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胚胎干细胞向神经细胞分化的研究进展

Neural differentiation of embryonic stem cell in vitro

徐海伟 ,吴　旋 综述 ,黎海蒂 审校　　(第三军医大学基础医学部生理学教研室 ,重庆 400038)

　　胚胎干细胞(Embryonic stem cell , ESc)是从附置前胚胎内细

胞团或原始生殖细胞经体外抑制分化培养的一种全能性细胞

系。早在 1981年 , 英国剑桥大学的 Evans 和 Kaufman 用延缓着

床的胚泡 、美国加州大学旧金山分校的 Martin 用条件培养基分

别成功地分离 、体外培养了小鼠 ESc。除小鼠外 , 还有金黄地

鼠 、猪 、牛和猴等动物的胚胎干细胞系成功建立。 1998年 Thom-

son和 Gearhart分别建立了人胚胎干细胞系[ 1] 。 ESc既具有细胞

系可扩增 、遗传操作和冻存的特点;又类似胚胎细胞 , 含有正常

的二倍体核型 ,具有发育的全能性。将 ESc 与受体胚胎嵌合或

直接移植到发育中的脑和脊髓 , 能形成各种类型的神经细胞。

采用体外培养 ES细胞获得的材料进行神经移植 , 在动物实验

上已取得初步成功。

1　ES细胞分化为神经细胞的体外培养方法

　　ES 细胞体外分化为神经细胞主要有两种方法:全反式维

甲酸(RA)的方法和无血清培养的方法。这两种方法都是从培

养胚胎体(Embryonic body , EB)开始 , 撤去饲养层和白血病抑制

因子(Leukemia inhibitory factor , LIF),将 ES细胞置于不粘附的培

养表面就能形成胚胎体。标准的 EB由多种类型的细胞组成 ,

其中只有很少比例细胞具有神经元的形态[2] 。

　　1981 年徐洁等[ 3] 用 RA 和双丁酰基环腺苷单磷酸对小鼠

ES 细胞进行诱导分化 , 得到神经元样细胞 ,这些细胞不仅表达

专一性神经丝M 和 β-微管蛋白 , 还有钠 、钾 、钙等离子通道的特

征。Okabe[ 4]在 1996年采用无血清的胰岛素-转铁蛋白-硒-纤维

连接蛋白(Insulin-transferrin-selenium-fibronectin , ITSFn)培养法 , 将

85%的 ES 细胞诱导为巢蛋白 nestin 阳性细胞。 传代并在培养

基中添加碱性成纤维生长因子 bFGF(Basic fibroblast growth fac-

tor)能使Nestin 阳性细胞增加 6 倍。撤消 bFGF , nestin 阳性细胞

能分化成神经元和胶质细胞。

　　RA方法和无血清方法相同之处是诱导都从形成胚胎体开

始 ,而且都能得到神经元和胶质细胞。不同之处有:RA方法培

养基成分更为复杂 ,无血清方法培养基成分相对简单也易于控

制;无血清培养方法使 ES 细胞经历了:ES-胚胎体-神经前体

细胞-神经元 神经胶质细胞这样几个阶段 , 较之 RA 方法更接
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近于胚胎正常发育过程。从应用来看 , 无血清方法既是研究神

经发育的更好模型 ,又是获取更好神经移植材料的方法。目前

在 ES 细胞来源细胞做神经移植的研究领域 , 无血清方法是广

泛采用的方法[ 5] 。

2　来源于 ES 细胞的神经元的生理特性

　　ES 细胞来源的神经元在以下几方面与原代培养的神经元

相同:①ES 细胞来源的神经元有电压和配体依赖的离子通道。

②ES 细胞来源的神经元都能产生动作电位 , 它们的静息电位

为-40 ～ -70 mV 。③ES 细胞来源的神经元用电压钳可以检测

到内向和外向的电流 , 而 Na+离子拮抗剂河豚毒素(Tetrodotox-

in)能快速阻断内向 Na+流 , 外向 K+流。ES 细胞来源的神经元

也表达电压依赖 Ca2+通道 ,其不同的组成部分对不同的拮抗剂

敏感。 ④ES 细胞来源的神经元对各种神经递质和选择性受体

激动剂敏感 ,抑制性的递质γ氨基丁酸 GABA 和甘氨酸能激活

多数此类神经元的 Cl-选择性通道。 ⑤ES 细胞来源的大多数

神经元表达一种或多种谷氨酸受体 ,如 AMPA、NMDA。 ⑥ES 细

胞来源的神经元整个细胞钙流的不同成分能被 G 蛋白偶联的

GABA和其他递质的受体调节[ 6] 。

　　ES 细胞来源神经元的电压和配体依赖的电流随细胞的成

熟而增强[ 7] 。电压依赖的 Na+和 K+流在 EB贴壁后 1 d或 2 d

内就能检测到 , 6 ～ 10 d 后 ,它们的密度增加到 150 pA pF , 与原

代分离的神经组织相当。递质依赖的电流在 EB贴壁后第 2 ～ 3

天可检测到 ,以后逐渐增高 , 12 ～ 16 d 内达到稳定的水平。 与

此同时 ,细胞产生足量的突起 , 产生明显的轴突和树突 , 开始形

成功能的突触联系。免疫组化检测到多种神经元特有的抗原

的表达 ,如 NCAM、NF、微管相关蛋白 、突触素等[ 8] 。

　　在 ES 细胞来源的神经元之间可以检测到功能联系[8] , 贴

壁后 8～ 10 d 可检测到突触活动 ,包括兴奋性和抑制性的两种 ,

大多数 ES 细胞来源的神经元是兴奋性的(几乎 80%), 其余

20%为抑制性的 , 这个比例与原代培养的皮层和海马细胞相

似[ 9] 。GABA和甘氨酸的阻断剂能阻断 ES 细胞来源的抑制性

突触的电流 ,证明它们由 GABA和甘氨酸介导。以上结果表明

ES 细胞来源的神经元具有相当成熟的神经元特征。

　　在 ES 分化实验中可观察到明显的胶质细胞生成。 Bain

等[ 10]的研究显示GFAP(星形胶质细胞的标志)mRNA 只在分化

培养中观察到 ,在未分化培养中观察不到。这种时间特点与体

内脑发育相似 ,提示 ES 细胞的体外分化与正常发育相似 ,都有

能产生神经元和胶质细胞的共同祖先———多能干细胞的存在。
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3　利用胚胎干细胞进行神经分化机制研究

　　由于 ES 细胞体外分化模型和胚胎发育在某些方面有很好

的对应关系 ,可利用 ES 细胞体外分化模型进行分化机制研究。

与在体的方法比较 , ES 细胞体外分化模型具有以下优点:①ES

细胞体外分化模型可提供大量前体细胞进行研究 , 如可用于比

较 ES细胞 、神经前体细胞和成熟神经元的差异基因表达;②将

在发育过程中起关键作用的基因 , 在 ES 细胞水平进行定点突

变 ,再研究其对分化的影响有利于揭示分化的机制 , 这种研究

在在体情况下往往会因为突变导致胚胎的死亡而不能进行[ 11] ;

③体外分化各阶段细胞可以大量培养 , 使生化研究成为可能;

④精确控制细胞生长的微环境 , 方便研究各种环境因素对分

化的影响。总之 , ES 细胞体外分化模型为解决分化过程中决

定分化途径(Lineage commitment)的机制提供了很好的模型。

　　ES 细胞结合转基因动物技术 , 为研究发育过程基因时空

调控的分子机制提供了一个理想的研究体系[12] 。当一个完全

或部分缺失转录调控元件的报告基因被导入细胞后 , 其表达完

全依赖于内源基因的顺式作用元件 ,即报告基因的表达格式反

映了内源基因的正常表达格式;同时 , 由于报告基因整合到基

因内部而破坏了内源基因本身的结构 , 产生了突变 , 将携带该

突变的 ES 细胞重新导入囊胚后产生嵌合体动物 , 再通过近交

纯合等手段 ,报告基因即随之掺入至转基因动物的基因库中 ,

这样就可研究该基因在发育中的功能 , 进而阐明在胚胎发育中

基因表达的时空格式。若报告基因诱捕到的是在 ES 细胞中沉

默 ,而在发育过程中启动的基因座位则更具意义。

4　神经诱导因子的寻找

　　几十年来人们致力于神经诱导因子(Neural inducing factors ,

NIF)的寻找。早在 1924 年 Spemann 和Mangold的蝾螈胚胎实验

建立了神经诱导的概念。在以后的几十年中人们一直将神经

的发生作为诱导的结果 ,而表皮的发生被认为是一种没有诱导

的内定过程(Default state)。然而以后的实验使人们得出了相反

的结论。Grunz[ 13]将外胚层中本应发育成表皮的部分取出后消

化 ,在离体培养条件下产生了神经组织。将正常发育中不形成

神经的中胚层组织消化后培养 , 几小时后也有神经组织产

生[ 9] , 表明神经的发生是一内定过程 , 这一过程需要 TGFβ 超家

族成员的参与。 其中 BMP4 具有诱导表皮发生的作用 , activin

受体 tAR(Truncated type Ⅱ activin receptor)通过抑制 BMP 信号起

作用。目前已发现的神经诱导因子有 noggin 、follistatin 和 chor-

din。其神经诱导作用可能是通过阻断骨形成蛋白(Bone mor-

phogenetic protein , BMP)而发生[ 14] 。实验表明 ,抑制 BMP 信号就

足以导致神经的发生[ 15] 。所以目前研究支持这样的观点:神经

发生不是一个主动诱导的过程 ,而是阻断向表皮诱导信号———

BMP而产生的内定过程。

5　移植研究

　　神经移植理想的组织细胞来源应具备:①移植的细胞或组

织在体外可以象细胞系样大量繁殖和扩增;②安全可靠;③移

植组织能够分化为神经元和神经胶质细胞;④不需要长时期使

用免疫抑制剂。

　　ES 细胞的特性决定了它可作为移植材料的理想来源[16] 。

这是因为:胚胎干细胞是一种具有分化全能性的细胞 , 即具有

向各种细胞分化的潜能 ,包括神经元和神经胶质细胞。它是稳

定的细胞系 ,可在体外大量繁殖和扩增并进行基因操作 , 且基

因操作后仍具有向各种组织细胞分化的潜能。 有两条途径可

以使来源于 ES的细胞不产生免疫排斥反应 , 其一是采用核移

植的方法获得遗传物质与患者完全相同的 ES 细胞系。另一种

方法是通过体外基因操作 , 降低人胚胎干细胞的免疫原性 , 如

敲除HLA Ⅰ类或Ⅱ类抗原 , 从而减少或消除机体对胚胎干细

胞来源的移植物的排斥反应 ,可得到适用于各种人体的组织器

官原材料。因为 ES 细胞及其分化形成的细胞具有以上优点 ,

所以应用 ES来源细胞的移植研究是近年来的活跃领域。

　　ES 细胞直接移植到大鼠损伤的脊髓 , 能使大鼠的运动功

能明显改善[ 17] 。将 ES 细胞来源的 EB 部分消化后移植到大鼠

损伤的脊髓 ,移植细胞可存活至少 5 周 ,从移植位点迁移至少 8

mm。43%细胞分化为少突胶质细胞 、19%为星形胶质细胞 、8%

为神经元 ,没有肿瘤形成。

　　1997 年 , Brustle等[18]将采用 Okabe方法得到的神经前体细

胞移植到胚胎大鼠(胎龄 16 d 和 18 d)脑中 ,出生后 0 ～ 15 d 观

察结果。发现移植细胞迁移到大脑皮层 、纹状体 、隔区 、下丘

脑 、丘脑和顶盖等各脑区。移植细胞形成的神经元和胶质细胞

的形态 、大小与周围脑组织没有差别 , 它们很好地整合到周围

组织 ,神经元突起有的扩展到临近的神经纤维网几百毫米。 ES

细胞来源的少突胶质细胞在出生后 2 周才出现 , 仅出现在白

质。存留在受体动物脑室中的细胞参与形成神经上皮结构。

　　1999 年 Brustle[ 5]将 ES 细胞来源的胶质祖先细胞移植到无

髓鞘的基因缺陷幼鼠脑和脊髓的背索 , 两周后 9 只移植动物中

有 6 只长出无数的髓鞘 , 而且这些细胞不局限在移植部位 , 他

们沿纵轴和水平方向扩散。一次注射 100 000 个细胞产生的髓

鞘可以在背索节段上跨过 3 mm , 在 2 mm 范围内的腹侧索和脊

髓灰质中也有移植细胞形成的髓鞘。这些髓鞘具有正常的超

微结构。将细胞移植到脑室 ,在大脑皮层 、胼胝体 、前联合 、海

马 、和顶盖都可检测到髓鞘形成。

　　1998年 Deacon首先将 ES 细胞移植到损伤的纹状体 ,移植细

胞在移植部位有很好的整合 , 并分化成多巴胺能神经元和五羟

色胺能神经元。 2000 年 12 月 Arnhold[19]将胚胎干细胞来源的神

经前体细胞移植到纹状体 ,发现其分化成多种类型的神经细胞。

6　未解决问题和未来展望

　　ESc分化为神经细胞的研究才起步 , 许多基本问题还有待

解决。如 RA诱导神经通路的细胞和分子机制还不清楚 , 在细

胞水平 ,对于 EB 中什么细胞对 RA 直接起反应还不清楚 ,有假

设认为 EB中的大多数细胞为双潜能细胞 , 既能形成外胚层也

能形成中胚层。在分子水平 , 虽然对于通过 RAR和 RXR受体

家族起作用较为肯定 ,但是这两种受体涉及到多个靶基因和更

多的信号蛋白 , RA的具体通路还不清楚。

　　ES 细胞分化为神经细胞的体外模型与胚胎发育 4 ～ 16 d

相似 ,所以利用此模型 , 已可以进行大量的研究工作。特别是

利用遗传学 、生化学和细胞生物学的研究手段。 但是现在我们
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对神经干细胞向某种亚型神经元分化的调节通路还不清楚 , 利

用 ES系统有助于揭示这方面的调节机制。

　　另一个有待解决的问题是 ES 来源神经元的表型 , 我们已

经知道 ES 来源的神经元有轴突和树突 , 能形成突触 , 释放GA-

BA、谷氨酸等神经递质。就这方面特点而言 , ES 来源细胞更接

近于中枢神经系统的神经元。 但是它们符合脑和脊髓中哪种

亚型的神经元和胶质细胞呢? 比如中枢神经系统的 GABA 能

神经元包括许多不同的形态和生化类型 , ES 来源的 GABA能神

经元更接近于哪一种或几种呢? ES 细胞来源的神经元表达何

种区域特异性的基因呢? (如 HOX基因表达于后脑和脊髓)。

　　在利用 ES来源细胞进行移植研究中 , 虽然移植细胞能存

活和有一定程度的整合 ,但移植后神经细胞的功能还有待进一

步研究。
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阿片成瘾记忆的分子机制研究进展

Advances in the studies of molecular mechanism of memory of opium addiction

庞　勇 综述 ,黎海蒂 审校　　(第三军医大学基础医学部生理学教研室 ,重庆 400038)

　　药物成瘾是由滥用药物与大脑奖赏系统相互作用产生的

慢性 、复发性脑疾病 , 主要表现为强迫性用药症状和持续性渴

求状态[ 1] 。成瘾一旦形成 ,可延续终生。病人数年 、甚至十几

　　作者简介:庞　勇(1972-),男 ,四川省南充县人 ,博士 ,助教 ,主要从事阿片

耐受及成瘾的机制方面的研究。电话:(023)68752254

　　收稿日期:2002-10-08;修回日期:2002-12-17

年戒断之后 ,只要回到相关的环境中 , 即可激发强烈的药物渴

求感 ,导致复吸。这种现象说明:药物成瘾后大脑发生了极其

稳定的形态或功能改变 ,形成了成瘾记忆 , 这是成瘾者长期 、甚

至终生行为异常的主要原因。

　　研究药物成瘾的机制时发现其与学习记忆有许多相似之

处。从行为学角度来看 ,成瘾的某些主要特征被描述为记忆的
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