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bFGF对大鼠骨髓基质细胞的诱导分化作用 
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[摘 要] 目的 观察 bFGF对大鼠骨髓基质细胞的诱导分化作用。方法 从大鼠骨髓中分离培养基质细胞并传至第 3代， 

用含 1O n rIll碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)的诱导培养基诱导，然后观察细胞形态的变化，并采用免疫组织化学法检测诱导后 

24 h、48 h、72 h、96 h细胞神经丝蛋白(NF-200)和胶质纤维酸性蛋白(GFAP)的表达。结果 诱导后24 h的部分细胞不仅在形态上表 

现为神经元样，而且呈 NF-200阳性表达，GFAP阴性。48 h、72 h、96 hNF-200阳性细胞数与24 h间无显著性差异(P>0．05)。结论 

bFGF可以在体外诱导骨髓基质细胞向神经元样细胞分化。 
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Inducing effect of bFGF on the differentiation of rat bone marrow stromal cells／n v／tro 
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A ；h-ad：Objective To investigate theinducing effects ofbasicfibroblast growthfactor(bFGF)onthe differentiation ofrat bonemarrow stro— 

mal cells(rBMScs)in vitro．Methods rBMSCs from rats were isolated and cultured for 3 passages，and then w‘ere~emed with inducing mediHnl 

containing 10 ng／rIll(bFcF)，10％ FBS(fetal bovine sel31in)，D肛 M／F12，5 rIll insulin，20 nmol／L progesterone，20 nM glucose，100 Iu，rIll 

penicillin，and 100 teJml streptomycin f0r 24，48，72，and 96 h． nle cells were stained immtmocytochemically with anti neurofilament-200(NF- 

20o)and anti al 6 lla叮acidic protein(GFAJP)antibodies． morphological changes of the cells were observed．Results At 24 h after in— 

duction．part of the rBMSCs became neuron-like cells and showed NF-20o positive．No GFAP expression was found in the neuron。like cells．Com— 

pared with that at 24 h after induction，there was no significant difference in the number of 200 positive cells at 48，72，and 96 h(P>0．05)． 

Condusion b】1GF Can induce the differenfiation of rBMSCS into neuron like—cells． 

Keywords：basic fibroblast growth factor；bone malTOw stromal cell；cell differentiation；neuron-like cell；rat 

近年来有关胚胎干细胞、神经干细胞治疗神经系统 

病变已取得可喜的成绩，已经逐渐为人们熟知并接受。 

而神经干细胞其取材来源少，使其应用受到限制。同 

时，免疫排斥也是干细胞用于异体替代治疗的一个重要 

问题。越来越多的证据表明，成体干细胞移植入受体 

中，它们表现出很强的可塑性。目前，研究较多是骨髓 

基质细胞(bone malTow stromal cells，BMSCs)的诱导分 

化，成体 BMSCs可在体内和体外被诱导分化成神经元样 

细胞  ̈J，然而各实验室所用的诱导方法均无一致性， 

且诱导分化的神经元所占比例仍不相同，但相似之处是 

在进行诱导之前多用 bFGF进行预诱导24 h。本文进行 

了相关诱导实验，观察了bFGF的影响，发现它同样能使 

BMSCs向神经元方向分化(另文发表)，为了明确预诱导 

对进一步定向诱导分化的影响，本实验延长预诱导时 
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间，以明确 bFGF对 BMSCs的诱导分化作用。 

1 材料与方法 

1．1 主要 试剂 

DMEM／F12(1：1)来 自Gibco，胎牛血清(FBS)为 Hyclone产 

品，碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)为 Invitrogen产品，多聚赖 

氨酸、DAB、Insulin、Laminin、兔抗 NF-200抗体和兔抗 FGAP抗 

体为Sigma产品，生物素标记抗兔 IsG和辣根酶标记链霉卵白 

素为北京中山生物制剂有限公司产品，余为国产分析纯试剂。 

1．2 大鼠 BMSCs的分离培养 

8～10周 SD大鼠颈部离断处死，75％酒精浸泡消毒，取出 

股骨、胫骨和肱骨，去除肌肉，将骨放在含2％FBS的无钙、镁的 

D-Hank’S平衡盐溶液(HBSS)中，冰上放置，去除骨尖，用空针 

(内含 1 ml冰冷2％ FBS HBSS)插入骨髓腔，冲洗骨髓到无菌小 

杯中，悬液经无菌70目钢网过滤，1(DO r／min离心 10 min，沉淀 

用 20％ FBS+DMEM／F12(1 1)(含 100 IU，rIll penicillin和 106 

teJml streptomycin)重悬，细胞密度调至5×107／ml，接种到25 

培养瓶中，37℃、5％ c02、95％ 湿度孵箱中培养，24 h后换液， 

去除未贴壁细胞，以后每隔2～3 d换液一次，待贴壁细胞 8o％ 
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融合后，用0．125％胰酶消化 1 min，含血清培养基终止消化传 

代，一般 l瓶大鼠 BMSCs(rBMSCs)传为 2 3瓶，共传 3代后进 

行诱导实验。 

1．3 bFGF对 rBMSCs定向分化成神经元样细胞的影响 

将传至第 3代的 rBMSCs接种于事先放置有经多聚赖氨酸 

处理过的盖玻片的 24孔培养板内，培养 2 d，用 10％ FBS+ 

DMEM／F12 + 5t,g／m~insulin + 20 nmol／L progesterone + 20 nmol／ 

L gJ．co~ + 100 IU／ml peniciHin +100 streptomycin + 10 n 

ml bFGF更换原培养基，培养24 h、48 h、72 h、96 h后进行以下免 

疫组织化学检测，并设对照组。 

1．4 NF一200和 GFAP免疫组织化学检测 

诱导后细胞用4％多聚甲醛固定 20 min，加入 3％过氧化氢 

／甲醇溶液阻断内源性过氧化物酶 20 min，正常羊血清封闭20 

min，分别加入兔抗 NF-200(1：1 000)、兔抗 GFAP(1：100)，4℃孵 

育过夜，加人生物素标记的二抗(1：100)，37℃孵育 2 h，加入辣 

根酶标记链霉卵白素(1：100)，37℃孵育 2 h，各步间均用 0．0l 

mol／L PBS洗涤 3次，每次 5 min，DAB溶液显色，二甲苯透明，中 

性树胶封固。对照实验以0、01 mol／L PBS液(pH7．4)代替一抗。 

1．5 统计学处理 

随机计数 10个非重叠视野(×100)，计算 NF-200和 GFAP 

阳性细胞占总细胞数的百分比，所有数据用ANOVA分析和 t检 

验进行差异显著性比较，数据均用( 4-s)表示。 

2 结果 

2．1 rBMSCs的原代和传代培养 

倒置显微镜下观察 rBMSCs生长情况及诱导后的形态学变 
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化。骨髓中体积较大的单个核细胞于接种后 6 h开始贴壁，刚 

贴壁的细胞形态无变化，24 h后见大量未贴壁细胞，体积较小， 

圆形，多为造血细胞成分，而贴壁细胞 已变形，长出突起，用 

HBSS尽量将未贴壁细胞洗掉，加入新鲜培养基继续培养，随着 

培养时间的延长及传代，未贴壁的细胞逐渐破碎或随换液而清 

除。贴壁细胞形态多样，既有呈梭样细胞，也有呈宽大扁平样 

细胞(图 1)，分裂增殖较快，待细胞增殖到 80％融合时进行传 

代，传到第 3代，造血细胞成分已基本消失，开始进行诱导分化 

实验 。 

2．2 bFGF对 rBMSCs形态变化的影响 

经 bFGF处理 24 h，可见细胞分裂似乎减慢，部分原来宽大 

扁平的 rBMSCs胞质向核收缩，细胞体积变小，折光性增强，突 

起变短，突起末端出现一级或二级分支(图2)，类似于神经元的 

形态，对照组细胞仍然保持原来的状态。继续培养，神经元样 

细胞数增加不明显，诱导 72 h后视野中开始出现有空泡细胞， 

96 h这种细胞增多。 

2．3 免疫组织化学鉴定 

为进一步确定 rBMSCs在 bFGF的影响下是否有向神经元 

方向分化的趋势，本文采用神经元标记物 NF一2OO，神经胶质细 

胞标志物 GFAP进行鉴定。结果显示，bFGF诱导 24 h、48 h、72 

h、96 h后，均出现 NF-200免疫染色阳性的细胞，呈棕黄色(图 

3)，GFAP阴性。随机计数 1O个非重叠视野(×100)，计算 NF． 

200阳性细胞 占总细胞数的百分比，统计结果表明各时相点 

NF-200阳性细胞数百分比问无显著性差异(P>0．05)，均数分 

别为 (20．3±2．52)％、(22、67±3．52)％、(19．62±2．92)％、(18 

±3．32)％。对照组均为阴性。 

3 讨论 
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图1 相差显微镜所示未分化的rBMSCs，A示梭形细胞，B示扁平细胞(×200) 

图2 相差显微镜所示经 bFGF诱导24 h后，A示神经元样细胞，B示未分化的rBMSCs(x 200) 

图3 bFGF诱导24 h后，出现 NF-200免疫染色阳性细胞，呈棕黄色，箭头所示(×100) 

3、1 骨髓基质细胞的特性 

研究表明，成年动物骨髓中含有两类干细胞 ：一种 

是造血干细胞，另一种是非造血组织干细胞，后者是指 

间充质干细胞，或称之为骨髓基质细胞 (bone marrow 

stmma／cells，BMSCs)。BMSCs一方面支持骨髓 中造血 

干细胞的生存、生长和分化，另一方面，BMSCs又具有 

干细胞的特性，可以被诱导分化成各种间充质组织，包 

括骨、软骨、脂肪、肌肉、肌腱等，还可以被诱导分化成 

非间充质组织，如神经元 、神经胶质细胞等 由于它具 

有多向分化潜能，而倍受关注。首先是如何分离纯化 

成体 BMSCs，其次才是定向诱导分化的问题 目前用 

于分离 BMSCs方法主要有 四种：差速贴壁筛选法 、密 
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度梯度离心法、流式细胞仪法和免疫磁珠法。各种方 

法都有利弊。本实验采用差速贴壁法分离大鼠 BM— 

SCs，第一次换液时间是接种后 24 h，每次换液时尽量 

将未贴壁细胞冲洗掉，进行纯化。这种方法虽有原代 

培养纯度不高的缺点，但其简便易行，经传代后细胞纯 

度可达到 9o％左右。 

3．2 骨髓基质细胞的诱导分化 

从细胞遗传学来看，定向分化都是含有相同基因 

组的细胞不同基因表达的结果，是细胞发育的不同阶 

段。基因表达需一定的条件，多种因素包括细胞外环 

境因素如细胞因子、激素等均参与调节，并影响细胞的 

定向分化。在这些因素中，神经营养因子的作用尤为 

关键。碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth 

factor，bFGF)在胚胎时的含量很高 J，新生鼠皮下注射 

bFGF可促进海马、室管膜下区等处神经干细胞的分裂 

增殖 J，因此，bFGF是一种高效的神经营养因子。在 

体外培养中，bFGF可诱导来 自胚胎的神经干细胞增 

殖，产生由未分化细胞组成的细胞球，这些细胞能表达 

神经上皮细胞特有的Nestin。另外，bFGF对神经干细 

胞的存活、增殖和分化具有剂量依赖性，在含有一种低 

浓度的 bFGF的基本培养液 中，神经干细胞呈现神经 

元的分化特征，随着 bFGF水平的增加则分化为胶质 

细胞 J。Jiang等 研究表 明神经前体细胞在去除 

PDGF和 EGF后加入 bFGF培养 14 d后有(68±9)％表 

现出神经元形态和表型。 

基于以上对 bGFG的研究结果，近年来，大量研究 

BMSCs定向诱导为神经元的实验中均用 bFGF预诱导 

24 h。为了明确预诱导对进一步定向诱导的影响，本 

实验延长预诱导时间，通过神经元特异性标记物(NF一 

20o)验证转化的神经元样细胞。结果显示 bFGF确实 

能使 BMSCs向神经元方向分化。但发现延长诱导时 

间并未增加神经元样细胞所占百分比。同时，诱导 72 

h后视野中开始出现有空泡细胞，96 h这种细胞增多。 

考虑是因为 bFGF作用时间有限，诱导 72 h后出现变 

性细胞 ，因未换液 ，培养基酸化所致。本文认为预诱导 
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24 h是可取的。目前，BMSCs向神经元定向分化仍然 

是研究的重点，能否从定性表达过渡到定量高表达，是 

迄待解决的瓶颈问题n。。。因此，通过对体外诱导因素 

进行逐步筛选，优化诱导条件，力求使神经元样细胞所 

占比例达最大，进而研究这些细胞的功能，使它们能够 

替代体内丢失的神经元，重建功能。 
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