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羊膜脱细胞基质对脐血间质干细胞突触蛋白表达的影响☆ 
胡  炜1，2，杨  枫1，唐尤佳1，陈希兰1，杨  波2，3，关方霞4 

Effect of human acellular amniotic membrane matrix on synapsin expression of umbilical cord 
blood mesenchymal stem cells    

Hu Wei1, 2, Yang Feng1, Tang You-jia1, Chen Xi-lan1, Yang Bo2, 3, Guan Fang-xia4 

Abstract 
 
BACKGROUND: The effect of natural extracellular matrix on neural development of adult stem cell is a hot research spot currently. 
More studies on neural markers expression at home and abroad, few studies on synapse development. 
OBJECTIVE: To investigate the effect of human acellular amniotic membrane matrix on synaptophysin expression of umbilical 
cord blood mesenchymal stem cells. 
METHODS: The 3rd generation of human cord blood mesenchymal stem cells in experimental group was seeded in 24 orifice 
plate of coating membrane-like matrix cover glass. Time was counted when the inoculation, cells were cultured by basal medium 
for 4 days. There was no membrane-like matrix, the remaining procedures was the same as the experimental group. Morphologic 
changes of cells were observed by hematoxylin-eosin staining. Synaptophysin-related protein expression (SYN expression) was 
detected by immunohistochemical SP method at 2 and 4 days inoculation. SYN expression Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ of genetic transcription 
level was detected by RT-PCR method at 2 and 4 days before and after inoculation. 
RESULTS AND CONCLUSION: Cells in control group was fibroblast-like, cells in experimental group extended the processes and 
connected each other. SYN expression in experimental group was higher compared with control group; there were significant 
differences (P < 0.01). SYN Ⅰ, SYN Ⅱ, SYN Ⅲ did not express in transcriptional level both before inoculation and at 2, and    
4 days in control group. At 2 and 4 days in experimental group, SYN Ⅱ had low expression, SYN Ⅲ had poor expression, and 
SYN Ⅰ did not express in transcriptional level. The results indicated that acellular amniotic membrane matrix can promote the 
production and extension of the umbilical cord blood mesenchymal stem cells process, and connected each other, express SYN, 
and provide favorable conditions for neural differentiation of umbilical cord blood mesenchymal stem cells. 
 
Hu W, Yang F, Tang YJ, Chen XL, Yang B, Guan FX. Effect of human acellular amniotic membrane matrix on synapsin expression 
of umbilical cord blood mesenchymal stem cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(14): 
2500-2503.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：天然细胞外基质对成体干细胞神经发育的影响，是目前的研究热点，国内外研究多侧重于神经标志物表达的研究，针

对突触发育的研究较少。  
目的：观察羊膜脱细胞基质对脐血间质干细胞突触素表达的影响。 
方法：实验组将第 3 代人脐血间质干细胞接种在包被膜样基质盖玻片的 24 孔板中，以接种时开始计时，细胞以基础培养基
培养 4 d。对照组无膜样基质，余同实验组。苏木精-伊红染色观察细胞形态变化，免疫组化 SP法检测接种第 2、4天细胞
突触素相关蛋白表达，RT-PCR法检测接种前和接种后第 2、4天细胞突触素相关蛋白Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ基因转录水平的表达。 
结果与结论：对照组呈成纤维细胞形态，实验组细胞突起延伸，相互连接；第 2、4 天实验组突触素相关蛋白表达均明显高
于对照组，差异有显著性意义(P < 0.01)；接种前及对照组第 2、4天细胞突触素相关蛋白Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ基因转录水平无表达，
实验组第 2，4 天细胞突触素相关蛋白Ⅱ基因转录水平低表达，突触素相关蛋白Ⅲ弱表达，突触素相关蛋白Ⅰ不表达。结果
提示羊膜脱细胞基质可以促使人脐血间质干细胞突起的产生、延伸并部分相互连接，表达突触素相关蛋白，为脐血间质干细

胞神经分化提供了有利的条件。 
关键词：细胞外基质；脐血间质干细胞；分化；干细胞；突触素相关蛋白 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.14.007 
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0  引言 
 
“干细胞巢”理论提示了干细胞分化与其

周围的微环境，即细胞因子、细胞外基质密切

相关
[1-2]
。天然细胞外基质对成体干细胞神经发

育的影响是目前的研究热点，国内外研究多侧

重于神经标志物表达的研究，针对突触发育的

研究较少。 
细胞外基质不仅是细胞黏附，迁移的物理

性底物，而且也明显影响了细胞的特性，如细

胞的分化等
[2-4]
。本研究采用脱细胞羊膜基质作

为底物，接种脐血间质干细胞，比较接种前后

脐血间质干细胞突触素表达的不同，旨在探讨

脱细胞羊膜基质对干细胞神经分化过程中突触

发育的影响。 
 
1  材料和方法 

 

设计：体外对比观察实验。
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时间及地点：实验于2009-06/11在郑州大
学河南省重点实验室完成。 
材料： 
组织来源：严格无菌条件下取健康剖宫产产

妇志愿捐献的羊膜，检测乙肝七项、HCV、HIV、
梅毒等其他相关传染性指标均呈阴性。标本来

源于郑州大学第一附属医院产科。 
试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

脐血间质干细胞的分离与培养：无菌条件下取

正常足月产胎儿的脐带血40~60 mL，肝素抗
凝，密度梯度离心法分离脐血单个核细胞。在

基础培养基中经贴壁培养后渐渐纯化为脐血间

充质干细胞，传至第3代作为预诱导。 
膜样基质的制备：无菌条件下取正常足月剖

腹产胎儿胎盘，钝性分离羊膜约10 cm×10 cm
大小，钝性分离去除绒毛膜组织，保留羊膜层。

生理盐水反复冲洗干净后置于1%tritonX-100
溶液中，振荡。置于恒温培养箱中保存36 h，
取出后用生理盐水漂洗干净。加入0.25%胰蛋
白酶+0.02%EDTA中充分振荡，37 ℃保存4 h。
取出后用生理盐水漂洗干净，裁剪成1 cm×   
1 cm大小后分装密封。 

分组及细胞接种：分为实验组和对照组。每

组均设8个复孔为样本。 
实验组：将第3代人脐血间质干细胞以

4×107 L-1
浓度接种在有包被膜样基质盖玻片的

24孔板中，以接种时开始计时，细胞以基础培
养基培养4 d。 
对照组：无膜样基质，余步骤同实验组。 
细胞形态及蛋白、基因水平检测： 

形态变化：接种后，倒置相差显微镜下观

察细胞形态，于接种第2，4天从两组24孔板各
取6孔，40 g/L多聚甲醛固定，苏木精-伊红染

色，显微镜下观察染色后形态，摄取图像。 
免疫细胞化学检测：于第2，4天从两组24

孔板各取6孔，用PBS清洗，40 g/L多聚甲醛固
定，进行免疫细胞化学SP法检测SYN表达。显

色封固后，选好位点，每位点低倍镜(×100)选
取阳性成分密集区域，然后高倍镜(×400)摄取
图像10张。图像分析采用Image pro plus 6.0彩
色病理图像分析系统，测每张图阳性成分的平

均吸光度和相对面积(%)，以两者乘积代表阳性
成分相对含量。重复实验3次。 
基因转录水平检测：接种前和接种后第2，

4天分别从两组取6孔，PBS洗3遍后进行
RT-PCR。 

反转录条件： 

 
 
 
 
 
盖温103 ℃，1个循环。 

PCR反应条件： 

 
 
 
 

 
 

 
2~4步循环30~35次。 
实验所用引物序列： 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

试剂及仪器 来源 

基础培养基(DMEM/F12，体积 
分数为 10%胎牛血清，20 μg/L 
bFGF)  
兔抗突触素相关蛋白(synapsin，

SYN)和通用型 SP免疫组化 
试剂盒 

RT-PCR试剂盒  
倒置相差显微镜  

GIBCO公司 
 
 
北京中杉 
 
 
TaKaRa公司 
日本 OLMPUS公司 

步骤 温度 时间 

1 94 ℃ 5 min 
2 94 ℃ 1 min 
3 退火温度 40 s 
4 72 ℃ 60 s 
5 72 ℃ 5 min 
6 4 ℃ 0 s 

Genes  
Pimers 

( Sequences 
5’-3’) 

bp T(℃) Accession 

 
SYN 
Ⅰ 

 
Sence: 
 
 
 

Anti- 
sence:

 
GCC TGG 
 TAT TTG 
 GGC ACT 
 T 
AAG TGC 
 CCA AAT
 ACC AGG 
 C 

 
188

 
54.2 

 
NM-006950 

SYN 
Ⅱ 

Sence: 
 
 
 

Anti- 
sence:

CCA CTA 
 AAA CTC
 ACA GCG 
 AAC 
GTT CGC 
 TGT GAG 
 TTT AGT 
 GG 

214 52.8 NM-133625 

SYN 
Ⅲ 

Sence: 
 
 

Anti- 
sence:

CAC GCT 
 GGT GAT 
 GTC CTG 
CAG GAC 
 ATC ACC 
AGC GTG 

235 53.2 AF-046873
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温度 时间 

30 ℃   
42 ℃    
99 ℃   
5 ℃ 

10 min 
30 min 
5 min 
5 min 
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以GAPDH做内参照。凝胶电泳后凝胶成像分析仪
对电泳条带进行定量分析，将各条带灰度值与内参照

GAPDH的灰度值比较，得出实验组和对照组中各基因
转录水平的相对含量。 

主要观察指标：苏木精-伊红染色观察细胞形态变

化，免疫组化SP法检测接种第2，4天细胞SYN表达，
RT-PCR法检测接种前和接种后第2，4天细胞SYNⅠ、
SYNⅡ、SYNⅢ基因转录水平的表达。 
统计学分析：应用SPSS 12.0软件处理，数据用  

x
_

±s表示，多个样本均数间的比较用方差分析，两均数
间比较用独立样本t 检验。α=0.05。 

   
2  结果 

 
2.1  细胞形态变化  对照组接种第2，4天细胞呈纤维
细胞形态，梭形，核大，呈漩涡状生长或成簇生长，胞

体细长，类似成纤维细胞，见图1a。 
实验组接种第2天可见所种植细胞呈球形，胞体伸

出突起；第4天时部分细胞的突起延伸，相互连接，见
图1b。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  免疫组化检测  组内第4天与第2天比较，对照组
SYN表达无明显变化，实验组SYN表达升高且有明显差
异(P < 0.01)。第2，4天实验组SYN表达均明显高于对
照组，差异有显著性意义(P < 0.01)。 

 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  RT-PCR结果  接种前和接种第2，4天，RT-PCR
方法检测两组细胞SYNⅠ、SYNⅡ、SYNⅢ基因转录水
平的表达，见图2。接种前和对照组第2，4天：SYNⅠ、

SYNⅡ、SYNⅢ均不表达；实验组第2，4天：SYNⅡ低
表达，SYNⅢ弱表达，SYNⅠ不表达，见表2。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
天然细胞外基质对成体干细胞神经发育的影响，是

目前的研究热点，国内外研究多侧重于神经标志物表达

的研究，针对突触发育的研究较少。本实验就羊膜细胞

外基质对突触相关蛋白表达的影响进行了研究，探讨了

天然细胞外基质对突触发育的影响，后期实验拟采用神

经基质进一步研究。 
将成体干细胞准确诱导分化为神经系细胞，是应用

成体干细胞治疗神经系统疾病的基础。因而，研究成体

干细胞分化的调控，特别是神经分化的调控成为神经科

学工作者研究的重点。目前，研究者采用多种因素，包

括生长因子类、抗氧化剂类、细胞生存微环境等进行神

经诱导。 
依据胚胎发育、细胞遗传学的理论，以及“干细胞

巢”理论的提出
[1-2]
，证明了干细胞的分化与其周围的微

环境，即细胞因子、细胞外基质密切相关，干细胞对微

环境中特定的调节信号做出反应，进而进一步分化为不

同类型的细胞。 
目前，人们已经发现细胞外基质上培养的胚胎干细

胞能够分化成各种类型的细胞
[5]
，但是细胞外基质对于

表 1  两组细胞 SYN相对含量比较 
Table 1  Comparison of the relative amount of SYN in two group 

      (x
_

±s, n=6) 

aP < 0.01, vs. control group; bP < 0.01, vs. the second day 

Group 
 

2 d 
 

4 d 
 

Experimental  13.01±1.52a 23.53±2.73ab 
Control  5.81±0.70 6.16±0.82 

Figure 1  Morphological changes after the inoculation of cells 
(hematoxylin-eosin staining, ×400) 

图 1  细胞接种后形态学变化(苏木精-伊红染色，×400) 

a: Cells morphology was 
fibroblast morphology in control 
group at 4 d after seeded   

b: The extension of cell process 
and interconnect in experimental 
group at 4 d after seeded   

表 2  细胞 SYNⅠ、SYNⅡ、SYNⅢ mRNA相对表达水平 
Table 2  mRNA expression level of SYN Ⅰ, SYN Ⅱ, SYN Ⅲ 

      (x
_

±s, n=6) 

aP < 0.01, vs. control group 

Group SYN Ⅰ SYN Ⅱ SYN Ⅲ 

Before inoculation  0.13±0.01 0.19±0.02 0.11±0.01 
Control group 

2 d 
 
0.13±0.02 

 
0.15±0.01 

 
0.12±0.02

4 d 0.12±0.02 0.16±0.02 0.13±0.02
Experimental  
2 d 

 
0.11±0.03 

 
0.75±0.03a 

 
0.62±0.02a 

4 d 0.11±0.02 0.76±0.02a 0.54±0.02a 

Figure 2  Expression in transcriptional level of experimental 
group and control group 

图 2  实验组、对照组基因转录水平表达 

D2     D4     D2   D4 

Before 
inoculation 

group 

Control 
group 

Experimental 
group 

SYN Ⅱ 

SYN Ⅰ 

SYN Ⅲ 

GAPDH
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成体干细胞分化的影响，特别是向神经细胞分化的影响

目前报道较少。因此，本实验提取天然的脱细胞外基质，

接种人脐血间质干细胞，研究接种前后细胞形态学变化

和SYN表达的变化。 
细胞外基质主要由胶原蛋白、弹力蛋白、纤维连接

蛋白、糖蛋白、层粘连蛋白组成。具有多种功能，包括：

提供结构性支持并保持足够的张力；作为细胞黏附和迁

移的基质；调节细胞的分化和代谢
[6]
；髓鞘形成

[7]
、保

护神经元，并且调节突触的整合
[8]
；其特异性组分的改

变可影响细胞生长因子对干细胞存活、增殖和分化的调

控。 
实验发现，实验组细胞培养4 d后，细胞突起的生

长明显优于对照组，并且伸出多个突起，部分细胞间形

成网状结构。接种前和对照组第2、4天，SYNⅠ、SYN
Ⅱ、SYNⅢ均不表达；实验组第2、4天，SYNⅡ低表达，
SYNⅢ弱表达，SYNⅠ不表达。研究表明，SYNⅢ的表
达提示细胞生长锥的形成

[9]
，而SYNⅡ的表达同时伴随

着细胞突起的延伸，及部分细胞突起的相互接触
[10]
。 

细胞分化过程中需要细胞外信号与细胞外基质协

调作用才能够决定细胞的命运。细胞外基质在中枢神经

系统的发育和损伤的修复过程中起着重要的作用
[11]
，神

经突起的伸长、回缩与细胞生长端及细胞外基质黏着相

关。生长端表面的跨膜糖蛋白与细胞外基质能够形成短

暂的黏着连接，引起细胞形态改变，胞内细胞骨架蛋白

发生重构，引起神经突起生长。 
本实验结果也说明羊膜脱细胞基质可以激发和引

导细胞突起的延伸，这与细胞外基质中的层粘连蛋白密

切相关
[12]
。层粘连蛋白是构成细胞外基质的主要非胶原

糖蛋白，为基膜的重要成分，层粘连蛋白通过表面受体

为细胞提供一种黏附表面支持和引导生长锥前行，促进

神经突起生长和延伸，影响着神经元发育
[13]
，在营造神

经再生微环境和神经再生中起重要作用。 
实验组细胞SYNⅠ不表达，目前已经有研究表明在

SYNⅡ的表达使细胞产生突起并逐渐延长之后，SYNⅠ
的表达使细胞轴突生长、维持，形成一、二级分支并最

终成熟
[14]
。这说明在提取的细胞外基质上接种人脐血间

质干细胞，可以促使细胞突起的产生、延伸并部分相互

连接，为人脐血间质干细胞向神经细胞分化提供了有利

的基础。然而，人脐血间质干细胞并未表达SYNⅠ，即
没有产生分化成熟的轴突，分析原因可能因为神经细胞

的分化、神经轴突的生长不仅仅需要相关的细胞外基

质，而且与其周围的微环境，包括细胞因子、细胞间的

直接接触和间接联系(旁分泌、细胞因子等)等密切相关，
是一个极其复杂的微环境，这需要进一步深入研究神经

细胞分化的相关条件，为神经损伤提供充足的细胞来

源。 

在本实验条件下，羊膜脱细胞基质可以促使人脐血

间质干细胞突起的产生、延伸并部分相互连接，表达

SYN，为脐血间质干细胞神经分化提供了有利的条件。
然而，干细胞神经分化的调控是一个复杂的过程，对其

微环境的研究有望进一步阐明此过程。 
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