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文题释义： 
差速贴壁法：根据不同类型细胞黏附于某固相物质表面生长的能力的差异，即某些细胞黏附能力强或作

用快而另一些细胞黏附能力弱或作用慢，接种后收集或去除未贴壁细胞，从而将某特定类型细胞进行分

离以达到逐步纯化的目的。 
原代培养：是指直接从机体取下组织、器官和细胞后立即进行培养。因此，较为严格地说是指成功传代

之前的培养，此时的细胞保持原有细胞的基本性质。但通常把第 1代至第 10代以内的培养细胞统称为
原代细胞培养。最常用的原代培养有组织块培养和分散细胞培养。 
 
摘要 
背景：髓核细胞作为椎间盘的主要功能细胞是退变机制研究的重点对象，维持体外培养的髓核细胞的生

理功能及细胞表型的稳定至关重要。 
目的：通过对照研究差速贴壁法在大鼠椎间盘髓核细胞原代培养中的应用优势。 
方法：取 4周龄雄性Wistar大鼠 20只，体外分离培养椎间盘髓核细胞，待原代细胞汇合近 90%时进
行分组传代，差速贴壁组在传代细胞贴壁 30 min时，将未贴壁细胞吸出重新调整浓度后传至新的培养
皿中，对照组不作处理。差速贴壁组第 1、2代细胞均采用该法分离纯化。对两组第 3代细胞进行细胞
形态学比较及免疫组化鉴定纯度分析、CCK-8检测细胞功能活性并绘制细胞生长曲线。 
结果与结论：①倒置显微镜观察及苏木精-伊红染色，差速贴壁组细胞均一性较对照组明显增高，对

照组髓核细胞中混有较多的成纤维样细胞；②Ⅱ型胶原免疫组化鉴定及纯度分析，2组细胞胞浆均为
被染成黄褐色，证实为髓核类软骨细胞；③纯度分析差速贴壁组阳性率显著高于对照组(P < 0.05)；
④CCK-8细胞生长曲线显示，2组细胞均经过 2 d的生长潜伏期，3 d的指数生长期，进入生长停滞
期，而对照组较差速贴壁组在潜伏期和指数增长期的早期生长更迅速。⑤结果说明，差速贴壁法是原

代培养大鼠髓核细胞一种实用、有效的分离纯化方法；原代培养、经 2次差速贴壁法分离纯化的第 3
代大鼠髓核细胞代谢旺盛、表型一致，细胞纯度更高，其对数增长期可以作为椎间盘细胞机制研究的

最佳时期。 
关键词： 
组织构建；软骨组织工程；差速贴壁；髓核细胞；纯化；细胞去分化；细胞老化；国家自然科学基金 
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差速贴壁法与未经差速贴壁处理体外培养髓核细胞形态、功能及纯度的比较 

结果说明，差速贴壁法是原代培养大鼠髓核细胞一种实用、有效的分离纯化方法 
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Abstract 
BACKGROUND: As the main function cell of intervertebral disc, nucleus pulposus cells are the focus of 
studying the degenerative mechanism; thereby, it is crucial to maintaining the physiological function of 
nucleus pulposus cells in vitro and the stability of the cell phenotype. 
OBJECTIVE: To study the excellence of differential velocity adherent procedure in primary culture of 
nucleus pulposus cells of rat intervertebral disc through comparison. 
METHODS: Twenty male Wistar rats aged 4 weeks were enrolled, and then nucleus pulposus cells of 
intervertebral disc were isolated and cultured in vitro; cell passage culture was performed in different 
groups when the primary cells were merged to 90%. Differential velocity adherent group cells adhered for 
30 minutes, and non-adherent cells were aspirated and transferred to new culture dish after readjusting the 
concentration; the controls received no intervention. Passages 1 and 2 cells in the differential velocity adherent 
group were isolated and purified by the same procedure. The morphology of three generations of cells in the 
two groups was compared, the purity of the identification was detected by immunohistochemistry, the cell 
viability was detected by cell counting kit-8 and the cell growth curve was drawn. 
RESULTS AND CONCLUSION: Inverted phase contrast microscope and hematoxylin-eosin staining 
revealed that the cell homogeneity of the differential velocity adherent group was significantly higher than 
that of the control group, and there were more kinds of fibroblast-like cells in nucleus pulposus cells in the 
control group. Identification and purity analysis of collagen type II showed that the cytoplasm of two groups 
were both stained brown, indicating that they were the nucleus pulposus chrondrocytes. The positive rate 
of differential velocity adherent group was significantly higher than that of the control group (P < 0.05). The 
cell growth curve of cell counting kit-8 showed cells in the two groups all passed by the latency phase 
within 2 days, then to the logarithmic phase of 3 days, and entered the lag phase, while the growth rate of 
the control group was more rapid during the latency and the early logarithmic phases.  
These findings suggest that differential velocity adherence method is a practical and effective procedure 
for the isolation and purification of primary cultured rat nucleus pulposus cells. Through the primary culture, 
twice differential velocity adherence procedure, the passage 3 rat nucleus pulposus cells are metabolic 
exuberant, consistent with the phenotype, the cell purity is higher, and the logarithmic growth phase can 
be used as the optimal time for studying the mechanism of intervertebral disc cells. 
Subject headings: Intervetebral Disk; Cells, Cultured; Cell Aging; Tissue Engineering 
Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81441058 
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0  引言  Introduction 

下腰痛是骨科顽疾，有超过80%的成年人受到过下

腰痛的困扰，由此造成大量劳动力的丧失和经济损失。

虽然造成下腰痛的机制仍不完全清楚，但椎间盘退变是

重要原因之一，因此椎间盘退变的机制研究非常重要。

但体外培养的椎间盘髓核细胞存在去分化现象和老化

现象，目前解决的办法主要包括立体培养
[1-3]
、病毒或质

粒转染
[4-5]
、细胞因子调控等方法

[6]
，这些方法在椎间盘

组织工程研究中可行性较好，但作为椎间盘退变的机制

研究会引入新的变量，干扰研究结果。作者课题组通过

几个椎间盘退变课题的连续性研究，摸索出一种基于细

胞差速贴壁原理的体外原代培养大鼠椎间盘髓核细胞

的方法
[7]
，该方法用于椎间盘退变机制研究简便实用，

便于推广。研究旨在通过与未经差速贴壁处理细胞组对

比，比较2组细胞形态、功能及纯度，为椎间盘髓核细

胞的体外培养提供一定的理论依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  单一样本观察。 

1.2  时间及地点  实验于2015年3月至10月在北京大

学第一医院中心实验室完成。 

1.3  材料 

实验动物：健康4周龄清洁级雄性Wistar大鼠20只，

体质量225-250 g，由北京大学第一医院实验动物中心
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提供(Ⅱ级，许可证：SCXK11-000305)。 

主要仪器和试剂：光学显微镜BX41(Olympus公司，

日本)；倒置相差显微镜(Leica，德国)；酶标仪(Bio-Rad

公司，美国)；DMEM/F-12培养基(HyClone，美国)；兔

抗大鼠Ⅱ型胶原多克隆抗体(中山金桥公司，中国)；二

步法抗鼠/兔通用型免疫组织化学试剂盒(Dako公司，加

拿大)；CCK-8试剂盒(凯基公司，中国)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  髓核细胞的分离及培养  取4周龄Wistar大鼠，

2%戊巴比妥钠(100 mg/kg)腹腔注射，麻醉后脱颈处死，

体积分数70%乙醇浸泡5 min，常规铺巾，沿后正中线

剪开皮肤，分离椎旁肌肉，取出腰椎节段，尽量分离干

净椎体前缘所附着肌肉，用磷酸盐缓冲液(含0.1%青-链

霉素)冲洗2遍后浸泡5 min，解剖显微镜下尖刀切开椎间

盘纤维环，用眼科镊夹取胶冻样髓核组织放入盛有磷酸盐

缓冲液无菌培养皿中，转移至超净台中，磷酸盐缓冲液漂

洗3遍，用眼科剪将组织剪成0.5 mm×0.5 mm×0.5 mm大

小，再用磷酸盐缓冲液漂洗2遍，1 000 r/min离心3 min，

收集沉淀。用5倍组织体积的2.5 g/L胰蛋白酶消化液重

悬组织，37 ℃消化10-15 min，3倍胰酶体积的10%FBS

培养基终止消化，1 000 r/min离心3 min，去上清；沉

淀中加入5倍组织体积的0.1%Ⅱ型胶原酶37 ℃震荡消

化6 h，200目无菌尼龙网过滤，收集悬液，1 000 r/min

离心5 min。用20%FBS DMEM/F12制成细胞悬液，血

细胞计数板计数，按1×108 L-1
细胞浓度接种至直径35 m

培养皿中，置于37 ℃、饱和湿度、体积分数5%CO2培

养箱中培养，每3d换液1次，倒置相差显微镜下观察细

胞情况。细胞汇合至80%-90%时用0.25% 胰蛋白酶

0.01% EDTA消化并进行细胞传代。 

1.4.2  髓核细胞传代   

对照组：当细胞接近90%汇合时进行传代。弃掉培养

液，用磷酸盐缓冲液洗涤细胞2次，弃掉液体。加入1 mL

含0.25% 胰蛋白酶-0.01%EDTA混合消化液消化细胞，

镜下观察消化情况。镜下见细胞皱缩、间隙加大、个别细

胞变圆漂浮时立即用含10%FBS的培养液3 mL终止消

化；用滴管轻轻吹打细胞数次制成细胞悬液。1 000 r/min

离心5 min，弃上清，以1×108 L-1
细胞浓度接种至新培养

皿。置于37 ℃、饱和湿度、体积分数5%CO2培养箱中培

养，待细胞接近90%汇合时再进行下一次传代。 

差速贴壁组：在对照组操作步骤的基础上，当置于

37 ℃、饱和湿度、体积分数5%CO2培养箱中培养30 min

后见拿出培养皿观察，见部分细胞贴壁、大部分悬浮，

吸出尚未贴壁的悬浮细胞，重新调整细胞密度后再次接

种至新培养皿培养。第1代、第2代细胞均采用此种差速

贴壁法行分离纯化。 

1.4.3  髓核细胞苏木精-伊红染色  取2种方法培养的

第3代髓核细胞爬片，细胞汇合至80%后去除培养液，磷

酸盐缓冲液(PBS，0.01 mol/L，pH 7.4)冲洗3遍，40 g/L

多聚甲醛室温固定20 min；蒸馏水洗2 min×2；苏木精

染色2-5 min，自来水冲洗；1%盐酸乙醇分化10 s，自

来水冲洗；1%氨水乙醇反蓝10 s，自来水冲洗2 min；

伊红染色2 min，自来水冲洗1min；体积分数70%，80%，

90%，100%，100%乙醇梯度脱水；二甲苯透明；中性

树脂封固。 

1.4.4  髓核细胞Ⅱ型胶原免疫组织化学染色鉴定及纯

度分析  取2种方法培养的第3代髓核细胞爬片，成功后

去除培养液，PBS冲洗3遍，40 g/L多聚甲醛室温固定   

20 min，进行免疫细胞化学染色。PBS洗涤，5 min×3 

次；0.3%TritonX-100/PBS溶液室温通透20 min，PBS

洗涤，5 min×3 次；体积分数3%的H2O2/甲醇溶液室温

30 min封闭内源性过氧化物酶；PBS洗涤，5 min×3次；

山羊封闭血清工作液封闭，37 ℃孵育30 min；分别滴

加Ⅱ型胶原抗体(1∶100)，阴性对照：以抗体稀释液代

替一抗，湿盒中4 ℃过夜。PBS洗涤，5 min×3次；加

入二抗工作液，37 ℃孵育60 min；PBS洗涤，5 min×3 

次；二氨基联苯胺显色，显微镜下控制显色程度，约5 min，

自来水洗涤2次，苏木精染色2-5 min，自来水冲洗；1%

盐酸乙醇分化10 s，自来水冲洗；1%氨水乙醇反蓝10 s，

自来水冲洗；体积分数70%、80%、90%、100%、100%

乙醇梯度脱水；二甲苯透明；中性树脂封固。 

显微镜下随机检测10个视野(×200)，每个视野检测

约20个细胞，分别计数Ⅱ型胶原免疫组化染色阳性细胞

数，并计算该细胞百分比，即髓核细胞纯度。 

1.4.5  第3代髓核细胞生长曲线  取2种方法培养的第

2代髓核细胞待细胞汇合90%时按前述细胞传代方法制

备细胞悬液，血细胞计数板计数以1×107 L-1
接种至7块

96孔培养板，每块96孔培养板接种2组，每组设置8个复

孔，每孔总液量为100 μL，以接种时间记为0 d，每24 h

取1块96孔培养板加10 μLCCK-8溶液，继续培养4 h

后，振荡摇匀10 min，酶标仪上波长450 nm检测A值，

去掉一个最大值和最小值后取平均值。自接种时间起，

未测定培养板细胞每隔2日换1次液。以培养时间为横

轴，A值为纵轴作曲线图。比较2种方法培养的细胞生

长曲线的不同。 
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1.5  主要观察指标  ①大鼠髓核细胞形态及鉴定；②

髓核细胞Ⅱ型胶原表达及髓核细胞纯度分析；③细胞生

长曲线。 

1.6  统计学分析  利用统计软件SPSS 20.0进行独立样

本均值t 检验，比较2组髓核细胞纯度是否有统计学差异。 

 
2  结果  Results  

2.1  大鼠髓核细胞体外单层培养及观察  髓核组织经

胰酶消化后，仍有较多组织未被消化，而经Ⅱ型胶原酶

消化后，组织块基本消化完全。原代培养时，高密度接

种原代细胞，倒置显微镜下观察培养液中存在大量圆形

细胞。培养1周后细胞开始贴壁，2周时细胞长成单层，

有突起，呈圆形或多角型单层生长，3周时细胞汇合至

90%。培养至第3代时，对照组可见大部分细胞呈多角

形或类圆形，但有部分细胞呈梭形，为类成纤维细胞，

差速贴壁组纯化后梭形细胞明显减少，见图1。 

2.2  大鼠髓核细胞形态学鉴定  对照组可见第3代细

胞中大部分为类圆形和多角形，但有部分呈长梭形；差

速贴壁组分离纯化后第3代细胞均质性优于对照组，呈

圆形或多角形，活力强，细胞核大而完整，呈卵圆形，

染成均一蓝色，胞浆呈现淡粉色，见图2。 

2.3  大鼠髓核细胞Ⅱ型胶原表达及髓核细胞纯度分析  

对照组第 3代髓核细胞Ⅱ型胶原表达阳性率为

(91.4±2.3)%，其中可见部分长梭形细胞Ⅱ型胶原表达

阴性；差速贴壁组分离纯化后的第3代髓核细胞Ⅱ型胶

原阳性率为(95.4±0.6)%、胞浆染成棕黄色并且呈向心

性分布，胞核淡染为蓝色，见图3，Ⅱ型胶原阳性率独
立样本均值t 检验，差速贴壁组细胞纯度较对照组差异

有显著性意义(t=5.135，P < 0.05)。 

2.4  细胞生长曲线  对照组和差速贴壁组第3代髓核

细胞接种后，均经过2 d的生长潜伏期，3 d的指数生长

期，进入生长停滞期(即平台期)。而对照组较差速贴壁

组在潜伏期和指数增长期的早期生长更迅速，见图4。 

 
3  讨论  Discussion 

椎间盘细胞主要包括脊索细胞、类软骨细胞和类成

纤维细胞。脊索细胞存在于胚胎期的髓核内，出生后逐

渐减少，正常人 10岁以后消失[8]
。类软骨细胞分布于髓

核及纤维环的内层，而纤维环的外层主要为类成纤维细

胞，表达Ⅰ型胶原以维持椎间盘纤维环的张力。类软骨

细胞是髓核中的主要功能细胞，能够分泌Ⅱ型胶原和蛋

白多糖，对细胞外基质的结构和功能的维持起着重要作

用。随着年龄的增长髓核细胞功能减弱，表面蛋白表达

会逐渐降低，细胞外基质降解，脆性增加，出现椎间盘

膨出、突出、破裂等。髓核细胞数量的减少、生理活性

的降低是椎间盘退变的组织病理学基础
[9]
。因此，如何

通过体外培养获得高纯度、高活性的髓核类软骨细胞是

研究其功能和相应的病理改变的重要前提。 

正常椎间盘中未衰老髓核细胞呈大空泡状，细胞表

面存在大量细胞团簇，可增强细胞间相互作用。在成熟

衰老过程中，细胞表面的团簇逐渐消失，细胞表型丢失、

形态改变和蛋白多糖合成能力逐渐下降，即去分化。髓

核细胞在体外培养过程中也存在去分化现象，即出现表

型丢失，如Ⅱ型胶原、蛋白聚糖等表达下降，同时Ⅰ型

胶原合成增加，逐渐转化为类成纤维细胞
[10-12]

。有研究

表明体外单层培养髓核细胞易出现去分化，且可出现在

原代培养初期。Horner等[3]
单层培养牛椎间盘细胞发现

原代培养第 1天髓核细胞合成蛋白聚糖减少，5 d内蛋

白聚糖抗原决定簇 C-4-S消失。去分化可能会改变细胞

对细胞因子和机械刺激的反应性，因此维持细胞表型稳

定在椎间盘细胞机制研究中至关重要。 

据现有文献报道，细胞纯化方法主要有差速贴壁法、

阿糖胞苷法、化学药物法及免疫亲和吸附法等，有研究者

建议根据细胞种类可联合多种方法进行分离纯化，如采

用密度梯度离心、差速贴壁分离纯化细胞取到了很好的

效果
[13]
。Kreider等[14]

较早报道了差速贴壁法，随后文献

报道证实了其有效性
[15]
。差速贴壁法是根据不同类型细胞

黏附于某固相物质表面生长的能力存在差异，即某些细胞

黏附能力强或作用快而另一些细胞黏附能力弱或作用慢，

将某特定类型细胞进行分离以达到逐步纯化的目的。 

研究通过从细胞形态、功能及纯度分析对比研究未经

差速贴壁分离纯化培养的髓核细胞与差速贴壁法分离纯

化的髓核细胞，差速贴壁法能培养出更高纯度的稳定表型

的髓核细胞，可为进一步研究椎间盘退变的机制提供细胞

学研究载体。相关文献报道，成纤维细胞一般在 1 h以内

贴壁
[16]
，软骨细胞 24 h左右贴壁[17]

。椎间盘细胞主要是

类软骨细胞和类成纤维细胞，因此该研究设置了传代接种

15 min、30 min、1 h、2 h 4个差速贴壁处理时间点，结

果发现 1 h及 2 h细胞贴壁近 90%，15 min时细胞中混

有较多的类成纤维细胞，故选用 30 min作为研究时间点。

由于所取椎间盘髓核组织经酶消化后原代细胞浓度较小，

在原代培养时不进行差速贴壁处理，在第 1代和第 2代细

胞传代时采用差速贴壁法进行分离纯化，去除部分去分化

的类成纤维细胞，得到较高纯度的髓核类软骨细胞。对第 
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3代髓核软骨样细胞进行细胞形态学观察，对照组可见大

部分细胞呈多角形或类圆形，但混有部分梭形的类成纤维

样细胞，差速贴壁组纯化后细胞形态更均一，梭形细胞明

显减少。Ⅱ型胶原免疫组化分析差速贴壁组细胞纯度达

95%以上，较对照组的 91%具有显著性差异。 

细胞在传代过程中可出现体积增大、胞浆分布不均

匀、折光性差等细胞老化现象。髓核细胞非永久再生细

胞，一般传 5-10 代即出现细胞老化，主要表现为生长

速度减缓、功能逐渐丧失。接种细胞密度过小也易出现

老化。由于原代培养从椎间盘组织分离获取的髓核细胞

相对较少，细胞离体后适应新环境较慢，需保证接种细

胞密度，因此在原代培养不进行差速贴壁处理。研究选

择经 2次差速贴壁纯化及对照组的第 3代髓核细胞进行

观察鉴定，通过相差显微镜、苏木精-伊红染色均未发

现 2组细胞出现体积增大、胞浆分布不均匀、折光性差

等细胞老化现象。Ⅱ型胶原免疫组织化学证实类软骨细

胞表型维持良好，但对照组可见部分Ⅱ型胶原表达阴性

的长梭形细胞，统计结果表明差速贴壁组细胞纯度更

高。细胞生长曲线显示 2组细胞均经过 2 d的潜伏期后

达到对数增长期，并可维持 3 d后进入平台期，符合生

长旺盛髓核细胞的生长曲线，但对照组在潜伏期和指数

图 1  倒置相差显微镜观察培养第 3代大鼠髓核细胞 
Figure 1  Morphological observation of passage 3 rat nucleus pulposus cells using inverted phase contrast microscope 
图注：AB、CD、EF：依次为对照组接种后 30 min、24 h、72 h，A，C，E(×100)、B，D，F(×200)，髓核软骨样细胞中混有成纤维样
细胞；GH、IJ、KL：依次为差速贴壁组接种后 30 min、24 h、72 h，G，I，K(×100)、H，J，L(×200)，类成纤维细胞明显减少。 

图 2  第 3代髓核细胞苏木精-伊红染色(A，C：×100、B，D：×200) 
Figure 2  Hematoxylin-eosin staining of passage 3 nucleus pulposus cells (A/ C, ×100; B/D, ×200) 
图注：A、B为对照组：髓核软骨样细胞中混有成纤维样细胞；C、D为差速贴壁组，成纤维样细胞明显减少。 

图 3  第 3代髓核细胞Ⅱ型胶原免疫组织化学染色(A，C：×100、B，D：×200) 
Figure 3  Collagen type II immunohistochemistry staining of passage 3 nucleus pulposus cells (A/C, ×100; B/D, ×200) 
图注：A、B为对照组：可见较多的Ⅱ型胶原表达阴性的长梭形细胞；C、D为差速贴壁组：细胞形态较均一，Ⅱ型胶原表达阴性的长
梭形细胞较对照组减少，胞浆染成棕黄色且呈向心性分布；E：两组Ⅱ型胶原阳性细胞率均值盒子图。 
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图 4  两组髓核细胞生长曲线 
Figure 4  Cell growth curves of nucleus pulposus cells in the 
two groups 
图注：对照组在潜伏期和指数生长期的早期较差速贴壁组细胞增

长更快。 
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生长期的早期较差速贴壁组细胞增长更快，这可能是对

照组中混有较多的类成纤维细胞所致。 

该研究通过设置对照组，比较两组细胞形态、功能及

纯度，研究结果表明差速贴壁法在大鼠椎间盘髓核细胞原

代培养中应用优势明显，是一种实用、有效的分离纯化方

法；经原代培养、2次差速贴壁法分离纯化后的第 3代大

鼠髓核细胞代谢旺盛、表型一致，细胞纯度更高，其对数

增长期可以作为椎间盘细胞机制研究的最佳时期。 
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