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·基础研究·

肿瘤坏死因子-α 对人髓核间充质干细胞衰老的影响△

伍耀宏，莫平凡*

（南昌大学附属赣州医院脊柱外科，江西赣州 341000）

摘要：［目的］探索肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor -α, TNF-α）对人髓核间充质干细胞的衰老的影响。［方法］分离

培养第三代正常人髓核间充质干细胞（human nucleus pulposus mesenchymal stem cells, HNPMSCs），分为空白对照组和 TNF-α
组，分别加入无血清培养基与 TNF-α 浓度为 100 ng/ml 的无血清培养基干预 48 h。镜下观察细胞形态，并用细胞衰老 β 半乳糖

苷酶试剂盒染色，对细胞衰老情况进行观察；CCK-8 检测第 1、3、5、7、9、11、13、15 d 后的细胞增殖活性；Western Blot
检测衰老相关蛋白 P53、P16 表达情况。［结果］镜下观察及 β 半乳糖苷酶染色均可见 TNF-α 组细胞呈衰老状态。CCK-8 检

测，随时间推移两组细胞 CCK-8 检测光密度（optimal density, OD）值均显著增加（P<0.05）。相应时间点两组间比较，第 1~7
d，两组间的人 NPMSCs 增殖活性 OD 值的差异无统计学意义（P>0.05）；而第 9~15 d，TNF-α 组的人 NPMSCs 的 OD 值均显著

低于空白对照组（P<0.05）。Western Blot 检测显示 TNF-α 组衰老相关蛋白 P53、P16 的表达显著高于空白对照组（P<0.05）。

［结论］TNF-α 能够抑制人 NPMSCs 的生物学活性，加速细胞衰老。
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Effects of TNF-α on the senescence of human nucleus pulposus mesenchymal stem cells // WU Yao-hong, MO Ping-fan. Gan⁃

zhou Hospital, Nanchang University, Ganzhou 341000, China
Abstract: [Objective] To explore the effect of TNF-α on the senescence of human nucleus pulposus mesenchymal stem cells. [Meth⁃

od] The normal human nucleus pulposus mesenchymal stem cells (hNPMSCs) were isolated from human undegenerated lumbar disc and
cultured to the third generation, and then divided into the normal blank control group and TNF-α group, which were treated with serum-
free medium, and serum-free medium contenting TNF-α of 100 ng/ml for another 48 h respectively. The cell morphology was observed un⁃
der the microscope and then stained by senescence β-galactosidase kit. CCK-8 assay was used to assess the cell viability at 1, 3, 5, 7, 9,
11, 13, and 15 days after treatment, while western blot assay was performed to detect the expression of aging-related protein p53 and p16.
[Result] The microscopic observation and β-galactosidase staining showed that the hNPMSCs treated with TNF-α were considerably more
senescent than those in the blank control group. As results of CCK-8 assay, the optical density (OD) presenting cell proliferation viability
ramped up significantly in both groups over time (P<0.05) . Although there were not statistically significant differences between the two
groups from 1 day to 7 days (P>0.05) , the TNF-α group had significantly lower OD than the control group from 9 days to 15 days (P<0.05) .
Regarding to western blot detection, the TNF-α group presented significantly higher expression of aging-related proteins p53 and p16 than
the control group (P<0.05) . [Conclusion] In this study, the TNF-α does inhibit cell proliferation of hNPMSCs, whereas accelerate senes⁃
cence of the cells.
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颈肩腰腿痛主要是因为椎间盘退变突出压迫神经

所致［1，2］，对椎间盘退变的具体机制现尚未阐明。而

目前针对其的治疗手段有限，为了从根本上治疗椎间

盘退变疾病，对椎间盘退变机制的研究已成为当今的

热点［3］。大量研究表明机体组织的生长及修复与组织

或器官来源的成体干细胞有着紧密的联系，如皮肤组

织的再生修复与皮肤来源的干细胞，血液组织再生与

血液来源干细胞，肝组织损伤后的再生与修复与肝组

织来源的干细胞［4］。近期，同样有研究认为人髓核间

充质干细胞 （human nucleus pulposus mesenchymal
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stem cells, HNPMSCs） 是维持椎间盘内稳态的关键因

素，并在椎间盘的变性和修复中起重要作用［5， 6］，

NPMSCs 衰老可能是加速椎间盘退变的重要环节［7］。

炎性微环境在椎间盘退变中起着至关重要的作用，同

时也是引起病理学衰老的重要因素。TNF-α 作为重

要的炎症因子，与椎间盘退变进程密切相关［8］。目前

研究证明，低浓度 TNF-α 能够促进大鼠 NPMSCs 的

迁移、增殖等生物学功能 ［9］。但对于 TNF-α 对

HNPMSCs 的衰老影响尚未见报道。本研究旨在探讨

TNF-α 对 HNPMSCs 衰老的生物学影响，进而了解椎

间盘退变疾病的机制，为今后针对其治疗的手段提供

理论基础。

1 材料与方法

1.1 髓核组织来源

获取因手术摘除的未退变髓核组织，主要来源于

脊柱创伤、畸形患者。实验所取标本均获得患者及家

属同意，签署知情同意书，并获得南昌大学附属赣州

医院伦理委员会批准。

1.2 髓核间充质干细胞分离培养

手术中获取髓核组织，洗涤、剪碎后置于 0.1%
Ⅱ型胶原酶 37℃摇床中消化 4 h，终止消化，1 200 r/
min×6 min 离心。将细胞重悬后接种在培养瓶中，在

37℃恒温细胞培养箱中培养，常规方法进行传代培养

获取 P1 代细胞，将 P1 代人 NPMSCs 以 10 个/ml 密
度接种至培养皿，2~3 d 换液 1 次，待细胞集落形成

且融合至 80%左右，培养获取干细胞集落，继续传

代至 P3 代。

1.3 体外干预

使用 10％FBS （fetal bovine serum） 的完全培养

基培养细胞至 P3 代后，去除原完全培养基，使用

PBS 缓冲液冲洗培养瓶 2~3 次。将细胞分为空白对照

组和 TNF-α 组，分别加入无血清培养基与含 TNF-α
浓度为 100 ng/ml 的无血清培养基，培育 48 h，进行

后续实验。

1.4 检测指标与方法

1.4.1 β 半乳糖苷酶染色

六孔板中培养 P3 代细胞，观察细胞形态。吸出

培养液，PBS 洗涤 3 min，再予以 β 半乳糖苷酶染色

固定液室温固定 15 min，吸出固定液，PBS 洗涤 3
次，每次 3 min，去除 PBS 后加入染色工作液 1 ml，
37℃孵育过夜，保鲜膜封住孔板。显微镜下观察细胞

染色情况，并计算每个视野内染色阳性细胞数量，阳

性率=（视野中阳性细胞数量/视野中总细胞数量） ×
100%。

1.4.2 CCK-8 检测

取 P3 代人 NPMSCs，分别按 2×103个种于 96 孔

板孔中，每 2 d 换液 1 次。分别检测第 1、3、5、7、
9、11、13、15 d 的细胞活性。加入 10 μl CCK-8 溶

液，培养箱中孵育 4 h，在酶标仪中检测在 450 nm 处

每孔的光吸收值（optical density, OD），每个时间点

各组 5 个孔，重复 3 次。

1.4.3 Western blot 检测

获取 48 h 干预后 NPMSCs，检测 P53、P16 衰老

相关蛋白表达水平。按照说明书提取总蛋白，检测蛋

白浓度，利用 SDS-PAGE 将等量总蛋白电泳分离，

转移至 PVDF 膜。脱脂奶粉封闭后，加入上述途径各

关键蛋白的一抗，4℃过夜。TBST 缓冲液漂洗，加入

辣根过氧化物酶标记的二抗。室温反应 2 h，TBST 洗

膜 3 次。显色后在凝胶成像系统中进行曝光，显影定

影观察结果。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 20.0 统计软件对数据进行统计分析，

计量数据以 x̄ ±s表示，资料呈正态分布时，两组间比

较采用独立样本 t检验，组内时间点比较采用单因素

方差分析；资料呈非正态分布时，采用秩和检验。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 细胞形态及 β-半乳糖苷酶染色

镜下观察人 NPMSCs 的形态见图 1，空白对照组

细胞呈长梭形，折光性良好，细胞饱满、立体感强，

镜下体积大（图 1a）；TNF-α 组细胞细长，折光性

差，细胞干瘪，无立体感，镜下体积小，提示细胞活

性降低（图 1b）。
β-半乳糖苷酶染色见图 2，空白对照组 β-半乳

糖苷酶染色呈现淡蓝色的阳性衰老细胞较少，细胞多

呈半透明状（图 2a）。相比之下，TNF-α 组中因 β-
半乳糖苷酶染色呈现淡蓝色的阳性衰老细胞占比显著

增加，且着色加深（图 2b）。两组阳性细胞比率比较

直方图见图 2c，TNF-α 组平均阳性率为 （77.10±
10.51）％ ， 空 白 对 照 组 平 均 阳 性 率 （27.99 ±
6.08）％，两组差异有统计学意义（P<0.05），表明

经 TNF-α 刺激后，HNPMSCs 的衰老程度增加，停止

分裂。
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图 2 β 半乳糖苷酶染色 2a: 空白对照组，呈现淡蓝色的阳性衰老细胞较少 2b: TNF-α 组，淡蓝色的阳性衰老细胞占比明

显增加 2c: 两组阳性衰老细胞比率的比较直方图，空白对照组显著低于 TNF-α 组

2a 2b

2.2 细胞增殖能力

CCK-8 法对人 NPMSCs 的增殖情况检测结果见

表 1。随时间推移，两组细胞 CCK-8 检测 OD 值均

极显著增加（P<0.001）。相应时间点两组间比较，第

1~7 d，TNF-α 组与空白对照组的人 NPMSCs 增殖活

性 OD 值差异无统计学意义 （P>0.05）；在第 7~9 d
开始，TNF-α 组的人 NPMSCs 的增殖 OD 值开始显

著低于空白对照组（P<0.01），且从第 9 d 起两组间

细胞增殖活性 OD 值的差距逐渐增加。第 9~15 d，
TNF-α 组的人 NPMSCs 增殖活性 OD 值均极显著低

于空白对照组（P<0.001）。
2.3 Western blot 检测衰老相关蛋白水平

Western Blot 检测 HNPMSCs 中衰老相关蛋白

P53、P16 表达结果见图 3。计算 TNF-α 组与空白对

照组中各条带对应的灰度值，将 TNF-α 组中 P53 与

P16 的灰度值除以空白对照组中 P53 与 P16 的灰度

值，得到 TNF-α 组中 P53 与 P16 相对于空白对照组

的相对表达量。空白对照组中，P53 与 P16 的蛋白表

达量为 1 个单位，TNF-α 组的 P53 蛋白相对表达量

为 （2.41 ± 0.41），P16 蛋白相对表达量为 （1.85 ±
0.29），空白对照组与 TNF-α 组中 2 种蛋白表达上的

差异具有统计学意义（P<0.05）。其中 TNF-α 组与空

白对照组在蛋白 P16 上表达量的差距相对于蛋白 P53
的差距要小。

表 1 不同时间点两组细胞增殖 CCK-8 检测结果

（OD 值， x̄ ±s）与比较

时间点

1 d
3 d
5 d
7 d
9 d
11 d
13 d
15 d
P 值

空白对照组

（n=5）
0.10±0.01
0.19±0.01
0.24±0.02
0.31±0.01
0.37±0.01
0.41±0.01
0.48±0.01
0.50±0.01

<0.001

TNF-α 组

（n=5）
0.11±0.01
0.19±0.02
0.23±0.02
0.30±0.01
0.35±0.01
0.37±0.01
0.39±0.01
0.40±0.01

<0.001

P 值

0.627
0.877
0.586
0.069
0.003

<0.001

<0.001

<0.001

图 1 HNPMSCs 的细胞形态观察 1a: 空白对照组，细胞

呈长梭形，折光性良好，细胞饱满、立体感强，镜下体积

大 1b: TNF-α 组，细胞细长，折光性差，细胞干瘪，无

立体感，镜下体积小

1b1a

3 讨 论

椎间盘分为髓核、纤维环、终板三部分，近年

来，这三部分组织相继发现了间充质干细胞的存在，

三种椎间盘组织来源的间充质干细胞均在椎间盘退变

过程中发挥着重要作用［10~12］。众所周知，椎间盘退

变始发于髓核组织的退变，因此髓核组织来源的

NPMSCs 在三种椎间盘来源的间充质干细胞中也相对

更受研究者的关注。Risbud 等［10］首次从退变的椎间

盘组织中分离出表达一系列骨髓间充质干细胞表面抗

原分子并具有分化能力的细胞，并命名为髓核间充质

干细胞（NPMSCs）。Blanco 等［13］根据国际干细胞治

2c
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图 3 Western Blot 检测人 NPMSCs 中衰老相关蛋白 P53、P16 表达结果 3a: GAPDH、P53、P16 电泳结果 3b: 两组相对表

达量比较的直方图

疗学会制定的标准对 NPMSCs 进行了鉴定，证实了

NPMSCs 具有干细胞免疫表型和多向分化能力。越来

越多研究证明，NPMSCs 是椎间盘内稳态平衡的关键

因素，其生物学活性的改变能够影响椎间盘的退变过

程［4］。

传统观念认为，干细胞具有无限潜能，能够持续

分裂。然而越来越多研究表明，干细胞并非无限分

裂，它在内部及外部因素作用下也可出现衰老现

象［14］。同样作为干细胞的 NPMSCs，也存在衰老现

象。Sakai 等［15］发现，在椎间盘退变过程中，NPM⁃
SCs 的数量及功能并不是一成不变的，会随年龄的增

加和椎间盘退变程度的加重而耗竭，细胞衰老即是耗

竭的主要原因。TNF-α 作为椎间盘退变的重要炎症

因子，也是影响椎间盘内细胞生物学性能的重要因

素［16］。彭鑫等［17］研究发现，TNF-α 能够通过锌指蛋

白 A20 介导髓核细胞的衰老过程。程实等［9］利用低

浓度的 TNF-α 干预大鼠 NPMSCs，发现能够促进

NPMSCs 的增殖活性以及迁移能力，一定程度上可以

促进椎间盘退变的修复作用，此研究结论仅限于低浓

度 TNF-α 对大鼠 NPMSCs 的影响，至于高浓度

TNF-α 对大鼠 NPMSCs 的影响尚无定论。截止目

前，TNF-α 对人 NPMSCs 衰老影响的相关研究尚未

见报道。在本研究中，将高浓度 （100 ng/ml） 的

TNF-α 干预人 NPMSCs 2 d 后，细胞形态发生明显变

化，β 半乳糖苷酶染色提示细胞衰老明显增加，

CCK-8 结果提示第 7 d 以前细胞增殖活性组间无明显

差异，可能与接种细胞密度较低及 HNPMSCs 的增殖

较缓慢有关，因此在第 7 d 后，TNF-α 组较空白对照

组 HNPMSCs 的增殖活性显著降低。P53/P21 和 P16/
PRb 信号途径是细胞衰老的重要信号通路［18］，本研

究分别选择了 2 条重要通路的关键蛋白 P53 及 P16
进行蛋白水平检测，结果提示 TNF-α 组蛋白表达水

平均较空白对照组增加，证明 TNF-α 通过 P53/P21
和 P16/PRb 信号途径介导了人 NPMSCs 的衰老过程。

综上所述，高浓度 TNF-α 能够激活 P53/P21 和

P16/PRb 信号途径促进人 NPMSCs 的衰老进程。但本

研究尚未对信号通路上下游分子机制进行深入研究，

后续将进一步探讨 TNF-α 能够促进 HNPMSCs 相关

机制，为椎间盘退变的机制提供新的研究思路。
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