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文章亮点： 

1 在不同的诱导方法下获得的神经元样细胞移植治疗脊髓损伤的疗效是否有差异，目前尚无可靠的报道。 

2 课题分别采用了化学和生物两种诱导方法中比较公认的诱导剂，将骨髓间充质干细胞诱导成为神经元

样细胞后移植入大鼠模型的脊髓损伤部位，通过对脊髓损伤大鼠模型的行为学观察和比较脊髓的组织学

变化，最终确定了两种方法诱导所获得的神经元样细胞在治疗脊髓损伤疗效上的优劣。 

3 实验数据再次证实：骨髓间充质干细胞采用生物诱导分化为神经元样细胞治疗脊髓损伤有效，且相对

于化学诱导剂，生物诱导剂无毒无害，增加了细胞移植的安全性。 
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文章 
 
摘要 

背景：骨髓间充质干细胞诱导成为神经元样细胞移植治疗脊髓损伤已被证实有效，但不同诱导方法之间

的差别尚无报道。 

目的：通过对脊髓损伤模型大鼠的行为对比及生化指标的检测，观察采用不同诱导方法将骨髓间充质干

细胞诱导分化为神经元样细胞后移植对脊髓损伤疗效的差别。 

方法：取 4 周龄雄性 Wistar 大鼠骨髓分离培养骨髓间充质干细胞，对第 3 代骨髓间充质干细胞分别进

行化学诱导和生物因子诱导后，收集备用。8 周龄雄性 Wistar 大鼠 48 只，采用脊髓半横切法建立大鼠

的脊髓损伤模型，随机分为 4 组：1 周后骨髓间充质干细胞组损伤部位局部注射第 3 代骨髓间充质干细

胞，化学诱导组局部注射化学诱导成的神经元样细胞，生物诱导组局部注射生物诱导成的神经元样细胞，

DMEM 培养液组局部注射细胞培养液。对 48 只大鼠脊髓损伤模型分别于伤后 1，2，3，4，6，8，10，
12 周进行 BBB 评分，并于第 12 周末对损伤部位进行取材做组织切片，观察脊髓损伤的修复情况。 

结果与结论：模型建立后 12 周，骨髓间充质干细胞组、化学诱导组和生物诱导组大鼠后肢功能恢复明

显优于DMEM培养液组(P < 0.05)，骨髓间充质干细胞组和化学诱导组功能恢复无明显差别(P=0.436 3)，
生物诱导组恢复效果好于前 2 组(P < 0.05)。生物诱导组大鼠运动功能持续恢复显著好于其他 3 组。脊

髓组织切片苏木精-伊红染色显示骨髓间充质干细胞组和化学诱导组近似，脊髓胶质细胞增生，神经元

样细胞崩解、空洞形成少于 DMEM 培养液组，生物诱导组神经损伤修复效果最佳。提示化学诱导后的

骨髓间充质干细胞与未经过诱导的骨髓间充质干细胞在修复神经损伤的效果上没有明显差别；而经过生

物诱导的骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞后移植治疗脊髓损伤的疗效明显优于未经诱导和化学

诱导的骨髓间充质干细胞移植的疗效。 
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Abstract 

BACKGROUND: The therapeutic effects of transplantation of neuron-like cells from bone marrow mesenchymal 
stem cells in the treatment of spinal cord injury have been confirmed. Howver, the efficiency differences among 
different methods of inducing neuron-like cell differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells remain 
poorly understood.  

OBJECTIVE: After behavioral observation and biochemical index measurements of spinal cord injury rat models, 
the curative effects of transplantation of neuron-like cells induced by different methods from bone marrow 
mesenchymal stem cells in the treatment of spinal cord injury were investigated.  

METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells were isolated from 4-week-old male Wistar rats. Passage 3 
bone marrow mesenchymal stem cells were induced by chemical methods and biological factors for later use. 
Spinal cord injury was induced in 48 male Wistar rats aged 8 weeks by spinal cord hemisection method. Then the 
rats were randomly divided into four groups: bone marrow mesenchymal stem cells, chemically-induced, 
biological factor-induced and Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM) groups, in which, passage 3 bone 
marrow mesenchymal stem cells, chemically-induced or biological factor-induced, or DMEM-treated bone marrow 
mesenchymal stem cells were injected into the injury region 1 week later, respectively. All 48 spinal cord injury 
rats were scored by the Basso, Beattie and Bresnahan locomotor rating scale at various time points (1, 2, 3, 4, 6, 
8, 10, 12 weeks after injury). At the end of 12 weeks after injury, tissue sections from the injury region were 
prepared for observation of repair of spinal cord injury.  

RESULTS AND CONCLUSION: At 12 weeks after spinal cord injury induction, recovery of hindlimb motor functions 
was superior in the bone marrow mesenchymal stem cells, chemically-induced, biological factor-induced groups to 
that in the DMEM group (P < 0.05). There was no obvious difference in recovery of hindlimb motor function between 
bone marrow mesenchymal stem cells group and chemically-induced group (P = 0.436 3), and the hindlimb motor 
function recovery was better in the biological factor-induced group than that in the bone marrow mesenchymal stem 
cells group and chemically-induced group (P < 0.05). The motor function recovery was superior in the biological 
factor-induced group to that in the other three groups. Hematoxylin-eosin staining results demonstrated that bone 
marrow mesenchymal stem cells group and chemically-induced group showed similar outcomes: glial cells 
proliferation, neuron-like cell disruption and cavitation. The biological factor-induced group yielded best recovery of 
hindlimb motor function. These findings indicate that in the treatment of spinal cord injury by cell transplantation, 
chemically-induced and non-induced bone marrow mesenchymal stem cells have no obvious difference, while 
biological factor-induced bone marrow mesenchymal stem cells exhibit better therapeutic effects than non-induced 
and chemically-induced bone marrow mesenchymal stem cells.  

Key Words: stem cells; stem cell transplantation; spinal cord injury; cell transplantation; induced differentiation; 
biological induction; chemical inducation; provincial grants-supported paper; stem cell photographs-containing 
paper 
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0  引言 

 
骨髓间充质干细胞是具有多向分化潜能的干细胞，研究证实，骨髓间充质干细胞移植用于

治疗脊髓损伤是可行的方法，但单纯的骨髓间充质干细胞移植治疗脊髓损伤疗效有限[1]，因此

骨髓间充质干细胞定向诱导分化为神经元样细胞后移植治疗脊髓损伤有重要研究价值。诱导方

法有多种，但不同诱导剂定向诱导的骨髓间充质干细胞移植后，对脊髓损伤的疗效有何差异尚

无报道。以此为该课题立项依据，设计大鼠脊髓损伤模型，研究不同诱导剂对骨髓间充质干细

胞诱导分化为神经元样细胞移植治疗脊髓损伤的效果，为临床治疗脊髓损伤提供理论依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 
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时间及地点：实验于2011年11月至2012年7月在山

东大学附属省立医院中心实验室完成，实验室生物安全

防护水平BSL-3，为省部级重点实验室。 

材料： 

实验动物：4周龄雄性Wistar大鼠6只，平均体质量

110 g，用于提取骨髓间充质干细胞。8周龄雄性Wistar

大鼠48只，平均体质量314 g，用于构建脊髓损伤的动

物模型。实验动物由山东大学试验动物中心提供，动物

许可证号SCXK(鲁)20090001，等级SPF。实验中对动

物的处理符合动物伦理学要求。 

骨髓间充质干细胞诱导成神经元样细胞后移植治疗大鼠

脊髓损伤所需试剂： 

Main experimental reagents: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

骨髓间充质干细胞的分离培养：根据文献[2]提取骨髓

间充质干细胞，以1×1010 L-1细胞浓度接种于培养瓶，

每个培养瓶加全培养液5 mL，于37 ℃，体积分数5%CO2

的恒温培养箱中静置3 d，首次半量换液，以后每3 d换

液1次。12-14 d细胞铺满80%瓶底后以1∶3比例传代。

每天用倒置显微镜观察细胞生长情况。 

骨髓间充质干细胞的鉴定：收集第3代骨髓间充质干细

胞，采用免疫细胞化学法进行表型CD34和CD44的鉴

定：以1×108 L-1细胞浓度接种于带有多聚赖氨酸预处理

的玻片的六孔板中，每孔全培养液4 mL，置于37 ℃，

体积分数5%CO2的恒温培养箱中培养；3 d后，将贴附

有细胞的玻片用PBS冲洗，体积分数95%乙醇固定，体

积分数3%过氧化氢阻断内源性过氧化物酶活性，山羊

血清封闭15 min，一抗(CD34和CD44抗体)4 ℃孵育过

夜，PBS冲洗，生物素标记二抗孵育15 min，PBS冲洗，

辣根过氧化物酶链霉卵白素工作液37 ℃孵育30 min，

PBS冲洗，DAB显色，苏木精复染，乙醇梯度脱水，中

性树胶封固，镜下观察。 

骨髓间充质干细胞定向诱导成为神经元样细胞：收集第3

代骨髓间充质干细胞用普通培养液混悬，以1×107 L-1接

种于培养瓶中，约48 h后细胞覆盖瓶底接近70%时，更

换诱导培养液。化学诱导剂组培养液组成[3]：80%DMEM 

(dulbecco’s modified eagle medium)、体积分数20%胎

牛血清、1 mmol/L BME(β-mercaptoethanol)进行预诱

导，24 h后更换诱导培养液，组成为含2%二甲基亚砜、

200 μmol/L BHA(butylated hydroxyanizole)的 DMEM

培养液，诱导24 h。生物诱导剂组培养液组成为[4]：体积

分数10%胎牛血清、90%DMEM、表皮生长因子20 μg/L、

碱性成纤维细胞生长因子20 μg/L、神经生长因子      

20 μg/L，诱导时间为9 d[5]。 

诱导成的神经元样细胞的鉴定：诱导过程中，倒置相差

显微镜观察细胞形态的变化。诱导完成后，采用细胞免疫

化学法(步骤同骨髓间充质干细胞的鉴定)和PCR法鉴定

诱导成的神经元样细胞。PCR法步骤：收集经过诱导的

细胞和培养的神经胶质细胞(作为对照)提取总RNA，吸除

培养液，PBS清洗2次，加入4 mL的RNAiso Reagent，

静置5 min，加入1/5体积的氯仿，混匀后500 r/min离心  

15 min，上清液中加入等体积的异丙醇，室温静置10 min，

500 r/min离心10 min，离心半径138 mm，体积分数75%

的乙醇洗涤沉淀，溶于适量的DEPC处理水。严格按照试

剂盒说明书添加试剂，94 ℃预温5 min，94  30 ℃ s、52  ℃

30 s、72  1 min℃ 共30个循环。对PCR产物进行琼脂糖

凝胶电泳分析，每个加样孔分别加5 μL DL500的Marker，

神经元特异性烯醇化酶、胶质纤维酸性蛋白、神经丝蛋白

和β-actin的PCR产物。实验所有引物均由Primer3程序设

计，由BLAST(PubMed)鉴定确认，最后由上海生工生物

有限公司合成。 

脊髓损伤动物模型的建立及分组：选择8周龄雄性Wistar

大鼠48只，实验室饲养1周后，建立大鼠脊髓损伤模型[6]。

用体积分数10%水合氯醛300 mg/kg腹腔注射麻醉；俯

卧位固定在手术台上，常规备皮、消毒；在T10棘突处标

记皮肤，沿后正中线切开背部皮肤及皮下组织，切口长

约3.0 cm，剥离椎旁肌并向两侧牵开，显露T9-T10棘突及

椎板，用大鼠椎板钳咬除T9棘突、T10棘突及椎板，显露

硬膜；剪开硬膜，用磨尖的虹膜刀迅速切断右半侧脊髓；

青庆大霉素盐水冲洗伤口，逐层缝合组织。以右后肢及尾

无活动、针刺皮肤无反应为造模成功标准。期间死亡3只，

立即补充。早晚各挤尿1次，直至恢复自主排尿。 

试剂 来源 

DMEM 低糖培养基、胎牛血清、 
胰蛋白酶、二甲基亚砜、 
BHA(butylated hydroxyanizole)、 
BME(β-mercaptoethanol) 

表皮生长因子、碱性成纤维细胞 
生长因子、神经生长因子 

免疫细胞化学试剂盒、β-actin 
兔抗大鼠神经元特异性烯醇化酶、 

胶质纤维酸性蛋白、 
神经丝蛋白 

superRTcDNA KIT 试剂盒(CW0741)、
2xTAP MASTERMIX 试剂盒 
(CW0716) 

Trizol 试剂 
神经胶质细胞  

Gibco 公司，美国 
 
 
 
武汉海特生物制药 

有限公司，中国 
中衫金桥生物公司，中国 
武汉博士德生物公司，中国

 
 
康为世纪生物公司，中国 
 
 
大连宝生物公司，中国 
山东大学附属省立医院 
中心实验室 
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细胞移植：将动物模型随机分为4组，每组各12只。

损伤1周后分别再次手术[7]，显露出脊髓损伤区域，骨髓

间充质干细胞组用微量注射器自损伤处中心上下1 mm

分别缓慢注入10 μL(1×1013 L-1)的第3代骨髓间充质干

细胞悬液[8]，化学诱导组注入10 μL(1×1013 L-1)经化学诱

导分化的细胞悬液，生物诱导组注入10 μL(1×1013 L-1)经

生物诱导分化的细胞悬液，DMEM培养液组注入10 μL 

DMEM培养液。3 min内注射完毕，留针5 min，逐层缝

合伤口。各组动物术后均置于普通鼠笼喂养。观察到自

主排尿，不必人工挤尿。 

动物模型行为学评分：采用Basso-Beattle-Bresnahan 

(BBB)运动功能评分法[9]，于造模后1周(细胞移植后)、2，

3，4，6，8，10及12周对各大鼠模型右后肢及尾进行

盲法评分。 

组织切片与染色：细胞移植后12周，将4组大鼠全部处

死，取损伤处脊髓组织，40 g/L多聚甲醛固定，常规脱

水，石蜡包埋后5 μm连续切片，进行苏木精-伊红染色

观察。 

主要观察指标：观察脊髓组织的白质灰质结构分界清

晰与否及存在的空洞情况，神经元细胞及胶质细胞形态。 

统计学分析：计量资料用x
_

±s表示，由第一作者采

用SPSS 17.0统计学软件进行数据分析，多组间均数差

异比较采用单因素方差分析，两组间均数比较采用

LSD-t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  实验选用Wistar大鼠48只，分

为4组，实验过程无脱失，全部进入结果分析。 

 

2.2  骨髓间充质干细胞的鉴定  见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

培养纯化的第3代骨髓间充质干细胞以1×108 L-1浓

度接种，在第1，3，5，7，9天分别测得MTT实验的平

均值为0.153 3，0.218 1，0.330 4，0.493 5，0.650 8。

绘制成细胞生长曲线，符合干细胞增殖规律。 

 

在倒置像差显微镜下，逐日观察骨髓间充质干细

胞，开始细胞呈散在集落，第7天时可见呈簇状分布的

梭形细胞聚集，第12天时可见梭形细胞呈旋涡状铺满瓶

底。见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

细胞免疫化学染色在显微镜下可以见到CD44呈阳

性反应，整个细胞呈棕黄色；而CD34呈阴性反应，细

胞没有着色。符合骨髓间充质干细胞表面特异性标志的

特点[10]。见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  骨髓间充质干细胞来源的神经元样细胞的鉴定 
细胞形态学观察：在诱导培养基条件下，持续镜下观

察细胞形态的变化。化学诱导组：预诱导24 h后，细胞

形态改变不明显；正式诱导12 h后，细胞形态发生明显

图 1  培养纯化的第3代大鼠骨髓间充质干细胞的生长曲线图

Figure 1  Growth curves of passage 3 bone marrow 
mesenchymal stem cells after culture and purification
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注：培养的第 3 代骨髓间充质干细胞符合干细胞增殖规律。

A：第 7 天时可见呈簇状分布的

梭形细胞聚集 

图 2  倒置相差显微镜下观察大鼠骨髓间充质干细胞增殖情

况(×100) 

Figure 2  Rat bone marrow mesenchymal stem cell 
proliferation under inverted phrase microscope 
(×100) 

B：第 12 天时可见梭形细胞呈

旋涡状铺满瓶底 

A：CD34 呈阴性反应 

图 3  第 3 代大鼠骨髓间充质干细胞免疫细胞化学染色

CD34、CD44 表达(×100) 

Figure 3  CD34, CD44 expression in passage 3 bone marrow 
mesenchymal stem cells as detected by 
immunocytochemical staining (×100) 

B：CD44 呈阳性反应 
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改变，胞体变圆、变小，折光性增强，多个突起产生，

24 h后，有长的类似轴突的结构出现。生物诱导组：开

始诱导后3 d，细胞由原来的长梭形逐渐变为三角形、

多边形；5 d后，大部分细胞胞体收缩，折光性增强，

有多个长的突起形成；9 d时，细胞胞体变圆，有数个

突起，具有长的轴突样结构，交织成网状，神经元样细

胞的形态显现。见图4。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

免疫细胞化学法鉴定：化学诱导组和生物诱导组细胞，

免疫细胞化学染色结果相似，显示神经元特异性烯醇化

酶和神经丝蛋白表达阳性，而胶质纤维酸性蛋白表达为

阴性。说明骨髓间充质干细胞经过两种诱导方法所获得

的细胞都表达了神经元样细胞的特异性蛋白。见图5。 

 

PCR检测：化学诱导组和生物诱导组细胞，PCR结

果相似，神经元特异性烯醇化酶、神经丝蛋白在电泳图

像中表现为阳性，胶质纤维酸性蛋白为阴性。以神经胶

质细胞作为对照，其神经元特异性烯醇化酶、胶质纤维

酸性蛋白、神经丝蛋白在电泳图像中均为阳性表达。说

明骨髓间充质干细胞经过两种诱导方法定向诱导所获

得的细胞在基因水平上表现了神经元样细胞的特异性。

见图6。 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  动物模型行为学评分  造模前，各大鼠活动正常，

BBB评分21分[9，11]。造模后表现右后肢及尾无活动，针

刺皮肤无反应，排尿障碍，排便未观察到明显异常。伤

图 4  大鼠骨髓间充质干细胞在生物诱导和化学诱导条件下

细胞形态变化(×100) 

Figure 4  Morphological changes of biological factor-induced 
and chemically-induced rat bone marrow 
mesenchymal stem cells (×100) 

生物诱导组 

注：化学诱导组预诱导 24 h 后，有长的类似轴突的结构出现；

生物诱导组诱导 9 d 时，具有长的轴突样结构，神经元样细胞

的形态显现。 

化学诱导组 

图 5  大鼠骨髓间充质干细胞在生物诱导和化学诱导后细胞

免疫化学结果(×400) 

Figure 5  Immunocytochemical staining of biological 
factor-induced and chemically-induced rat bone 
marrow mesenchymal stem cells (×400) 

生物诱导组 

注：说明骨髓间充质干细胞经过两种诱导方法所获得的细胞都

表达了神经元样细胞的特异性蛋白。 

化学诱导组 

注：骨髓间充质干细胞经过两种诱导方法定向诱导所获得的细胞

在基因水平上表现了神经元样细胞的特异性。  

图 6  诱导成的神经元样细胞和神经胶质细胞神经元特异性

烯醇化酶、胶质纤维酸性蛋白(GFAP)、神经丝蛋白

(NF200)表达 

Figure 6  Neuron specific enolase, glial fibrillary acidic protein 
and neurofilament protein expression in neuron-like 
cells  

NSE   GFAP  NF200    NSE    GFAP  NF200   NSE   GFAP   NF200 

化学诱导组 生物诱导组 神经胶质细胞
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表 1  脊髓损伤模型建立后，根据 BBB 评分系统记录各组大鼠

BBB 评分 

Table 1  The Basso, Beattie and Bresnahan (BBB) locomotor 
rating scale results after spinal cord injury induction in 
rats                                  (x

_

±s, n=12)

与 DMEM 培养液组比较，aP < 0.05；与髓间充质干细胞组、化学诱导组比

较，bP < 0.05；与伤后 6 周比较，cP < 0.05。 

注：生物诱导组大鼠运动功能持续恢复至 10 周，显著好于其他 3 组；DMEM

培养液组大鼠运动功能恢复最差。 

伤后 
骨髓间充质 
干细胞组 

化学诱导组 生物诱导组 DMEM 培养液组

 
1 周 
2 周 
3 周 
4 周 
6 周 
8 周 

10 周 
12 周 

 
0.42±0.51 
1.17±0.39 
2.25±0.45 
5.75±0.45 
8.08±0.51 
8.25±0.20 
8.42±0.27 

 8.42±0.27a 

 
0.42±0.51 
1.18±0.33 
2.33±0.24 
5.83±0.33 
8.00±0.18 
8.33±0.24 
8.50±0.27 

 8.58±0.27a 

 
0.42±0.51 
1.25±0.45 
2.67±0.49 
6.25±0.62 

10.853±0.71 
13.92±0.27 
14.67±0.42 
14.67±0.42abc 

 
0.42±0.51 
1.17±0.39 
2.00±0.43 
3.92±0.51 
4.17±0.15 
4.17±0.15 
4.17±0.15 
4.17±0.15 

后1-12周BBB评分见表1。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

伤后1-4周：伤后1周，针刺右后肢皮肤有回缩反应，

伤后2周偶见髋关节活动，伤后3周髋膝关节皆有活动。

伤后4周，骨髓间充质干细胞组和化学诱导组可见到后

肢三关节活动，而DMEM培养液组踝关节未见活动。 

 

伤后6周：骨髓间充质干细胞组和化学诱导组见掌面

非承重着地，生物诱导组掌面承重着地，但后肢活动不

协调，DMEM培养液组较前恢复不明显。 

 

伤后8周：骨髓间充质干细胞组和化学诱导组见掌面

承重着地，但活动不协调，生物诱导组有持续性掌面承

重移动和前后肢协调动作，常见掌面移动，持续型前后

肢协调动作，偶有爪背侧移动，DMEM培养液组无继续

恢复。 

 

伤后10周：骨髓间充质干细胞组、化学诱导组、生

物诱导组3组较前略有恢复但不明显，DMEM培养液组

无继续恢复。伤后12周，4组均无继续恢复，骨髓间充

质干细胞组、化学诱导组与DMEM培养液组比较差异

有显著性意义(t=22.81/23.70，P < 0.05)；生物诱导组

与骨髓间充质干细胞组、化学诱导组比较差异有显著

性意义(t=26.08/25.38，P < 0.05)；化学诱导组与骨髓

间充质干细胞组比较差异无显著意义 (t=0.792 8，

P=0.436 3)。 

在伤后的前4-6周，随着损伤部位水肿和炎症的消

退及周围轻度受损神经元的恢复，部分神经传导重新建

立，模型动物的运动功能也部分恢复。6周后，DMEM

培养液组功能再无继续恢复；骨髓间充质干细胞组和化

学诱导组继续恢复但不明显，伤后12周与伤后6周比较差

异无显著性意义(t=1.586/3.023，P=0.127 1/0.063 0)；

生物诱导组继续恢复至10周，且恢复明显，伤后12周与

伤后6周比较差异有显著意义(t=13.70，P < 0.05)。见表

1。 

 

脊髓切片苏木精-伊红染色：见图7。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

损伤12周后损伤部位脊髓切片苏木精-伊红染色显

示DMEM培养液组脊髓灰质与白质分界不清，结构混

乱，且有较多大的坏死空洞存在，神经元样细胞崩解广

泛，胶质细胞增生不明显。骨髓间充质干细胞组与化学

诱导组相似，灰质与白质分界清楚，坏死空洞较DMEM

培养液组小且少，神经元样细胞崩解较DMEM培养液组

轻，胶质细胞增生。说明骨髓间充质干细胞组和化学诱

图 7  脊髓损伤 12 周骨髓间充质干细胞组、化学诱导组、生

物诱导组及 DMEM 培养液组损伤部位切片观察(苏木

精-伊红染色，×400) 

Figure 7  Hematoxylin-eosin staining results of spinal cord 
injury sections harvested from bone marrow 
mesenchymal stem cells, chemically-induced, 
biological factor-induced and Dulbecco's modified 
Eagle’s medium groups at 12 wk after spinal cord 
injury (×400) 

注：说明生物诱导组脊髓损伤后，较快的进入恢复期，且神经

恢复程度高于骨髓间充质干细胞组、化学诱导组和 DMEM 培

养液组。 

A：骨髓间充质干细胞组 B：化学诱导组 

C：生物诱导组 D：DMEM 培养液组 
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导组功能恢复较DMEM培养液组好。生物诱导组脊髓结

构清晰，坏死空洞较其他3组都少，胶质细胞增生明显，

神经元样细胞崩解少。说明生物诱导组脊髓损伤后，较

快的进入恢复期，且神经恢复程度高于骨髓间充质干细

胞组、化学诱导组和DMEM培养液组。 

 

3  讨论 

 

3.1  不同诱导剂对骨髓间充质干细胞的诱导  骨髓间

充质干细胞最早由Pittenger等[12]于1999年从骨髓中分

离培养出来，是一种具有多向分化潜能的成体干细胞。

此后，大量的试验充分证明骨髓间充质干细胞在体外向

结缔组织包括骨[13]、软骨[14]、骨骼肌[15]、脂肪[16]、韧带

等方面的分化能力[17]。同年，Kopen等[18]首次报道注入

新生鼠侧脑室的骨髓间充质干细胞可以分化为神经胶

质细胞。此后，骨髓间充质干细胞修复脊髓损伤成为研

究热点。Abouelfetouh等[19]将骨髓间充质干细胞在体外

与海马组织薄片共培养，分化成为神经元样细胞。有研

究等通过表皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、神

经生长因子等各种生长因子对骨髓间充质干细胞进行诱

导，也获得了神经元样细胞，并被广泛证实[20-22]。骨髓

间充质干细胞诱导成神经元样细胞后，通过分泌抗炎因

子、神经营养因子，包括脑源性神经营养因子、神经生长

因子、血管内皮生长因子等[23-24]，改善中枢神经受损区域

的微环境，促进轴突延长、微血管生成、髓鞘再生、减少

细胞凋亡，起到神经保护及营养支持的作用[25-28]。此外，

还能引导轴突生长穿过受损区域[7]，同时分泌层粘连蛋

白、纤维连接蛋白和胶原，以减少脊髓空泡形成[8，29]。

Woodbury等[3]将骨髓间充质干细胞采用化学诱导剂(二

甲基亚砜、BME、BHA等)处理后，检测到神经元样细

胞特异性标志的表达。生物诱导是通过模拟人体内环

境，促使骨髓间充质干细胞向神经元样细胞方向分化，

而化学诱导，主要是通过氧化还原作用，影响相关酶的

活性，使骨髓间充质干细胞能够表达神经元样细胞特异

性蛋白[30]。但是，对于化学诱导方法所获得的细胞，是

否真正具有神经元样细胞的功能(如电位传导等)，大量

文献报道不尽相同[30]，无法得到统一的意见。 

 

实验避开这一争论，采用两种方法，对骨髓间充质

干细胞分别进行诱导，成功获得能表达神经元样细胞特

异性蛋白的类神经元样细胞，并将其移植治疗大鼠脊髓

损伤。通过实验结果来看，生物诱导法诱导的骨髓间充

质干细胞移植治疗脊髓损伤效果明显优于单纯骨髓间

充质干细胞移植；而化学诱导过的骨髓间充质干细胞与

单纯骨髓间充质干细胞相比，在修复脊髓损伤方面没有

特殊意义。作者认为，这可能是移植的细胞脱离化学诱

导环境后，神经特异性蛋白表达终止，失去了神经细胞

的功能，该推测有待进一步实验证实。 

 

3.2  生物诱导骨髓间充质干细胞分化为神经元样细胞
治疗脊髓损伤的前景  细胞移植治疗脊髓损伤是目前

研究的热点，可供移植的细胞有神经干细胞[31-32]、骨髓

间充质干细胞[33-34]、成纤维细胞、嗅鞘细胞[35]、巨噬细

胞等。该实验数据再次证实骨髓间充质干细胞采用生物

诱导分化为神经元样细胞治疗脊髓损伤有效，且相对于

化学诱导剂，生物诱导剂无毒无害，增加了细胞移植的

安全性。这次实验的成功为临床上应用骨髓间充质干细

胞移植治疗脊髓损伤患者提供了有力的理论依据与实

验支持，为治疗脊髓损伤开拓了广阔的前景。作者相信，

随着细胞生物学等基础性研究的发展，骨髓间充质干细

胞向为神经元样细胞方向的诱导分化方法将更加有效，

分化的理论研究将更加深入，细胞移植有望成为临床治

疗脊髓损伤的有效手段。 
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