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小鼠问充质祖细胞向神经元样细胞诱导分化的实验研究 
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【摘 要】目的：体外培养 C57小鼠密质骨碎片来源的间充质祖细胞(Mesenehymal progenitor cells，MPC)，探讨 MPC体外向神经 

元样细胞定向诱导分化的可行性。方法：取 C57小鼠后肢长骨，剪成骨碎片，经 Ⅱ型胶原酶消化后体外培养 MPC，流式细胞术检 

测鉴定其免疫学表型。取生长良好的第三代MPC，神经元原代培养上清液定向诱导，对诱导后的MPC，以神经元特异性标志物 

神经元特异性烯醇化酶(Neuron specific enolase，NSE)及神经丝蛋白(Neurofilamentprotein，NF)为对照，应用免疫细胞化学染色 

法，检测神经元标志物的表达。结果：成功培养原代 MPC，传代后生长良好，流式细胞术检测 CD29、CD44组阳性率与其同型对 

照组相比有明显差异(P<O．05)。经神经元原代培养上清液诱导后，MPC可表达神经元特异性标志物 NSE及 NF。结论：从小鼠密 

质骨碎片分离培养出的间充质祖细胞获得率高，并可诱导分化为神经元样细胞。 
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【Abstract]Objective：To culture mesenchymal progenitor cells(MPC)from compact bone fragments in C57 mice in vitro and to study the 

feasibility of inducing directed differentiation of MPC into neuron-like cells in vitro．Methods：Bones of hind limbs of C57 mice were 

sheared into bone fragments and digested by collagenase type II．Then，MPC were cultured in vitro and analyzed by flow cytometry for 

identification of its immunology phenotype．MPC of P3 in good growth were induced directionally by the supernatant cultured with primary 

neuron，and then detected the expression of neuronal specific markers neuron specific enolase(NSE)and neurofilament protein(NF)by 

immun0cyt0chemical staining．Results：The primary MPC were cultured successfully and they grew well after passage．Compared with that 

of the control group．the positive rate of CD29 and CD44 of MPC of antibody group had significant difference (P<O．05)．Induced by 

supernatant cultured with primary neuron，MPC could express neuronal specific markers NSE and NF—H．Conclusion：The harvest rate 

of MPC isolated and cultured from compact bone fragments of mice is hi【gh and MPC could be induced and differentiated into neuron—like 

cells． 
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干细胞(Stem cells)由于具有多向分化的潜能 ，成为基因 

治疗 、细胞替代疗法及器官移植等应用研究中的热点Il_ 。神 

经干细胞的发现为中枢神经细胞变性疾病和中枢神经系统 

损伤的移植治疗提供了有效的移植物，但由于目前很难获得 

足够的神经于细胞，因此寻找一种新的移植细胞来源，对神 

经科学领域基础与应用研究的发展至关重要 。研究证实， 

间充质祖细胞 (Mesenchymal progenitor cells，MPC)作为一种 

作者介绍：杨 里(1979一)，男，硕士， 

研究方向：法医病理学，法医现场学。 

通讯作者：万立华，男，教授，E—mail：ccfw@cqmu．edu．cn。 

基金项目：国家重点基础研究发展规划项 目(“973”项 目)(编号：2005 

CB522605)。 

成体干细胞(Adult stem cells，ASC)，具有可塑性 ，可诱导分化 

为神经元样细胞 ，但在实际操作中，由于通过骨髓来源进 

行小鼠 MPC体外培养会受到造血干细胞的污染 ，而很难使 

MPC得到有效增殖 ，近来有研究者以密质骨碎片为来源进 

行小鼠 MPC体外培养，取得较好的增殖效果[81，但对诱导其 

向神经细胞分化的研究并无报道，故本实验将采用 C57小鼠 

密质骨碎片为来源进行 MPC体外培养增殖及鉴定，并用神 

经元原代培养上清液诱导其向神经元样细胞定向分化 ，旨在 

为进一步研究 MPC在神经损伤后的治疗作用提供了实验依 

据和理论基础。 
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1 材料与方法 

1．1 实验动物 

健康 C57小鼠12只，雌性，清洁级，3周龄，体重(18± 

2)g，由中国人民解放军第三军医大学动物中心提供。 

1．2 主要试剂 

DMEM／F一12培养基购 自美国Hyclone公司；胎牛血清购 

自美国CIBCO公司；lI型胶原蛋白酶购自美国GIBCO公司； 

胰蛋白酶购 自美国 DIFCO公司；兔抗 鼠CD29、CD3l、CD44、 

CD45、CD90、CD106抗体购 自美 国 BD公司；NSE及 NF抗 

体、二抗及荧光二抗，DAB显色液购白北京博奥森生物技术 

有限公司。 

1．3 MPC的分离培养及鉴定 

断颈处死小鼠后，75％酒精浸泡 20 rain，分离股骨、胫 

骨，用 PBS液反复冲洗骨髓腔，后将其剪成约 1 lrllTl3的小碎 

片，用含 10％胎牛血清、1 mg／ml II型胶原酶的DMEM／F一12 

培养基混悬，放入恒温摇床于 37℃、200 r／rain振荡 2 h后 ，用 

培养液洗涤骨碎片3次，置入 6孑L板，加入含 10％胎牛血清、 

100 U／ml青霉素及链霉素的 DMEM／F一12培养液，最后放人 

37℃、5％CO：的培养箱内进行培养。48 h后首次换液，以后 

每隔 2—3 d换液 1次。当原代细胞贴壁达到孔板底面积 80％ 

一 90％时吸出培养液，用含 0．04％EDTA的0．25％胰蛋白酶消 

化、收集细胞，按 1：2比例进行传代培养。培养至第三代( ) 

时进行 MPC纯度鉴定：分别加入 FITC标记的兔抗鼠 CD29、 

CD31、CD44、CD90和 PE标记的 CD45、CD106，于室温避光 

孵育 30 rain，PBS冲洗 3次，用 50 l PBS重悬细胞，流式细 

胞术检测。 

1．4 诱 导液的制作 

神经元原代培养上清液：取小鼠大脑，剥去脑膜 ，将大脑 

皮质剪成小块，置 0．125％胰酶中，于 37~C消化 3O min后，加 

入含 10％胎牛血清的 DMEM／F12培养基终止消化，用培养基 

洗涤 3次 ，再用吸管轻轻吹打成细胞悬液，以 1 X 103个／cm2 

细胞浓度接种于 6孔板中，最后置人 37~C、5％CO 的培养箱 

内进行培养。24 h后换液，继续培养 3 d后收集培养上清液， 

免疫学检查神经元特异性标志物 NSE和NF的表达。 

1．5 MPC体外向神经元样细胞的定向诱导分化 

选取生长良好、纯度高的 P 代 MPC以 5×10 个，cl112浓 

度接种于放有8mmx 8mm载玻片的6孑L板中，培养至细胞融 

合超过50％时，加入诱导液诱导24 h后，取细胞爬片对诱导后 

的MPC进行神经元特异性鉴定。对照组不加诱导液培养。 

1．6 MPC体外向神经元样细胞定向诱导分化的鉴定 

免疫细胞化学检测：取细胞爬片用 PBS洗涤 3次，4％多 

聚甲醛室温固定 30 rain后，用 PBS洗涤 3次，而后按免疫组 

织化学染色试剂盒说明书进行操作 ，在显微镜下观察，以胞 

浆染色者为阳性细胞。 

免疫荧光检测：荧光检测标本用含 10％羊血清的 PBS室 

温封闭 30rain，不洗，加入一抗(NSE和 NF，1：100稀释)，4~C 

过夜；PBS洗涤 3次 ，再加入含荧光标记的二抗 (1：100稀 

释)，置于 37℃培养箱内孵育 1 h，取出后充分洗涤，在荧光 

显微镜下观察。 

1．7 统计学处理 

采用 SPSSIO．0统计分析软件对数据进行统计分析。数 

据资料分析以均值加减标准差( -i-s)表示，进行单因素方差 

分析(one—way ANOVA)，以P<O．05表示有显著性差异。 

2 结 果 

2．1 MPC的生长与形态学观察 

原代(Pn)MPC培养时在前 5 d生长不明显 ，5 d后开始看 

到骨片周围有少量细胞贴壁生长，此时细胞多呈圆形或扁圆 

形 ，第 10 d生长速度加快，第 20 d达到细胞融合 80％～90％， 

此时形态以梭形和多角形为主，形态饱满，折光性强，细胞间 

无重叠，有接触抑制现象。传代后的MPC生长速度加快，3～5 d 

即可再次传代，形态上也趋于一致，大多为梭形。(图 1) 

2．2 MPC的免疫表型鉴定 

流式细胞术检测显示 ：MPC表达间质细胞标记 CD29、 

CD44、CD90、CD106，不表达造血细胞标记 CD31和 CD45。 

(表 l，冈2) 

23 神经元原代培养上清液的鉴定 

将小鼠大脑皮层细胞进行培养，24 h时大部分细胞已贴 

壁生长，细胞胞体呈圆形或长杆状，核大而圆，可见有细小突 

起从胞体长出；3 d后，细胞突起明显变长。免疫细胞化学检 

查，见细胞胞质深染，表明神经元特异性标志物 NF和 NSE阳 

性表达．．结合细胞形态，可证明培养的细胞为神经元。(图 3)。 

表 1 MPC流式细胞术检测结果 ±S，n=3) 

与 FITC同型对照组相比， P<0．05；与PE同型对照组相比，。 0．05 
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【摘 要】目的：建立一种以脂代谢靶点蛋白hPPAR-,／一LBD重组蛋白进行抗肿瘤药物筛选的方法。方法：采用pReceiver-BO1 

一 PPARŷ—LBD表达质粒转至 E．coli BL2 (DE )细胞 ，进行表达与纯化得到可溶性靶点蛋白 hPPARŷ—LBD重组蛋白，以罗格列 

酮为 hPPARŷ—LBD的阳性配体，以GW9662作拮抗剂，采用分子排阻色谱 一高效液相色谱法(SEC—HPLC)测定 hPPAR 

一 LBD重组蛋白与配体药物的结合活性。结果：在优化条件(16~C、0．6mmol／LIPTG、诱导 20h)下 ，能可溶性表达 hPPAR-,／一LBD 

重组蛋白；经镍亲和色谱纯化后 ，以每升 LB培养基计可获得 41 mg、纯度为 95％的 hPPARŷ—LBD重组蛋白；该重组蛋白与罗 

格列酮特异性结合率约 65％，K 值为 625 nmol／L；与德氮吡格(Tetrazanbigen，TNBG)特异性结合率约 60％，K 值为 1 000 nmol／L。 

结论：本文基于脂代谢靶点蛋白hPPAR 一LBD建立了抗肿瘤药物体外筛选模型的方法，该方法快速 、稳定 、安全及简便 ，能应 

用于抗肿瘤药物的筛选。 

【关键词】脂代谢；靶点蛋白；hPPAR 一LBD；抗肿瘤药物；药物筛选模型；罗格列酮；德氮吡格 
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【Abstract]Objective：To establish a method of antitumor drug 

screening model based on recombinant hPPAR 一LBD as a target 

protein for lipid metabolism．Methods：pReceiver-BO1一PPAR 

- LBD expression plasmid was constructed and transferred into 

Escherichia coli BL1(DE3)competent cells．Growth conditions 
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