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三七总皂甙诱导骨髓间质干细胞分化为神经元样细胞

撒亚莲 , 李海标
(中山大学中山医学院组织胚胎学教研室 , 广东 广州　510080)

摘　要:【目的】用三七总皂甙(total Panax notoginseng saponins)在体外定向诱导 SD青年鼠骨髓间质干细胞(mesenchy-

mal stem cell , rMSC)分化为神经元样细胞。【方法】用低糖 DMEM 冲洗骨髓腔 ,收集骨髓细胞悬液 ,接种在塑料培养瓶中。

经体外扩增 、纯化 , 选用第 5 代后的间质干细胞进行诱导分化。用 10 μg/ L bFGF预诱导 24 h , 更换成含三七总皂甙的无血清

培养基 DMEM 诱导间质干细胞分化为神经元样细胞。用免疫组化SABC 法鉴定神经丝蛋白(NF-M)、神经元特异性烯醇化酶

(NSE)、巢蛋白(nestin)、微管联合蛋白-2(MAP-2)、生长相关蛋白-43(GAP-43)、胶质纤维酸性蛋白(GFAP)的表达。【结果】第

5 代间质干细胞形态达到均一 ,呈梭形。用三七总皂甙诱导 30 min到 5 h ,间质干细胞胞体逐渐增大并伸出细长突起 , 形似神

经细胞。免疫组化显示 NF-M 、NSE、MAP-2、GAP-43、nestin 表达阳性 , 而 GFAP阴性。【结论】三七总皂甙可诱导骨髓间质干

细胞分化为神经元样细胞。
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Differentiation of Mesenchymal Stem Cells into Neuron-l ike Cells with Total Panax Notoginseng Saponins　S A

Ya-lian , LI Hai-biao.(Department of Histology and Embryology , Zhongshan Medical College , Sun Yat-sen University ,

Guangzhou 510080 , China)

Abstract:【Objective】To investiga te the differentiation of mesenchymal stem cells of young rat(rMSCs)into neuron-like cells

w ith total Panax no toginseng saponins(tPNS).【Methods】rMSCs w ere separa ted from femur marrow flushed out w ith DMEM(low

g lucose)by using a needle and sy ringe , then planted in plastic culture flask.After 5 passages in culture , rMSCs were induced with

to tal Panax notoginseng saponins(tPNS)to differentiate into neuron-like cells.Anti-neurofilament(NF-M), nestin , neuron-specific

enolase(NSE), MAP-2 , GAP-43 and g lial fibrillary acidic pro tein(GFAP)antibodies were detected by immunohistochemistry.【Re-

sults】rMSCs display ed a fibroblast-like mo rpho logy after 5 passage in culture.With 10 μg/ L bFGF pre-induction for 24 hours , the

medium was replaced with induction medium containing to tal Panax no toginseng saponins.The induced-rMSCs exhibited neuronal

mo rpho logical characteristics from the first half an hour to 5 hours.The neuron-like cells positiv ely expressed NF-M , NSE ,MAP-2 ,

GAP-43 and nestin , but didn' t express glial astrocy te marker GFAP.【Conclusion】rMSCs can be induced with total P anax no to gin-

seng saponins in v itro to differentiate into neuron-like cells.
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　　干细胞具有自我更新 、无限增殖及形成至少一

种高分化后代的潜能[ 1] 。近年的研究表明在骨髓

基质中存有间质干细胞(mesenchymal stem cell ,

MSC),体内外实验已证明它具有可塑性 ,可跨越胚

层界限 ,向中胚层 、内胚层和神经外胚层来源的组

织细胞分化 ,包括成骨细胞 、软骨细胞 、肌细胞 、肝

细胞 、神经元及星形胶质细胞等
[ 2 , 3]

。由于 MSC

取材方便 ,而且自体移植可避免排斥反应 ,故成为

组织工程中理想的种子细胞。如果在体外用特殊

的方法改变 MSC 的分化方向或把细胞进行修饰后

进行移植 ,用于治疗某些疾病 ,如:帕金森病 、脊髓

损伤 、中风和糖尿病等 ,将对重建机体功能具有有

重要意义 。三七总皂甙(total Panax notoginseng

saponins , tPNS)是治疗心脑血管疾病的传统中药 ,

是从五加科人参属植物三七根提取的有效成分 ,能

特异性地阻断受体操纵性的钙离子通道 ,具有活血

祛瘀 ,通脉止血 ,保护脊髓 、视神经及心脑缺血性损

伤等作用[ 4～ 6] 。本实验探讨三七总皂甙对骨髓间

质干细胞分化为神经元样细胞的诱导作用 ,为三七

总皂甙的临床应用提供理论基础。

1　材料和方法

1.1　骨髓间质干细胞的分离培养

SD青年鼠 ,雌雄不限(校动物中心提供)。脱

409中山医科大学学报(Acad J SUMS),2002 , 23(6):409～ 410 , 437

DOI :10.13471/j.cnki.j.sun.yat -sen.univ(med.sci).2002.0141



颈处死 ,快速在无菌条件下取出股骨 ,去除周围组

织 ,PBS冲洗 ,剪断骨两端 ,用含 100 mL/L 胎牛血

清(杭州四季青产品)的合成培养液(低糖 DMEM ,

购自 GIBCO BRL 公司)冲洗骨髓腔 ,收集骨髓细

胞悬液 ,接种在塑料培养瓶中(通常一只鼠的股骨

骨髓细胞悬液接种在 1个 50 mL 的培养瓶中)。5

d半量换液 ,以后每 3 d 全量换液 1次 。10 ～ 14 d

细胞接近融合 ,用 1.25 g/L 胰酶消化传代 。

1.2　定向诱导 rMSCs向神经元样细胞分化

用5代以后的骨髓间质干细胞(rMSCs)进行

诱导分化 ,以 0.25×109/ L 接种到 6 孔培养板中 ,

细胞达 80%融合时 ,弃培养液 ,加入含 10 μg/L 碱

性成纤维细胞生长因子(bFGF)的完全培养液预诱

导24 h ,PBS 洗 3次 ,更换成含 2.5 g/L 三七总皂

甙的无血清培养液诱导 ,对照组不加任何诱导剂 ,

继续用完全培养液培养。

1.3　诱导细胞鉴定

含 2.5 g/ L三七总皂甙的无血清培养液诱导

细胞 5 h ,用 40 g/L 多聚甲醛在 4 ℃固定 30 min。

PBS洗 3次后 ,按免疫组化 SABC法检测神经丝蛋

白(NF-M)、神经元特异性烯醇化酶(NSE)、巢蛋白

(nestin)、微管联合蛋白-2(MAP-2)、生长相关蛋白

43(GAP-43)、胶质纤维酸性蛋白(GFAP)的表达。

对照组不加一抗 。DAB显色后 ,随机数 10个非重

叠视野(×100),计算 NSE 和 MAP-2 阳性细胞占

总细胞数的比例 ,结果用均数±标准差( x ±s)表

示。

2　结　果

2.1　间质干细胞的形态学特点

在原代 ,骨髓间质干细胞细胞呈簇样贴壁聚集

生长 ,细胞形态多样 ,主要有内皮样细胞 、成纤维样

细胞及巨噬细胞等。经传代扩增 ,细胞到第 5 代

时 ,基本纯化为间质干细胞 。细胞长梭形 ,胞界清

楚 ,胞核饱满居中 ,呈放射状或旋涡样排列(图 1)。

2.2　诱导为神经元样细胞的形态变化

含 bFGF 的完全培养液预诱导骨髓间质干细

胞 24 h ,细胞形态改变不明显 ,呈梭形 。更换诱导

液后 30 min到 5 h ,间质干细胞胞体逐渐增大并伸

出细长突起 ,在突起末端出现分支 ,部分相邻细胞

的突起连接成网 。对照组细胞呈长梭形 ,形态无明

显变化。

2.3　免疫组化鉴定

三七总皂甙诱导间质干细胞转变为类似于神

经元的形态 ,经免疫组化鉴定 , 多数细胞表现为

NF-M 、NSE 、MAP-2 、GAP-43和 nestin 染色阳性 ,

在胞质 、突起中有棕黄色的物质 ,而 GFAP 染色为

阴性(图 2)。对照组细胞胞质中无棕黄色物质。

三七总皂甙诱导间质干细胞转变为神经元样细胞 ,

SABC法显示 NSE 和 MAP-2 阳性细胞数分别为

71%±2.1%,73%±2.5% 。

3　讨　论

在 1867年 ,德国病理学家 Cohnheim 提出骨髓

具有向造血组织以外的成分分化的功能[ 7] 。由于

没受到重视 ,直到近年才开展起相关研究 。骨髓是

胚胎时期最后一个造血器官 ,由造血组织和基质构

成 ,已证实在基质中具有多向分化潜能的间质干细

胞 ,可分化为:成骨细胞 、软骨细胞 、肌细胞 、肝细

胞 、神经元及星形胶质细胞等。 Kopen 等[ 8] 将

MSC 注射到新生小鼠侧脑室 ,在海马 、嗅球 、纹状

体等部位均有 MSC 来源的神经胶质细胞和神经

元。Woodbury 等[ 3]用 β-巯基乙醇 、二甲基桠枫及

丁羟基茴醚等体外诱导大鼠和人的间质干细胞分

化为神经元。

本实验按照 Friedenstein的方法 ,直接把骨髓

细胞悬液接种到塑料培养瓶中 ,利用 MSC 贴壁生

长的特性获取 。经换液 、传代来纯化细胞 ,通常第

5代细胞就为较均一的间质干细胞 。本实验选用

第 5代后的细胞进行诱导。细胞增殖与分化是一

对矛盾。细胞分化抑制细胞增殖 ,抑制细胞分化有

利于细胞增殖。bFGF 是一种有效的有丝分裂原和

分化抑制因子 ,可影响中胚层 、神经外胚层的细胞

增殖和分化。本实验用含 bFGF 的完全培养液进

行预诱导 ,使细胞处于较佳的增殖状态 , 细胞呈长

梭形 ,无明显的形态改变 。三七总皂甙诱导间质干

细胞 30 min ,胞体逐渐增大并伸出细长突起似神经

元。在 5 h 多数细胞表现为 MAP-2 、GAP-43 、NF-

M 、NSE和 nestin染色阳性 ,对照组为阴性。MAP-

2 、GAP-43 、NF-M 和 NSE 是神经元特异性标志物。

NF-M 是构成神经丝的主要蛋白 ,主要定位于成熟

神经元的胞体和树突 ,而 GAP-43是与细胞膜相连

的磷酸蛋白 ,在神经系统发育或再生时 ,生长锥有

高水平的表达 ,它可能与生长锥的形态改变和可塑

性有关 。微管联合蛋白-2(MAP-2)对维持微管的

结构和功能有重要作用。高相对分子质量 MAP-2
(下转第 437页　to page 437)
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高 ,本文 2例均复发 ,故儿童肿瘤的自体 HSCT 应

慎重 。

文献报道和本文资料提示:allo-HSCT 治疗白

血病的复发问题是患者死亡的首要问题 ,儿童白血

病的任何治疗手段的目的是根治 ,延长生命是无任

何意义的。因此 ,如何降低复发率 ,达到治愈是令

人关注的焦点之一。移植后的免疫治疗以最终杀

灭残留肿瘤细胞有可能是提高疗效的重要手段之

一。目前 CML移植后的免疫治疗主要是过继免疫

治疗(DLI),已有大量的报道表明 DLI 是预防和治

疗CML 移植后复发的有效方法 , 但对 A LL 和

AML患者疗效欠佳。我们对能找到供体淋巴细胞

的患儿皆采取分次 DLI 。2 例 allo-PBSCT 患儿

(AML 、CML)在首次 DLI 后出现 aGVHD ,但很快

控制。至于 DLI 的疗效 ,本文例数少 ,时间短 ,尚

无法评价。但对于 UD-UCBT , 无法进行移植后

DLI ,因此必须寻找其它的免疫治疗方法。有意义

的是本文中的例 3 ,于移植后 53 d复发 ,予 2个疗

程 IL-2后骨髓象示完全缓解 ,但 4周后再次复发。

这可能与该患儿属预后差者 ,以及 IL-2 使用的时

间或剂量不足有关。因此 IL-2的用量及疗程尚须

进一步探索。
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主要分布于成熟神经元内 , 而低相对分子质量

MAP-2主要分布于发育的神经元内。Nestin 为神

经前身细胞的中间丝蛋白 ,可作为神经干细胞的标

记物 ,当它分化为神经元或神经胶质细胞后 ,这种

中间丝蛋白逐渐消失 。星形胶质细胞标志物

GFAP染色为阴性。表明三七总皂甙诱导间质干

细胞为神经元样细胞而不是星形胶质细胞 。细胞

形态变化可能与刺激因子引起细胞骨架结构(微

丝 、微管及中间丝等)重排有关。项鹏等[ 9]首次报

道用中药丹参注射液在体外可诱导人骨髓间质干

细胞分化为神经元样细胞 ,他们认为可能与丹参的

抗氧化作用有关 。过去的研究表明三七总皂甙是

特异性钙离子通道阻断剂。有实验提示三七总皂

甙可抑制钙离子内流 ,减轻脊髓和视神经损伤过程

中由于钙离子内流所引起的损伤 ,对神经元有保护

作用[ 4～ 6] 。它能诱导 rMSCs 向神经元样细胞分化

是否与阻断钙离子通道有关呢? 至于其诱导分化

的机理及其信号传导通路 ,诱导分化后的神经元样

细胞是否具有神经元的功能等问题仍有待今后进

一步研究 。
(本文图 1 , 2 见插页 1.Fig.1 , 2 show n in back coloured

page 1)
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