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文题释义： 

纤维环：位于椎间盘的周缘部，由纤维软骨组成，纤维环的纤维在椎体间斜行，在横切面上排列成同心

环状，相邻环的纤维具有相反的斜度，而相互交叉。纤维环的前方有坚强的前纵韧带，前纵韧带的深层

纤维并不与纤维环的浅层纤维融合在一起，却十分加强纤维环的力量；纤维环的后方有后纵韧带，并与

之融合在一起，后纵韧带虽较前纵韧带为弱，亦加强纤维环后部的坚固性。  

肌动蛋白：是微丝的结构蛋白，以单体和多聚体两种形式存在。单体的肌动蛋白是由一条多肽链构成的球

形分子，又称球状肌动蛋白，外形类似花生果。肌动蛋白的多聚体形成肌动蛋白丝，称为纤维状肌动蛋白。 

 

摘要 

背景：当椎间盘承受应力时，髓核内部产生的液压使纤维环向外扩张、膨胀，纤维环胶原纤维被拉伸，

使纤维环细胞外基质也受到压力的作用。蛋白聚糖是椎间盘中主要的蛋白多糖成分，基质金属蛋白酶 2

是椎间盘降解细胞外基质的主要酶，金属蛋白酶组织抑制剂是特异性抑制基质金属蛋白酶活性的多功能

因子，与基质金属蛋白酶相互调节，保持平衡。 

目的：探讨周期性牵张在椎间盘纤维环基质代谢中的作用机制。 

方法：采用 Flexcell4000 牵张系统对体外培养的大鼠椎间盘纤维环细胞施加牵张应变为 2%和 10%、频

率为 1.0 Hz，时间为 2 h 和 12 h 的周期性牵张，分别于 2 h 和 12 h 卸载并收集细胞和条件培养基分别

进行基因和蛋白检测。采用荧光定量 PCR 检测 aggrecan、基质金属蛋白酶 2 以及组织基质金属蛋白

酶抑制剂 2 mRNA 的表达；采用明胶酶谱法检测基质金属蛋白酶 2 蛋白活性。 

结果与结论：①2%牵拉对肌动蛋白骨架形成的应力纤维影响不大，10%牵拉则使肌动蛋白骨架发生明

显解聚。②2%牵拉 12 h Aggrecan 上调，牵拉 2 h 基质金属蛋白酶 2、组织基质金属蛋白酶抑制剂 2

上调，二者保持动态平衡，基质金属蛋白酶 2 活性无显著变化。③10%牵拉对 Aggrecan 无影响。无论

牵拉 2 h 或 12 h，均使基质金属蛋白酶 2 上调，组织基质金属蛋白酶抑制剂 2 下调，二者失衡，基质

金属蛋白酶 2 活性无显著变化。④结果提示周期性牵张可以在基因水平上对纤维环细胞 Aggrecan、基

质金属蛋白酶 2 和组织基质金属蛋白酶抑制剂 2 基因进行调节，通过调节肌动蛋白骨架从而对力学刺

激产生响应。 
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Abstract 

BACKGROUND: When the intervertebral disc is under stress, the hydraulic pressure generated inside the 

nucleus pulposus makes the annulus fibrosus extend outward and expand, and the annulus collagen fibers 

are stretched so that the extracellular matrix of annulus fibrosus cells is also under the pressure. In the 

intervertebral disc, aggrecan is the main component of proteoglycans, matrix metalloproteinase-2 is a 

major enzyme for extracellular matrix degradation, and tissue inhibitor of metalloproteinase is a 

multifunctional specific inhibition factor for matrix metalloproteinase activity. There is a mutual regulation 

between the latter two to keep the homeostasis between them. 

OBJECTIVE: To investigate the mechanism of cyclic tensile strain in the metabolism of intervertebral disc 

annulus matrix.  

METHODS: Rat anulus fibrosus cells were subjected to 2% or 10% cyclic tensile strain at 1.0 Hz for 2 and 

12 hours using Flexcell4000 tension system. Then cells were collected and cultured in conditioned 

medium for gene and protein detection. Real-time quantitative PCR was used to detect mRNA expression 

of aggrecan, matrix metalloproteinases-2 and tissue inhibitor of metalloproteinase-2. Gelatin zymography 

was used to detect matrix metalloproteinases-2 activity.  

RESULTS AND CONCLUSION: The use of 2% cyclic tensile strain had no obvious effect on the stress fiber of 

actin cytoskeleton, whereas actin cytoskeleton was depolymerized in response to 10% cyclic tensile strain. 

The 2% cyclic tensile strain raised the expression of Aggrecan at 12 hours; whereas raised the matrix 

metalloproteinases-2 and tissue inhibitor of metalloproteinase-2 at 2 hours, both of which were in homeostasis; 

matrix metalloproteinases-2 activity had no significant changes. 10% cyclic tensile strain had no effect on the 

mRNA expression of Aggrecan. No matter stretching 2 or 12 hours, the matrix metalloproteinases-2 was 

up-regulated, and the tissue inhibitor of metalloproteinase-2 was down-regulated, both of which were not in 

balance. Moreover, the matrix metalloproteinases-2 activity was not significantly changed. These findings 

indicate that the mRNA expressions of Aggrecan, matrix metalloproteinases-2 and tissue inhibitor of 

metalloproteinase-2 alter in response to cyclic tensile strain in rat anulus fibrosus cells, and the tensile strain 

induces different mechano-responses in the actin cytoskeleton. 

Subject headings: Cytoskeleton; Intervertebral Disk; Extracellular Matrix; Tissue Engineering  

Funding: the Natural Science Foundation of Gansu Province, No. 1208RJZA174 
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0  引言  Introduction 

椎间盘纤维环是由多层同心圆排列的胶原纤维板

层构成，其组成主要为纤维环细胞。在生理条件下纤

维环主要承受牵张应变
[1]
。力学因素在调节如纤维环胶

原、蛋白多糖和基质金属蛋白酶等基质代谢中发挥了重

要的作用
[1]
。椎间盘纤维环基质代谢对力学的反应与力

学加载的方式、幅度、频率、时间以及组织退变有关
[2]
。 

椎间盘退变是一个复杂的、多因素参与的过程。退

变的椎间盘组织基质发生了降解。尽管机制不明，但研

究表明基质金属蛋白酶在此过程中发挥了重要作用
[3]
。

作为基质金属蛋白酶家族的重要成员之一，基质金属蛋

白酶2(又称明胶酶A)可以降解包括蛋白聚糖、明胶及多种

胶原在内的多种细胞外基质成分，在维持椎间盘组织的动

态平衡中显得尤其重要。发生退变的椎间盘组织中基质金

属蛋白酶2表达和活性均显著增加
[4-7]

。非生理性应力也会

导致椎间盘基质金属蛋白酶2表达上调
[8]
。组织基质金属

蛋白酶抑制剂作为基质金属蛋白酶的天然抑制物可抑制

基质金属蛋白酶的活性, 对维持细胞外基质的稳态具有

重要作用。研究表明基质金属蛋白酶和组织基质金属蛋白

酶抑制剂表达失衡可导致椎间盘在内的组织降解
[3，9-10]

。 

作为纤维环蛋白多糖的主要组分，Aggrecan在纤维

环的水分保持、维持胶原纤维板层的稳定性、抵抗变形 
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和缓冲压力等方面发挥了重要作用，Aggrecan含量的减

少将使纤维环组织中的胶原纤维板层间发生相对滑动，

引起纤维环发生退变
[11]

。敲除Aggreean基因可导致小鼠

椎间盘发生退变
[12]

。 

为进一步探究机械牵张在椎间盘退变中的作用，实

验采用体外细胞牵张系统，研究了周期性牵张对大鼠椎

间盘纤维环细胞基质代谢的影响，阐明不同牵张幅度对

肌动蛋白骨架及aggrecan、基质金属蛋白酶2和组织基

质金属蛋白酶抑制剂表达的影响。 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  细胞学体外观察实验。 

1.2  时间及地点  于2014年10月到2015年2月在兰州

军区总医院动物实验中心和太原理工大学力学与生物

医学工程研究所完成。 

1.3  材料 

实验动物：8只Spraguc-Dawley大鼠，体质量为

180.0-220.0 g，雌雄各半，鼠龄90 d，由甘肃中医学院

动物实验中心提供，合格证号为SYXK(甘)2011-0001。

拉伸时间 
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2 h (7 200 cycles) 

12 h(43 200 cycles) 

 

0 s    1 s    2 s   3 s  2 h 12 h   0 s     1 s     2 s     3 s   2 h 12 h 

A B 

图 1  Flexcell4000 牵张系统工作原理及加载参数 

Figure 1  The working principle of Flexcell4000 tension system and loading parameters 

图注：图中 A 为 Flexcell4000 牵张系统用真空泵对培养的细胞施加静态或动态循环负压，使 BioFlex 培养板基底膜变形，从而使贴壁生长

在膜上的细胞也发生相应的变形，诱发细胞发生生物学变化；B 为加载参数：2%、1.0 Hz、2 h 和 12 h；10%、1.0 Hz、2 h 和 12 h。 

 

表 1  大鼠基因引物序列 

Table 1  Rat primer sequences   

基因 基因库(ID) 引物(5’-3’) 产物大小(bp) 

Aggrecan 58968 上游：CGC TTG CCA GGG GGA GTT GTA TTC 

下游：GGA GGC CAG GGT AGC ATT TTG AGC 

89 

基质金属蛋白酶 2 81686 上游：TTT GCT CGG GCC TTA AAA GTA T 

下游：CCA TCA AAC GGG TAT CCA TCT C 

128 

组织基质金属 

蛋白酶抑制剂2 

29543 上游：AGG GCC AAA GCA GTG AGC GAG AA 

下游：CCG CCT TCC CTG CAA TTA GAT ATT C 

214 

GAPDH 24383 上游：ATG ATT CTA CCC ACG GCA AG 

下游：CTG GAA GAT GGT GAT GGG TT 

405  

 

静态对照组 

 

 

2%牵拉 2 h 组 

 

 

2%牵拉 12 h 组 

静态对照组 

 

 

10%牵拉 2 h 组 

 

 

10%牵拉 12 h 组 

荧光素二乙酸盐     碘化丙啶 荧光素二乙酸盐       碘化丙啶 

图 2  周期性牵拉下大鼠椎间

盘纤维环细胞的活性(×200) 

Figure 2  Cell viability of 

anulus fibrosus cells from rat 

intervertebral discs subjected 

to 2% and 10% cyclic tensile 

strain (×200) 

图注：图中 A 为 2%拉伸幅度，

B 为 10%拉伸幅度。绿色为活

细胞，红色为死细胞核。 
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严格遵守相关标准进行饲养，实验过程中对动物处置符

合2009年《Ethical issues in animal experimentation》

相关动物伦理学标准的条例。 

1.4  方法 

1.4.1  大鼠纤维环细胞传代提取培养  大鼠麻醉处死，

无菌条件下取下脊椎，去除椎间盘周围的软组织及髓核

组织，PBS中漂洗纤维环组织，剪碎，分别采用0.25%

胰蛋白酶(Gibco公司)和0.1%胶原酶(Gibco公司)37 ℃

下消化，直至镜下可见单个悬浮细胞终止消化，离心，

加入含体积分数10%胎牛血清(Gibco公司)的DMEM培

图 3  周期性牵拉对大鼠椎间盘纤维环细胞肌动

蛋白骨架的影响(×200) 

Figure 3  The effect of cyclic tensile strain on 

the actin cytoskeleton of anulus fibrosus cells 

from rat intervertebral discs (×200) 

图注：箭头所指为 2%牵拉 2 h 部分肌动蛋白纤

维发生解聚，而 10%牵拉后肌动蛋白应力纤维发

生明显解聚。箭头指示肌动蛋白纤维解聚。 
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图4  周期性张应变对大鼠椎间盘纤维环细胞Aggrecan基因表达的

影响 

Figure 4  Effect of cyclic tensile strain on the mRNA expression of 

Aggrecan in anulus fibrosus cells from rat intervertebral discs 

图注：与静态对照组相比，aP < 0.05。 

 

2 h           12 h 2 h           12 h 

图 5  周期性张应变对大鼠椎间盘纤维环细胞组织基质金属蛋白酶 2

基因表达的影响。 

Figure 5  Effect of cyclic tensile strain on the mRNA expression of 

matrix metalloproteinase-2 in anulus fibrosus cells from rat 

intervertebral discs 

图注：与静态对照组相比，aP < 0.05。 

a 

a a 
a 

图 6  周期性张应变对大鼠椎间盘纤维环细胞组织基质金属蛋白酶

抑制剂 2 基因表达的影响。 

Figure 6  Effect of cyclic tensile strain on the mRNA 

expression of tissue inhibitor of metalloproteinase-2 in anulus 

fibrosus cells from rat intervertebral discs  

图注：与静态对照组相比，aP < 0.05。 
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图 7  周期性张应变对大鼠椎间盘纤维环细胞基质金属蛋白酶 2 蛋

白表达水平的影响 

Figure 7  Effect of cyclic tensile strain on the protein expression of 

matrix metalloproteinase-2 in anulus fibrosus cells from rat 

intervertebral discs 

图注：各组细胞中基质金属蛋白酶 2 蛋白表达水平接近。 

 

静态对照组     2%牵拉组      10%牵拉组 

静态对照组   2%牵拉组  静态对照组 10%牵拉组 

静态对照组            2%牵拉组             10%牵拉组 

静态对照组      2%牵拉组     10%牵拉组 

静态对照组      2%牵拉组     10%牵拉组 
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养基(Gibco公司)，置于37 ℃、体积分数5% CO2培养箱

中培养。本实验采用细胞为第4-6代。细胞分为4组：2%

牵拉2 h组、2%牵拉12 h组、10%牵拉2 h组和10%牵拉

12 h组，加载参数分别为2%，1.0 Hz、2 h、12 h和10%，

1.0 Hz、2 h和12 h，采用Flexcell4000牵张系统(美国

Flexcell公司)对体外培养的大鼠椎间盘纤维环细胞施

加，卸载后收集上清，进行明胶酶谱实验(检测基质金属

蛋白酶2活性)；收集细胞进行mRNA检测；进行actin骨

架染色；进行细胞活性检测。以不进行牵拉的细胞做为

静态对照组。静态对照组与其他组细胞同时培养，同时

取样。每组实验设3个重复孔。 

1.4.2  纤维环细胞周期性等双轴牵拉方法   采用

Flexcell4000牵张系统对大鼠纤维环细胞实施周期性等

双轴牵拉。该系统通过真空泵产生的负压抽吸特制的柔

性培养膜，使黏附生长在培养膜上的细胞受到牵拉作用

(图1A)。整个加载装置放置于培养箱内，加载程序由计

算机软件自动控制。细胞用0.25%胰蛋白酶消化，以

3×10
8
 L

-1
的细胞浓度接种于裱衬有Ⅰ型胶原蛋白的上，

置于孵箱内培养。待细胞80%融合时，换成含体积分数

1%胎牛血清的DMEM培养基进行力学加载。人日常步

行频率接近1.0 Hz
[13]

，椎间盘纤维环所承受的应变在

1%-13%范围内
[1]
，因此实验采用2%或10%拉伸幅度、

1.0 Hz、正弦波对椎间盘纤维环细胞进行体外牵拉(图

1B)，分别于2 h和12 h卸载并收集细胞和条件培养基进行

基因和蛋白检测。条件培养基采用BCA法进行蛋白定量。 

1.4.3  细胞活性及肌动蛋白骨架检测  荧光素二乙酸

盐/碘化丙啶(Thermo scientific公司)染色检测细胞活

性。倒置显微镜(Olympus公司)下观察，在蓝色激发光

下活细胞呈绿色，绿色激发光下死细胞呈红色。对2种

激 发 光 下 感 兴 趣 的 视 野 使 用 双 重 曝 光 拍 照 。

Phalloidin-TRITC标记肌动蛋白骨架，倒置荧光显微镜

(Olympus公司)观察。 

1.4.4  荧光实时定量 PCR  收集细胞， TRIZOL 

(Invitrogen公司)提取总RNA，PrimeScriptTM试剂盒进

行反转录获得cDNA。采用荧光实时定量PCR检测

Aggrecan、基质金属蛋白酶2和组织基质金属蛋白酶抑

制剂2基因表达，以GAPDH作为内参。引物序列见表。

采用2
-∆∆Ct

法对基因表达进行相对定量分析。引物由上海

生工公司合成。引物序列见表1。 

1.4.5  明胶酶谱法  采用8% SDS-PAGE胶(含0.1%明

胶)进行电泳。再经洗脱、孵育、考马斯亮蓝染色、脱色，

直至显示清晰的条带。拍照后采用Image-Pro Plus 5.1

图像分析软件(Media cybernetics公司)进行条带灰度分

析。将静态对照组定为1，用各实验组与其的比值即为

基质金属蛋白酶2活性的变化。 

1.5  主要观察指标  纤维环细胞中的细胞骨架相关蛋

白及mRNA的表达水平。 

1.6  统计学分析  实验数据以x
_

±s差表示，每组实验重

复3次，用SPSS 13.0软件进行t 检验，P < 0.05为差异

有显著性意义。  

 

2  结果  Results  

2.1  细胞活性及肌动蛋白纤维重组  无论是2%还是

10%周期性牵拉均对细胞活性无显著影响(图2)。静态培

养2 h和12 h，纤维环细胞肌动蛋白骨架均呈现出明显的

应力纤维。2%牵拉2 h，部分肌动蛋白骨架发生解聚，

12 h后基本恢复正常的应力纤维排列方式。10%牵拉2 h

肌动蛋白应力纤维发生明显解聚，12 h后胞浆内的肌动

蛋白仍处于解聚状态，细胞膜下有聚集(图3)。 

2.2  Aggrecan、基质金属蛋白酶2和组织基质金属蛋白酶

抑制剂2 mRNA表达水平  静态培养条件下大鼠纤维环细

胞可表达Aggrecan、基质金属蛋白酶2和组织基质金属蛋

白酶抑制剂2 mRNA。与静态对照组相比，2%和10%牵拉  

2 h对Aggrecan基因表达均无显著影响。牵拉12 h，2%牵

拉应变使Aggrecan基因显著上调，为静态对照组的1.46

倍(P < 0.05)，而10%牵拉则与静态对照组接近(图4)。 

与静态对照组相比，牵拉2 h，2%牵拉组对基质金

属蛋白酶2基因表达显著下调，10%牵拉则使基质金属

蛋白酶2基因显著上调，分别是静态对照组的0.58倍和

1.65倍(P < 0.05)；牵拉12 h，2%牵拉对基质金属蛋白酶

2基因表达无显著性改变，10%牵拉则使基质金属蛋白酶

2基因表达显著上调，是静态对照组的1.46倍(P < 0.05)，

但二者对基质金属蛋白酶2活性均无显著影响(图5)。 

与静态对照组相比，无论2%牵拉还是10%牵拉均使

组织基质金属蛋白酶抑制剂2基因表达显著下调(P < 

0.05)；与2 h相比，10%牵拉12 h较2%牵拉使组织基质金

属蛋白酶抑制剂2基因表达进一步下调(P < 0.05；图6)。 

2.3  基质金属蛋白酶2蛋白表达水平  牵拉12 h，与静

态对照组相比，无论2%还是10%，对基质金属蛋白酶2

蛋白表达水平均无显著影响(图7)。 

 

3  讨论  Discussion 

力学刺激对维持椎间盘细胞外基质的动态平衡和

组织的完整性至关重要。本实验发现不同幅度的周期性
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牵张对肌动蛋白骨架及Aggrecan、基质金属蛋白酶2和

组织基质金属蛋白酶抑制剂2基因表达的影响有所不

同。2%牵张对肌动蛋白骨架形成的应力纤维影响不大，

10%牵拉则使肌动蛋白骨架发生明显解聚。2%牵拉促

进合成代谢，使Aggrecan mRNA表达上调，使基质金属

蛋白酶2 mRNA和组织基质金属蛋白酶抑制剂2 mRNA表

达下调，二者保持动态平衡；而10%牵拉则促进分解代

谢，使Aggrecan mRNA表达不变，基质金属蛋白酶2 

mRNA上调和组织基质金属蛋白酶抑制剂2 mRNA下

调，二者失衡；2%和10%牵拉对基质金属蛋白酶2表达

水平均无显著变化。 

腰椎间盘退变是引起下腰痛的主要原因之一，其退

变机制目前尚未研究清楚
[14]

。一般认为椎间盘退变是形

态学的一种变化，表现为局部生物力学失稳现象。腰椎

间盘退行性过程中力学因素和生物化学因素均发挥着

重要作用，集中体现在细胞和细胞外基质成分的变化。

椎间盘细胞外基质主要由水、胶原和蛋白聚糖构成，具

有复杂的生物力学性能，使其能够最大程度地适应周围

力学环境，从而影响椎间盘形态与结构
[15-17]

。椎间盘退

变过程是一种由生物力学和细胞生物学相互作用引起的

复杂病理过程
[18]

。但对起源于基质的退变或细胞的退变，

目前仍有不同认识
[19]

。Neidlinger等
[20]

研究发现椎间盘髓

核退变后含水量减少、弹性及压力降低，同时纤维环脱水

变性、韧度减小，使椎间盘失去了承载压力的能力。有研

究显示椎间盘细胞的生物学行为的改变通过复杂的网络

联系影响椎间盘退变的发生进展
[21]

。病因学研究表明椎间

盘退变是遗传-环境等多因素共同作用的结果，其中非生

理的生物力学环境是造成椎间盘退变的始动因素。鉴于椎

间盘作为脊柱连接和传递载荷过程中的重要功能单元，机

械载荷在生理或病理状态下调控椎间盘细胞的生物学行

为和基质代谢方面起着重要作用
[22]

。Iatridis等
[23]

研究表明

机械刺激的强度、时间以及频率与椎间盘基质的代谢变化

相关，生理状态下的机械应力能够刺激椎间盘细胞的合成

代谢，有助于正常细胞外基质的合成；而非生理条件下的

载荷，可能通过多种途径影响细胞基质代谢过程及存活，

使分解代谢基因表达上调，而合成代谢基因下调。    

Wuertz等
[24]

发现6%的循环牵张应变是纤维环细胞外

基质表达的最佳适应强度。Sowa等
[25]

发现周期性张应变

对体外培养的大鼠纤维环细胞炎性细胞因子介导的分解

代谢具有保护作用；而周期性张应变可引起家兔纤维环细

胞分解代谢加强，但拉伸频率、幅度、持续时间等对蛋白

多糖的合成量无明显影响。Hamish等
[26]

对体外培养的人

退变纤维环细胞加载了频率为1 Hz和0.33 Hz、20%的张

应力，发现纤维环细胞的代谢情况与所受牵张应变大小有

一定的相关性。李爽等
[27]

研究发现应力刺激对于椎间盘纤

维环细胞的调节作用具有双向性。椎间盘承受着复杂的应

力作用，应力刺激可影响椎间盘细胞的功能，而作为椎间

盘蛋白多糖的主要组成Aggrecan在椎间盘退变的发生过

程中起着重要的作用
[28]

。细胞外基质中的大分子物质，

特别是Aggrecan，对椎间盘功能的维持具有十分重要的

作用，其数量及结构改变，将影响椎间盘的功能。对体

外培养的兔纤维环细胞施加5%、1 Hz周期性张应变使

蛋白聚糖合成明显降低，而1%周期性张应变则无此作

用
[1]
。10%、0.5 Hz的周期性牵拉24 h使猪纤维环细胞

Aggrecan基因表达显著上调
[29]

。本实验结果与上述结果

不同：2%牵拉2 h，对Aggrecan基因表达无显著影响，

但牵拉12 h，则使Aggrecan表达上调，而10%牵拉12 h

内对Aggrecan基因表达无显著影响。提示长时间高频低

幅的周期性机械牵拉有利于Aggrecan的合成。其机理与

周期性张应变激活椎间盘纤维环细胞ERK1/2信号分子，

并通过该信号分子下调椎间盘纤维环细胞Aggrecan 

mRNA表达有关
[30]

。 

Wu等
[31]

在人类退变腰椎间盘髓核组织中发现大量的

基质金属蛋白酶，认为这些酶是由侵入椎间盘的血管和椎

间盘组织所产生，且与椎间盘退变程度正相关。有学者对

外伤造成的椎间盘退变动物模型进行免疫组化分析，证实

了退变的椎间盘组织中基质金属蛋白酶2表达升高，周围

组织中基质金属蛋白酶的表达也被诱导升高
[32]

。 

椎间盘通过分解代谢基因，如基质金属蛋白酶3、

蛋白聚糖、Ⅰ型胶原、Ⅱ型胶原、硫酸软骨素蛋白聚糖

等，来调节椎间盘的分解与合成代谢，维持椎间盘的稳

定
[33]

。范东伟等
[34]

研究发现，周期性张应变可以引起椎

间盘细胞的椎间盘基质代谢基因表达的改变，而且不同

牵张幅度的应力，导致椎间盘基质基因表达不同，在低

牵张应力下，合成代谢基因表达升高，分解代谢基因表

达降低；在高牵张应力下，分解代谢基因表达升高，合

成代谢基因表达降低。Gilbert等
[35]

研究发现椎间盘组织

在周期性高应力环境下，可能会引起椎间盘基质分解增

加，合成减少，从而导致退变的发生。周期性张应变可

引起家兔纤维环细胞分解代谢的加强，但拉伸幅度、频

率、持续时间等对蛋白多糖的合成量无明显影响。 

生理条件下细胞外基质的合成和降解过程处于平衡

状态，基质金属蛋白酶可以降解细胞外基质成分，组织基

质金属蛋白酶抑制剂是基质金属蛋白酶的天然抑制因子，
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二者的比例失调可导致组织降解。力学刺激参与了包括纤

维环细胞在内的多种细胞基质金属蛋白酶和组织基质金

属蛋白酶抑制剂的表达调节
[36]

。体外椎间盘纤维环细胞牵

拉实验表明：椎间盘基质代谢的调节与力学加载的方式、

幅度、频率、时间以及组织退变与否有关
[2]
。由于各研究

小组所采用的细胞来源、加载参数等有所差别，因此，对

力学载荷对椎间盘纤维环细胞基质代谢的影响尚无统一

定论。10%、1.0 Hz周期性牵拉60 min使牛椎间盘纤维环

细胞基质金属蛋白酶2 基因显著增加，对组织基质金属蛋

白酶抑制剂2基因表达无显著影响。牵拉后对细胞继续培

养8 h，组织基质金属蛋白酶抑制剂2蛋白表达则显著下

降。10%、1.0 Hz牵拉人正常纤维环细胞20 min使基质金

属蛋白酶3和ADAMTS-4基因表达下调，减少分解代谢；

0.33 Hz则通过下调Ⅰ型和Ⅱ型胶原基因表达，上调基质

金属蛋白酶9基因促进分解代谢。但发生退变组织的纤维

环细胞的牵张的反应却与之相反。该研究结果提示低频

0.1 Hz、6%的周期性牵拉具有明显的抗分解代谢的作用。 

5%、0.5 Hz周期性牵拉24 h使猪椎间盘纤维环细胞

内基质金属蛋白酶表达水平显著增加，但对分泌至培养基

中的整体基质金属蛋白酶表达水平无显著影响；对基质金

属蛋白酶1-3、组织基质金属蛋白酶抑制剂1和组织基质金

属蛋白酶抑制剂2基因表达亦无显著作用；但静态牵拉则

使上述基因表达显著下调
[37]

。动物实验对老鼠尾椎盘进行

静态压缩1 d，基质金属蛋白酶2表达水平形式无显著变

化，压缩4 d则使基质金属蛋白酶2蛋白表达水平形式显著

升高，并维持至第7天，但基质金属蛋白酶2基因和整体蛋

白表达在整个实验过程中均保持不变。该研究提示力学载

荷对椎间盘基质金属蛋白酶2表达的调节是通过影响基质

金属蛋白酶2表达水平而非基因或翻译水平来实现的
[8]
。

本实验发现2%牵拉2 h，对基质金属蛋白酶2基因表达下

调，同时也使组织基质金属蛋白酶抑制剂2基因表达下调；

牵拉12 h，则使基质金属蛋白酶2和组织基质金属蛋白酶

抑制剂2基因表达进一步下调。这将保持二者表达平衡，

从而促进基质合成行为。10%牵拉则使基质金属蛋白酶2

基因表达上调和组织基质金属蛋白酶抑制剂2基因表达下

调，二者处于失衡状态；牵拉12 h，基质金属蛋白酶2基

因表达进一步上调，组织基质金属蛋白酶抑制剂2基因表

达进一步下调，从而促进基质分解。但基质金属蛋白酶2

蛋白表达水平无显著性变化，二者并不一致，这可能与基

质金属蛋白酶2存在转录后翻译机制有关。 

Tian等
[38]

研究发现，解整链蛋白金属蛋白酶4表达

随应力拉伸幅度升高而表达增强。Pratsinis等
[39]

发现蛋

白激酶家族可以接受细胞外力学信号，将胞外刺激信号

传递给胞核，调控细胞增殖、分化、迁移和凋亡等，该

家族包括ERK、JNK和p38等亚族。有学者实验研究发

现周期性张应变可上调纤维环细胞JNK蛋白磷酸化水

平，具有双向、快速的特点，但对P38磷酸化水平无明

显影响；JNK抑制剂SP600125预处理可部分逆转周期

性张应变下调纤维环细胞aggrecan mRNA的作用
[40]

。 

10%周期性张应变可下调大鼠纤维环细胞Aggrecan 

mRNA的表达，MAPK家族中的信号分子ERK1/2在该过程

中起一定的调控作用。但MAPK家族中除了ERK1/2以外，

还有其他重要的成员，如C-Jun氨基末端激酶、P38等
[41]

，

这些信号分子在椎间盘退变过程中也有重要作用
[42]

。  

Campbell等
[53]

发现周期性牵张力(10个循环，1 Hz，

0-15%)可导致细胞骨架重塑，增强软骨细胞对力学环

境的适应能力。Fanning等
[44]

发现体外牵张刺激软骨细

胞能够激活ERK1/2、p38、JNK通路调控细胞的基因表

达、增殖和代谢功能。Ren等
[45]

推测机械应力促进大鼠

软骨细胞增殖细胞外基质合成是通过整合素 β1- 

Src-Rac1/PLCγ1- ERK1/2信号通路来调控。Li等
[46]

实验

表明周期性机械牵张力通过激活整合素介导的FAK和

ERK1/2信号通路促进Caco-2细胞增殖。Plotkin等
[47]

发

现机械刺激能够通过整合素-细胞骨架-Src-ERK1/2信

号通路抑制成骨细胞的凋亡。 

本实验还发现不同幅度和时间的周期性等双轴牵

拉可以影响大鼠纤维环细胞肌动蛋白骨架的聚合与解

聚。静态培养的大鼠纤维环细胞肌动蛋白骨架均呈现出

明显的应力纤维。2%牵拉2 h，部分肌动蛋白骨架发生

解聚，12 h后基本恢复正常的应力纤维排列方式。10%

牵拉2 h肌动蛋白应力纤维发生明显解聚，12 h后仍处于

解聚状态，细胞膜下有聚集。Abbott等
[18]

发现1.0 Hz、

20%的周期性单轴牵拉24 h可使肌动蛋白纤维排列趋

于一致，并与受力方向垂直。这是细胞为避免受力过大

而表现出的自我保护行为。实验采用的是等双轴牵拉，细

胞在各个方向均受力，因此并没有观察到这种行为。肌动

蛋白骨架作为重要的力学信号转导分子，参与了细胞外基

质代谢的调节。力学载荷对纤维环细胞肌动蛋白骨架信号

通路的影响有待进一步深入研究。 

虽然体外实验可以模拟在体纤维环细胞的受力，但

并不能代表体内的真实情况，因此对本结果的解释需谨

慎。由于多种因素参与了椎间盘纤维环基质代谢的调

节，因此有关力学载荷对其影响以及与椎间盘退变的关

系尚需进一步深入系统的研究。 
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