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文章亮点： 

实验以灵长类动物骨髓间充质干细胞为观察对象，以中国特色的中药成分隐丹参酮为成神经诱导剂，其

在诱导分化为神经元样细胞过程中存在凋亡现象，给予胶质细胞源性神经营养因子干预后可显著降低神

经元样细胞的凋亡水平。 
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摘要 

背景：鉴于骨髓间充质干细胞体外分化为神经样细胞的最终研究目的，是将诱导后的细胞移植入体内参

与损伤神经系统的修复过程，因此，保证移植细胞的活性显得十分重要。 

目的：探讨胶质细胞源性神经营养因子对隐丹参酮体外诱导猴骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞的

保护作用。 

方法：以隐丹参酮为诱导剂诱导第 8代猴骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞，应用流式细胞仪检测

不同时段诱导细胞的凋亡百分比(每间隔 0.5 h为 1组，共 12组)。选择细胞凋亡百分比较高的一个时段，

观察添加不同质量浓度胶质细胞源性神经营养因子(0-100 μg/L，共 11组)对诱导细胞凋亡的影响。  

结果与结论：诱导后细胞凋亡百分比逐渐升高，约 4 h时达到峰值，维持约 1 h后下降(P < 0.05)。 随

着胶质细胞源性神经营养因子质量浓度由 0 μg/L提高到 30 μg/L，细胞凋亡百分比逐渐下降(P < 0.05)，

当胶质细胞源性神经营养因子质量浓度超过 30 μg/L后，细胞凋亡水平受胶质细胞源性神经营养因子质

量浓度影响不再显著。结果可见胶质细胞源性神经营养因子在隐丹参酮体外诱导猴骨髓间充质干细胞分

化为神经元样细胞过程中具有保护作用。 
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Abstract 

BACKGROUND: The ultimate purpose for inducing the bone marrow mesenchymal stem cells to 

differentiate into neuron-like cells in vitro is to transplant the induced cells into the body and repair the 

damaged nervous system. So, it is important to ensure the activity of the transplanted cells.  

OBJECTIVE: To investigate the protective effect of glial cell line-derived neurotrophic factor on neuron-like 
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cells differentiated from mucaca multta bone marrow mesenchymal stem cells induced with cryptotanshinone in vitro. 

METHODS: The passage 8 mucaca multta bone marrow mesenchymal stem cells were induced with 

cryptotanshinone to differentiate into neuron-like cells, and the percentage of apoptosis of the induced cells at 

different time points after induction was detected with flow cytometry (0.5 hour was one group, a total of 12 hours). 

The period with higher apoptosis percentage was selected to observe the effect of different concentrations of glial 

cell line-derived neurotrophic factor (0-100 μg/L, totally eleven groups) on the apoptosis of the induced cells.  

RESULTS AND CONCLUSION: Cell apoptosis percentage after induction was increased gradually over time and 

reached a peak about 4 hours, and decreased after 1 hour (P < 0.05). Cell apoptosis percentage was decreased 

gradually when the concentration of glial cell line-derived neurotrophic factor increased from 0 μg/L to 30 μg/L 

(P < 0.05), and more remarkable change were not found when glial cell line-derived neurotrophic factor 

concentration reached 30 μg/L. The results show that glial cell line-derived neurotrophic factor has the protective 

effect on the neuron-like cells differentiated from mucaca multta bone marrow mesenchymal stem cells induced 

with cryptotanshinone in vitro. 

Key Words: stem cells; stem cells and traditional Chinese medicine; glial cell line-derived neurotrophic factor; 

cryptotanshinone; induction; differentiation; bone marrow mesenchymal stem cells; neuron-like cells; apoptosis; 

inducing agent; flow cytometry; mucaca multta; stem cell photographs-containing paper 
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0  引言 

 

骨髓间充质干细胞属于成体干细胞的一种，对于骨髓内环境的稳定具有重要的支持作用。

研究表明，骨髓间充质干细胞具有多胚层分化潜能
[1-3]
，体外可以诱导骨髓间充质干细胞定向分

化为神经元样细胞
[4-8]
，并且技术日趋成熟，为其治疗神经系统损伤性疾病的可能性提供了平台。

研究表明，隐丹参酮是骨髓间充质干细胞体外分化为神经元样细胞的有效诱导成分
[9-10]

，且无毒

副作用而备受关注。鉴于骨髓间充质干细胞体外分化为神经样细胞的最终研究目的，是要将诱

导后的细胞移植入体内参与损伤神经系统的修复过程，因此，保证移植细胞的活性显得十分重

要，否则不可能取得真正意义上的治疗效果。胶质细胞源性神经营养因子(glial cell line-derived 

neurotrophic factor，GDNF)具有促进多种神经元存活与分化的功能
[11-14]

，是一种重要的神经

保护因子。实验旨在研究隐丹参酮诱导骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞过程中胶质细

胞源性神经营养因子对诱导细胞的保护作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外观察。 

时间及地点：实验于2005年1月至2011年10月在中山大学中山医学院病理生理学教研室

及北京市垂杨柳医院病理科完成。 

材料： 

实验动物：健康恒河猴8只，雄性，二三岁龄，体质量3.0-4.0 kg，由华南灵长类动物研

究中心提供，动物许可证号：SCXK(粤)2004-0010。 

试剂及仪器：L-DMEM 培养基 (Gibco)，胎牛血清 (Hyclone)，Ficoll-Paque 分离液

(Pharmacia)，胰蛋白酶(上海生化试剂厂产品)，隐丹参酮(广州药检所)，胶质细胞源性神经

营养因子(Pepro Tech EC Ltd.)，碘化丙啶(Sigma)，倒置相差显微镜(Olympus)，FACSCalibur 

流式细胞仪(BD)。 

实验方法： 

猴骨髓间充质干细胞的分离、培养及扩增：将猴用盐酸氯胺酮注射液按10 mg/kg肌注麻醉 
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Pcnt=(subG1/subG1+G0G1)% 

后，俯卧于手术操作台上，四肢固定。选取髂前上嵴为

穿刺部位，然后在该部位剪毛，皮肤消毒，铺无菌洞巾。

12号骨穿针穿刺进入骨髓腔，用10 mL注射器抽取1 mL

生理盐水(内含肝素 120 U)，反复抽吸针管湿润注射器管

壁，缓慢抽取骨髓约 5 mL，同时适当振荡针管。将获取

的骨髓转入离心管，1 000 r/min (离心半径 13.5 cm)离心

5 min，弃上清及脂肪层，细胞沉淀用 2 倍体积的

L-DMEM 培养液充分混匀，用吸管轻轻叠加到密度为

1.073 g/mL的 Ficoll-Paque分离液上(细胞悬液与分离

液体积比为 2∶3)，2 000 r/min(离心半径 13.5 cm)离心

25 min，小心吸取界面层的单核细胞，然后用 L-DMEM

培养液洗涤 3次。细胞计数，用 L-DMEM(含体积分数为

15%胎牛血清)完全培养液调整细胞浓度为 1×10
9
 L
-1
，接

种于 25 mL培养瓶，置于 37 ℃，体积分数为 5%CO2、

饱和湿度的培养箱中培养。3 d 或 4 d 首次换液，以后

每隔 2 d 或 3 d 换液 1 次，倒置相差显微镜下逐日观察

细胞形态、贴壁及生长情况。 

猴骨髓间充质干细胞的传代培养：当原代细胞融合度达

80%时，用 0.25%胰酶消化液(含 1 mmol/L 的 EDTA)

消化，1 000 r/min(离心半径 13.5 cm)离心 5 min，弃去

上清，细胞沉淀按 1∶2 传代。待第 1 代细胞融合度达

80%时，按上述方法 1∶2 传代，第 3代以后按 1∶3 传

代，第 5代以后按 1∶5传代。 

猴骨髓间充质干细胞诱导分化为神经元样细胞及凋亡检

测：将融合后的第 7 代猴骨髓间充质干细胞消化后，按

1∶5传代，待细胞融合度达到 80%时，去除原培养液，

PBS洗 2次，加入成神经诱导液(含隐丹参酮 20 mg/L的

无血清 L-DMEM培养基)，显微镜下观察细胞形态变化。

按诱导时间分为 12组(每间隔 0.5 h为 1组，n=16)，分

别消化计数，使细胞数>1.0×10
9
 L
-1
，离心，去除上清至

0.1 mL左右；轻轻悬浮细胞，缓慢滴加-20 ℃预冷的2 mL

体积分数为 70%乙醇固定，尽可能使细胞分散，置于  

-20 ℃过夜；离心，去上清，加入 1 mL染色液(2 g/L碘

化丙啶 200 μL，10 g/L RNaseA 500 μL，用含 Ca
+
、Mg

+

的 PBS稀释至 10 mL)，37 ℃孵育 30 min；用流式细胞

仪进行检测，计算反应细胞凋亡水平的凋亡百分比

(Pcnt)。 

 

 

其中，subG1期为亚二倍体，是细胞凋亡的特征之一；

G0 期为暂时离开细胞周期，停止细胞分裂，去执行一定

生物学功能的细胞所处的时期；G1期为 DNA合成前期。 

根据凋亡检测结果，在凋亡水平较高的时段，按添

加胶质细胞源性神经营养因子的质量浓度(0 μg/L 逐渐

增加至 100 μg/L)再分为 11 组(n=16)，按照上述方法于

干预 4 h 后检测凋亡率。 

主要观察指标：细胞形态，细胞凋亡率。 

统计学分析：所得数据应用 SPSS 11.0 统计软件采

用单因素方差分析处理，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  猴骨髓间充质干细胞的分离、培养及扩增  细胞接

种24 h后，出现部分细胞贴壁生长现象， 72 h后首次

进行全培养液更换，首次换液后24-48 h可观察到贴壁

细胞数量明显增加，细胞呈长梭形，细胞集落相互连接，

见图1。12 d左右，细胞集落达到80%融合度，主要呈

漩涡状生长方式。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第8代细胞仍然保持着与原代细胞相同的特性，克

隆性生长，呈成纤维细胞形态，漩涡状排列，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  猴骨髓间充质干细胞诱导分化为神经元样细胞  隐

图 1  原代培养的猴骨髓间充质干细胞呈长梭形，呈流水样、

巢状排列(×100) 

Figure 1  Primary cultured mucaca multta bone marrow 

mesenchymal stem cells showed long 

spindle-shaped appearance and nest-like 

arrangement (×100) 

 

图 2  第 8代培养的猴骨髓间充质干细胞形态及排列结构仍

保持了原代骨髓间充质干细胞的特征(×100) 

Figure 2  Passage 8 mucaca multta bone marrow 

mesenchymal stem cells showed similar feature to 

primary cells (×100) 
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丹参酮诱导后10 min，猴骨髓间充质干细胞形态即发生

变化，0.5 h后变化开始显著：胞体逐渐变化为锥体形，

并形成轴突、树突样结构，突起相互连接形成网络样形

态，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  猴骨髓间充质干细胞凋亡率  猴骨髓间充质干细

胞凋亡水平随着诱导时间延长而逐渐升高，4 h时达到

峰值(P < 0.05)，持续约1 h后下降，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

细胞凋亡水平随着胶质细胞源性神经营养因子浓

度增加而降低(P < 0.05)，当胶质细胞源性神经营养因

子质量浓度>30 μg/L时，并不能够进一步显著降低凋亡

水平，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

骨髓间充质干细胞是从骨髓中分离出的一种非造

血类成体干细胞，具有易于获取，易于培养与扩增，免

疫原性弱，能够整合外源性基因等优点
[15-22]

，并且具有

多胚层分化能力，能够分化为多种神经细胞，使其成为

细胞移植治疗中枢系统损伤性疾病的理想材料
[23-28]

，在

应用上的优势甚至超过了神经干细胞。 

 

研究表明，骨髓间充质干细胞可以通过血脑屏障，

在脑组织内分化为神经元和神经胶质细胞，并能够促进

神经功能的恢复
[29]
。然而这种体内自然诱导方式具有很

大的不确定性，移植治疗的效果并不十分乐观，甚至有

形成肿瘤的风险性。因此，目前研究的热点之一为体外

诱导骨髓间充质干细胞分化为神经细胞，而后再进行移

植，这种策略目的明确，可能更有利于促进中枢神经系

统功能的有效恢复。体外诱导骨髓间充质干细胞分化为

神经细胞的方法很多，并且日益成熟，主要包括细胞因

子诱导、中药成分诱导、细胞共培养诱导及提高细胞内

环磷腺苷诱导等4类
[30-34]

。 

 

实验中采用了隐丹参酮作为体外诱导剂，隐丹参酮

是从唇形科植物丹参的干燥根及根茎中提取的二萜醌

表 1  含隐丹参酮的成神经诱导液诱导后不同时段猴骨髓间充

质干细胞凋亡率 

Table 1  The apoptosis rate of mucaca multta bone marrow 

mesenchymal stem cells at different time points after 

induction with cryptotanshinone-containing neural 

induction medium                    (x
_

±s, n=16, %) 

单因素方差分析，4 h组，4.5 h组，5 h 组与其他各组两两比较，P < 0.05。 

注：猴骨髓间充质干细胞凋亡水平随着诱导时间延长而逐渐升高，4 h时

达到峰值，持续约 1 h后下降。 

 

诱导时间(h) 凋亡率 

0 0.56±0.26 

0.5 1.56±0.40 

1.0 2.68±0.35 

1.5 3.03±0.31 

2.0 5.56±0.48 

2.5 6.05±0.38 

3.0 7.14±0.38 

3.5 7.73±0.41 

4.0 9.02±0.85 

4.5 8.66±0.56 

5.0 8.62±0.56 

6.0 6.16±0.79 

 

图 3  猴骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞，胞体转变

为椎体型，轴突及树突样结构形成并互相连接(×200) 

Figure 3  Mucaca multta bone marrow mesenchymal stem 

cells could differentiate into neuron-like cells, and the 

cells showed cone-shaped appearance with  

axon-like and dendrite-like structure (×200) 

 

表 2  不同质量浓度胶质细胞源性神经营养因子对隐丹参酮诱

导后猴骨髓间充质干细胞凋亡率的影响 

Table 2  Effects of glial cell line-derived neurotrophic factor with 

different concentrations on the apoptosis rate of 

mucaca multta bone marrow mesenchymal stem cells 

after induced with cryptotanshinone    (x
_

±s, n=16, %) 

单因素方差分析，0 μg/L组与其他各组两两比较，P < 0.05。 

注：细胞凋亡水平随着胶质细胞源性神经营养因子浓度增加而降低，当质

量浓度>30 μg/L时，增加胶质细胞源性神经营养因子质量浓度并不能够进

一步显著降低凋亡水平。 

 

胶质细胞源性神经营养因子质量浓度 (μg/L) 凋亡率 

0 9.02±0.85 

1 7.78±0.36 

3 7.48±0.42 

5 6.85±0.77 

10 6.07±0.57 

15 5.61±0.42 

20 4.90±0.72 

30 4.15±0.46 

40 4.11±0.35 

50 4.08±0.34 

100 4.06±0.32 
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类有效单体，具有抗氧化、抗衰老的药理作用，相关研

究表明，隐丹参酮是一种骨髓间充质干细胞体外分化为

神经元样细胞的有效诱导成分，并且不存在毒副作用，

是一种理想的骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞

的诱导剂。 

 

在实验中，随着诱导时间的延长，细胞的凋亡水

平在一定时段内是逐渐上升的，约4 h时达到凋亡峰值，

而后不再升高甚至下降。这种现象表明，体外诱导骨

髓间充质干细胞分化为神经元样细胞过程中是存在凋

亡现象的，可能与细胞类型转换，而微环境不能提供

相应的支持营养物质有关，多种信号转导途径可能参

与了这一过程；随着诱导时间的增加，骨髓间充质干

细胞分化为神经元样细胞的比例增加，因而凋亡水平

也在不断上升；而后期出现凋亡水平下降的现象可能

是由于长时间缺乏营养支持，此时细胞出现坏死，而

不再以凋亡的方式为主。为了有效使用诱导后神经细

胞进行移植以达到治疗效果，防止移植细胞发生凋亡

是一个重要的环节。研究表明，通过上调抗凋亡基因

Bcl-xL，可以延长移植细胞的存活期，Bcl-xL是Bcl-2

家族抗凋亡能力最强的分子之一
[35]
。胶质细胞源性神

经营养因子属于β2转化生长因子超家族的成员，对于

多种神经元，包括多巴胺能神经元和运动神经元都有

着较强的促存活和修复作用。研究表明，胶质细胞源

性神经营养因子能够增强大鼠脊髓运动神经元Bcl-2表

达，减少神经元凋亡，可能与胶质细胞源性神经营养

因子和膜受体结合有关，可以激活一系列胞内反应，

上调Bcl-2基因的表达
[36]
。在实验中，通过添加胶质细

胞源性神经营养因子，可以显著降低诱导后神经元样

细胞的凋亡水平，并且作用强度在一定范围内随着浓

度的升高而增强，当胶质细胞源性神经营养因子质量

浓度超过30 μg/L后，作用强度不再随着质量浓度的进

一步提高而显著变化，可能与胶质细胞源性神经营养

因子和膜受体的结合位点已饱和有关。 

 

总之，当体外诱导骨髓间充质干细胞分化为神经细

胞移植治疗中枢神经系统损伤性疾病时，既要保证诱导

的效果，又要考虑到移植细胞的活性，二者综合考虑找

到最佳的诱导移植时间点，才有可能保证移植取得更佳

的效果。 
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