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也摘要页 目的 探究脂肪间充质干细胞渊adipose-derived mesenchymal stem cell, ADSC冤修复氧化损伤髓核细胞渊nucleus pul鄄
posus cell, NPC冤的作用机制遥方法 实验分为NPC组尧ADSC组尧NPC+ADSC组尧H2O2+NPC+ADSC组尧H2O2+NPC组 5组遥采用H2O2构建

NPC氧化损伤模型曰SA-茁-Gal染色分析NPC衰老程度曰流式细胞仪检测 NPC 氧化损伤水平曰Western blot检测ADSC中Collagen 域尧
Aggrecan蛋白表达水平袁以及 NPC 中Collagen 域尧p53尧p21尧TGF-茁1尧Smad2尧p-Smad2蛋白表达水平曰qPCR 检测 ADSC 中Collagen
域尧Aggrecan mRNA表达水平袁以及NPC中Collagen 域尧p53尧p21尧TGF-茁1尧Smad2 mRNA表达遥 结果 与 H2O2+NPC 组相比较袁H2O2+
NPC+ADSC 组的 NPC 衰老数量减少渊P<0.05冤袁NPC 氧化损伤减轻渊P<0.05冤袁p53尧p21 蛋白和基因表达下降渊P<0.05冤袁Collagen 域尧
TGF-茁1尧p-Smad2蛋白和基因表达升高渊P<0.05冤遥与ADSC组相比袁NPC+ADSC组Collagen 域尧Aggrecan基因和蛋白表达升高渊P<0.05冤遥
结论 ADSC 与 NPC 共培养不仅可以促进 ADSC 类髓核化袁而且 ADSC 可修复氧化损伤的 NPC袁抑制其衰老袁该过程可能与调控

TGF-茁1/Smad2 信号通路有关遥
也关键词页 脂肪间充质干细胞曰髓核细胞曰氧化损伤曰细胞衰老曰TGF-茁1/Smad2 信号通路
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the mechanism of adipose-derived mesenchymal stem cell (ADSC) repairing oxidatively
damaged nucleus pulposus cell (NPC). Methods Five groups were divided as NPC group, ADSC group, NPC+ADSC group, H2O2+
NPC+ADSC group, and H2O2+NPC group. Hydrogen peroxide (H2O2) was used to construct the oxidative damage model of NPC; SA-
茁-Gal staining was performed to analyze the degree of senescence in NPC; flow cytometer was used to determine the level of
oxidative damage in NPC; Western blot was used to check the protein expressions of Collagen 域 and Aggrecan in ADSC, and the
protein expressions of Collagen 域, p53, p21, TGF-茁1, Smad2, and p-Smad2 in NPC; qPCR was carried out to determine the
mRNA expressions of Collagen 域 and Aggrecan in ADSC, and the mRNA expressions of Collagen 域, p53, p21, TGF-茁1, and
Smad2 in NPC. Results Compared with H2O2+NPC group, H2O2+NPC+ADSC group showed a reduced number of senescent NPC (P<
0.05), attenuated oxidative damage to NPC (P<0.05), decreased protein and mRNA expressions of p53 and p21 (P<0.05), and elevated
protein and mRNA expressions of Collagen II, TGF-茁1, and p-Smad2 (P<0.05). Compared with ADSC group, the protein and mRNA
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expressions of Collagen 域 and Aggrecan were elevated in NPC+ADSC group (P<0.05). Conclusion Co-culture of ADSC and NPC
can promote ADSC-like myelination, and ADSC can repair oxidatively damaged NPC and inhibit their senescence, which may be
related to the regulation of TGF-茁1/Smad2 pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 adipose-derived mesenchymal stem cells; nucleus pulposus cells; oxidative damage; cell senescence; TGF-
茁1/Smad2

下腰痛渊low back pain, LBP冤是临床常见病尧多
发病遥流行病学调查显示袁80%的人一生中至少会出

现一次下腰痛袁造成了巨大的社会问题和经济负担[1]遥
椎间盘退变渊intervertebral discs degeneration, IDD冤
是公认导致下腰痛的主要原因[2]袁其典型表现为髓核

细胞渊nucleus pulposus cell, NPC冤衰老和死亡增加尧细
胞外基质渊extracellular matrix, ECM冤降解尧蛋白聚

糖和域型胶原蛋白合成减少袁炎症因子浸润尧酸性环

境增强等微环境恶化[3]遥 因此袁如何防治 IDD 具有重

要的现实意义遥
目前袁用于治疗 IDD 所引起腰背痛的经典方法

是手术切除椎间盘以减轻疼痛 [4]袁但手术并不能修

复或减缓潜在的退行性病变遥 相比于单纯的机械性

切除椎间盘袁生物修复椎间盘具有恢复退变椎间盘

生物功能尧缓解病变尧降低并发症等优点[5-7]遥因此袁细
胞治疗是一种有潜力的修复 IDD的治疗方法遥

相较于其他干细胞袁脂肪间充质干细胞渊adipose
mesenchymal stem cell, ADSC冤因其来源丰富尧易获

取尧无免疫排斥等优点成为修复退变椎间盘的理

想候选细胞[8]袁可分泌生物活性因子以调节炎症袁且
具有分化为 NPC 的潜力[9]遥 TGF-茁/Smad 通路是IDD
的经典信号通路袁TGF-茁1 信号传导在 IDD 中发挥

着重要调节作用[10]遥本研究通过建立 NPC 氧化损伤

模型袁使用Transwell小室与 ADSC共培养袁探究ADSC
类髓核化表现以及对 NPC 氧化损伤修复机制袁旨
为相关实验研究及临床应用提供一定的参考价值遥
1 材料和方法

1.1 试剂和仪器

普诺赛人椎间盘髓核细胞完全培养基尧PBS 缓

冲液渊武汉普诺赛生命科技有限公司院批号院CM-
H097尧PB180327冤曰成人 ADSC 完全培养基渊海星生

物科技有限公司袁批号院ADHX-C101冤曰0.25%胰酶

消化液渊北京索莱宝科技有限公司袁批号院SL6020-
100 mL冤曰细胞培养皿尧细胞培养瓶渊贝兰伯袁批号院
CCD06 -060A尧CCB06 -205冤曰Costar Trans well 小室

渊MERCK袁批号院3412冤曰30%过氧化氢渊上海国药集

团袁批号院10011208冤曰MTT 试剂盒尧茁-半乳糖苷酶染

色试剂盒尧ROS 检测试剂盒渊碧云天袁批号院C0602尧
C0009S尧S0033冤曰TGF-茁1 抗体尧Collagen 域 抗体尧过
氧化酶山羊抗兔 IgG 二抗尧茁-actin 抗体渊Protein
tech公司袁 批号院21898-1-AP尧28459-1-AP尧SA00001-2尧
66009-1-Ig冤曰Aggrecan 抗体尧p-Smad2 抗体 尧Smad2
抗体渊Abcam公司袁批号院ab36861尧ab188334尧ab40855冤曰
p53抗体尧p21抗体渊CTS 公司遥 批号院#2527尧#2947冤曰
ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix渊南京诺

唯赞生物科技股份有限公司袁批号院Q711-02冤曰超净工

作台尧生物安全柜渊苏州安泰空气技术有限公司袁型
号院SW-CJ-1FD尧BSC-1300 II A2)曰倒置生物显微

镜渊德国徕卡袁型号院DMI 1冤曰二氧化碳培养箱渊新加

坡 ESCO袁型号院CCL-170B-8冤曰冷冻离心机 (美国

CENTURION袁型号院K2015R冤曰荧光定量 RCP 仪渊美
国 Thermo Fisher袁型号院PIKOREAL96冤曰多功能酶标

仪渊瑞士 Tecan袁型号院Spark 20M冤曰电泳仪尧凝胶成

像仪渊美国 Bio-Rad袁型号院PowerPac Basic尧Chemi鄄
DocXRS+冤遥
1.2 细胞来源

成人 ADSC渊海星生物科技有限公司袁批号院
20210113S1冤曰人椎间盘 NPC渊武汉普诺赛生命科技

有限公司袁批号院CP-H097冤遥
1.3 细胞培养及 NPC氧化损伤模型

细胞融合至 80%~90%用胰酶消化传至下 1 代袁
按 1颐2 进行传代袁3~5 d 换液 1 次袁第 3 代开始进行

实验操作遥分别使用不同浓度渊0尧100尧200尧300尧400尧
500 滋mol窑L-1冤的 H2O2 造模袁24 h 后 MTT 法评价其

对 NPC 抑制率袁确定细胞毒性袁计算半抑制浓度袁选
出 H2O2 构建 NPC 氧化损伤模型的最佳浓度遥
1.4 Transwell 小室 ADSC/NPC 共培养体系的构建

及实验分组

采用孔径 0.4 滋m 的 Transwell 小室 6 孔板建立

细胞共培养体系袁胰酶消化后将第 3 代 ADSC 置于

上层的 Transwell小室内袁加入 ADSC培养基袁待ADSC
贴壁后袁下层接种第 3 代 NPC遥 细胞接种密度2伊
105袁接种比例为 1颐1 [11]遥 将实验分为 5 组袁分别为
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NPC 组尧ADSC 组尧NPC+ADSC 组尧H2O2+NPC+ADSC
组尧H2O2+NPC 组遥 其中 NPC+ADSC 组尧H2O2+NPC+
ADSC 组接种于 Transwell 小室袁NPC 组尧ADSC 组尧
H2O2+NPC 组接种于普通 6 孔板遥
1.5 观察指标

1.5.1 活性氧渊reactive oxygen species, ROS冤检测 按

照 1颐1 000 用无血清培养液稀释 DCFH-DA袁使终浓

度为 10 滋mol/L袁细胞消化收集后袁悬浮于稀释好的

DCFH-DA 中袁37 益细胞培养箱内孵育 20 min遥 每

隔 3耀5 min 颠倒混匀一下袁使探针和细胞充分接

触遥 用无血清细胞培养液洗涤细胞 3 次袁以充分去

除未进入细胞内的 DCFH-DA遥 上流式仪检测袁用
FITC 通道收集信号遥
1.5.2 SA-茁-Gal 染色分析 吸除细胞培养液袁用
PBS 洗涤 1 次袁加入 500 滋L 茁-半乳糖苷酶染色固

定液袁室温固定 15 min遥吸除细胞固定液袁用 PBS 洗

涤细胞 3次袁每次 3分钟遥吸除 PBS袁每孔加入 500 滋L
染色工作液遥37 益孵育过夜袁保鲜膜封住 24 孔板防

止蒸发,普通光学显微镜下观察袁各组随机采取 3 个

视野进行统计分析遥
1.5.3 Western blot检测ADSC中Collagen 域尧Aggre鄄
can及NPC中Collagen 域尧p53尧p21尧TGF-茁1尧Smad2尧
p-Smad2蛋白表达 收集细胞袁加入 100 滋L RIPA裂
解液袁冰上裂解液 15 min袁12 000 r/min离心 15 min袁
离心半径 9 cm袁取上清转移至新的1.5 mL 离心管

中袁测定蛋白总含量遥 SDS-PAGE 凝胶电泳分离后袁
转至 PVDF 膜袁5%脱脂奶粉封闭袁加入一抗 Collagen
域渊1颐500冤曰Aggrecan尧P53渊1颐1 000冤曰P21渊1颐1 000冤曰
TGF-茁1渊1院2 000冤曰Smad2渊1颐4 000冤曰p-Smad2渊1颐2
000冤袁4 益孵育一抗过夜袁次日取出膜袁于室温摇

床用 PBST洗涤 3 次袁加入二抗于室温摇床孵育 1 h袁
再次洗膜 3 次袁使用 ECL 化学发光液显色曝光尧
摄像遥
1.5.4 qPCR 检测 ADSC 中 Collagen 域尧Aggrecan及
NPC中Collagen 域尧p53尧p21尧TGF-茁1尧Smad2 mRNA
表达 收集ADSC和NPC袁通过 Trizol法提取总RNA袁
以总 RNA为模板袁逆转录 cDNA 加入扩增反应体系袁
在 NCBI 上搜索目的基因的序列袁运用 Primer 5 软

件进行引物设计袁引物由金斯瑞生物科技股份有限

公司合成袁以 茁-actin 为内参袁采用 2-吟吟Ct 法计算袁相
关引物序列信息见表 1遥

1.6 统计学方法

本实验采用 GraphPad Prism 9.0 进行数据分析

和统计袁所有实验至少重复 3 次袁采用野曾依s冶表示袁两组

比较采用 Student's t 检验袁多组比较采用 Turkey's t
检验遥 以 P<0.05 为差异具有统计学意义遥
2 结果

2.1 人源 ADSC和 NPC细胞形态学及鉴定

为避免提取原代时细胞污染袁同时为提高细胞

纯度和活性袁已购买人源 ADSC 和 NPC袁其中 ADSC
形态呈纺锤形袁NPC 形态呈长梭形袁详见图 1遥

2.2 NPC造模浓度及氧化损伤水平

H2O2对NPC的IC50=122 滋mol/L袁选择 100 滋mol/L
为造模浓度袁在造模 24 h 后对各组的 ROS 水平进行

检测袁与 H2O2+NPC 组相比袁H2O2+NPC+ADSC 组荧

光强度降低渊P<0.05冤遥 详见图 2遥
2.3 NPC衰老相关的 茁-半乳糖苷酶染色分析

与 H2O2+NPC 组相比袁H2O2+NPC+ADSC 组中

NPC 的衰老数量减少渊P<0.05冤遥 详见图 3遥

表 1 基因引物序列表

基因名称

Collagen域

Aggrecan

TGFB1

Smad2

p21

p53

茁-actin

引物序列渊5'-3'冤
正向院AAGGATGTGTGGAAGCCGGA
反向院TGAGGCAGTCTTTCACGTCT
正向院TGCGTGGGTGACAAGGACAG
反向院GCCAGCGTAGCATTGTGAGATT
正向院CAGCAACAATTCCTGGCGATACCT
反向院CGCTAAGGCGAAAGCCCTCAAT
正向院CCACGGTAGAAATGACAAGAA
反向院AACAGACTGAGCCAGAAGAGC
正向院GAGGCCCGTGAGCGATGGAA
反向院AGCGAGGCACAAGGGTACAAGACA
正向院CTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCC
反向院CAGTGCTCGCTTAGTGCTCCCT
正向院GGCACCCAGCACAATGAAGA
反向院ACTCCTGCTTGCTGATCCAC

长度/bp

100

185

140

227

238

118 bp

125 bp

A B

图 1 显微镜下 ADSC渊A冤和 NPC渊B冤的形态观察渊伊40冤
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图 4 各组 ADSC中蛋白电泳条带图渊A冤和蛋白表达水平渊B冤
注院a. NPC+ADSC 组曰b. ADSC 组曰与 ADSC 组比较袁*P<0.05遥

2.4 Western blot 检测各组 ADSC 中 Aggrecan 和

Collagen 域蛋白表达差异

与 ADSC 组相比 袁NPC+ADSC 组中 ADSC 的

Aggrecan和 Collagen 域蛋白含量明显升高渊P<0.05冤遥
详见图4遥
2.5 Western blot检测各组NPC中 Collagen 域尧p21尧
p53尧TGF-茁1尧Smad2尧p-Smad2蛋白表达差异

与 H2O2+NPC 组相比袁H2O2+NPC+ADSC 组 Colla

gen 域蛋白表达水平增加渊P<0.05冤袁p53尧p21 蛋白表

达水平降低渊P<0.05冤袁TGF-茁1尧p-Samd2 蛋白表

达水平增加渊P<0.05冤遥 详见图 5遥
2.6 qPCR检测ADSC细胞中 Aggrecan尧 Collagen 域
mRNA及 NPC细胞中 Collagen 域尧p21尧p53尧TGF-茁1尧
Smad2 mRNA表达水平

与 ADSC 组相比 袁NPC+ADSC 组中 ADSC 的

Aggrecan和Collagen 域 mRNA表达量升高渊P<0.05冤曰

图 2 NPC 的氧化损伤水平检测

注院A. MTT 法检测 H2O2 作用于 NPC 的 IC50 浓度曰B-C.流式细胞仪检测各组的荧光强度曰与 NPC 组比较袁
*P<0.05曰与 H2O2+NPC 组比较袁#P<0.05遥

图 3 茁-半乳糖苷酶染色分析

注院A.NPC 镜下视野曰B.NPC 衰老数量比较遥 a.NPC 组曰b.NPC+ADSC 组曰c.H2O2+NPC+ADSC 组曰d.H2O2+
NPC 组曰与 NPC 组比较袁*P<0.05曰与 H2O2+NPC 组比较袁#P<0.05遥
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与 H2O2+NPC 组相比袁H2O2+NPC+ADSC 组 NPC 中

的 Collagen 域 mRNA 表达量增加渊P<0.05冤袁p53尧p21
mRNA表达量减少渊P<0.05冤袁TGF-茁1尧Smad2 mRNA 表

达量增加渊P<0.05冤遥 详见图 6遥
3 讨论

IDD 是一个复杂的细胞介导的过程[12]袁炎症尧氧
化应激尧线粒体功能障碍尧异常机械负荷尧端粒缩短尧

DNA 损伤和营养不良等因素都会导致椎间盘细胞

衰老和死亡袁最终导致 IDD[13]遥 其中氧化应激是由于

椎间盘细胞内线粒体和过氧化物酶体代谢异常袁过
量的 ROS 产生从而引发 NPC 衰老和凋亡[14]袁而ECM
降解会增加 NPC 内的 ROS袁TGF-茁1/Smad 通路被抑

制袁同时加剧氧化应激诱导的细胞衰老袁上调NPC 中

p53 和 p21 的表达[15]袁从而恶性循环袁加速 IDD遥
TGF-茁1 是 NPC 内重要的生长因子袁TGF-茁1

图 6 各组 ADSC渊A冤和 NPC渊B冤中 mRNA表达水平

注院A. ADSC 组比较袁*P<0.05曰B.与 NPC 组比较袁*P<0.05;与 H2O2+NPC 组比较袁#P<0.05遥

图 5 各组 NPC 中蛋白电泳条带图渊A冤和蛋白表达水平渊B冤
注院a. NPC 组曰b. NPC+ADSC 组曰c. H2O2+NPC+ADSC 组曰d. H2O2+NPC 组曰与 NPC 组比较袁*P<0.05曰与 H2O2+NPC 组比较袁##P<0.01遥
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不仅可促进 ADSC 类髓核化 [16]袁而且还可抑制NPC
纤维化 [17]袁其可与细胞膜上受体结合袁使 Smad2尧
Smad3 磷酸化与 Smad4 结合进入细胞核调控靶基

因的表达[18]遥 YANG 等[19]通过检测正常和退变人椎间

盘组织中 TGF-茁1 含量袁发现在正常椎间盘组织中

TGF-茁1是显着高于退变组织中的 TGF-茁1遥 KRETO鄄
VA 等[20]实验表明 TGF-茁 通过 NF1/Smad4 复合物途

径袁抑制氧化应激损伤尧DNA 损伤和炎症反应遥 DNA
末端的不完全复制是细胞衰老首要原因袁从而激活

p53-p21 通路诱发复制性衰老[21]遥 KIM 等[22]通过手术

获得不同程度退变的髓核标本发现随着年龄的增长

和椎间盘退变的进展袁p53-p21 通路被激活袁SA-茁-
Gal 表达加强袁端粒缩短袁端粒酶活性降低袁衰老特征

越发明显遥 p53尧p21是 NPC内衰老标志物袁当 NPC 氧

化应激后袁TGF-茁1/Smad 通路受到抑制袁而另一分支

p53-p21 通路激活[23]袁两者在不同程度上加速 Aggre鄄
can和 Collagen 域降解袁导致NPC 衰老遥

Aggrecan 和 Collagen 域是髓核组织中的主要成

分袁共同维持椎间盘机械强度和弹性[24]袁随着年龄的

增长袁Aggrecan和Collagen 域含量减少袁ECM降解袁椎
间盘内微环境恶化袁加剧了 IDD 发展[25]遥 RAGETLY
等[26]发现通过 Collagen 域诱导可改善间充质干细胞

的黏附和软骨生成能力遥LU 等[27]发现 Collagen 域通

过调节 Rho A/Rock信号通路可使 ADSC 向软骨细胞

分化遥
中医学将 IDD 归属于野腰痛冶或野痹病冶范畴遥 早

在叶素问窑脉要精微论曳中就有对其论述院野腰者袁肾之

府袁转摇不能袁肾将惫矣遥 冶人至中年袁元气渐衰尧五
脏不荣是腰痛病的主要病因病机袁而外伤尧劳损形成

血瘀实邪为常见诱因袁肾脏虚损袁经脉困阻袁气血运

行不畅袁而造成筋骨失养袁故肾虚血瘀是 IDD 的基

本病机遥 再生医学中干细胞经过诱导能使其向特定

的细胞增殖尧分化袁从精的繁衍生命尧化血化气尧濡养

脏腑等功能角度来看袁干细胞的特性与中医中肾精

的功能十分贴合[28]曰也有学者认为袁干细胞并非是单

纯肾精袁而是以肾精为主袁脏腑经络尧气血髓等共同

构成的多层次结构[29]遥因此袁在中医理论的指导下可

推测 ADSC 治疗氧化损伤 NPC 可能起到了补肾益

精尧活血化瘀的功效遥
本文从 NPC 氧化应激后衰老的角度阐述与

ADSC 共培养机制袁旨在 ADSC 治疗 IDD 提供实验

依据袁但本文存在一定局限性袁对于造模浓度未做时

间梯度曰Smad 家族相关蛋白未全部检测曰关于NPC
衰老表型的发展袁如细胞周期尧炎症因子尧趋化因子

等[30]仍有待阐明遥 目前袁临床上干细胞注射疗法治疗

IDD还处于开发阶段袁其具有巨大的发展潜力[31]袁但由

于退变椎间盘内炎症尧低氧尧低 PH 值微环境影响干

细胞移植功能[32]遥 下一步团队将利用补肾活血的中

药或复方含药血清对 ADSC 进行干预袁观察是否能

进一步促进 ADSC类髓核化袁修复氧化损伤后的NPC曰
或是利用水凝胶包裹 ADSC 进行椎间盘内注射的

在体实验袁观察体内效果袁以期能更好的治疗 IDD遥
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