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人骨髓间充质干细胞体外定向诱导分化为神经元样细胞*★

王 莹，赵洪昌，赵文静，叶冬霞，李 晶，罗 速

Directional differentiation of human bone marrow mesenchymal stem cells into neuron-like cells
in vitro

Wang Ying, Zhao Hong-chang, Zhao Wen-jing, Ye Dong-xia, Li Jing, Luo Su

Abstract
BACKGROUND: In vitro induced bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) differentiated into neuron-like cells mainly by
polypeptide preparations such as nerve growth factor. Pure chemical inducer is not commonly found.
OBJECTIVE: To establish a system for isolation and culture of BMSCs and induce it directional differentiation into neuron-like
cells in vitro.
METHODS: BMSCs were isolated, purified and identified by density gradient centrifugation, adherent culture and digestion time
control. BMSCs were induced into neuron-like cells by β-mercaptoethanol and dimethyl sulfoxide. The morphology change was
observed. The differentiation ratio analysis of differentiated neuron-like cells was detected by Nissl staining and immunochemical
of neuron specific enolase and neurofilament-200.
RESULTS AND CONCLUSION: Separated BMSCs were fibroblast-like cells and they had several nucleoluses. BMSCs could
differentiate into neuron-like cells, with the presence of long axons and dendrite-like processes after being induced by
β-mercaptoethanol and dimethyl sulfoxide. Both Nissl’s body, neurofilament -200 and neuron specific enolase of neurons after
induction were positive and the positive rates of neuron specific enolase and neurofilament-200 were (85.6 ±6.7)% and (73.2 ±
5.6)%, respectively. Results demonstrated that density gradient centrifugation, adherent culture and digestion time control can
successfully isolate and culture human BMSCs. Human BMSCs can differentiate into neuron-like cells induced by
β-mercaptoethanol and dimethyl sulfoxide in vitro.
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摘要

背景：文献报道体外诱导骨髓间充质细胞定向分化为神经元样细胞多应用神经生长因子类多肽制剂，选择纯化学诱导剂尚不

多见。

目的：建立人骨髓间充质干细胞分离培养体系，体外定向诱导人骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞。

方法：密度梯度离心、贴壁培养法和消化时间控制相结合分离纯化人骨髓间充质干细胞并鉴定，采用β-巯基乙醇和二甲基亚

砜诱导分化为神经元样细胞，观察细胞形态，通过尼氏染色、NSE和 NF-200免疫细胞化学染色对已分化的神经元样细胞进

行鉴定和分化率分析。

结果与结论：分离得到的骨髓间充质干细胞为成纤维样细胞，可见多个核仁，β-巯基乙醇和二甲基亚砜诱导后，间充质干细

胞分化为神经元样细胞，伸出较长轴突样和树突样突起且有分支，诱导后的神经元样细胞胞质中存在着深蓝色颗粒状的尼氏

小体，NSE、NF-200免疫荧光细胞化学染色均呈阳性，阳性率分别为(85.6±6.7)%和(73.2±5.6)%。结果证实采用密度梯度

离心、贴壁培养法和消化时间控制相结合能够成功分离和培养人骨髓间充质干细胞，人骨髓间充质干细胞能够在诱导剂β-
巯基乙醇和二甲基亚砜的诱导下体外诱导分化为神经元样细胞。

关键词：神经细胞；骨髓间充质干细胞；分离培养；诱导分化；β-巯基乙醇；二甲基亚砜
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0 引言

骨 髓 间 充 质 干 细 胞 (bone marrow
mesenchymal stem cell，BMSCs)是骨髓中一

类具有多分化潜能的干细胞，在一定诱导条件

下不仅可分化为中胚层的骨细胞、软骨细胞、

脂肪细胞、心肌细胞，而且能分化成外胚层的

神经元、神经胶质细胞及内胚层的肝细胞[1-11]。

BMSCs向神经细胞的分化为神经退行性疾病、

脑血管疾病等神经系统疾病的治疗带来新的希

望[12]。另外BMSCs具有取材方便、易在体外分

离培养和扩增等优点[13-14]，自体BMSCs移植又

避免了移植后的免疫排斥反应。本实验分离培

养人BMSCs，并在体外诱导BMSCs向神经细

胞定向分化，为其应用于神经系统疾病的治疗

提供实验基础。

1 材料和方法

设计：BMSCs诱导分化体外观察。

时间及地点：实验于2009-08/2010-05在
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吉林省肝胆病医院科研室完成。

材料：

成人骨髓：来自胸外科手术中摘取的非血液系统疾

病、非肿瘤及乙肝表面抗原阴性患者的肋骨。

主要仪器和试剂：

实验方法：

人BMSCs的分离培养：用含抗生素和肝素的PBS应用

液冲洗肋骨3遍，L-DMEM培养液冲洗髓腔，收集细胞

洗涤2次，淋巴细胞分离液2 200 r/min密度梯度离心，

收集白膜层，PBS洗涤2次，加入含体积分数为15%胎

牛血清、100 U/mL青霉素，100 mg/L链霉素，5 mg/L
两性霉素的L-DMEM培养液悬浮细胞，按2×108 L-1接种

于50 mL培养瓶中，37 ℃体积分数为5%CO2饱和湿度

孵箱培养。24 h后换液，去除未贴壁细胞，以后每3 d
或4 d换液1次，细胞达80%融合后按照1∶4传代。传代

过程中严格控制胰蛋白酶的量和消化时间。

人BMSCs的生长曲线测定：取1，3，5代BMSCs接种

于24孔培养板中，每孔1×104个细胞，每天各取3孔消化

计数细胞个数，计算均值。连续培养7 d，以培养时间

为横轴，细胞数为纵轴，描绘细胞生长曲线。

人BMSCs表型鉴定：取第3代BMSCs接种于24孔培养

板中(孔中预先放置无菌盖玻片)，每孔1×104个，待细胞

接近80%融合时，取出盖玻片，PBS冲洗，体积分数为

10%中性甲醛固定15 min，蒸馏水冲洗，体积分数为3%
H2O2/甲醇作用30 min，蒸馏水冲洗，滴加一抗(CD29、
CD44、CD34)后于37 ℃孵育1 h，PBS冲洗，滴加生物

素二抗，37 ℃ 30 min后PBS冲洗，滴加SABC，37℃
30 min后PBS冲洗，DAB显色，以PBS作为一抗阴性对

照。

人BMSCs向脂肪细胞定向诱导实验：根据文献[15]略做

改进。取培养第3代的细胞，调整细胞浓度为5.0×108 L-1，

接种于铺有盖坡片的6孔板中，2 mL/孔，24 h后更换含

体积分数为20%马血清，100 U/mL青霉素，100 mg/L
链霉素，5 mg/L两性霉素的L-DMEM培养基培养，隔日

换液，观察细胞形态。对照组取同代细胞，常规培养液

培养。诱导培养2周后取出盖玻片，PBS冲洗3遍，40 g/L
多聚甲醛固定15 min，油红O染色鉴定。

BMSCs体外定向诱导分化为神经元样细胞及鉴定：第3
代人BMSCs按1.5×108 L-1浓度接种于24孔培养板，生

长接近70%~80% 融合后直接做诱导。诱导方法[16]：细

胞用含体积分数为10%胎牛血清，1 mmol/L β-巯基乙

醇，1% L-谷氨酰胺的L-DMEM培养液预诱导24 h，更

换培养液，PBS洗涤3次，再加入含3 mmol/L β-巯基乙

醇，2%二甲基亚砜，1% L-谷氨酰胺的L-DMEM培养液

(无血清)诱导6 h，显微镜下观察细胞形态。对照组不加

任何试剂常规培养。诱导6 h后取出细胞爬片，40 g/L
多聚甲醛固定15 min，冲洗。

尼氏小体染色：将细胞爬片浸于PBS中湿化后，放入

60 ℃的甲苯胺蓝中染色40 min，随后脱水、透明并封

固，光镜下观察并照相。

SP 法 染 色 检 测 BMSCs 神 经 元 烯 醇 化 酶

(neuronspecialenolase ， NSE) 和 神 经 丝 蛋 白

(neurofilament 200KD，NF-200)表达。具体方法参照

说明书，苏木精轻度复染。以胞浆内出现棕黄色颗粒为

阳性细胞，将染色强度和阳性细胞百分率相结合判断免

疫组化染色结果。

主要观察指标：BMSCs形态变化及诱导前后神经

元烯醇化酶和神经丝蛋白的表达。

统计学分析：所有资料均采用SPSS13.0软件包进

行t 检验统计学处理。计量资料用
_

x±s表示，P < 0.05为
差异有显著性意义。

2 结果

2.1 人BMSCs的分离培养 淋巴细胞分离液密度梯度

离心获得的单个核细胞培养48 h后换液，大部分细胞贴

壁，并开始分裂增殖，呈集落式生长。随着培养时间的

延长，集落不断增多，扩大并互相融合，10~14 d铺满

瓶底；传代细胞很快贴壁，呈梭形均匀分布，增殖迅速，

见图1。

2.2 人BMSCs的生长曲线和表型特征 1，3，5代人

主要仪器和试剂 来源

1WCD-175型 CO2培养箱

CKX-41相差显微镜

DMEM 低糖培养基

胎牛血清

胰蛋白酶、二甲基亚砜、

β-巯基乙醇

淋巴细胞分离液

鼠抗人 NSE、NF-200KD单克隆抗体

免疫组化试剂盒

SANYO
OLYMPOUS
Gibco
天津市灏洋生物制品

科技有限公司

Sigma

上海试剂二厂

DAKO公司

基因公司

Figure 1 Morphological features of human bone marrow
mesenchymal stem cells (×40)

图 1 人 BMSCs的形态特点(×40)

a: Primary culture for 3 d b: Passage 3



王莹，等. 人骨髓间充质干细胞体外定向诱导分化为神经元样细胞

P.O. Box 1200, Shenyang 110004 cn.zglckf.com9140

www.CRTER.org

BMSCs生长曲线基本相同，经过一两天潜伏期后，第3
天进入对数生长期，在第7天左右进入平台期，随着传

代次数增加，培养的BMSCs生长呈减慢趋势。BMSCs
具有特征性的表面标志，其特点是不表达CD34、CD45，
而只表达CD29、CD44、CD105、CD166等基质细胞和

间充质干细胞的特异性表面标志，本实验免疫细胞化学

染色结果表明：人BMSCs高表达CD44和CD29，不表

达CD34，见图2。

2.3 人BMSCs体外诱导分化为脂肪细胞 人BMSCs
经马血清诱导培养后实现了向脂肪细胞的定向分化，镜

下观察细胞变得大而扁平；经油红O染色，苏木精复染

后，细胞核呈浅蓝色，胞浆内可见橘红色脂肪滴。对照

组细胞未发生形态改变，染色后细胞核浅蓝色，胞内无

橘红色脂肪滴，见图3。

2.4 人BMSCs向神经元样细胞分化 预诱导的24 h
内，少部分细胞形态发生改变，细胞变长，开始有少量

突起长出；经血清剥夺及高浓度β-巯基乙醇联合诱导

后，部分细胞死亡脱落，存活的贴壁细胞形态出现明显

变化，表现为胞浆回缩，胞体由梭形变为紧密的圆形，

胞膜突出，出现类似轴突的细长的两极或多极突起，细

胞之间有时以突起相接触，诱导5 h细胞形态变化 明

显。对照组BMSCs无形态变化。甲苯胺蓝染色后镜下

观察，未诱导BMSCs胞浆内无尼氏小体，诱导56 h后大

部分细胞染色阳性，胞质中存在着深蓝色颗粒状的尼氏

小体，见图4。

SP染色结果显示，对照组BMSCs无NSE和NF-200
表达，诱导组BMSCs NSE和NF-200呈阳性表达，其阳

性率分别为(85.6±6.7)%和(73.2±5.6)%，与对照组比较

差异有显著性意义，表明诱导后细胞已具备部分神经元

细胞的特征，见图5。

3 讨论

间充质干细胞来源广泛，除来源于骨髓外，也可从

脐血和外周血中获得，具有低免疫原性，可以分化为多

种组织细胞，分离培养较为容易等优点，是一种良好的

替代治疗的靶细胞，在组织器官损伤性疾病、组织器官

退行性疾病、遗传缺陷疾病等领域具有重要的应用前

景。分离BMSCs的方法主要有密度梯度离心法、流式

细胞仪分选法、贴壁培养法、免疫磁珠分选法。本实验

采用淋巴细胞分离液梯度离心法，将骨髓单个核分离出

来，再根据贴壁性差异，随换液弃除悬浮生长的造血细

胞，贴壁细胞主要是BMSCs，也可能混有单核细胞，

淋巴细胞，每次传代严格掌握消化酶的量和消化时间，

保证BMSCs在短暂的作用时间内与培养瓶底分开，淋

巴细胞、单核细胞则因贴壁性强仍贴附于瓶底，从而使

BMSCs得到纯化。目前检测BMSCs的方法主要是根据

细胞的形态和培养特性、表面细胞标志的表达，以及分

Figure 2 Expression of CD44 and CD29 in human bone
marrow mesenchymal stem cells (×100)

图 2 人 BMSCs CD44 和 CD29的表达(×100)

a: CD44 expression b: CD29 expression

Figure 3 Oil red O staining of bone marrow mesenchymal
stem cells (×200)

图 3 BMSCs的油红 O染色(×200)

a: Control group b: Induction group

Figure 4 Morphology of bone marrow mesenchymal stem
cells following differentiation

图 4 诱导分化 BMSCs的形态

a: Morphology of neuron-like
cells (×200)

b: Nissl’ s staining (×100)

Figure 5 Expression of neuron specific enolase and
neurofilament-200 in bone marrow mesenchymal
stem cells after differentiation (×100)

图 5 诱导分化后 BMSCs表达 NSE和 NF-200 (×100)

a: Neuron specific enolase
expression

b: Neurofilament-200
expression
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化潜能等进行检测[17-18]。本实验分离得到的细胞呈梭

形，核浆比大，体外生长状态稳定，连续传代培养9代，

细胞形态无明显变化，无衰老征象；SP染色显示3代细

胞高表达CD29和CD44，不表达CD34，用含体积分数

20%马血清的L-DMEM培养基诱导培养，实现了向脂肪

细胞的定向分化，以上结果表明实验所分离培养的细胞

是BMSCs。本实验把密度梯度离心，贴壁培养和消化

时间控制相结合，为一种较为有效的分离纯化BMSCs
的方法。

间充质干细胞是多一种能干细胞，具有高度可塑

性，在相应的诱导条件下能分化为骨、脂肪、软骨、肌

肉和肝细胞等不同胚层来源的细胞。2000年Woodbury
等[19]首次采用抗氧化剂β-巯基乙醇、二甲基亚砜和4-
羟基茴香醚，在体外成功诱导BMSCs分化形成神经元

和和神经胶质细胞，诱导后的细胞可表达NSE、NF、
nestin和神经生长因子受体Trk A。NSE是在哺乳动物中

发现的3种烯醇同功酶之一，主要表达于成熟神经元细

胞、某些神经元内分泌细胞及神经内分泌细胞，在阳性

细胞表现为弥漫性胞浆着色。神经丝蛋白是构成神经轴

突和树突的主要结构成分，有NF-1、NF-M、NF-H 3种
亚单位构成神经丝三联体，相对分子质量分别为68 000、
160 000、200 000，在阳性细胞中表现为弥漫性轴突细

胞浆着色[20]。本实验结果显示，在化学诱导剂β-巯基乙

醇、二甲基亚砜作用下，人BMSCs形态发生明显变化，

表现为胞浆回缩，胞体由梭形变为紧密的圆形，胞膜突出，

出现类似轴突的细长的两极或多极突起，SP染色鉴定结

果显示，诱导后细胞NSE和NF-200均呈阳性表达，且具

有神经元的特有结构——尼氏体，表明诱导分化后的神经

元样细胞已具备神经元的抗原特性，细胞已经诱导分化为

神经元样细胞。

综上所述，实验结果证实人BMSCs在化学诱导剂作

用下能跨胚层分化为神经细胞，为应用自体BMSCs治疗

神经系统疾病奠定了基础，相关深入研究正在进行。
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