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文题释义： 

神经干细胞电穿孔：即通过高强度的电场作用，瞬时提高细胞膜的通透性，从而吸收周围介质中外源分子的

方法进行转染，通过研究发现在 230 V、350 μF 条件进行电转染效率较高，可以在后续实验中采用。 

神经干细胞成神经诱导分化：神经干细胞是一类多能干细胞，可以向神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞

分化。脊髓损伤部位常常表现为瘢痕愈合，难以恢复脊髓的正常生理功能，通过提高神经干细胞向神经元分

化的比例，尽可能减少其向胶质细胞分化，进而减少损伤部位瘢痕的形成，对于治疗脊髓损伤、恢复脊髓生

理功能具有重要的临床意义。 

 

摘要 

背景：如何促进神经干细胞大量向神经元分化是研究的难点。研究发现，S100A4 蛋白可能通过多种途径在

中枢神经系统修复中发挥作用。 

目的：研究 S100A4 是否通过上调脑源性神经营养因子表达进而影响神经干细胞向神经元样细胞的分化。 

方法：购买鉴定合格的小鼠胚胎大脑海马和室管膜下区来源的神经干细胞，体外培养传代，电穿孔法向神经

干细胞中转染 S100A4 表达载体和/或脑源性神经营养因子 siRNA，转染 48 h 后向神经元方向诱导分化，诱

导分化 3 d 后采用 Western blot 检测细胞中脑源性神经营养因子及 Tuj1 蛋白表达，免疫荧光检测 Tuj1 阳性

神经元比例。 

结果与结论：①与转染无关序列质粒组比较，转染 S100A4 组神经干细胞中 Tuj1 阳性细胞比例及相应的 Tuj1、

脑源性神经营养因子的表达量显著增高(P < 0.01)；②与 S100A4+siRNA 无关序列共转染组比较，S100A4+

脑源性神经营养因子 siRNA 共转染组神经干细胞中 Tuj1 阳性细胞比例及相应的 Tuj1、脑源性神经生长因子

的表达量显著降低(P < 0.01)；③结果表明，S100A4 的过表达可促进神经干细胞向神经元样细胞分化，其可

能通过脑源性神经营养因子发挥作用。 
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文章特点— 

(1)实验将钙离子结合蛋白 S100A4 转染于神经干细胞中，进而增加神经干细胞向神经元样细胞分化
的比例，以此探究神经干细胞治疗脊髓损伤的新方法； 

(2)由于神经干细胞悬浮生长，常规转染方法往往存在转染效率不高亦或是价格昂贵的缺点，实验采
用电穿孔法为神经干细胞转染质粒，探导最佳转染条件并将此结果应用于后续实验之中。 
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Abstract 

BACKGROUND: How to promote neural stem cells differentiate into neurons is a difficulty. S100A4 has been found to play a role in the 

nervous system repair by various pathways. 

OBJECTIVE: To investigate whether S100A4 affects the differentiation of neural stem cells into neurons through up-regulating the expression 

of brain-derived neurotrophic facto. 

METHODS: The neural stem cells from brain hippocampus and subependymal region of embryonic mice were cultured in vitro and passaged. 

The S100A4 expression vector and/or brain-derived neurotrophic factor + siRNA were transfected into neural stem cells by electroporation, 

and the cells were induced to differentiate into neurons at 48 hours after transfection. Three days later, the expression levels of brain-derived 

neurotrophic factor and Tuj1 in cells were detected by western blot assay. Proportion of Tuj1 positive neurons was tested by 

immunofluorescence. 

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the unrelated sequence plasmid group, the proportion of Tuj1 positive neurons and the 

expression levels of Tuj1 and brain-derived neurotrophic factor in the S100A4 transfection group were significantly increased (P < 0.01). 

Compared with the S100A4+siRNA unrelated sequence plasmid group, the proportion of Tuj1 positive neurons and the expression levels of 

Tuj1 and brain-derived neurotrophic factor in the co-transfection group were significantly decreased (P < 0.01). These results indicate that 

S100A4 overexpression can promote the differentiation of neural stem cells into neurons, which may be mediated by brain-derived 

neurotrophic factor. 

Key words: spinal cord injury; S100A4; neural stem cells; electroporation; neurons; cell differentiation; brain-derived neurotrophic factor 
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0  引言  Introduction 

脊髓损伤是一类中枢神经系统严重的致残性疾病，常

由创伤引起，导致损伤平面以下出现运动、感觉等功能障

碍，外科治疗和康复对于减轻症状作用有限，并不能实质

性诱导神经再生及功能恢复。大量研究证实：成人中枢神

经系统中存在神经干细胞[1]，它是一类多能细胞，常见于

海马区和侧脑室室下区，具有分化成神经元、少突胶质细

胞和星形细胞的潜能，利用神经干细胞治疗脊髓损伤将是

一个重要的研究方向；然而，神经干细胞移植后存在神经

元分化比例较低、无法修复受损组织等情况，如何促进神

经干细胞大量的向神经元样细胞分化是研究的难点。 

S100A4是一种小分子的钙离子结合蛋白[2]，可参与细

胞增殖、分化、转移与凋亡。S100A4最初是作为肿瘤转移

促进因子用来研究其与肿瘤发生的关系，近来，人们发现

细胞内和细胞外S100A4蛋白共同作用可能通过多种途径

在中枢神经系统修复中发挥作用——S100A4的过表达可

以显著促进螺旋神经节神经元中生长相关蛋白GAP43的

表达[3]，沉默S100A4可下调小鼠视网膜中脑源性神经营养

因子(brain-derived neuotrophyic factor，BDNF)的表达[4]。

既然S100A4可以促进神经元生长蛋白的表达，也可以影响

BDNF的表达，而BDNF是促进神经元分化的重要因子[5]，

作者推测S100A4促进BDNF的表达进而促进神经干细胞

向神经元样细胞分化。该实验应用电穿孔法转染S100A4

表达载体，观察S100A4对神经干细胞向神经元样细胞分化

的影响及初步机制。   

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  完全随机体外细胞实验。 

1.2  时间及地点  实验于2018年3月至2019年5月在中国

医科大学科学实验中心完成。 

1.3  材料  神经干细胞购买于广州赛业生物科技有限公

司(货号：MUBNF -90011)，取自孕龄12.5 d的C57BL/6小

鼠胚胎大脑海马和室管膜下区。 

实验试剂及仪器：DMEM/F12(1∶1)培养液(Hyclone

公司)；Neurobasal
TM

 Medium(Gibco公司)；B27(Gibco公

司)；碱性成纤维细胞生长因子/表皮生长因子(Invitrogen公

司)；L-谷氨酰胺(Sigma公司)；Matrigel基质胶(康宁)；过

表达质粒(上海吉凯基因化学技术有限公司)；siRNA(GAA 

CTA CCC AAT CGT ATG T
[6]

)(苏州吉玛基因股份有限公

司 ) ； Gene Pulser 电 穿 孔 缓 冲 液 (Bio-Rad 公 司 ) ；

S100A4/BDNF/Tuj1/β-actin抗体(Proteintech公司)；Gene 

Pulser Xcell
TM电穿孔系统/Western-blot系统(Bio-Rad公

司)；荧光显微镜(Olympus公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  神经干细胞培养基的配制  ①神经干细胞增殖培

养基：DMEM/F12(1∶1)培养液、20 μg/L碱性成纤维细胞

生长因子、20 μg/L表皮生长因子、2% B27和2 mmol/L谷

氨酰胺；②神经干细胞分化培养基： Neurobasal
TM

 

Medium、2%B27和2 mmol/L谷氨酰胺。 

1.4.2  神经干细胞培养  从液氮中取出冻存细胞，立即将

冻存管放入37 ℃温水中快速晃动，待冻存管内含物完全融

化后取出，将细胞悬液加入装有9 mL预热至37 ℃的神经

干细胞完全培养基的离心管中，250×g离心5 min，弃上清

液，向细胞沉淀物中加入1 mL神经干细胞完全培养基，轻

轻吹打，随后按照(1.0-2.0)×10
8
 L

-1的细胞浓度接种于细胞

培养瓶中，加入足量的培养基，放置于37 ℃、体积分数为

5%CO2、饱和湿度的培养箱中进行培养，复苏第2天后换

液；当神经干细胞形成较大神经球、神经球中央透光性较

差，且部分神经球出现贴壁生长时进行传代。收集细胞悬

液，140×g离心4 min，弃上清液，向细胞沉淀中加入1 mL

神经干细胞完全培养基，轻轻吹打，按照(1.0-2.0)×10
8
 L

-1

的细胞浓度接种于细胞培养瓶继续培养。 
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1.4.3  神经干细胞电转染   收集3-8代神经干细胞，

140×g离心4 min，弃上清液，加入1 mL电穿孔缓冲液，轻

轻吹打，调整细胞浓度为1.0×10
9
 L

-1，转染质粒时，每毫

升加入20 μg质粒；转染siRNA时，每毫升加入1 μg siRNA，

轻轻混匀；吸取500 μL混合液，加入到0.4 cm电击杯中，

将电击杯放入Gene Pulser Xcell
TM电穿孔系统，按照   

230 V、350 μF条件进行电转染。S100A4表达载体转染效

率验证的分组：①转染S100A4组：转染含有S100A4目的

基因的质粒；②转染无关序列质粒组：转染相对应的无关

序列质粒。siRNA-BDNF干扰效率验证的分组：①转染

siRNA-BDNF组：转染抑制BDNF表达的小干扰RNA序列；

②转染siRNA无关序列组：转染相对应的无关siRNA序列。

转染后48 h检测相关指标，实验重复3次。 

1.4.4  神经干细胞向神经元诱导分化  实验分为5组：①

转染S100A4组：转染含有S100A4目的基因的质粒；②转

染无关序列组：转染含有无关序列的质粒；③空白对照组：

不进行电转染；④S100A4+siRNA无关序列共转染组：同

时转染含有S100A4目的基因的质粒和siRNA无关序列；⑤

S100A4+siRNA-BDNF共转染组：同时转染含有S100A4

目的基因的质粒和siRNA-BDNF序列。电转染后将5组细胞

按照5×10
8
 L

-1的细胞浓度接种于预先用Matrigel基质胶包

被好的3.5 cm细胞培养皿中(内含2 mL神经干细胞增殖培

养基)，接种后第2天将培养基更换为神经干细胞分化培养

基，第3天进行换液，第5天(即分化后第3天)进行相关指标

检测，实验重复3次。 

1.5  主要观察指标 

1.5.1  S100A4表达载体转染效率、siRNA-BDNF干扰效

率  转染后48 h利用荧光显微镜观察细胞内绿色荧光的表

达，了解S100A4表达载体转染情况。采用Western blot实

验检测S100A4和BDNF的表达。各组细胞于不同的离心管

内做好对应标记，加入蛋白裂解液，冰上裂解30 min后，

4 ℃、12 000×g离心20 min收集上清液，测算蛋白浓度，

然后进行电泳、转膜、封闭以及抗体孵育实验，最后对

PVDF膜利用ECL发光法进行发光成像。采用ImageJ及

GraphPad prism软件进行定量分析，蛋白表达水平的参考

值为目的蛋白条带灰度与GAPDH条带灰度的比值。 

1.5.2  Western blot实验BDNF、Tuj1蛋白表达  诱导分化

后3 d，按上述方法采用Western blot实验检测BDNF、Tuj1

蛋白表达。 

1.5.3  免疫荧光检测Tuj1的表达  诱导分化后3 d，采用免

疫荧光检测神经元特异性标志物Tuj1的表达，收集各组培

养皿内带有细胞的盖玻片于6孔板不同孔中并做好对应标

记，然后进行细胞固定、细胞透化、封闭、抗体孵育、DAPI

染色以及封固，最后于荧光显微镜下观察计数Tuj1阳性细

胞比例。 

1.6  统计学分析  利用GraphPad prism7.0软件进行相关

数据分析，组间比较采用t 检验、方差分析，P < 0.05为差

异有显著性意义，每组实验重复3次。 

 

2  结果  Results  

2.1  电转染相关结果   

2.1.1  电转染质粒结果   通过荧光显微镜观察，转染

S100A4组大部分细胞球带绿色荧光，通过Western blot法

检测转染S100A4组S100A4的蛋白表达量明显高于转染无

关序列组(P < 0.01)，见图1；证明质粒在该电转条件下转

染成功，且可使细胞过表达S100A4。 

2.1.2  电转染siRNA结果  通过Western blot检测转染

siRNA-BDNF组BDNF表达量显著低于转染siRNA无关序

列组(P < 0.01)，见图2；证明siRNA在该电转条件下转染

成功，且可使细胞中BDNF表达降低。 

2.2  转染S100A4表达载体对神经干细胞向神经元样细胞

分化的影响  转染S100A4组Tuj1、BDNF蛋白的表达量显

著高于转染无关序列组及空白对照组(P < 0.01)，转染无关

序列组及空白对照组Tuj1、BDNF蛋白的表达量基本相同，

见图3；免疫荧光法检测Tuj1阳性神经元所占比例，结果显

示转染S100A4组Tuj1阳性神经元所占比例显著大于转染无

关序列组及空白对照组(P < 0.01)，见图4，说明S100A4过

表达可促进神经干细胞向神经元样细胞分化，在分化过程中

BDNF表达显著增高。 

2.3  BDNF 对 S100A4 诱导神经干细胞分化的影响  

S100A4+siRNA-BDNF共转染组Tuj1、BDNF的表达量较

S100A4+siRNA无关序列共转染组显著降低(P < 0.01)，见

图5；免疫荧光检测结果显示，S100A4+siRNA-BDNF共转

染组Tuj1阳性细胞比例显著低于S100A4+siRNA无关序列

共转染组(P < 0.01)，见图6，说明BDNF表达降低可使

S100A4诱导的神经干细胞分化能力降低。 

 

3  讨论  Discussion 

脊髓损伤的病因大致可分为创伤性及非创伤性损伤，

原发性及继发性损伤是脊髓损伤的重要病理生理过程；脊

髓损伤后炎症因子的释放、局部缺血等微环境改变，轻则

导致神经元的增殖受到抑制，重则导致神经元的凋亡[7-13]。

脊髓损伤的治疗也因此成为研究的热点与难点，外科治疗

和康复疗法对于减轻症状作用有限，并不能实质性诱导神

经再生及功能恢复，以细胞为基础促进神经元再生的治疗

方法已成为脊髓损伤治疗有前景的策略。在干细胞治疗脊

髓损伤中常用的细胞有神经干细胞、骨髓间充质干细胞等。 

神经干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 小鼠胎鼠大脑海马和室管膜下区 

原代培养方法： 悬浮培养方法 

基础培养基： DMEM/F12 培养基 

添加材料： 20 μg/L 碱性成纤维细胞生长因子、20 μg/L 表皮生长因子、

2%B27 和 2 mmol/L 谷氨酰胺 

原代培养时间： 原代细胞培养第 2 天换液 1 次，培养第 3 天可以传代 

细胞传代： 当神经干细胞出现神经球较大或部分神经球出现贴壁分化

时需立即传代，实验使用 8 代以内的神经干细胞 

细胞鉴定： 实验所用细胞购自于广州赛业生物科技有限公司，公司已提

供鉴定合格证明 
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图 1  S100A4 表达载体转染效率的验证 

Figure 1  Identification of transfection efficiency of S100A4 expression vector 

图注：转染抑制 BDNF 表达的小干扰 RNA 序列 48 h 后，

进行 Western blot 实验验证 BDNF 干扰效率，转染

siRNA-BDNF组BDNF表达量低于转染 siRNA 无关序列组

(
a
P < 0.01)，可以进行下一步实验。BDNF：脑源性神经营

养因子 

图 2  siRNA-BDNF 干扰效率的验证 

Figure 2  Identification of interference efficiency of 

siRNA-BDNF 

图注：3 组进行成神经诱导分化第 3 天收集细

胞进行免疫荧光实验(×400)，转染 S100A4 组

神经元特异性标志物 Tuj1 阳性细胞比例明显

高于转染无关序列组及空白对照组(
a
P < 0.01) 

图 4  免疫荧光检测神经干细胞转染 S100A4

表达载体后 Tuj1 蛋白的表达    

Figure 4  Expression of Tuj1 in neural stem 

cells after transfected with S100A4 

expression vector detected by 

immunofluorescence 

图注：成神经诱导分化第 3 天收集细胞进行

Western blot 实验，S100A4+siRNA 无关序列共

转 染 组 BDNF 、 Tuj1 的 表 达 明 显 高 于

S100A4+siRNA-BDNF 共转染组(
a
P < 0.01)。

BDNF：脑源性神经营养因子 

图 5  Western blot 检测神经干细胞转染 S100A4

表达载体及 siRNA-BDNF 后 Tuj1、BDNF 蛋白的

表达 

Figure 5  Expression of Tuj1 and BDNF after 

S100A4 expression vector and siRNA-BDNF  

transfected into neural stem cells detected by 

western blot assay 
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图注：图中A为转染S100A4

表达载体 48 h 后，荧光显微

镜下(×200)观察绿色荧光蛋

白表达，证明 S100A4 表达

载体已成功转入神经干细

胞；B 为转染 S100A4 表达

载体 48 h 后，进行 Western 

blot 实验验证 S100A4 转染

效 率 ， 转 染 S100A4 组

S100A4 蛋白表达量明显高

于转染无关序列组 (
a
P < 

0.01)，可以进行下一步实验 
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图 3  Western blot 检测神经干细胞转染 S100A4 表达载体后 Tuj1、BDNF 蛋白的表达 

Figure 3  Expression of Tuj1 and BDNF after S100A4 expression vector transfected into neural stem cells detected by western blot assay 
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神经干细胞因具有增殖快、自我更新能力较强并且可

以迁移到病损部位的特点，已被广泛应用于对阿尔茨海默

病、帕金森病、缺血性脑卒中等中枢神经系统疾病的研究

中[14-17]。也有数据显示，脊髓损伤之后神经干细胞增殖能

力明显增强，从损伤的脊髓中分离培养得到神经球数量明

显增加[18]。脊髓损伤后1-3 d神经干细胞分裂增殖达峰值，

在小鼠脊髓半切模型的中央管周围发现大量Brdu阳性细

胞，并迁移到损伤部位[19]；在外伤性脊髓损伤的脊髓中发

现Nestin阳性室管膜细胞显著增加[20]。同时，国内外众多

学者进行大量动物实验发现移植到脊髓损伤部位的神经干

细胞可以通过分化作用替代损伤细胞、促进轴突再生，通过

神经保护作用减少受损部位组织的坏死，进而促进神经功能

的恢复[21-26]。这些都说明利用神经干细胞治疗脊髓损伤具

有美好的前景，然而神经干细胞具有向神经元、星形胶质

细胞等细胞分化的潜能，如何诱导神经干细胞在脊髓损伤

之后大量向神经元分化，减少其向星形胶质细胞分化的比

例，对于减少脊髓损伤后瘢痕的形成，促进损伤后的神经

修复具有重大意义。神经干细胞的来源主要分为脊髓源性

神经干细胞及脑源性(大脑海马区及侧脑室室下区)神经干

细胞[27]。研究表明，脑源性神经干细胞的增殖能力以及诱

导分化向神经元分化的比例明显高于脊髓源性神经干细 

胞[28]。因此，该实验选择来源于胚胎小鼠大脑海马区及侧

脑室室下区的神经干细胞开展体外细胞实验。 

S100A4是钙离子结合蛋白S100家族的一员，可以与

相应的靶蛋白结合，进而对肿瘤细胞、多能干细胞的增殖

与转移产生重要的影响[29-32]。在细胞内，S100A4可与细胞

骨架蛋白相互作用调节细胞骨架动力学影响细胞运动等，

如与转录因子等相互作用或通过其他机制调控下游基因表

达，影响细胞增殖等多种生物学特性[2]；同时，对于S100A4

的研究大多数是其与肿瘤发生、发展及转移的联系，细胞

内的S100A4浓度可以直接影响乳腺癌细胞的迁移能力[33]；

研究证实，S100A4的相关转录产物可以作为卵巢癌的活检

标志物[34]。近年来人们发现了S100A4在神经系统中的作

用：在大鼠完整中枢神经系统白质的星形细胞和髓鞘中有

大量S100A4表达[35]；啮齿类外伤性脑损伤可使白质星形细

胞中S100A4表达显著增加[36-37]；S100A4寡聚体刺激培养

的海马神经元，可促进轴突生长[38]；S100A4过表达的许旺

细胞与螺旋神经节神经元共培养，可以显著增加螺旋神经

节神经元中生长相关蛋白GAP43的表达[3]，后者是一种可

促进轴突再生的生长锥蛋白；也有报道显示沉默S100A4

可下调小鼠视网膜中BDNF表达[4]。 

BDNF作为体内重要的营养因子，可以在日常学习、

运动、记忆等活动中发挥重要作用[39-40]；同时BDNF可以

在中枢神经系统、内分泌系统发挥重要作用，如促进神经

元的存活、分化以及突触的生长[5]，预防控制2型糖尿病的

发生与发展[41-42]。 

该实验利用小鼠胚胎大脑海马区来源的神经干细胞进

行体外培养，电转染含有目的基因S100A4的质粒，随后进

行诱导分化，结果发现S100A4的过表达能够促进神经干细

胞向神经元样细胞分化；在分化增强的同时，BDNF的表

达量也随之增加；于是，细胞在过表达S100A4的同时转染

siRNA-BDNF质粒抑制BDNF的表达，结果发现神经元所占

比例显著降低。实验结果提示S100A4的过表达可促进神经

干细胞向神经元样细胞分化，其可能通过BDNF发挥作用。 

该实验发现了S100A4在神经干细胞向神经元样细胞

分化过程中的作用及其发挥作用的关键蛋白，后期计划将

S100A4表达载体注入小鼠脊髓损伤部位，观察神经干细

胞、神经元的数量以及轴突生长、胶质瘢痕形成等情况，

最后观察小鼠神经功能恢复情况，另外还计划研究S100A4

在体外保护神经元免受脊髓损伤后不利微环境的影响，充

分认识S100A4在脊髓损伤治疗中的作用，进而发现治疗脊

髓损伤新的、重要的靶点。 
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图 6  免疫荧光检测神经干细胞转染 S100A4 表达载体及 siRNA-BDNF 后 Tuj1 蛋白的表达 

Figure 6  Expression of Tuj1 in neural stem cells after transfected with S100A4 expression vector and siRNA-BDNF detected by 

immunofluorescence 
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