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文题释义： 

纳米颗粒：纳米颗粒是一种人工制造的、大小不超过 100 nm 的微型颗粒，可以为乳胶体、聚合物、陶

瓷颗粒、金属颗粒和碳颗粒，纳米颗粒能够渗透到膜细胞中，并沿神经细胞突触、血管和淋巴血管传播，

纳米颗粒有选择性地积累在不同的细胞和一定的细胞结构中，为药物的使用提供了有效性。 

巢蛋白：归为第Ⅳ类中间丝蛋白，分布在细胞浆内，参与细胞骨架的构成。巢蛋白表达起始于胚胎早期

神经前体细胞，在胚胎脑中呈时空序列性表达，目前主要作为神经干细胞的标记蛋白，应用于神经干细

胞的分离、鉴定和培养。Nestin 在中枢神经损伤后能重新表达，可作为中枢神经系统损伤的早期、快

速应答的敏感指标。 

 

摘要 

背景：维甲酸是最有潜力的神经母细胞瘤微小残留病灶的诱导剂，能诱导体内细胞分化，同时伴有肿瘤

细胞增殖减低。 

目的：探讨纳米颗粒标记对神经母细胞瘤干细胞生物学特性的影响以及 13-顺维甲酸对神经母细胞瘤干

细胞的诱导分化作用。 

方法：采用无血清悬浮培养法体外分离培养神经母细胞瘤干细胞，多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3 纳米颗粒

标记神经母细胞瘤干细胞，在含有 13-顺维甲酸的培养液中诱导分化培养，RT-PCR 法检测标记前后和

诱导前后 Oct-4 的表达变化，用细胞免疫荧光法观察标记前后和诱导前后 nestin 的表达变化。 

结果与结论：①20 例患者的骨髓标本中有 5 例成功培养出神经母细胞瘤干细胞。②多聚赖氨酸修饰

γ -Fe2O3 纳米颗粒标记不影响神经母细胞瘤干细胞的活性和增殖能力，Oct-4 mRNA 表达和 nestin 表

达也没有明显变化。③加入 13-顺维甲酸培养后，细胞形态发生变化，生长速度减慢，Oct-4 mRNA 表

达和 nestin 表达逐渐降低。④结果表明多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3 纳米颗粒可以用于标记神经母细胞瘤

干细胞，13-顺维甲酸可以诱导神经母细胞瘤干细胞分化。 
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Abstract 

BACKGROUND: Retinoic acid is the most promising inducer for neuroblastoma minimal residual lesion, 

and it can induce cell differentiation in vivo, accompanied by reducing tumor cell proliferation. 

OBJECTIVE: To study the effect of nanoparticle labeling on biological characteristics of neuroblastoma 

stem cells, and the role of 13-cis retinoic acid to induce differentiation of neuroblastoma stem cells. 

METHODS: Neuroblastoma stem cells were isolated and cultured in vitro using serum-free suspension 

culture method, labeled with polylysine-modified γ-Fe2O3 nanoparticles and induced in culture medium 

containing 13-cis retinoic acid. RT-PCR was used to detect the expression of Oct-4 before and after 

labeling as well as before and after induction. Immunofluorescence method was used to detect the 

expression of nestin before and after labeling as well as before and after induction. 

RESULTS AND CONCLUSION: Neuroblastoma stem cells were successfully cultured in the bone marrow 

samples from 5 of 20 cases. Polylysine-modified γ-Fe2O3 nanoparticle labeling did no influence the viability 

and proliferation ability of neuroblastoma stem cells, and also had no effect on Oct-4 mRNA and nestin 

expression. After cultured in the culture medium containing 13-cis retinoic acid, the cell shape changed 

and the growth rate slowed down. Moreover, the expression of Oct-4 mRNA and nestin was gradually 

reduced. These findings indicate that polylysine-modified gamma-Fe2O3 nanoparticles can be used to 

label neuroblastoma stem cells, and 13-cis retinoic acid can induce the differentiation of neuroblastoma 

stem cells. 

Subject headings: Neoplastic Stem Cells; Neuroblastoma; Tretinoin; Tissue Engineering 
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0  引言  Introduction 

神经母细胞瘤起源于交感神经系统，主要通过血液

和淋巴转移，属于神经内分泌肿瘤。神经母细胞瘤的临

床表现多种多样，且发展快，恶性程度高，早期就容易

发生转移，大多发现时已处于晚期，一般预后比较差，

存活率低。治疗手段主要以手术以及放化疗为主，但总

体效果欠佳，不良反应比较大，并且容易复发。 

肿瘤干细胞是存在于肿瘤组织中的一群细胞，具有

与干细胞相似的增殖和分化特性，与肿瘤的发生和演变

有关，肿瘤的复发转移以及耐药均与肿瘤干细胞有关。

神经母细胞瘤细胞在体外培养形成的细胞球具有干细

胞的特性，因此考虑神经母细胞瘤的复发可能与神经母

细胞瘤干细胞有关。如何对神经母细胞瘤干细胞进行标

记以及诱导其分化是神经母细胞瘤干细胞的研究内容

之一。纳米颗粒具有比较好的生物相容性，可以非侵袭

性标记细胞，并追踪被标记细胞的增殖分化以及在疾病

发展和治疗中的作用。维甲酸是神经母细胞瘤细胞的诱

导剂，能够诱导细胞分化和凋亡，并可以抑制肿瘤细胞

的增殖。 

实验对神经母细胞瘤干细胞进行体外分离培养，用

多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记细胞，观察其对

神经母细胞瘤干细胞生物学特性的影响，并探讨13-顺

维甲酸对神经母细胞瘤干细胞的诱导分化作用。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  细胞学体外观察实验。 

1.2  时间及地点  于2014年1至11月在河北医科大学

实验室完成。 

1.3  材料 

1.3.1  骨髓液  收集20例伴有骨髓转移的Ⅳ期神经母

细胞瘤患者的骨髓液，年龄30-60岁，骨髓涂片发现有

成团的肿瘤细胞，流式分析仪鉴定CD81
+
CD56

+
CD45

-

细胞为神经母细胞瘤细胞。 

1.3.2  主要试剂   DMEM/F12培养液、胰蛋白酶
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(Gibco)；胎牛血清(Biochrom)；牛血清白蛋白(上海鼎

国公司)；13-顺维甲酸、二甲基亚砜、多聚赖氨酸

(Sigma)；青链霉素双抗溶液(沈阳东药集团公司)；人表

皮生长因子、人碱性成纤维生长因子 (Invitrogen)；

D-Hank's液(上海钮森公司)；小鼠抗人nestin单克隆抗

体 (Abcam) ； Cy3 标 记 羊 抗 鼠 IgG 二 抗 (Jackson 

Immunoresearch Laboratories)；PBS(北京中山生物技

术公司)；谷氨酰胺(美国Hyclone公司)。 

1.3.3  主要仪器  恒温CO2培养箱(BIO-RAD公司)；倒

置荧光显微镜(Nikon)；细胞计数器(上海添华达公司)；

-80 ℃超低温冰箱(中科美菱低温科技有限责任公司)、

10 mL移液管、流式细胞仪、酶联免疫检测仪(Bio-Rad)；

15，50 mL离心管和T75培养瓶(Corning)；1.8 mL细胞

冻存管(NUNC)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  神经母细胞瘤细胞的分离、培养、传代  分别取

20例神经母细胞瘤患者的骨髓液3 mL，用Ficoll分离液分

离出单个核细胞，置入25 cm
2
培养瓶中，重悬于无血清

DMEM/F12培养基，调整细胞浓度为1×10
8
 L

-1
，于37 ℃，

体积分数为5%CO2培养箱培养，每3 d向培养基中加入新

鲜无血清培养基，每7 d传代1次。 

1.4.2  实验分组  将第3代神经母细胞瘤干细胞分为3

组，一组用于13-顺维甲酸诱导分化，一组用于多聚赖

氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记，一组为神经母细胞瘤

干细胞对照组，不做任何处理。 

1.4.3  合成γ -Fe2O3纳米颗粒  吸取去离子水+FeCl3

溶液进行搅拌，加入Na2SO3，当颜色变为黄色时加入NH3

•H2O，生成黑色沉淀，脱氧水洗涤，蒸馏水稀释后用HCL

调整pH值，在110 ℃空气中搅拌使溶液颜色变为赤褐

色，洗涤干燥后研磨过滤即可得到γ -Fe2O3纳米颗粒。 

1.4.4  多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒   将γ - 

Fe2O3纳米颗粒加入到RPMI-1640培养基中混匀加入

0.1 g/L多聚赖氨酸1 mL孵育24 h，即可得到多聚赖氨酸

修饰的γ -Fe2O3纳米颗粒。 

1.4.5  多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记神经母

细胞瘤干细胞  收集神经母细胞瘤干细胞球，用0.25%

胰蛋白酶溶液消化，吹打成单细胞悬液，接种到24孔板

上培养35 h，加入多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标

记培养24 h后再加入原培养基培养。 

1.4.6  多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记神经母

细胞瘤干细胞球的活性及增殖能力  神经母细胞瘤干细

胞球的活性采用FDA和PI荧光双染法进行分析，死细胞

被染成红色，活细胞被染成绿色；采用MTT法检测神经

母细胞瘤干细胞球的增殖能力：神经母细胞瘤干细胞球

去除培养基，加入MTT液孵育，酶标仪测定培养12，24，

72，120 h的吸光度值，根据吸光度值分析其增殖能力。 

1.4.7  13-顺维甲酸诱导分化  收集培养的第2代神经

球，机械法打散细胞，在含体积分数为10%胎牛血清

DMEM/F12培养基中过夜培养，细胞贴壁后，第2天加

入5 μmol/L 13-顺维甲酸，每3 d消化传代1次，并加入  

5 μmol/L 13-顺维甲酸。 

1.4.8  RT-PCR法检测神经球细胞Oct-4 mRNA表达  

采用Trizol法分别提取未经13-顺维甲酸诱导、13-顺维

甲酸诱导第3天及诱导第9天的神经母细胞瘤神经球细

胞的总RNA，经反转录得到cDNA，然后进行PCR反应

检测干细胞的特异表达基因Oct-4的表达水平。同种方

法检测多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记神经母

细胞瘤干细胞与未标记神经母细胞瘤干细胞的Oct-4表

达水平。 

1.4.9  细胞免疫荧光法检测nestin的表达  收集未经

13-顺维甲酸诱导分化的神经母细胞瘤神经球细胞和经

13-顺维甲酸诱导9 d的神经球细胞，调整细胞浓度为

1×10
8
 L

-1
，接种于含有盖玻片的24孔培养板中，待细胞

贴壁后取出盖玻片，经多聚甲醛固定10 min，PBS冲洗

后用含0.1% Triton X-100的PBS破膜30 min，滴加

5%BSA室温封闭1 h，加入nestin一抗孵育2 h，再用PBS

洗涤，加入Cy3标记的二抗避光反应30 min，DAPI进行

核染，PBS冲洗，待干燥后封固，荧光显微镜下拍照观

察。同种方法检测多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标

记神经母细胞瘤干细胞与未标记神经母细胞瘤干细胞

的nestin表达。 

1.5  主要观察指标  ①神经母细胞瘤神经球形态。②神

经母细胞瘤干细胞的活性。③神经母细胞瘤干细胞的增

殖能力。④神经母细胞瘤干细胞Oct-4与nestin的表达。 

 

2  结果  Results  

2.1  神经母细胞瘤神经球的培养及诱导分化  20例神

经母细胞瘤患者的骨髓液标本中有5例分离出神经母细

胞瘤细胞。在无血清培养基中培养4-6 d，出现悬浮神经

球，经传代培养后，神经球再次分裂增殖，其中有3例在

传代培养中出现贴壁分化，有2例稳定传代。神经球细胞

在有血清培养基中开始贴壁生长，呈星形或三角形，细

胞突起较短(图1A)，加入13-顺维甲酸后生长速度减慢，

形态发生改变，突起增长增多，连接成网状(图1B，C)。 
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2.2  多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记神经母细

胞瘤干细胞的活性  FDA和PI双染色结果显示：在培养

24，72，120 h后多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标

记神经母细胞瘤干细胞具有良好的活性，与未标记组神

经母细胞瘤干细胞的活性相似，两者比较无明显差别，

表明多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记神经母细

胞瘤干细胞不影响其活性，见图2。 

2.3  多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记神经母细

胞瘤干细胞的增殖能力  多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳

米颗粒标记神经母细胞瘤干细胞在培养12，24，72，

120 h增殖旺盛，其增殖能力与未标记的神经母细胞瘤

干细胞没有明显区别，表明多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3

纳米颗粒标记神经母细胞瘤干细胞不影响其增殖能

力。 

2.4  多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记神经母细

胞瘤干细胞Oct-4与nestin的表达  多聚赖氨酸修饰γ - 

Fe2O3纳米颗粒标记的神经母细胞瘤干细胞Oct-4及

nestin的表达均呈强阳性，表明多聚赖氨酸修饰γ - 

Fe2O3纳米颗粒标记不影响神经母细胞瘤干细胞标志物

的表达，见图3。 

2.5  13-顺维甲酸诱导前后神经母细胞瘤干细胞Oct-4

和nestin的表达  经RT-PCR检测，未分化的神经母细胞

瘤神经球细胞有Oct-4的表达，经13-顺维甲酸诱导第3

天，Oct-4的表达逐渐减低，至诱导第9天Oct-4的表达

图 1  神经母细胞瘤神经球的培养及诱导分化

(×100) 

Figure 1  Culture and induced differentiation of 

neuroblastoma stem cells (×100) 

图注：图中 A 为培养 6 d 出现悬浮神经球；B，C

为加入 13-顺维甲酸后 3，9 d，神经球细胞形态发

生改变，突起增长增多，连接成网状。 

 A 

 

 B 

 

 C 

 

图 2  FDA 和 PI 荧光双染法观察多聚赖氨酸修饰γ-Fe2O3纳米颗粒标记神经母细胞瘤干细胞球的活性(×200) 

Figure 2  FDA and PI fluorescence double staining method to observe the activity of polylysine-modified γ-Fe2O3 nanoparticle- 

labeled neuroblastoma stem cells (×200) 

图注：图中 A 为培养 72 h 多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记组神经母细胞瘤干细胞；B 为培养 72 h 未标记组神经母细胞瘤干细

胞；C 为培养 120 h 多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记组神经母细胞瘤干细胞；D 为培养 120 h 未标记组神经母细胞瘤干细胞。 

 A 

 

 B 

 

 C 

 

 D 

 

图 3  细胞免疫荧光法观察多聚赖氨酸修饰γ-Fe2O3纳米颗粒标

记神经母细胞瘤干细胞球 nestin 的表达(×200) 

Figure 3  Expression of nestin in the neuroblastoma stem cells 

labeled with polylysine-modified γ-Fe2O3 nanoparticles (×200) 

图注：图中 A 为多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3纳米颗粒标记组；B 为

未标记组。 

图 4  细胞免疫荧光法观察 13-顺维甲酸诱导前后神经母细胞瘤

神经球 nestin 的表达(×200) 

Figure 4  Expression of nestin in the neuroblastoma stem cells 

before and after induction with 13-cis retinoic acid 

(immunofluorescence, ×200) 

图注：图中A为未经13-顺维甲酸诱导神经母细胞瘤干细胞nestin

表达；B 为经 13-顺维甲酸诱导第 9 天时 nestin 的表达。 

 A 

 

 B 

 

 A 

 

 B 
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逐渐消失。经细胞免疫荧光法检测，未进行13-顺维甲

酸诱导的神经母细胞瘤神经球细胞有nestin的表达，经

13-顺维甲酸诱导第9天nestin的表达减弱比较明显，表

明肿瘤干细胞已经出现分化，见图4。 

 

3  讨论  Discussion 

神经母细胞瘤是儿童最常见的肿瘤
[1]
，占儿童所有

肿瘤的 8%-10%，其中男性多于女性。神经母细胞瘤的

恶性程度比较高，加上治疗强度比较大，由此引起的不

良反应不能忽视
[2]
，根据不同的危险度采用不同的治疗

方法非常必要，对于低危患者一般采用手术切除治疗，

有个别手术联合化疗
[3]
，对于中危患者一般采用手术和

化疗联合治疗，对于高危患者一般采用综合治疗
[4]
：①

诱导治疗
[5]
：诱导治疗的原则是将肿瘤细胞降到最低，

把体内的耐药肿瘤细胞减少到一定程度。一般采用 6 个

疗程的化疗，第 4 个疗程化疗后尽可能切除肿瘤。②巩

固治疗
[6]
：造血干细胞移植治疗，自体骨髓移植和异基

因骨髓移植的远期效果相似，目前多采用马法兰为主的

单纯化疗进行预处理，将移植的不良反应降到最低，对

移植物是否需要净化的问题
[7]
，有研究证实净化并不能

提高治疗效果
[8]
。③局部放疗：待移植后血象正常开始

进行放疗，放疗对减少肿瘤原发部位的复发具有重要

作用。④维持治疗：维甲酸可以诱导神经细胞瘤细胞

分化，使移植治疗后残留的神经母细胞瘤细胞分化为成

熟细胞，因此维持治疗多采用维甲酸，在维甲酸治疗的

基础上联合单克隆抗体以及细胞因子治疗也取得一定

疗效
[9-10]

。对于复发及难治性的高危神经母细胞瘤的治

疗处理增加化疗疗程及剂量，替西罗莫司能够抑制神经

母细胞的增殖和分化，在临床上取得了一定效果
[11]

，神

经营养素信号抑制剂对于晚期神经母细胞瘤也起到一

定作用
[12]

。目前的治疗方法对神经母细胞瘤患者的生存

率略有增加
[13]

，随着新的治疗方法的出现，其治愈率会

不断增加。 

维甲酸能够促进上皮细胞的增殖分化和影响骨骼的

生长发育
[14]

，主要用于治疗银屑病、痤疮等皮肤病
[15-17]

。

维甲酸能够诱导细胞分化和凋亡、调节细胞的增生、抑

制肿瘤细胞的生成
[18]

。维甲酸以单纯弥散的途径进入细

胞内，在体内受细胞色素 P450 酶亚型的调控
[19]

，维甲

酸受体包括 RARs 及 RXRs 两个子受体家族
[20-23]

。维甲

酸在多种疾病中都有较好的应用：①皮肤病：维甲酸在

多种皮肤病中被广泛应用，维甲酸是治疗银屑病的主要

药物
[24-25]

，通过和维甲酸受体结合，发挥抗炎、抗微血

管形成、调节细胞增殖分化作用治疗银屑病；维甲酸治

疗痤疮的效果也比较好
[26-28]

，主要利用其能够调节炎

症、免疫、皮脂腺活性以及角质形成细胞的增殖分化特

性治疗痤疮；维甲酸在皮肤癌中也有广泛应用，主要利

用其诱导癌症细胞生长抑制、分化以及凋亡发挥抗肿瘤

作用
[29-30]

。②血液系统疾病：维甲酸可以和急性早幼

粒细胞白血病的维甲酸受体结合，导致低磷酸化，使

受体融合蛋白降解，诱导呈递细胞分化，促进急性早

幼粒细胞白血病恢复
[31-33]

；维甲酸对细胞分化和细胞

凋亡以及基因表达有调控作用，因此可以用于治疗骨

髓增生异常综合征
[34-36]

；维甲酸是一种免疫调节剂及

诱导分化剂，治疗难治性特发性血小板减少性紫癜有

一定效果
[37-40]

。③实体瘤：维甲酸对细胞的有丝分裂

有调控作用，可以诱导肿瘤细胞的凋亡，对肿瘤细胞

有杀灭作用
[41]

，可用于肝癌、胃癌、肺癌等多种肿瘤

的治疗
[42]

。④抗纤维化
[43]

：维甲酸有抑制纤维化形成

以及降解纤维化物质的作用，治疗肺和肾纤维化有一定

效果。⑤治疗神经疾病：维甲酸能够诱导和保护神经细

胞的生长分化
[44]

，使其有可能成为脊髓损伤的有效治疗

药物，在抗胶质瘤方面可以使胶质瘤的特异性趋向升

高，参与神经嵴细胞的增殖和分化
[45-46]

。⑥重症肌无

力：维甲酸有免疫调节作用，重症肌无力为自身免疫

性疾病，维甲酸能够缓解重症肌无力症状，逆转病理

学改变
[47]

。⑦心血管疾病
[48]

：维甲酸有改善血管内皮细

胞功能和防止动脉粥样硬化的作用，能够抑制心肌纤维

化和血管内膜的增厚。 

随着神经母细胞瘤治疗方案的不断改进，使其预后

有所改善，但晚期复发率和转移率仍比较高。神经母细

胞瘤干细胞是一种与干细胞相似的细胞，具有增殖和分

化潜能，与肿瘤的发生发展以及复发转移等密切相关。

神经母细胞瘤干细胞的成功标记也是目前研究的内容

之一。纳米颗粒进行细胞标记在很多领域有着广泛应

用，除了标记一般细胞外，近年来在标记各种干细胞

中也被广泛报道。目前对纳米颗粒标记干细胞是否对

干细胞的生物学特性造成影响仍有争议，有研究认为

纳米颗粒标记干细胞会影响干细胞部分增殖和分化能

力，也有研究认为纳米颗粒对干细胞的增殖和分化等

生物学特性没有影响。实验用多聚赖氨酸修饰 γ - 

Fe2O3 纳米颗粒标记神经母细胞瘤干细胞，发现其不

影响神经母细胞瘤干细胞的活性及增殖能力，对其肿

瘤标记物的表达也没有影响。 

维甲酸是神经母细胞瘤细胞的诱导剂，能够诱导残
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留的微小病灶进行细胞分化，并可以抑制肿瘤细胞的增

殖。研究结果发现，神经母细胞瘤干细胞经 13-维甲酸

诱导后 Oct-4 和 nestin 的表达逐渐减低，至诱导后第 9

天两者的表达逐渐消失。Nestin 是神经干细胞与神经

祖细胞的特异性标记物，Oct-4 只在多能干细胞内表

达，随着多能干细胞的分化和多能性的消失，Oct-4 的

表达也逐渐降低。 

综上所述，多聚赖氨酸修饰γ -Fe2O3 纳米颗粒标

记神经母细胞瘤干细胞对其生物学特性没有影响，13-

顺维甲酸能够诱导神经母细胞瘤干细胞分化，为其治

疗神经母细胞瘤残留的微小病灶提供了实验依据。 
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