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摘 要：【目的】探讨体外诱导成人骨髓间质干细胞 % &’()* (+,+*-&.()/ ,0+( -+//,1 &2345向神经元样细胞
分化过程中分化与凋亡的关系，为进一步研究延长神经元样细胞的存活时间提供基础。【方法】从成人骨髓分离

234，培养扩增。以 !6巯基乙醇和参芪液诱导分化，于诱导后 "、7、! &分别进行免疫组化鉴定神经元烯醇化酶
（839）、神经丝蛋白（8:）、胶质纤维酸性蛋白（;:<=）的表达，计数神经元样细胞，计算分化率。采用 >?89@方法
分别检测诱导后 "、7、! &的细胞凋亡率，并分析两者是否相关。 【结果】&234经 !6巯基乙醇和参芪液诱导后，
可见神经元样细胞。免疫组化显示诱导出的神经元样细胞表达 839、8:阳性、;:<=阴性。神经分化的定量分析
显示诱导后 "、7、! &，经 !6巯基乙醇诱导 839、8:A阳性细胞分别为 B7C !D E "C $D，!FC 7D E GC GD，HIC !D E
GC 7D和 BGC ID E "C FD，!!C "D E GC "D，H7C !D E GC 7D。参芪液诱导 839、8:A阳性细胞分别为 BFC !D E
"C FD，IGC 7D E GC "D，HFC !D E GC !D和 B!C ID E "C FD，!FC "D E GC "D，HIC !D E GC 7D。经两种诱导剂诱导
后 "、7、! &，>?89@检测两者的凋亡率分别为 "C !D，IC !D，"FC !D和 #C !D，GC 7D，"GC !D。【结论】!6巯基乙
醇和参芪液均可在体外诱导 &234分化为神经元样细胞。&234向神经元样细胞分化过程中也发生凋亡，分化率
与凋亡率相关。参芪液可提高分化率，降低凋亡率。
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目前认为骨髓中至少含有两种干细胞：造血干

细胞和间质干细胞。间质干细胞是维持机体正常造

血微环境的重要组成部分。其本身在合适的体内外

环境中可长期生长，在一定的环境条件下，也可分

化为成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、平滑肌细胞、

成纤维细胞、骨髓基质细胞、血管内皮细胞、肝细胞

和神经细胞等 N " V。通过 ICH 体内移植研究表明，
ICH具有形成神经元的能力，且具有可移植性 N5 U 4 V。

W’’=KA3?等 N ! V使用巯基乙醇为诱导剂，在体外快速

诱导骨髓干细胞分化成神经元样细胞。同时发现二

甲基氧化硫（XICY）、羟基苯甲醚丁醛（Z[@）也可
以作为诱导剂。国内项鹏等 N 7 V也报道应用中药在体

外定向诱导 ICH分化为神经元样细胞。但是，由于
神经元样细胞在体外存活时间短，并出现细胞凋

亡，因此，有必要进行研究神经元样细胞在分化过

程和凋亡的关系，以了解神经元样细胞的形成机

理，对于治疗肌萎缩侧索硬化症等神经系统变性疾

病都具有重要意义。

" 材料和方法

"6 " 材料与主要试剂
成人肋骨来源于非血液系统疾病的胸外科手

术中摘取的肋骨。胎牛血清 （*/$&1 K’.-</ ,/3AF;
*ZC，[?01’</ 公司）、达乐伯克改良必需基本培养剂
（XA1K/00’\, F’=-(-/= D&]1/\, F/=-AF， XIDI，
^-K0’K31公司）、*-0’11E+&BA/分离液 （_%&3F&0-&，瑞
典）、碱性成纤维细胞生长因子 （K&,-0 (-K3’K1&,$-0
]3’2$% (&0$’3，K*^*，_/+3’L/0%）、小鼠抗人神经元烯
醇化酶（</A3’<E,+/0-(-0 /<’1&,/; )CD; I&‘-F 公司）、
胶质纤维酸性蛋白 R ]1-&1 (-K3-11&3? &0-=-0 +3’$/-<;
^*@_; I&‘-FS、 小 鼠 抗 人 神 经 丝 蛋 白 单 抗

（</A3’(-1&F/<$; )*; )/’F&3J/3,公司）、超敏 C_（鼠）
试剂盒 （IZa 公司）、X@Z 显色试剂盒 （X@bY 公
司）、LP)Dc 试剂盒 （X@bY 公司）、 !E 巯基乙醇
（!EF/30&+$’/$%&<’1，ZID; C-]F&公司）、参芪液（广
东丽珠集团利民制药厂）。以上试剂如无说明，皆为

美国产品。

"6 5 *+,-的分离、传代培养 N # V

无菌条件下，用含 "GG Fc d c *HC的 XIDI冲
出骨髓，充分混匀，转入离心管，" !GG 3 d F-<离心
R德国 !e"GfS "G F-<（! g "7 0F），弃上清及脂肪层，
沉淀用 XIDI 充分混匀，轻轻叠加到密度为
"6 G## h "G> ] d c的 *-0’11E_&BA/分离液上，5 !GG 3 d
F-<离心 >G F-<，收集单核细胞层，用 XIDI洗涤两
次。按 " h "G: d c密度接种，># i、体积分数 !8 HY5

饱和湿度下培养，! =后更换培养液，弃去未贴壁细
胞，>E4 = 换液 " 次，接近融合的 ICH 用含 G6 "
FF’1 d c DXL@ 的 G6 G5! ] d c 胰酶室温消化 !E"G
F-<，" !GG 3 d F-<离心 5G F-<，弃上清，沉淀按 " j >
比例传代。

"6 > 定向诱导 *+,-分化为神经元样细胞
传至第 !代的 ICH按 4 h "Ge d c密度接种于有

盖玻片的 7 孔板内制备细胞爬片。细胞用含 5G8
*ZC、K*^*R"G <] d FcS的 XIDI预诱导 54 %，更换
培养液，_ZC洗涤 >次，再分别加入 !E巯基乙醇（!
FF’1 d c）和参芪液的无血清 XIDI诱导 "、>、! %。
对照组不加任何诱导剂。每组包括 "e个细胞爬片。
"6 4 神经元样细胞的鉴定
诱导后细胞用 4G ] d c多聚甲醛固定 >G F-<，_ZC

洗涤，加入过氧化物酶阻断液阻断内源性过氧化物

酶，!8正常羊血清封闭，分别加入小鼠抗人神经元烯
醇化酶（)CD）、胶质纤维酸性蛋白（̂*@_）单克隆抗
体（即用型）、小鼠抗人神经丝蛋白单抗（)*[，" j "GG
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稀释），室温孵育 " $，%&’洗涤，加入生物素标记的
二抗 （羊抗小鼠免疫球蛋白），室温下孵育 "( )*+，
洗涤，加入链亲和素 , 过氧化物酶溶液，孵育 "(
)*+，洗涤，-.&溶液显色，中性树胶封固。神经元样
细胞免疫组化染色后光镜下随机数取 "(个非重叠
视野（/ "((），计算 0’1和 023阳性细胞占总细胞
数的比例，结果用均数 4标准差（! " #）表示。
"5 ! !"#末端转移酶介导的原位缺口末端标记
法（$%"&’）
细胞固定后，加标记缓冲液 6( !7 8片，之后按

每片取 9:9和 -;<,:,=9%各 " !7，加入 "# !7标记
缓冲液，混匀后加入。置标本于湿盒中，>? @标记 6
$。(5 " )AB 8 7 9&’清洗后，加封闭液 !( !7 8片，于
室温 >( )*+。加生物素化地高辛抗体 !( !7 8片，置
标本于湿盒中，>? @标记 >( )*+。(5 " )AB 8 7 9&’洗
>次，加链霉素亲和素 ,过氧化物酶（’.&C）!!7 8
片，>? @反应 D( )*+。(5 " )AB 8 7 9&’洗 E次。-.&
显色，显微镜观察。随机数取 "(个非重叠视野（/
"((），计算凋亡细胞占总神经元样细胞数的比例，
结果用均数 4标准差（! " #）表示。
"5 D 统计学处理
实验结果采用 ’%’’"(5 ( 软件包进行分析，组

间均数比较采用 $检验，指标间分析采用 %FGHIA+ J I
相关分析。

6 结 果

65 " ()*的分离、扩增结果
用 -K1K（含 6(( )7 8 7 2C’）培养的骨髓细胞，

> :后逐渐出现贴壁细胞，呈圆形或梭形，! :后完
全换液除去大部分血细胞，此时贴壁细胞为单个或

几个细胞的克隆，细胞形态均一，为长梭形，贴壁的

K’C增殖迅速，培养 "( :左右每个克隆约有 "!(个
细胞，培养至 "! L "# :细胞接近融合，排列具有一
定的方向性，呈漩涡样。传代后细胞于 6E $内完全
贴壁，? L "( :达到完全融合。单个克隆体外扩增 !
代细胞数为 ! / "(?。

65 6 ()*神经诱导
K’C在含 M "( !N 8 )7 O2<2、6(( )7 8 7 2C’P的

-K1K 预诱导液中处理 6E $ 后，加入不同的诱导
剂，" $后部分细胞形态发生变化，原来宽大扁平的
K’C胞质向核收缩，呈典型的核周体形态，突起伸
出（轴突），! $后，大多数 K’C变为典型的神经元，
胞体向细胞核收缩成圆锥形，且变得致密有折光

性，突起越来越多，并在轴突末端出现一级和二级

分支，类似树突（图 "）；多个神经元样细胞突起可相
互延伸并连成网状。对照组细胞仍然保持宽大扁平

的状态。

65 > 神经元样细胞免疫组化鉴定
结果显示，诱导后，大多数细胞表现为 0’1染

色阳性，呈棕黄色，表现为简单的双极细胞或复杂

的多极细胞，并可见部分神经元交织成网状（图 6），
对照组则无阳性细胞出现（图 >）。02是一种神经元
特异性的中间纤维，是神经元胞质的主要结构之

一，02免疫组化结果与 0’1结果类似（图 E）。同时
<2.%免疫组化结果显示，无阳性细胞出现（图 !）。
说明本研究诱导 K’C 分化为神经元而非星形胶质
细胞。

65 E 神经分化的定量分析
随机记数 "( 个视野计算结果显示诱导后大多

数细胞均转变为神经元样细胞的细胞 M表 " P。

65 ! $%"&’检测细胞凋亡率
经两种诱导剂诱导 K’C分化为神经元样细胞

后，9=017检测细胞凋亡，可见神经元样细胞出现
典型的凋亡细胞核改变，细胞核固缩、浓染，核内出

现致密浓染颗粒，呈棕黄色，并有核碎裂迹象 （图

D）。随机记数 "(个视野计算结果，显示诱导后出现
的细胞凋亡率 M表 6 P。

&K1
’$F+Q*RF

0’1
E>5 ! 4 "5 #
ES5 ! 4 "5 S " P

02
E65 D 4 "5 S
E!5 D 4 "5 S

0’1
!S5 > 4 65 6
D65 > 4 65 "

02
!!5 " 4 65 "
!S5 " 4 65 "

0’1
?D5 ! 4 65 >
?S5 ! 4 65 !

02
?>5 ! 4 65 >
?D5 ! 4 65 >

;+:TUFHI
" $ > $ ! $

0’1V +FTHA+,IWFU*X*U F+ABGIFY 02V +FTHAX*BG)F+ZY &K1V !,)FHUGWZAFZ$G+AB；" PCA)WGHF: [*Z$ &K1\ % ] (5 (!

表 " 两种诱导剂诱导 K’C分化为神经元样细胞的阳性率

9GOBF " 9$F HGZ*A AX +FTHA+,B*^F UFBBI :*XXFHF+Z*GZF: XHA) $T)G+ )FIF+U$R)GB IZF) UFBBI M $K’CP OR Z[A *+:TUFHI M_ P
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$%&’()*+
,-.
/0)%123)

" 0
"4 ! 5 64 7
64 ! 5 64 7 " 8

7 0
94 ! 5 64 #
:4 7 5 64 # : 8

! 0
"#4 ! 5 ;4 6
":4 7 5 !4 6

表 : 不同诱导剂在诱导后 " 0< 7 0< ! 0的凋亡率

=>?@) : =0) *>A2B BC >DBDAB+2+ ()@@+ 2%&’()& >CA)* " 0< 7 0< >%&
! 0 ?3 AEB 2%&’()*+ FG 8

:4 9 诱导 !"#$ 分化为神经元样细胞的阳性率
与凋亡率相关性

经 H)>*+B% I +相关性检验，发现 0-/J分化为神
经元样细胞的阳性率与凋亡率相关，相关系数均大

于 64 K!。

7 讨 论

本实验采用 !L 巯基乙醇和参芪液诱导 0-/J
分化为神经元样细胞，这与以往的报道一致。我们

发现参芪液组在各诱导点的诱导分化率明显高于

!L巯基乙醇组，尤其在分化早期，两者差异存在统
计学意义。!L巯基乙醇的诱导作用可能与抗氧化作
用有关。而参芪液为中成药，其主要成分为党参和

黄芪，有研究认为，党参和黄芪具有补中益气、生津

养血的功效，可以促进正常机体生长，有抗氧化、增

强免疫和抑制细菌的作用 M K N。

在本实验中，诱导分化后的神经元样细胞表达
,-.O !LP)*(>DAB)A0>%B@Q " 8 JBPD>*)& E2A0 ,-.< ! " 64 6!Q

:）JBPD>*)& E2A0 ,-.< ! " 64 6"

图 % &’阳性的神经元样细胞
图 ( )’*+阴性的神经元样细胞
图 , 凋亡的神经元样细胞
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图 ? 诱导后出现的神经元样细胞
图 @ &#A阳性的神经元样细胞
图 B 对照组的神经元样细胞
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神经元特异性标志 $%&和 $’，说明细胞不仅是形
态发生变化，而且在神经元样细胞的基因表达水平

也发生改变。神经丝蛋白是一种细胞骨架蛋白，包

括大、中、小 (种亚单位，它们是构成神经元胞体和
突起的重要结构。本实验大部分神经元样细胞胞体

和突起均为阳性，另一些细胞只有胞体阳性，可能

该细胞尚处于神经元前体阶段。)’*+标志物染色
为阴性，说明该神经元样细胞不是星形胶质细胞。

在本实验中，诱导分化的神经元样细胞存活时

间短，在诱导后 ", -大部分死亡。经 ./$&0检测后
发现，分化后的神经元样细胞出现凋亡细胞核的形

态：细胞核固缩、浓染，核内出现致密浓染颗粒，呈

棕黄色，并有核碎裂迹象。随着分化时间的延长，细

胞分化率提高，凋亡的细胞也越来越多。经统计分

析，两者呈相关。这说明诱导、分化后的神经元样细

胞的死亡与凋亡有关，但是凋亡原因有待进一步研

究。这可能与我们只是单独使用 !1 巯基乙醇和参
芪液有关，未加入任何神经生长因子和促进神经元

生长的物质。如 233456789使用特殊的诱导剂，神经
元样细胞可存活超过 :" -，细胞凋亡率为低于 ;<，
因此，他们认为细胞选择在神经元诱导分化中不是

最重要的因素，而诱导剂很明显在诱导分化过程中

起主要的作用 = > ?。

本研究在 ’8@747ABC7@A等 = : ? 的方法上进行了些

改进，从成人骨髓中分离得到骨髓间质干细胞，并

在体外大量扩增，这一发现可能为 D%E的临床应用
有较大的帮助，因临床应用需要用 -D%E细胞移植
才可能有效。由于 D%E取材方便，可在体外长期培
养、遗传背景稳定、免疫源性低下等特点，因此在临

床应用上比神经干细胞更有优越性。而神经系统疾

病如脑血管病、痴呆、帕金森病、肌萎缩侧索硬化症

等的治疗一直是个大难题，因此，同时，建立体外定

向诱导模型，有助于我们研究 D%E分化为神经元的
分子机理，为 D%E应用提供依据。
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