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促红细胞生成素体外培养鼠胚脑皮质神经干细胞的分化*★ 
袁丽丽1，杜红梅2，管英俊2，孔佑华1 

Differentiation of rat embryonic cerebral cortex neural stem cells cultured by erythropoietin in 
vitro    

Yuan Li-li1, Du Hong-mei2, Guan Ying-jun2, Kong You-hua1 

Abstract 
 
BACKGROUND: Erythropoietin (FPO) is early known as a kind of growth factor. In recent years, there are many studies about the 
protective effect of erythropoietin on the central nervous system in vivo. 
OBJECTIVE: To explore the effects of EPO on the apoptosis and differentiation of rat embryonic cerebral cortex neural stem cells 
in vitro.  
METHODS: The embryonic cerebral cortex were isolate from Sprague-Dawley rats that pregnant for 14 days under sterile 
conditions, the cells were cultured and differentiated in the suspension medium and then adherent induction. The neural stem 
cells were detected by nestin immune cell fluorescence staining, microtubule-associated protein 2 (MAP-2) and glia fibrillary acid 
protein was used to detect the differentiation of neural stem cells. The third passage of neural stem cells were obtained and 0.5, 5, 
50, 500 U/mL EPO were added into the medium, and in the control group, there was no EPO adding. Caspase-3 was used to 
detect the apoptosis of neural stem cells, and MAP-2 was used to detect the differentiation of neural stem cells to neuron. 
RESULTS AND CONCLUSION: The expression of the caspase-3 in neural sphere was decreased after added EPO (≥5 U/mL), 
and the expression of the MAP-2 positive cells was increased obviously after differentiation (P < 0.01). The present results 
suggest that EPO can decrease the apoptosis of the neural stem cells and promote neural stem cells to differentiate into neurons 
in vitro. 
 
Yuan LL, Du HM, Guan YJ, Kong YH. Differentiation of rat embryonic cerebral cortex neural stem cells cultured by erythropoietin 
in vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(49): 9174-9177.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：促红细胞生成素最早作为生长因子被认识，近些年来其对中枢神经系统保护作用的体内研究较多。 
目的：观察促红细胞生成素对体外培养大鼠胚脑皮质神经干细胞凋亡及分化的影响。 
方法：无菌条件下取孕 14 d SD大鼠胚脑皮质，体外先悬浮增殖培养后贴壁诱导分化。巢蛋白免疫细胞荧光染色检测神经
干细胞，以微管相关蛋白 2、神经胶质原纤维酸性蛋白检测神经干细胞分化。取第 3代神经干细胞向培养基中添加 0.5，5，
50，500 U/mL的促红细胞生成素，另设不添加促红细胞生成素的对照组。应用半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3检测神经干细胞
凋亡，微管相关蛋白 2检测神经干细胞向神经元方向的分化。 
结果与结论：加入≥5 U/mL促红细胞生成素，神经球内半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3表达显著下降(P < 0.01)，分化培养后微
管相关蛋白 2阳性细胞较对照组明显升高(P < 0.01)。提示促红细胞生成素可降低体外培养鼠胚脑皮质神经干细胞的凋亡率，
促进其神经干细胞向神经元方向分化。 
关键词：促红细胞生成素；神经干细胞；培养；凋亡；分化  
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.49.012 
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0  引言 
 
促红细胞生成素(erythropoietin, EPO)是

一种酸性热稳定糖蛋白，作为一种重要的造血

因子早被广泛认识
[1-4]
。近来研究发现，EPO可

通过调节神经干细胞(neural stem cells，NSCs)
的生长、发育，抗神经细胞凋亡等对中枢神经

系统起到保护作用
[5-7]
。 

本实验对鼠胚脑皮质行体外培养，鉴定为

NSCs后，加入不同浓度的EPO行悬浮培养和
分化培养，观察EPO对体外培养鼠胚脑皮质
NSCs凋亡及分化的影响。 

 
1  材料和方法 

 
设计：对比观察细胞学体外实验。 
时间及地点：于2007-03/2009-02在潍坊

医学院组胚实验室、济宁医学院形态学实验室

完成。 
材料：雌性、雄性成年未经产SD大鼠由潍

坊医学院实验动物中心提供，3~6月龄，体质量
250~280 g，实验动物的饲养和使用遵守国家
有关的法律和规定。将成年雌雄SD大鼠于晚  
8 pm按2∶1比例合笼，次日8am阴道涂片查精
子，查到精子者记为E0d。



 
袁丽丽，等. 促红细胞生成素体外培养鼠胚脑皮质神经干细胞的分化 

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R   CODEN: ZLKHAH 9175 

www.CRTER.org 

生 长 培 养 基 ： DMEM/F12(1 ∶ 1 ， Hyclone) 、
2%B27(Gibco)、20 μg/L碱性成纤维细胞生长因子
(Sigma)、20 μg/L表皮细胞生长因子(Sigma)、100 U/mL
青霉素、100 mg/L链霉素。分化培养基：DMEM/F12  
(1∶1，Hyclone)、体积分数10%胎牛血清(杭州四季青)、
100 U/mL青霉素、100 mg/L链霉素。 

主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 
NSCs培养和鉴定： 

NSCs的分离和传代：取胚胎14 d(E14d)SD大鼠，
麻醉后脱臼处死，无菌分离鼠胚脑皮质，用文献[8-9]等
取材及培养方法生长培养基悬浮培养及传代，传第3代
细胞记为P3。每日观察细胞生长状况，适时采集照片。 
将生长培养基培养7 d的P3代细胞悬液离心弃上

清，加入血清培养基，将神经球以适当的密度接种入预

先置入L-多聚赖氨酸包被盖玻片的24孔培养板中，培养
6~8 h后取出盖玻片行巢蛋白的免疫荧光染色。 

鼠胚大脑皮质NSCs的自然分化：取P3代的神经球悬液
离心弃上清，加入血清培养基重悬细胞，用文献[8-9]等
培养方法行NSCs分化[8-9]

。每日倒置相差显微镜下观察

细胞生长状况，7 d后行MAP-2、GFAP免疫荧光染色。 
免疫细胞荧光染色：0.01 mol/L的PBS(pH 7.2)冲洗冷

丙酮固定的细胞爬片。用文献[8-9]等方法行巢蛋白、
MAP-2、GFAP免疫细胞荧光染色、观察、拍照。对照
实验：以0.01 mol/L PBS代替第一抗体，其余步骤相同。 

实验分组：将P3 NSCs单细胞悬液接种于添加EPO
的生长培养基中，根据EPO的终浓度随机分为4个实验
组，即0.5，5，50，500 U/mL组，另设不加EPO的对
照组。放入37 ℃、体积分数5%CO2饱和湿度培养箱内

静置培养，换液方法同上，7 d后将各组分别接种于含
体积分数10%FBS的分化培养基中，实验组添加EPO，
对照组不加EPO。6~8 h后每组随机取4张爬有细胞的盖
玻片冷丙酮固定10 min，进行Caspase-3免疫荧光染色。
分化培养7 d后行MAP-2免疫细胞荧光染色，每组4张玻
片荧光显微镜下每张随机计数5个视野计数MAP-2染色

阳性细胞的数目和Hoechst33258复染的细胞数目。每
组均设复孔，实验重复3次。 

Caspase-3与 MAP-2免疫细胞荧光染色：方法同免疫

细胞荧光染色。 
主要观察指标：Caspase-3在各实验组及对照组培

养NSCs中的阳性表达；NSCs爬片分化培养7 d后
MAP-2在各实验组及对照组细胞内的阳性表达。 
统计学分析：由袁丽丽进行统计学处理，数据采用

SPSS 11.5统计学软件处理，各组率的比较采用χ2
检验

法(Chi-square test)。 
   

2  结果 

 
2.1  NSCs鉴定结果   

倒置相差显微镜观察结果：从SD大鼠E14d鼠胚脑皮质
分离得到的单细胞，悬浮生长，呈圆球形，细胞饱满，

折光性强，锥虫蓝染色计数活细胞>96%。获取的细胞
在无血清培养基中培养至第5~7天，神经球多由数十个
到数百个细胞组成，细胞排列紧密。传代培养后，单细

胞可增殖形成由数十至数百个细胞构成的神经球。 
免疫细胞染色和荧光染色结果：巢蛋白免疫细胞荧光染

色结果示，神经球细胞胞浆呈现红色荧光(图1)。MAP-2
免疫细胞荧光染色示，阳性细胞胞浆及突起呈红色，胞体

较小、突起长(图2)。GFAP免疫细胞荧光染色示，阳性细
胞胞浆及突起呈红色，胞体较大、突起粗而短(图3)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

主要试剂及仪器 来源 

EPO  
小鼠抗巢蛋白、小鼠抗神经胶质原 
纤维酸性蛋白(glia fibrillary  
acid protein，GFAP) 

小鼠抗微管相关蛋白 2 
(microtubule-associated  
protein 2，MAP-2)  
小鼠抗半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3 

(Caspase-3)  
倒置显微镜  
Leica DMIRE2型荧光相差倒置 
显微镜、Leica Qwin图像分析系统 

沈阳三生制药有限责任公司 
Accurat Chemical 
 
 
武汉博士德生物有限公司 
 
 
北京中杉生物科技有限公司 
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德国莱卡公司 

Figure 1  Nestin-positive cells (red) detected by neurospheres 
immunofluorescence staining (Scale bar=100 μm)

图 1  神经球免疫荧光细胞化学染色，示巢蛋白阳性细胞(标
尺=100 μm) 

Figure 2  Microtubule-associated protein 2 positive cells (red) 
detected by immunofluorescytochemistry staining 
after cultured in neural stem cells seeded culture 
medium for 7 d (Scale bar=50 μm) 

图 2  神经干细胞爬片分化培养基培养 7 d免疫荧光细胞化
学染色，示微管相关蛋白 2阳性细胞(标尺=50 μm) 
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2.2  EPO掺入实验结果 
倒置相差显微镜观察结果：细胞接种48 h时，EPO各

组细胞分裂相明显多于对照组；随着培养时间的延长，

神经球数量逐渐增多，普遍大于对照组，尤其是EPO剂
量为5 U/mL和大于5 U/mL的各组，神经球数量明显高
于正常对照组。 
神经球内的细胞凋亡检测结果：Caspase-3免疫细胞荧

光化学染色结果显示，神经球内小部分细胞Caspase-3表
达阳性，胞浆呈红色(图4)，数据统计结果显示，EPO剂
量为≥5 U/mL各实验组的Caspase-3阳性细胞表达率显
著低于对照组(P < 0.05)，差异有显著性意义，见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
神经球向神经元方向分化结果：神经球爬片7 d，MAP-2

免疫细胞荧光染色，数据统计结果显示，EPO≥5 U/mL
各实验组的MAP-2阳性细胞表达率显著低于对照组  
(P < 0.05)，差异有显著性意义，见表2及图5。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
当今神经科学领域NSCs是研究热点。NSCs存在于

胚胎、胎儿和成人的脑室下区、齿状回、纹状体、室管膜

下区、脑皮质等部位，其体外培养也可以获得NSCs [10-13]
，

本实验从SD大鼠分离胚胎14 d的鼠胚脑皮质体外培养
细胞。本实验巢蛋白作为NSCs的标记物，生长培养基
培养的细胞免疫细胞荧光染色结果呈巢蛋白阳性；鼠胚

脑皮质NSCs在生长培养基贴壁分化7 d行MAP-2、
GFAP免疫荧光细胞化学染色，示分化细胞有特异性抗
原表达。表明悬浮培养得到的细胞为NSCs，且具有分
化为神经元、星形胶质细胞的潜能。 
众多研究表明，EPO及其受体对于神经细胞正常发

育具有重要作用
[14-17]

。体内实验表明，EPO可抑制NSCs
凋亡促进其增殖和分化

[14,18-19]
。赵舒武等

[20]
研究发现，

胚胎神经管NSCs，EPO抑制NSCs凋亡促进其向神经元
分化，与本实验中体外培养的胚胎脑皮质NSCs，EPO

表 1  半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3在神经干细胞内的表达 
Table 1  Expression of caspase-3 in neural stem cells 

aP < 0.05, vs. control group. EPO: erythropoietin 

Expression of caspase-3 
Group  

  Positive    Negative 
Total  Positive 

 rate (%)

Control   360  2 828  3 188 11.3 
0.5 U/ml EPO   330  2 955  3 285 10.0 
5 U/mL EPO   294  3 306  3 600   8.2a 
50 U/mL EPO   283  3 356  3 639   7.8a 
500 U/mL EPO   281  3 375  3 656   7.7a 

Total 1 548 15 820 17 368  8.9

Figure 3  Glia fibrillary acid protein positive cells (red) 
detected by immunofluorescytochemistry staining 
after cultured in neural stem cells seeded culture 
medium for 7 d (Scale bar=50 μm) 

图 3  神经干细胞爬片分化培养基培养 7 d免疫荧光细胞化
学染色，示神经胶质原纤维酸性蛋白阳性细胞(标尺
=50 μm) 

Figure 4  Caspase-3 positive cells (red) detected by neural 
stem cells immunofluorescytochemistry staining in
5 U/mL erythropoietin group (Scale bar=100 μm) 

图 4  促红细胞生成素 5 U/mL组神经干细胞免疫细胞荧光
化学染色，示半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3阳性细胞(标
尺=100 μm) 

表 2  神经干细胞分化培养 7 d神经元内微管相关蛋白 2阳性
表达 

Table 2  Expression of microtubule-associated protein 2 in 
neurons after neural stem cells cultured for 7 d by 
differentiating suspension 

aP < 0.05, vs. control group. EPO: erythropoietin 

Expression of caspase-3 
Group  

 Positive    Negative  
Total Positive 

 rate (%)

Control 1 233  5 779  7 012 17.6 
0.5 U/ml EPO 1 262  5 827  7 089 17.8 
5 U/mL EPO 1 342  5 757  7 099  18.9a 
50 U/mL EPO 1 416  6 037  7 453  19.0a 
500 U/mL EPO 1 436  5 694  7 130  20.1a 

Total  6 689 29 094 35 783  18.7 

Figure 5  Microtubule-associated protein 2 positive cells (red) 
detected by neural stem cells immunofluorescyto- 
chemistry staining in 5 U/mL erythropoietin group at 
7 d after neural stem cells culture and differentiation 
(Scale bar=100 μm) 

图 5  促红细胞生成素 5 U/mL组神经干细胞分化培养 7 d免
疫细胞荧光染色，示微管相关蛋白 2阳性表达(标尺
=100 μm) 
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抑制NSCs凋亡促进其向神经元分化相吻合。虽然细胞
来源不同但体外培养的结果相一致。有研究表明在缺氧/ 
缺血时，通过缺氧诱导因子系统及JAK/ATAT通路来影
响EPO及其受体对中枢神经系统实现保护作用 [21-24]

。

EPO和 EPO-R结合后，激活蛋白酪氨酸激酶，迅速诱
导细胞内多种蛋白质酪氨酸磷酸化，启动信号转导通

路如Ras有丝分裂原激活蛋白激酶等将信号传到细胞
核核因子1，控制NSCs的增殖和分化，甚至表现为认
知能力的提高。EPO直接作用脑内皮细胞分泌脑源性
神经营养因子，后者通过旁分泌方式促进神经发生

[25]
，

有研究发现，Wnt/β-catenin信号通路促进尤其是向神
经元方向分化

[26-30]
，也有研究表明EPO可抑制谷氨酸

在体外诱导的神经元死亡
[31]
。 

体外培养的NSCs分泌多种神经营养因子，本实验
EPO对体外脑皮质NSCs的抗凋亡促进向神经元分化作
用可考虑通过以下方式：①直接作用于体外培养的

NSCs促进其分泌多种神经营养因子，再抑制临近的
NSCs凋亡。②通过信号转导通路、钙离子通道等途径
发挥作用。 
总之，NSCs的增殖、发育和分化受外来信号和自

身基因共同调节，是一个非常复杂的过程，将继续深入

研究NSCs定向分化的诱导因素及其分化机制，为实现
NSCs移植治疗中枢神经系统疾病提供理论基础。 
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