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星形胶质细胞通过激活PKA信号通路在神经干细胞增殖、 

分化中的作用 

张云东 ，顾小红 ，赵继宗 ，许民辉 ，邹咏文 ，沈光建 
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【摘 要】目的：研究星形胶质细胞(Astrocyte，AS)对PKA信号通路的激活在神经干细胞(Neural stem cell，NSC)增殖、分化中的 

调节作用。方法：取孕13 d胎鼠大脑皮层分散培养NSC．应用AS培养上清刺激NSC，以及应用PKA受体拮抗剂H 预处理大脑皮层 

NSC后．用Western blot方法测定NSC内PKA、nestin、NSF的含量变化 ．采用M1Tr测量和分析AS对培养的NSC增殖和定向分化的 

影响 结果：正常对照组的NSCNSF含量较低．AS刺激后，nestin含量迅速降低，而NSF的含量则逐渐升高 ；H (15 pmlol／L)可明显 

抑制AS*IJ激NSC后NSF含量的增加 结论：AS可通过激活NSCPKA信号通路．促进NSC增殖和分化 
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Role of astrocyte in the proligeration and differentiation of nerVe stem 

cells by activating PKA signal pathway 

ZHANG Yun—dong et al 

(Department of Neurosurgery，Daping Hospital Research Institute of Field Surgery，the Third Military 

Medicol University) 

【Abstract】Objective：To study the effect of astrocyte activating PKA signal pathway on the proligeration and differentiation of 

nerve stem cells．Methods：Cerebral cortex of 13-day embryo mice was taken and the nerve stem cells were cultured scattering- 

ly．Astrocyte was used to stimulate the nerve stem cells，and H89， PKA reeepter antagonist，was used to pretreat the nerve 

stem cells of the cerebral cortex．then the contents of PKA，nestin，and NSF in the nerve stem cells were determined using 

western blot．MTT was applied to deteianine and analyse the effect of horizontal cell on the proliferation and orientational dif- 

ferentiation of cultured nerve stem cells．Results：In the normal control group the content of NSF in the nerve stem cells was 

low；after astrocyte stimulation the nestin content decreased rapidly，while the content of NSF increased gradually．H89(15 p~mol／L) 

could markedly supress the increase of NSF content in the nerve stem cell stimulated by horizontal cells．Conclusion：Astrocyte 

can promote the proliferation and differentiation of nerve stem cells by activating PKA signal pathway of nerve stem cells． 

【Kev words】Neural stem cells；Astrocyte；PKA；NSF 

星形胶质细胞(Astrocyte．AS)能分泌多种细胞 

因子 ．调控神经干细胞(Neural stern cell，NSC)分化。 

有关NSC移植．人们进行了许多实验性研究．移植的 

NSC都经历过一个体外培养的过程 ．NSC移植后保 

持着多分化潜能．局部微环境信号AS的作用在诱导 

其分化方面可能起重要的作用ll1．然而通过何种途 
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径调控NSC分化 ，尚不清楚。我们通过用AS培养的上 

清液刺激培养的NSC．观察其形态特点和发育规律的 

变化．以期认识AS对NSC移植后细胞分化调节中的 

作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 NSC取材和培养 

取孕 12 d Wistar大鼠(第三军医大学附属大坪医院动物 

室提供)，3％戊巴比妥钠(30 mg／kg)~ ，在解剖显微镜下分 

离取出胎鼠大脑．剪下大脑皮层，经D—Hank’s液冲洗后仔细 
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剪碎成约0．5 mm3的小块 ：吸管反复吹打后．镜下见全部分散 

为单细胞：转移细胞悬液N5O ml培养瓶内．加入无血清的完 

全培养液(培养液由DMEM／F12、bFGF 20 ng／ml、青霉素 100 

U／L和链霉素 100 U／L1 

NSC的传代：将原代培养7 d后贴壁细胞及在贴壁细胞 

上形成的细胞球 ．经吹打收集于离心管中 ．加入0．25％的胰酶 ． 

37cC消化3～5 min：将培养液和细胞克隆团．离心5 min(800 r／ 

min)，加入新鲜的培养液 ；以吸管轻吹打后，用完全培养液制 

成单细胞悬液．进行台盼蓝染色并记数 

单细胞克隆：用吸管在传至第五代NSC的5O ml培养瓶 

内，吸出1个细胞团．转移到1O ml离心管内：分散为单细胞悬 

液．吸1 ml细胞悬液N5o ml细胞培养瓶 ．加入47 ml的DMEM／ 

Fu．使总体积为48 m1．细胞数约100个。 

1．2 AS的培养及鉴定_2_ 

将上述脑组织细胞悬液用0．125％的胰蛋 白酶消化15 

rain(37℃)．用含有血清的培养基终止消化 ．离心10 min(1 000 

dmin) 吹散细胞用培 养基 稀释先行 贴壁处理 ．然后以2x106 

个接种于75 cmz的塑料培养瓶中．培养基为DMEM／F12和10％ 

新生牛血清 生长8～10 d待细胞融合后．置于37qC摇床中14～ 

16 h(250 dmin)，用以去除少突胶 质细胞和小胶 质细胞 ．然 

后用0．25％胰蛋白酶消化传代．培养约28 d．使得AS处于指数 

生长期 免疫荧光法检测培养细胞的胶质原纤维酸性蛋白表 

达方法。小鼠抗胶质原纤维酸性蛋白IgG1，按1：500倍稀释． 

FITC标记的羊抗小鼠IgG．按1：200倍稀释 

分组①刺激组：培养AS的上清液刺激培养的NSC组；② 

拮抗剂处理组：预先用H (15 mol几)处理 ，再用培养AS的上 

清液刺激；③对照组：对照组一培养基刺激培养的NSC；H 对 

照组一预先加入相同剂量 的H 。稀释液D—Hank，再用培养基刺 

激培养的NSC 

在细胞培养室的下室加入培养AS无血清培养基培养的 

上清400 l和200 l无血清培养基，再在上述各组细胞培养 

室的上室加／LNSC悬液f6．7x102个／m1)200 1个。 

l-3 用Western blot方法测定PKA、nestin、NSF的表达 

提取培养NSC总蛋 白．根据蛋白浓度计算所需上样量 。加 

一 抗、辣根过氧化物酶标记二抗．化学发光试剂增强反应，曝 

光 ，凝胶成像系统分析结果 ，设对照并重复3次 。 

1．4 M1Tr实验检 测NSC的增殖 

称取250 ITIg MTT．放人小烧杯中，加50 ml PBS(0．01 mol／ 

L,pH7．41在电磁力搅拌机上搅拌30 min，用0．22 m的微孑L滤 

器隙菌．分装，4~C保存，浓度为5 mg／ml。离心收集NSC，吸管 

机械吹打分离，制备单细胞悬液，记数板镜下记数，每孔150 l 

的体积．1xl05个／ml~$胞密度接种于967L培养板中．每15孑L 

为1组，培养7 d后，每孑L加／'．MI"F溶液(5 mg／m1)20 l，37℃ 

孵育4 h。终止培养，小心吸取孔内上清液，置于EF管中，离心 

1 000 dmin，5 min．弃上清 ．每孑L加入 150 ~IDMSO．振荡 10 

min．使结晶物充分溶解，于490 nlTl波长 ，酶联免疫检测仪测 

定各孑L光吸收值 ．由OD值判断细胞增殖情况 

1．5 统计学处理 

实验结果用“x~s”表示．采~sPss软件进行单因素方差 

分析。 

2 结 果 

2．1 相差显微镜观察 

ASSU激NSC后4～6 h．观察到NSC胞体收缩．呈圆 

形或卵圆形．折光性较强 ．细胞数 目逐渐减少。 

2．2 AS对NSC磷酸4~PKA(P—PKA)含量的影响 

2．2．1 PKA含量的变化 ASSU激NSC后．于30 min、 

2 h、6 h P—PKA含量明显增加．于6 h后回落至较低 

水平．于24 h P—PKA含量仍在较低水平 ．但与对照 

组仍差异非常显著fP<0．011；H舯可明显抑制AS刺激 

NSC的P—PKA含量增加f表1。图11 

表1 AS对神经干细胞P—PKA含量 变化 的影响 +』，n=3) 

PKA含量(0D) 

AS As+H89 

注 ： P<0．05， 尸l<0．01 

对照组 15min 30rain 2 h 6 h 12 h 24 h 

AS刺激组 

图 1 NSCP-PKA含量的变化 

2．2．2 AS激活的PKA在NSC分化中的作用 Westen 

blot检测 了nestin蛋白：AS处理后 ．nestin蛋 白快速减 

少或消失；而NSF蛋白的含量明显逐渐增加(表2、3， 

图2、3)。 

2．2．3 AS在NSC增殖中的作用 在AS培养的过程 

中．NSC均呈悬浮球状生长．细胞形态为圆形 ．未见 

突起生长．与空白对照组形态相似．没有或者仅有 

少量细胞贴壁 Mr丌法检NAS对NSC增殖的影响 ． 

结果显示可明显促进NSC增殖 AS作用后6 h细胞 

增殖最为明显，然后增殖效应逐渐减弱(表4)。 
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表2 As诱导神经干细胞nestin的变化 ±5，n：3) 表4 As对神经干细胞增殖的影响(0D) ，n：5) 

Nestin含量(OD) 

AS AS+H89 

注 ： Pl<0．05， Pl<0．01 

对照组 15min30min 2 h 6 h 12 h 24 h 

AS刺激组 _-- ”一 一 

AS+Hs9刺激组 ： m{ 

图2 NSCnestin含量的变化 

表3 AS诱导神经干细胞NSFS-)"化的影响(0D)0 ，， 9 

NSF含量 fOD) 

AS AS+H89 

注 ： 0．05。 P<0，O1 

对照组 15min30min 2 h 6 h 12h 24 h 

AS刺激组 譬 ．_． ● ● 

AS+H89刺激组 ．．．一  —一 一 —_ 

图 3 细胞 NSF含量的变化 

3 讨 论 

由于AS是占中枢神经细胞总数40％～60％的一 

大类细胞群体．目前认为AS是形成中枢神经系统微 

环境重要的组成成分．对神经元的物质代谢、神经 

信号传递处理和脑的高级功能活动具有重要作用。 

注 ： P<O．05． P<O．01 

PKA信号通路在调节发育中的脑和几种神经细胞链 

向神经元和胶质细胞分化中起关键作用，然而．在 

AS在NSC发育和分化中的作用以及PKA信号通路在 

其中的作用知之甚少 

我们检测了用AS处理的NSC活性．研究发现．正 

常情况下NSC有少量的磷酸化PKA含量，AS*U激后． 

P—PKA染色含量明显增加 发现PKA活性快速增加． 

在6 h内增加3倍．活性于12 h达峰值，然后逐渐下 

降．于处理后24 h回落至较低水平，刺激后各组P— 

PKA含量明显提高：预先用 PKA阻滞剂H舯均可明 

显抑制AS~gtJ激的干细胞P—PKA含量增加 说明AS可 

刺激NSCcAMP生成增加后 ．cAMP继而活化PKA，使 

异四聚体的PKA解离．催化亚基从而由细胞质进人 

核内继续传递信息 提示PKA信号物质参与了AS调 

控的NSC功能变化的过程 ．PKA信号通路的激活 

可促进CREB磷酸化．而进一步调节与调节干细胞 

的生长、分化相关的各种靶基因的产生 。 

为了研究NSC在AS作用下的增殖情况．本实验 

采用近年来广泛应用的MTT法四唑盐fM 比色试 

验。与细胞计数法、软琼脂克隆形成试验及3H—TdR 

掺入试验等计数方法比较．MTF法具有灵敏度高，重 

复性好，操作简便、经济、快速、易自动化的优点。 

作为一种检测细胞存活和生长的方法．MTT试 

验显色剂四唑盐是一种能接受氢原子的染料．活细 

胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性的MTF还原 

为难溶性的蓝紫色结晶物．并沉积在细胞中，而无 

活性的细胞无此功能。二甲基亚砜fDMSO1能溶解细 

胞中的紫色结晶物．酶联免疫检测仪在490 ilm波长 

处测定其光吸收值．由其OD值可间接反映活细胞数 

量。 

本实验中AS处理NSC后．细胞呈现NSC所特有 

的克隆团样悬浮生长．没有或者仅仅有很少量的细 

胞贴壁．与对照组的细胞形态相同：Nestin检测阳性， 

BrdU标记实验亦显示NSC克隆团中绝大部分细胞具 
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有分裂增殖能力．也即在MTT实验中细胞数 目的增 

加是NSC自身增殖的结果 NSC均呈悬浮球状生长． 

细胞形态为 圆形 ．未见突起生长 ．与空 白对照组形 

态相似．没有或者仅有少量细胞贴壁．Nestin检测阳 

性 BrdU荧光标记结果显示细胞克隆中大部分细胞 

为BrdU阳性细胞．表明克隆主要由分裂增殖的细胞 

组成 。 

前面的实验证实．AS处理NSC后．可活化PKASJI 

起，但是否能引起干细胞增殖和分化?实验显示，用 

ASNI]激NSC．于6 h后细胞数量逐渐增加达到高峰 

用H 。预先处理NSC，可明显减少细胞量的增加，说明 

ASSI起细胞内P—PKA催化亚基从胞质进入胞核 ．不 

仅可使转录因子CREB磷酸化．而且可使磷酸化的 

CREB具有转录活性，可以使干细胞增殖增加．AS可 

通过刺激PKA信号通路调控NSC的分化和增殖l 7l 

本研究探讨了AS引起NSC分化的生物化学特 

性．我们用免疫细胞化学、Westen blot检测了nestin蛋 

白：AS处理后24 h，nestin蛋 白快速减少或消失 ；而 

NSF蛋白的含量明显增加 所以．通过AS激活PKA促 

进CREB磷酸化．从而调节神经元分化相关的各种 

基因的表达 10] 

NSC与其它干细胞类似．在体内的分化过程中 

均受到局部环境中各种信号分子的作用 在本实验 

中．我们只探讨了微环境中的一个因素．即用纯化 

培养的AS~I]激NSC．所以无法知道在在体多种因素 

联合诱导下．哪中因素效应较其它因子占优 ：多因 

素影响力达平衡产生多系分化细胞：多因素之间的 

相互作用：多因素联合诱导有别于单因子诱导的结 

果．所以就无法明确AS在微环境中对NSC作用的地 

位．这有待于我们今后的实验阐明。但无论是否起 

主导地位．最终是明确了AS可通过激活PKA信号通 

路调控神经干细胞 ．这对研究NSC移植后的增殖 、分 

化具有重要的理论和实际意义。 
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