞与

BMSCs 接触共培养,培养 7 d 后发现 BMSCs 蛋白多糖和胶原

的基因表达类似髓核细胞,认为髓核细胞可以诱导 BMSCs
向髓核细胞分化。

研究发现,将髓核细胞与 BMSCs 共培养均可以明显促

进髓核细胞的细胞外基质蛋白和基因的表达,并且这种作用

受细胞比例和培养方式的影响。 将人髓核细胞和 BMSCs 按

不同比例进行共培养,发现在旁分泌刺激的相互作用下,少
量 BMSCs 即可显著提高髓核细胞作用,但 BMSCs 必须在大

量 NP 细胞的条件下才能显著提高聚集蛋白多糖和域型胶原

蛋白的表达[15] 。 进一步研究发现,髓核细胞与干细胞共培

养的比例为 75颐 25 和 50颐 50 时最佳[16] 。 将兔 BMSCs 与髓核

细胞分别进行细胞间的直接接触培养和非接触培养,结果表

明,直接接触培养组细胞增殖及基质合成均增加,而非接触

培养组则没有变化[17] 。
尽管 BMSCs 与髓核细胞共同培养能增加细胞增殖和蛋

白聚糖合成,是髓核细胞诱导 BMSCs 分化为髓核细胞,还是

BMSCs 刺激髓核细胞增殖的同时促进基质合成尚未明确,但
是大量研究结果证明,可以将未分化的 BMSCs 移植到退变

椎间盘,通过与椎间盘内源性髓核细胞发生作用后,起到治

疗 IDD 的效果[18 - 25] 。

4摇 体内移植研究

4. 1摇 动物实验

Sakai 等[18 - 19]首次将兔自体 BMSCs 用重组腺病毒 AD鄄
LacZ 标记后,移植入退变的椎间盘内,4 周后组织切片的

X鄄gal染色证实移植的 BMSCs 仍具活力,总蛋白聚糖与基质

相关基因在移植细胞的椎间盘内得到显著的再生;24 周后相

对于正常组,实验组兔椎间盘高度约为 91% 、MRI 信号强度

约为 81% ,假手术组椎间盘高度约为 67% 、MRI 信号强度约

为 60% ,实验组的椎间盘保留了髓核的环状结构,而假手术

组的椎间盘结构却辨识不清;而且免疫组化及基因表达分析

表明,实验组椎间盘中蛋白聚糖的积聚得到恢复;进一步利

用绿色荧光蛋白( green fluorescent protein, GFP)标记自体

BMSCs 观察体内存活和分化情况,发现 2 周后可在髓核区域

观察到大量 GFP 阳性细胞,48 周时细胞数量明显增加,与对

照组比较,蛋白多糖的含量显著恢复,细胞外基质的基因明

显高表达,并且一些 GFP 阳性细胞表达软骨细胞和髓核细胞

相关分子表型。 Serigano 等[26]通过比较不同数量级(105、106

和 107)自体 BMSCs 对犬 IDD 的作用,发现细胞量为 1 伊 106

时最佳。
Crevensten 等[20] 首次将荧光标记的同种异体 BMSCs 注

射到大鼠的尾椎间盘内,在注射后第 7、14 天后 BMSCs 依然

存在于椎间盘内,但数量明显下降;28 天后 BMSCs 数量恢复

到原来数量,其存活率是 100% ;相对于对照组来说,实验组

的椎间盘高度有上升趋势,且未出现免疫反应,说明同种异

体 BMSCs 能在大鼠椎间盘内存活并增殖且不会引起免疫反

应。 之后,有研究人员分别观察了异体 BMSC 对兔、犬和猪

IDD 的作用,也得到了类似的结果[21 - 22] 。
Jeong 等[23]将人 BMSCs 移植入鼠尾 IDD 模型中,发现干

细胞至少可以存活 2 周,且 6 周后蛋白多糖及域型胶原蛋白

的表达增加,椎间盘高度和信号强度均得到明显改善,内层

纤维环结构也得到修复,且均未发现免疫反应。
上述研究表明,无论是自体还是同种异体,甚至是异种

BMSCs 移植均可以在退变椎间盘内长期存活、增殖,促进椎

间盘细胞基质分泌,从而有效缓解 IDD 进程。
4. 2摇 临床研究

近年来,有学者将 BMSCs 移植治疗 IDD 应用到临床上,
并取得了一定成果。

Yoshikawa 等[24]首次将自体 BMSCs 移植用于人体椎间

盘再生的治疗。 在为 2 名 IDD 患者进行手术前,先取自体髂

骨骨髓,将其用含自体血清的培养基培养,制成 BMSCs 备

用;手术中给予患者椎板开窗减压,然后经皮将含 BMSCs 的

胶原海绵移植到退变椎间盘内;术后患者腰腿疼痛缓解,2 年

后影像学发现髓核内真空现象消失、信号增强,而且无明显

不良反应。 有研究表明[27] ,这种疼痛缓解的机制可能与

BMSCs 能够减少 IgG 和肿瘤坏死因子 琢 的表达,并增加抗炎

因子 TGF鄄茁1 的表达有关,但同时也无法排除是否由开窗减

压和髓核摘除引起。 尽管如此,该研究中发现了髓核内信号

的增强,表明髓核内可能出现了髓核细胞的再生和 /或细胞

外基质分泌增加,这可能与 BMSCs 密切相关。
最近,Orozco 等[25]系统观察了 10 例自体 BMSCs 直接注

射植入髓核内治疗腰椎 IDD(纤维环完整)伴慢性腰腿痛的

短期疗效和安全性;随访 1 年,9 例腰腿痛迅速缓解,1 例无

效,疼痛评分、Oswestry 功能障碍指数均得到明显改善,并与

时间呈正相关性,且改善主要发生在前 3 个月;MRI 显示退

变椎间盘的高度虽然没有得到恢复,但其液体含量明显增

加,且未见明显不良反应。 这进一步证实了自体 BMSCs 移

植治疗的疗效和安全性。 虽然 BMSCs 在体内生存情况和发

挥作用的机制尚不清楚,且该研究缺乏有效实验对照,病例

数较少,随访时间较短,评价指标过于主观且结论被夸大,但
该研究还是为使用自体 BMSCs 移植治疗 IDD 带来了希望。

虽然目前对 BMSCs 移植治疗 IDD 已经进行了大量研究

并取得了一定的成果,也展现出了巨大的临床应用前景,但
是距离真正将 BMSCs 移植治疗 IDD 应用于临床,仍然有很

多问题需要解决:(1)IDD 形成发展的机制尚未明确;(2)动
物 IDD 模型与人类椎间盘在结构和退变机制不同,寻求与人

类高度相似的模型还需深入研究;(3)髓核细胞的表型目前
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不确定;(4)如何避免 BMSCs 移植后可能出现的并发症,如
椎体后方或位置不确定的骨赘形成;(5)远期疗效和安全性;
(6)临床研究病例极少,尚不能充分证明 BMSCs 应用于治疗

IDD 的可行性等。 上述问题限制 BMSCs 移植治疗 IDD 在临

床的应用;但是,相信在不久的将来,随着相关研究的不断深

入,BMSCs 移植可望成为临床治疗 IDD 的有效方法。
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