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丝素蛋白 / 纳米羟基磷灰石 / 淫羊藿苷可促进移植骨髓间充质干细胞
增殖分化为髓核样细胞

郭晓鹏，刘莹松，尚  晖

文题释义：

丝素蛋白纤维：是一种无生理活性的天然大分子，由18种氨基酸组成，结构稳定，力学性能优良，并且具有良好的生物相容性和可降解

性，适合作为纤维环支架，但是单纯的丝素蛋白材料不能完全满足椎间盘的全部要求，目前通常将其与其他材料复合使用。

淫羊藿苷：是黄酮类化合物，具有免疫调节、抗肿瘤、延缓衰老、影响心血管系统等生物活性，具有很高的保健作用和药用价值，近年来

对淫羊藿苷的研究得到广泛关注。研究发现，淫羊藿苷可作为一种良好的骨诱导活性因子有效促进骨髓间充质干细胞向软骨细胞定向分

化。

摘要

背景：近年来利用组织工程技术修复椎间盘退变成为脊柱外科领域的研究热点。

目的：对比丝素蛋白/纳米羟基磷灰石/淫羊藿苷与丝素蛋白/纳米羟基磷灰石复合材料在椎间盘退变修复中的效果。

方法：采用物理共混法与致孔剂制备丝素蛋白/纳米羟基磷灰石水凝胶，将水凝胶直接与淫羊藿苷物理混合制备含淫羊藿苷(10 mmol/L)的
水凝胶。采用髓核抽吸法建立新西兰大白兔椎间盘退变动物模型，将造模成功的36只兔随机分3组，每组12只：模型组采用微量注射器向

椎间盘内注射PBS，对照组注射丝素蛋白/羟基磷灰石水凝胶与骨髓间充质干细胞悬液，实验组注射丝素蛋白/羟基磷灰石水/淫羊藿苷凝胶

与骨髓间充质干细胞悬液。正常组(n=12)不建模也不进行任何处理。术后4，8，12周进行X射线片、MRI检查，术后12周进行组织学(苏木

精-伊红染色与甲苯胺蓝染色)、RT-PCR检测(Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9 mRNA的表达)与Western blotting检测(Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9蛋
白的表达)。
结果与结论：①X射线片显示，术后4，8，12周时，模型组椎间盘高度逐渐下降，对照组、实验组椎间盘高度逐渐增加，其中实验组兔椎

间盘高度的恢复好于对照组；②MRI检查显示，术后4，8，12周时，模型组兔椎间盘T2加权像信号值呈逐渐降低趋势，对照组与实验组

逐渐升高，其中以实验组升高更明显；③苏木精-伊红染色显示，模型组髓核组织破坏较明显，髓核细胞显著减少；对照组髓核组织欠完

整，中央髓核区可见少量髓核样细胞增生；实验组髓核组织较完整，中央髓核区可见大量髓核样细胞增生；④甲苯胺蓝染色显示，模型组

髓核无着色，对照组中度染色，实验组髓深染；⑤RT-PCR与Western blotting检测显示，模型组Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9的mRNA及蛋白

表达水平低于正常组(P < 0.05)，对照组与实验组的Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9的mRNA及蛋白表达水平高于模型组(P < 0.05)，实验组的Ⅱ

型胶原、蛋白聚糖、Sox9的mRNA及蛋白表达水平高于对照组(P < 0.05)；⑥结果表明，丝素蛋白/羟基磷灰石水凝胶联合淫羊藿苷可促进移

植骨髓间充质干细胞增殖并分化为髓核样细胞，增加细胞基质的合成，促进退变椎间盘的修复。
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文章快速阅读：

文章特点—

△对比丝素蛋白 / 纳米羟基磷灰石 / 淫羊藿苷

材料与丝素蛋白 / 纳米羟基磷灰石材料分别

复合骨髓间充质干细胞在椎间盘退变修复中

的效果差异。

实验动物：

新西兰大白兔

模型：

  采用髓核抽吸法建立

兔椎间盘退变动物模

型。

实验分组：

(1) 模型组采用微量注射器向椎间盘内注射 PBS；
(2) 对照组注射丝素蛋白 / 羟基磷灰石水凝胶与

骨髓间充质干细胞悬液；

(3) 实验组注射含淫羊藿苷的丝素蛋白 / 羟基磷

灰石水凝胶与骨髓间充质干细胞悬液；

(4) 正常组不建模也不进行任何处理。

观察指标：

(1)X 射线片、MRI 检查；

(2) 组织形态学观察；

(3) Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9 mRNA 表达；

(4) Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9 蛋白表达。
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0   引言   Introduction
椎间盘退变是临床下腰痛症状的主要原因之一，多种因

素在椎间盘退变的发生与发展中发挥着重要作用
[1-2]

。目前

大多数的研究认为椎间盘退变开始于髓核，髓核细胞坏死凋

亡后引发细胞外基质的合成与分泌减少，致使髓核微环境发

生变化，进一步减少髓核细胞数量，如此反复形成了恶性循

环
[3-6]

。目前主要采用椎间盘摘除术与椎间融合术治疗椎间

盘退变类疾病
[7-11]

，虽然这些方法在一定程度上可缓解临床

症状，但不能从根本上阻止椎间盘的退变。随着体外椎间盘

髓核和纤维环组织细胞培养技术的建立，特别是软骨组织工

程学研究的不断深入，使退行性变椎间盘的形态结构与生理

功能的再生修复成为了可能，有望为阻止或逆转椎间盘退行

性变、促进椎间盘组织再生提供一条新的有效方法。

近年来，利用组织工程技术修复椎间盘退变成为脊柱外

科领域的研究热点，组织工程技术主要涉及种子细胞、支架

材料与生物活性因子 3 个因素。其中间充质干细胞是具有自

我更新能力与多向分化潜能的原始细胞，是组织工程研究中

重要的种子细胞之一。支架材料在组织工程中起着中心作用，

不但为特定的细胞提供结构支撑，同时还具有模板引导作用，

引导组织再生与调控组织结构。丝素蛋白纤维是一种无生理

活性的天然大分子，由 18 种氨基酸组成，结构稳定，力学

性能优良，并且具有良好的生物相容性和可降解性
[12-14]

，适

合作为纤维环支架，但是单纯的丝素蛋白材料不能完全满足

椎间盘的全部要求，目前通常将其与其他材料复合使用。纳

米羟基磷灰石是脊椎动物骨骼与牙齿的主要无机成分，具有

优良的生物相容性与力学性能，被广泛用于骨科
[15-17]

、牙齿

填充剂
[18]
、修补剂与组织工程支架材料

[19-20]
。因此，实验将

丝素蛋白与纳米羟基磷灰石复合作为纤维环支架材料，以发

挥二者各自的优势。

生长因子是一种多肽类物质，通过细胞膜特殊的受体发

挥生理功能，可调节基质的产生与细胞的修复。许多生长因

子在椎间盘的生长发育与再生修复中发挥着重要作用，例如：

转化生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、骨形态发生蛋白

及表皮生长因子等。淫羊藿苷是黄酮类化合物，具有免疫调

节、抗肿瘤、延缓衰老、影响心血管系统等生物活性
[21-23]

，

具有很高的保健作用和药用价值，近年来对淫羊藿苷的研究

得到广泛关注。研究发现，淫羊藿苷可作为一种良好的骨诱

导活性因子有效促进骨髓间充质干细胞向软骨细胞的定向分

化
[24]
。实验主要对比丝素蛋白 / 纳米羟基磷灰石 / 淫羊藿苷

材料复合骨髓间充质干细胞与丝素蛋白 / 纳米羟基磷灰石材

料复合骨髓间充质干细胞在修复椎间盘退变修复中的效果。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   动物观察性实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 12 月至 2020 年 5 月在湖北

医药学院完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   3 周龄新西兰大白兔 4 只，体质量 0.45 kg，

雌雄不拘，用于分离培养骨髓间充质干细胞。3 月龄新西兰

大白兔，体质量 2.5-3.0 kg，雌雄不拘，用于退变椎间盘模

型的制备。实验动物均由湖北医药学院实验中心提供。实验

方案由湖北医药学院动物实验伦理委员会批准。

Abstract
BACKGROUND: In recent years, using tissue engineering technology to repair intervertebral disc degeneration has become a research hotspot in the field of 
spinal surgery.  
OBJECTIVE: To compare the effect of silk fibroin/nano hydroxyapatite composite material combined with icariin and silk fibroin/nano hydroxyapatite composite 
in the repair of intervertebral disc degeneration.
METHODS:  Silk fibroin/nano hydroxyapatite hydrogel was prepared by physical blending and porogen. The hydrogel was directly physically mixed with icariin 
to prepare a hydrogel containing icariin (10 mmol/L). Animal models of intervertebral disc degeneration in New Zealand white rabbits were established by 
nucleus pulposus aspiration method. Thirty-six rabbits were randomly divided into 3 groups, with 12 in each group. The model group was injected with PBS 
using microinjector into intervertebral disc. The control group was injected with silk fibroin/hydroxyapatite hydrogel and bone marrow mesenchymal stem cell 
suspension. The experimental group was injected with fibroin/hydroxyapatite hydrogel containing icariin and bone marrow mesenchymal stem cell suspension. 
The normal group (n=12) was not modeled and did not receive any treatment. X-ray and MRI examinations were performed 4, 8, and 12 weeks after surgery. 
Histology (hematoxylin-eosin staining and toluidine blue staining), RT-PCR detection (type II collagen, proteoglycan, Sox9 mRNA), and western blot assay (type II 
collagen, proteoglycan, Sox9 protein expression) were performed 12 weeks after surgery.  
RESULTS AND CONCLUSION: (1) X-ray films showed that the height of the intervertebral disc in the model group gradually decreased at 4, 8, and 12 weeks 
after the operation, while the height of the intervertebral disc in the control group and the experimental group increased gradually. Among them, the rabbit 
disc height in the experimental group recovered better than the control group. (2) MRI demonstrated that at 4, 8, and 12 weeks after surgery, the T2 weighted 
image signal value of the rabbit intervertebral disc in the model group gradually decreased, and gradually increased inthe control group and the experimental 
group, of which the experimental group increased more significantly. (3) Hematoxylin-eosin staining showed that the nucleus pulposus tissue of the model 
group was obviously damaged, and the number of nucleus pulposus cells was remarkably reduced; the control group was less complete with a small amount 
of nucleus pulposus-like cell proliferation in the central nucleus pulposus. In the experimental group, nucleus pulposus tissue was intact, and a large number of 
nucleus pulposus-like cell proliferation could be seen in the central nucleus pulposus. (4) Toluidine blue staining showed that the nucleus pulposus of the model 
group was not stained, moderately stained in the control group, and deeply stained in the experimental group. (5) RT-PCR and western blot assay showed that 
the expression levels of type II collagen, proteoglycan and Sox9 in the model group were lower than those in the normal group (P < 0.05). The expression levels 
of type II collagen, proteoglycan and Sox9 in the control and experimental groups were higher than those of the model group (P < 0.05). The expression levels 
of type II collagen, proteoglycan and Sox9 in the experimental group were higher than those in the control group (P < 0.05). (6) The results have shown that 
the silk fibroin/hydroxyapatite hydrogel combined with icariin can promote the proliferation and differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into 
nucleus pulposus like cells, increase the synthesis of cell matrix and promote the repair of degenerative intervertebral disc.
Key words: material; silk fibroin; nano-hydroxyapatite; hydrogel; intervertebral disc degeneration; icariin; experimental animal

How to cite this article: GUO XP, LIU YS, SHANG H. Silk fibroin/nano hydroxyapatite composite combined with icariin can promote the proliferation and 
differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into nucleus pulposus like cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2022;26(22):3528-3534. 
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1.3.2   主要试剂与仪器   蚕茧 ( 湖北医药学院提供 )；纳米羟

基磷灰石 ( 含量 99.9%，北京德科岛金科技有限公司 )；淫

羊藿苷 (CAS：489-32-7，成都德思特生物技术有限公司 )；

戊巴比妥钠 ( 上海信裕生物科技有限公司 )；DMEM/F12 培

养基 ( 江苏科晶生物科技有限公司 )；胎牛血清 ( 赛默飞世

尔科技有限公司 )；鼠抗兔Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9( 美

国 Abcam)；3.0 T 医用超导核磁共振仪 ( 荷兰飞利浦公司 )； 

RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit 试剂盒 ( 麦瑞康生物 )；成脂诱

导培养液、成软骨诱导培养液与成骨诱导培养液 ( 北京雅安

达生物技术有限公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   制备水凝胶   将蚕茧剪成碎片，进行脱胶处理。脱

胶后置于 30 ℃真空烘干箱中干燥 3 d，得到丝素蛋白；将

44.83 g 的 LiBr•H2O 溶于 45 mL 蒸馏水中，然后将 12 g 丝素

蛋白加入其中，55 ℃下使其溶解，搅拌均匀后冷却至室温；

将溶液进行过滤、透析，高速离心并过滤获得丝素蛋白再

生溶液 ( 浓度为 5.5%)，低温保存。将纳米羟基磷灰石浆料

与丝素蛋白再生溶液置于 250 mL 三口瓶中，二者的质量比

为 2 ∶ 1，随后加入过筛的颗粒大小 100 目的 NaCl 粉末，

加入 20 mL DMSO 于三口瓶中，利用恒温磁力搅拌器在 

95 ℃水浴中持续搅拌 3 h，将反应物倒在模板上，冷却后

盖好保护壳。将水凝胶置于 -20 ℃冰箱中保存。水凝胶注

射前 γ 射线辐照灭菌，随后直接与淫羊藿苷物理混合制备

丝素蛋白 / 羟基磷灰石 / 淫羊藿苷水凝胶，其中淫羊藿苷的

浓度为 1 mmol/L。
1.4.2   分离培养骨髓间充质干细胞

[25]   耳缘静脉注射 1.3% 戊

巴比妥钠 (30 mg/kg)3
周龄麻醉实验兔，无菌条件下以一侧髂

前上棘为穿刺点，使用含肝素钠的无菌注射器抽取大约 10 mL 

骨髓液，与 PBS 以体积比 1 ∶ 1 混合，随后缓慢加入含  

Percoll 分离液的离心管中，3 000 r/min 离心 30 min，可见管

内溶液分为 4 层，吸取第 2 层云雾状的单核细胞层，以 3 倍

体积的 PBS 悬浮细胞，1 000 r/min 离心 3 min，弃上清液，

重复 2 次。将离心后的细胞以含体积分数 10% 胎牛血清、1%

青 - 链霉素的 DMEM/F12 培养基重悬，接种于培养瓶内，置

于培养箱中培养。48 h 后首次换液，此后每 2 d 换液一次。

观察细胞生长至 85% 汇合时进行传代。选择第 3 代骨髓间充

质干细胞进行移植实验。

1.4.3   鉴定骨髓间充质干细胞   取骨髓间充质干细胞悬液 

100 µL，细胞浓度为 1×109 L-1
，分别加入流式检测管内，阴

性对照管中加入相应荧光标记的同型抗体小鼠 IgG1-PerCP、

小鼠 IgG1-APC、小鼠 IgG1-PE、小鼠 IgG1 K-PE；实验管内加

入荧光素标记的小鼠抗兔 CD29-FITC、CD90-FITC、CD45-FITC

抗体，各 20 µL，混匀后 4 ℃避光孵育 30 min，上机检测。

将骨髓间充质干细胞悬液接种于 6 孔板内，每孔 3×104
个细

胞，加入完全培养液培养 24 h，弃掉原来的培养液，分别更

换为成脂诱导培养液、成软骨诱导培养液与成骨诱导培养液，

诱导 21 d 后分别进行油红 O 染色、甲苯胺蓝染色与茜素红

染色。

1.4.4   制备椎间盘退变模型   3 月龄新西兰白兔术前 24 h 禁

食、禁饮。手术当天以 1.3% 戊巴比妥钠耳缘静脉注射，麻

醉生效后右侧卧位并固定兔四肢，在脊椎左侧髂嵴至肋弓下

脊柱区与左侧腹部常规备皮、消毒、铺巾，在左侧肋弓下缘

与左侧髂嵴之间作一连线，在左侧横突上方作一长约 10 cm

的切口，切开深筋膜后钝性分离胸腰筋膜与腹外斜肌，暴露

横突，沿横突腹内缘钝性分离至腰椎中心，依次显露 L3/4、

L4/5、L5/6 椎间盘；使用 18G 穿刺针沿平行于终板方向依次刺

破 L3/4、L4/5、L5/6 椎间盘，刺入深度约 5 mm 并抽吸 20 s，可

吸出呈胶冻样的髓核组织，髓核量约为 10 mg，随后逐层缝

合切口。术后连续 3 d 肌注青霉素预防感染。4 周后以病理

学检查验证造模成功。

1.4.5   实验分组及干预   造模 4 周后再次麻醉实验兔，按照

上述方法显露 L3/4、L4/5、L5/6 椎间盘，将造模成功的 36 只新

西兰大白兔随机分为 3 组，每组 12 只，模型组采用微量注

射器向椎间盘内注射 30 µL PBS；对照组注射 15 µL 的丝素蛋

白 / 羟基磷灰石水凝胶与 15 µL 的骨髓间充质干细胞悬液，

细胞浓度为 1×1010 L-1
；实验组注射 15 µL 的丝素蛋白 / 羟基

磷灰石 /淫羊藿苷水凝胶与 15 µL的骨髓间充质干细胞悬液，

细胞浓度为 1×1010 L-1
；正常组 (n=12) 不建模也不进行任何处

理。

1.4.6   影像学检查

X 射线片检查：治疗后 4，8，12 周时麻醉实验兔，进

行数字化 X 射线照相机拍摄，测量椎体高度与椎间盘高度，

计算椎间盘高度指数。

椎间盘高度指数 = 椎间盘高度 ÷( 椎间盘高度 + 上一椎

体高度 )

相对椎间盘高度指数 = 术后椎间盘高度指数 ÷ 造模前椎

间盘高度指数 ×100%

MRI 检查：治疗后 4，8，12 周，麻醉实验兔后进行腰

椎 MRI 检查，利用 Vue PACs 软件分析 T2 加权像信号值变化。

1.4.7   组织学观察   治疗后 12 周时空气栓塞法处死实验兔，

俯卧位下切开皮肤，分离椎体旁肌肉，显露 L3/4、L4/5、L5/6 椎

间盘，截取退变节段椎间盘，获取髓核组织，其中一部分置

于液氮中冷冻保存；另一部分置于体积分数 4% 甲醛溶液中

4 ℃固定 3 h，脱钙后水平位切开标本，石蜡包埋后切成厚约

5 µm 的切片，分别进行苏木精 -伊红染色与甲苯胺蓝染色。

1.4.8   Western blotting 检测   Western blotting 检测髓核组织

中Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9 蛋白的表达。将 100 mg 髓核

组织放入研磨皿中，加入液氮后研成粉末，加入 0.5 mL 组织

裂解液后持续研磨，按比例加入 0.2 mL 的蛋白酶抑制剂，匀

浆至组织充分裂解，将匀浆组织液 12 000×g 离心 3 min，取

上清，95 ℃煮沸 10 min 变性，-20 ℃保存。采用 BCA 法检

测蛋白浓度。取 20 μL 蛋白样品，加入 5 μL 的 6× 蛋白上样

缓冲液混匀，加热 5 min 后冷却；按预定的顺序上样，旁边

孔内加入 5 μL 蛋白 Marker；80 V 加压至 120 V 恒压电泳，
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将目的蛋白转移至 PVDF 膜上，脱脂牛奶封闭 1 h，加入稀

释的一抗 ( 鼠抗兔Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9，稀释度分别

为 1 ∶ 1 000、1 ∶ 10 000、1 ∶ 5 000)4 ℃孵育过夜；加入

二抗羊抗鼠 IgG( 稀释度分别为 1 ∶ 2 000) 室温孵育 1 h，以

GAPDH 为内参；ECL 显影、曝光。

1.4.9   RT-PCR 检测   采用 RT-PCR 法检测髓核组织中Ⅱ型胶原、

蛋白聚糖、Sox9 mRNA 的表达。将 100 mg 冷冻的髓核组织置

于液氮中研磨成粉末，制成匀浆液；加入氯仿后混匀，4 ℃ 

12 000×g 离心 10 min；按照 RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit 试

剂盒说明书操作提取总 RNA。取各组样品总 RNA 1 µL，利

用核酸蛋白分析仪检测总 RNA 浓度。PrimeScript®RT reagent 

Kit With gDNA Eraser 说明书操作进行反转录反应。将合成的

cDNA 进行 RT-PCR 反应，引物序列见表 1。

2.3   各组兔椎间盘 MRI 检查结果    治疗后 4，8，12 周时，

正常组椎间盘 T2 加权像信号无明显变化，模型组呈逐渐降

低趋势，对照组与实验组逐渐升高，其中以实验组升高更明

显，见图 3。
T2 加权像信号值统计学分析显示，模型组治疗后各时

间点的 T2 加权像信号值低于正常组 (P < 0.05)，对照组、

实验组治疗后各时间点的 T2 加权像信号值高于模型组 (P < 

0.05)，实验组治疗后各时间点的 T2 加权像信号值高于对照

组 (P < 0.05)，见表 2。
2.4   各组兔椎间盘组织学观察结果   正常组苏木精 - 伊红染

色显示髓核组织完整，髓核区可见大量髓核细胞，分布均匀；

甲苯胺蓝染色显示髓核组织深染。模型组苏木精 - 伊红染色

显示髓核组织破坏较明显，髓核细胞显著减少，可见纤维样

增生；甲苯胺蓝染色显示髓核无着色，局部淡染。对照组苏

木精 - 伊红染色显示髓核组织欠完整，中央髓核区可见少量

髓核样细胞增生，甲苯胺蓝染色显示髓核组织中度染色。实

验组苏木精 - 伊红染色显示髓核组织较完整，中央髓核区可

见大量髓核样细胞增生，甲苯胺蓝染色显示髓核组织深染。

各组髓核组织组织学分析结果见图 4。
2.5   各组兔髓核组织 Western blotting 检测结果   模型组的Ⅱ

型胶原、蛋白聚糖、Sox9蛋白表达水平低于正常组 (P  < 0.05)，

对照组与实验组的Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9 蛋白表达水平

高于模型组 (P  < 0.05)，实验组的Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9

蛋白表达水平高于对照组 (P  < 0.05)，见图 5。
2.6   各组兔髓核组织 RT-PCR 检测结果   模型组的Ⅱ型胶原、

蛋白聚糖、Sox9 mRNA 表达水平低于正常组 (P  < 0.05)，对

照组与实验组的Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9 mRNA 表达水平

高于模型组 (P  < 0.05)，实验组的Ⅱ型胶原、蛋白聚糖、Sox9 

mRNA 表达水平高于对照组 (P  < 0.05)，见图 6。

表 1 ｜ RT-PCR 反应引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences of RT-PCR

基因名称 上游引物 下游引物

Ⅱ型胶原 5'-GCA CCT TGG ACG CCA TGA AG-3' 5'--GCT GCT GCT TCT GGC TCT TG-3'
蛋白聚糖 5'-GCT ACG GAG ACA AGG ATG AGT TC-3' 5'-CGT AAA AGA CCT CAC CCT CCA T-3'
Sox9 5'-TGC AGA ATG CTT GCG CTC TC-3' 5'-GGC ACA CAC TGG CTG CTA AA-3'
GAPDH 5'-ATC CTG CAC CAC CAA CTG CT-3' 5'-ACG CCA CAG CTT CCC AGA G-3'

PCR 反应条件：95 ℃ 3 min； 95℃变性 30 s、60 ℃退

火 34 s、72 ℃延伸 60 s，共 40 个循环；95 ℃ 15 s、60 ℃ 

 1 min、95 ℃ 15 s。 

1.5   主要观察指标   4 组兔椎间盘的影像学、组织形态学、

RT-PCR 检测与 Western blotting 检测结果。

1.6   统计学分析   实验数据以 x-±s 形式表达，采用统计学软

件 SPSS 22.0 进行方差分析。

2   结果   Results 
2.1   骨髓间充质干细胞的分离培养和鉴定   倒置显微镜下可

见，骨髓间充质干细胞在接种 24 h 后开始贴壁生长，形态

呈多边形或是小梭形，状态良好；首次换液后，随着培养时

间的延长，细胞呈梭形；第 3 次换液后细胞之间相互融合，

呈旋涡状生长，见图 1A。成脂诱导 21 d 后，油红 O 染色可

见脂滴，见图 1B；成软骨诱导 21 d 后，甲苯胺蓝染色可见

蛋白聚糖基质的软骨组织，见图 1C；成骨诱导 21 d 后，茜

素红染色可见钙结节，见图 1D，该结果说明分离培养的细

胞可分化为脂肪细胞、软骨细胞与成骨细胞，具有多向分化 

潜能。

流式细胞术检测骨髓间充质干细胞表面抗原显示，细胞

低表达 CD45(0.76%)，高表达 CD29(92.21%)、CD90(90.16%)，

见图 2，表明为纯度较高的骨髓间充质干细胞。

2.2   各组兔椎间盘 X 射线片检查结果   治疗后 4，8，12 周时，

正常组兔椎间盘高度无明显变化，模型组逐渐下降，对照组、

实验组逐渐增加，其中实验组椎间盘高度恢复好于对照组，

见图 3。

统计分析结果显示，模型组术后各时间点的相对椎间盘

表 2 ｜治疗后各组兔相对椎间盘高度指数与 T2 加权像信号值比较 (x-±s)
Table 2 ｜ Comparison of relative intervertebral disc height index and T2 
weighted image signal value of each group after operation

组别 相对椎间盘高度指数 (%)

治疗后 4 周 治疗后 8 周 治疗后 12 周

正常组 100 100 100
模型组 61.37±5.21a 53.99±2.18a 48.35±1.19a

对照组 70.11±2.23b 76.32±2.03b 84.37±1.27b

实验组 83.15±1.78bc 89.37±2.34bc 93.06±1.19bc

组别 T2 加权像信号值

治疗后 4 周 治疗后 8 周 术后 12 周

正常组 1 098.36±12.09 1 103.08±9.36 1 079.34±16.21
模型组 382.61±16.23a 292.36±19.11a 112.08±14.66a

对照组 458.74±20.17b 579.17±15.33b 603.57±12.85b

实验组 537.88±19.58bc 679.76±21.22bc 789.39±32.77bc

表注：与正常组对比，
aP < 0.05；与模型组对比，

bP < 0.05；与对照组对比，
cP < 0.05

高度指数低于正常组 (P < 0.05)，对照组、实验组术后各时间

点的相对椎间盘高度指数低于模型组 (P < 0.05)，实验组治疗

后各时间点的相对椎间盘高度指数高于对照组 (P < 0.05)，见

表 2。
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图注：A为第 3代骨髓间充质干细胞；B为骨髓间充质干细胞的成脂诱导，

油红 O 染色呈阳性；C 为骨髓间充质干细胞的成软骨诱导，甲苯胺蓝染

色呈阳性；D 为骨髓间充质干细胞的成骨诱导，茜素红染色呈阳性

图 1 ｜骨髓间充质干细胞的形态与多向分化潜能 ( 标尺 =100 µm)
Figure 1 ｜ Morphology and multi-directional differentiation potential of 
bone marrow mesenchymal stem cells (scale bars=100 µm)

图注：A 为阴性对照；B 为骨髓间充质干细胞 CD45 表达 (0.76%)；C 为

骨髓间充质干细胞 CD29 表达 (92.21%)；D 为骨髓间充质干细胞 CD90 表

达 (90.16%)
图 2 ｜骨髓间充质干细胞表面抗原检测

Figure 2 ｜ Detection of surface antigen of bone marrow mesenchymal 
stem cells

图注：治疗后 12 周的 X 射线片显示，模型组兔椎间盘高度下降，对照

组、实验组增加，其中实验组椎间盘高度恢复好于对照组。治疗后 12
周 MRI 检查显示，模型组兔椎间盘 T2 加权像信号降低，对照组与实验

组升高，其中以实验组升高更明显

图 3 ｜治疗后 12 周各组兔椎间盘影像学检查结果

Figure 3 ｜ Imaging examination of intervertebral discs in each group 12 
weeks after operation

图注：模型组苏木精 - 伊红

染色显示髓核组织破坏较明

显，甲苯胺蓝染色显示髓核

无着色，局部淡染。对照组

苏木精 - 伊红染色显示髓核

组织欠完整，甲苯胺蓝染色

显示髓核组织中度染色。实

验组苏木精 - 伊红染色显示

髓核组织较完整，甲苯胺蓝

染色显示髓核组织深染

图注：与正常组对比，
aP < 0.05；与模型组对比，

bP < 0.05；与对照组对 

比，
cP < 0.05

图 5 ｜各组兔髓核组织Ⅱ型胶原、蛋白聚糖及 Sox9 的蛋白表达

Figure 5 ｜ Expression of collagen II type, proteoglycan and Sox9 protein in 
rabbit nucleus pulposus of each group

图注：与正常组对比，
aP < 0.05；与模型组对比，

bP < 0.05；与对照组对

比，
cP < 0.05

图 6 ｜各组兔髓核组织Ⅱ型胶原、蛋白聚糖及 Sox9 的 mRNA 表达

Figure 6 ｜ Expression of collagen II type, proteoglycan and Sox9 mRNA in 
rabbit nucleus pulposus of each group
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图 4 ｜治疗后 12 周各组兔髓核组织学观察结果 ( 标尺 =50 µm)
Figure 4 ｜ Histological observation of rabbit nucleus pulposus in each 
group 12 weeks after operation (scale bars=50 μm)
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3   讨论   Discussion
水凝胶作为一种生物材料，其固有的亲水性使其具有

吸水膨胀及水化的特点，易于修饰，可体现出与不同生物

组织相类似的机械和润滑性质，可注射及可交联的性质使

其易于设计和操作，可具有微创修复软骨损伤的能力；此外

还可均匀包裹细胞、传递生物分子及药物等优点，因此被广

泛应用于椎间盘髓核组织的再生修复
[26-27]

。注射水凝胶制剂

被认为是治疗退行性椎间盘退变疾病的一种非常有前途的策 

略
[28-29]

，其不但可恢复椎生物力学，还可以减轻腰痛。用于

椎间盘髓核再生及修复的水凝胶可分为天然、合成及复合水

凝胶三大类，天然材料具有良好的生物相容性及较低的细胞

毒性，但力学性能较差；合成材料具有较好的可控性与良好

的力学性能，但是生物相容性较差，因此复合水凝胶是研究

椎间盘再生修复与置换的重要方向。目前用于椎间盘的支架

材料选择较多，包括丝素蛋白
[30-31]

、脱细胞基质等天然材料

与聚己内酯、聚氨酯、聚乳酸等人工合成高分子材料。其中

丝素蛋白具有良好的生物相容性、可降解性与力学性能，目

前已被应用于组织工程椎间盘，但其单独应用仍有不足，柔

韧性较差、易脆，需对其进行化学修饰以进一步增强其力学

性能。羟基磷灰石作为人体骨骼与牙齿的主要无机成分内部

有相互连通的孔隙结构，对细胞的压迫小，在体液中性质稳

定，并且与丝素蛋白具有较强的亲和力，能附着在丝素蛋白

上
[32]
，因此实验将二者复合作为纤维环支架材料。预实验中

显示该复合材料呈束状纳米纤维，具有良好的生物相容性与

力学性能。

骨髓间充质干细胞具有多项分化潜能，体外实验证明其

在适当的刺激条件下可分化为髓核样细胞，可作为退变椎间

盘移植的种子细胞。蓝蔚仁等
[33]

发现，大鼠髓核细胞外泌

体可在体外诱导骨髓间充质干细胞向髓核样细胞分化。张宁

峰等
[34]

采用骨髓间充质干细胞条件培养基培养髓核细胞，

发现骨髓间充质干细胞条件培养可促进髓核细胞的增殖，并

促进细胞外基质蛋白的表达。白亦光等
[35]

分别将髓核细胞

与骨髓间充质干细胞移植入兔退变椎间盘内，通过 MRI 检查、

病理、免疫组化等对比修复效果，发现骨髓间充质干细胞与

髓核细胞一样可有效抑制椎间盘髓核组织的退变，有望成为

髓核细胞的良好替代。

淫羊藿苷促进与骨组织相关细胞的增殖，包括成骨细胞、

软骨细胞、骨膜细胞、间充质细胞等，表明淫羊藿苷在骨组

织修复与重建中发挥着积极作用，具有潜在的临床应用价值。

肖军等
[24]

采用 0.01，0.1，1，10 µmol/L 的淫羊藿苷体外诱

导骨髓间充质干细胞分化为软骨细胞，发现淫羊藿苷呈浓度

依赖性诱导骨髓间充质干细胞的成软骨分化，其中 10 µmol/L 

浓度下的软骨分化更明显，Ⅱ型胶原和蛋白多糖表达更强烈。

 此次实验 MRI、苏木精 - 伊红染色与甲苯胺蓝染色病

理切片、RT-PCR 与 Western blotting 检测均显示，丝素蛋白 /

羟基磷灰石水凝胶联合淫羊藿苷与骨髓间充质干细胞移植治

疗兔退变的椎间盘具有明显的效果，分析可能的原因为：①

在淫羊藿苷和髓核微环境的作用下骨髓间充质干细胞分化为

髓核样细胞，使椎间盘中央髓核细胞数量明显增加；②移植

的骨髓间充质干细胞通过分泌胰岛素样生长因子、血小板衍

生生长因子等多种细胞因子促进退变髓核细胞的生长，增加

髓核细胞数量，增加细胞外基质的合成，改善退变髓核细胞

的功能；③随着髓核细胞数量的增加以及细胞外基质的增加，

可部分分担椎体压力负荷，增加椎间隙高度，降低外轴纤维

环与上下软骨板的退变程度。

当然，丝素蛋白 / 羟基磷灰石水凝胶与骨髓间充质干细

胞移植治疗兔退变的椎间盘也具有一定的效果，但是弱于丝

素蛋白 / 羟基磷灰石水凝胶联合淫羊藿苷与骨髓间充质干细

胞移植的效果，推测淫羊藿苷促进移植骨髓间充质干细胞的

增殖并分化为髓核样细胞，增加细胞外基质的合成，进一步

逆转退变髓核细胞的功能。

综上所述，实验结果表明，骨髓间充质干细胞移植可增

加中央髓核细胞数量，同时分泌更多的细胞外基质逆转残存

的髓核细胞，并与髓核细胞一起分泌多种细胞外基质，改善

退变的椎间盘；而加入淫羊藿苷可促进移植骨髓间充质干细

胞的移植并定向分化为髓核样细胞，进一步增加中央髓核细

胞数量及分泌更多的细胞外基质，进一步改善退变的椎间盘，

结果有待进一步的验证。但是关于淫羊藿苷的最佳作用浓度

还有进一步的实验探究。
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