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单核细胞趋化蛋白1与神经干细胞的体外迁移**★ 
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In vitro migration of monocyte chemoattractant protein 1 and neural stem cells    

Dong Yue1, Kang Bo2, Ding Peng1, Dai Xiao-sen1, Wang Chong-qian1, Wang Wei-min1, Shang Ya-jun1, Wang Jin-kun1 

Abstract 

 

BACKGROUND: Studies have shown that the chemokine stromal cell derived factor-1 and vascular endothelial growth 

factor have the ability to make neural stem cells (NSCs) migration. 

OBJECTIVE: To explore the effect of monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) and its receptoron the migrati on of 

NSCs in vitro. 

METHODS: Hippocampal NSCs from SD fetal rats were isolated and cultured; meanwhile they could be amplified and 

identified in vitro; The expression of CCR2 was detected with immunofluorescence and RT-PCR; Effect of MCP-1 with 

different concentrations (50, 100, 200, 300, 500 ng/mL) on NSCs in vitro migration was obsened under agarose. 

RESULTS AND CONCLUSION: Immunofluorescence and RT-PCR results showed that NSCs from fetal rat hippocampal 

could express chemokine receptor CCR2; and the migration experiment under agarose showed that the MCP-1 with 

different concentrations could induce the migration of NSCs in vitro and with the higher the dose the better the migration. 

But the anti-CCR42 polyclonal antibodies could inhibit the migration of NSCs. 

 

Dong Y, Kang B, Ding P, Dai XS, Wang CQ, Wang WM, Shang YJ, Wang JK. In vitro migration of monocyte 

chemoattractant protein 1 and neural stem cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(23): 4279-4283.     

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

 

摘要 

 

背景：研究表明趋化因子基质细胞衍生因子 1 及血管内皮生长因子参与神经干细胞的迁移。 

目的：观察趋化因子单核细胞趋化蛋白 1 及其受体 CCR2 对神经干细胞体外迁移的作用。 

方法：分离培养胎鼠海马组织神经干细胞，体外传代扩增及鉴定；通过细胞免疫荧光及 RT-PCR检测其受体 CCR2

表达情况；通过琼脂糖下细胞迁移实验观察 50，100，200，300，500 µg/L 单核细胞趋化蛋白 1 对神经干细胞的

体外趋化作用。 

结果与结论：细胞免疫荧光及 RT-PCR 检测证实胎鼠海马来源神经干细胞表达趋化因子受体 CCR2；琼脂糖下细胞

迁移实验显示，体外条件下单核细胞趋化蛋白 1 可趋化神经干细胞迁移，且趋化迁移作用随质量浓度增加而增强，

抗 CCR2 多克隆抗体可对抗其趋化迁移作用。 

 

关键词：单核细胞趋化蛋白 1；神经干细胞；趋化因子；细胞迁移； CCR2   

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.23.020 

缩略语：MCP-1：monocyte chemotactic protein 1，单核细胞趋化蛋白 1 
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0  引言 

 

神经干细胞是神经系统中能够增殖分化成

神经元和神经胶质细胞的祖细胞，具有高度的

自我更新能力、多分化潜能、低免疫原性等特

点，同时也具备一定的定向迁移能力及良好的

组织融合性
[1-2]
。目前的研究证实，神经干细胞

能在局部微环境的作用下向损伤区迁移并分化

成相应的细胞来补充替代受损的细胞，恢复中

枢神经系统的正常结构和功能
[3-4]
。 

目前，神经干细胞已被应用于治疗神经系 
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统退行性疾病如阿尔茨海默病、 帕金森病、 多

发性硬化症、缺血性脑损伤及颅脑损伤等，并

取得良好的疗效
[5-9]
，神经干细胞对中枢神经系

统的修复主要有两种方式：一为内源性神经干

细胞在趋化因子作用下向损伤区迁移修复
[10]
，

二为外源性神经干细胞的植入
[11-12]

，但是目前

关于神经干细胞向损伤区迁移的具体机制还不

清楚。有研究证实基质细胞衍生因子1及血管内

皮生长因子等可诱导其迁移
[13-15]

。但目前关于

其他趋化因子是否参与神经干细胞体内外迁移

未见报道。 

本实验拟观察体外培养的SD大鼠胎鼠神

经干细胞表达趋化因子受体CCR2情况，通过体

外实验观察趋化因子单核细胞趋化蛋白

(monocyte chemotactic protein 1，MCP-1)对神

经干细胞的趋化迁移作用，初步探讨MCP-1/ 

CCR2通路在神经干细胞外迁移中的作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外观察。 

时间及地点：于2009-11/2011-08在昆明医

学院第一附属医院生物治疗中心完成。 

材料： 

实验动物：纯种SPF级孕16 d的SD大鼠3只，

由昆明医学院实验动物中心提供，实验过程中

对动物的处置符合2006年科技部《关于善待实

验动物的指导性意见》的规定
[16]
。 

主要仪器和试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

胎鼠神经干细胞的体外培养、纯化和鉴定
[17]

：

10%水合氯醛腹腔麻醉孕鼠后脱臼处死，无菌

操作下取出胎鼠，置于D-Hank’s液(4 ℃，pH值

7.4)中仔细分离海马组织，置入加有DMEM/ 

F12培养液的24孔板中分次吹打，机械分离使

其形成细胞悬液，吹打时应尽量避免气泡，手

法轻柔防止对细胞造成损伤。用400目细胞筛过

滤后计数细胞，调整细胞浓度为5×10
9 

L
-1
接种

于含有神经干细胞培养液(添加有表皮生长因

子、碱性成纤维细胞生长因子、B27的DMEM/ 

F12培养液)的24孔板中，置于37 ℃，体积分数

5%CO2饱和湿度培养箱中连续培养。每日倒置

显微镜下观察，每一二天半量换液并分次吹打，

5~7 d收集纯化1次。 

取传代培养的神经干细胞接种到多聚赖氨

酸包被过的载玻片，40 g/L多聚甲醛固定、PBS

洗涤、体积分数10%山羊血清封闭后，以兔抗

大鼠nestin多克隆抗体(1∶200)，4 ℃孵育过

夜，空白对照以磷酸盐缓冲溶液(0.01 mol/L、

pH值7.4，PBS)孵育过夜，PBS洗3遍，以

DyLight488山羊抗兔 (1∶200)荧光二抗孵育  

1 h，PBS洗3遍，抗荧光淬灭剂封固，荧光显

微镜观察、拍照。 

胎鼠神经干细胞体外表达趋化因子受体CCR2

的情况：①细胞免疫荧光检测：将胎鼠神经干细

胞悬液接种多聚赖氨酸包被载玻片，多聚甲醛

固定及标准血清封闭后，以兔抗CCR2多克隆

抗体(1∶100，Peprotech)4 ℃孵育过夜，空白

对照以 PBS 孵育过夜。 PBS 洗 3 遍，以

DyLight594山羊抗兔 (1∶200)荧光二抗孵育 

1 h，PBS洗3遍，抗荧光淬灭剂封固。空白对

照同上操作。荧光显微镜观察、拍照。②RT-PCR

检测:按RNeasy Mini Kit(QIAGEN)说明提取胎

鼠神经干细胞RNA，分光光度仪上定量及检测

RNA 纯 度 。 参 照 One Step RT-PCR 

Kit(QIAGEN)说明行RT-PCR，CCR2上游引物

为TCTCTTC- CTCCACCACTATGCA，下游引

物为GGCTCA- GACAGCACGT GGAT，序列

长度233 bp。PCR反应条件如下：94 ℃变性   

1 min，60 ℃退火45 s，72 ℃延伸1 min，36

个循环。RT-PCR产物以2%琼脂糖凝胶电泳，

电泳结果在GENE GENUS数码成像及分析系

统中观察、拍照。 

体外观察MCP-1对神经干细胞的趋化迁移作用： 

琼脂糖下细胞迁移实验：①琼脂糖平皿板

的制备：称琼脂糖于50 mL旋口管，加去离子

试剂及仪器 来源 

DMEM/F12(1∶1) 

B27 添加剂、碱性成纤维细胞 

生长因子、表皮生长 

因子、MCP-1 

胎牛血清(FBS) 

DAPI 

 

DyLight488、594 山羊抗兔 

荧光二抗、兔抗大鼠 nestin 

多克隆抗体 

35 mm 直径一次性组织培养皿  

GIBCO 公司 

美国 Peprotech 公司 

 

 

杭州四季青生物制品公司 

美国 Molecular  

Probes 公司 

北京中杉金桥生物 

技术有限公司 

 

美国 Corning 公司 
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水涡旋制成均匀的琼脂糖悬液(浓度为4.8%)，旋松盖

子，微波炉中加热使琼脂糖悬液沸腾，涡旋仪上涡旋  

30 s，使其混匀。重复沸腾涡旋2次，使琼脂糖颗粒均

匀溶解。取DMEM/F12培养基，加入另一50 mL旋口管

中，放置于>68 ℃的水浴箱，将制备好的琼脂糖液与

DMEM/F12培养基(1∶1)混合涡旋制成均匀的琼脂糖混

合悬液，定量5 mL快速倒入直径35 mm培养皿中(尽量

涂布均匀平整)，室温冷却后置于4 ℃ 30 min后打孔，

孔径3.0 mm，间隔2.0 mm。再4 ℃放置20 min，清除

打孔时的压缩残胶。37 ℃，体积分数5%CO2孵箱平衡2 h

再次清理胶孔，筛选好的琼脂糖混合平皿板放入超净台紫

外照射30 min备用。②点样：在筛选好的琼脂糖混合平皿

板每列孔中间孔加入10 μL神经干细胞悬液(浓度1.0×  

10
6
 L

-1
，已用DAPI荧光染料标记)，两侧外侧孔实验组各

加不同质量浓度(50，100，200，300，500 µg/L)MCP-1 

10 μL，对照组加10 μL去离子水，将琼脂糖混合平皿板

放入湿盒，置于37 ℃，体积分数5%CO2孵箱中14 h后，

40 g/L多聚甲醛固定后在荧光显微镜下观察并拍照。在

不同平皿中重复>6次，测量最大迁移距离(中间孔边缘

与距中间孔最远的>2个细胞的距离)，明确最佳趋化质量

浓度。以抗CCR2多克隆抗体与神经干细胞共培养过夜后

再加入最佳趋化质量浓度MCP-1 10 μL，重复实验6次。

以含2%B27、20 µg/L 表皮生长因子、20 µg/L 碱性成纤

维细胞生长因子的DMEM/F12培养基的神经干细胞培养

液为对照组。 

主要观察指标：①神经干细胞形态观察及表面标志

表达。②神经干细胞趋化因子受体CCR2的表达。③

MCP-1对神经干细胞体外趋化迁移作用及其特异性检

测。 

统计学分析：数据以x
_

±s表示，由第一作者应用

SPSS 16.0软件包行单因素方差分析，P < 0.05为差异

有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  体外培养神经干细胞的形态观察及鉴定   

细胞形态：培养2 d，细胞死亡较多，第4天在细胞悬

液中可见2~10个细胞组成的细胞团和一些分裂期细胞，

细胞处于对数生长期。细胞体积较大，透明，折光性强。

五六天，细胞团明显增大，细胞排列紧密，形成形状规

则的圆球形，悬浮生长。至1周左右培养液中肉眼可见

细沙粒状的颗粒，镜下见几十至百余个呈悬浮生长的神

经球，组成球的细胞大小基本一致，形态规则。传代后

细胞增殖旺盛。 

表面标志的表达：原代培养的细胞团经传代后再增殖

得到的大量神经球，呈 nestin免疫反应阳性，见图1，

表明分离培养得到的是神经干细胞。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

神经球经胎牛血清诱导24 h后大部分贴壁，细胞以神

经球为中心，向四周迁移，贴壁生长，相临细胞交互联接。 

2.2  神经干细胞趋化因子受体CCR2的表达 

细胞免疫荧光检测：纯化的胎鼠神经干细胞呈CCR2

阳性，主要表达于细胞核，空白对照组为阴性，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RT-PCR检测：RT-PCR琼脂糖凝胶电泳后出现   

233 bp特异性扩增条带，与预期趋化因子受体CCR2扩

增片段一致，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  以抗CCR2多克隆抗体与神经干细胞共培养过夜

后的重复实验结果  抗CCR2多克隆抗体可对抗MCP-1

Figure 1  Immunofluorescence results showed neural stem 
cells could express nestin (×200) 

图 1  免疫荧光结果示神经干细胞表达 nestin(×200) 

Figure 2  Positive expression of chemokine receptor CCR2 of 
neural stem cells (immunofluorescence staining, 
×200) 

图 2  神经干细胞趋化因子受体CCR2的阳性表达(细胞免疫
荧光染色，×200) 

1: RT-PCR products; 2: marker 

Figure 3  Expression of chemokine receptor CCR2 in neural 
stem cells detected by RT-PCR   

图 3  RT-PCR检测神经干细胞趋化因子受体 CCR2 的表达 

1                         2            

233 bp            
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对神经干细胞的迁移作用(图略)，与对照组比较差异无

显著性意义(P > 0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由表1可见，抗CCR2拮抗剂能明显抑制MCP-1对

神经干细胞的体外趋化迁移作用。 

2.4  MCP-1体外趋化神经干细胞迁移的作用及其特异

性检测  见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

与对照组(43.2±0.73) nm比较，加入50，100，200，

300，500 µg/L MCP-1后，神经干细胞迁移距离均明显增

加 (P < 0.05)，分别为 (98.9±2.95)， (149.6±4.16)，

(164.7±3.79)， (173.6±2.41)， (199.2±3.03)， (245.5±  

3.19) nm，最大迁移距离随趋化质量浓度增高而增加，

MCP-1最佳趋化质量浓度为500 µg/L，见图4。 

 

3  讨论 

 

趋化因子是指具有趋化作用的细胞因子，根据靠近分

子氨基端(N端)的前两个C间是否插入其他氨基酸，将它们

分为4个亚类：CXC、CC、CX3C和C类趋化因子
[18-19]

。

近年来研究表明，趋化因子不仅在保护宿主、炎症反应、

过敏反应，免疫细胞的发育、分化及免疫系统的自身稳定

等方面起作用，而且在肿瘤的形成及转移、中枢神经系统

神经网络的发育、损伤与疾病疾病的修复过程，心脑血管

系统疾病的修复过程等方面都发挥重要的作用
[20-22]

。 

MCP-1由Yoshimura于1989年首次从神经胶质瘤细

胞株的培养上清中成功分离纯化得到
[23]
，属β类趋化因

子，主要由星形胶质细胞、小胶质细胞和神经元表达。

CCR2是目前所知MCP-1的惟一受体
[24-25]

。Bemadani  

等
[26]
研究发现，在敲除MCP-1基因的颅脑损伤模型中，

神经干细胞向损伤处的迁移较对照组显著减少；而

MCP-1或CCR2基因敲除小鼠脑缺血后室管膜下区的神

经干细胞向缺血部位的定向迁移显著减少
[27]
。作者前期

研究已证明MCP-1在体外可趋化骨髓基质细胞迁移
[28]
，

并证实体外培养的神经干细胞可表达趋化因子MCP-1的

受体CCR2
[17]
。因此推测，MCP-1与其受体的相互作用

是趋化室管膜下区神经干细胞向损伤或者缺血部位迁移

的重要机制之一。但其在体内促进内源性神经干细胞的

增殖与迁移机制尚不清楚。 

为探讨MCP-1/CCR2通路是否参与神经干细胞体

外迁移，本实验首先通过细胞免疫荧光及RT-PCR的方

法证实神经干细胞表达趋化因子受体CCR2，然后通过

琼脂糖下细胞迁移实验证实趋化因子MCP-1体外可趋

化神经干细胞迁移，其趋化作用与浓度成正相关; 同时

还观察到兔抗CCR2多克隆抗体可对抗MCP-1的趋化迁

移作用，这从侧面证实了趋化因子 MCP-1对神经干细

胞体外趋化迁移的特异性。 

MCP-1/CCR2通路在体外可诱导神经干细胞迁移，

为进一步研究MCP-1/CCR2通路参与神经干细胞体内迁

移奠定基础。神经干细胞有自我更新及分化能力，并能

在体外培养条件下形成“神经球”，它可能为中枢神经系

Figure 4  Effect of different concentrations of monocyte 
chemoattractant protein 1 (MCP-1) on the migration 
of neural stem cells in vitro (×200) 

图 4  不同质量浓度单核细胞趋化蛋白 1 体外趋化神经干细
胞的迁移(×200) 

a: Control group 

b: 50 µg/L MCP-1 group 

c: 100 µg/L MCP-1 group 

d: 200 µg/L MCP-1 group 

e: 300 µg/L MCP-1 group 

f: 400 µg/L MCP-1 group 

g: 500 µg/L MCP-1 group 

表 1  抗 CCR2 多克隆抗体拮抗单核细胞趋化蛋白 1 对神经干
细胞体外迁移的作用 

Table 1  Anti-CCR2 polyclonal antibody could antagonize the 
effect of monocyte chemoattractant protein-1 on the 
migration of neural stem cells in vitro       (x

_

±s, nm) 

Times Control group Experimental group P 

1
st
  43.70±1.95 45.80±0.78 > 0.05 

2
nd

 44.10±2.00 48.00±1.65 > 0.05 

3
rd

  43.40±0.96 45.50±2.46 > 0.05 

4
th
  42.80±1.00 41.80±0.31 > 0.05 

5
th
  42.80±1.62 43.00±0.72 > 0.05 

6
th
 43.10±0.93 43.20±1.00 > 0.05 

 



 

董岳，等. 单核细胞趋化蛋白 1 与神经干细胞的体外迁移 

ISSN 1673-8225  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 4283 

www.CRTER.org 

统损伤，如脑缺血和缺氧的修复及帕金森病的治疗提供新

策略
[29-30]

，因此深入研究神经干细胞的特性，对提高其在

中枢神经系统疾病治疗与修复中的应用将取得重大进展。 
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