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刺五加体外诱导骨髓基质细胞分化为神经元样细胞的实验研究
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提要!目的 研究刺五加体外诱导骨髓基质细胞*HIJK.-.分化为神经元样细胞& 方法 采用全骨髓贴壁筛选法分离培养

HIJK& 含 刺 五 加 的 无 血 清 LH2HG.A’".诱 导 HIJK.的 分 化& 间 接 免 疫 荧 光 法’MCKNCOE.P6?N 及 QR&SJQ 检 测 巢 蛋 白

*ECKN5E-’ !&RTPT65E.UUU 及 VAWS 蛋白和 3QXW 的表达&结果 HIJK 在体外传代扩增至第 ) 代$JL((.’JL+( 表达阳性已

达 /$Y以上$ 而 JL’( 表达阳性下降至 "=)0Y& 刺五加诱导后$HIJK 胞体收缩$ 突起伸出$ 类似神经元# 免疫荧光’

MCKNCOE.P6?N 及 QR&SJQ 均显示刺五加诱导后的细胞 ECKN5E’!&RTPT65E.UUU 蛋白和 3QXW 表达阳性$而 VAWS 表达阴性&

结论 刺五加可以在体外诱导 HIJK 分化为神经元样细胞&

关键词!骨髓基质细胞#神经元#刺五加#细胞分化
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........中药刺五加为五加科植物刺五加的根和根茎$含

多种苷类$属滋补性中药$对神经系统功能具有双向

调节作用$已广泛应用于神经系统疾病的临床治疗(’)&
骨髓基质细胞!HIJK"是成体干细胞之一$具有多项

分化潜能$在一定的诱导条件下可分化为神经元样细

胞("&%)& 目前国内外研究对诱导剂的筛选多集中于具

有抗氧化作用的化学制剂$如维甲类化合物’!& 巯基

乙醇’硫代甘油’二甲基亚砜’异丁基甲基黄嘌呤和双

丁酰环磷腺苷等(%)$但此类物质尚不能用于人体& 我

们拟选用已用于临床且具有抗氧化作用的中药刺五

加作为诱导剂$观察能否诱导 HIJK 分化为神经元样

细胞$为中药在干细胞移植领域的应用提供依据&

’..材料与方法

’=’..材料

’=’=’..实验动物 健康 ( 周龄 M5KN4O 大鼠$雌雄不限$
由重庆医科大学实验动物中心提供& 动物合格证号%
IJ]d*渝-"##"###’&
’=’="..药物与主要试剂 刺五加注射液购自黑龙江完

达山制药厂 !规格%"#.36 含总黄酮 ’##.3F$ 批准文

号% 国药准字 ^")#"#%’#"#LH2HG.A’" 培养基购自

‘8>?6EC 公 司 # 碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 *PAVA-
*SCDO?.RC>:$UE>$美国-#抗体%神经干细胞标志物小鼠

抗大鼠巢蛋白*ECKN5E-.单抗$星形胶质细胞标志物小

鼠 抗 大 鼠 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白 *VAWS- .单 抗 *I4EN4.
JOTj$美国-#神经细胞标志物小鼠抗大鼠 !&RTPT65E.
"单抗*J:C35>?E$美国-$J8) 标记的羊抗小 鼠 二 抗

*J:C35>?E$美国-$兔抗大鼠 JL+(’JL((’JL’( 一抗

及羊抗小鼠二抗kAURJ!AURJ 标记兔抗大鼠 UFV$辣

根酶标记兔抗大鼠 UFV"*武汉博士德公司-$胎牛血清

购自杭州四季清公司$#="+Y胰蛋白酶 &#=#"Y2LRW
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购自 !"#$%&’ 公司! 总 ()* 提取试剂盒为上海华舜

生物工程有限公司产品"(+,-.( 试剂盒为大连宝生

物工程有限公司产品"(/0* 蛋白裂解液为上海申能

博 彩 生 物 科 技 有 限 公 司 产 品! 蛋 白 定 量 试 剂 盒 为

+/*123) 公司产品!其余试剂均为国产分析纯#
45677方法

856587大鼠 9:.; 培养 参照文献$<%的方法!将大鼠

脱颈椎处死=浸入 >?@酒精中 ?7AB&!无菌条件下取出

双侧股骨&胫骨&肱骨!剔除肌肉和脂肪组织=露出骨

骺端!用 ?7A%C939DE86 完全培养液’含 8FG胎牛血

清!8FF7HDA% 青&链霉素(冲出骨髓!吸管充分吹打混

匀! 制成单细胞悬液= 稀释后! 调整接种密度为 6!
8FIDA% 接种于 6?7JA67塑料培养瓶内!置 K>7"&?G.L6

饱和湿度的细胞培养箱中培养#6M7N 后弃去未贴壁细

胞!更换培养液!以后每 KOP 换液 8 次# 贴壁细胞接近

QFGR<FG融合后! 用 FS6?G胰蛋白酶 TUSF6G3CV*
消化!传代接种!每隔 >67N 换液!传 K 代后接种于预

先置有盖玻片的 I 孔培养板培养 K7P!达到 QUGR<UG
融合后!进行诱导实验#原代!第 K 代的 9W.; 接种于

预先置有盖玻片的 6M 孔板! 培养 K7P!-XW7缓冲液冲

洗 K 次!MG多聚甲醛固定 KU7AB&!行细胞表型鉴定#
8S6S6779W.; 诱导分化实验 参考文献的方法 $?=7I%# 诱

导 分 化 的 细 胞 选 用 K 代 后 的 细 胞!9W.; 达 到 QUG
R<UG融合后! 除去 C939DE86 完全培养基!-XW 液

清洗 K 次# 刺五加诱导组加入预诱导液’C939DE86
培养基!8UG胎牛血清!8U7&YDA%7ZE2E( 培养 6M7N!换

用诱导液 ’C939[E86 培养基!8FF7!%[A% 刺五加(诱

导 ?7N! 再换用维持液 ’C939[E86 培养基!ZE2E8F7
&Y[A%!6GX6>(继续维持 >7P"空白对照组预诱导同刺

五加组! 诱导时仅加入 C939[E86 培养基诱导 ?7N!
换用维持液 ’C939[E86 培养基!ZE2E8F7&Y[A%!6G
X6>(继续维持 >7P#各组分别于诱导前&诱导后 ?7N&>7
P 收集细胞以备用#
8S6SK77免疫细胞化学染色 采 用 间 接 免 疫 细 胞 荧 光

法# 将制备好的载玻片用 -XW7缓冲液洗涤 K7次!FSKG
7V\B]$&T^T8FF 破膜 KFOAB&!0X: 缓冲液 洗 涤 K 次 =正
常血清封闭 6FOAB&!吸去血清!不洗!分别加入兔抗

大鼠 .C?M&.CMM&.C8M&):3 ’8#8FF(& 小鼠抗大鼠

&’;]B&&2E*0&"T+_Z_%B&O# ’8$6FF( 一抗! 对照组用

0X:O液代替一抗!MO"过夜!0X:O缓冲液洗涤 KO次!加

入羊抗大鼠二抗‘E/+.a8$?Fb或羊抗大鼠二抗c.dK
a8$6UUb!室温孵育 6ON!?UG甘油封片!激光共聚焦显

微镜观察拍照# 每张玻片采用双人双盲随机记数 6UU
个细胞! 计算阳性细胞百分比例! 其中阳性细胞!
I8G为强阳性’eee(!KFGRIFG为阳性’ee(!IGRKFG
为弱阳性’e(!8GR?G为可疑’%(!f8G为阴性’T(#
8S6SMOOg’;]’\&OZ%$]]B&YO法 测 细 胞 &’;]B&!"T+_Z_%B&O#

及 2*E0 蛋白的表达 各组按分组时间以 0X: 冲洗

细胞 K 次! 然后加入 (/0* 细胞裂解液 6UUO!% 及 8UUO
AA$%DhO09:EO6O!% 冰 上 裂 解 KUOAB&!86UUU!Y 离 心

KUOAB&# 收集上清蛋白质样本!X\iPj$\P 法检测蛋白

浓度! 加入 ?!上样缓冲液! 在沸水中变性 ?OAB&!取

?FO!Y 蛋白用 :C:T-*23 分离后电转移至 -kCE 膜

上# 取出膜用脱脂奶粉封闭 8ON!然后置于杂交袋中!
加入 &’;]B&&"TO+_Z_%B&O#及 2E*- 抗体 a均按 8$6FF
稀释b!MO"孵育过夜# +X:+ 漂洗 8FOAB&!K 次!l(-
标记兔抗大鼠 /Y2 ’8$8FFF(!K>O"孵育 8ON!+X:+ 漂

洗 8FOAB&!M 次#-kCE 膜上覆盖足量 3.h 发光试剂!
化学发光显色!照相# 试验重复 K 次!结果经 XB$T(iP
公司图像分析软件 m_i&]B]"OL&’TOM5M5FO分析目的条带

和内参的平均光密度值!以目的条带与内参比值为衡

量参数!分析各组蛋白的表达#
8565?OO(+T-.( 法测细胞 &’;]B&!"T+_Z_%B&O#及 2E*-O
A(1* 的表达 细胞分组及处理如 85656 所述# 按照

(1* 提取试剂盒说明书提取总 (1*!紫外可见分光

光度计对 (1* 样品定量#以 ?O!%(1* 作为模板进行

逆转录!-.( 扩增! 以 "TiJ]B& 为内参照# 根据大鼠

&’;]B&&"T+_Z_%B&O#及 2E*-OA(1* 基 因 全 序 列 !
-\BA’\O?5F 软件设计引物序列! 引物由上海英骏生物

技术有限公司合成# 1’;]B& 引物序列)上游 ?nT.*.*O
*2***2+2*2*...*2TKn!下 游 ?n*.*+.+2.+.O
*++...+*.*Kn’产物大小)KQ8OZo(""T+_Z_%B&O##
引物序列) 上游 ?n..**2++.+222*22+.*Kn!下

游 ?nT**++2..*2.*..*.+.+TKn a产物大小)6MIO
Zob"2E*- 引物序列)上游 ?n22.*2**2.+..**2O
*+2Kn! 下 游 ?n.+.**22+.2.*22+.**KnOa产 物

大小)MK>OZob""TiJ]B& 引物序列)上游 ?n+*222***O
+.2+2.2+2*.Kn!下游 ?n++.+22**22+22*.*O
2+2*2Kna产物大小)MM?OZob# -.( 产物经 85?@琼脂

糖凝胶电泳后进行光密度扫描!将目的扩增条带的光

密度值与 "TiJ]B& 的光密度值之比作为衡量参数!分

析各组 A(1* 的表达#
8565IOO统计学处理 实验数据以均数%标准差表示#

6OO结果

658OO9:.; 生长形态学观察

大鼠全骨髓细胞悬液接种于塑料培养瓶后!MON
倒置显微镜观察!少数细胞贴壁!呈圆形&短梭形或三

角形!核位于中央# 86ON 时短梭形或三角形贴壁细胞

增多# 6MON 更换培养液后!6RKOPO出现长梭形贴壁细

胞!圆形细胞减少!并可见细胞集落形成#初期的细胞

集落由几个或几十个细胞组成"?RIOP 圆形细胞进一

步减少!而梭形细胞集落增多# 集落中心细胞密度增

大!外周细胞逐渐稀疏!呈放射状分布!细胞集落大小
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图 ! 刺五加组诱导 "#$!原放大倍数"!%&#
图 ’ 对照组诱导 "#$!原放大倍数"!%&$
图 (#刺五加组诱导 )#*%原放大倍数"!’&$
图 % 对照组诱导 )#*!原放大倍数"!’&$
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不等&! 周左右’细胞密度进一步增加’细胞接近 +&,
-.&,融合时原代培养结束( 原代培养消化后细胞数达

/"-01!!&"#( 刚传代的细胞呈圆形’散在均匀分布于瓶

底’+#$ 后形态重新变为长梭形成纤维细胞样’生长潜

伏期较短’ 为 !-’#*’’-%#*#是细胞快速增殖期’"-0#*
达到大部分融合(传至 ( 代后’细胞形态很均匀’呈单

层漩涡状排列的长梭形成纤维样细胞’细胞仍然保持

良好的增殖能力%图略$(
’2’##3456 细胞表型鉴定

原代)第 ( 代细胞表面抗原 57"% 表达阳性依次

为"/)(2(+"!2%01,)/."2!+"(2001,& 57%% 表达阳性依

次为 /)02"0"02’&1,#)/.%2(0"(2%)1,"57!% 表达阳性

依次为!’(2!."(2"($,)/’2()"&20!1,"这表明我们培

养的 3456 传到第 ( 代后纯度已达到 .&,以上(
’2(##3456 诱导后形态学观察

两组预诱导 ’%#$’细胞形态无明显变化( 刺五加

诱导组诱导 !#$’部分细胞体积减小’立体感增强’胞

体收缩成锥形或球形&随时间推移’锥形或球形细胞

增多&诱导 "#$’较多细胞成三角形或球形’细胞微丝

收缩’伪足形成细长突起’局部交织成网’有些细胞周

围有光晕’类似神经细胞’部分细胞脱落)死亡!图 !’
’$&维持培养 )#*’多数细胞成锥形)三角形)球形’交

织成网’形成较典型的神经样细胞’并见部分细胞伸

出长突起!图 ($( 空白对照组偶见锥形细胞!图 %$(

’2%##3456 诱导后细胞鉴定

间接免疫细胞荧光染色提示’诱导前和诱导对照

组偶有细胞表达 896:;8)!<=>?>@;8#"’ 并且阳性表达

细胞形态与神经细胞极为相似( 刺五加诱导 "#$ 时

896:;8 表 达 为 强 阳 性 ’ 到 第 )# * 仍 为 强 阳 性 ’而

!<=>?>@;8#"在第 "#$ 为阳性’ 持续到 )#* 为强阳性’
未见胶质细胞标记蛋白 ABCD 的表达!图 "-!&$(
’2"##刺五加诱导 3456 前后神经元前体细胞!神经元

及神经胶质细胞标志物蛋白的表达变化

诱导对照组在 &#$)"#$))#* 时’ 神经干细胞标志

物!896:;8$及早期神经元的标记物!!<:>?>@;8#"$蛋白

表达极微弱&诱导及对照各组均未见星型胶质细胞标

志物!ABCD$蛋白的表达( 刺五加诱导 "#$ 后 896:;8
蛋 白 的 表 达 最 强 &2+%! "&2&(&’ 强 于 诱 导 )# * 组

&2(&’"&2!&.’差异有极显著性!!E&2&!$( 诱导 "#$ 后

的 !<:>?>@;8#"表达较低 !2&"."&2!&’’ 低于诱导 )#*
组 !20.%"&2&).’差异有极显著性!!E&2&!$( 各对照组

在诱导前后各时间点 896:;8 和 !<:>?>@;8#"的蛋白均

为弱阳性表达!图 !!$(

’20##刺五加诱导 3456 前后神经元前体细胞!神经元

及神经胶质细胞标志物 FGHC 的表达变化

诱导对照组在 &#$)"#$))#* 时’ 可见神经干细胞

的标志物 !896:;8$) 早期神经元的标记物!!<:>?>@;8#
"$FGHC 的表达’但极微弱( 而在诱导前后的各组

中均未见星型胶质细胞标志物!ABCD$蛋白的表达(
刺五加诱导 "#$ 后’ 可见 896:;8#的 FGHC 表达增强

&20+("&2&)%’而 )#* 时的表达明显减弱 &2(0)"&2!&0’
差异有显著性!!E&2&"$( 刺五加诱导 "#$ 后’可见较

强的 !<:>?>@;8#"的 FGHC 表达 &20)0"&2&.)’维持至

)#* 仍维持高表达 &2(0)"&2!("’差异有显著性!!E&2&"$(
各对照组在诱导前后 896:;8 和 !<:>?>@;8#"的 FGHC
均为弱阳性表达(

(##讨论

3456 具有多向分化潜能’不仅可分化为多种中

胚层来源的间质细胞’如软骨细胞)成骨细胞)脂肪细

胞)成肌细胞等’还可在特定条件下跨越胚层横向分

化为神经细胞*’<++(IJJ*?>KL 等采用抗氧化剂 !<3M)
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图 !"刺五加组诱导 !"#"!$%&’&()*+,,, 表达阳性!原放大倍数"!-.#
图 /+刺五加组诱导 !+#+0123 表达阴性!原放大倍数"!-.$ +
图 4++刺五加组诱导 4+5+!$%&’&()*+,,, 表达强阳性%原放大倍数"!6.$
图 7"刺五加组诱导 !"#"*89:)* 表达强阳性 !原放大倍数"!6.$
图 ;"刺五加组诱导 4"5"!<%&’&()*",,, 表达阳性!伸出长突起!原放大倍数"!6.$
图 =. 刺五加组诱导 4"5"*89:)* 表达阳性!伸出长突起!原放大倍数"!6.$

! / 4
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; =.

图 =="刺五加诱导前后 >?@9+*89:)* 和 !<:&’&()*+
"蛋白的表达

=A+.+# 对照组B+-A+!+# 诱导组B+CA+4+5 诱导组B+6A+!+# 诱导

对照组B+!A+4+5 诱导对照组

6C+...

-..+..

!!+...

=++++++++++++-++++++++++++C+++++++++++++6++++++++++++!

!<:&’&()*+"

!<DE:)*

*89:)*

F>?GHIJ2+等在体外诱导 >?@9 成为神经细胞 &7’(
我们采用抗氧化剂 !<>K 及中药黄芩甙诱导成年大

鼠 >?@9 表达 L?K) 这些资料提示)>?@9 可以定向

诱导分化为神经细胞或神经元样细胞&!M"/’(
本研究采用简单易行的全骨髓贴壁培养方法)多

次换液和传代以纯化*扩增 >?@9)获得的 >?@9 在

体外有较强的扩增能力(传至第 C 代时 >?@9 的重要

表面标记 @F66*@F!6 的表达已达 ;.N以上)而造血

干细胞的表面标记 @F=6 则下降至 -OC4N( 表明本研

究所采用的细胞培养条件适于 >?@9 的纯化和扩增(
第 C 代以后的 >?@9 已可用于细胞的诱导分化和细

胞治疗(
免疫组化显示在诱导前及诱导对照组均见极少

数细胞表达 *89:)* 和 !<%&’&()*P") 并且细胞形态与

神 经 细 胞 相 似)Q89:8R*"’(S: 及 T%<3@T 也 见 *89:)*
和 !<%&’&()*"有极微弱的表达( 表明 >?@9 中有极

少部分细胞属神经前体细胞) 这是文献未曾报道的)
需进一步详细研究 >?@9 的特性(

刺五加是临床上常用的治疗心脑疾病的常用药

物)能够平补肝肾)益精壮骨 &=’( 本研究采用免疫荧

光*Q89:8R*"’(S: 及 T%<3@T 三种方法均证实经刺五

加诱导后神经前体细胞和神经元样细胞标志物的表

达明显增强)表明刺五加能够定向诱导 >?@9 转变为

神经元样细胞(
本研究结果显示) 刺五加诱导 !"# 的细胞 *89:)*

表达强阳性)!<%&’&()*"表达阳性)0123 表达阴性)
证 明 该 细 胞 属 于 分 化 早 期 神 经 元 ( 随 时 间 推 移 )
*89:)*"表 达 阳 性 渐 减 弱 )!<%&’&()*"表 达 阳 性 渐 增

强)0123 表达仍为阴性) 表明诱导分化的细胞是神

经元样细胞而不是胶质细胞(
刺五加是一复合成分)含多种苷类)是其中哪一

种或几种成分起作用)目前不清楚)需要进一步研究(
刺五加又是如何诱导 >?@9 分化为神经元样细胞的)
可能通过哪些机制)尚待阐明( 我们在诱导 >?@9 分

化为神经元样细胞的其他研究中)观察到核因子!#I
和 LS:E#<= 参 与 了 分 化 过 程 &!<4’( 核 因 子 "#I 和

LS:E#<= 是否也参与刺五加诱导 >?@9 分化为神经元

样细胞的过程中)是否还有其他机制参与)需要进一

步研究(
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离子紧贴椎板腹侧自上而下分离粘连%必要时锐性剪

断粘连带%以便使椎板掀开顺利完成& a如掀开椎板

时门轴侧完全断裂%应将此椎板完全切除%以免术后

断裂的椎板陷入椎管内%造成对脊髓的压迫损伤&
一旦椎板被打开’脊髓压迫被解除%防止椎管再

狭窄成为研究的热点#V$& 临床上常用的办法是将棘突

根部缝线固定于门轴侧的椎旁肌或小关节囊上%由于

缝合点有一定的弹性或缝合线撕裂关节囊致缝合处

松动以及门轴侧的周围肌肉等组织收缩挤压掀开的

椎板可造成再关门#V$(丝线缝合于关节囊易医源性损

伤颈神经背支分布于关节囊的中间分支%致日后颈后

部牵拉性疼痛#G$(随着颈部肌肉收缩和颈部活动磨擦

可引起丝线断裂造成再关门&那么理想的维持单开门

椎管扩大成形手术后开门状态的方法应该是技术简

单’提供安全的椎板固定’最大限度的减少医源性损

伤及手术时间%术后能防止椎管的再狭窄%且费用适

中&
应用 b<46,T62OT$ 钉板系统内固定理论上可以

避免术后再关门等并发症%可提供即刻稳定性%可早

期行颈部功能锻炼& 研究表明术后早期活动颈部%适

当的颈肌肉功能锻炼是一种重建颈椎生理弧度和阻

止颈椎后凸畸形的有效方法#\$&
目前我们已经对此固定系统内固定颈椎单开门

进行了生物力学实验%研究表明稳定性及力学强度好

!文章待发表"&b<46,T62OT$ 钉板系统所用为钛质材

料%易于塑形%应用于开门侧内固定手术操作简单%可

以避免传统单开门手术时在棘突根部打孔穿线缝上

硬膜囊%在掀开门时撕裂硬膜囊致脑脊液漏%甚至损

伤脊髓致瘫痪’危及生命的风险(螺钉的长度适中且

呈角度拧入抬起的椎板及侧块内%无损伤脊髓神经及

椎动脉等危险& 我们已初步将此固定系统应用于临

床%术后随访未见钛板及钛钉脱落移位%门轴侧骨折

处骨质渐融合%椎板获得了永久稳定%可不需在其他

地方再进行植骨融合% 仅行单纯钛板钛钉固定即可&
本组病人术后早期行功能锻炼% 术后定期复查 P 光

片’Bc 及 T/U 检查提示椎管的容积扩大% 脊髓后方

的压迫解除% 无 Y 例患者术后出现再关门的现象(术

后患者的颈痛’腹部束带感’麻木和下肢踩棉花样等

症状均有明显恢复%术后 Ab1 评分较术前增加%差异

有统计学意义%手术效果满意&
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