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摘　要:【目的】探讨全反式维甲酸对大鼠骨髓间质细胞(BMSCs)的诱导分化作用。【方法】从大鼠骨髓中分离培养间质

细胞并传至第 6 代 ,诱导前 24 h 加 1 μg·L-1碱性成纤维生长因子(bFGF)入培养液中以促分裂 ,再以反式维甲酸作诱导剂 ,然

后观察细胞形态的变化 ,并采用免疫组织化学法 ,对诱导后第 4 天的细胞行巢蛋白(nestin)、神经丝蛋白(NF)、神经元特异性

烯醇化酶(NSE)表达的检测。对第 8 天的细胞行脂肪细胞特异性苏丹Ⅱ染色。【结果】诱导后第 4 天的部分细胞不仅在形态

上表现为神经元样 ,而且呈 nestin 、NF及 NSE 阳性;诱导后第 8 天的部分细胞呈苏丹Ⅱ染色阳性。【结论】骨髓间质细胞具有

多向分化潜能 ,在反式维甲酸作用下 , 可被诱导成神经元样细胞及脂肪细胞。
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Abstract:【Objective】To study the induction effects of all- trans-retinoic acid(ATRA)to the bone marrow stromal cells (BM-

SCs)o f rat.【Methods】The BMSCs from rat w ere isola ted and cultured for 6 passages , which were pretreated with 1μg·L-1 basic fi-

broblast g row th factor(bFGF)for 24 h before induction.Then the media was replaced with induction media containing AT RA.The

mo rpho logical changes of the cells were observed.At 4 d of induction , the cells were stained immunocytochemically with anti-nestin ,

neurofilament(NF)and neuron-specific enolase(NSE)antibodies.At 8 d of induction , the adipocy te-like cells were stained with Su-

dan Ⅱ.【Results】At 4 d of induction , part of the bone marrow stromal cells became neuron like cells and show ed nestin , NF and

NSE positive.At 8 d o f induction , part of cells w ere Sudan Ⅱ positive.【Conclusion】The bone marrow stromal cells can differentiate

into neuron like cells and adipocy tes by the induction o f ATRA.
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　　干细胞具有自我更新 、增殖及多向分化潜能。

近年研究表明骨髓间质细胞像干细胞那样 ,可以分

化为成骨细胞 、软骨细胞 、脂肪细胞 、肌肉细胞及神

经细胞[ 1 ～ 5] 。在 β-巯基乙醇的诱导作用下 , 骨髓

间质细胞分化为神经元
[ 6]
,这一研究结果给神经修

复与再生带来新的希望。由于骨髓间质细胞取材

容易 ,增殖快 ,从患者本身取材 ,培养扩增 ,定向诱

导分化成特定的细胞 ,再植入患者体内 ,避免了异

体的排斥反应 ,在临床应用上具有广阔的前景。本

研究从大鼠骨髓中分离培养间质细胞 ,采用全反式

维甲酸(all-t rans-retinoic-acid , ATRA)作诱导剂 ,观

察骨髓间质细胞体外的分化趋势 ,以期为进一步应

用骨髓间质细胞奠定基础 。

1　材料和方法

1.1　骨髓间质细胞的分离及培养

Wistar 大鼠(雌雄不限 , 120 g 左右)经麻醉后

处死 ,在无菌条件下取出股骨 ,除去骨周围的肌肉

组织 ,剪开骨两端 ,用注射器吸取 1.5 mL minimum

essential medium alpha medium [ α-MEM(GIBCO)

培养液+体积分数 20%胎牛血清(FBS ,杭州四季

青)+2 mmol·L-1谷氨酰胺(Sigma)] ,从骨的一端

缓慢地冲洗骨髓腔 ,所得的细胞悬液按 1×106 的

数密度进行培养 ,次日换液。换液前用 0.01 mol·

L
-1
的 PBS 轻轻冲洗培养细胞的表面 ,以除去未贴

壁细胞 ,以后改为每隔两天换液。当细胞铺满培养

瓶底后 ,用 1.25 g·L-1胰蛋白酶(Sigma)消化 ,以一

传三的方式传代。传至第 6 代后 , 培养基改用:

DMEM(GIBCO)+体积分数 20%胎牛血清(杭州

四季青)+2 mmol·L-1谷氨酰胺 。

1.2　反式维甲酸诱导大鼠骨髓间质细胞

大鼠骨髓间质细胞培养至第 6代 ,其中3瓶 25
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cm2的细胞作为诱导组 ,诱导前在培养基中加入 1

μg·L-1碱性成纤维生长因子以促分裂 , 24 h 后用

全反式维甲酸(Sigma)进行诱导 ,诱导液为 DMEM

(GIBCO)培养液 +体积分数 20%胎牛血清(杭州

四季青)+2 mmol·L
-1
谷氨酰胺+7 μmol·L

-1
A-

TRA ,24 h后其中一瓶细胞移植入体内进行观察。

结果拟将在另一文中发表 ,另两瓶细胞继续用诱导

液培养 ,每隔 3 d更换一次液 。对照组的细胞则一

直采用 DMEM(GIBCO)+体积分数 20%胎牛血

清(杭州四季青)+2 mmol·L-1谷氨酰胺进行培

养 ,直至细胞传代到 15代 。

1.3　大鼠骨髓间质细胞分化后的检测

用 4 g/L 的多聚甲醛(polyfo rmaldehyde)分别

将诱导后不同时间(4 d 、8 d)的细胞固定 15 min。

对第 4天的细胞采用间接免疫组化法检测巢蛋白 、

神经丝蛋白(NF)、神经元特异性烯醇化酶(NSE)

的表达 ,阳性对照采用脊髓的冰冻切片 ,阴性对照

采用成纤维细胞。对第 8 天的细胞行苏丹 Ⅱ组织

化学染色 。

2　结　果

2.1　骨髓间质细胞的生长情况

在原代培养过程中 ,约 24 h细胞出现贴壁生

长 ,贴壁细胞呈梭型(图 1),开始时细胞增殖缓慢 ,

第 3天细胞急剧增多 ,呈集落生长 ,然后增殖趋于

平缓 , 10 d左右细胞铺满瓶底。当细胞传代后 ,细

胞形态仍保持梭形 ,细胞增殖旺盛 ,显微镜下观察

细胞呈旋涡状排列(图 2),每隔 3 d传代一次 。

2.2　反式维甲酸诱导大鼠骨髓间质细胞

诱导前培养基中加入 1μg·L -1 bFGF ,细胞形

态保持不变 ,并能促进细胞的增殖。24 h 后 ,改用

诱导液培养 ,48 h 后部分细胞形态改变 ,表现出神

经元样细胞的形态 ,图 3为诱导后第 4天的神经元

样细胞 ,细胞胞体变圆或呈三角形 ,突起明显 ,有双

极和多极 ,有些细胞间突起互相连接 ,形成神经网

络样 ,此时细胞无明显增殖现象 。诱导后第 8 天 ,

部分细胞分化成脂肪样细胞(图 4),胞浆中出现大

量的脂滴 。诱导后细胞的分化呈区域异质性 ,即在

同一培养瓶的细胞中 ,某一区域的细胞朝神经元样

细胞分化 ,而另一区域细胞朝脂肪样细胞分化 ,呈

非均一化性分化 。分化后细胞的存活时间约 20 d

左右 ,然后细胞突起脱壁 、漂浮 ,细胞逐渐死亡。对

照组的细胞则仍然分裂旺盛 ,形态呈梭形 ,传代至

15代时细胞开始变得宽大 、扁平 ,逐渐脱壁 ,漂浮

死亡 。

2.3　大鼠骨髓间质细胞分化后的鉴定

对诱导后第 4天的细胞 ,用间接免疫组化法染

色 ,神经元样细胞呈现巢蛋白(nestin)阳性(图 5)、

神经丝蛋白(NF)阳性(图 6)及神经元特异性烯醇

化酶(NSE)阳性(图 7),胞体及突起部分都被染成

棕色;而未分化的胞体扁平细胞对这些抗体则呈阴

性反应 。阳性对照的脊髓切片对以上抗体均呈阳

性反应 ,而成纤维细胞则呈阴性。

对诱导后第 8天的细胞 ,采用苏丹 Ⅱ组织化学

染色 ,脂肪样细胞呈阳性反应(图 8),胞浆被染成

橙红色 ,而神经元样细胞则呈阴性 。

3　讨　论

骨髓中含有各级造血细胞 、骨髓间质细胞及其

多种细胞因子 。骨髓间质细胞是造血诱导微环境

的重要组成部分 ,它来源于中胚层发育的早期间质

干细胞 ,通过与造血细胞密切接触 、分泌细胞外基

质和多种细胞因子调节造血。其结构和功能的完

整性对于保持机体在生理状况和应急状态时造血

的稳定性具有重要的作用[ 7] 。骨髓间质细胞除了

提供细胞外基质 、支持和调节造血干细胞的自我更

新和分化外 ,本身还具有增殖和多向分化潜能。骨

髓间质细胞在体外能被诱导分化为成骨细胞 、软骨

细胞 、肌肉细胞及脂肪细胞。

本实验根据造血干细胞呈悬浮生长 ,间质细胞

呈贴壁生长的特点 ,经多次换液及传代培养 ,以除

去悬浮的血细胞和造血干细胞 ,获得高纯度的间质

细胞 。在此基础上 ,我们用全反式维甲酸来诱导骨

髓间质细胞的进一步分化 ,目前其具体诱导机制还

不清楚。本研究结果表明 ,全反式维甲酸可促使骨

髓间质细胞朝分化方向发展:诱导 48 h 后即有部

分细胞分化成神经元样细胞 ,而未经全反式维甲酸

作用的对照组细胞依然保持原有的细胞形态 。据

此推测全反式维甲酸具有诱导分化的作用 。对第

4天的细胞进行免疫组化鉴定 ,结果显示 ,这些神

经元样细胞呈现 nestin 、NF 及 NSE 阳性 , NF 及

NSE是神经元表达的特异性蛋白质 ,而 nestin是分

布在神经前体细胞胞质中的中间丝蛋白 ,待神经前

体细胞分化成神经元或神经胶质细胞后 ,这种中间

丝蛋白将逐渐消失
[ 8]
,这说明本实验诱导后的细胞

属于分化早期神经元 。在诱导后第 8天开始 ,部分
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细胞分化成脂肪样细胞 ,呈苏丹 Ⅱ染色阳性反应 ,

此结果说明全反式维甲酸对骨髓间质细胞的诱导

作用是多方向的 ,而且骨髓间质细胞朝不同细胞分

化的启动时间不同。与Woodbury 等[ 6]研究比较 ,

在 β-巯基乙醇的诱导作用下 ,几小时内约 70%分

化成神经元样细胞 ,而本实验全反式维甲酸作用

48 h后才逐渐产生神经元样细胞 ,同时诱导的神经

元存活时间可达 20 d ,可以推测 β-巯基乙醇与全反

式维甲酸对骨髓间质细胞诱导机制可能不同 ,其本

质区别有待于进一步探讨 。
(本文图 1 ～ 8 见插页 1.　Fig.1 ～ 8 show n in back

coloured page 1)
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经酰胺(ceramide)诱导的小鼠胚胎成纤维细胞凋

亡[ 5] 。体外培养的大鼠肝细胞 ,肿瘤坏死因子α可

导致其发生凋亡 ,而预先用 NO 处理 ,诱导 HSP70

表达 ,则可对抗 TNFα诱导的大鼠肝细胞凋亡
[ 6]
。

Doxorubicin是一种抗癌药 ,它可引起大鼠心肌细

胞发生凋亡 ,如果在用 doxorubicin 前将心肌细胞

放在 42 ℃进行热休克处理 30 min ,可以明显减少

细胞凋亡数
[ 7]
。以上这些结果都来自于非神经细

胞。

在本实验中 ,我们应用了复极化诱导的小脑颗

粒神经元凋亡模型 ,这一模型在研究神经元凋亡信

号转导机制及抗凋亡药物筛选中被广泛应用[ 8] 。

将体外培养 8 d 的小脑颗粒神经元放入 44 ℃,体

积分数为 5%CO2 的开放式培养箱中进行热休克

处理一段时间后再换成复极化条件培养基 ,可明显

减少细胞凋亡数 ,并且随着热处理时间延长 ,这种

保护作用增强 , 热预处理 90 min 保护作用最好。

Western blot ting 检测HSP70表达量发现 ,热预处理

90 min组 HSP70的表达量最高 。这提示热刺激预

处理对复极化诱导的小脑颗粒神经元凋亡的保护

作用可能与HSP70有关。接下来我们将用HSP70的

反义寡核苷酸抑制 HSP70表达观察是否削弱或取

消这一保护作用 ,进一步证实 HSP70的保护作用 。
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