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椎间盘退行性变的生物学治疗进展#

韩小伟H综述!冯
!

刚D

%审校

"

H0

川北医学院组织工程与干细胞研究所!四川南充
BOLKKK

$

D0

四川省南充市中心

医院#川北医学院第二临床医学院
!

BOLKKK

%

!!

关键词"椎间盘退行性变$基因治疗$组织工程$生物学治疗

(")

"

HK0OIBI

%

T

0)%%'0HBLHAPOCP0DKHD0DH0KOP

文献标识码"

S

文章编号"

HBLHAPOCP

"

DKHD

%

DHADDKCAKO

!!

椎间盘退行性变可诱发脊柱退行性改变+椎间盘髓核突

出+椎管狭窄等疾病#是引起下腰痛的主要原因#因其具有高发

病率和高致残率的特点#给社会和家庭带来了沉重的负担&目

前的治疗措施主要包括髓核摘除+椎管减压及退变脊柱节段融

合等#但只能在短期内缓解临床症状#其远期疗效并不显著#且

存在并发症多的缺点,

H
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&近年来#随着分子生物学+细胞生物

学的深入研究#发现椎间盘细胞数量减少+压力损伤终板的微

骨折+细胞外基质降解增加+炎症因子的异常表达等均可导致

椎间盘的主要成分代谢失衡#从而引发椎间盘退行性变的发

生+发展&研究人员以此为基础#针对退行性变的不同阶段#利

用基因工程+细胞工程+组织工程手段来恢复退行性变椎间盘

细胞数量或重建椎间盘解剖结构和生理功能#从根本上为治疗

椎间盘退行性变提供了有效策略&
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椎间盘的结构功能及退变特点

椎间盘属于免疫豁免+完全封闭+无血管的组织结构#由中

央的髓核'
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(+外周的纤维环'

SR

(及上下软骨终板'

!E4

(

O

部分构成&纤维环呈同心环状排列#分外层的成纤维细胞层和

内层的类软骨细胞层$髓核细胞生长在髓核凝胶状基质中#主

要含脊索细胞和类软骨样细胞#细胞含量较少#但相互之间联

系紧密&髓核细胞分泌的
"

型胶原和蛋白聚糖为细胞外基质

的主要成分#其主要作用是保持正常椎间盘的含水量#保证细

胞正常代谢及均匀分布椎间盘应力#从而维持椎间盘一定的形

态和静水压#有效对抗自身体质量和肌肉运动产生的应力#因

此髓核是行使椎间盘功能的关键部位&

椎间盘由于完全封闭#其营养代谢途径主要通过以软骨终

板通路的渗透作用出入椎间盘#此过程受到血管因素+软骨终

板+基质内转运+细胞因素和机械因素等影响,
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&一旦渗透功

能降低#其营养物和代谢物的转运将受阻#加之局部炎症因子

以及特定基因表达异常等#促使椎间盘细胞生物活性降低#细

胞外基质'蛋白聚糖+胶原蛋白等(降解增加#从而引起基质代

谢失衡#细胞凋亡加快+间盘水分减少+高度降低#最终导致椎

间盘生物力学发生改变&
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基因工程干预早期椎间盘退行性变

基因治疗是通过把一段特定的核酸序列'目的基因(以一

定技术或载体转入靶细胞#以改变细胞核酸成分使其表达特定

的细胞因子#从而达到治疗或者预防疾病的目的&通过改变细

胞遗传学性状#使其持续稳定表达基质主要成分#不仅影响靶

细胞自身的代谢#还影响周围细胞的代谢&

椎间盘退行性变的早期#细胞轻度受损#基质分泌能力有

所下降&因此早期调控特定细胞因子和抑制炎症因子的表达#

可增加蛋白聚糖和胶原蛋白的合成#维持椎间盘的正常形态及

功能或减缓椎间盘退&然而直接将细胞因子和炎症因子拮抗

剂注入椎间盘#往往作用短暂而且价格昂贵#转基因技术的发

展为解决细胞因子和炎症因子拮抗剂持续作用于椎间盘带来

了便捷之道&
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目的基因的选择
!

能够促使靶细胞稳定表达所需细胞因

子的目的基因主要分以下两类#一类为促进细胞合成代谢途径

的转化生长因子
A

(
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W1RA

(

(+胰岛素样生长因子'

Q1RAH

(+骨形

态生成蛋白'

[24%

(+骨矿化蛋白
H

'

/24AH

(+
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基因等$另

一类为阻断细胞外基质降解途径的金属蛋白酶组织抑制剂

'

WQ24AH

(+白细胞介素
H

受体抗体'

Q/AHU+

(基因等&

/$2+)-#$

等,

O

-将
Q/AH

与
Q/AHU+

加入到体外培养的人髓

核细胞中#证实
Q/AHU+

能抑制细胞外基质的降解#增加蛋白聚

糖的合成&而
Q/AH

则增加基质蛋白酶
O

与
HO

的水平#促进蛋

白多糖的分解&在研究单个目的基因的作用水平同时#也有研

究人员通过进行多基因联合转导#来观察细胞外基质的分泌情

况&

?)=

和
E;;=+'

,

C

-用
[24AL

和
Q1RAH

共同作用于牛髓核细

胞#发现对照
[24AL

或者
Q1RAH

的单一转染#联合转染的蛋白

表达量增加更为明显&但是多种基因的联合转导是否真正有

效#研究人员之间也存在不同的观点#作者认为这可能与目的

基因选择和转入后基因之间的相互作用有一定关系&

+0+
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基因治疗的载体
!

应用基因疗法来治疗椎间盘退行性变

必须要有一个基因传递载体#能在体内或体外把目的基因导入

靶细胞&现有的载体主要分为病毒载体和非病毒载体&非病

毒载体能避免转染载体的播散和降低宿主对载体的免疫反应#

但是它仍受到转染率不高+基因表达时间短的困扰&而病毒由

于能够侵入细胞并影响转录和翻译#因此最常被用来做为基因

传递载体&

病毒载体可以分为两类#一类是可以把基因整合到宿主染

色体内而增加其表达时间的载体#如逆转录病毒'

Ù

#包括慢

病毒载体($另一类则不把基因整合入宿主细胞的染色体#如腺

病毒'

S̀

(+腺相关病毒'

SS̀

(&

以人类免疫缺陷
#

型病毒'

:Q̀AH

(为基础发展起来的慢

病毒载体#具有能感染各时相的细胞#并可携带较大的基因片
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段+延长目的基因表达时间等优势#是近年来基因工程运用较

多的病毒载体&

2)

9

+V+G)

等,

J

-把
[24AD

基因整合到慢病毒#

然后转导进兔骨髓间充质干细胞#结果细胞贴附生长的胶原三

维支架逐渐消失#注入部位的相邻横突间彼此形成骨连接&

腺相关病毒属微小病毒科家族成员#其复制依赖于其他辅

助病毒#如
S̀

+痘苗病毒等&通过对
S̀

和
SS̀

这两种载体

对椎间盘基因治疗的安全性作了对比研究#结果发现#腺病毒

转染组大多出现了明显的临床+组织学及病理学改变#而腺相

关病毒组则未出现明显的不良反应,

B

-

&

:

!

细胞移植治疗中期椎间盘退行性变

椎间盘退行性变中期#细胞进一步受损#基质分泌能力严

重下降#基质的降解加快#但病变仍只限制于髓核组织中&此

阶段单纯基因治疗并不能有效地干预退变的进展#相比之下细

胞移植则不仅能补充椎间盘细胞数量#而且还可以联合基因工

程以提高细胞分泌活性#增加细胞外基质含量&因此#细胞移

植是延缓中期椎间盘退变的理想方法&现有的诱导培养体系

为研究者提供了较多类型移植所需的种子细胞#但细胞来源+

分化表型+增殖能力+科学伦理等因素又极大地限制了研究者

的选择&
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自体或异体椎间盘细胞移植
!

椎间盘细胞包括脊索细

胞+纤维环细胞+髓核细胞&脊索细胞可以促进髓核细胞增殖

分化#对维持髓核内细胞数量及细胞外基质含量起重要作用$

正常髓核细胞能合成蛋白聚糖和
"

型胶原#是构建椎间盘组织

工程的理想的种子细胞&

>"=,#+

等,

L

-将兔同种异体的完整

髓核和髓核细胞移入吸出髓核导致的椎间盘退行性变模型中#

HB

周后进行组织学观察和免疫组化检测#结果显示#移植完整

髓核的椎间盘退行性变最轻#移植髓核细胞的椎间盘次之#未

治疗的椎间盘退变最严重#每组通过
!3C

和
!3J

抗体检查
W

和
[

淋巴细胞反应均未发现免疫排斥反应&针对体外培养髓

核细胞增殖能力较低且易发生退变#

/F+%.)'+

等,

P

-成功建立

出人髓核细胞系'

:>4<̀

(#并将其植入退变椎间盘#免疫组化

分析和形态学观察发现移植组椎间盘髓核与纤维环结构完整#

蛋白聚糖和
"

型胶原表达明显增高&

:0+

!

间充质干细胞'

=$%$'6.

9
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主要来

源于骨髓+脂肪+脐带#属于成体干细胞的分支#现有的研究表

明
2<!%

在椎间盘基质微环境+生物活性物质或椎间盘细胞等

共培养条件下均具有向髓核细胞分化的潜能&

f+'

*

等,

I

-将

2<!%

植入鼠椎间盘退变模型#证实
2<!%

可以向髓核细胞分

化#诱导脊索细胞数量增加#提高蛋白聚糖基因的表达和细胞

外基质在髓核部位的聚积&

1+$-+')

等,

HK

-将人脂肪干细胞和

髓核细胞在体外藻酸盐三维培养基中共培养用透射电镜观察

细胞形态学#免疫荧光法测细胞外基质$结果显示#脂肪干细胞

表达出髓核细胞样生物活性#产生大量的蛋白聚糖和
"

型胶

原#从而能在体外构建出髓核组织&

:0:

!

诱导多潜能性干细胞'

)'(,6$(

&

;,#)

&
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)4<!%

在形态学+分子学以及分化潜能等方面与胚胎干

细胞极为相似#弥补了胚胎干细胞伦理学争论和异体排异反应

的缺陷#以及解决了间充质干细胞增殖和分化能力有限的难

题&因其具有胚胎干细胞样特性#而倍受人们关注#已有学者

成功地将
)4<!%

诱导成神经细胞和心肌细胞#并具有相应功能

特性和表达特异性标记,
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有研究认为软骨细胞是细胞移植的治疗椎间盘退变的最

佳种子细胞&

?,.

等,

HO

-体外培养软骨细胞+纤维环细胞+骨髓

基质细胞#用重组人骨形态发生蛋白
AD

'

#.[24AD

(添加前后做

比较#结果证实软骨细胞生成的蛋白聚糖量最多&然而软骨细

胞含量稀少#且增殖能力有限#限制了其在研究中的运用&

E
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组织工程重建椎间盘

椎间盘退行性变后期#盘内细胞含量极少#分泌功能丧失#

组织形态结构也发生改变#纤维环破裂+髓核突出#压迫脊髓+

神经根等组织导致各种严重的临床症状&在此阶段#基因工程

和细胞工程手段均难以恢复椎间盘结构及其生理功能#因此运

用组织工程技术重建出具有仿生学性能的椎间盘是我们治疗

退变后期的关键突破口&

目前#组织工程椎间盘的研究主要集中在种子细胞+支架

材料+生物活性因子
O

个方面&除上文提及的种子细胞外#常

用的组织工程支架材料可分为天然生物材料+人工合成材料以

及复合材料&天然生物材料包括胶原+藻酸盐+糖胺多糖'
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+壳聚糖凝胶,

HJ

-等$人工合成材料

主要有多聚左旋乳酸'

4";

9

A/A;+6-)6+6)(

#

4//S

(

,

HB

-

+聚羟基乙

酸'

&

";

9*

;

9

6";)6+6)(

#

41S

(+聚已酸内酯三元醇等$复合材料则

是由两种或两种以上的不同材料优化组合而成#是椎间盘组织

工程的重点研究方向&

E0!
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髓核组织工程支架材料研究
!

去端肽胶原为胶原上抗原

决定簇去掉后的一种变性胶原#经处理后免疫排斥性进一步得

到了降低了#且在
Ci

&

HKi

时呈半液态#在
OLi

时呈固态#

可以按需要塑形&

:+;;"#+'

等,

HL

-将牛尾骨椎间盘髓核细胞接

种在去端肽
"

型胶原支架上培养#结果表明该支架能促进细胞

生长并稳定的维持细胞表型&

2+,-.

等,

HP

-将纤维蛋白水凝胶

与聚氨酯复合以改善支架力学性能和降解速率#提高细胞粘附

性能$他们将髓核细胞接种于纤维蛋白凝胶
A

聚氨酯支架进行

体外复合培养#结果发现#髓核细胞的粘附+增殖能力+表型特

性得到维持$生化分析进一步表明细胞
3>S

含量增加#胶原+

1S1%

等细胞外基质合成增多&

E0+

!

纤维环组织工程支架材料研究
!

<.+"

等,

HI

-将犬纤维环

细胞接种于藻酸盐复合支架#扫描电镜显示纤维环细胞生长增

殖情况良好+细胞外基质丰富$同时复合支架能缓慢降解#降解

产物无细胞毒性&

N+'

等,

DK

-构建的苹果酸%聚酯聚合物
4X2

支架#具有更好的机械强度和伸缩性#种植在上面的大鼠纤维环

细胞生长良好#同时有
"

型胶原等细胞外基质产生$此外#该研究

组成员还成功构建出一种双相三维弹性支架材料#内相支架由

同心状的聚己酸内酯苹果酸三醇构成#其外相支架由环状脱钙

骨基质明胶'

[21

(构成#分别模拟内外层纤维环#物理测试结果

显示其拉伸应力接近动物椎间盘纤维环的生理水平,

DH

-

&

E0:

!

软骨终板组织工程支架材料研究
!

软骨终板是供应椎间

盘营养的平台#其发生硬化+钙化及增厚往往是诱发椎间盘退

变的始动因素#然而软骨终板是一薄层软骨#构建其完整的支

架材料难度很大&

:+=);-"'

等,

DD

-在多孔聚磷酸钙'

!44

(表面

种植软骨终板细胞#培养至
P

周#通过组织学+形态学+力学性

能等分析#证实在
!44

表面形成了软骨终板样组织&

N+'

*

和

!+=

&

@$;;

,

DO

-以聚乙烯醇冷凝胶'

4̀ SA!

(模拟天然椎间盘软组

织结构#结果发现
4̀ SA!

具有良好的生物力学特性和生物相

容性#为构建软骨终板提供了有效的材料选择&
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问题与展望

虽然应用生物学手段治疗椎间盘退变的研究结果令人兴

JKDD

重庆医学
DKHD

年
L

月第
CH

卷第
DH

期



奋#但是要最终从实验向临床治疗过渡还需解决诸多问题&

'

H

(目的基因的导入效率低下#通常需要转染回输多次才能成

功#既损伤了靶细胞的增殖活性又增加了多基因转导的检测难

度&'

D

(病毒载体插入或整合到染色体的位置是随机的#大剂

量病毒载体导致的免疫反应以及靶细胞恶性转化的潜在危险

难以排除&'

O

(现有椎间盘退变的模型大多是通过人为因素制

造#和椎间盘本身的退变机制存在一定差异&'

C

(如果不能解

决椎间盘的营养供应#即使前期的工作获得成功也是没有任何

意义的&'

J

(在体外培养出的种子细胞团#最终需要植入体内

才能完成它的功能#而目前的研究多在于体外培养和动物实

验#虽然能够表现出一定的生物修复可能性#但植入人体内是

否有效发挥作用是一个难以预测的问题&'

B

(植入的载体支架

其仿生学性能未曾有理想的突破#有待进一步解决&'

L

(在椎

间盘退变的病理分级#及其各分级干预的方式#尚无统一标准&

未来研究将会集中在深入了解椎间盘退变的生物学机制+

种子细胞的诱导培育+仿生支架的构建及其多个工程手段联合

干预等方面&相信随着科研工作者的不懈努力#上述问题将会

逐一解决#并最终应用于临床&
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