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BMP2在 SVZa神经干细胞向神经元分化中的作用

张治元 ,杨　辉 ,刘仕勇 ,何家全 ,王　彬 ,张可成　　(第三军医大学附属新桥医院神经外科 , 重庆 400037)

　　提　要:目的　研究 BMP2 在室管膜前下区(SVZa)神经干细胞向神经元分化中的作用 , 提高 SVZa神经干细胞分化为

神经元的比例。方法　体外分离培养 SVZa神经干细胞 , 以不同浓度的 BMP2 诱导 SVZa神经干细胞 , 采用免疫荧光和流式

细胞仪技术 ,检测 SVZa 神经干细胞分化为神经元的比例。结果　BMP2 浓度为 1～ 10 ng ml时 SVZa神经干细胞分化为神

经元的比例均高于 0 ng ml , 10 ng ml时达到最高峰 , 20～ 100 ng ml时SVZa神经干细胞分化为神经元的比例亦高于 0 ng ml ,

但呈下降趋势。结论　BMP2 可以促进 SVZa神经干细胞向神经元分化 , 可以明显提高分化为神经元的比例。
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Roles of BMP2 in the differentiation of the neural stem cells of SVZa
ZHANG Zhi-yuan , YANG Hui , LIU Shi-yong , HE Jia-quan , WANG Bin , ZHANG Ke-cheng(Department of Neurosurgery , Xin-

qiao Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the roles of BMP2 in the differentiation of the neural stem cells of Anterior

subventricular zone(SVZa)and to improve the rate of neuronal differentiation of neural stem cells.Methods　The

neural stem cells of SVZa were separated and cultured in vitro.The neural stem cells of SVZa were induced by differ-

ent concentrations of BMP2.The neuronal rate of differentiation of the neural stem cells of SVZa was detected by im-

munofluorescence and flow cytometry (FCM).Results　BMP2 could promote neuronal differentiation of neural stem

cells of SVZa at the concentrations of 1 ～ 10 ng ml.The rate of neuronal differentiation peaked when the concentra-

tion of BMP2 was 10 ng ml.BMP2 at the concentrations of 20 ～ 100 ng ml could significantly promote the neuronal

differentiation too , but the neuronal differentiation rate decreased.Conclusion　BMP2 can promote the neuronal dif-

ferentiation of the neural stem cells of SVZa and the rate of neuronal differentiation of neural stem cells of SVZa sig-

nificantly as well.
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　　室管膜前下区(Anterior subventricular zone , SVZa)

是目前公认的成年哺乳动物神经系统中神经干细胞最

为集中的部位 ,因此这个部位成为神经干细胞研究的

重点。但是关于 SVZa 神经干细胞如何特异性向神经

元方向分化的分子机制 ,目前尚未阐明 。骨形成蛋白

2(Bone morphogenetic protein 2 ,BMP2)以及它的受体 、配

体 、生理拮抗剂 noggin在中枢神经系统的特异表达 ,表

明 BMP2 在调控中枢神经系统发育中发挥重要作

用
[ 1]
。关于 BMP2在 SVZa 神经干细胞向神经元分化

中的作用 ,目前尚未见确切的研究报道 。本实验通过

体外培养 SVZa神经干细胞 ,采用不同浓度的 BMP2诱
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导SVZa神经干细胞 ,研究 BMP2 在 SVZa 神经干细胞

向神经元分化中的作用 ,探讨 SVZa神经干细胞的分化

机制 ,为今后神经干细胞定向诱导分化和临床中枢神

经移植奠定理论基础 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　优等胎牛血清(Hyclone公司 , 美国), BMP2 蛋白(Roche 公

司 ,德国), B27、合成培养基 DMEM F12(Gibco , 美国), bFGF、NSE

抗体 、TritoonX-100 、左旋多聚赖氨酸 、胰蛋白酶(Sigma , 美国),

FITC抗体 、Cy3免疫荧光染色试剂盒(博士德公司), 荧光显微

镜(OLYMPUS , 日本), 流式细胞仪(FACstar PLUS 型)(Becton

Dickison 公司 ,美国)。

1.2　方法
1.2.1　SVZa神经干细胞的分离培养　　参照文献[ 2] 方法 , 取

胚胎16 d Wistar大鼠(第三军医大学实验动物中心提供), 1%戊

巴比妥钠 30 mg kg 腹腔注射麻醉。 备皮 、消毒 , 取出胎鼠 , D-
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Hank 液漂洗。 75%乙醇浸透 5 s消毒 , 固定于冰台 , 暴露胎鼠脑

组织 ,解剖显微镜下辨认 SVZa, 以手术显微剪和显微镊取材 , 在

解剖显微镜下剥离脑膜和血管组织 ,浸于 D-Hank 液中 , 反复漂

洗 ,然后将脑组织转移到 DMEM F12(1∶1)+B27+bFGF(20 ng 

ml)的无血清培养基 , 吸管吹打机械分离制作单细胞悬液 , 台盼

蓝染色后在多马计数台上进行活细胞计数 , 于每培养瓶中(75

ml培养瓶)加入 5×105 个活细胞 , 每瓶中加入上述无血清培养

液 5～ 7 ml进行原代培养。

1.2.2　SVZa神经干细胞的传代培养　　待原代克隆形成后再

次使用吸管吹打机械分离克隆 ,相差显微镜下观察显示为单细

胞悬液 ,计数后每培养瓶中加入 5×105 个活细胞。此后每 6 ～

9 天机械分离克隆传代 1 次 ,仍采用无血清培养基。

1.2.3　SVZa神经干细胞的鉴定　　免疫荧光染色 , 检测 Nestin

的表达 , 10%胎牛血清诱导其分化后 , 检测 NSE 、GFAP、CNP 的

表达 ,验证其多分化潜能。

1.2.4　不同浓度 BMP2 诱导 SVZa神经干细胞向神经元分化　

　取第 3代纯化的 SVZa 神经干细胞 , 离心收集神经干细胞 , 吸

管机械吹打分离 ,制备单细胞悬液 ,记数板镜下计数 , 6 孔培养

板每 3 孔为一个标本 , 共计 100 万个细胞 , 培养液为新鲜的含

10%胎牛血清 DMEM F12 培养液 , 设 0、1、5、10、20、100 ng ml的

BMP2 浓度梯度 ,每孔 2 ml培养液。每个浓度设 3 组 , 0 浓度共

设 6组 , 其中 3组作为将来流式细胞仪检测的空白对照 , 培养 3

d , NSE免疫荧光染色 , 流式细胞仪检测分化为神经元的百分

率。将第 3 代同样数目的 SVZa 神经干细胞接种于预先用 1%

多聚赖氨酸处理的盖玻片上 , 设同样的 BMP2 浓度梯度 , 加含

10%胎牛血清的新鲜 DMEM F12 培养液 , 于 6 孔培养板中培养

3 d后 , 行NSE 的 Cy3免疫荧光染色。

1.2.5　流式细胞仪检测 SVZa神经干细胞分化为神经元的比例

　　弃培养液上清 , D-Hank 液洗涤贴壁细胞;以 0.25%胰酶消化

贴壁细胞 ,吸管吹打 , 机械分离细胞, 同种血清终止胰酶消化和

封闭非特异性抗原 , 置于 5 ml的 EP 管中 1 500 r min , 5 min , 室温

收集细胞 ,弃上清;0.01 mol L PBS 漂洗细胞, 1 500 r min , 5 min×3

次, 弃上清;4%多聚甲醛固定 ,室温 , 30 min;0.01 mol L PBS 漂洗,

5 min×3 次;加入含 0.1%TritonX-100 和 0.1%BSA 的 0.01 mol L

PBS液在 37 ℃孵育15 min , 3 000 r min离心5 min ,收集细胞 ,弃上

清;加入一抗 nse(1∶100), 置于 4 ℃冰箱反应 12 h;0.01 mol L的

PBS液(含 0.1%TritonX-100)漂洗细胞, 3 000 r min , 5 min×3 次;

加入 FITC荧光二抗(1∶50), 37 ℃孵育 2～ 3 h;0.01 mol L 的 PBS

液漂细胞 , 3 000 r min , 5 min×3 次 , 弃上清;600～ 700 μl 0.01

mol L PBS 液重悬细胞;取少量细胞悬液涂片 ,在荧光显微镜下观

察染色情况;染色成功后 ,用 FACstar 流式细胞仪检测阳性细胞

数, 每组3个样本 ,每个标本检测 10 000个细胞 ,得到阳性细胞在

总细胞中的所占比例。阳性率计算:阳性率=阳性细胞 (阳性细

胞+阴性细胞)-对照组中的非特异结合率。

1.3　统计学方法
　　数据用 x±s表示 ,采用 SPSS10.0 软件包处理 , 采用单因素

方差分析。

2　结果

2.1　SVZa神经干细胞的鉴定

　　在光镜下可见细胞呈典型的球状克隆团样生长;神经干细

胞特异性抗体 nestin 染色强阳性 ,见图 1;采用 10%胎牛血清诱

导后 , 免疫荧光检测分化产物 , NES(神经元特异抗体 , 见图 2)、

GFAP(星形胶质细胞特异抗体 , 见图 3)、CNP(少突胶质细胞特

异抗体 ,见图 4)免疫荧光染色阳性 , 提示:培养细胞具有分化为

神经系统全部细胞的多向分化潜能;符合神经干细胞的标准。

2.2　BMP2诱导前后 SVZa 神经干细胞分化为神经元

的情况
　　从NSE 抗体 Cy3 免疫荧光染色检测结果 ,可以发现 BMP2

诱导前后神经元的比例明显增加 ,其中尤其是在10 ng ml BMP2

浓度作用组 ,可见神经元明显增多 , 见图 5、6。

图 1　克隆细胞呈 Nestin阳性　(FITC×200)

Fig 1　Nestin positive cells of clone　(FITC×200)

图 2　分化细胞呈NSE阳性　(Cy3×200)

Fig 2　NSE positive cells of differentiated neural stem cells of SVZa　(Cy3×200)

图 3　分化的 SVZa神经干细胞呈 GFAP阳性　(FITC×200)

Fig 3　GFAP positive cells of differentiated neural stem cells of SVZa　(FITC×200)

图 4　分化的 SVZa神经干细胞呈 CNP阳性　(Cy3×200)

Fig 4　CNP positive cel ls of differentiated neural stem cells of SVZa　(Cy3×200)
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图 5　0 ng ml BMP2组分化细胞 NSE Cy3免疫荧光染色　(Cy3×200)

Fig 5　0 ng ml BMP 2 group NSE positive cell of differentiated

neural stem cells of SVZa　(Cy3×200)

图 6　10 ng ml BMP2组分化细胞NSE Cy3免疫荧光染色　(Cy3×200)

Fig 6　10 ng ml BMP 2 group NSE positive cell of differentiated

neural stem cells of SVZa　(Cy3×200)

2.3　不同浓度的 BMP2在 SVZa 神经干细胞分化为神

经元中的作用
　　流式细胞仪检测结果如下:SVZa神经干细胞分化为神经元

的比例为 0 ng ml组(36.07 ±0.75), 1 ng ml 浓度组(38.34 ±

0.56), 5 ng ml浓度组(39.09±0.36), 10 ng ml组(53.84±0.25),

20 ng ml组(49.16±0.36), 100 ng ml 组(46.48±0.25)。 BMP2

浓度为1 ～ 10 ng ml时 SVZa神经干细胞分化为神经元的比例高

于 0 ng ml , 10 ng ml时达到最高峰 , 20 ～ 100 ng ml时 SVZa神经

干细胞分化为神经元的比例亦高于 0 ng ml , 但比例开始下降。

单因素方差分析 , P<0.05;组间两两比较 , P<0.05。

3　讨论

　　与其他部位神经干细胞相比 ,SVZa神经干细胞具

有以下特点:①自产生起即具备发育为神经元的特征;

②迁移过程中保持增殖状态和神经元特征而不进一步

分化;③到达迁移终点后 ,才进一步分化为多巴胺能和

GABA能神经元
[ 3 , 4]
。那么 ,存在什么机制使得 SVZa

成为这样一个特殊的富含神经元前体细胞的区域呢?

SVZa神经干细胞又是通过什么机制成为神经元前体

细胞的呢? 生理条件下 ,SVZa 神经干细胞在分化过程

中受局部微环境的复杂调控。BMP2是其局部微环境

中非常重要的一种细胞因子 。我们采用 BMP2体外诱

导SVZa 神经干细胞 ,研究体外培养条件下 , BMP2在

SVZa神经干细胞分化中的作用。参照国外相关研

究
[ 5 ～ 9]

,我们设立了 0 、1 、5 、10 、20 、100 ng ml的 6个浓

度 ,从 SVZa神经干细胞分化产物 NSE 免疫荧光检测

结果表明:分化产物中神经元比例明显增高 ,即 BMP2

促进胚胎 16 d SVZa神经干细胞向神经元分化 。流式

细胞仪检测结果表明:1 ～ 10 ng ml的 BMP2可以促进

神经干细胞向神经元方向分化 ,10 ng ml浓度 BMP2明

显促进神经干细胞向神经元方向分化 , 20 ～ 100 ng ml

浓度 BMP2 亦可以促进神经干细胞向神经元方向分

化 ,但比例开始下降 ,同样表明:BMP2可以促进胚胎

16 d SVZa神经干细胞向神经元分化 ,但不是剂量依赖

性的 ,而是有一个最佳的作用浓度。BMP2 的配体和

受体亚单位在胚胎 16 d大鼠的皮层有丰富的表达 ,在

室管膜和室管膜下区表达尤为明显 ,而且 BMP2的表

达与其受体的表达区域相一致
[ 4]
,结合我们的实验结

果 ,提示 BMP2在体内 、体外均可以促进胚胎 16 d大鼠

SVZa区神经干细胞向神经元方向分化。

　　那么在不同的发育期 、不同的部位 ,BMP2是否具有

同样的作用呢? 有研究报道:在 1 ～ 10 ng ml 浓度的

BMP2作用下 ,导致胚胎 13 d大鼠大脑皮质前体细胞大

量凋亡;在胚胎 16大鼠大脑皮层发育中 ,BMP2显示浓

度依赖性分离细胞作用 ,1 ～ 10 ng ml时促进神经元和星

型胶质细胞分化 ,100 ng ml时促进细胞凋亡。在围产

期 ,BMP2进一步促进星形胶质细胞分化 , 在全部阶段 ,

少突神经胶质系的分化受到 BMP2的抑制
[ 6 , 7]
。另有报

道:BMP2集中表达于室管膜区的表面 ,可以快速促进体

外分离培养的新皮层神经前体细胞向神经元的分化 ,可

以引发脑室膜区的神经前体细胞向神经方向的分化
[ 8]
。

Nakashima等
[ 9]
发现:BMP2短暂诱导培养后 ,端脑来源

的神经干细胞分化产物中 ,神经元数目减少 ,星形胶质

细胞数目增加。结合本实验结果 ,可以得出:1 ～ 10 ng 

ml左右中等浓度范围的 BMP2促进发育中期(大鼠胚胎

16 d前后一个时间段)的中枢神经系统包括(SVZa)神经

前体细胞向神经元方向分化 ,而在发育早期促进神经干

细胞凋亡 ,在发育晚期和出生后 ,BMP2促进神经前体细

胞向星形胶质细胞方向分化。

　　关于 BMP2 诱导神经干细胞分化的分子机制 ,尚

未完全阐明。BMP2受体为跨膜丝氨酸-苏氨酸激酶受

体 ,受体Ⅰ和受体Ⅱ已经在哺乳动物鉴定 ,细胞内信号

通过Smad 蛋白来转导 , Smad 为 BMP 受体激活 。Bmp

受体和Smad4形成异侧复合物 ,转运入核内 ,激活各种

基因转录 。Smad6和Smad7为抑制性 Smads成员 ,可能

充当自分泌开关信号 。Smads可以对 BMP2信号起促

进作用 ,也可以起抑制作用 。BMP2可以与两种受体

单独结合 ,也可以与两种受体同时结合 ,产生不同的作

用。不同浓度的 BMP2 可以作用于不同的 Smads 分

子 ,引起 BMPR-Ⅱ和 BMPR-Ⅰ受体表达的改变 ,引起

细胞核内不同的转录反应 ,在不同发育阶段和不同发

育部位产生不同的作用
[ 10]
,这也许是众多实验研究结

果差异的一个原因。

　　在发育过程中 ,神经干细胞或者神经前体细胞最
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终分化结果由细胞的内在基因和周围的信号分子所共

同决定。notch 、noggin 、shh和wnt等信号分子也参与调

节 BMP2对神经干细胞的诱导分化作用。神经元的分

化需要bHLH 转录因子家族的参与 ,包括 MASH1 、neu-
rogenins 、NeuroD等成神经元基因的表达 , 同时也需要

否定性HLH转录因子的负调控
[ 11]
。关于 BMP2在 SV-

Za神经干细胞分化中的分子机制有待进一步深入研

究。我们相信 SVZa神经干细胞定向诱导分化机制的

阐明 ,对中枢神经系统发育研究和临床中枢神经移植
应用将产生积极和深远的影响 。
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文章编号:1000-5404(2003)20-1791-01　 个案与短篇

腹膜活检在腹水病因诊断中的意义

The significance of biopsy of peritoneum in diagnosis of ascites

樊丽琳 ,陈东风　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所消化内科 ,重庆 400042)

　　腹水的常见病因有肝硬化 、结核性腹膜炎 、恶性肿瘤腹膜

转移或种植 、腹膜恶性肿瘤等 , 一般通过病史 、常规辅助检查以

及腹水脱落细胞检查等能明确病因 ,但临床上仍有不少病例通

过以上检查不能明确诊断 ,以至于影响治疗。我科开展腹膜活

检术以来共对 34 例不明原因的腹水患者进行了腹膜活检 , 其

中30 例明确了病因 , 确诊率达到 88.24%, 为治疗提供了明确

的依据 ,现将结果报告如下。

1　资料与方法

　　34 例均为住院患者 , 其中男性 23例 , 女性 11 例 , 年龄 16 ～

78 岁 ,平均(43±5)岁。均以腹水为主要表现并经详细询问病

史 、体格检查 、实验室检查 、腹部影像学检查(B超 、CT 、X线)、腹

水常规及脱落细胞检查均未能明确诊断者。

　　作者简介:樊丽琳(1977-),女 ,四川省简阳县人 ,硕士研究生 ,医师 ,主要从

事脂肪肝的发病机制及治疗方面的研究。电话:(023)68757342
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　　腹膜活检方法:采用 Abram 胸膜活检套针 , 一般以左下腹

脐与髂前上棘连线中 、外 1 3 处为穿刺点 , 如为包裹性腹水或分

隔 ,可于术前 B 超定穿刺点 ,常规消毒铺巾 ,局麻后用针芯插入

针套中于穿刺点逐层刺入腹腔 ,待有明显落空感 , 取出针芯 , 见

腹水流出 ,立即插入活检针 , 使活检针前端凹槽面贴紧腹膜 , 然

后使活检针渐与腹壁平行 ,此过程中 , 一直要保持紧贴腹壁 , 将

活检针后退 ,钩住腹膜组织 , 此时有明显的阻滞感 , 随即拔出活

检针 ,在凹槽处取出组织 , 浸泡于 10%福尔马林液中固定 ,按此

法 ,在以进入腹腔的活检针长度为半径的范围内 , 在不同的方

向钩取腹膜组织 3 ～ 5 块 , 固定后送检。活检术后常规碘酒烧

灼穿刺点 ,无菌纱布按压并覆盖。如大量腹水的病人予明胶海

绵贴于穿刺点防腹水外漏。

2　结果

　　34 例患者经腹膜活检病理学检查 , 其中腹膜转移癌 18 例 ,

结核性腹膜炎 9例 , 腹膜间皮瘤 2例 , 嗜酸细胞肉芽肿 1 例 , 其
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