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黄芩甙体外诱导大鼠骨髓基质细胞向神经干细胞的分化★ 

张  雷1，张  媛1，倪红霞1，陈立梅2 

Differentiation of rat bone marrow stromal cells into neural stem cells induced by baicalin in 

vitro 
 
Zhang Lei1, Zhang Yuan1, Ni Hong-xia1, Chen Li-mei2 

 
Abstract 

BACKGROUND: The existing experimental results show that bone marrow stromal cells have enormous potential of differentiating 

into bone, neural stem cells and hematopoietic stem cells, while baicalin can induce cell differentiation.  

OBJECTIVE: To study the possibility that induced the differentiation of bone marrow stromal cells into neural stem cells in vitro by 

baicalin. 

METHODS: Bone marrow stromal cells were harvested from Wistar rats, cultured and assigned to experimental and control 

groups. That in the control group was left intact. BMSCs in the experimental group were induced by baicalin (350-400 μmol/L). 

Both groups had the same training environment. Well grown cells following 6 consecutive days were detected using Western blot 

assay and reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR).  

RESULTS AND CONCLUSION: After induced by baicalin for 7 days, bone marrow stromal cells formed the more typical form of 

neural cells. Before induction, bone marrow stromal cells did not express neural cell marker protein mRNA and protein. After 

induced for 6 days, neural cells expressed marker protein and mRNA. Control group was negative for marker protein and mRNA. 

These indicated that baicalin may induce the differentiation of adult rat bone marrow stromal cells into neuron-like cell in vitro. 

 

Zhang L, Zhang Y, Ni HX, Chen LM. Differentiation of rat bone marrow stromal cells into neural stem cells induced by baicalin in 

vitro. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(27): 5054-5057.       

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 

背景：已有实验表明，骨髓基质细胞具有分化为骨骼、神经干细胞及造血干细胞的巨大潜能，而黄芩甙具有诱导细胞分化的

作用。 

目的：探讨黄芩甙体外诱导骨髓基质细胞分化为神经干细胞的可能性。  

方法：分离培养 Wistar 纯系大鼠骨髓基质细胞，并将分离的骨髓基质细胞分为实验组和对照组，对照组不干预，实验组用

黄芩甙(350~400 μmol/L)诱导，2 组的培养环境相同。持续诱导 6 d 后选取生长良好的细胞进行蛋白质印迹和反转录

PCR(RT-PCR)法检测。 

结果与结论：黄芩甙诱导 7 d 后，骨髓基质细胞形成较典型的神经细胞形态。诱导前骨髓基质细胞不表达神经细胞标记蛋白

mRNA 和蛋白；诱导 6 d 表达神经细胞标记蛋白和 mRNA；对照组不表达神经细胞标记蛋白和 mRNA。证实黄芩甙在体外

可诱导成年大鼠骨髓基质细胞分化为神经样细胞。 

关键词：黄芩甙；骨髓基质细胞；神经干细胞；巢蛋白；诱导 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.27.026 
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0  引言 

 

神经干细胞(neural stem cell，NSCs)是一

类具有分裂潜能和自我更新能力的母细胞，它

可以通过不对等的分裂方式产生神经组织的各

类细胞。从骨髓基质细胞分化而来的神经样细

胞对中枢神经系统变性和损伤具有潜在的治疗

作用。作为组织工程种子细胞之一的骨髓基质

细胞(bone marrow  stromal cells  BMSCs)

倍受关注，目前研究显示，BMSCs 具有分化为

骨骼、神经干细胞及造血干细胞的巨大潜能，

堪称多功能干细胞
[1-2]

，特别是发现其可以分化

成星形胶质细胞、少突胶质细胞及神经
[3-4]

。神

经细胞形成的局部环境能够刺激 BMSCs 分化

为神经元，神经细胞和 BMSCs 之间的紧密联

系对这一分化起重要作用
[5-6]

。 

巢蛋白基因编码了一个中等纤维骨架蛋白, 

因其在中枢神经系统发育过程中的瞬时性表达

而被克隆
[7]
。很多实验结果表明，巢蛋白可能同

时参与了神经元和胶质细胞的分化。成年动物

中枢神经系统损伤后，在损伤导致的星形胶质

细胞重新激活过程中，能观察到细胞重新表达

巢蛋白，并且巢蛋白的表达会维持很长时间
[8]
。

这些结果表明，巢蛋白与神经元和胶质细胞的

分化有密切关系。在神经元分化过程中，该基

因主要在快速分裂的神经前体细胞中存在瞬时

性表达
[9-10]

。
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近年来相关实验发现在一定条件下，黄芩及刺五加

等可以诱导 BMSCs 分化为神经元样细胞、胶质细胞样

细胞
[11]

，而黄芩甙，是从天然植物黄芩中提取的具有抗

菌作用的有效成分，对革兰阳性和阴性细菌有抵制作

用。临床上用于上呼吸道感染、急性扁桃腺炎、急性咽

炎、肺炎及痢疾病，并能治疗肝炎，降低转氨酶。是生

产银黄针、银黄片、银黄口服液的主要成分。此外，黄

芩甙具有诱导细胞分化的作用
[12]

。骨髓基质细胞具有可

以直接从骨髓腔内抽取，来源充足，取材方便，对实验

对象创伤小，无免疫排斥反应等优点，而且细胞处于未

分化状态，增殖能力强，可在体外培养中大量增殖，一

定诱导条件下可以分化为神经细胞。因此本实验利用黄

芩甙诱导大鼠骨髓间充质干细胞，并观察其形态学变化

及神经标志蛋白 nestin 的表达情况，为进一步研究其作

用奠定基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外实验。 

时间及地点：2009-04/2010-01 在北华大学基础医

学院形态实验室完成。 

材料：Wistar 纯系大鼠 5 只，雌雄不限，体质量

120~160 g，清洁级，购自长春高新医学动物实验研究

中心，许可证号(SCXK-(吉):2003-2004)。实验动物饲

养于清洁级动物房内，温度 18~26 ℃，相对湿度

50%~60%，光照明暗各 12 h，通风 10 次/h。实验过程

符合相关动物伦理学要求
[14]

。 

主要试剂： 

主要试剂 来源 

黄芩苷(25 kg 纸板桶) 

Semi-Dry 电转仪 

神经巢蛋白抗体(Nestin) 

Western Blot 试剂盒 

TBST 脱脂奶粉 

Sigmagel 软件 Gel 1.0 

DMEM-LG 培养基、胰蛋白酶、胎

牛血清、Percoll 淋巴细胞分离

液等试剂 

武汉远城科技发展有限公司 

美国 BIO-RAD 公司 

美国 Gibco 公司 

武汉博士德公司 

购买的伊利脱脂奶粉 

美国 SPSS 公司 

美国 Sigma 公司 

 

方法：   

大鼠 BMSCs 的培养和诱导：5 只大鼠用乙醚麻醉后处

死，体积分数为 75%的乙醇浸泡 5 min 后，在无菌操作

台上无菌条件下分离双侧股骨，在含生理盐水的 50 mm
2

玻璃平皿中去除股骨周围肌肉组织，剪去骺端，用 10 mL

注射器抽取适量 Hank’s 液冲洗骨髓腔，将骨髓冲入培

养瓶。反复吹打骨髓细胞悬液，制成单细胞悬液。细胞

悬液在 1 000 r/min，离心 5 min 后收集细胞或进行密

度梯度离心。将单细胞悬液于 1∶2 比例加液缓慢滴加

至含相对密度 1.082 Percoll 细胞分离液中，4 ℃，经   

1 000 r/min 密度梯度离心 20 min，去掉上清，小心收

集单核细胞层，用含有体积分数为 10%胎牛血清的

DMEM-LG 培养液培养，吸打分散组织使之成为均匀的

细胞混悬液，并调整细胞密度。然后将 1.6×10
9
个单核

细胞接种到 25 cm
2
的细胞培养瓶中，置于体积分数为

5%的 CO2，37 ℃ CO2培养箱中培养，2 d 后，在倒置

显微镜下观察细胞的贴壁生长情况，待多数细胞贴壁

后，换全液以除去非贴壁细胞，之后每三四天半量换液

1 次。原代培养 10~12 d 后，当细胞达 90%融合时传代

培养。传代培养时先吸去全部培养基，用质量浓度 2.5 g/L

胰蛋白酶消化 60~120 min，在倒置显微镜下观察细胞

开始变圆后，加入完全培养基终止胰酶消化，并将细胞

吹打混匀，以 1∶2 比例进行传代培养。实验将分离的

BMSCs 分为实验组和对照组，对照组不干预，实验组

用黄芩甙(350~400 μmol/L)诱导
[13]

，2 组的培养环境相

同。持续诱导 6 d 后选取生长良好的细胞进行蛋白质印

迹和反转录 PCR(RT-PCR)法检测。 

蛋白质印迹分析：制备样品后，用 125 g/L SDS-PAGE 

(100 V，2 h)。将电泳后的凝胶浸在电转 buffer(含有  

3.0 g/L Tris 碱, 14.4 g 甘氨酸，100 mL 甲醇)30 min。

用 Semi-Dry 电转仪将凝胶中的蛋白质转移至 PVDF 膜

(2.5 A/m
2
，2 h)。电转后的 PVDF 膜在体积分数 10%甲

醇中脱水 15 s，在滤纸上放置 30 min，使其充分干燥。

用 5%的 TBST 脱脂奶粉 (TBST：10 mmol/L Tris-HCl 

pH 7.5，0.15 mol/L 氯化钠，1 g/L Tween20 (Amer-

sham)封闭聚偏二氟乙烯膜 1 h。用 1%的 TBST 脱脂

奶粉稀释第一抗体与聚偏二氟乙烯膜共同孵育 (10 mL/

膜)2 h (37 ℃)。用 TBST 洗涤聚偏二氟乙烯膜 5 次，5 

min/次。用 10 g/L 脱脂奶粉-TBST 稀释第二抗体与聚偏

二氟乙烯膜共同孵育(10 mL/膜)1 h(室温)。用 TBST 洗

涤聚偏二氟乙烯膜 5 次，5 min/次。用 ECL Kit 检测目

的蛋白质。用 Sigmagel 软件对 X 射线平片上阳性条带

实施扫描。加样量误差由 β-actin 矫正。 

RT-PCR 检测：用 TRIzol 法
[15]

提取组织总 RNA。采

用 Nestin 特异性引物扩增目的片断，β-actin 作为内参

照。Nestin 上游引物 5'-tcc aga aac tca agc acc ac-3'；

下游引物 5'-cca ccg tat ctt ccc acc t-3'；β -actin 上游

引物 5’-aac cct aag gcc acc cgt gaa aag-3' '，下游引物

5’-tgg act gtc tga tgg agt act-3’；反转录反应条件为  

48 ℃ 45 min，PCR 反应条件为 94 ℃ 30 s，55℃    

1 min，68 ℃ 2 min，循环数 40。扩增产物经 1.0% 琼

脂糖凝胶电泳分析和测序分析。 

主要观察指标：经黄芩甙诱导后的骨髓基质细胞的

形态变化及神经细胞标记蛋白巢蛋白的 mRNA 和蛋白

的表达情况。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一作者，评估
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者为第四作者，均实施人员为所有作者，所有人员均经

过严格的培训，并具有丰富的经验，实验采用盲法评估。 

统计学分析：第 3 作者采用学校购买 SPSS 12.0

软件分析完成，统计分析采用 t 检验。 

 

2  结果 

 

2.1  培养的 BMSCs 的形态学变化  倒置相差显微镜

形态学观察：接种初期，细胞贴壁生长以分散的、克隆

集落方式增殖，细胞呈圆形漂浮于培养液中，表面光滑、

透亮，培养液中有少量红细胞混杂，48~72 h 后，细胞

形态不一，伸出多个突起，呈梭形的成纤维细胞样或多

角形改变，核较大，位于中央或边缘，同时出现细胞分

裂现象。诱导培养 7 d 后，细胞形态基本为纺锤形的成

纤维细胞样，偶有宽大扁平的多边形细胞，细胞逐渐长

出小突起，突起延长并相互连接成网，具有神经细胞形

态特征，见图 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  Western Blot检测结果  诱导6 d后，大鼠BMSCs

表达巢蛋白，而未加诱导剂的对照组则无巢蛋白表达，

r = 0.623，P < 0.01，实验组和对照组差异有显著性意

义，见图 2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  RT-PCR 检测结果  RT-PCR 产物电泳后凝胶成

像，黄芩甙诱导后实验组有 Nestin mRNA 表达，而对

照组则未见 Nestin mRNA 表达，r= -0.325，P < 0.05，

差异有显著性意义，见图 3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

胚胎干细胞因其存在着细胞来源、伦理道德争议

及免疫排斥等问题及成体神经组织来源的干细胞采集

困难，容易造成神经功能缺失等缺陷等诸多因素不能

被广泛应用于临床，因此迫切需要找到方便、可行、

高效的神经干细胞种子细胞来源
[16-18]

。理想的种子细

胞应具备来源广泛、易获得，体外易于培养扩增，与

整合部位相容性好等优点
[19-24]

。患者自身神经干细胞

是最理想的种子细胞。BMSCs 具有多向分化潜能和强

大的增殖能力，遗传背景稳定，体内植入反应弱，易

于分离扩增纯化，因此近年来，国内外学者对 BMSCs

向神经干细胞诱导分化的研究比较关注。相关实验表

明，BMSCs 与神经干细胞具有许多类似克隆增殖特性

及多向分化潜能
[25-27]

。 

本实验中对培养 7 d 左右的传代细胞进行细胞巢蛋

白表达检测，可见巢蛋白呈阳性表达，这表明骨髓来源

的 BMSCs 在体外培养诱导分化后能表现为神经干细胞

的特征
[11-12,28]

。巢蛋白是一种中间丝蛋白，存在于神经外

胚层上皮干细胞中，在中枢神经系统的发育过程中瞬时

表达，巢蛋白是目前最常用的神经干细胞的标志
[29-30]

。 

为了证实巢蛋白阳性的BMSCs为神经干细胞，实

验作了进一步的研究，在持续培养的细胞中可见培养的

细胞胞体变大、出芽及分裂现象，这类细胞比较容易贴

壁，增殖比较快，形成单细胞层。进一步培养胞体呈梭

形，细胞向外伸出长短不同的突起，细胞边缘不整齐，

呈树枝状，部分细长突起相互延伸、连接并交织成网，

细胞核圆形，核仁明显可见，胞浆呈半透明，呈典型的

神经细胞形态。虽然目前尚不能完全肯定该细胞是否是

神经干细胞，因为巢蛋白并不是神经干细胞专有标志，

而是神经干细胞的高亲和性标志，在角膜干细胞内皮细

胞及胰腺血管也都表达巢蛋白
[31]

；但可以肯定的是

Figure 2  Western blot analysis for Nestin expression 
        图 2  Western Blot 检测巢蛋白表达分析图 

a: Morphology of BMSCs after 

48-72 h 
b: Morphology of BMSCs after  

7 d 

Figure 1  Morphological changes in bone marrow 
mesenchymal stem cells (BMSCs) following culture 
(×100) 

    图 1  培养的 BMSCs 的形态学变化(×100) 

1: experiment group with Nestin expression; 2: control group without 

Nestin expression 

1  2 

Nestin 

β-actin 

Figure 3  Reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
analysis 

    图 3  RT-PCR 分析 

M: DNA marker DL2000; 1: 240 bp β-actin; 2: 390 bp Nestin; 3: control 

group without Nestin expression 

M  1  2  3 

2 000 bp 

1 000 bp 

500 bp 

250 bp 

100 bp 
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BMSCs源细胞经体外培养、诱导分化出的细胞具有神

经系细胞的特征。黄芩甙不但具有诱导作用，有研究还

报道其可能具有治疗中风的作用
[32]

。结果表明：分离得

到的大鼠BMSCs可在体外特定的神经细胞诱导剂黄芩

甙作用下被诱导为表达巢蛋白的神经样细胞，且可以进

一步经体外培养、分裂增殖成细胞克隆团，再进行传代

培养，表现为持续增殖的能力。但是关于黄芩甙的诱导

机制以及诱导出的神经细胞样细胞的功能尚有待于进

一步研究。 
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来自本文课题的更多信息-- 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题意义：本课题皆在探讨黄芩甙在体外诱导骨髓基

质细胞分化为神经干细胞的可能性，黄芩甙诱导 7 d 后，

骨髓基质细胞形成较典型的神经细胞形态。黄芩甙在体外

可诱导成年大鼠骨髓基质细胞分化为神经样细胞。这一研

究对中枢神经系统疾病的治疗具有重要意义。在中枢神经

系统的多种疾病的细胞和基因治疗方面，为自体移植提供

了有效的方法和手段。 

课题评估的“金标准”：本文诱导前骨髓基质细胞不表

达神经细胞标记蛋白 mRNA 和蛋白。；诱导 7 d 表达神经

细胞标记蛋白和 mRNA；对照组不表达神经细胞标记蛋白

和 mRNA。采用蛋白质印迹  (Western Blot)、反转录

PCR(RT-PCR) 法 检 测 神 经 细 胞 标 记 蛋 白 巢 蛋 白

(nestin)mRNA 和蛋白的表达。均为国际公认的指标。 

设计或课题的偏倚与不足：本文主要是检测了诱导后

大鼠骨髓基质细胞的 mRNA 和蛋白的表达情况 ，并进行

了简单的形态学观察，没有进行免疫学方面的检测，另外

本研究只进行了巢蛋白的检测，没有对其他神经标志蛋白

进行检测，这是实验的不足之处。 

提供临床借鉴的价值：骨髓基质细胞是骨髓中造血干

细胞以外的非造血干细胞。研究发现其具有贴壁生长的特

性、自我更新的能力和多分化潜能。大量的实验研究表明，

骨髓基质细胞在细胞治疗、基因治疗、组织工程等方面有

广阔的应用前景。实验就为临床上应用骨髓基质细胞提供

了方法和手段，尤其在神经系统疾病的治疗方面奠定了基

础。 


