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豚鼠脂肪间充质干细胞向类神经元样细胞的分化*★ 
郭  伟1，吉  彬1，马  艳2，毕晓娟2，刘立中1 

Guinea pig adipose mesenchymal stem cells differentiate into neuron-like cells   

Guo Wei1, Ji Bin1, Ma Yan2, Bi Xiao-juan2, Liu Li-zhong1 

Abstract 
BACKGROUND: At present, most of the animal experiments about ear stem cells research are use the stem cells of the other 
animal species for the guinea pig model. The stem cells from guinea pig was rarely reported. 
OBJECTIVE: To explore the differentiated potential of the guinea pig adipose mesenchymal stem cells into neuron-like cells.  
METHODS: Guinea pigs adipose tissue were obtained, the adipose mesenchymal cells were isolated and cultured to the 3rd 

generation. (1) The absorbance values of cell proliferation from 1 to 10 days were tested by cck-8 kit. (2) The immunophenotype 
were detected by flow cytometry. (3) Differentiation of neuron-like cells was verified by nestin, glial fibrillary acidic protein (GFAP) 
and neurofilament protein 200 (NF200) immunofluorescence staining. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The growth curve of adipose mesenchymal stem cells proliferation was similar to S-shaped, 
the first 3 days was the incubation period after passage, the cell populations entered logarithmic growth phase from the 4th day, 
after the 8th day they entered into the platform period. (2) The expression rate cells immune phenotype CD29 was 86.3%, CD44 
was 55.5%, CD45 was 0.4%. (3) After differentiation of nerve cells, the morphology of cells was similar to neural cells, the results 
of nestin, GFAP and NF200 staining were positive. Guinea pig adipose mesenchymal stem cells are easy to isolation, culture and 
amplification in vitro. They have the potential to differentiate into neuron-like cells. 
 
Guo W, Ji B, Ma Y, Bi XJ, Liu LZ. Guinea pig adipose mesenchymal stem cells differentiate into neuron-like cells.Zhongguo Zuzhi 
Gongcheng Yanjiu. 2012;16(1): 43-46.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：目前关于耳科干细胞研究的动物实验大多是将其他动物种属的干细胞用于豚鼠模型，而对于豚鼠本身来源的干细胞

研究报道极少。 
目的：探寻豚鼠脂肪间充质干细胞向神经细胞元样分化的潜能。 
方法：取豚鼠脂肪，分离脂肪间充质干细胞培养至第 3 代，cck-8 试剂盒检测第 1~10 天细胞增殖 A 值，流式细胞仪检测细

胞的免疫表型；成神经诱导并行巢蛋白、胶质纤维酸性蛋白、神经丝蛋白 200 免疫荧光染色。 
结果与结论：豚鼠脂肪间充质干细胞增殖的生长曲线近似“S”形，传代后经过 3 d 的潜伏期，3 d 后进入对数生长期，8 d
后进入平台期，其细胞的免疫表型 CD29 表达率 86.3%，CD44 表达率 55.5%，CD45 表达率为 0.4%，成神经细胞诱导后

细胞形态与神经细胞类似，巢蛋白、胶质纤维酸性蛋白、神经丝蛋白 200 染色均呈阳性。说明豚鼠脂肪间充质干细胞在体

外易于分离、培养及扩增，具有向神经细胞元样分化的潜能。 
关键词：类神经元样细胞；豚鼠；脂肪间充质干细胞；神经分化；耳科；细胞 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.01.009 
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0  引言 
 

脂 肪 间 充 质 干 细 胞 (adipose-derived 
mesenchymal stem cells，ADSCs)由于其来源

丰富、获取容易、扩增迅速、具有向多种谱系

细胞的分化潜能等优点，成为继胚胎干细胞、

骨髓间充质干细胞以外另一个研究热点[1-2]。

ADSCs可以分化成为脂肪细胞、成骨细胞、软

骨细胞、肌细胞[3-6]，广泛应用于骨重建、整形

外科领域，以及心肌、软骨、和软组织缺陷的

修复[4]。同时，ADSCs具有向神经细胞分化的

潜能，很多课题组使用人和啮齿类的脂肪干细

胞成功证明了这一点[7]。豚鼠一直以来作为耳科

实验的首选模型，是因为豚鼠的耳蜗比其他啮

齿类大，豚鼠中耳和内耳的外科手术是比较容

易开展的；同时，一些应用于在豚鼠的耳外科

技术都已经非常成熟[8]。目前，大部分的耳科实

验研究，是将鼠类等物种的干细胞用于豚鼠模

型[9]。然而，有些研究指出，由于可能引起了宿

主生物体的免疫应答，植入的异体细胞存活时

间非常有限[10]。因此，研究豚鼠自身来源的间

充质干细胞的生物特性显得尤为重要。 
实验通过对豚鼠ADSCs分离培养以及鉴

定，判断其干细胞特性，并将其向神经细胞分

化，研究其向神经元样细胞分化的潜能。 
 
1  材料和方法 

 
设计：动物实验，细胞形态学观察。 
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时间及地点：于2010-12/2011-07在新疆

医科大学第一附属医院医学研究中心干细胞

室。 
材料：健康豚鼠20只，雄性，体质量200~ 

300 g，实验动物许可证号：伦申号A-201010 
2006。普通级，实验过程中对动物的处置符合

中华人民共和国科学技术部2006年颁布的《关

于善待实验动物的指导性意见》标准。 
试剂与仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验试剂的配制：①麻醉液：氯胺酮40 g/kg+

地西泮5 g/kg+阿托品0.05 g/kg。②细胞消化

液：质量浓度为0.5 g/L胰蛋白酶+0.53 mmol/L 
EDTA 。③生长液： LG-DMEM+10%FBS+   
105 U/L P/S+2.5 mmol/L NaHCO3。④成神经

诱导培养液：Neural Basal培养基+20 µg/L 
bFGF+20 ng/mL表皮生长因子+2%B27添加

剂+105 U/L P/S+2.5 mmol/L NaHCO3。⑤成神

经分化培养液：Neural Basal培养基+1%FBS+ 
105 U/L P/S+2.5 mmol/L NaHCO3。 

方法： 

豚鼠ADSCs的获取、分离和培养：采用是孙慧

如等[11]豚鼠ADSCs获取分离培养的方法，取健

康豚鼠进行腹腔注射麻醉液后，将豚鼠置体积

分数75%乙醇中浸泡5 min，无菌条件下沿腹股

沟切开3 cm长刀口，取出腹股沟处脂肪组织，

再切开阴囊，取出附睾处脂肪组织；用PBS缓
冲液洗去血细胞及组织碎屑；用眼科剪子及镊

子剔除血管，剪碎组织直至呈糊状；加入0.1%

Ⅰ型胶原酶溶液，置入37 ℃水浴中振荡消化

40 min；加入与胶原酶溶液同体积的生长液，

257 g离心10 min，可见分为3层，上层：漂浮

的脂肪组织，中层：消化液，底层：细胞。将

脂肪组织和消化液倾掉，用生长液重悬细胞，

在正置显微镜下计数细胞数，将细胞浓度调节

为1×109 L-1，接种细胞于25 cm2培养瓶中，置

入37 ℃，体积分数为5%的CO2培养箱中孵育。

48 h首次换液，以后每三四天换液1次。 
细胞传代：当细胞生长汇合达70%~80%时

吸弃培养液，用PBS缓冲液洗涤1遍1次，加入

0.5 mL细胞消化液，显微镜下观察，大部分细

胞开始回缩变圆，加入1.5 mL生长液中止消化，

100 g离心5 min，弃上清，加入生长液悬浮细

胞，计数，调节细胞密度为(4~8)×103/cm2，接

种于100 mm培养皿内，置入37 ℃，体积分数

为5%的CO2培养箱中孵育。 
生长曲线测定：培养第2代细胞，消化后以每

孔8×103个细/200 μL生长液的浓度接种于96孔
培养板内。每三四天换液1次。分别于24，48 h、
3~10 d将10 μL cck-8液加入测定孔(每次再做2
个复孔)和对照孔(只加培养基，不含细胞)中，

继续在CO2培养箱中孵育4 h后，用酶标仪在

450 nm波长处检测其吸光度(A值)，每次取测定

孔的均值，用对照组A值调零，整理数据，绘制

生长曲线。 
流式细胞仪检测细胞表面特异性抗原：收获培

养第3代细胞，257 g离心5 min，弃上清，冷PBS
缓冲液洗涤2遍，加入200 μLPBS缓冲液重悬细

胞，调整细胞的浓度至1×109 L-1，分别加入一

抗CD29、CD44、CD45室温避光孵育30 min，
PBS冲洗，加荧光标记Ⅱ抗，室温孵育30 min，
流式细胞仪检测。 

向神经细胞元样诱导及鉴定：收获培养第3代
ADSCs按1×108 L-1细胞浓度接种于六孔板中，

加入成神经诱导培养液置于CO2培养箱中孵

育，第3 d半量换液。第5~7天见培养液中形成

15~20个悬浮的神经球后，用滴管轻柔吹打神经

球，使之大部分离散成单个细胞，4 ℃下100 g
离心5 min，吸弃上清液，加入成神经分化培养

基重悬细胞，种入铺有1%多聚赖氨酸的35 mm
培养皿中，每3 d使用成神经分化培养全量换

液，观察形态变化。巢蛋白、胶质纤维酸性蛋

白、神经丝蛋白200免疫荧光染色：诱导后细胞

用40 g/L多聚甲醛固定30 min，PBS冲洗3遍，

室温下滴入体积分数3%H2O2 30 min，PBS冲
洗3遍，滴入2 mol/L的HCl，37 ℃孵育1 h，PBS 

主要试剂、仪器 来源 

低糖 DMEM 培养液(LG-DMEM)、
Neural Basal 培养基、B27 添加

剂、表皮生长因子、成纤维细胞生

长因子碱性成纤维细胞生长因子

(basic fibroblast growth facfor，
bFGF)  

胎牛血清(FBS)  
Ⅰ型胶原酶 
CCK8  
兔抗巢蛋白多克隆抗体、 
兔抗 GPAF 多克隆抗体、小鼠抗

神经丝蛋白 200 单克隆抗体、山

羊抗兔 TRITC 二抗、山羊抗小鼠

FITC 二抗  
小鼠抗 CD29-PE、小鼠抗 

CD44-PE、小鼠抗 CD45-FITC 
正置、倒置相差荧光显微镜  
CO2培养箱  
超净工作台 
流式细胞仪  

GIBCO 
 
 
 
 
 
Hyclone 
Worthington 
武汉博士德 
北京中杉 
 
 
 
 
BIOLEGEND 
 
LEICA 
HEALFORE 
苏州净化 
BECKMAN 
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冲洗3遍，室温下滴0.1% TritonX-100 30 min，PBS冲洗

3遍，用10%正常山羊血清工作液室温孵育20 min，吸弃

工作液，滴加相应比例稀释的一抗∶兔抗胶质纤维酸性

蛋白(1∶100稀释)、小鼠抗神经丝蛋白200(1∶100稀
释)，放入湿盒，避光，4 ℃过夜。次日用PBS冲洗3次，

每次3 min，滴加二抗工作液，37 ℃避光孵育30 min，
PBS冲洗3次，每次3 min。倒置显微镜下观察。 

主要观察指标：豚鼠ADSCs的生长特性及鉴定，和

向神经细胞元样诱导后的特性鉴定。 
   

2  结果 

 
2.1  ADSCs形态学  接种的原代细胞培养，2~4 h后细

胞开始贴壁，呈短梭形、三角形、多角形等，四五天细胞

形态逐渐呈成纤维样细胞外观，并成集落样生长，7~9 d
细胞集落相互汇合达90%，呈漩涡状生长，10~12 d细
胞长满瓶底；细胞传代稳定，各代细胞形态均一。第10
代内细胞形态及生长速度无明显改变。第12、13代后出

现细胞形态变得宽大、不规则，细胞内颗粒状物增多，

增殖速度变慢等衰老现象，并且传代周期逐渐延长。 
2.2  ADSCs生长曲线  细胞的生长曲线近似“S”形。

传代后经过3 d的潜伏期后，进入对数生长期，8 d后进

入平台期，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  ADSCs免疫表型  流式细胞仪检测结果显示，细

胞均一性较好，CD29表达率为86.3%，CD44表达率

55.5%，CD45表达率为0.4%，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  向神经细胞元样诱导  见图3，4。 

   
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  Growth curve of passage 3 guinea pig adipose 
mesenchymal stem cells 

图 1  第 3 代豚鼠 ADSCs 生长曲线 

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

A
bs

or
ba

nc
e 

va
lu

e 

1  2                       3                      4                   5                    6                    7                   8                     9                    10 
Time (d)

CD29               CD44                  CD45 

Figure 2  Surface marker of passage 3 adipose mesenchymal 
stem cells indentified by CD29, CD44 and CD45 

图 2  CD29、CD44、CD45 对 P3 细胞表面标记物的鉴定

Figure 3  Morphologic changes of guinea pig adipose 
mesenchymal cells after neural induction 

图 3  豚鼠 ADSCs 向神经元样细胞诱导后形态变化

a: 3 d after induction, a large 
amount of neurospheres were 
formed (×50)  

c: A small amount of slender processes were expanded from cells and 
showed neuron-like changes at 5 d after adherent differentiation into 
neurons (×200) 

b: Cell division and proliferation 
was significant, neurospheres 
were formed (×200) 

Figure 4  Identification of guinea pig adipose mesenchymal 
cells after inducted into neuron-like cells 

图 4  豚鼠 ADSCs 向神经细胞元样诱导后鉴定 

a, b: Positive staining of nestin at 5 d after adherent neural induction 
(×200)  

c, d: Positive staining of glial fibrillary acidic protein at 5 d after adherent 
neural induction (×200) 

e, f: A small amount of neurofilament protein 200 were positive stained at 
7 d after adherent neural induction (×100) 
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光镜下，添加成神经诱导培养基接种的原代细胞后

培养4 h后开始慢慢聚成团状，悬浮在培养液中，第3天
细胞分裂增殖明显，见图3a。迅速形成团状的类神经球，

见图3b。贴壁后成神经分化3~5 d后，部分细胞胞体稍

有回缩，并伸出少量细长突起，呈现类神经元样改变，

见图3c。免疫荧光鉴定，贴壁3~5 d后，免疫荧光染色

巢蛋白阳性，见图4a，b，和胶质纤维酸性蛋白阳性，

见图4c，d。培养后第5~7天，这些细胞少部分为神经丝

蛋白200阳性表达，见图4e，f。 
 

3  讨论 

 
大部分ADSCs向神经诱导方法是源于2000年

Woodbury等[12]用β-巯基乙醇、二甲基亚砜和羟基茴香

醚等化学因子作为诱导剂，在体外诱导成年大鼠和人的

骨髓间充质干细胞分化为神经样细胞的方法。然而，新

的研究认为，使用化学因子进行诱导产生的细胞毒性和

物理压力致使细胞变性收缩是细胞形态神经样变化和

表达特异神经样细胞表型的原因[13]。虽然诱导后的细胞

能表现部分神经元细胞的免疫标记，但是不能表现其他

的神经元标记和神经胶质细胞的标记(胶质纤维酸性蛋

白、神经微管结合蛋白、Tuj)[14]，因此不能说明细胞真正

变成了神经元。在本实验中并没有使用化学因子，而是

使用的细胞生长因子。bFGF能促进交感和副交感神经元

的轴突生长，具有促细胞丝裂原样作用[15]。表皮生长因

子可促进神经元轴突的延长和维持神经元的存活[16]。而

表皮生长因子能促使神经干细胞存活和增殖[17]。因此，

细胞生长因子被视为将神经干细胞从神经组织中分离

出来的关键因素，它们能够促使成体脑组织中的祖细胞

增殖成神经球的形态[18]。ADSCs在加入细胞生长因子的

无血清培养基中形成神经球，能够表达神经干细胞/祖细

胞的特异标记物巢蛋白和神经分化的标记神经微丝。此

外，用去掉生长因子的低血清培养基培养14 d以后，分

离的神经球不仅表达胶质纤维酸性蛋白、神经丝蛋白

200，而且出现神经突触长出的形态变化，说明 ADSCs
中的某些细胞可以表达神经细胞的表型，证明其具有成

神经分化的能力。 
然而一个成熟的神经细胞不但要具有神经细胞的

形态、极性和表达特定位置的特异蛋白，而且更重要的

是要具有满足兴奋性，或者是激发动作电位的能力，和

通过突触释放神经递质与其他细胞联系的能力[19]。因

此，在未来的研究中，应更深入确定由ADSCs转化的类

神经细胞元样的神经特性。 
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