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!!%摘!要&!目的!探讨冬虫夏草中含药血清诱导神经干细胞"+/89$定向分化的作用' 方法!取新生 "6 :内的;<9=>?大鼠大

脑海马区分离培养神经干细胞三代后!加入低(中(高剂量冬虫夏草含药血清与对照血清进行培养!观察其对神经干细胞影响!通过

@,,检测神经细胞生长曲线和免疫组化法检测神经干细胞向神经元分化的情况' 结果!新生大鼠海马分离培养的神经克隆球!经

免疫细胞化学染色检测为+A9=<B阳性细胞' 神经干细胞贴壁分化的细胞呈+/(()C*.阳性' 冬虫夏草低(中剂量组诱导神经干细

胞分化为神经元的阳性细胞明显高于对照组!且呈量效依赖关系!高剂量组与对照组没有明显差别' 结论!冬虫夏草含药血清可

体外诱导神经干细胞向神经元方向分化!在一定范围内存在量效依赖关系'
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!!神经干细胞"BAX?>39=AKPA339!+/89$是神经系统

发育过程中特殊的细胞群!能够在适当的微环境中分

化产生神经元(星形胶质细胞和少突胶质细胞' 研究

表明移植神经干细胞治疗急(慢性脊髓损伤以及多种

神经系统疾病具有广阔的临床应用前景%$&

' 本实验

取新生 "6 :内的 ;<9=>?大鼠大脑海马区分离培养神

经干细胞三代后!加入低(中(高剂量冬虫夏草含药血

清与对照血清进行培养!观察其对神经干细胞影响!通

过@,,检测神经细胞生长曲线!免疫组化法和 ',G

.8'半定量检测神经干细胞向神经元分化的情况'

<=材料与方法

$4$!实验动物及主要试剂

!!培养神经干细胞取材所用动物为新生 "6 : 内的 ;<9=>?大

鼠!灌胃取血清的动物为平均体重 "## L的;<9=>?大鼠!均由佳

木斯大学动物实验中心提供' 冬虫夏草由杭州中美华东制药

有限公司"国药准字S$#5$##DE$提供' +/(一抗()C*.一抗(

/*a8免疫组化试剂盒(Z*a试剂盒等购自)<]P2公司'

$4"!冬虫夏草含药血清的制备

!!随机选取体重约 "## L的;<9=>?大鼠 6# 只随机分为四组!

每组 $# 只!适应性喂养 7 \ 后!实验组分别给予冬虫夏草水溶

液 #4% L*RL

$

*\

G$

"低剂量组$(#47% L*RL

$

*\

G$

"中剂量组$(

$ L*RL

$

*\

G$

"高剂量组$!分两次灌胃!其中血清对照组予以

等量的生理盐水灌胃' 灌胃 $6 \!第 $6 天早灌胃 $ : 后!将大

鼠进行乙醚麻醉后!行心脏采血!分离血清!%E b水浴 D# K<B

灭活!置J"# b冰箱冻存备用'

$4D!+/89的分离培养和传代培养

!!取新生 ;<9=>?大鼠在无菌条件下断头取海马组织!T>BR9

*7#%*
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液漂洗 D 次后!放入盛有适量 Z@(@cC$" 培养基的小瓶中!剪

成大小约 $ KKd$ KKd$ KK组织块!调整细胞为 $ d$#

%

cKV!接种到含()C!]C)C!a"7 的Z@(@cC$" 培养基的培养瓶

中!放入 D7 b(%e8-

"

(湿度 I#e的 8-

"

培养箱中!每隔 D4% \

量换液!7 \行细胞传代'

$46!+/89的+A9=<B鉴定及诱导分化

!!对原代培养 7 \ 的神经干细胞进行免疫细胞化学染色!

.a/洗后 #4"e ,?<=2BG$## 破膜 $# K<B#D#eT

"

-

"

G甲醇灭活 D#

K<B#封闭血清 "# K<B#一抗为 +A9=<B"$f6##$6 b孵育过夜#滴

加生物素化二抗 "# K<B#滴加 /*a复合物!Z*a显色' 对照组

用.a/代替一抗' 将传三代后的神经干细胞球分 6 组!接种在

赖氨酸包被的 "6 孔板上!实验组用Z@(@cC$" 培养液加 $#e

低(中(高剂量的药物血清培养!对照组用 Z@(@cC$" 培养液

加 $#e的鼠血清培养' 每隔 $ 天换液!培养 7 \'

$4%!诱导后+/89的免疫细胞化学染色

!!对药物诱导 7 \ 的神经干细胞分别进行免疫细胞化学染

色!一抗分别为 +A9=<B"$f6##$(+/("$f"##$()C*."$f"##$'

其余步骤同前述步骤'

$4E!@,,法检测诱导后细胞生长状况

!!将三代后的神经干细胞以 $ d$#

%

cKV的密度接种在 5E 孔

板中!无血清培养 6I :后更换培养基!设 6 组空白对照组!冬虫

夏草水提取液药物血清低浓度组!冬虫夏草水提取液药物血清

中浓度组!冬虫夏草水提取液药物血清高浓度组' 各浓度组加

入对应药物血清继续培养 7 \!每隔 "6 :!各浓度组选 % 孔!加

入 % LcV@,,溶液 "#

!

3!再加入一甲基亚飒振荡溶解!在酶联

免疫检测仪上测定各孔的吸光度值!绘制细胞生长曲线!分析

药物诱导后神经细胞生长状况'

$47!统计学分析

!!采用 /.// $D4# 统计学软件处理!用均数 g标准差"

!

!g"$

表示!采用方差分析与#检验!$h#4#$ 为差异有统计学意义'

>=结果

"4$!细胞培养及神经干细胞+A9=<B免疫染色观察

!!原代培养 7 \可见肉眼可见较多的神经球聚集!液体橘红

色!透明' 镜下观察!神经球比较多!背景干净!球散在培养液

中!密度适中!细胞球透明!折光度好!大多球是吹散后!重新聚

集的情况"图 $>$' 经免疫细胞化学染色!神经干细胞标记性

蛋白+A9=<B在原代及传代培养的神经球均有表达"图 $]$!胞

浆及突起呈黄褐色'

"4"!冬虫夏草含药血清诱导+/89增殖分化的检测

!!免疫组化显示分化后细胞+/(阳性' 与对照组相比!在冬

虫夏草各剂量实验组分化细胞+/(阳性细胞较多"图 "$!差异

显著"$h#4#%$!存在一定的量效关系"表 $$' 实验组较对照

组相比胞体较大!突起较长(较粗' 利用 @.V*/G%## 图像分析

系统检测显示各剂量实验组+/(阳性细胞面积(周长均大于对

照组!差异显著!见表 "'

>)原代培养第 7 天神经球#])神经干细胞+A9=<B染色

图 <=细胞培养及神经干细胞?$.&"+)染色观察" @>AB$

>)血清对照组分化 7 \#])低剂量组分化 7 \#P)中剂量组分化 7

\#\)高剂量组分化 7 \

图 >=免疫组化显示?CD阳性细胞" @EBB$

表 <=诱导神经干细胞分化 F '后 ?CD(GH3I阳性细胞数量

"

"

! J"!#K<B$

组别 +/(阳性细胞总数"个$ )C*.阳性细胞总数"个$

对照组 $647D g$4$7 "D4ID g$4$6

低剂量组
"E4%# g$4I7

#

$%4ID g$4$E

#

中剂量组
"D4ID g$467

#

$I4## g$46$

#

高剂量组
$I4DD g$4D7

i

"$4%# g$4#%

i

#

)与对照组比较!$h#4#$#i)与对照组比较!$h#4#%

表 >=诱导神经干细胞分化 F '后 ?CD阳性细胞周长和面积

测量"

"

! J"!#K<B$

组别 周长"

!

K$ 面积""

!

K

"

$

对照组 $$64%# gE475 $%$4$% g$I4I"

低剂量组
$6%47$ g%4$7

#

"6I4$# g"54"E

#

中剂量组
$6"4"D gE4%6

#

"D54$5 g"E4"D

#

高剂量组
$$I45$ g%4"$

i

$E74ED g$E476

i

#

)与对照组比较!$h#4#$#i)与对照组比较!$h#4#%

*I#%*
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"4D!@,,检测结果

!!药物诱导后细胞增殖 @,,比色法检测结果显示!冬虫夏

草低(中剂量组对神经干细胞的促增殖作用显著"$h#4#$$!高

剂量组与对照组无显著性差别"$h#4#%$!见图 D'

! "# #$ %" &' ("! )#! )'$

!"#

$%&#

'%&#

(%&#

!

!*)

!*"

!*+

!*#

!*,

!*'

!*%

)
*

+

,-.-/

图 L=药物诱导后各组细胞生长曲线

L=讨论

!!+/89是神经系统发育过程中特殊的细胞群!是能

够在适当的微环境中分化产生神经元细胞(星形胶质

细胞和少突胶质细胞的一类多能干细胞' 神经干细胞

的特性有)

"

可生成神经组织#

#

具有自我更新能力#

$

能够分裂增殖' +/89的特异性标志抗原是神经巢

蛋白!或称神经上皮干细胞蛋白!是 +/89的特异性标

志物%"GD&

'

!!国内外利用传统中药对神经干细胞分化的研究甚

少' 动物灌服中药后!提取血清用于体外实验是日本

学者T<?<R2Ŵ>K>首先提出的' 有研究表明%6GE&

!+/89

自然分化为神经元的比例非常低' 本实验各试验组促

进神经干细胞分化为神经元的数量均高于对照组!且

神经元样细胞的面积(周长均大于对照组!这无疑是冬

虫夏草水溶液发挥的药理作用'

!!冬虫夏草含粗蛋白(粗脂肪(总糖(粗纤维!还含有

氨基酸(脂肪酸(核苷类物质(甾醇(甘露醇(脂(水分!

肪酸!多糖等' 其中核苷类中腺苷是最重要的活性物

质之一!具有明显的药理作用%7&

!可抑制神经递质释

放和调节腺苷酸环化酶活性等' 虫草中的虫草素和

ZG甘露醇可以清除自由基%I&

!起到抗氧化的作用' 近

年的一系列研究表明!细胞内'-/ 水平的轻微增高促

进+/89的增殖和分化!而胞内'-/水平的显著增高

则快速触发+/89的凋亡' 糖蛋白是药食用真菌发挥

药效的活性成分之一' 大量药理试验表明!虫草糖蛋

白具有多种作用!实验证明各种糖蛋白(粘蛋白组成通

过调节粘着和迁移能力!以及与细胞外基质中各种生

长因子和细胞因子的结合!来影响 +/89的增殖和分

化%5&

' 冬虫夏草能够促进轴突再生!可能是通过调节

8'@.G"cC8.G

%

的平衡以促进受损伤运动神经元的轴

突再生从而有利于神经元轴突的延伸%$#&

'

!!由此推断!冬虫夏草能通过上述几个方面促进神

经干细胞向神经元方向分化!并对所分化的神经元样

细胞有良好的促发育作用' 由于血清成分复杂!冬虫

夏草的确切机制还有待进一步研究!但我们利用冬虫

夏草分化出较多的神经元细胞!这一结果为冬虫夏草

治疗神经系统损伤性疾病提供了实验依据!为临床应

用做出有益探索'
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