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促红细胞生成素体外诱导神经干细胞的分化 
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文章亮点： 
1 研究表明促红细胞生成素除能调节红细胞生成以增加组织供氧外，还具有抗氧化、抗凋亡、抗炎及促进血
管生成的作用，在对肝脏缺血再灌注损伤的保护具有一定的生物学机制：①清除自由基，抗氧化作用。②减

轻钙超载。③抗凋亡作用。④抗炎作用。⑤促进血管生成作用。 
2 实验发现促红细胞生成素在体外能够有效地诱导神经干细胞向神经元的分化，并可明显提高其向神经元的
转化率。 
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摘要 
背景：近年来，神经干细胞被认为是治疗脊髓损伤的理想移植细胞，但其在宿主体内自然分化为神经元的比

例较低，严重制约了其修复脊髓损伤的效果。 
目的：分析促红细胞生成素体外诱导神经干细胞分化的作用。 
方法：从新生 Wistar 大鼠海马组织中无菌条件下分离神经干细胞，进行体外分离、培养及免疫荧光鉴定。
然后取第 3代的神经干细胞，随机分为 0.5，5，50 U/mL促红细胞生成素组和对照组，分别加入 0.5，5，50，
0 U/mL促红细胞生成素。 
结果与结论：0.5，5，50 U/mL促红细胞生成素组神经元的转化率较对照组明显提高(P < 0.05)，5，50 U/mL
促红细胞生成素组神经元的转化率高于 0.5 U/mL促红细胞生成素组(P < 0.05)，但 5，50 U/mL促红细胞生
成素组中神经元数量接近(P > 0.05)。说明促红细胞生成素在体外能够有效地诱导神经干细胞向神经元的分
化，并可明显提高其向神经元的转化率。 
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Differentiation of neural stem cells induced by erythropoietin in vitro   
 
Zhao Yan1, Wang Xi-liang1, Xiao Yu-long1, Huo Hong-jun1, Jiang Jian-ming2, Yan Hui-bo3 (1Department of 
Thoracolumbar Spine Surgery, the Second Affiliated Hospital of Inner Mongolia Medical University, Hohhot 
010030, Inner Mongolia Autonomous Region, China; 2Department of Orthopedic and Spinal Surgery, 
Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, Guangdong Province, China; 
3Department of Spinal Surgery, Third Affiliated Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510630, 
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Abstract 
BACKGROUND: In recent years, neural stem cells are considered to be ideal for the treatment of spinal cord 
injury, but the proportion of its natural differentiation into neurons in the host body is relatively low, which severely 
restricts the therapeutic effect on spinal cord injury. 
OBJECTIVE: To investigate the effect of erythropoietin on the differentiation of neural stem cells in vitro.  
METHODS: Under sterile condition, neural stem cells from the hippocampus of neonatal Wistar rats were isolated, 
cultured and identified by immunofluorescence in vitro. The third generation of neural stem cells were randomly 
divided into 0.5, 5, 50 U/mL erythropoietin groups and control group (with no erythropoietin).  
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, the differentiation rate of neural stem cells 
was significantly improved in the 0.5, 5, 50 U/mL erythropoietin groups (P < 0.05); moreover, the differentiation 
rate of neural stem cells in the 5, 50 U/mL erythropoietin groups was higher than that in the 0.5 U/mL 
erythropoietin group (P < 0.05). In addition, there was no significant difference between the 5, 50 U/mL 
erythropoietin groups (P > 0.05). These findings indicate that erythropoietin can effectively induce the 
differentiation of neural stem cells into neurons in vitro, and moreover, it can significantly improve the 
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differentiation rate of neural stem cells into neurons. 
 
Subject headings: Erythropoietin; Neural Stem Cells; Cell Differentiation; Tissue Engineering 
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0  引言  Introduction 
神经干细胞具有增殖与自我更新潜能较高，便于体外

诱导和操作，具备早期胚胎细胞特性，多向分化潜能，即

可分化为神经元和神经胶质细胞，归巢性，迁移播散能力

强等优势，比其他干细胞更适合治疗脊髓损伤[1-4]。然而，

研究发现神经干细胞在宿主体内自然分化为神经元的比例

仅为1%[5]，严重制约了神经干细胞移植修复脊髓损伤的效

果。因此，如何诱导以及提高神经干细胞向神经元分化的

比例对今后神经干细胞移植治疗脊髓损伤具有非常重要的

意义。 
近年来研究发现促红细胞生成素不仅有促进前体红细

胞分化的作用[6-9]，还有促进神经干细胞的生长、发育以及

抗神经细胞凋亡等作用，并通过上述作用而对中枢神经系

统起到保护作用[10-11]。实验拟以不同浓度的促红细胞生成

素干预神经干细胞分化，观察其对神经干细胞向神经元转

化的影响。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  
1.1  设计  体外比较观察细胞学实验。 
1.2  时间及地点  实验于2014年3月在内蒙古医科大学
实验中心完成。 
1.3  材料   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验动物：新生24 h的Wistar大鼠5只，性别不限，由

内蒙古大学实验动物中心提供，动物许可证号：SCXK(蒙) 
2002-0001。实验动物的饲养和使用遵守国家有关的法律
和规定，符合动物伦理学要求。 
1.4  方法 
1.4.1  神经干细胞的分离及培养  取新生24 h的Wistar大
鼠，麻醉后脱臼处死，无菌条件下完整分离取出大鼠海马

组织，置于4 ℃ D-Hank’s液中冰浴，解剖显微镜下剥除
海马组织表面的软脑膜、血管膜，剥除清楚后迅速将其放

入Hanks缓冲液中漂洗3次，移至含有适量DMEM-F12培养
液的培养皿中。将海马组织块剪成约1 mm3

左右的小块，

吹打呈匀浆状，再用200目滤网过滤细胞匀浆制成单细胞
悬液。最后调整细胞浓度为5×108 L-1

接种于25 cm2
的培养

瓶中，再在培养瓶中加入无血清细胞条件培养液[含2% 
B27、碱性成纤维细胞生长因子(20 μg/L)和表皮生长因子
(20 μg/L)的DMEM-F12]。最后将培养瓶放入体积分数5% 
CO2、37 ℃、80%湿度的培养箱中，每隔两三天半量换液
1次。 
1.4.2  神经干细胞的鉴定  原代培养7-9 d后，待神经干
细胞球充满培养瓶，且体积基本一样时，用吸管轻柔地吹打

使其沉于培养瓶底部，然后将其移入离心管内，800 r/min
离心5 min，收集神经干细胞，弃上清液后，吹打，将神经
球分离为单细胞悬液。细胞分瓶传代培养，细胞浓度为    
5×108 L-1

，每两三天半量换液1次。原代及第3代的神经干
细胞悬液中加入含5 μmol/L 5-BrdU的神经干细胞培养基，
培养5 d后将神经球移至含有0.1%多聚赖氨酸的盖玻片
上，然后置于体积分数5% CO2、37 ℃、80%湿度的培养
箱中培养2 h。0.01 mol/L PBS(pH 7.2)洗，免疫荧光鉴定
5-BrdU阳性细胞(即神经干细胞)。 
另取原代培养和第3代培养的神经球滴在含有0.1%多

聚赖氨酸的盖玻片上，在体积分数5% CO2、37 ℃、80%
湿度的培养箱中孵育2 h，0.01 mol/L PBS(pH 7.2)洗，免
疫组织化学鉴定巢蛋白。 
去除神经干细胞培养液中的碱性成纤维细胞生长因

子、表皮生长因子，加入PBS，然后将神经干细胞滴在涂
布0.1%多聚赖氨酸的无菌盖玻片上，在体积分数5% CO2、

37 ℃、80%湿度的培养箱孵育，观察其分化为神经元的情
况，7 d后取出盖玻片，应用0.01 mol/L PBS(pH 7.2)洗，
免疫组织化学鉴定神经元特异性烯醇化酶表达。 
1.4.3  细胞分组  将分离培养的第3代神经干细胞悬液接
种在含有促红细胞生成素的培养基中，细胞浓度为5×   

神经干细胞分化研究使用的主要试剂及仪器： 

试剂及仪器  来源 

表皮生长因子、阿糖胞苷、胰蛋白酶、多聚 
赖氨酸、牛垂体提取液、碱性成纤维细胞生 
长因子、5-BrdU  

Sigma公司 

DMEM-F12 培养基、胎牛血清  GIBCO公司 

SABC免疫组化试剂盒、神经元特异性烯醇 
化酶(兔抗大鼠)、巢蛋白抗体(兔抗大鼠)、 
羊抗兔Cy3-IgG、B27 添加剂、羊抗兔异硫 
氰酸荧光素-IgG  

武汉博士德公司 

促红细胞生成素(10 000 IU/支，批号： 
2014071168)  

沈阳三生制药有限责任公司 

25 cm2
塑料培养瓶  Corning公司 

荧光显微镜(TE2000-S)  日本Nikon公司 

Leica Qwin 图像分析系统 德国莱卡公司 

解剖显微镜(型号：BIX-103G)  陆希科技公司 
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108 L-1
，分为0.5，5，50 U/mL促红细胞生成素组和对照

组，分别加入0.5，5，50，0 U/mL促红细胞生成素，放入
体积分数5% CO2、37 ℃、饱和湿度的培养箱中培养。培
养4，7，14 d后，对各组细胞行神经元特异性烯醇化酶免
疫荧光鉴定，阳性细胞为神经元，荧光相差显微镜下计算

神经干细胞分化为神经元的比率。 
1.5  主要观察指标  神经元特异性烯醇化酶的表达及神
经干细胞分化为神经元的比率。 
1.6  统计学分析  应用SPSS 13.0统计学软件对实验数
据进行统计学分析，所得数据以x

_

±s表示，采用单因素方差
分析对多组间样本均数进行比较，进一步两两比较采用

LSD法，P < 0.05为差异有显著性意义。 
 

2  结果  Results  
2.1  神经干细胞的形态及鉴定结果  从新生大鼠海马组织
中分离的单个细胞近似圆形，且其大小相近，培养两三天后

大多数细胞死亡，只有少数细胞进入有丝分裂期，镜下可见

明显细胞核分裂相，分裂相的细胞逐渐聚集成团。细胞培养

四五天后，可见数个到数十个由细胞组成呈悬浮状的球状

细胞团，这些细胞团体积很小，折光性强，突起不明显，

边界清楚，大多呈褐色，边缘见较小毛刺，称为“神经球”。

细胞培养6-8 d后，这些神经球明显增大，中心部分颜色较
深，但边缘颜色较浅(图1)。把传代后的神经球制备成单细
胞悬液，经两三天的培养，可见这些单个细胞出现分裂现

象，并重新形成小的细胞团，五六天后培养液中出现散在

的、大小不等的神经球，7 d时形成大的神经球，其边界清
楚、折光性强。这表明从海马组织分离的细胞具有自我增

殖、分裂能力。 
原代及第3代培养的神经干细胞中均表达神经干细胞

标记物巢蛋白(图2A)，提示分离培养的神经干细胞具有胚
胎源性。5-BrdU标记5 d后，约70%的原代神经干细胞呈阳
性，约60%的第3代神经干细胞呈阳性(图2B)。说明分离培
养的细胞是神经干细胞并具有分裂增殖能力。 
去除神经干细胞培养液中的碱性成纤维细胞生长因

子、表皮生长因子，加入体积分数10%的胎牛血清培养12 h 
后，神经干细胞开始贴壁，24 h后可见细胞团中的细胞自
向外伸出突起，并开始向细胞团周围迁移(图3A)。培养7 d 
后可观察到细胞团中的细胞逐渐向外迁出，相互之间形成

网络状联系。14 d后免疫组化染色观察显示只有少数细胞
呈神经元特异性烯醇化酶阳性表达(图3B)，大多数细胞最
终分化为星形胶质细胞，神经干细胞自然分化成神经元的

比率< 5%。 
2.2  促红细胞生成素体外诱导神经干细胞分化  被神经
元特异性烯醇化酶-异硫氰酸荧光素荧光标记的神经元在

荧光显微镜下发出绿色荧光，多数为多极神经元，少数为

双极神经元或假单极神经元，发出较长的轴突(图3C)。分
化培养3，7，14 d后0.5 U/mL促红细胞生成素组可见少量

的神经元聚集生长(图3D)，5，50 U/mL促红细胞生成素组
中可见多个神经元聚集生长(图3E)。 

0.5，5，50 U/mL促红细胞生成素组神经元的转化率
较对照组明显提高(P < 0.05)，5，50 U/mL促红细胞生成
素组神经元的转化率高于0.5 U/mL促红细胞生成素组(P < 
0.05)，但5，50 U/mL促红细胞生成素组中神经元数量接近
(P > 0.05)，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3  讨论  Discussion 
近年来神经干细胞是神经科学领域研究的热点。神经

干细胞存在于胚胎、胎儿和成人的室管膜下区、脑室下区、

纹状体、齿状回、脑皮质等部位，应用体外培养方法也可

获得神经干细胞[12-15]。本实验从新生 Wistar 大鼠海马组
织中无菌条件下分离神经干细胞，进行体外分离、培养及

免疫荧光鉴定。本实验巢蛋白作为神经干细胞的标记物，

生长培养基培养的细胞免疫细胞荧光染色结果呈巢蛋白阳

性；神经干细胞与促红细胞生成素共培养4，7，14 d后，
神经元特异性烯醇化酶在各实验组中的阳性表达，表明促

红细胞生成素在体外能够有效地诱导神经干细胞向神经元

的分化。 
众多研究表明神经干细胞移植入脊髓损伤区域后可

促进近端轴突再生，并使再生轴突穿过损伤区域到达远

端，从而完全或部分地恢复神经功能
[16-18]

。但神经干细

胞在宿主体内自然分化为神经元的比例仅为1%，而分化
为胶质细胞和少突胶质细胞却分别达到占31.2%和
50.3%[19]

。这严重制约了神经干细胞移植对脊髓损伤的

修复作用。因此，如何诱导、提高神经干细胞向神经元

分化的比例对今后神经干细胞移植治疗脊髓损伤具有非

常重要的意义。既往许多研究采用多种药物或神经生长

因子对神经干细胞进行体外诱导分化，但分化的效果不

尽相同[20-23]。 
本研究以不同浓度的促红细胞生成素干预神经干细胞

分化，观察其对神经干细胞向神经元转化的影响。研究结

果显示：分化培养后0.5 U/mL促红细胞生成素组中可见到
少量的神经元聚集生长，5，50 U/mL促红细胞生成素组中 

表 1  促红细胞生成素对神经干细胞分化为神经元比例的影响 
                                                   (x

_

±s，%) 
Table 1  Effect of erythropoietin on percentage of neural stem cells
differentiating into neurons     

表注：与对照组相比，
aP < 0.05；与 0.5 U/mL 促红细胞生成素组相比，bP <

0.05。 

培养时间(d) 组别 

4 7 14 

对照组  4.81±0.81 4.91±0.76 5.01±0.78 
0.5 U/mL促红细胞 
生成素组 

10.23±1.53a 11.23±1.65a 11.43±1.81a 

5 U/mL促红细胞生成素组 19.93±2.38ab 21.30±1.95ab 21.18±1.74ab

50 U/mL促红细胞生成素组 19.23±1.78ab 21.48±1.34ab 21.41±1.54ab
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可见到多个神经元聚集生长，并且神经元数量明显多于对照

组，而5，50 U/mL 促红细胞生成素组中神经元数量接近。
0.5，5，50 U/mL促红细胞生成素组神经元的转化率均明显
高于对照组，且5，50 U/mL促红细胞生成素组神经元的转
化率高于0.5 U/mL促红细胞生成素组，但5，50 U/mL促红
细胞生成素组神经元的转化率接近。实验证实促红细胞生

成素在体外能够有效地诱导神经干细胞向神经元的分化，

并可明显提高其向神经元的转化率。 
但由于神经干细胞的增殖、发育和分化受外来信号和

自身基因共同调节，是一个非常复杂的过程，所以不管采

用那种方法诱导神经干细胞向神经元细胞分化，效果均有

一定的限制，这也是制约神经干细胞移植治疗脊髓损伤的

一大瓶颈。本课题组今后将继续深入研究神经干细胞定向

分化的诱导因素及其分化机制，为实现神经干细胞移植治

疗脊髓损伤提供实验理论依据。 
 
作者贡献：实验设计者为肖宇龙、赵岩，实施者为王喜良、

闫慧博，评估者为霍洪军、江建明。所有作者均经过正规培训，

采用盲法评估。 

利益冲突：所有作者共同认可文章无相关利益冲突。 

伦理问题：实验方案经内蒙古医科大学动物实验伦理委员会

批准，实验中对动物处置符合动物伦理学要求。 

图 1  第 3代神经干细胞球形态(×200) 
Figure 1  Morphology of third generation of 
neural stem cell spheres (×200) 
图注：神经干细胞球折光性强，体积很小，边

界清楚。 

 A B 

图 2  第 3代神经干细胞的鉴定结果(×200) 
Figure 2  Identification results of third generation of neural stem cells (×200) 
图注：图中 A为神经干细胞呈巢蛋白阳性，发出绿色荧光；B为 5-BrdU标记 5 d后，神
经干细胞呈阳性。 

 

 A B C 

D E 

图 3  促红细胞生成素对神经干细胞分化的影响(×200) 
Figure 3  Effect of erythropoietin on differentiation of neural stem cells (×200) 
图注：图中A为第 3代神经干细胞培养 24 h后开始贴壁迁徙、分化；B为在诱导分化 14 d时，第 3代神经干细胞自然分化为神经元，箭头所指
为神经元轴突；C为 0.5 U/mL 促红细胞生成素组神经元诱导分化 14 d时，呈神经元特异性烯醇化酶阳性；D为 5 U/mL促红细胞生成素组神经元
诱导分化 14 d时，呈神经元特异性烯醇化酶阳性；E为 50 U/mL促红细胞生成素组神经元诱导分化 14 d时，呈神经元特异性烯醇化酶阳性。 
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