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　　【摘要】　目的　采用流式细胞术和荧光定量 ＰＣＲ观察 ＴＧＦ唱β１因子对人髓核细胞表型 ＣＤ２４表达变化
及细胞外基质合成的调节作用，为进一步了解髓核细胞特性提供支持。 方法　采用机械酶消化法分离培养
人髓核细胞，利用流式细胞术联合免疫组化方法鉴定髓核细胞。 ＴＧＦ唱β１ 持续刺激髓核细胞 ２４ ｈ、７２ ｈ、６ ｄ
后，流式细胞术观察 ＣＤ２４表达变化；ＲＴ唱ＰＣＲ检测不同作用时间 ＣＤ２４、ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原、蛋白多糖 ｍＲＮＡ表
达变化。 结果　体外分离培养的第 ２代髓核细胞表现为多边形或三角形，此类细胞Ⅱ型胶原免疫组化染色
阳性，比例为 ３３％～６０％，部分细胞表现为梭形，其Ⅱ型胶原免疫组化染色为弱阳性，流式细胞术检测 ＣＤ２４
表达比例介于 ２５％～５６％，两种鉴定方法比较无统计学差异（ t ＝２７，P＞０畅０５）；ＴＧＦ唱β１刺激人髓核细胞 ２４ ｈ
后 ＣＤ２４阳性细胞比例为 ３３畅９％，刺激 ７２ ｈ 后 ＣＤ２４ 阳性细胞比例为 ７６畅２％，刺激 ６ ｄ 后阳性细胞比例为
９９％；ＲＴ唱ＰＣＲ结果显示 ＴＧＦ唱β１刺激后 ＣＤ２４、ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原、蛋白多糖 ｍＲＮＡ表达量较对照组明显增加，
并且存在时间依赖性。 结论　采用流式细胞术检测成熟髓核细胞 ＣＤ２４表达，在鉴定髓核细胞和检测成熟髓
核细胞比例时，具有快速，操作简单，细胞需求量少，结果可靠的优点；ＴＧＦ唱β１ 可上调 ＣＤ２４ 基因表达和基质
蛋白的合成，促进髓核细胞成熟。
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　　髓核细胞是椎间盘组织中重要的细胞成分，其体
外鉴定主要以细胞形态学或者免疫组织化学方法验证

该细胞是否表达Ⅱ型胶原、 ＳＯＸ９ 等细胞外基质为
主

［１］ 。 Ｆｕｊｉｔａ等［２］
发现髓核细胞高表达 ＣＤ２４，并认为

其可以作为成熟髓核细胞特异性标志物。 本研究小组
前期证明以 ＣＤ２４为指标，采用流式细胞术可对髓核细
胞进行快速鉴定

［３］ 。 目前髓核细胞的分离培养大多采
用酶消化法，往往混杂有其他细胞，而采用流式细胞术
结合细胞形态学来鉴定髓核细胞，并测定细胞纯度报
道较少。 另外生长因子对 ＣＤ２４ 表达及促髓核细胞成
熟是否存在调节作用亦不清楚。 本次研究通过采用
ＣＤ２４联合免疫组化方法鉴定髓核细胞，然后利用流式
细胞术，ＲＴ唱ＰＣＲ 检测观察 ＴＧＦ唱β１ 对髓核细胞表型
ＣＤ２４及细胞外基质的调节作用。

材料与方法

一、材料
经患者及家属同意，手术获取 ２５ ～３０ 岁腰椎间盘

突出症或腰椎滑脱症患者的椎间盘组织 ５ 例。 Ⅱ型胶
原酶（Ｓｉｇｍａ 公司，英国）；ＣＤ２４、ＳＸＯ９、Ⅱ型胶原、蛋白
多糖引物由上海生工生物工程公司合成；ＴａＫａＲａ ＲＴ唱
ＰＣＲ试剂盒购自大连宝生物工程有限公司。 ＰＥ 标记
ＩｇＧ１，ＣＤ２４（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ，美国）；ＦＣ ５００ 流式细胞
仪（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司，美国）。

二、方法
１．人髓核细胞分离培养：无菌条件下取出髓核组

织，眼科剪分离剪碎，用 ０畅２％Ⅱ型胶原酶 ３７ ℃水浴箱
中消化 １ ～２ ｈ，ＰＢＳ洗涤 ３次，用 ０畅２５％的胰蛋白酶溶
液 ３７ ℃水浴箱中消化 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３ 次，２００ 目滤
网过滤，用添加 ２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 培养完全
培养液终止消化，冲洗 ３ 次，加入培养液均匀吹打，调
整细胞浓度 １０４ ／ｍｌ 接种于底面积为 ２５ ｃｍ２

的培养瓶

中，置于 ３７ ℃，体积分数 ５％ ＣＯ２ 、１００％湿度条件下培
养，以后每隔 ３ ｄ换液 １次。 每天在倒置光学显微镜下
观察细胞生长状态，达到 ９０％融合时，消化传代，进行
后续实验。

２．流式细胞术检测 ＣＤ２４ 表达：取第 ２ 代髓核细
胞用胰酶消化后，调整细胞浓度为 １ ×１０５ ／ｍｌ，每管取
１ ｍｌ 细胞，ＰＢＳ 清洗后弃上清用于标记。 每管中分别
加入荧光单克隆抗体 ＣＤ２４唱ＰＥ，混匀后室温避光孵育
３０ ｍｉｎ，２ ｍｌ ＰＢＳ清洗，重悬于 ５００ μｌ ＰＢＳ（含 １％多聚
甲醛）后，流式细胞仪上机检测。 根据同型对照的荧光
强度设定阴性细胞群阈值，观察两种细胞每一种单抗

的阳性细胞表达率及荧光强度。
３．免疫组织化学法检测Ⅱ型胶原表达：取第 ２ 代

细胞，待细胞增殖达 ８０％，胰酶消化、按细胞浓度为
１０４ ／ｍｌ接种至铺有无菌盖玻片的 ６ 孔板中培养；待细
胞铺满时，取出盖玻片，ＰＢＳ洗涤，用 ４％多聚甲醛固定
３０ ｍｉｎ。 ０畅３％ Ｈ２Ｏ２ 室温孵育 １０ ｍｉｎ，蒸馏水洗涤 ３
次，３ ｍｉｎ／次。 加入兔抗人Ⅱ型胶原多克隆抗体，４ ℃
冰箱过夜，ＰＢＳ 洗涤，加入二抗（生物素化山羊抗兔
ＩｇＧ，１∶４００），３７ ℃ ４０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，３ ｍｉｎ／次。
ＤＡＢ显色，苏木素轻度复染。 脱水、透明、常规封片。
结果判断：呈现棕黄色为阳性，无着色为阴性。

４．ＴＧＦ唱β１ 刺激髓核细胞：（１）取第３代髓核细胞，
胰酶消化、按细胞浓度为 １０４ ／ｍｌ 接种至 ６ 孔板和铺有
无菌盖玻片的 ６ 孔板中培养，待细胞增殖达 ８０％，每孔
细胞中添加 １０ ｎｇ／ｍｌ ＴＧＦ唱β１，分别在２４ ｈ、７２ ｈ、７ ｄ进
行流式细胞术 ＣＤ２４ 检测，ＲＴ唱ＰＣＲ 检测。 （２）流式细
胞术 ＣＤ２４ 检测：胰酶消化细胞，调整细胞浓度为 １ ×
１０５ ／ｍｌ，每管取 １ ｍｌ 细胞，ＰＢＳ 清洗后弃上清用于标
记。 每管中分别加入荧光单克隆抗体 ＣＤ２４唱ＰＥ，混匀
后室温避光孵育 ３０ ｍｉｎ，２ ｍｌ ＰＢＳ清洗，重悬于 ５００ μｌ
ＰＢＳ（含 １％多聚甲醛）后，流式细胞仪上机检测。 （３）
反转录聚合酶链反应（ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ唱ＰＣＲ）检测 ＣＤ２４、ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原、蛋
白多糖 ｍＲＮＡ表达：检测目的基因引物设计见表 １，以
β唱ａｃｔｉｎ作为内参对照，委托上海生工生物有限公司合
成。 每组采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取各组髓核细胞 ｍＲＮＡ；
取 ５ μｌ ＲＮＡ反转录，得到 ｃＤＮＡ产物用于扩增目的基
因；ＰＣＲ扩增条件：９５ ℃ ３０ ｓ，９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３４ ｓ，４０
个循环。 重复 ６组。 所得各组 Ｃｔ值用 ２ －ΔΔＣｔ

表示。

表 1　ＣＤ２４、ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原、蛋白多糖引物序列

引物 引物序列（５′→３′）

ＣＤ２４ 後上游 ＣＣＣＡＣＧＣＡＧＡＴＴＴＡＴＴＣＣＡＧ
下游 ＧＡＣＴＴＣＣＡＧＡＣＧＣＣＡＴＴＴＧ

ＳＯＸ９ 沣上游 ＴＣＣＴＣＡＧＧＣＴＴＴＧＣＧＡＴＴＴ
下游 ＴＧＣＴＣＧＧＧＣＡＣＴＴＡＴＴＧＧ

Ⅱ型胶原 上游 ＧＣＴＣＧＣＡＣＣＴＧＣＡＧＡＧＡＣＣＴＧ
下游 ＧＴＣＣＡＣＡＣＣＧＡＡＴＴＣＣＴＧＣＴＣＧ

蛋白多糖 上游 ＡＴＧＣＣＣＡＡＧＡＣＴＡＣＣＡＧＴＧＧ
下游 ＴＣＣＴＧＧＡＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣＡＧＴ

β唱ａｃｔｉｎ 上游 ＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧ
下游 ＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧ

　　三、统计学分析
使用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件进行统计分析，计量资料
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表 2　各组 ＣＤ２４、ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原、蛋白多糖 ｍＲＮＡ表达情况（２ －ΔΔＣｔ，珋x ±s）
组别 ＣＤ２４ 抖ＳＯＸ９ 4Ⅱ型胶原 蛋白多糖

对照组　　　 ０ 憫憫畅６５５ ±０ ǐ畅０１５ ０   畅８５６ ±０ '畅１１３ １ 墘墘畅０４２ ±０ ＃畅１２８ １   畅０４４ ±０ 8畅０５

实验组　２４ ｈ １ 悙悙畅０５２ ±０ *畅０２５ ａｂ １   畅０９２ ±０ &畅０４２ ａｂ １ 垐垐畅４７５ ±０ ⅱ畅０３４ ａｂ 　１   畅４８１ ±０ .畅０５３ ａｂ

　　　　７２ ｈ １ 悙悙畅７９５ ±０ *畅１０５ ａｂ １   畅７９５ ±０ &畅０１５ ａｂ １ 垐垐畅８０７ ±０ ⅱ畅０３５ ａｂ 　１   畅８６０ ±０ .畅０２２ ａｂ

　　　　６ ｄ １ 敂敂畅９９０ ±０ �畅０８１ ａ １   畅８９１ ±０ *畅０６７ ａ １ 寣寣畅９８５ ±０ Ζ畅０２４ ａ １   畅９９５ ±０ '畅０５５ ａ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０５；与 ６ ｄ比较，ｂP ＜０畅０５

均以均数±标准差（珋x ±s）表示，组间资料比较主要使
用单因素方差分析，多个样本均数两两之间的比较采
用 ＬＳＤ唱t检验；计数资料采用两个独立样本秩和检验，
P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１．髓核细胞鉴定结果：（１）髓核细胞形态及免疫
组化染色结果：倒置相差显微镜观察原代髓核细胞主
要以多边形和三角形为主，部分细胞形态以短梭形为
主（图 １Ａ）。 传代后髓核细胞大多数以多边形为主，部
分梭形细胞呈簇生长（图 １Ｂ）。 多边形细胞其Ⅱ型胶
原免疫组化染色呈强阳性（图 １Ｃ），短梭形细胞Ⅱ型胶
原免疫组化染色表现为弱阳性（图 １Ｄ）。 （２）髓核细胞
流式鉴定（图 ２）：流式细胞术检测髓核细胞表型 ＣＤ２４
表达，５ 例样本 ＣＤ２４ 比例分别为 ２５％、３９％、４２％、
５３％、５６％。

２．ＴＧＦ唱β１ 刺激髓核细胞后 ＣＤ２４ 表达变化（图
３）：ＴＧＦ唱β１作用髓核细胞后，细胞表面 ＣＤ２４表达随着
因子作用时间延长而逐渐增高，尤其是在作用 ７２ ｈ后，
ＣＤ２４表达明显增高。

３．ＲＴ唱ＰＣＲ检测髓核细胞 ＣＤ２４、Ⅱ型胶原、蛋白多
糖、ＳＯＸ９ ｍＲＮＡ 表达：见表 ２。 半定量分析各实验组
ＣＤ２４、Ⅱ型胶原、蛋白多糖、ＳＯＸ９ ｍＲＮＡ的表达量均高
于对照组，其中 ６ ｄ 组显著高于其余各组，７２ ｈ组基因
表达量明显高于 ２４ ｈ 组和对照组。 说明 ＴＧＦ唱β１ 可上
调髓核细胞表面 ＣＤ２４表达，并且随着作用时间延长其
基因表达量增加，同时Ⅱ型胶原、蛋白多糖基因表达量
也逐渐增高。

讨　　论

椎间盘退变是脊柱退行疾患病理基础。 一般的手
术或保守治疗虽然能够取得一定的疗效，但是不能阻
止椎间盘的退变

［４唱５］ 。 退变椎间盘共同表现为髓核细
胞数量和功能减少，细胞外基质大分子降解，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［６］ 。 尽管确切的退变机制尚存争
议，但占椎间盘体积仅 １％的细胞成分，尤其是髓核细
胞，在维持椎间盘结构、功能完整性方面所起的核心作

用已被公认
［７］ 。 目前髓核细胞的分离培养方法为机械

法结合酶消化，对于正常椎间盘组织，其髓核区域和纤
维环区域分界相对明显，获得的髓核细胞纯度可以保
证，但是对于退变椎间盘组织，由于髓核组织纤维化，
交界区域不明显，分离后髓核细胞纯度受到影响，往往
需要进行髓核细胞鉴定。
由于髓核细胞是类软骨细胞，其主要产生软骨细

胞标志基因 ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原与蛋白多糖，故对于髓核
细胞的鉴定还主要以细胞形态结合组织学方法为主，
但此方法存在着细胞需求量大，耗时长，操作复杂，假
阳性率高，并且人为主观因素干扰等缺点。
流式细胞术（ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ）是一种在功能水平上

对单细胞或其他生物粒子进行定量分析和分选的检测

手段，与传统的荧光镜检查相比，具有速度快、精度高、
准确性好等优点，成为当代最先进的细胞定量分析技
术。 目前在研究髓核细胞特性方面也有应用，Ｆｌａｇｌｅｒ
等

［８］
利用流式细胞术分析牛椎间盘细胞内细胞外基质

的表达情况，发现采用流式细胞术无论对于新鲜分离
细胞还是体外培养细胞，检测其细胞大小和胞内特异
性胶原蛋白表达水平可以将来源髓核和纤维环区域的

细胞鉴别，所以利用流式细胞术检测细胞内特异性胶
原表达水平来区分细胞来源有很大的潜力。 本研究小
组［３］前期采用免疫组织化学染色，ＲＴ唱ＰＣＲ测定Ⅱ型胶
原及 ＳＯＸ９的表达，流式细胞仪检测其 ＣＤ２４ 阳性表达
率，分析三者之间的相关性，发现髓核细胞分泌胞外基
质Ⅱ型胶原与 ＳＯＸ９ 的表达与 ＣＤ２４ 阳性率结果有相
关性。 认为采用流式细胞仪测定 ＣＤ２４表达可以快速、
简便地鉴定髓核细胞。 本研究中，髓核细胞均来源于 ５
例存在不同程度退变的椎间盘组织，因此髓核细胞纯
度不高，我们通过形态学观察，发现部分细胞以多边形
或者三角形为主，此类细胞被认为是髓核细胞典型的
表现［９］ ，本实验中部分细胞也呈现多边形或者三角形
生长，免疫组化染色发现此类细胞Ⅱ型胶原表达阳性，
其他部分呈梭形的细胞表达相对较弱，并且流式细胞
术检测 ＣＤ２４ 阳性细胞表达比例与免疫组化染色结果
一致。 由于 ＣＤ２４ 被认为是成熟髓核细胞的标志物，那
么在分离细胞中除了存在纤维环或者软骨终板细胞

外，可能部分髓核细胞还处于未成熟状态或者是干细
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胞
［１０］ 。 因此认为利用流式细胞术，以成熟髓核细胞标

志物 ＣＤ２４为指标，可以快速鉴定分离出髓核细胞。 髓
核细胞的增殖、分化及成熟，除了需要充足营养外，还
需要大量的生长因子刺激

［１１］ 。 研究证实 ＴＧＦ唱β１ 可以
对于一些特定的间充质干细胞 （骨髓间充质干细
胞）［１２］ 、软骨细胞［１３唱１４］

和成骨细胞
［１５］
有促增殖作用。

Ｚｈａｎｇ等［１６］
通过利用 ＭＴＴ 检测方法观察 ＴＧＦ唱β１ 与胰

岛素样生长因子唱１（ ｉｎｓｕｌｉｎ唱ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ唱１，ＩＧＦ唱１）
对髓核细胞增殖作用的影响，发现在含 １％胎牛血清的
培养基中，ＴＧＦ唱β１作用强于 ＩＧＦ唱１，在含 １０％胎牛血清
的培养基中，ＴＧＦ唱β１ 与 ＩＧＦ唱１ 均有较强的促进增殖作
用，但是 ＴＧＦ唱β１作用更强，ＴＧＦ唱β１ 与 ＩＧＦ唱１ 对体外培
养的髓核细胞促增殖作用存在着剂量和时间依赖关

系，ＴＧＦ唱β１在１０ ｎｇ／ｍｌ时作用最强，并且作用３ ｄ后促
增殖作用明显。 而 ＣＤ２４作为成熟髓核细胞标志物，生

长因子对其是否也有调节作用呢？ 本实验中，髓核细
胞给予 ＴＧＦ唱β１（１０ ｎｇ／ｍｌ）刺激后，分别在作用 ２４ ｈ、
７２ ｈ、６ ｄ后进行检测，流式细胞术检测结果发现，ＣＤ２４
表达明显增高，作用 ２４ ｈ 后，ＣＤ２４ 表达比例有增高趋
势，而在 ７２ ｈ时 ＣＤ２４表达比例是对照组的 ２ 倍左右，
６ ｄ时几乎可以达到 １００％。 ＲＴ唱ＰＣＲ 检测结果显示在
ＴＧＦ唱β１刺激髓核细胞后，ＣＤ２４ 基因表达水平逐渐升
高，并且与流式细胞术检测结果变化趋势一致，同时细
胞外基质 ＳＯＸ９、Ⅱ型胶原、蛋白多糖 ｍＲＮＡ 表达水平
也逐渐升高。
采用流式细胞术检测成熟髓核细胞 ＣＤ２４ 表达，此

方法在鉴定髓核细胞和检测成熟髓核细胞比例时，具
有快速简单、细胞需求量少、结果可靠的优点。 而 ＴＧＦ唱
β１不但可促进髓核细胞增殖和提高细胞外基质合成，
还可促进髓核细胞成熟，上调 ＣＤ２４基因表达和基质蛋
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白的合成，这为 ＴＧＦ唱β１诱导间充质干细胞向髓核细胞
或者类软骨细胞分化后，在鉴定分化状态时提供了新
的检测指标。 而 ＣＤ２４ 表达与细胞外基质合成之间是
否存在关联，还需要进一步研究。
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