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文章亮点： 
1 研究发现在诱导骨髓间充质干细胞向神经细胞分化时，以神经元特异性烯醇化酶、微管相关蛋白 2 阳性率

作为评估指标具有一定的可行性。 
2 实验特点在于关注了诱导方案结果的比较，作者认为，影响骨髓间充质干细胞诱导分化的因素包括诱导

剂和诱导时间等因素，建议抗氧剂选用 β-巯基乙醇联合维甲酸使用，可提高诱导效率，建议诱导时间为

10 d。 
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摘要 
背景：研究发现骨髓间充质干细胞在一定的诱导条件下能分化成神经元、神经胶质等神经细胞，这一定程度

上解决了种子细胞来源的难题。目前采用的诱导方法各有不同，所诱导分化的效率也不尽相同。 
目的：观察不同抗氧化剂体外诱导大鼠骨髓间充质干细胞向神经样细胞分化的效果。 
方法：将 Wistar 大鼠骨髓间充质干细胞分为 4 组，使用不同神经细胞诱导剂诱导分化，分别为未干预组、

β-巯基乙醇组、维甲酸组、β-巯基乙醇联合维甲酸组，诱导 5 h，12 h，1 d，3 d，5 d，7 d，10 d 后，

分别观察细胞形态变化及检测神经元细胞特异性抗原神经元特异性烯醇化酶、微管相关蛋白 2 阳性率表达

差异。 
结果与结论：未干预组骨髓间充质干细胞形态无明显改变，其他 3 组细胞逐渐变成纺锤形，并生出多个小突

起，互相连接成网，呈现神经元样细胞形态；免疫细胞化学染色显示 β-巯基乙醇联合维甲酸组在诱导 10 d
后其效率最高，神经元特异性烯醇化酶、微管相关蛋白 2 表达阳性率分别是 71.63%和 79.72%。结果显示 β-
巯基乙醇联合维甲酸可加快诱导骨髓间充质干细胞向神经元样细胞分化。 
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Optimized medium accelerates differentiation of bone marrow mesenchymal stem 
cells   
 
Li Qian1, Yang Jun2 (1Department of Neurology, the Fifth People’s Hospital of Chongqing, Chongqng    
400062, China; 2Department of Neurology, the First Affiliated Hospital, Chongqing Medical University, 
Chongqing 400016, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Studies have found that bone marrow mesenchymal stem cells, under certain conditions, can 
be induced to differentiate into neurons and glial cells, which to some extent solves the problem of the source of 
seed cells. Induction methods currently used are different, and their efficiencies are not the same. 
OBJECTIVE: To observe the effects of different antioxidants on differentiation of rat bone marrow mesenchymal 
stem cells into neuron-like cells in vitro. 
METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells from Wistar rats were divided into four groups: 
non-intervention group, β-mercaptoethanol group, retinoic acid group, β-mercaptoethanol+retinoic acid group. 
Changes in cell morphology and positive rate of neuron-specific enolase and microtubule-associated protein 2 
were observed and detected at 5 hours, 12 hours, 1 day, 3 days, 5 days, 7 days, and 10 days after induction. 
RESULTS AND CONCLUSION: Except non-intervention group, bone marrow mesenchymal stem cells in the 
other three groups were gradually becoming spindle-shaped, and gave birth to many small protrusions that were 
interconnected into a network, showing neuron-like cell morphology. Immunocytochemical staining showed that 
the efficiency of the β-mercaptoethanol+retinoic acid group was the highest at 10 days after induction, and the 
positive rates of neuron-specific enolase and microtubule-associated protein 2 were 71.63% and 79.72%, 
respectively. The results show that β-mercaptoethanol can be combined with retinoic acid to accelerate the 
differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into neuron-like cells. 
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0  引言  Introduction 
研究发现骨髓间充质干细胞在一定的诱导条件下能

分化成神经元、神经胶质等神经细胞[1-4]，这在一定程度

上解决了种子细胞来源的难题。目前采用的诱导方法各

有不同，包括以细胞生长因子为基础的诱导、以提高胞

内cAMP为基础的诱导、以抗氧化剂为基础的诱导及神经

细胞培养上清液为基础的诱导。实验以抗氧化剂为基础，

诱导骨髓间充质干细胞向神经细胞方向分化，以期能够

为骨髓间充质干细胞诱导分化效率不理想及如何定向诱

导骨髓间充质干细胞等问题带来帮助，弥补了神经干细

胞取材困难的缺点，为中枢神经系统疾病的细胞治疗提

供可靠的理论依据。 
 
1  材料和方法  Materials and methods 

设计：细胞学体外实验。 
材料： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

大鼠骨髓间充质干细胞的诱导分化过程：按无菌操作

取出Wistar大鼠下肢股骨和胫骨，剪断两端，置于PBS中，

浸泡5 min，再用注射器吸引无血清的培养基来反复吹出股

骨中的骨髓组织，直到股骨颜色由红变白，反复吹打使之

均匀，加于Percoll淋巴细胞分离液液面上，移入10 mL离
心管，20 ℃ 2 500 r/min，离心10 min，去上清，吸取白

膜层，PBS冲洗3遍，用含体积分数为10%小牛血清的

L-DMEM培养基悬浮细胞，接种于培养瓶中，调节细胞浓

度，抽吸以打散组织成为均匀的细胞悬液，调细胞浓度为

5×109 L-1，接种在25 cm2的培养瓶中，置于37 ℃、饱和湿

度、体积分数为5%的CO2培养箱内培养，一两天后观察骨

髓干细胞的贴壁情况，当观察到大部分细胞贴壁生长且轻

摇培养瓶不易脱落时，将未贴壁的细胞去掉，并半量更换

新培养液，2 d后第1次全部换液，以后每3 d换液1次，原

代细胞培养约2周，贴壁细胞全部贴满培养瓶，呈纤维细胞

样生长。 
当达到90%融合后，配制含0.25%胰蛋白酶的消化液，

消化原代细胞约3 min，倒置显微镜下可观察贴壁细胞基本

收缩成圆形后，用含胎牛血清的DMEM培养液终止消化，

并用针管将细胞液吹打均匀，以5×109 L-1细胞浓度接种传

代，进行扩增、纯化培养。在传代培养的细胞培养液中分

别加入含碱性成纤维生长因子、多聚赖氨酸、二甲基亚砜

与3组不同抗氧剂(β-巯基乙醇、全反式维甲酸、β-巯基乙

醇+全反式维甲酸)的神经细胞诱导剂，分别于1，3，5，7，
10，14 d各取6孔进行形态学观察、神经元特异性烯醇化酶、

微管蛋白抗体免疫荧光染色检查。 
免疫细胞荧光染色：分别取诱导4 h，12 h，1 d，3 d，

5 d，7 d，10 d，14 d的细胞盖片，用40 g/L多聚甲醛固定

10 min，PBS洗涤3次，分别加入神经元特异性烯醇化酶、

微管蛋白抗体，37 ℃孵育1 h，PBS洗3次，50%甘油缓冲

液封固，荧光显微镜观察成熟神经元标志物神经元特异性

烯醇化酶和微管相关蛋白2(MAP-2)阳性的表达情况，随机

选取10个视野计数各组神经元特异性烯醇化酶、微管相关

蛋白2阳性细胞数。 
主要观察指标：诱导后细胞形态，神经元特异性烯醇

化酶和微管相关蛋白2阳性表达率。 
统计学分析：数据用x

_

±s表示，利用SPSS 10.0软件进

行组间one-way ANOVA分析，P < 0.05为差异有显著性意

义，P < 0.01为差异有非常显著性意义。 
   
2  结果  Results 
2.1  诱导神经样细胞形态观察  未干预组细胞无明显变

化。 
β-巯基乙醇组、维甲酸组、β-巯基乙醇+维甲酸组在

诱导5，12 h时，细胞呈分散、克隆集落方式增殖，培养液

中漂浮圆形细胞，表面光亮；诱导1-3 d，胞体回缩成圆形、

细胞折光率变高，胞体由原来的长梭形变成多角形或不规

则形(图1)；1周左右，呈变大变圆细胞，细胞分裂增强，

形成集簇状；培养10 d后，形态变成纺锤形的成纤维细胞，  

骨髓间充质干细胞分离培养和免疫化学实验所用试剂和仪器：  

试剂和仪器 来源 

Percoll 淋巴细胞分离液 Pharmacia公司 

PBS、L-DMEM 培养基、胎牛血清 Gibco 公司 

小牛血清 Hyclone公司 

0.25%胰蛋白酶 Trypsin公司 

抗鼠CD29、CD34、CD45、CD71、CD90、
CD106单克隆抗体 

Cedarlane 公司 

兔抗神经元特异性烯醇化酶(NSE)抗体 武汉博士德公司 

兔抗微管相关蛋白2(MAP2)抗体 美国Millipore公司 

碱性成纤维生长因子、β-巯基乙醇、全反式维甲

酸、多聚赖氨酸 
美国Sigma公司 

离心机 长沙湘仪 

CO2培养箱 德国宾德 

倒置相差显微镜 重庆奥特 

荧光显微镜 日本OLYMPUS 
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并逐渐生出多个小突起，出现出芽现象；2周后，突起细胞

变多，突起延长且连接成网，具备神经细胞的形态特征。

2.2  各时间点诱导率比较  细胞持续诱导7，10，14 d后
开始出现成熟神经元标志物神经元特异性烯醇化酶、微管

相关蛋白2阳性的表达(表1)。 

利用SPSS软件进行不同组别不同时间神经元特异性

烯醇化酶、微管相关蛋白2阳性率的多因素方差分析，结果

见表2。 
由表2可知：①因素组别：F=215 289，P=0.00，按0.05

检验水准，可认为因素组别效应显著，不同诱导剂组神经

元特异性烯醇化酶、微管相关蛋白2阳性率的差异存在显著

性意义，提示选择合理诱导剂的重要性，结果表明抗氧化

剂选用β-巯基乙醇联合维甲酸诱导为佳。②因素特异性抗

原种类：F=566，P=0.00，按0.05检验水准，可认为因素

特异神经元效应显著，不同特异神经元种类的阳性率差异

存在显著性意义，表明骨髓间充质干细胞向神经元细胞分

化神经元特异性烯醇化酶、微管相关蛋白2的表达存在差

异，提示使用神经元特异性烯醇化酶、微管相关蛋白2评估

诱导分化效果的正确性。③因素诱导时间：F=846 510，
P=0.00，按0.05检验水准，可认为因素诱导时间效应显著，

不同时间神经元特异性烯醇化酶、微管相关蛋白2阳性率的

差异具有显著性意义，表明在诱导分化时，时间对诱导效

果的重要作用。其他因素组别*特异性抗原种类、组别*诱
导时间、特异性抗原种类*诱导时间、组别*特异性抗原种

类* 诱导时间的交互作用，P=0.00，即表明不同诱导剂、

不同时间、不同神经细胞特异性抗原种类存在交互作用。 

表 2  不同诱导时间各组细胞神经元特异性烯醇化酶、微管相关蛋白 2 阳性表达率的多因素方差分析结果 
Table 2  Multi-factor analysis of variance results of positive rates of neuron-specific enolase and microtubule-associated protein 2 at different 
time of induction                                                                                                       

Source Type Ⅲ Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 66 026.21 17.00 3 883.89 144 612.34 0.00 
Intercept 227 048.11 1.00 227 048.11 8 453 874.41 0.00 
组别 11 564.16 2.00 5 782.08 215 289.14 0.00 
特异性抗原种类 15.21 1.00 15.21 566.24 0.00 
诱导时间 45 469.92 2.00 22 734.96 846 510.04 0.00 
组别*特异性抗原种类 395.42 2.00 197.71 7 361.46 0.00 
组别*诱导时间 5 951.93 4.00 1 487.98 55 403.33 0.00 
特异性抗原种类*诱导时间 2 142.83 2.00 1 071.41 39 892.83 0.00 
组别*特异性抗原种类* 诱导时间 486.74 4.00 121.69 4 530.83 0.00 
Error 4.35 162.00 0.03   
Total 29 3078.67 180.00    
Corrected Total 66 030.56 179.00    

表 1  不同诱导时间各组细胞神经元特异性烯醇化酶、微管相关蛋白 2 阳性表达率 
Table 1  Positive rates of neuron-specific enolase and microtubule-associated protein 2 at different time of induction              (x

_

±s, %)

项目 未干预组 β-巯基乙醇组 维甲酸组 β-巯基乙醇+维甲酸组 

神经元特异性烯醇化酶 
7 d 
10 d 
14 d 

微管相关蛋白2 
7 d 
10 d 
14 d 

 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

 
16.18±3.21 
52.49±7.17 
32.81±5.44 
 
19.04±4.44 
62.51±8.67 
22.53±3.33 

 
11.12±2.19 
34.76±3.29 
30.11±3.21 
 
12.18±2.98 
40.58±3.98 
29.53±2.78 

 
30.72±2.67 
71.63±9.67 
42.40±5.47 
 
24.40±4.44 
79.72±7.68 
26.49±4.32 

图 1  骨髓间充质干细胞经维甲酸诱导 24 h 后的细胞形态(×400) 
Figure 1  Morphology of bone marrow mesenchymal stem cells 
after 24 hours of retinoic acid induction (×400) 
图注：胞体回缩成圆形、细胞折光率变高，胞体由原来的长梭形变成

多角形或不规则形。 
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3  讨论  Discussion 
骨髓间充质干细胞神经分化潜能的发现为临床治疗神

经退行性病变带来了希望，在缺血性脑损伤、神经系统变

性疾病、创伤性脑损伤、脊髓损伤、外周神经损伤已有应

用并得到人们的认可[5-14]，它为人类的神经系统疾病尤其是

脑源性疾病的治疗提供了一条新的途径。骨髓间充质干细

胞来源充足、容易获取、可体外培养扩增和静脉注射，自

体移植还可避免移植物抗宿主反应以及伦理学限制，优于

传统的胚胎干细胞移植。相信随着对其研究的深入，骨髓

间充质干细胞向神经细胞诱导分化定会给神经系统疾病治

疗带来光辉的前景。 
作者研究发现在诱导骨髓间充质干细胞向神经细胞分

化时，以神经元特异性烯醇化酶、微管相关蛋白2阳性率作

为评估指标具有一定的可行性，影响骨髓间充质干细胞诱

导分化的因素包括诱导剂和诱导时间，根据实验的诱导方

案的结果比较，建议抗氧剂选用β-巯基乙醇联合维甲酸使

用，可提高诱导效率，建议诱导时间为10 d。 
 
作者贡献：实验设计、实施、评估均为本文作者。 

利益冲突：文章及内容不涉及相关利益冲突。 

伦理要求：实验过程中对动物的处置符合 2009 年《Ethical 

issues in animal experimentation》相关动物伦理学标准的条例。 

学术术语：神经元特异性烯醇化酶—参与糖酵解途径的烯醇

化酶中的一种，存在于神经组织和神经内分泌组织中。在脑组织

细胞的活性最高，外周神经和神经分泌组织的活性水平居中，最

低值见于非神经组织、血清和脊髓液，可用于诱导的神经干细胞

的评价。 

作者声明：文章为原创作品，无抄袭剽窃，无泄密及署名和

专利争议，内容及数据真实，文责自负。 
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