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不同静水压下人椎间盘髓核细胞的形态和活性

刘志超 1，2，张  帆 3，孙  旗 3，康晓乐 3，袁巧妹 3，柳根哲 4，陈  江 3，5

文题释义：

髓核：髓核在抵抗脊柱和椎间盘的负荷方面起着关键作用，其作用是产生一个静水压力，以均匀地分散圆盘内的负载。

静水压：是在人体内某部位聚集的液体受到应力刺激时对周围组织形成的压强。而椎间盘在人体运动时受到压应力在髓核中形成静水

压，然后扩散至纤维环，由压应力转变成张应力。人平卧休息位时静水压最低约 0.3 MPa，坐位时接近 1 MPa， 弯腰搬重物可达 3 MPa。

摘要

背景：压应力能够引起细胞形态及活性的改变，但静水压下髓核细胞的形态和活性是否改变仍需进一步研究。

目的：研究体外静水压加载系统内人椎间盘髓核细胞形态和活性的变化。

方法：将人椎间盘髓核细胞分离培养并传3代后，在静水压加载系统0.3，1，3 MPa的静水压力环境下加压2，4，6 h后，使用倒置相差

显微镜观察人椎间盘髓核细胞加压前后的形态变化及生长状况；采用透射电镜观察各组人椎间盘髓核细胞超微结构的变化及差异；使用

CCK-8法检测不同静水压下人椎间盘髓核细胞的增殖活性的变化。

结果与结论：①细胞培养及传代：第1，2，3代人椎间盘髓核细胞的生长曲线呈S形，3-7 d时呈直线增殖，此阶段细胞生长最快、活力最高；

第5，6代人椎间盘髓核细胞的突起呈长梭形，成长较慢，出现退化；②细胞形态：在0.3，1，3 MPa的静水压下人椎间盘髓核细胞均缩小，

0.3，1 MPa下细胞细微变小，形态基本完整；3 MPa静水压下细胞缩小最明显，且细胞形态不完整，说明人椎间盘髓核细胞在0.3，1，3 MPa的
静水压下加压2，4，6 h后，细胞形态在3 MPa静水压下改变最明显，而相同静水压下作用不同时间后细胞形态无明显改变；③细胞活性：在

0.3 MPa静水压下，人椎间盘髓核细胞的增殖率随着时间的增加先升后降，4 h时细胞增殖率最高；在1，3 MPa静水压下随着时间的增加人椎间

盘髓核细胞增殖率逐渐下降，且1 MPa静水压下细胞增殖率明显高于同一作用时间3 MPa静水压下(P < 0.05)，说明适当的静水压力刺激有助于

促进人椎间盘髓核细胞增殖，而长期不当过高的静水压刺激能使人椎间盘髓核细胞增殖率下降，导致椎间盘退变的发生。 
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0   引言  Introduction
人椎间盘主要由纤维环和髓核组成，胶冻样的髓核在

椎间盘受压应力刺激时通过产生形变维持脊柱的稳定
[1-2]

。

而静水压就是在人体内某部位聚集的液体受到应力刺激时对

周围组织形成的压强，在人体发生运动时 ( 如行走、扭腰、

弯腰提重物等 )，静水压是椎间盘承载最多的力学形式
[3-4]

。

研究显示，动态静水压加载可以调节髓核细胞代谢，适宜静

水压刺激有助于人椎间盘髓核细胞 (human nucleus pulposus 

cells，HNPC) 代谢，长期不当过大的压力将导致 HNPC 凋亡，

引起椎间盘退行性变，导致下腰痛的发生
[5]
。因此流行病学

调查显示重体力劳动者及肥胖人群椎间盘承受压力大，下腰

痛发生率高
[6]
。课题组既往对 HNPC 的研究显示在高静水压

下其体积缩小，形态不完整；最新有研究显示 HNPC 形态和

活性与细胞骨架蛋白介导的信号调控相关，而 HNPC 体积及

超微结构的改变是否是其适应不同静水压力做出的改变尚无

明确研究
[7]
。因此，该研究在体外静水压加载系统中观察不

同静水压下 HNPC 形态、活性的变化，从体外静水压加载角

度认识 HNPC 的生物力学特性。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计    体外细胞学实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019-06-15 在中国中医科学院医学

实验中心完成。

1.3   材料   HNPC 由 ScienCell Research Laboratories 提供；DMEM/

F12 培养基 (GIBCO，C11330500BT)；生长因子 SMCGS( 美国 

Sciencell 公司，Cat No.1152，Lot No.16437)；胎牛血清 ( 美

国 Sciencell 公司，Cat No.0010，Lot No.16360)；DPBS 溶液 ( 美

国 Sciencell 公司，Cat No：0303，Lot No：14093)；CCK-8 细

胞增殖试剂盒 ( 上海东仁公司，Lot No：FP653)。 

体外静水压加载系统由柳根哲教授设计，专利号：ZL 

20 152 010 8857.5( 北京世纪森朗实验仪器有限公司 )，医用

恒温静水压压力罐由压力容器、气压源、压力显示仪器、智

能温控以及活塞装置和细胞爬片等组成。将培养基及传代的

椎间盘髓核细胞一起放入压力罐中，通过压力显示仪可以调

节压力罐内压力，范围 0-5 MPa，见图 1。

1.4   方法   

1.4.1   HNPC 的分离培养及鉴定传代   HNPC 用 PBS 清洗后加

入 0.25% 胰酶消化 30 min，1 000 r/min 离心 5 min( 离心半径

15 cm)，弃上清，PBS 洗涤后加入 0.3% Ⅱ型胶原酶 37 ℃浴箱

中消化 3 h，PBS 洗涤后以 100 μm 滤网滤过，1 000 r/min 离心

5 min( 离心半径 15 cm)，弃上清，加入培养液吹打制成细胞悬

液接种于细胞培养瓶中培养，培养液为 DMEM/F12( 含体积分

数 15% 优质胎牛血清、抗坏血酸 30 mg/L、青霉素 10 万 U/L、

链霉素 0.1 g/L，pH 7.0)，置于 37 ℃、饱和湿度、体积分数 5%CO2

孵箱中培养，5 d 首次换液，此后每 3 d 换液 1 次，倒置相差

显微镜下观察 HNPC 生长，HNPC 生长至瓶底 90％左右时传代，

取第 3 代 HNPC 进行实验。

1.4.2   显微镜观察不同静水压下 HNPC 模型的形态变化    将
HNPC 进行传代、铺片：对 HNPC 株体外培养进行传代，当

第 3 代 HNPC 融合达 90% 时用胰蛋白酶消化，将细胞悬液置
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Abstract
BACKGROUND: Compressive stress can change the morphology and activity of cells, but whether the morphology and activity of nucleus pulposus cells change 
under hydrostatic pressure still needs further study.
OBJECTIVE: To study the morphology and activity of human nucleus pulposus cells in vitro. 
METHODS: The human nucleus pulposus cells were separated, cultured and passed on for three generations, and pressurized for 2, 4 and 6 hours under the 
hydrostatic pressure of 0.3, 1, and 3 MPa. Then, the morphological changes and growth of the cells before and after pressurization were observed by inverted 
phase contrast microscope. Transmission electron microscope was used to observe the ultrastructural changes and differences of the cells. Cell counting kit-8 
was used to detect the proliferation activity, morphology and activity of the cells under different hydrostatic pressures. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Cell culture and passage: The growth curves of the first, second and third generations of human nucleus pulposus cells 
were S-shaped, and the cells proliferated fastest in a straight line from 3 to 7 days. The protuberances of the 5th and 6th generation cells were long shuttle 
shaped, grew slowly and degenerated. (2) Cell morphology: the human nucleus pulposus cells were shrunk under hydrostatic pressures of 0.3, 1, 3 MPa. 
At 0.3 and 1 MPa, the cells became slightly smaller and the morphology was basically complete; at 3 MPa, the cells were most obviously shrunk and the 
morphology was incomplete. The results showed that when the human nucleus pulposus cells were pressurized for 2, 4 and 6 hours under 0.3, 1 and 3 MPa 
hydrostatic pressures, the change of cell morphology was the most obvious under 3 MPa hydrostatic pressure, but there was no obvious change under the 
same hydrostatic pressure for different time. (3) Cell viability: Under 0.3 MPa hydrostatic pressure, the proliferation rate of human nucleus pulposus cells first 
increased and then decreased with the increase of time, and the cell proliferation rate reached the peak at 4 hours. Under 1 and 3MPa hydrostatic pressures, 
the proliferation rate of the cells gradually decreased with the increase of time, and the cell proliferation rate under 1 MPa hydrostatic pressure was significantly 
higher than that under 3 MPa hydrostatic pressure at the same action time (P < 0.05). These findings indicate that proper hydrostatic pressure stimulation helps 
to promote the proliferation of human nucleus pulposus cells, and long-term improperly high hydrostatic pressure stimulation can reduce the proliferation rate 
of human nucleus pulposus cells, leading to the occurrence of intervertebral disc degeneration.
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于 EP 管中，离心后弃上清液，培养液悬浮细胞，接种在细

胞玻片上，待细胞生长达 80% 融合后，即可进行实验。

将传 3 代 HNPC 和培养基一起装入 10 mL 注射器中，在

静水压加载装置中通过注入氮气加压，静水压设定为 0.3，
1 和 3 MPa，每个静水压分别作用时间 2，4，6 h，智能温控

装置使容器内温度保持在 37 ℃左右。造模结束后，将气体

放掉，打开装置盖子，取出注射器，用 PBS 冲洗玻片 3 遍，

然后用 40 g/L 多聚甲醛 (Paraformaldehyde) 固定 30 min，利

用倒置显微镜观察 HNPC 的成长及其形态变化。

1.4.3   电镜观察不同静水压下 HNPC 模型的超微结构变化  

制作不同静水压下 HNPC 电镜样本，观察静水压加压前后

HNPC 的超微结构。分别于 0.3，1 和 3 MPa 静水压下作用 2，
4，6 h。取出细胞玻片后用 2.5% 戊二醛 (Glutaric dialdehyde)

溶液固定，电镜下观察。

1.4.4   CCK-8 法测定不同静水压下 HNPC 活性   加压结束后，

取出 HNPC 玻片，消化离心收集 HNPC，在 96 孔板将细胞按

6×103
个 / 孔接种，每组 5 个复孔，第 2 天待 HNPC 贴壁后开

始检测，更换培养基后加入 10 μL 的 CCK-8 溶液，37 ℃下反

应 2 h，应用酶标仪 (450 nm 波长 ) 测定各组的吸光度值。

1.5   主要观察指标  倒置相差显微镜观察 HNPC 加压前后的

形态变化及生长状况；采用透射电镜观察各组 HNPC 超微结

构的变化及差异；使用 CCK-8 法检测不同静水压下 HNPC 的

增殖活性的变化。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 20.0 统计软件进行统计学处理，

各项指标均独立重复测定 3 次，数据以 x-±s 表示，采用重复

测量资料的方差分析，检验加载强度和加载时间对 HNPC 活

性的影响，差异有显著性意义以 P < 0.05 表示。

2   结果   Results 
2.1   常压下 HNPC 的培养、鉴定及传代   第 1，2 及 3 代

HNPC 的生长曲线呈 S 形，第 3-7 天时呈直线增殖，此阶段

HNPC 生长最快、活力最高，进入第８天后 HNPC 生长停止，

呈水平线，此时 HNPC 必须进行传代，不然细胞出现变形，

从而衰亡。第 5，6 代 HNPC 突起呈长梭形，边缘“触手”

状结构增多，生长缓慢，出现老化现象，因此实验最好采用

第 1，2 及 3 代 HNPC，光镜观察见图 2，3。

2.2   光镜观察不同静水压及作用时间下 HNPC 形态和生长状况

变化   ①细胞体积：HNPC 在 0.3，1，3 MPa 静水压下作用 4 h 后，

细胞体积均缩小，3 MPa 下 HNPC 体积缩小最明显，0.3 MPa 和

1 MPa 压力下 HNPC 体积缩小差别不明显；②突起：0.3，1， 

3 MPa 静水压下 HNPC 突起均变短，3 MPa 下 HNPC 突起短缩

最明显，0.3 MPa 和 1 MPa 压力下 HNPC 突起短缩差异不明显，

部分 HNPC 突触不显著，呈皱缩状改变；③同一压力环境下，

不同压力加载时间下 HNPC 的形态学差异不明显。见图 4。

2.3   电镜观察不同静水压及作用时间下 HNPC 超微结构变化    

① HNPC 在 0.3，1，3 MPa 静水压下作用 4 h 后突起均有断裂；

② 0.3，1 MPa 静水压下 HNPC 主级突起完整，次级突起断裂；

3 MPa 静水压下 HNPC 主级突起与次级突起均有断裂；③相

同静水压不同作用时间下，HNPC 在电镜下的结构无明显变

化。见图 5。

2.4    CCK-8 法检测不同静水压及作用时间下 HNPC 活性    在 

0.3 MPa 静水压下，HNPC的增殖率随着时间的增加先升后降，

4 h 时细胞增殖率最高；在 1，3 MPa 静水压下随着时间的增

加 HNPC 增殖率逐渐下降，且 1 MPa 静水压下细胞增殖率明

显高于同一作用时间下 3 MPa 静水压下 HNPC 的增殖率，差

异有显著性意义 (P < 0.05)。见表 1，图 6.

3   讨论   Discussion
椎间盘髓核在抵抗脊柱和椎间盘的负荷方面起着关键作

用
[8-9]

。髓核的作用是产生一个静水压力，以均匀地分散圆

盘内的负载，这种能力取决于椎间盘的水合作用，它受年龄、

健康状况甚至先前的负荷历史的影响
[10-11]

。静水压导致髓核

细胞形态改变与增殖活性降低：一方面，静水压导致胞内和

胞外交通的变化，细胞出现短缩、塌陷或因压力增加而凝结；

另一方面动态静水压负荷可调节髓核细胞代谢和细胞外基质

组成，诱导脊索髓核细胞向成熟表型转化
[12-13]

。课题组既往

研究得出高静水压下 HNPC 的体积发生缩小，形态不完整，

尚未明确静水压下 HNPC 形态的改变是否与其适应不同静水

压做出的改变相关，而且动态静水压水平对髓核细胞代谢的

影响目前尚不清楚，因此该实验研究不同静水压下 HNPC 形

态和超微结构的变化以及不同静水压下 HNPC 的活性。实验

中体外静水压加载系统不仅具有普通液态加载装置的优点，

而且能够在不改变细胞加压环境中水分含量、离子组成、渗

透压等条件下自由改变静水压的大小。

根据 NACHEMSON 等
[14]

的经典实验，证实人体椎间盘

内的静水压随着体位和活动量的改变而发生改变 ( 范围在 0- 
3 MPa)：人平常最多的状态平卧及坐位，而间盘压力最大的

体位为弯腰搬重物。平卧休息位时最低约 0.3 MPa，坐位时接

近 1 MPa，弯腰搬重物可达 3 MPa，故在此次实验中压力值的

选择上，也参考以上数据，分别为 0.3，1 和 3 MPa，以模拟

人体不同体位下椎间压力环境，每个静水压分别作用2，4，6 h，

对不同静水压下 HNPC 进行形态学观察及活性检测。课题组前

期研究发现在静水压干预下 HNPC 体积均变小，而此次实验

对不同静水压下 HNPC 的形态学观察发现，HNPC 形态在 0.3，
1 MPa 下轻微缩小，形态基本完整而在 3 MPa 静水压下缩小最

明显，且形态不完整，且这种细胞形态变化随时间变化不太

表 1 ｜人椎间盘髓核细胞在不同静水压下培养 2，4，6 h 后的活性比较
                                                                                                           (x-±s，n=6，A450)
Table 1 ｜ Comparison of the viability of human nucleus pulposus cells 
cultured under different hydrostatic pressures for 2, 4, and 6 hours

静水压力 作用时间

2 h 4 h 6 h

0.3 MPa 1.08±0.05 1.15±0.06 1.10±0.09
1 MPa 1.21±0.07a 1.09±0.08a 0.84±0.06a

3 MPa 1.02±0.11 0.95±0.07 0.82±0.18

表注：与同时间点 3 MPa 组比，
aP < 0.05
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明显，这说明 HNPC 对于高静水压作用敏感度高，且不同静水

压下 HNPC 形态可短时间发生形变，HNPC 形态变化成为其适

应不同静水压刺激的重要表现。另一方面，透射电镜下观察

HNPC 在不同静水压作用下形态的变化，发现 HNPC 表面有许

多突起，这些突起在 HNPC 受到静水压力作用时出现不同程度

的断裂分离，在低静水压力刺激时 HNPC 主级突起完整，出现

次级突起的断裂；在高静水压力刺激时 HNPC 主级突起和次级

突起均断裂。

细胞外力如何影响细胞形态及细胞膜运输的经典研究是

膀胱移行细胞，它在哺乳动物膀胱的内表面，膀胱作为一个

图 1 ｜体外静水压加载系统示意图 (A) 及细

胞加载 (B，C)
Figure 1 ｜ Schematic diagram of in vitro 

hydrostatic pressure loading system (A) and 

cell loading (B, C)

图 2 ｜不同代次人椎间盘髓核细

胞显微镜下形态变化 (×40)
Figure 2 ｜ The morphological 

c h a n g e s  o f  h u m a n  n u c l e u s 

p u l p o s u s  c e l l s  a t  d i f fe r e n t 

generations under microscope  

(×40)

图 3 ｜不同代次人椎间盘髓核细

胞显微镜下形态变化 (×400)
Figure 3 ｜ The morphological 

changes of human nucleus pulposus 

cells at different generations under 

microscope (×400)

图 4 ｜不同静水压及作用时间下人椎间盘髓核细胞形态和生长状况变化

( 光镜，×400)
Figure 4 ｜ Changes in the morphology and growth of human nucleus            

pulposus cells under different hydrostatic pressures for different time (light    

microscope, ×400)
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图 5 ｜不同静水压及作用时间下人椎间盘髓核细胞形态和生长状况变化

( 电镜 )
Figure 5 ｜ Changes in the morphology and growth of human nucleus            

pulposus cells under different hydrostatic pressures for different time (electron 

microscope)
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图 6 ｜不同静水压及作用时间下人椎间盘髓核细胞的活性

Figure 6 ｜ The viability of human intervertebral disc nucleus pulposus cells 

under different hydrostatic pressures for different time
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压力室以生理方式增加静水压，同时监测膀胱移行细胞形态及

细胞顶表面积，结果表明静水压力会导致细胞形态和细胞顶表

面积的变化，从大致立方形到鳞状，细胞顶表面积增加，以允

许膀胱移行细胞维持它们的屏障功能同时适应增加尿量
[15]
。

因此，HNPC 体积缩小是其适应不同静水压力作用时做出的

改变，而主级突起和次级突起的分离断裂代表 HNPC 回缩程

度的大小。

在 0.3 MPa 低静水压下，HNPC 的增殖率随着时间的增

加而增加，表明适宜的静水压有助于髓核细胞的增长，4 h

时 HNPC 增殖率最高，表明 HNPC 的增长在 4 h 时达到高峰，

超过 4 h 后 HNPC 增殖率逐渐下降。而在 1，3 MPa 静水压下，

随着时间的增加 HNPC 增殖率逐渐下降，说明随着 HNPC 承

受静水压力的增加，超过 HNPC 的正常生理范围，HNPC 增

殖率趋于下降，且 1 MPa 静水压下 HNPC 的增殖率明显高于

同一作用时间下 3 MPa 静水压下 HNPC 的增殖率，说明在高

静水压的作用下细胞增殖率下降更快，HNPC 总体数量减少

更多。因此该研究结果显示，适当的静水压力刺激有助于

HNPC 代谢，促进 HNPC 增殖率，而长期不当过高的静水压

刺激能够使 HNPC 增殖率下降，导致椎间盘退变的发生。

目前生物力学是椎间盘退变相关性研究的热点，生物力

学不仅能诱发椎间盘退变，而且可影响椎间盘营养途径
[16-17]

，

因此构建一种科学有效的 HNPC 应力加载模型将有助于在微

观层次上更加客观、简便地研究压力载荷对 HNPC 的影响，

弥补在体模型的不足
[18-19]

。但是，因为实验的独立性、细胞

的来源等因素的不同以及体外生物力学加载装置的不同，使

HNPC 对应力负荷的应答存在差异，但生物力学对 HNPC 的

作用显而易见
[20-21]

。生物力学不仅影响着 HNPC 的代谢，而

且也调节其生理、病理变化
[22-23]

。生物力学的作用已成为

HNPC 体外培养的相关研究不可或缺的部分，后期预设研究

不同静水压对细胞骨架蛋白的影响及其信号调控的效应机

制
[24-25]

。

然而，此次研究存在一些不足之处：实验所用体外静水

压装置尚不能完全模拟椎间盘的体内环境，后期还需行动物

体内实验进行佐证。总之，在该研究中收集了不同静水压下

HNPC 的形态改变，给出了不同静水压下 HNPC 活性的状态，

实验的新发现有助于充分了解 HNPC 的功能，为椎间盘形变

的生物力学开创新的研究思路和方法。
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