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大鼠骨髓细胞体外诱导分化神经细胞的演变规律

李战辉，刘振华，姜晓丹，徐如祥

（第一军医大学珠江医院中国人民解放军神经医学研究所，广东 广州 "@$!M!）

摘 要：【目的】摸索从全骨髓诱导培养分化神经细胞的方法N 并从神经巢蛋白 （OPQRHO）和神经核蛋白
（*P,*）两种标记物上观察其分化的演变规律。【方法】抽取 5<大鼠骨髓做全骨髓细胞培养，采用免疫细胞化学

和荧光激活细胞计数仪 - 42=5.追踪由骨髓到神经元样细胞不同阶段 OPQRHO和 *P,*的表达趋势，给予定性、定

量分析。【结果】免疫细胞化学检测，细胞培养 " S时对上述抗体呈弱阳性，逐渐增强，培养第 @" 天细胞呈典型

OPQRHO强阳性反应，而 *P,*强阳性反应在 !" T ?$ S达到高峰，发育成为神经元样细胞。42=5同步追踪显示了

OPQRHO和 *P,*在培养第 " 天时即有表达，前者 ?) #U，后者 !) "U。随着骨髓细胞的分化，在 @" S时 OPQRHO阳性

细胞为 !!) %U，达到高峰，随后下降。*P,*于 ?$ S达到高峰为 #@V !U，而此时 OPQRHO阳性细胞为 ") CU。【结论】

从神经干细胞和神经细胞特征性标记物演变探知骨髓细胞的分化发育规律；骨髓细胞可分化为神经细胞；骨髓

源性神经前体细胞早期亦有 OPQRHO和 *P,*的表达。
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在骨髓造血组织中，存在有血液、血管和间质

三种组织的干细胞，分别称为造血干细胞

（$%&’()*)+%(+, -(%& ,%..，/01）、血管干 （母）细胞
（’23+)4.’-(）、间质干（基质）细胞（&%-%2,$5&’. -(%&
,%..-，601-）。/01和血管干细胞又来自一共同的
干细胞，称原血干细胞或血液血管干细胞

（$%&’23+)4.’-(）。骨髓细胞在不同的诱导条件下7
具有向成骨细胞、成软骨细胞、脂肪细胞、成纤维细

胞、内皮细胞及神经细胞等分化的能力 8 97 ! :。本实验

室摸索了由全骨髓培养分化神经细胞的最佳条

件。我们采用免疫细胞化学和荧光激活细胞计数仪

检测骨髓细胞在不同分化阶段神经巢蛋白（2%-(+2）
和神经核蛋白 ; 2%<=)2’. 2<,.%+ *=)(%+27 >%<>?的表
达，观察其演变趋势，探知骨髓细胞诱导分化为神

经细胞的发育规律。

9 材料与方法

9@ 9 实验动物及主要试剂
0*=’3<%AB’C.%5 ; 0B?大鼠 9D只 ;第一军医大学

珠江医院实验动物所 ?，雌雄不限 7 平均 !E F。
2%-(+2抗体，微管相关蛋白抗体 ;&+,=)(<4<.% ’--),+A
’(%F *=)(%+2A!，6GHA! ?，>%<>抗体，神经胶质原纤
维酸性蛋白抗体 （3.+’. I+4=+..’=5 ’,+F+, *=)(%+27
JKGH），!7 LA环核苷酸磷酸二脂酶抗体 ; ,5,.+, 2<A
,.%)(+F% *$)-*$)$5F=).’-%7 1>H?，以上单克隆抗体
系美国 1$%&+,)2公司产品。免疫细胞化学试剂盒
;含山羊血清，生物素化羊抗小鼠 M3J，链霉亲和素
A生物素 A过氧化物酶复合物 ? 购自武汉博士德公
司。L，LA二氨基苯联胺（L，LAF+’&+2)4%2N+F+2% (%A
(=’$5F=),$.)=+F%7 BGO）和胎牛血清分别购自日本和
光纯药工业株式会社和美国 /51.)2%公司。
9@ ! 细胞培养
解剖出 0B大鼠股骨7 断骨抽取骨髓细胞7 使

用的注射器含 ! &P生理盐水及 9D !3肝素钠，冰
蒸水破红细胞后全部接种于培养板，悬浮于

“1QRSTM>U·神经干细胞培养基”中（培养基系本
实验室配制，专利申请中7 >)V D!9LWL9W7 W）。接种
后滴加胎牛血清 （体积分数 EX），置体积分数 EX
饱和湿度的 1S!孵育箱 （0$%. PGO7 美国）LYZ培
养。第 9D天换液一次7加体积分数 EX胎牛血清。
此前尽量少取出观察，以免影响生长环境。

9@ L 免疫细胞化学染色
对培养 E F的细胞，从培养孔收集至离心管进

行一系列反应，BGO显色后滴在载玻片上观察，往
后的细胞直接在培养板孔中进行。将细胞以终浓度

为 E 3 [ P 戊二醛 \ !D 3 [ P 多聚甲醛室温固定 LD
&+27 磷酸盐缓冲溶液 ; HO0? 漂洗后用阻断液室温
下孵育 LD &+27 以阻断对第一抗体的非特异性结
合。漂洗后滴加适当一抗 ; 2%-(+2、JKGH、6GHA!、
1>H小鼠 M3J7 9] 9DD ? W Z反应 W^ _ Y! $7 HO0洗 L
次 7 滴加生物素化山羊抗小鼠 M3J 室温孵育 !D
&+27 HO0洗 L次7 然后滴加链霉亲和素 A生物素 A
过氧化物酶复合物 7 室温孵育 !D &+27 HO0 洗 L
次。另用 HO0替代第一抗体做空白对照。BGO显
色，倒置相差显微镜 ;SPQ6H‘0日本 ?观察、照相。
9@ W 荧光素激活细胞计数仪 ! "#$%&’()’*+ ,)-*.
/,-’0 )’## (%&-%&1 2345 6检测
收集不同培养阶段的细胞，9 DDD = [ &+2离心

;离心半径 ! a 9! ,&?，分 L份，制做悬液 D@ E &P7
细胞数 9 b 9D#。分别加 2%-(+2和 >%<>单抗 ED !P
;9 ] 9DD ? 7 及对照组用牛血清白蛋白 （O0G）7 室温
孵育 LD &+27 离心7 弃上清7 HO0洗涤7 加羊抗小
鼠异硫氰酸荧光黄（I.<)=%-,%+2 +-)($+),5’2’(%，KMR17
美国 OB O+)-,+%2,%-公司）7 室温孵育 LD &+27 洗涤
重悬于 9D 3 [ P多聚甲醛中 ; HO0配制 ?。采用荧光
激活细胞计数仪 ; KG101’.+4<=7美国 OB公司 ?检测
及其配套软件进行取数和分析。根据前向散射光

; K01?和侧向散射光 ; 001 ?得到的 B)( H.)(直方图7
框取细胞群7 每标本依据同型对照调节光电倍增
管的电压7 限定其阳性表达率在 9X以内7 再检测
样本的荧光表达率。
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图 ! 体外培养大鼠骨髓细胞不同阶段免疫细胞化学鉴定（"#$ 显色）

%&’( ! )**+,-./0-.12*&.34 &52,0&6&.30&-, -6 730 8-,2 *377-9 .244: .+40+725 &, 5&66272,0 :03’2: !" #!$%& % &’()*)+,-./&
(,0&./)- )1 2345

06 7,089: ;)</./=, -,<./- &,99< >,(, &?9.?(,@ 0. .’, A.’ @0: % B CDD 5；E6 >,089: ;)</./=, F,?F &,99< >,(, &?9.?(,@ 0. .’, A.’ @0: % B CDD 5；&6

F,<./- ;)</./=, &,99< >,(, &?9.?(,@ 0. .’, #.’ @0: % B !DD 5；@6 F,?F ;)</./=, &,99< >,(, &?9.?(,@ 0. .’, #.’ @0: % B !DD 5；,6 F,<./- ;)</./=, &,99< >,(,

&?9.?(,@ 0. .’, GA.’ @0: % B !DD 5；16 F,?F ;)</./=, &,99< <’)>,@ 1?</1)(* <’0;, 0-@ E,+0- .) @/11,(,-./0., 0. .’, !A.’ @0: % B !DD 5；+6 F,?()H9/8, F,?F
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!J GJ ! 神经细胞鉴定 细胞培养 ID @，我们鉴定
出神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞K 见图
!。L3MH!阳性细胞呈典型神经元样K 有两个或多
个突起，包括形似树突和轴突的两种结构 （图

!0）。NO3M阳性细胞胞体形态不规则，突起无明显
轴突、树突之分，交织成网络状（图 ! E）。PFM阳性
细胞胞体的形态较均一，呈球形或梭形，亦有突起

与周围交织成网络状（图 ! &）。
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! 结 果

!J G 免疫细胞化学鉴定
!J GJ G 不同阶段骨髓细胞对 -,<./-和 F,?F反应
骨髓细胞培养 A @，见多种形态细胞（图 G），其中
大圆形细胞对 -,<./-和 F,?F抗体均有反应，显色
较淡，-,<./-阳性细胞的阳性产物较均匀分部在胞
浆（图 G 0），F,?F阳性细胞的阳性产物主要集中在
细胞核 %图 G E 5。培养 # @的细胞也呈类似的显色
反应和分布，-,<./-和 F,?F的阳性产物均增加（图

G &、@）。培养至 GA @后，镜下见占大比例的形态均
一的细胞，对 -,<./-呈强阳性反应，阳性产物主要
集中在胞浆（图 G ,）。培养至 !A Q ID @时可见细胞
胞体呈长梭形，有两个或多个突起K 并有突起相互
连接，呈神经元样，F,?F呈强阳性反应，整个胞体
和突起近端均见阳性产物（图 G 1、+）。此外，发现
F,?F阳性细胞有形成克隆团现象 （图 G ’）K 阳性
产物在整个胞体，分布均匀。对照干细胞 % -,<./-阳
性细胞 5的克隆团（图 G /），其阳性产物主要分布在
胞质，中留一空白区（细胞核位置），单个细胞染色

与 %图 G , 5相近。
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图 ! 大鼠骨髓分化细胞免疫细胞化学鉴定

"#$% ! &’’()*+,-*+./’#+01 2-0#) *3 4#33/5/)-#0-#)$ +/112 35*’ 50- 6*)/ ’055*7 $ ’()*+*,-./0’ )-1’/0*. *2 345 %
16 7489! :*;0/0<- ’-==; >-)- ’?=/?)-@ 1/ /(- AB/( @1CD E !BB；F6 GH48 :*;0/0<- ’-==; >-)- ’?=/?)-@ 1/ /(- AB/( @1CD E IBB；’6 JK8 :*;0/0<- ’-==;

>-)- ’?=/?)-@ 1/ /(- AB/( @1CD E IBB

!L ! 不同阶段骨髓细胞对 8/2-#) 和 8/(8 的
"9:;检测
骨髓细胞培养后第 &天即有 .-;/0.和 K-?K的

表达，培养第 M& 天 .-;/0. 阳性细胞达到高峰为
!!L NO D 此时 K-?K阳性细胞为 MPL NO。第 AB天
K-?K阳性细胞达到高峰为 IML !O，而 .-;/0.阳性
细胞为 &L "O $图 A %。

图 < 大鼠骨髓细胞不同培养时间阳性细胞比率

"#$% < =./ />?5/22#*) 50-/ *3 )/5@/ +/11 2?/+#3#+
0)-#$/) ’05A/5 （)/2-#) 0)4 8/(8 ）4(5#)$ -./ #)4(+/’/)-
0)4 4#33/5/)-#0-#*) *3 50- 7.*1/ 6*)/ ’055*7 +/112 #)-*
)/5@/ +/112 6, "9:; 0)01,2#2

A 讨 论

AL M 骨髓细胞可分化为神经细胞
我们采用全骨髓接种的方法，先用冰蒸水裂解

一次红细胞，应用本实验室的干细胞培养基进行有

血清培养，未加其它干预因素，甚至尽可能减少不

必要的孵箱内外移动，诱导出了神经干细胞，并进

一步分化为神经元和神经胶质细胞。H4JQ检测，骨
髓细胞培养至 M& @ 时神经干细胞分化达到高峰，

占 !!L NO D 而表达神经核蛋白的细胞于 AB @达到
高峰，占 IML !O。再次说明骨髓细胞能分化为神经
细胞。本方法具有以下优势：!方法简捷；"高分化
率，假定神经样细胞是来源于 7QJ;，全骨髓接种将
保留了全部的 7QJ;，提高了种子细胞。
AL ! 骨髓细胞分化神经细胞的发育规律

K-;/0. 是在某些类型神经细胞发育晚期表达
或低水平表达的#型中间丝蛋白。在中枢神经系统
（JKQ）发育过程中，.-;/0.只在特定的一段时期表
达，然后分别被神经元的特异中间纤维和星型胶质

细胞的 GH48 取代。尽管 .-;/0. 并非 JKQ 所独
有，但由于神经干细胞对其具有高亲和性，故目

前神经科学界还是把它作为神经干细胞的主要标

记物 R A S。本实验室用免疫细胞化学方法和 H4JQ追
踪骨髓细胞分化成神经元样细胞的不同阶段 .-;/0.
的表达，可确定骨髓中存在一类成体干细胞 （& @
前），在外因诱导下能增殖分化为神经元样细胞的

前体细胞。这种前体细胞培养第 M& 天免疫细胞化
学鉴定出 .-;/0.表达强阳性，提示已分化为神经干
细胞。因这类细胞是来自骨髓，且具有自我增殖和

分裂的特性并最终发育为表达 K-?K 和 7489! 的
神经元样细胞，有别于胚胎源性和脑源性，故可称

为骨髓源性神经干细胞。至于分化为骨髓源性神经

干细胞的成体干细胞是来源于 TQJ或者 7QJ;，还
是两者兼有，目前国内外较倾向于 7QJ;RMD I S。骨髓

源性神经干细胞在培养 M& @时达到高峰，可考虑
利用此期的细胞行进一步的移植实验。

K-?K 是神经细胞特有的蛋白质，是与神经元
3K4结合的特异标记物，出现在绝大多数脊椎动
物中枢神经和周围神经的神经细胞中 R & S。在胎儿和
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!"!赵风进，等 # 前列腺癌患者噬菌体抗体库的构建

在前列腺癌，尤其是在激素非依赖性前列腺癌细胞、

转移癌及复发癌中高表达，所以在前列腺癌的特异

性放射免疫显像诊断及导向治疗方面具有重要的临

床意义。并且我们制备的是与 $%&’胞外区特异结
合的抗体，会进一步提高该抗体的显像与治疗效果，

为前列腺癌特别是激素不敏感性前列腺癌及多发、

微小、不能切除的转移灶的治疗开拓广阔的前景。
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成体脑中，E/2E严格分布在神经核、核周体和一些
近端神经元突起中。但在检测骨髓细胞 */<48*的同
时做 E/2E检测，不论从免疫细胞化学还是 T’O%
角度均证实骨髓细胞早期（Y :）即有 E/2E表达，且
伴随 */<48* 表达而增强，细胞有形成克隆团样倾
向。培养 GY :后与 */<48*表达存在此长彼消趋势，
到表达高峰时（!" :）已呈神经元样细胞。以上现象
说明：表达 E/2E 的细胞在成为神经元样细胞之
前，形态上是大圆形细胞，但已具备神经元的生物

学基础，同时具有增殖分裂特性。也可认为，E/2E
阳性细胞和 */<48*阳性细胞本质上是同一种细胞，
只是发育阶段不同。为此，神经细胞移植时可否考

虑择选此类细胞移植，理论上应该比表达 */<48*的
神经干细胞移植更直接。

!7 ! 骨髓细胞分化为神经细胞的前景
骨髓在未来的组织工程技术发展中将处于核

心位置 C P D，不仅它是两种类型干细胞 （[%O< 和
&%O<）的定居器官，而且它的优点在于：!容易从
成体中收集和培养；"与胚胎干细胞相比，既不存
在伦理、道德问题，也不存在来源及数量有限等问

题。骨髓细胞向神经细胞（神经元及胶质细胞）方向

诱导分化的成功，可较好地解决移植中的免疫排斥

问题和供体数量有限等问题，为神经干细胞移植疗

法提供丰富的种子细胞源。
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