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乳鼠海马神经干细胞向神经细胞分化过程中犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ的表达
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　　摘　要：目的　建立神经干细胞（ＮＳＣ）向神经细胞分化的培养体系，探讨犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ在ＮＳＣ分化过程中的表达情况。方

法　无菌分离新生（２４ｈ）ＳＤ大鼠海马ＮＳＣ，体外扩增、纯化，并诱导ＮＳＣ向神经细胞分化。细胞诱导前、后，采用免疫荧光化学

法鉴定巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）和神经元特异性烯醇酶（ＮＳＥ）的表达；用逆转录ＰＣＲ检测ＮＳＣ中犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ的表达情况。结果　从

乳鼠海马分离的ＮＳＣ在体外能克隆增殖，并表达Ｎｅｓｔｉｎ。诱导分化后，细胞ＮＳＥ阳性表达；犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ在ＮＳＣ诱导分化前、

后均有表达。与诱导前相比，ＮＳＣ诱导分化后各阶段 犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ表达水平均明显降低（犘＜０．０５），而 ＮＳＣ分化各阶段

犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ表达的差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　诱导ＮＳＣ向神经细胞分化能抑制其犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ的表达，低水平

的犖狅狋犮犺信号可能有利于神经细胞的分化。
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　　自１９９２年，Ｒｅｙｎｏｌｄｓ等
［１］首先从小鼠纹状体成功分离出

神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣ）以来，有关神经再生的研

究迅速成为神经科学领域的研究热点。目前，关于 ＮＳＣ定向

分化的研究多集中于诱导分化条件、形态学变化及其表面标志

物的表达方面，对其分化过程中相关基因的表达与调控仍缺乏

深入研究。体内发育研究的实验表明，犖狅狋犮犺信号通路进化保

守而重要，一些复杂而高级程序，如细胞的存活、增殖、分化和

凋亡正是基于正确的犖狅狋犮犺信号转导
［２］。由于犖狅狋犮犺信号对

细胞调控的广泛性，推测犖狅狋犮犺信号对 ＮＳＣ在体外的增殖分

化也具有调控作用。本研究建立体外培养ＮＳＣ的增殖与分化

体系，选择犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ作为研究对象，检测它在 ＮＳＣ向神

经细胞分化过程中的表达情况，以探讨犖狅狋犮犺信号在其分化过

程中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康新生２４ｈ的ＳＤ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ）大鼠

５０只，体质量５～６ｇ，雌雄不限，由新乡医学院动物中心提供

（证书编号：ＳＹＸＫ２００６００１２）。实验通过新乡医学院动物伦

理委员会的许可，实验过程中对动物的处置符合２００６年科技

部《关于善待实验动物的指导性意见》的规定。

１．２　主要试剂　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ改良 Ｅａｇｌｅ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ

ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）／Ｆ１２培养基、Ｂ２７培养基购

自 Ｇｉｂｃｏ公司；碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒ，ＥＧＦ）购自Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清购自杭州四季青生物工

程材料有限公司；兔抗鼠Ｎｅｓｔｉｎ单克隆抗体、兔抗鼠神经元特

异性烯醇酶（ｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅ，ＮＳＥ）单克隆抗体、异硫氰

酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的山羊抗兔

ＩｇＧ抗体均购自碧云天生物技术研究所；ＲＮＡ提取试剂盒、

ＰＣＲ扩增试剂盒、ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ

试剂盒、ＰＣＲＭａｒｋｅｒ购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

所用引物根据 ＧｅｎＢａｎｋ序列自行设计，由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成。
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１．３　主要仪器　医用净化工作台（Ｃ１１１２Ｂ）购自苏州高新净

化工程有限公司；低温高速离心机（ＰＩＣＯ２１）购自德国Ｔｈｅｒ

ｍｏ公司；倒置显微镜（ＩＸ７１）购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ＰＣＲ仪

（Ｔｒｏｂｏｔ）购自德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司；凝胶成像系统（ＱＵＡＮＴＵＭ

ＳＴ４）购自法国ＶＩＬＢＥＲ公司；电泳仪（ＤＤＹ４型）购自北京市

六一仪器厂。

１．４　ＮＳＣ的分离、扩增和传代培养
［３４］
　ＮＳＣ分离培养过程

见图１。将新生２４ｈ的ＳＤ乳鼠，常规碘酒、乙醇消毒皮肤，置

－２０℃麻醉８ｍｉｎ，用眼科剪迅速取出脑组织置于平皿中，

Ｈａｎｋ′ｓ液漂洗并分离出海马组织，用眼科剪反复剪碎组织，收

集到５０ｍＬ离心管中，Ｐａｓｔｅｕｒ吸管反复吹打，２００μｍ滤网过

滤去除组织块，制成单细胞悬液，离心，弃上清液，用无血清培

养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋２％Ｂ２７＋２０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ＋２０ｎｇ／ｍＬ

ｂＦＧＦ）重悬细胞。细胞经苔盼蓝染色，计数活细胞，调整细胞

密度至１．０×１０５／ｍＬ，将其接种于 Ｔ７５培养瓶中。置于

３７℃、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中进行培养。每隔３～４ｄ半量

换液１次。根据细胞生长情况进行传代。将含有神经球的培

养液移入离心管，Ｐａｓｔｅｕｒ吸管反复吹打，制成单细胞悬液，离

心５ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１５００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液，加入上述无

血清培养基，计数后，将密度为１．０×１０４／ｍＬ的细胞接种于Ｔ

７５培养瓶，重新置于３７℃、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱进行培养。

每隔３～４ｄ半量换液１次，每隔７～９ｄ机械分离神经球并传

代１次。倒置显微镜下观察细胞增殖状况。

图１　　鼠ＮＳＣ在体外增殖分化的示意图

１．５　ＮＳＣ的诱导分化
［５６］
　收集生长良好的第３代神经球，

磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤３次，

离心５ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１５００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液，加入神经

诱导培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋２％Ｂ２７＋１０％胎牛血清）重悬细

胞，将其吹打成小神经球或单细胞悬液，将密度为１．０×１０４／

ｍＬ的细胞接种于Ｔ７５培养瓶，置于３７℃、５％ＣＯ２ 的细胞培

养箱进行培养。每隔３～４ｄ半量换液１次，倒置显微镜下观

察细胞分化状况。

１．６　免疫荧光细胞化学染色　将培养的神经球接种于６孔板

中（孔中预先放置经多聚赖氨酸处理的玻片）。处于增殖未分

化状态的神经球于孔板中用无血清培养基培养４～６ｈ后，进

行Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光细胞化学染色；将诱导分化的神经球于孔

板中用神经诱导培养基培养７～１０ｄ后，进行 ＮＳＥ免疫荧光

细胞化学染色。取生长有细胞的盖玻片，用４％多聚甲醛固定

１５ｍｉｎ，３％ Ｈ２Ｏ２ 封闭１０ｍｉｎ，５％胎牛血清封闭１０ｍｉｎ，分别

加入抗 Ｎｅｓｔｉｎ、ＮＳＥ单克隆抗体，并设阴性对照，用ＰＢＳ液代

替第一抗体，４ ℃过夜，３７ ℃孵育１ｈ。避光条件下，加入

ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔ＩｇＧ抗体，３７℃孵育４０ｍｉｎ，用荧光封

片剂封片，荧光显微镜下观察结果。

１．７　 逆转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）检

测　取第３代神经球进行诱导，分别诱导分化至第３、７、１０天，

采用ＲＴＰＣＲ检测其 犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ 的表达。提取细胞总

ＲＮＡ，以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引物，用莫洛尼鼠白血病病毒（ｍｏｌｏ

ｎｅｙｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ，ＭＭＬＶ）逆转录酶于４２℃逆转录

为ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板，β犪犮狋犻狀 ｍＲＮＡ为对照。所用引

物根据ＧｅｎＢａｎｋ所查序列，通过Ｐｒｉｍｅｒ５．０程序自行设计，

犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ 扩增片段（４３０ｂｐ），ＦＰｒｉｍｅｒ：５′ＧＡＡ ＣＣＣ

ＧＡＴＣＡＡ ＧＧＡ ＡＡＴＣＡ３′，ＲＰｒｉｍｅｒ：５′ＧＧＣＴＴＴＣＴＧ

ＣＴＧＧＴＧＴＴＴＧＴ３′；β犪犮狋犻狀扩增片段（３１５ｂｐ），ＦＰｒｉｍｅｒ：

５′ＴＣＣ ＴＧＴ ＧＧＣ ＡＴＣＣＡＣ ＧＡＡ ＡＣＴ３′，ＲＰｒｉｍｅｒ：５′

ＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴ３′。循环条件：９４．０℃

预变性５ｍｉｎ，９４．０℃变性３０ｓ，５７．５℃退火５０ｓ，７２．０℃延

伸３０ｓ，共３０个循环；７２．０℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经

２％琼脂糖凝胶电泳后，以Ｂａｎｄｅｒｌｅａｄｅｒ３．０凝胶图像处理软

件进行灰度分析，将目的基因与β犪犮狋犻狀ｍＲＮＡ的条带灰度值

之比作为反映目的基因表达情况的相对指标。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，采用最小显著差数法（ｔｈｅｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）狋检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＮＳＣ的增殖培养与鉴定　原代细胞培养３ｄ后，可见大

量体积较小，悬浮生长的细胞团块。培养１０ｄ左右，细胞继续

增殖形成直径较大的克隆球（即神经球），其边界清晰，质地紧

密。培养１８ｄ左右，神经球直径继续增加，质地更加紧密，呈

规则球状，神经球中心因细胞增殖密度增加而逐渐变暗。为防

止神经球内部细胞因营养缺乏而死亡，进行传代。多次传代后

神经球仍具有良好的干细胞生长特性，见图２Ａ。取原代或传

代后的神经球进行 Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光染色鉴定，染色结果显示

神经球呈Ｎｅｓｔｉｎ阳性，见图２Ｂ。

２．２　ＮＳＣ的诱导分化与鉴定　取第３代神经球进行诱导分

化，２～３ｄ后神经球贴壁，有少量细胞开始从神经球边界迁移

出来，见图３Ａ。５～６ｄ后，从神经球中迁移出较多细胞，伸展

成片，形态不一，突起较短，见图３Ｂ。１０～１４ｄ后，多数细胞已

从神经球中迁出，部分神经球已全部分化为单层神经元样细

胞。分化的细胞呈神经元样细胞形态，其胞体圆形、饱满，遮光

性强，有１～２个较长突起，突起之间交互形成网状，见图３Ｃ。

免疫荧光染色显示，诱导分化的神经元样细胞多呈ＮＳＥ阳性，

见图３Ｄ。

　　Ａ：第３代神经球（×２００）；Ｂ：神经球中 Ｎｅｓｔｉｎ的阳性表达（×

１００）。

图２　　ＮＳＣ的增殖培养与鉴定
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　　Ａ：神经球贴壁生长３ｄ（×２００）；Ｂ：诱导分化培养６ｄ的ＮＳＣ（×２００）；Ｃ：诱导分化培养１４ｄ的ＮＳＣ（×２００）；Ｄ：诱导分化的ＮＳＣ中ＮＳＥ的表

达（×４００）。

图３　　ＮＳＣ的诱导分化与鉴定

２．３　ＮＳＣ中犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ的表达情况　电泳条带灰度扫描

分析结果显示，犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ在 ＮＳＣ诱导分化前、后均有表

达。诱导前，ＮＳＣ中犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ水平为０．４３７±０．０８６；诱

导分化第３、７、１０天，犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ 水平分别为：０．３５０±

０．００４、０．３５１±０．００５及０．３４９±０．００７。与诱导前的 ＮＳＣ相

比，分化后的 ＮＳＣ中 犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ 的表达量均明显减少

（犘＜０．０５），而在诱导分化第３、７、１０天，犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ表达

水平的差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图４。

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：诱导前；２：诱导后第３天；３：诱导后第７天；４：诱导

后第１０天。

图４　　第３代ＮＳＣ中犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ的表达（ＲＴＰＣＲ）

３　讨　　论

ＮＳＣ由于具有广阔的应用前景而备受国内、外研究者关

注［７９］。它可作为研究神经发育机制的体外模型，应用其结构

和功能的可塑性来修复损伤或病变的神经系统，从而在细胞替

代治疗和基因治疗方面具有巨大的应用价值，能精确调控

ＮＳＣ的增殖和定向分化将是 ＮＳＣ在临床应用的有效保证。

然而，目前对ＮＳＣ的研究多集中于其培养条件、形态学变化、

表面标志物的表达及神经化学等方面，对其分化机制的研究较

少。在细胞增殖分化领域，犖狅狋犮犺信号途径近年来备受关

注［１０］。犖狅狋犮犺信号通路是一条在胚胎发育过程中发挥调控作

用的保守途径，它作为主要的仲裁信号而调节细胞的生长过

程，影响器官的形成和形态发生［２］。

本实验从乳鼠海马取材，制得细胞悬液进行体外培养，细

胞增殖形成克隆球；采用免疫荧光化学法检测增殖细胞Ｎｅｓｔｉｎ

的表达，结果显示细胞Ｎｅｓｔｉｎ呈阳性表达，表明实验所分离培

养的细胞为ＮＳＣ；采用ＲＴＰＣＲ技术检测ＮＳＣ内犖狅狋犮犺１ｍＲ

ＮＡ的表达情况，可见细胞高表达 犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ，提示 ＮＳＣ

的犖狅狋犮犺信号系统处于激活状态，而这种激活可能参与了

ＮＳＣ增殖过程的调控和干细胞状态的维持。这与 Ｈｉｔｏｓｈｉ

等［１１］在基因敲除小鼠的体内实验中所获得的结果有相似之

处，他们指出没有 犖狅狋犮犺信号的作用，ＮＳＣ仍然可以存活，但

其自我增殖能力却明显下降。

实验中诱导ＮＳＣ向神经细胞分化，ＮＳＣ分化后表现出典

型的神经元形态，且细胞表达神经元标记蛋白———ＮＳＥ，提示

ＮＳＣ能被诱导分化为神经细胞。犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ检测发现，与

增殖期的干细胞比较，转入分化阶段的细胞中犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ

的表达显著减少（犘＜０．０５），说明犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ表达与 ＮＳＣ

向神经元的分化负相关，提示在 ＮＳＣ结束增殖转入分化的过

程中，犖狅狋犮犺信号系统处于抑制状态，且在细胞分化的各阶段

（第３、７、１０天），犖狅狋犮犺１ｍＲＮＡ表达均处于较低水平。Ｓｅｓｔａｎ

等［１２］通过对鼠大脑皮质神经元成熟过程的研究发现，低水平

的犖狅狋犮犺信号可能与神经细胞的伸展有关，并有利于神经细胞

间连接数目的增加。因此，本实验提示 ＮＳＣ向神经细胞分化

时所出现的犖狅狋犮犺信号分子表达抑制，有利于 ＮＳＣ向神经细

胞分化。

关于诱导ＮＳＣ分化引起犖狅狋犮犺信号分子表达改变的原因

尚不清楚，有人推测犖狅狋犮犺信号分子表达的下调可能是神经细

胞生成相关分子与犖狅狋犮犺信号分子间相互作用的结果
［１３］。人

们普遍认为，ＮＳＣ的自身基因及外来信号的协调作用形成复

杂的调控网络，共同决定了 ＮＳＣ的增殖和分化过程。由此可

见，犖狅狋犮犺信号通路是一个多因素，多步骤的信号转导过程，要

全面了解犖狅狋犮犺信号在 ＮＳＣ增殖和定向分化中的作用，尚需

更深入的分子水平方面的研究。尽管还有不少问题尚待解决，

但研究犖狅狋犮犺信号通路对于以干细胞为中心的组织工程及细

胞移植疗法都有重要意义。
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期非小细胞肺癌，发现该疗法可明显延长肺癌患者的生存期。

ＣＩＫ的疗效取决于是否获得足够数量且具有高效杀伤活性

的免疫效应细胞。ＣＤ３＋ＣＤ５６＋细胞是ＣＩＫ群体中主要的效应

细胞［１２］。本实验中３种来源的单个核细胞均可增殖为ＣＩＫ，且

都对食管癌细胞具有一定杀伤效应。其中，脐血来源的ＣＩＫ增

殖速度、杀伤活性及主要效应细胞ＣＤ３＋ＣＤ５６＋百分比均显著

高于其他两种外周血来源的ＣＩＫ，这与王家祥等
［１３］的研究结果

一致。食管癌患者外周血来源的ＣＩＫ增殖效率低，杀伤活性弱，

ＣＤ３＋ＣＤ５６＋百分比低。健康人外周血来源的ＣＩＫ作用介于二

者之间。临床上肿瘤患者常伴有恶病质、贫血等症状，存在免疫

功能缺陷，不能引发有效抗肿瘤免疫反应，且反复多次输注自体

外周血，容易提高感染概率，显著影响患者的疗效及预后［１４］。

而脐血来源方便，免疫源性弱，对授、供者移植抗原相符的要求

比较低，不易受病毒及残留肿瘤细胞的污染［１５］。因此，脐血来

源的ＣＩＫ是食管癌过继细胞免疫治疗的首选。

当然本研究结果仅基于体外实验，为准确评价ＣＩＫ及其临

床应用还需提供更多的实验依据。
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