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􀅰基础研究􀅰

牵张应力对退变椎间盘髓核细胞增殖凋亡
及细胞外基质表达的影响
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【摘要】 　 目的　 探讨不同强度牵张应力刺激对体外培养的人退变髓核细胞增殖凋亡和细胞外基质表

达的影响ꎮ 方法　 分选并体外培养人退变的髓核细胞ꎬ使用四点弯曲细胞力学装置对细胞施加不同强度的

牵张应力ꎬ根据施加牵张应力强度的不同分为对照组(未给予应力刺激)、低强度组(１０００ μ)、中强度组

(２０００ μ)和高强度组(４０００ μ)四组ꎮ 采用流式细胞仪测定退变髓核细胞的增殖情况ꎻ采用实时荧光定量

聚合酶链反应(ｑＰＣＲ)检测各组细胞的细胞增殖核抗原(ＰＣＮＡ)、细胞凋亡相关蛋白 Ｂ 淋巴细胞瘤￣２ 基因

(Ｂｃｌ￣２)与 Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)、以及Ⅱ型胶原(ＣｏｌⅡ)和蛋白聚糖(Ａｇｇｒｅｃａｎ)的基因表达情况并进行

分析ꎮ 结果　 在不同强度的牵张应力作用下ꎬ退变髓核细胞的增殖凋亡和细胞外基质分泌呈现不同的变

化ꎮ 随着施加力学强度的增加ꎬ髓核细胞的增殖指数和 ＰＣＮＡ 基因表达水平先升高而后又逐渐降低ꎬ差异

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 髓核细胞凋亡相关基因 Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ ｍＲＮＡ 值在 １０００ μ 强度牵张应力作用下为对

照组的 １.５３ 倍ꎬ而在 ２０００ μ 和 ４０００ μ 强度下分别为 ０.７１ 和 ０.４３ꎬ同样呈现出随应力刺激增加先升高又降

低的趋势ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 给予 １０００ μ 强度应力刺激后ꎬＣｏｌ Ⅱ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 均有不同程度

的表达增加ꎬ分别增加了 ２.１ 倍和 ２.３ 倍ꎬ与对照组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 随着牵张应力强度

的增加ꎬＣｏｌ Ⅱ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 基因表达逐渐降低ꎬ在 ４０００ μ 强度牵张应力刺激时ꎬ二者基因表达最低ꎬ差异具

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 不同强度的牵张应力对人退变髓核细胞的增殖凋亡以及细胞外基质的表

达作用不同ꎮ
【关键词】 　 牵张应力ꎻ　 退变髓核细胞ꎻ　 增殖ꎻ　 凋亡ꎻ　 细胞外基质
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ＺＲ２０１７ＭＨ１１２)ꎬ Ａ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ (ｎｏ. ２０１６ＷＳ０２０６)

　 　 椎间盘退变性疾病是引起颈肩腰腿疼痛的主要原
因ꎬ近年来有研究报道因椎间盘退变引起的颈肩腰腿
痛患病率高达 ６０％ ~ ８０％ꎬ不仅给患者带来极大的痛
苦ꎬ也消耗了大量医疗资源[１]ꎮ 椎间盘由髓核、纤维
环和上下软骨终板构成ꎬ主要成分是水、胶原和蛋白多
糖等细胞外基质ꎬ其主要的生物力学功能是维持椎间
隙高度和承受力学负荷ꎮ 髓核是椎间盘的核心部位ꎬ
由髓核细胞和基质组成ꎬ是承受椎间盘机械应力负荷
的主要部位ꎮ 很多研究[２￣４]已经证实ꎬ由细胞凋亡或衰
老引起的椎间盘髓核细胞数目和活性的下降ꎬ细胞外
基质的合成下降、分解增加是椎间盘退变的主要原因ꎮ
机械应力负荷可影响髓核细胞的凋亡和细胞外基质的
合成分泌ꎬ而且这种影响有强度、频率和持续时间的依
赖性[５￣７]ꎮ 但目前关于机械应力对退变椎间盘的髓核
细胞增殖凋亡以及细胞外基质分泌的影响还了解甚
少ꎮ 本研究通过对已经退变的椎间盘髓核细胞给予不
同强度的牵张应力刺激ꎬ观察牵张应力对细胞增殖和
凋亡以及细胞外基质表达的影响ꎬ旨在明确应力对退
变椎间盘髓核的影响作用ꎬ为早期椎间盘退变的治疗
提供理论基础ꎮ

材料与方法

一、主要试剂及仪器
ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培 养 基 ( Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ

ｍｅｄｉｕｍ / ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｍｉｘｔｕｒｅ Ｆ￣１２) 和胎牛血清 (Ｇｉｂｃｏ 公
司ꎬ美国)ꎬⅡ型胶原酶和胰蛋白酶( Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ美
国)ꎬ实时荧光定量聚合酶链反应( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａ￣
ｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬｑＰＣＲ)试剂盒(Ｔｏｙｏｂｏ 公
司ꎬ日本)ꎬＴｒｉｚｏｌ 试剂盒( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ美国)ꎬ四点
弯曲细胞力学加载装置(由华西医科大学和成都电子
科技大学共同研制)ꎬＣＯ２ 培养箱(Ｈｅｒａ￣ｃｅｌｌ 公司ꎬ德
国)ꎬ恒温摇床 (Ｈｅｉｄｏｌｐｈ 公司ꎬ德国)ꎬ倒置显微镜
(Ｏｌｙｍｐｕｓ公司ꎬ日本)ꎬ细胞培养板(Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎬ美
国)ꎬ弹性基底膜(Ｆｌｅｘｃｅｌｌ 公司ꎬ美国)ꎬ流式细胞仪
(ＢＤ 公司ꎬ美国)ꎮ

二、实验方法
１. 髓核细胞培养:髓核细胞取自 １ 例 ３２ 岁男性腰

椎间盘突出症患者的退变椎间盘组织ꎮ 在无菌条件
下ꎬ剔除脂肪、软骨组织ꎬ分离髓核与纤维环组织ꎬＤ￣

Ｈａｎｋ′ｓ 液冲洗 ３ 遍ꎬ双抗浸泡 ３ ｍｉｎꎬ剪碎髓核组织为
１ ｍｍ×１ ｍｍ×１ ｍｍ 大小ꎮ 髓核组织以 ０.２５％的胰蛋白
酶和 ０. ２％ 的 Ⅱ 型 胶 原 酶 联 合 消 化ꎬ ３７ ℃ 摇 床
２００ ｒ / ｍｉｎꎬ９０ ｍｉｎꎬ收集消化液ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ７ ｍｉｎꎬ
弃上清液ꎬ用 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液吹匀细胞ꎬ再次离心ꎬ
重复 ３ 次ꎮ ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液重悬细胞ꎬ细胞计数ꎬ
按 １×１０６ / ｍｌ 接种于培养瓶中ꎬ加入含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养ꎮ

２. 实验分组:生长良好的髓核细胞ꎬ胰酶消化后
吹散ꎬ细胞计数后调整浓度至 ５×１０４ / ｍｌꎬ加入 ６ 孔弹
性基底膜培养ꎬ标准环境下继续孵育 ２４ ｈꎬ然后按照实
验分组ꎬ利用四点弯曲细胞力学加载装置(图 １)对培
养在弹性基底膜培养板上的髓核细胞进行力学加载
(如图 ２ 所示)ꎮ 所有力学加载组细胞的力学刺激频
率为 ０. ５ Ｈｚꎬ应力强度分别为 １０００ μ ｓｔｒａｉｎ (简称
１０００ μ)、２０００ μ 和 ４０００ μꎬ刺激时间均为 ６ ｈꎻ对照组
不给予力学刺激ꎮ 按细胞受力学刺激强度分为对照组
(无 力 学 刺 激 )、 低 强 度 组 ( １０００ μ )、 中 强 度 组
(２０００ μ)和高强度组(４０００ μ)四个组ꎮ

图 １　 四点弯曲细胞力学加载装置实物图

３. 流式细胞仪检测细胞增殖:细胞力学加载结束
后ꎬ继续于细胞培养箱中培养 ２４ ｈꎬ给予细胞充分反应
时间ꎮ 酶消化法消化各组细胞ꎬ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心５ ｍｉｎꎬ
去上清ꎬ用无菌Ｄ￣Ｈａｎｋ′ｓ液轻微漂洗２次ꎬ７５％冷乙
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图 ２　 细胞力学装置力学原理示意图

醇固定ꎻ细胞 ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ去上清ꎬ加入
５００ μｌ ＲＮＡ 酶ꎬ ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎꎻ ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心
５ ｍｉｎꎬ去上清ꎬ加 ５００ μｌ 碘化丙啶ꎬ室温避光孵育
３０ ｍｉｎꎬ３００ 目筛过滤ꎬ用流式细胞仪检测细胞 ＤＮＡ 合
成量和细胞周期ꎬ采用 ＦｌｏｗＰｌｕｓ 软件处理数据ꎮ 根据
细胞周期中 Ｇ０ / Ｇ１ 期和 Ｇ２ / Ｍ 期细胞比例来计算 Ｓ
期细胞百分比(％)及细胞增殖指数( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｉｎ￣
ｄｅｘꎬＰＩ)ꎮ 其计算公式分别为:Ｓ 期(％) ＝ １－[Ｇ０ / Ｇ１
期(％)＋Ｇ２ / Ｍ 期(％)]ꎬＰＩ(％)＝ Ｓ 期(％) ＋Ｇ２ / Ｍ 期
(％)ꎮ

４. ｑＰＣＲ 检测相关基因的表达:采用 ｑＰＣＲ 检测髓
核细胞增殖核抗原( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬ
ＰＣＮＡ)、凋亡相关基因[Ｂ 淋巴细胞瘤￣２ 基因(Ｂ ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬＢｃｌ￣２)与 Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)]以及
蛋白聚糖(Ａｇｇｒｅｃａｎ)和Ⅱ型胶原(Ｃｏｌ Ⅱ)的基因表达
情况ꎮ

ｃＤＮＡ 合成:用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂一步法提取各组细胞总
ＲＮＡ(具体步骤按操作说明书进行)ꎬ分光光度计检测
浓度及纯度ꎬ取 １ μｇ 总 ＲＮＡ 按 ｑＰＣＲ 逆转录试剂盒一
步法得到 ｃＤＮＡꎮ

引物(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ美国):β￣ａｃｔｉｎ 上游引物 ５′￣
ＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＧＴＣＴ￣３′ꎬ 下 游 引 物 ５′￣ＡＧＧＡＧ￣
ＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴ￣３′ꎬ产物长度 １１４ ｂｐꎻＰＣＮＡ 上
游引物 ５′￣ＡＧＴＧＧＡＧＡＡＣＴＴＧＧＡＡＡＴＧＧＡＡ￣３′ꎬ下游引
物 ５′￣ＧＡＧＡＣＡＴＧＧＡＧＴＧＧＣＴＴＴＴＧＴ￣３′ꎬ 产 物 长 度
１５４ ｂｐꎻ Ｂｃｌ￣２ 上 游 引 物 ５′￣ＧＡＴＴＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＴ￣
ＧＡＧＴＴ￣３′ꎬ下游引物 ５′￣ＡＧＴＴＣＣＡＣＡＡＡＧＧＣＡＴＣＣＣＡ￣
３′ꎬ产物长度 １４１ ｂｐꎻ Ｂａｘ 上游引物 ５′￣ＴＣＣＡＣＣＡＡ￣
ＧＡＡＧＣＴＧＡＧＣＧＡＧ￣３′ꎬ下游引物 ５′￣ＧＴＣＣＡＧＣＣＣＡＴ￣
ＧＡＴＧＧＴＴＣＴ￣３′ꎬ产物长度 ２５７ ｂｐꎻＣｏｌⅡ上游引物 ５′￣
ＣＧＴＧＣＴＣＣＴＧＣＣＧＴＴＴＣＧＣＴ￣３′ꎬ下游引物 ５′￣ＴＧＣＡＣＡ￣
ＣＡＧＣＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣ￣３′ꎬ产物长度 １７０ ｂｐꎻＡｇｇｒｅｃａｎ 上
游引物 ５′￣ＴＣＡＡＣＴＧＣＴＧＣＡＧＡＣＣＡＧＧＡＧＧＴ￣３′ꎬ下游
产物 ５′￣ＣＣＧＡＴＣＣＡＣＴＧＧＴＡＧＴＣＴＴＧＧＧＣＡ￣３′ꎬ产物长
度２００ ｂｐꎮ

ｑＰＣＲ 的反应体系为 ２０ μｌꎮ 反应扩增条件为:
９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ４０ 个扩增循环为 ９５ ℃变性 １０ ｓꎬ
６０ ℃退火延伸 ３０ ｓꎮ 获得 ＰＣＮＡ、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２、以及
ＣｏｌⅡ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ 值与 β￣ａｃｔｉｎ 的循环阈值(ｃｙ￣
ｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬＣｔ 值)ꎬ参照文献的计算方法ꎬ施加力学
刺激组目的基因相对于对照组的表达量 ２－ΔΔＣｔ反映其
表达水平ꎬ其中－ΔΔＣｔ ＝ －(ΔＣｔ 目的基因－ΔＣｔ 内参)ꎻ
ΔＣｔ＝Ｃｔ实验组－Ｃｔ对照组ꎮ

三、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ １８.０ 版统计软件进行统计学分析处

理ꎬ计量资料数据以(ｘ－±ｓ)表示ꎬ多组比较采用单因素
方差分析ꎬ组间多重比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 法ꎮ Ｐ<０.０５认为
差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、体外培养的髓核细胞观察
相差倒置显微镜观察显示消化组织块细胞为球

形ꎬ胞浆多ꎬ核明亮而清楚ꎬ悬浮于培养基中ꎬ也可见少
数尚未完全消化抱在一起的细胞团ꎮ 原代髓核细胞贴
壁时间较长ꎬ２４ ｈ 后开始有少量细胞贴壁ꎬ７ ｄ 后可达
９０％贴壁ꎬ并逐渐变为梭形ꎬ胞核大而圆ꎬ胞浆丰富ꎬ内
含分泌颗粒(图 ３)ꎮ

图 ３　 倒置相差显微镜下观察显示体外培养的髓核细胞形态(×１００)

二、细胞增殖测定
流式细胞仪测定结果显示ꎬ各组体外培养的髓核

细胞在相应强度牵张力学刺激下ꎬ随着对髓核细胞施

􀅰３２７􀅰中华物理医学与康复杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ４０ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８ꎬ Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ.１０



加牵张力学刺激应变强度的增加ꎬ其增殖指数和 Ｓ 期
细胞呈现出先逐渐增强而后减弱的趋势ꎬ在低强度组
髓核细胞的 ＰＩ 值和 Ｓ 期百分比最高ꎬ而中强度组和高
强度组髓核细胞的 ＰＩ 值和 Ｓ 期百分比降低ꎬ且均低于
对照组ꎬ其中高强度组的髓核细胞 ＰＩ 值和 Ｓ 期百分比
最低ꎬ各组间比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ详
见表 １ꎮ

表 １　 各组细胞 ＰＩ 及其 Ｓ 期变化(％)

组别　 　 　 ＰＩ Ｓ 期

对照组 ２３.２３±１.９０ １７.５９±１.７１
低强度组 ３７.４５±２.３７ａ ２５.９０±２.３５ａ

中强度组 １８.５１±１.６１ａｂ １３.６４±１.４８ａｂ

高强度组 １３.５８±１.４０ａｂｃ １０.４２±１.０４ａｂｃ

　 　 注:与对照组比较ꎬ ａＰ<０.０５ꎻ与低强度组比较ꎬ ｂＰ<０.０５ꎻ与中强度

组比较ꎬｃＰ<０.０５

ｑＰＣＲ 结果显示ꎬＰＣＮＡ ｍＲＮＡ 相对表达量变化和
细胞 ＰＩ 值变化趋势相似ꎬ随着牵张应力刺激强度的增
加ꎬ其表达量先增高而后又逐渐降低的趋势ꎮ 与对照
组相比ꎬ低强度组髓核细胞 ＰＣＮＡ 表达量增高ꎬ约为
１.９倍ꎬ组间差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ而在中强度
组和高强度组 ＰＣＮＡ ｍＲＮＡ 表达量降低ꎬ相对表达量
分别为对照组的 ０.７ 和 ０.５(Ｐ<０.０５)ꎬ且高强度组表达
量最低ꎮ 详见图 ４ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ４　 各组细胞 ＰＣＮＡ 的基因相对表达量

三、细胞凋亡相关基因测定
ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ低强度组髓核细胞在 １０００ μ 牵

张应力的作用下ꎬ凋亡相关基因 Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ ｍＲＮＡ 比
值为(１.５３±０.０９)ꎬ而中强度组和高强度组髓核细胞
Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ ｍＲＮＡ 比值分别为(０.７１±０.０５)和(０.４３±
０.０５)ꎬ与对照组相比ꎬ 差异均有统计学意义 ( Ｐ<
０.０５)ꎬ详见图 ５ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ５　 各组细胞的 Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ 基因相对表达量

四、细胞外基质表达测定
定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ牵张应力作用后各组细胞

Ｃｏｌ Ⅱ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 均有不同程度的表达ꎮ 不同强度应
力刺激下ꎬＣｏｌⅡ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 的表达量与对照组比较ꎬ
组间差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 低强度组的 Ｃｏｌ
Ⅱ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ 表达高于对照组ꎬ分别增加了２.１
倍和 ２.３ 倍ꎬ且组间差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ随着
牵张应力强度的增加ꎬＣｏｌⅡ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ 表达逐
渐降低ꎮ 中强度组髓核细胞的 Ｃｏｌ Ⅱ 和 Ａｇｇｒｅｃａｎ
ｍＲＮＡ表达量均低于对照组ꎬ分别为对照组的 ０.７７ 和
０.７２ꎬ差异亦有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ高强度组细胞
ＣｏｌⅡ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ ｍＲＮＡ 的表达量亦低于对照组ꎬ分别
为 ０.５３ 和 ０.４５ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)详见
图 ６ꎮ

讨　 　 论

目前ꎬ国内外治疗椎间盘退变的措施主要有药物、
激素、物理疗法、开放手术及内窥镜和经皮椎间盘镜等
微创手术ꎮ 这些方法虽能缓解临床症状ꎬ但并非是针
对椎间盘退变本身的治疗ꎬ而且椎间盘手术切除会造
成与椎间盘高度丢失相关的生物力学及解剖结构变
化ꎬ会进一步加重椎间盘退变及脊柱不稳[８￣９]ꎮ 故理想
的治疗方式应能维持椎间盘组织内正常髓核细胞的数
量ꎬ促进细胞外基质的分泌ꎬ防止细胞外基质降解ꎮ

力学负荷对椎间盘细胞增殖、凋亡以及细胞中聚
集蛋白多糖、胶原纤维等具有明显的影响ꎮ 机械应力
的增加可导致椎间盘细胞代谢平衡破坏ꎬ从而促使椎
间盘退变的发生ꎻ而椎间盘退变也可导致生物力学改
变ꎬ致使软骨终板压力增高ꎬ渗透力下降ꎬ细胞凋亡增
加ꎬ代谢改变ꎬ形成恶性循环[１０￣１２]ꎮ 本研究以已退变
的人椎间盘细胞为研究对象ꎬ可以用来观察椎间盘退
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　 　 　 ＣｏｌⅡ ｍＲＮＡ 相对表达水平　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａｇｇｒｅｃａｎ 相对表达水平

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ６　 各组细胞 ＣｏｌⅡ和 Ａｇｇｒｅｃａｎ 的基因相对表达量

变以后不同强度的力学刺激对椎间盘髓核细胞增殖凋

亡以及代谢的影响ꎮ
髓核细胞凋亡是椎间盘退变的主要原因之一ꎮ 有

研究表明ꎬ采用 Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ 比值来判断细胞是否进入

凋亡状态比单独考察 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 更具灵敏性ꎻ
Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ比值增加ꎬ凋亡降低ꎻＢｃｌ￣２ / Ｂａｘ 比值降低ꎬ
凋亡增加[１３￣１４]ꎮ 本研究检测了不同强度牵张应力对

髓核细胞 Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ ｍＲＮＡ 比值的影响ꎬ结果显示在

１０００ μ强度的牵张应力作用下ꎬ髓核细胞凋亡相关基

因Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ ｍＲＮＡ 比值升高ꎻ而随着牵张应力强度的

增加ꎬＢｃｌ￣２ / Ｂａｘ ｍＲＮＡ 比值逐渐降低ꎬ在 ２０００ μ 和

４０００ μ强度下 Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ 比值较对照组明显降低ꎬ均有

明显差异性ꎮ 由此可以推出ꎬ低强度的牵张应力抑制

了退变髓核细胞的凋亡ꎬ而高强度的力学刺激促进了

细胞的凋亡ꎬ可能进而加快椎间盘的退变过程ꎮ 这与

之前的实验研究结果一样ꎬ过度的应力负荷对导致髓

核细胞的凋亡[１５￣１７]ꎮ
髓核细胞同软骨细胞表型相似ꎬ合成分泌的细胞

外基质主要为聚集蛋白聚糖和 ＣｏｌⅡꎬ它们作为椎间

盘基质中最重要的两个大分子物质ꎬ在保持椎间盘的

结构和功能完整性方面具有重要作用ꎮ 目前有研究试

图通过增加聚集蛋白聚糖和 ＣｏｌⅡ的含量提高组织工

程椎间盘细胞的质量ꎬ不论生长因子刺激或是氧含量

控制ꎬ均在一定程度上改善了聚集蛋白聚糖和 ＣｏｌⅡ
的含量[１８]ꎮ 最近的研究证实生理活动形成的轻度负

荷可以促进髓核细胞合成分泌蛋白聚糖和 ＣｏｌⅡ等细

胞外基质ꎬ而过度的负荷或高频率的负荷则会使细胞

基质中的聚集蛋白聚糖和 ＣｏｌⅡ合成受到抑制或者分

解加剧[１９]ꎮ 本研究结果与此相似ꎬ与未受力的对照组

相比ꎬ在 １０００ μ 较小强度的牵张应力作用下ꎬ退变性

髓核细胞的增殖指数、 ＰＣＮＡ 及蛋白聚糖和 ＣｏｌⅡ
ｍＲＮＡ的表达均有所增加ꎬ而 ２０００ μ 和 ４０００ μ 强度的

力学负荷可降低髓核细胞的 ＰＩ 值、ＰＣＮＡ 及蛋白聚糖
和 ＣｏｌⅡ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ 这显示了同细胞凋亡一样的
变化趋势ꎬ低强度的力学刺激促进细胞增殖和细胞外
基质的分泌ꎬ而随着牵张应力作用强度的加大ꎬ细胞增
殖和细胞外基质的分泌受到抑制ꎬ且随着强度的增加ꎬ
抑制程度增加ꎮ

综上所述ꎬ椎间盘退变过程是一个由生物力学和
细胞生物学相互作用的长期复杂病理过程ꎮ 本研究仅
从牵张应力作用于体外培养的退变椎间盘髓核细胞方
面进行了研究ꎬ证实了低强度牵张应力可以促进髓核
细胞增殖和细胞外基质的合成ꎬ抑制髓核细胞的凋亡ꎬ
在一定程度上可能会减缓椎间盘退变的过程ꎻ而高强
度牵张应力促进细胞凋亡抑制增殖和细胞外基质分
泌ꎬ进而加快椎间盘退变ꎬ提示对已经退变的椎间盘减
少应力负荷可能会减少退变髓核细胞的凋亡及细胞外
基质的分解ꎬ进而会减缓椎间盘退变的进展ꎬ这为椎间
盘退变患者的保守治疗提供了一定的理论基础ꎮ 但本
研究仅为单一应力刺激的细胞力学模型ꎬ尚未完全模
拟椎间盘中髓核细胞的生物学环境(低氧环境)ꎬ且关
于牵张应力对髓核细胞的影响机制以及退变髓核细胞
与正常髓核细胞响应力学干预机制的差异尚需进一步
更深入研究ꎮ
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ｊ.ｂｂｒｃ.２０１７.０４.０３７.

[１７] Ｍａ ＫＧꎬ Ｓｈａｏ ＺＷꎬ Ｙａｎｇ ＳＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ｃｏｍ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｎｕｃｌｅｕｓ ｐｕｌｐｏｓｕｓ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ] . Ｏｓｔｅｏａｒ￣
ｔｈｒｉｔｉｓ Ｃａｒｔｉｌａｇｅꎬ ２０１３ꎬ ２１ ( １２): ２０３０￣２０３８. ＤＯＩ: １０. １０１６ / ｊ. ｊｏｃａ.
２０１３.１０.００２.

[１８] Ｓｔｅｃｋ Ｅꎬ Ｂｅｒｔｒａｍ Ｈꎬ Ａｂｅｌ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ￣
ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ａｄｕｌｔ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓꎬ２００５ꎬ２３
(３):４０３￣４１１. ＤＯＩ:１０.１６３４ / ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ.２００４￣０１０７.

[１９] Ｉｌｌｉｅｎ￣Ｊüｎｇｅｒ Ｓꎬ Ｇａｎｔｅｎｂｅｉｎ￣Ｒｉｔｔｅｒ Ｂꎬ Ｇｒａｄ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｍｉｔｅｄ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ￣ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｌｏａｄｉｎｇ ｏｎ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ
ｄｉｓｃｓ ｗｉｔｈ ｅｎｄｐｌａｔｅｓ[Ｊ] . Ｓｐｉｎｅꎬ２０１０ꎬ３５(１９):１７４４￣１７５２. ＤＯＩ:１０.
１０９７ / ＢＲＳ.０ｂ０１３ｅ３１８１ｃ４８０１９.

(修回日期:２０１８￣０８￣２３)
(本文编辑:汪　 玲)

􀅰外刊撷英􀅰
Ｗｏｒｋｉｎｇ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ ｖｅｎｏｕｓ ｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍ

ＢＡＣＫＧＲＯＵＮＤ ＡＮＤ ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ Ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ａｎ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｏｎｇｅｒ ｗｏｒｋｉｎｇ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ
ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬ ｃａｒｄｉａｃ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａｓ ａｎｄ ｓｔｒｏｋｅ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｎｇ ｗｏｒｋｉｎｇ ｈｏｕｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｉｓｋ
ｏｆ ｄｅｅｐ ｖｅｎｏｕｓ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ (ＤＶＴ) ｏｒ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｅｍｂｏｌｉｓｍ (ＰＥ).

ＭＥＴＨＯＤＳ Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔ Ｄａｔａ Ｍｅｔａ￣Ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ Ｗｏｒｋｉｎｇ Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ (ＩＰＤ￣Ｗｏｒｋ) ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍꎬ
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｄａｔａ ｆｒｏｍ １３ꎬ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃｏｈｏｒｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｎａｔｉｏｎｓ. Ｌｏｎｇ ｗｏｒｋｉｎｇ ｈｏｕｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ ５５ ｈｏｕｒｓ ｐｅｒ ｗｅｅｋ ｏｒ ｌｏｎｇｅｒꎬ ａｎｄ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｗｏｒｋｉｎｇ ｈｏｕｒｓ ａｓ ３５ ｔｏ ４０ ｈｏｕｒｓ ｐｅｒ ｗｅｅｋ. Ｔｈｅ ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｆｏｒ ｉｎｃｉｄｅｎｔ ｖｅｎｏｕｓ ｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍｓ (ＶＴＥ). Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ
ｗａｓ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｆｏｒ ａ ｍｅａｎ ｏｆ ９.７ ｙｅａｒｓꎬ ｗｉｔｈ ｗｏｒｋ ｈｏｕｒｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ＶＴＥ.

ＲＥＳＵＬＴＳ Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ７７ꎬ２９１ꎬ ｆｕｌｌ￣ｔｉｍｅ ｅｍｐｌｏｙｅｅｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ５３９ ｆｉｒｓｔ￣ｔｉｍｅ ＶＴＥ ｅｖｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄꎬ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｃｉ￣
ｄｅｎｃｅ ｏｆ ６４.９ ｐｅｒ １００ꎬ０００ ｐｅｒｓｏｎ / ｙｅａｒｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｗｏｒｋｉｎｇ ３５ ｔｏ ４０ ｈｏｕｒｓ ｐｅｒ ｗｅｅｋꎬ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ＶＴＥ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ａｍｏｎｇ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈ
ｌｏｎｇｅｒ ｗｏｒｋｉｎｇ ｈｏｕｒｓ (ＨＲ １.５). Ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｗｉｔｈ ｌｏｎｇｅｒ ｈｏｕｒｓ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｆｏｒ ＤＶＴ (ＨＲ １.７) ｔｈａｎ ｆｏｒ ＰＥ (ＨＲ １.４).

ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｘｐａｎｄｓ ｏｎ ｏｕｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｒｉｓｋｓ ｏｆ ｗｏｒｋｉｎｇ ５５ ｈｏｕｒｓ ｐｅｒ ｗｅｅｋ ｏｒ ｌｏｎｇｅｒꎬ ｄｅｍｏｎ￣
ｓｔｒａｔｉｎｇ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｖｅｎｏｕｓ ｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍ.

【摘自:Ｋｉｖｉｍäｋｉ Ｍꎬ Ｎｙｂｅｒｇ ＳＴꎬ Ｂａｔｔｙ ＧＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｗｏｒｋｉｎｇ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｖｅｎｏｕｓ ｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍ. Ｅｐｉｄｅｍꎬ２０１８ꎬ ９ꎬ ２９(５):
ｅ ４２￣ｅ４４.】

􀅰６２７􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ４０ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８ꎬ Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ.１０


