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过氧化物酶Ⅱ对体外培养人退变腰椎间盘髓核细胞的抑制作用★ 

刘玉林，周初松，陈  仲，罗  平，林荔军 

Inhibition of peroxiredoxin Ⅱ on human intervertebral disc cells cultured in vitro    

Liu Yu-lin, Zhou Chu-song, Chen Zhong, Luo Ping, Lin Li-jun 

Abstract 
BACKGROUND: Intervertebral disc degeneration can reduce nucleus pulposus cells, and peroxiredoxin Ⅱ involved in the 
regulation of resist oxidation damage, cell division, differentiation, signal transduction and apoptosis. Peroxiredoxin Ⅱ has 
promotive effect on intervertebral disc degeneration, whereas the mechanism remains poorly understood.      
OBJECTIVE: To observe the effects of peroxiredoxin Ⅱ on human intevertebral disc cells activity and type Ⅱ collagen 
synthesis in vitro.  
METHODS: Human degenerated human lumbar disc cells were cultured in vitro, and assigned into the control and peroxidase Ⅱ 
groups. Peroxidase Ⅱ with doses of 10, 100 and 1 000 ng/L were added into the peroxidase Ⅱ groups. The cells were 
identified by immunohistochemical staining, and the cell proliferation was detected using cck-8 kit. Cell supernatant was collected 
at days 3 and 7 after operation, and the expression of type Ⅱ collagen was measured by double-antibody sandwich 
enzyme-linked immunosorbent assay.  
RESULTS AND CONCLUSION: In vitro cultured human degenerative lumbar intervertebral disc nucleus pulposus cells by 
adding peroxidase increased with the dose-Ⅱ, the disc nucleus pulposus cells of the volume and type Ⅱ collagen synthesis 
gradually reduced (P < 0.01). Tips peroxidase Ⅱ on the intervertebral disc nucleus pulposus cells, the number and type Ⅱ 
collagen synthesis significantly inhibited in a dose-dependent manner. Thus speculated that peroxidase Ⅱ on the nucleus 
pulposus cells in vitro may lead to disc degeneration as a precipitating factor. 
 
Liu YL, Zhou CS, Chen Z, Luo P, Lin LJ. Inhibition of peroxiredoxin Ⅱ on human intervertebral disc cells cultured in 
vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(11): 1915-1918.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：椎间盘退变可导致髓核细胞数量的减少，过氧化物酶Ⅱ可参与细胞的抗氧化损伤、细胞分裂、分化、信号转导和凋

亡等过程的调控。过氧化物酶Ⅱ对椎间盘退变有促进作用，但其机制仍不清楚。 
目的：观察过氧化物酶Ⅱ对体外培养的人退变腰椎间盘髓核细胞的活性和Ⅱ型胶原合成的影响。 
方法：体外培养人退变腰椎间盘髓核细胞，设置对照组及过氧化物酶Ⅱ10，100 和 1 000 ng/L 组。对照组不含氧化物酶Ⅱ，

其他 3 组加入相应剂量的氧化物酶Ⅱ。应用免疫组化法鉴定髓核细胞，并采用 cck-8 试剂盒检测细胞增殖情况，于加过氧

化物酶Ⅱ后第 3 和 7 天分别取对照组及各组细胞上清液，采用双抗体夹心酶联免疫吸附实验测定Ⅱ型胶原表达情况。 
结果与结论：在体外培养的人退变腰椎间盘髓核细胞，随加入的过氧化物酶Ⅱ质量浓度的增加，椎间盘髓核细胞数量和Ⅱ

型胶原合成逐渐减少(P < 0.01)。提示过氧化物酶Ⅱ对椎间盘髓核细胞的数量和Ⅱ型胶原合成有明显的抑制作用，并呈剂量

依赖关系。以此推测过氧化物酶Ⅱ对髓核细胞的抑制作用可能是导致椎间盘退变的一种促发因素。 
关键词：过氧化物酶Ⅱ；Ⅱ型胶原；椎间盘细胞；髓核；椎间盘退变；组织因子 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.11.004 
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0  引言 

 

目前广泛认为椎间盘退变是细胞学和生物

化学因素共同作用的结果，椎间盘退变主要表

现为髓核细胞数量的减少和细胞外基质合成的

减少[1]。随着椎间盘变性的发生，细胞外基质合

成下降，最终导致了椎间盘疾病的发生。吕志

德等[2]对退变性椎间盘髓核组织进行双向凝胶

电泳及质谱分析发现了一种正常椎间盘髓核组

织 中 罕 见 的 蛋 白 — — 过 氧 化 物 酶 Ⅱ

(PeroxiredoxinⅡ)。已有研究认为过氧化物酶

Ⅱ是过氧化物酶家族中最具代表性的蛋白，可

参与多种细胞功能活动，包括抗氧化损伤、细

胞分裂和分化、信号转导和细胞凋亡等[3-4]。过

氧化物酶Ⅱ对椎间盘退变有促进作用，由此设

想用过氧化物酶Ⅱ的抑制剂封闭其基因表达，

可延缓或逆转椎间盘退变。实验以此探讨了不

同质量浓度过氧化物酶Ⅱ对椎间盘髓核细胞数

量和Ⅱ型胶原合成的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照体外实验。 

时间及地点：实验于2008-11/2009-05在南

方医科大学中心实验室完成。 
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材料： 

 

 

 

 

 

 

 

 

组织材料：髓核组织取自中青年患者腰椎间盘退变需

髓核摘除内固定患者共3例，男1例，女2例，取材范围

L3~5。 

纳入标准：参照胡有谷[5]主编的《腰椎间盘突出症》

的诊断标准，纳入符合腰椎间盘突出症诊断标准的患者

3例，年龄范围为21~45岁。 

排除标准：①既往有腰椎间盘手术史。②仅有单纯椎

管狭窄或侧隐窝狭窄，而无椎间盘突出表现。③合并有

脊柱肿瘤、感染、椎管内肿瘤及其他可致腰腿疼类疾病。 

取材前影像学及取材后病理检查证实为退变髓核组

织[6]。术前MRI检查显示L4~5椎间盘向椎间隙突出，压迫

硬膜囊，L4~5椎间隙呈明显的低信号。术后病理照片示：

浅染的基质中散在分布的深染的髓核细胞，细胞呈圆形

或类圆形，位于陷窝中，与软骨细胞类似，高度分散于

细胞外基质中，见图1，2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

为减少误差，所取得3例髓核组织退变程度近似，CT

分级计量标准：SI指数为2级[7-8]。根据中华人民共和国国

务院《医疗机构管理条例》在前将方案和风险告知患者

家属[9]，并签署知情同意书。 

实验方法： 

细胞的分离与体外培养：取患者L3~5髓核组织后立即

放于含DMEM-F12的培养液(1∶1)中，去除纤维环及交

界区组织，以消除纤维环细胞对的影响[10]。髓核组织用

PBS冲洗后，用眼科剪剪成1 mm3碎块，用质量浓度为

2.5 g/L胰蛋白酶消化20 min。1 000 r/min离心5 min，去

上清液，用质量浓度为2.5 g/L的Ⅱ型胶原酶37 ℃消化

2~4 h，100目滤网过滤，细胞悬液1 000 r/min离心     

5 min，去上清液，用PBS悬浮细胞，1 000 r/min离心    

5 min去上清液行酶液清洗。清洗后的细胞用DMEM-F12

和体积分数10%的胎牛血清稀释，计数后将细胞以1×  

107 L-1的密度接种于培养瓶中，置于37 ℃、体积分数

5%CO2培养箱中培养。培养5~7 d细胞贴壁后第1次换

液，以后每隔二三天换液1次，细胞密度达到80%融合时

用质量浓度为2.5 g/L的胰蛋白酶(含EDTA)消化传代。实

验所用细胞均为第2代细胞[10]。 

Ⅱ型胶原免疫组化鉴定：细胞Ⅱ型胶原进行免疫组化染

色，髓核细胞胞浆及胞核内棕黄色颗粒聚集，苏木精染色。

原代髓核细胞胞质丰富，由一个较大的卵圆形核，内可见

1~3个核仁，可证实为髓核细胞[10]，见图3。随后滴加小

鼠抗人胶原蛋白Ⅱ抗体轻轻转动使其均匀覆盖在组织上，

每张切片滴加50~100 μL，37 ℃水浴箱孵育45~60 min，

然后加底物显色剂显色，每张切片滴加酶标的羊抗小鼠抗

体50~100 μL，37 ℃水浴箱孵育15~20 min，根据DAKO 

ChemMateTM EnVision/HRP 兔 / 鼠 检 测 试 剂 盒

(K500711)说明书，一抗浓度为1∶150，二抗浓度为  

1∶100。苏木精复染，中性树胶封固，倒置显微镜下观

察并摄片。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

    

 

分组：设对照组及过氧化物酶Ⅱ10，100和1 000 ng/L

组，对照组不含过氧化物酶Ⅱ。以上4组分别于1，3，5，

7和11 d取细胞在倒置显微镜下观察及绘制cck-8摄取生

长曲线。 

cck-8摄取实验：取第2代传代细胞，胰蛋白酶消化悬

浮后，调整细胞密度为5×107 L-1接种于96孔板中，    

0.1 mL/孔，边孔以PBS填充，置于37 ℃，体积分数为

试剂及仪器 来源 

DMEM-F12 培养液              

胎牛血清                        

Ⅱ型胶原酶                    

cck-8 试剂盒                   

ELSIA 试剂盒                   

过氧化物酶Ⅱ               

倒置显微镜                     

美国 Genom 公司 

杭州四季青公司 

美国 Gibco 公司 

日本同仁化学研究所 

大连泛邦化工试剂公司 

美国 Proteintech Group Inc 

日本奥林巴斯公司 

Figure 1  Preoperative MRI examination of lumbar interverte-
bral disc 

图 1  退变的腰椎间盘术前 MRI 检查 

Figure 2  Pathological changes of degenerative lumbar inter-
vertebral disc nucleus pulposus cells (×100) 

图 2  退变腰椎间盘髓核细胞的术后病理变化(×100) 

Figure 3  Morphological characteristics of nucleus pulposus 
cells in primary (Hematoxylin staining) 

图 3  原代髓核细胞形态学特征(苏木精染色) 

a: × 200  b: × 400  
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5%的CO2培养箱中培养，细胞培养密度达60%贴壁后，

过氧化物酶Ⅱ组分别加入10，100和1 000 ng/L的过氧化

物酶Ⅱ，对照组不加蛋白，每组每个时间点均设5个复孔。

轻轻振荡混均，96孔板置于37 ℃、体积分数为5%的CO2

中培养，分别于第1，3，5，7和11天加入过氧化物酶Ⅱ

继续培养1 d，按cck-8试剂盒说明书，加入cck-8试剂   

10 μL/孔，在37 ℃、体积分数5%的CO2培养箱中继续孵

育2 h后进行检测。对照组只含DMEM-F12和体积分数为

10%的胎牛血清 0.1 mL，在酶标仪上测定各孔吸光度值

A，波长490 nm，绘制细胞生长曲线。 

Ⅱ型胶原的ELSIA检测：取第2代传代细胞，胰蛋白酶

消化悬浮后，调整细胞密度为5×107 L-1接种于6孔板中。

4组每孔各加入细胞悬液1.5 mL，置于37 ℃、体积分数

5%的CO2培养箱中，细胞培养密度达60%后，过氧化物

酶Ⅱ10，100和1 000 ng/L组分别加入相应剂量的过氧化

物酶Ⅱ，对照组不加过氧化物酶Ⅱ，每组每个时间点均

设3个复孔。轻轻振荡混均，置于37 ℃、体积分数5%的

CO2中培养。加过氧化物酶Ⅱ后第3和7天分别取细胞上

清液，实验采用双抗体夹心酶联免疫吸附实验测定Ⅱ型

胶原表达[11]。实验过程按均说明书进行操作。 

主要观察指标：髓核细胞形态，细胞增殖情况和Ⅱ

型胶原表达。 

设计、实施、评估者：设计及评估为第一作者，干

预实施为全部作者，均经过系统培训，采用盲法评估。 

统计学分析：实验计量数据以x
_

±s表示，采用SPSS 

13.0统计学软件，组间差异比较采用两因素的析因方差

分析法，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  细胞形态及cck-8摄取实验结果  倒置显微镜下观

察，初次消化的髓核原代细胞需六七天贴壁，初次贴壁

的细胞呈短梭形和多角形，胞质向外伸出突起，然后逐

渐伸长，8~11 d达到亚容和状态后呈旋涡状或火焰形的

细胞团，胞质丰富，由一个较大的卵圆形核，内可见1~3

个核仁。与原代细胞相比，传代细胞贴壁时间显著缩短，

于4 h可见大部分细胞贴壁，细胞形态大致相似，但细

胞突起略有伸长，细胞形态较瘦弱。96孔板中的第2代

细胞，对照组细胞数量较多，细胞呈聚集的细胞团，胞

质丰富。过氧化物酶Ⅱ组数量及形态均有变化，过氧化

物酶Ⅱ100和1 000 ng/L组变化最为明显，细胞数量明

显减少，形态不规则，短缩，呈逗点状。见图4。 

cck-8摄取曲线图见图5。不同时间点对照组cck-8

摄取A值均明显高于过氧化物酶Ⅱ组，并呈剂量依赖关

系：随cck-8质量浓度的增加，A值逐渐减小。对照组及

过氧化物酶Ⅱ组于第7天A值均开始呈现下降趋势，与以

往报道传代细胞增殖高峰其为六七天相吻合。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  Ⅱ型胶原的合成  见图6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4  Morphological changes of degenerative lumbar in-
tervertebral disc nucleus pulposus cells (×100) 

图 4  退变腰椎间盘髓核细胞形态学变化(×100) 

a: Control 

Time (d) 

Figure 5  cck-8 uptake curve 
图 5  cck-8 摄取曲线 
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Figure 6  A value change of degenerative lumbar intervertebral 
disc nucleus pulposus cells at 3 and 7d groups after 
adding peroxiredoxinⅡ 

图 6  退变腰椎间盘髓核细胞加入过氧化物酶Ⅱ后的第 3 及
7 天 A 值变化
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图6为退变髓核细胞加入过氧化物酶Ⅱ后的第3和7

天组A值比较。与对照组比较，第3和7天10，100和     

1 000 ng/L过氧化物酶Ⅱ组的Ⅱ型胶原蛋白合成显著降

低(P < 0.01)。 

 

3  讨论 

 

过氧化物酶Ⅱ是过氧化物酶的一种亚型，过氧化物

酶是新近发现的相对分子质量20 000~30 000的过氧化

物酶家族成员。吕志德等[2]在对退变的髓核组织进行凝胶

电泳及质谱分析发现了6种性质较为明确的蛋白质，过氧

化物酶Ⅱ为其中的一种，经Western blot检测再次证实，

退变髓核组织中的确存在。 

cck-8试剂是MTT的升级替代产品，可用于简便而

准确的细胞增殖和毒性分析[12]。实验结果证明过氧化物

酶Ⅱ对髓核细胞有明显影响，过氧化物酶Ⅱ组与对照组

相比，随着过氧化物酶Ⅱ浓度的增加，细胞无论是从数

量还是从形态上都有明显改变，传2代细胞cck-8细胞增

殖实验曲线显示：所有时间点所测的细胞增殖结果组都

比对照组明显降低。传2代细胞从第7天开始细胞开始老

化和凋亡，也与以往的研究报道相吻合。髓核细胞增殖

被抑制，随着过氧化物酶Ⅱ浓度的增加，其对髓核细胞

增殖分化的抑制作用也越来越明显。随着细胞增殖分化

被抑制。细胞的分泌功能受到明显的影响。酶联免疫吸

附实验检测结果证明Ⅱ型胶原合成组与对照组间有显

著差异，且随剂量增加，型胶原表达逐渐降低。  

过氧化物酶Ⅱ的发现为椎间盘退变的研究提供了

新的思路。实验证明异常蛋白质过氧化物酶Ⅱ的出现促

进了髓核细胞的凋亡，减少细胞外基质的合成，从而促

进了椎间盘退变的发生及发展。细胞代谢和氧化应激均

可产生活性氧，虽然活性氧被普遍认为是细胞有氧代谢

的“副产品”，其主要效应是攻击细胞内生物大分子，

具有一定的细胞毒作用，而细胞内的抗氧化系统把这些

毒性效应限制在一定范围之内[13]。但是，近年的一系列

研究表明，细胞内活性氧水平的轻微增高促进细胞的增

殖和分裂，而细胞内活性氧水平的显著增高则快速触发

细胞的凋亡。由此可见，细胞内活性氧的产生可能不是

一种“副产品”，而是“目的性”的产物，在这些过程

中活性氧的角色是细胞内一类重要的信号分子[14]。但

是，过氧化物酶Ⅱ是椎间盘退变的原因还是结果还有待

验证，其具体的作用机制有待进一步探讨。 
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来自本文课题的更多信息--  

利益冲突：本文无任何赞助及利益冲突。             

课题的创新点和意义：本文作为“退变椎间盘相关蛋白
分析及作用机理的应用研究”中的一部分。整体实验具有创
新点。本研究结果为过氧化物酶的研究方向提供新思路，同
时为椎间盘退变的研究提供了新思路。 

课题评估的“金标准” ：国内外的文献研究均以检测
蛋白多糖或(和)Ⅱ型胶原为髓核细胞分泌功能的指标。本实
验采用Ⅱ型胶原为指标，较为可靠。 

设计或课题的偏倚与不足：本文以退变髓核细胞为实验
材料，采用正常的椎间盘作为材料应更为合适。实验数据可
能会有误差，影响实验结果的可靠性。 

提供临床借鉴的价值：过氧化物酶Ⅱ对椎间盘退变有促
进作用，可设想用该蛋白的抑制剂或封闭其表达基因等方法
来减少其表达，以达到延缓或逆转椎间盘退变的可能。 

www.CRTER.org 刘玉林，等. 过氧化物酶Ⅱ对体外培养人退变腰椎间盘髓核细胞的抑制作用

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com


