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脐血单个核细胞体外培养和诱导后 

神经干细胞标志物 mRNA的表达 
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【摘 要】目的：探讨人脐血单个核细胞(human cord bled )，teS，HCMNCs)培养增殖过程中的形态变化及诱导后神经干 

细胞标志物mRNA的表达。方法：采用 OLYMPUS倒置显微镜观察培养过程中HCMNCs形态的变化；RT—PCR方法鉴定 

MNCs用神经生长因子(NGF)和维甲酸(RA)诱导前后神经干细胞 neural stern cells，NSC~)标志物巢蛋白(Nestin)及Musashi一 

1蛋白mRNA的表达。结果：HCMNCs培养前，胞体较小，呈均一的圆形；培养后，细胞胞体增大，有破骨样细胞和间质样细胞 

两种形态。破骨样细胞胞体较大，呈圆形，多个核。间质样细胞胞体呈较均一的长梭形，形态类似于骨髓 MSCs，但较骨髓 

MSCs稍小。RT—PCR检测提示，诱导前 HCMNCs中Nestin弱表达，Musashi一1无表达；诱导后两者均表达增强，之后逐渐 

减弱。结论：使用密度梯度离心法可以从脐血中分离得到具有多向分化潜能的HCMNCs，经过 EGF和 RA诱导后，神经干细 

胞标志表达一过性增强后减弱。 

【关键词】脐血单个核细胞；巢蛋白；Musashi一1；RT—P(’R 

【中国图书分类法分类号】R743 【文献标识码】A 【收稿日期】2004—04—08 

Expression of neuraI stem cel I—specific molecules cultured in vitro and 

induced mononuclear cel ls derived frOm hUman cord blood 

XIANGJing，et al 

(Department ofNeurology，the Third Military Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the configuration changes of human cord bled monocytes(HCMNCs)under specific culture con— 

ditions and the expression of NSCs marker under induction．Methods：HCMNCs were prepared from normal placenta after full term 

normal delivery．Observe the shape by microscope and reverse transcriptase polymerase chain reaction(RT—PCR)for nestin and 

musashi一1 antigen were performed tO confirm  nestin and musashi一1 antigen expression in HCMNCs．Results：RT—PCR demon— 

strated small amoun t of nestin expressed in HCMNCs but no musashi一1 antigen before induction，and both showed the strongest ex— 

pression in 48h，then faded away gradually．The uncultivated MNCs were small and round．After culturing ，the cells becalTle larger， 

sol'fie cells changetheir shape into rhombic．Conclus／on：The newlyHCMNCsisolated by centrifugation overLymphoprep demitgradi．． 

ent expressed nestin mRNA in low level and no musashi一1 show up，after induction，the form er and musashi一1 increased intermit— 

tently and then decreased with the time of culturing ． 

【Keywords】Humancord bkxxlmonocytes；Nestin；Musashi一1；RT—PCR 

干细胞是具有自我复制和多向分化潜能的原始 

细胞，是形成生命机体各种组织器官的起源细胞。 

在成体干细胞的研究中，脐血干细胞由于易于采集、 

制备及保存，免疫反应性低，越来越受到关注。脐血 

单核细胞(H ICS)中包含多种具有多向分化潜 
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能的细胞。在适宜的体内或体外环境下，可分化为 

神经元及神经胶质细胞，并在分化过程中表达神经 

干细胞(NSCs)特异性标志u’2J。本研究通过密度梯 

度离心法得到 HCMNCs，采用 RT—PCR方法比较 

HCMNCs诱导前后 Nestin及 Musashi一1的表达情 

况，并观察培养过程中 HCMNCs的形态变化情况。 

1 材料和方法 
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2 结 果 
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但有的研究人员认为脐血中根本没有 MSCs_lo，̈j。 

我们的实验观察到，培养后 HCMNCs的形态上明显 

不同于未培养的细胞。培养后细胞形态不一，有的 

胞体较大，呈扁平的圆形，有的胞体呈梭形。少量细 

胞在培养5天时可见细胞胞突伸长，呈长梭形，有的 

细胞伸出更长的细丝状突起，可能为成纤维细胞。 

实验结果在形态学上支持脐血MSCs的存在。 

为了在体外条件下原位鉴定神经干细胞， 

Lendahl[12]等鉴定出一种神经元中间丝蛋白(Inter— 

mediate Neurofilament Protein)即巢蛋白(Nestin)， 

其表达始于神经胚形成时，当神经细胞迁移基本完 

成后，巢蛋白的表达逐渐减少，并随神经细胞分化的 

完成而停止表达。此外 ，Sakakibara【l3j等亦鉴定出 

一 种 RNA结合蛋白即Musashi，作为神经干细胞的 

标志物。Reynolds[14,l5J用特殊的 Neurosphere法从 

胎鼠纹状体分离、培养得到的 NSCs标记时发现， 

Nestin和 Musashi呈双重阳性，且随着 NSCs分化成 

为神经元，二者的标记作用也随即消失。这说明 

Musashi具有与Nestin相似的细胞特异性和物种间 

保守性。Nestin和Musashi作为早期原始神经细胞 

的标志物已被广泛地应用于NSCs的鉴定。本实验 

RT—PCR检测到，新鲜分离 的 HCMNCs弱表达 

Nestin，不表达 Musashi一1；诱导后，HCMN 的 

Nestin mRNA和 Musashi一1 mRNA表达量逐渐增 

强，48h达到最强，进而逐渐减弱。这表明脐血细胞 

具有向神经细胞分化的潜能，且提示在向神经细胞 

转化过程中，脐血干细胞先分化为神经干细胞，再转 

化为神经元或神经胶质细胞。本实验新鲜分离的 

HCMN 即有 Nestin的表达。我们分析，可能是因 

为，Nestin虽然在中枢神经系统发育过程中表达在． 

神经上皮细胞中，但它并不是 NSCs特有的标志，因 

神经祖细胞分化成的肌细胞、内皮细胞及反应性星 

形胶质细胞均可表达 NeStin[16--183。所以新鲜分离 

的HCMNCs有弱表达的Nestin，可能来源于本来就 

存在于 H Cs中的NSCs，也可能就是脐血干／祖 

细胞的表面标志。 

当前有关脐血干细胞的研究多采用未经纯化的 

干细胞群进行，单个的成体干细胞或基因型相同的 

成体干细胞群体是否也具有分化为别种细胞的能 

力，迄今尚未见报道。关于如何纯化分离的脐血干 

细胞，仍需进一步研究。 
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亦参与了肾脏高灌注、高滤过的形成[ 。本实验姜 

黄素治疗组大鼠肾脏 NO含量较糖尿病组明显降 

低，表明姜黄素能降低早期糖尿病大鼠肾脏 NO水 

平，这可能在其减轻糖尿病大鼠肾脏高滤过和‘肾脏 

肥大、改善肾脏结构和功能中发挥一定作用。已知 

姜黄素是一种 iNOS抑制剂，同时它又是一种天然 

抗氧化剂，能清除各种 自由基，Sreejayan等报道它 

对超氧阴离子、NO等都有很强的清除能力[ ， ，所 

以姜黄素可能通过抑制 NO合成或加速其清除从而 

使其在‘肾脏中含量降低。 

另外，本研究发现，姜黄素治疗组大鼠与糖尿病 

组大鼠间血糖和糖化血红蛋白水平无明显差异，这 

表明姜黄素不能纠正糖尿病大鼠的糖代谢紊乱，它 

对糖尿病大鼠的肾脏保护作用与血糖水平无关。 

总之，本研究表明姜黄素使早期糖尿病大鼠肾 

脏NO水平降低，这可能是其纠正糖尿病早期‘肾血 

流动学紊乱，减轻肾脏肥大，降低蛋白尿，改善肾功 

能的作用机制。 
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