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体内外环境对骨髓问充质干细胞向神经细胞分化的影响 

卓本慧 ，万 东 ，江和碧 ，罗 勇 ，李廷玉 

(1．重庆医科大学儿科学院儿保科，重庆 400014；2重庆医科大学临床学院神内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨体内外环境对骨髓问充质干细胞(MSCs)向神经细胞分化的影响。方法：①DAPI体外标记 MSCs后，直 

接注入大鼠大脑中动脉梗塞(MACO)模型( =6)的脑内，2周后取脑组织，用免疫荧光检测MSCs来源细胞的巢蛋白(nestin)、 

微管相关蛋白一2(MAP一2)、胶质纤维酸性蛋白(GFAP)的表达。②体外用全反式视黄酸(ATRA)预诱导 24h后，换用改良的 

神经细胞培养基(MNM)培养 18h，免疫组化检测nestin、MAP 2、GFAP的表达。结果：①植入2周后，MSCs在注射部位及其 

周围广泛分布，仅有少许细胞表达nestin、MAP一2和GFAP ②MSCs在体外诱导后，nestin、MAP一2的阳性率分别为(92．3 

±3．4)％和(89．6+3．3)％，但不表达GFAP。结论：MSCs在脑内向神经细胞转化的转化率较低，而在体外转化为神经元的转 

化率相当高，体内外环境对 MSCs向神经细胞的分化的过程及饥理存在较大差异。 
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【Abstract】Objective：T0 investigate the effects of environment in vitro and in vivo on the differentiation of bone mesenchymal stem 

cells(MSCs)into neural cells．Methods：①MSCs were labeled with 4，6一diarnidino一2一phenylindole(DAPI)and injected into the 

right brain of the rats(n=6)，which had suffered from middle cerebral artery occlusion(MAC0)a day before．Two weeks later，im— 

munofluorescent staining WaS used to detect the expression of nestin，microtubule associated protein 2(̂ AP一2)and glial fibrillary 

acidic protein(GFAP)．②In vitro，MSCs were cultured with modified neuronal medium(MNM)for 18 hours after being pretreated 

with 0．5um oVg all—trans retinoid acid(ATRA)for 24 hours Inmmnocytochemistry WaS used to detect the expression of nestin， 

 ̂AP一2 and GFAP．Results：①After being injected into rats for 2 weeks，MSCs survived in the ischemic are&s and a few cells ex— 

pressed nestin，MAP一2 and GR respectively．②In vitro，after ATRA and MNM treatment，the tx~sitive percentage of nestin and 

 ̂AP一2 were(92．3±3．4)％ and(89．6±3．3)％ respectively，but no expression of GFAP WaS detected．Conclusion：The different 

ratio of MSCs differentiating into neural cells suggests that there is difference in the process and mechanism between environm ent in 

vitro and in vivo． 
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骨髓间充质干细胞 (mesenchymal stem ceils， 

MSCs)是一种多潜能的干细胞，在适宜条件下，可以 

向骨、软骨、脂肪、心、肝、肺、神经等组织细胞转 

化[1l。其取材方便，体外扩增容易，免疫排斥反应小， 
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已成为干细胞研究领域的热点。而体内的实验表明 

MSCs能在脑组织中存活并改善神经损伤症状 2l。 

但体内外 MSCs向神经细胞转化是否存在差异，这 

对 MSCs在神经疾病治疗中的应用尤为重要，本研 

究对此进行探讨。 

1 材料和方法 

1．1 MSCs的分离培养及体外标记 

无菌条件下取 Wistar大鼠的股骨和胫骨，DMEM／F12 
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脑 3 M 外诱导后．襄遮 l1 iⅢ． AI，2【 2 l】 
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阿j (阿 I) 

2 3 越MA('／)走鼠脑内．部分 M 存活 迁移井 

舟化 

M 柏人后的 1～2爰．★鼠的精冲稍萎靡． 
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细胞馁润：往荧光屉潋镜下．可见M 广泛分市在 

注射部位礁周同：免瘴荧光砸示 许细胞 l1 1 

M 一2和GFlAP染色阳性( 2) 

2．4 在 ATRA和 MNM 体外请导后 ．Ms(’ 转变为 

神经细胞 

在ATPCt和 MNM典同I秃导后．Ms 甲典型 

神经蜘i咆样形忠．伸出较多的突起．蚪秆善级分盘． 

细胞间理细胞自身突起间梢互洼摇． 网络状 『曰 

淆导过程L}I．可 _且 l部分细胞漂浮 ，脱蒲、最终死 

龟嫂组比艇 nestin．．MAP一2染色阳性．阳性事分 
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中的季蜚环节 、DArI世 种蓝 色荧光染料．可被 

不同时期的’H1胞摄取．标记细胞直接l在荧光 丝微镜 

下识别一通过多趺文验征寅 【nPI体外 记的 性 

选 100‘ ．这与Wang等 DAPI标记 Ms【 进行 

心脏移植研究的结皋 致 提示 D："ff'I标记细胞足 
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内的存擂迁移硬升化尊定了基础 
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经损伤症状．畸组织 比染色1日了见梗塞灶．提示攥 
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数分 七 神经细胞 

Hj A1ltA和MNM体外污导 M：qJs．其 il Iin 

MAP一2柏m性率分{；_J为(92 3±3 4m 和(89 6= 

3．3)％， 表达 ( R ．提 在奉条件 MS 拄悼 

仆凡多分『七 神经元细胞：扯体外诱导不到2天即 

可 细胞出现fIjl显的 亡．与 M 庄脑组缎 }J可 

存恬 2 冉较大 别．姒上提 Ms( 仵『丰内外 f一 

崦中向神经细胞舟化的过程硬饥 ur能完争 ：同． 

存 较尢的差异 

理沧上大脑敞 ：境能够提供仲经细胞生存 ．丹 

化所需的营养物质和细胞 r．是向神经细咆分化 

的最佳条件．为什幺MSCs 此条¨下．抻经蹦咆 

的讣化阜较低 前尚1、清楚，l 待进一步研究 尽 

管M 存岛得到并易扩墙．体外可跨胚屡分他为 

冲经细胞．可能成为神经细胞替代浩(ir转茅628 ) 
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据。 

综上所述，LVFX注入球结膜下，在眼各组织中 

的峰浓度高，存留时间长，较滴人法更有利于治疗严 

重的细菌性角膜炎。但是，球结膜下注射是一种有 

创性的用药方式，反复球结膜下注射 LVFX，在局部 

是否会产生坏死或更严重的组织损伤，还有待于今 

后进一步研究。 
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(上接第590页)疗的供体细胞，但是其在体内脑组织 

中的分化及作用机制显然有较大差异。因此，MSCs 

在体内外的定向诱导及机制研究仍是未来干细胞研 

究的热点。 

值得注意的是，本实验为同种异体移植，但在实 

验中没有使用免疫抑制剂，而大鼠在 MSCs植入后 

并没有出现不适的症状，在脑组织切片中也没有发 

现明显的炎性反应和淋巴细胞浸润。本课题组曾将 

人的MSCs从尾静脉植入 BALB／c小鼠体内，小鼠 

存活 1月并未观察到任何异常症状(资料未列出)。 

以上提示 MSCs引起的免疫排斥反应小，机体可以 

耐受，有望用于神经细胞替代治疗。 
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