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成人骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞的体外研究

李云玲 ,陈　笛 ,王　璐 ,江和碧 ,卓本慧 ,梁　熙 ,李廷玉　　(重庆医科大学附属儿童医院中心实验室 ,重庆 400014)

　　提　要:目的　探索成人骨髓间充质干细胞在体外定向分化为神经元样细胞的条件。方法　采用 Ficoll-paque(1.077

g/ ml)分离液密度梯度离心从人的骨髓分离出骨髓间充质干细胞 , 体外扩增到第 10 代 ,选择 4 组不同组合的神经分化诱导

条件 ,分别诱导骨髓间充质干细胞向神经元细胞分化 ,通过免疫细胞化学鉴定诱导后细胞神经元烯醇化酶 、神经丝蛋白 、

胶质纤维酸性蛋白的表达情况。结果　各组诱导剂诱导后 , 骨髓间充质干细胞分化为具有典型的神经元形态的细胞 , 免

疫细胞化学显示 、NF-M呈强阳性反应 , NSE 表达强度提高 , 在最佳的分化条件下 ,即加入 bFGF、ATRA、BME、BHA、DMSO 诱

导条件下 ,大约 80%细胞表达 NF-M , 86%的细胞为 NSE 强阳性。结论　成人MSCs在体外可定向诱导分化为神经元样细

胞 ,且具有较高的阳性分化率。
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Differentiation of human adult mesenchymal stem cells into neuron-like cells in vitro
LI Yun-ling , CHEN Di , WANG Lu , JIANG He-bi , ZHUO Ben-hui , LIANG Xi , LI Ting-yu(Central Lab , Children' s Hospital ,
Chongqing University of Medical Sciences , Chongqing 400014 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the conditions of the oriented differentiation of human adult mesenchymal

stem cells(MSCs)into neuron-like cells in vitro.Methods　MSCs were isolated from human adult bone marrow

through density gradient with Ficollll-paque(1.077 g/ml)and then amplified as undifferentiated cells for 10 genera-

tions.Four different groups of neural differentiation-inducing conditions were selected for the induction of MSCs dif-

ferentiation into neuronal cells , respectively.The expressions of neuron-specific enolase(NSE), neurofilament protein

(NF-M)and glial fibriliary acidic protein(GFAP)were detected by immunocytochemistry .Results　MSCs were in-

duced to differentiate into cells with a typical neuronal morphology , expressing NF-M and increased levels of NSE.

The induced neuron-like cells extended long processes and filopodia.Under an optimal differentiation condition , i.e.

after treatment with ATRA , bFGF , BME and DMSO , almost 80%of the cells expressed NF-M and 86% of the cells

expressed intensively NSE.Conclusion　MSCs can be induced to differentiate into neuron-like cells with high posi-

tive rate of induced differentiation.
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　　骨髓中除存在造血干细胞 ,还含有另一类干细胞 ,

即骨髓间充质干细胞(Mesenchymal stem cell , MSCs),

其具有多向分化潜能 ,在不同的诱导条件下可分化为

多种组织细胞 ,如成肌细胞 、成骨细胞 、脂肪细胞[ 1] 、肝

细胞[ 2] 、心肌细胞[ 3] 、肺细胞[ 4] 。MSCs取材方便 ,在体

外培养能保持未分化状态 ,遗传背景稳定 ,体内植入反

应弱 ,是组织工程理想的细胞来源。神经细胞移植是
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治疗神经系统疾病有效的方法 ,MSCs有望成为神经移

植的理想的供体细胞。近年来 ,国外多个实验组报道
了MSCs能转化为神经元样细胞 ,但大部分报道存在

的问题是体内外 MSCs向神经元样细胞转化的阳性率

较低 ,因此本研究的目的拟在探索体外提高 MSCs定

向分化为神经元样细胞阳性率的诱导条件 ,以便为临
床运用MSCs治疗神经系统多种疾病提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　骨髓标本　　来源于非造血系统疾病的胸外科手术中

无菌条件下摘取的成人肋骨。

1.1.2　细胞培养试剂和诱导剂　　DMEM/F12(Hyclone公司)、

胎牛血清(Fetal bovine serum , Hyclone 公司)、全反维甲酸(All-
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trans-retinoic acid , ATRA Sigma 公司)、重组人碱性成纤维细胞生

长因子(Recombinant human bFGF , rh- bFGF 邦定公司)、二巯基

乙醇(β-mercaptoethanol , BME Sigma 公司)、3-叔丁基-4 羟基茴香

醚(Butylated hydroxyanisole , BHA 中国医药集团上海化学试剂公

司)、二甲亚砜(Dimethyl sulphoxide , DMSO 苏州工业园区正兴化

工研究院)、Ficoll-Paque分离液(密度 1.077 kg/ m3天津市 TBD生

物技术发展中心)。

1.1.3　主要抗体　　小鼠抗人神经元特异性烯醇化酶单克隆

抗体(Monoclonal mouse anti-human neuron specific enolase , NSE)、

小鼠抗人神经丝蛋白单克隆抗体(Monoclonal mouse anti-human

neurofilament , NF-M)、小鼠抗人胶质纤维酸性蛋白单克隆抗体

(Monoclonal mouse anti-human glia fibrillary , GFAP)。以上抗体均

购自北京中山生物技术有限公司。

1.2　方法
1.2.1　MSCs的分离　　无菌条件下挤出骨髓 , 加入含 10%胎

牛血清的 DMEM/F12 ,充分混合 , 转入离心管 , 1 000 r/ min 离心 ,

弃上清液及脂肪层 , 加入培养基充分混匀后 , 轻轻叠加到密度

为 1.077 kg/m3 的 Ficoll-Paque 分离液上 , 1 500 r/min 离心 20

min ,取单核细胞层 ,用 DMEM/F12洗两次。

1.2.2　MSCs扩增和纯化　　在细胞沉淀中加入 DMEM/F12 培

养基 ,计数细胞数 , 调整细胞浓度 ,按 3×106/ml ,接种于含 6 ml

10%FBS+DMEM/F12培养基的 50 ml的塑料培养瓶中 , 放置于

37 ℃、5%CO2、饱和湿度的 CO2 孵箱内培养 , 4 d 后全量换液 , 弃

掉未贴壁细胞 ,以后每 3、4 d更换培养液 1 次 ,细胞达 80%融合

后用0.25%胰酶的消化液 37 ℃消化 5 min , 1 000 r/min 离心 , 弃

上清重新悬浮细胞 , 每瓶细胞重新接种到 3 个培养瓶 , 反复传

代扩增纯化。

1.2.3　诱导骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞　　选第

9 代细胞 , 调整细胞浓度为 3×105/ml , 按 1 ml/孔 , 接种于放有

消毒盖玻片的 24 孔板内 , 培养液仍为含 10%胎牛血清的

DMEM/F12 , 并分别加入以下 4 组神经分化诱导条件 ,见表 1 , 对

照组不加任何诱导剂。

表 1　4组不同的神经分化诱导条件

Tab 1　4 different groups of neural differentiation-inducing conditions

Neuronal differentiation conditions
Group

First day Second day Third day

1 1 mmol/L BME 5 mmol/L BME 200μmol/L BHA+2%DMSO

2 0.5μmol/LATRA 5 mmol/L BME 200μmol/L BHA+2%DMSO

3 10 ng/ml bFGF 5 mmol/L BME 200μmol/L BHA+2%DMSO

4
0.5 μmol/L ATRA

+10 ng/ml bFGF
5 mmol/L BME 200μmol/Ll BHA+2%DMSO

1.2.4　以第 4组诱导剂为诱导条件观察不同时间MSCs 转化为

神经元样细胞形态 、数目的变化　　选择传代至 9 代的 MSCs ,

以 3×105/ml接种于放有盖玻片的 24 孔板内 ,培养体系仍为含

10%胎牛血清的 DMEM/F12 , 并加入第 4 组诱导剂。观察诱导

期间细胞形态数目的变化。以后每 3、4 天换含 DMSO、BHA 的

新鲜的培养液 ,观察至加入 DMSO、BHA 后 10 d。

1.3　免疫细胞化学检测神经细胞的抗原表达
　　取生长有细胞的盖玻片 , 采用 SP 方法进行免疫细胞化学

染色 ,细胞盖玻片用 4%多聚甲醛固定 30 min , 3% H2O2 封闭 10

min ,山羊血清封闭 10 min ,分别加入小鼠抗人 NSE 、NF-M、GFAP

单克隆抗体 ,并设阴性对照 , 用 PBS 液代替一抗 , 37 ℃孵育 1 h ,

加入生物素标记的二抗 , 室温 10 min , 再加入辣根过氧化物酶

标记链霉卵白素 ,室温孵育 10 min , DAB 显色 ,中性树胶封片。

1.4　统计学处理
　　结果以 x±s表示 , 采用 t检验和方差分析。

2　结果

2.1　MSCs分离 、扩增纯化
　　用含 10%胎牛血清的 DMEM/F12培养基 , 在塑料培养瓶中

培养骨髓单个核细胞 , 第 4 天通过全量换液逐渐去除未贴壁细

胞 ,此时贴壁细胞呈单个分散或几个细胞的克隆 , 细胞形态较

均匀 ,呈长梭形 , 贴壁的 MSCs 迅速增殖 , 14 d 左右每个克隆约

含 200～ 300 个细胞 ,培养至 18 ～ 21 d细胞达 80%～ 90%融合 ,

见图1 ,传代后细胞 24 h 内完全贴壁 , 7～ 10 d 达到完全融合 , 传

至 6代 , 细胞形态很均匀。

图 1　20 d贴壁的原代MSCs　(S-P×400)

Fig 1　Primary passage of MSCs on 20th day　(S-P×400)

2.2　神经分化情况
2.2.1　不同的神经分化条件诱导 MSCs 分化为神经元样细胞

的情况　　在光镜下随机选择视野(×100),每张载片计数 300

个细胞 ,共计数 10 张载片 ,计算 NSE(阳性强度为++计算为阳

性)、NF-M阳性细胞数占总细胞数的比例 , 将 10 组数据输入计

算机 ,求出阳性率。各组诱导条件诱导后 NF-M 的阳性率见表

2 ,并由此得出结论 , 各组的诱导阳性率都较高 , 在 4 组中 , 第 4

组诱导剂诱导后阳性率最高(P<0.05)。

表 2　诱导后的细胞 NF-M的阳性情况( x±s)

Tab 2　Positive rate of NF-M in cells after induction( x±s)

Group Positive rate of cell for NF-M(%)

1 60.13±2.02

2 69.58±2.21

3 74.01±3.15

4 80.52±2.07＊

＊:P<0.05 vs group 1 , 2 and 3

2.2.2　诱导分化后观察细胞形态 、数目的变化　　加入 BME 5

h 后观察到扁平宽大的长梭形细胞胞质向核收缩 , 变为不规则

形和圆形 ,加入 DMSO、BHA 5 h 后细胞变为多角形 、梭形 , 并观

察到部分细胞死亡 ,加入 DMSO、BHA 36 h后呈神经元样细胞形

态 ,细胞长出较长的突起 , 呈双极 、多极型 , 但细胞数目无明显
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增加。对照组细胞形态无变化 ,仍呈扁平宽大的长梭形 。

2.2.3　神经元样细胞表达 NF-M 和 NSE的情况　　MSCs 对诱

导剂反应快速 , 在第 4 组诱导条件下 , 加入诱 ATRA/ bFGF诱导

1 d 后约 30%的细胞 NF-M 阳性 , 诱导 3 d 阳性率达约 80%, 见

图2 ,以后较稳定地表达 NF-M;对照组 MSCs 较弱的表达 NSE ,

但实验组 NSE 的阳性强度显著提高 , 84 h 后阳性率为 86.13%

±2.23%,见图 3;对照组 NF-M 阴性;各个诱导时期 GFAP均为

阴性 ,见图 4。诱导后的细胞在含 DMSO、BHA 的培养液中 10 d

仍然能存活 ,而且能持续表达 NSE、NF-M。

图 2　神经元样细胞 NF-M染色阳性　(S-P×100)

Fig 2　Positively stained for NF-M to neuron-like cell　(S-P×100)

图 3　神经元样细胞 NSE染色阳性　(S-P×400)

Fig 3　Positively stained for NSE to neuron-like cell　(S-P×400)

图 4　神经元样细胞 GFAP染色阴性　(S-P×100)

Fig 4　Negatively stained for GFAP to neuron-like cell　(S-P×100)

3　讨论

　　在骨髓中 1×10
5
～ 1×10

6
个单核细胞约含有 1个

MSCs ,所以体外扩增纯化MSCs显得很重要 ,由于当前

尚未发现MSCs的特异性表面标记 ,目前对MSCs的分

离培养仍是在 Friedenstein方法基础上进行改进 ,根据

MSCs贴壁生长特性去除未贴壁细胞 ,随着 MSCs传代

扩增 ,逐渐去除其他少量贴壁的造血细胞和成纤维细

胞 ,并通过反复传代 ,MSCs呈优势生长 ,细胞形态趋于

一致 ,MSCs得自然纯化 ,实验中观察到细胞传至第 6

代后细胞形态均匀 ,纯度高 ,用于诱导阳性转化效率

高 ,本实验的诱导分化的细胞均选纯度高的第 9代细

胞。MSCs 在体外培养能保持未分化状态 , 本实验

MSCs扩增到第 10代 ,观察到MSCs向神经元细胞分化

的潜能并未随扩增代数增加而消失 ,这为脑功能重建

所需足够的细胞数提供了可能 。

　　迄今为止 ,国内外有少许关于 MSCs体外向神经

细胞转化的报道 ,Sanchez-Ramos等
[ 5]
用神经营养因子

及ATRA为诱导剂建立了体外诱导大鼠和人的MSCs

向神经细胞分化的培养体系 ,但神经元样细胞的阳性

转化率仅 0.5%;Deng 等
[ 6]
用 IBMX/dbCAMP 为诱导

剂 ,诱导人的 MSCs向神经元样细胞分化的阳性率为

25%;Woodbury 等[ 7]以 bFGF 、DMSO 、BME 、BHA为诱导

剂 ,诱导大鼠的MSCs向神经元样细胞分化 ,阳性率为

78%。项鹏等
[ 8]
分别用硫代甘油 、二巯基乙醇为诱导

剂诱导人的MSCs ,NSE的阳性率为(76.8±2.7)%、NF-

M为(75.2±2.3)%,但是该方法仅观察中加入 BME

后5 h神经元样细胞表达 NF-M 、NSE的情况 ,本实验

诱导后加入 BHA和 DMSO ,诱导后的神经元样细胞在

BHA 、DMSO的维持下能存活至少 10 d ,而且持续稳定

的表达 NSE 、NF-M ,本实验未做更长时间的观察。本

实验不同组的诱导条件均取得较好的诱导结果 ,在

MSCs定向诱导分化为神经元样细胞的较佳诱导条件 ,

即第 4组诱导条件下 , NF-M 的阳性率达到 80%,NSE

的阳性率达到 86%。我们的研究结果与其他实验小

组的报道吻合 ,证明了 MSCs 能定向诱导分化为神经

元样细胞 ,但本实验在Woodbury 的基础上加入了 A-

TRA ,提高了MSCs向神经元样细胞分化的阳性率 ,阳

性率高于其他作者的报道 ,可能的原因是由于加入了

不同的诱导剂 ,不同的诱导剂诱导 MSCs向神经元样

细胞转化的能力不一样 。由于 Sanchez 等[ 5] 用 ATRA

和神经营养因子成功的将 MSCs 诱导分化为神经细

胞 ,以及 Li等[ 9]用ATRA 诱导胚胎干细胞向神经细胞

分化的成功 ,而且ATRA在脑发育的早期 ,对脑各部分
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沿神经板头尾轴区域性分布 ,神经嵴的形成 、迁移 、分

化 ,菱脑 、小脑 、中脑的发育均有重要作用 ,而 bFGF 与

神经系统的发生 、发育有十分重要的作用 ,其参与神经

板诱导 ,具有抑制 BMP 的作用 ,促进外胚层细胞向神

经元分化 ,因而认为 ATRA 和 bFGF 对神经系统的发

生 、发育起重要作用 ,所以本实验模拟神经系统发生 、

发育的条件 ,发现ATRA与 bFGF 联合使用为较佳的神

经分化诱导条件 ,能协同作用诱导 MSCs向神经元样

细胞分化 ,MSCs对 ATRA/bFGF 作用反应快速 ,ATRA/

bFGF 诱导 MSCs1 d 后 , 显现约 30%的 NF-M 阳性。

BME与 BHA均为抗氧化剂 ,既可部分诱导 MSCs向神

经元样细胞分化的作用 ,同时在抗氧化剂存在的条件

下适合神经细胞的生长 , 实验中观察到 BME 、BHA 、

DMSO为维持诱导后的神经元样细胞存活和持续表达

神经元样细胞标志的条件 ,在诱导分化后如果撤除这

些成分 ,细胞大部分死亡和表现为NSE 、NF-M阴性 。

　　有实验报道MSCs较弱地表达NSE ,本实验也显示

未分化 MSCs很弱地表达NSE ,加入诱导剂后 ,NSE阳

性强度显著提高;NF-M仅在神经元表达 ,实验组 NF-M

呈阳性 ,并随着神经元分化及成熟 ,含量逐渐提高;诱

导后的细胞呈神经元样形态 ,而且随着神经元分化成

熟 ,神经元不再增殖 ,数量不再增加;诱导后的细胞

GFAP 阴性 ,证明诱导后的细胞是神经元样细胞 ,而非

神经胶质细胞。

　　综上述实验结果 ,提示 MSCs 成功地转化成了神

经元样细胞 ,但是 ,需要进一步通过电生理学 、细胞超

微结构等手段进一步鉴定转化后的神经元样细胞是否

具有神经元的功能。

　　这是国内外首次报道了ATRA与 bFGF联合运用 ,

诱导人 MSCs 分化为神经元样细胞 , 并具有较高阳

性率 。
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2　结果

　　200例患者前牙隐形义齿修复后 , 经 3 年以上随访观察 , 效

果满意 192例占 96%;义齿脱落 4 例占 2%;牙龈糜烂 1 例占 0.

5%;隐形卡环折断 3 例占 1.5%。

3　讨论

　　由于前牙缺失的患者很多 , 其中大多数人对仪容要求高。

前牙隐形义齿修复方法 ,因其体积小 、无金属卡环外露 、真实感

强 、基托薄 、异物感小 、不影响发音 , 隐形义齿的形态合适 、色泽

自然等等优势 ,从而能满足患者的特殊要求。

　　前牙隐形义齿在临床应用中也有其利弊 ,最常见的是对牙

龈的压迫。由于长期的使用 , 基托边缘相应的粘膜易红肿 、充

血。其次是因经常取戴而引起的卡环逐渐变形折断 , 不利于隐

形义齿的固位。

　　为防止患者初戴隐形义齿时义齿对牙龈的压迫痛 ,基托边

缘在转入粘膜组织面处 , 应适当调磨。 变形的卡环可在 60 ℃

左右的水温中泡上 5 min ,待卡环和基托软化后 , 用手指将卡环

和基托固定在合适的位置就可以复位。

　　关键词:前牙;隐形义齿;卡环
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