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阿魏酸钠诱导骨髓间充质干细胞向神经细胞分化的初步研究

汪　泱1 ,邓志锋2 ,赖贤良2,王共先1,李　明2,宋书欣2X

( 1. 江西医学院第一附属医院泌尿外科研究所, 江西 南昌　330006;

2. 江西医学院第二附属医院 神经外科,江西 南昌　330006)

摘　要: 目的　探讨阿魏酸钠诱导大鼠骨髓间充质干细胞向神经细胞分化的可能作用。方法　分离培养大鼠骨髓

间充质干细胞, 采用阿魏酸钠对其进行诱导培养, 倒置显微镜下观察诱导培养不同时间后细胞的形态变化, 并应用

免疫细胞化学方法鉴定诱导培养后细胞表面神经细胞特异性标志物神经丝蛋白 ( NF) 及神经元特异性烯醇化酶

( NSE) 的表达。结果　阿魏酸钠诱导培养 6 h 后即可见细胞形态发生明显变化, 24 h 后表现为典型的神经细胞样

形态, NF 和 NSE 神经细胞特异性标志物呈阳性表达。结论　初步证实阿魏酸钠具有诱导体外培养的大鼠骨髓间

充质干细胞向神经细胞分化的作用。

关键词: 骨髓间充质干细胞; 阿魏酸钠; 神经细胞
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Differentiation of rat bone marrow mesenchymal stem

cells into neurons induced by sodium ferulate
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Abstract: Object　To study the possibility that sodium ferulate induced dif ferentiat ion of adult rat

bone marr ow mesenchymal stem cells ( BMSC) into neur ons. Methods　BM SC from adult rat w ere isolated

and cultured. Then BMSC w er e induced by sodium ferulate in serum -fr ee medium fo r dif ferent period. T he

mor pholo gical changes of the cells were observed under phase contrast m icroscope. The neur onal specif ic

markers, neurof ilement ( NF) , and neuron specif ic eno lase ( NSE) w ere evaluated by indir ect imm unocy-

to chemisty staining . Results　After induct ion for 6 h, som e BM SC show ed morpholog ical changes obvi-

ously . Tw enty-four hours later, the dif ferentiated cells show ed typial neuronal mo rpholo gy , and expressed

neuron-specific markers, such as NF and NSE. Conclusion　Sodium fer ulate has inductiv e effect on dif fer-

ent iat ion o f BM SC into neurons of adult rat in vitr o.
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　　骨髓中除造血干细胞外, 还存在一种骨髓间充

质干细胞 ( bone marr ow mesenchym al stem cell,

BM SC) ,具有多向分化的潜能,在一定条件下可分

化为成骨细胞、成软骨细胞、脂肪细胞、肌肉细胞

等
[ 1]
。近年来,研究报道 BM SC 在 B-巯基乙醇、二甲

基亚砜等抗氧化剂的诱导下分化为神经细胞[ 2]。为

在体外建立 BM SC 定向诱导为神经元的模型, 本研

究在证实 B-巯基乙醇具有诱导 BMSC 向神经细胞

分化的基础上 [ 3] , 通过广泛筛选,发现阿魏酸钠具有

诱导 BM SC 向神经细胞分化的作用,现将实验结果

报道如下。

1　材料与方法

1. 1　试剂与动物: DMEM 培养基、胰蛋白酶、B27、

bFGF 均购自 Gibco 公司;胎牛血清 ( FBS) 购自杭

州四季青生物试剂公司;阿魏酸钠购自广东丽珠集

团利民制药厂 (粉剂,纯度 99. 8% ,批号 11098) ;神

经丝蛋白单抗 ( neuro filament pro tein, NF) 购自

Zym ed 公司; 神经元特异性烯醇化酶多克隆抗体

( neur on specif ic enolase, NSE) 购自 Sigma 公司。

SD 大鼠, 200～250 g ,雌雄不限,由江西医学院动物

科学部提供。

1. 2　大鼠 BMSC 的分离与培养: 成年 SD 大鼠麻

醉处死,无菌条件下取出股骨,除去骨周围的肌肉组

织, 剪开骨两端,用注射器吸取培养液 ( DM EM +

20% FBS) 从骨的一端缓慢地冲洗骨髓腔,立即将

含有骨髓的冲洗液离心,去上清液,再次加培养液吹

成细胞悬液,移入 6 孔培养板,于 37 ℃, 5%CO2 ,饱

和湿度条件下培养,一周内不换液,任其生长,以后

每 3 d 换 20% FBS/ DM EM 1 次, 待原代培养的细

胞增殖接近融合状态时, 用 0. 25% 胰蛋白酶 (含

EDT A 1 mm ol/ L ) 消化细胞,按 1∶2 传代培养。

1. 3　阿魏酸钠对 BM SC 的诱导实验:取传至 3 代

的大鼠 BM SC,胰酶消化接种于 24孔培养板中 (孔

中预先放置无菌盖玻片) ,待细胞生长达 80% 融合

状态时, 弃除培养基,加入预诱导培养液 (含 bFGF

10 ng / mL DM EM 完全培养基) ,培养 24 h 后, 去除

预诱导液, PBS 冲洗, 加入诱导液 (无血清 DM EM/

B27培养基,含阿魏酸钠 1 m g/ m L) 进行培养(经预

试验筛选得出 1 m g/ m L 阿魏酸钠对 BMSC 无明显

细胞毒性且诱导效果较好)。对照孔细胞培养液中不

含阿魏酸钠。倒置显微镜下观察细胞生长变化情况,

并拍照。

1. 4　神经细胞特异标志的鉴定:取出培养孔中的盖

玻片, 4% 多聚甲醛固定, 进行免疫细胞化学染色。

一抗分别为 NF, NSE。参照相关试剂说明书进行操

作, DAB 显色,苏木素复染。显微镜下观察结果, 并

拍照, 阳性细胞的胞浆呈棕色。图像分析仪 (北京航

天医学图像分析系统) 上进行结果分析。

2　结果

2. 1　BM SC 的形态特点: 原代培养的细胞接种后

24 h 骨髓基质细胞开始缓慢分裂、增殖, 见少数细

胞开始贴壁生长,细胞形态呈梭形。第 3 天后细胞

增殖加快, 呈团簇集落样生长 (图 1) ,贴壁细胞增

多,呈成纤维样细胞形态,且有多量漂浮不贴壁圆形

细胞。通过换液可逐渐将非贴壁细胞清除。10～14 d

细胞铺满孔底达到融合状态。

图 1　原代培养的大鼠 BMSC

Fig. 1　BMSC of rats in primary cultured

2. 2　阿魏酸钠诱导培养后的 BMSC 的形态变化:

传代培养的 BM SC 加入含 bFGF 的预诱导液 24 h

后,细胞形态没有明显变化。加入含阿魏酸钠的诱导

培养液后 6 h 即可见细胞形态明显改变,细胞胞体

收缩变圆, 立体感增强,有突起长出 (图 2) ,随后突

起逐渐增多, 24 h 后,细胞间突起相互连接,交错成

网, 表现出神经细胞样形态 (图 3-A)。此现象持续

到第 7 天后, 细胞逐渐老化。而不含阿魏酸钠的对

照细胞形态无明显变化。

图 2　阿魏酸钠诱导 6 h 时的 BMSC

Fig. 2　BMSC induced by sodium ferulate for 6 h
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2. 3　神经细胞特异标志的表达:免疫细胞化学染色

结果显示, 经阿魏酸钠诱导培养 24 h 后的 BM SC

中可见 NSE 和 NF 阳性表达的细胞 (胞浆呈棕色,

图 3-B) ,而未经阿魏酸钠诱导的对照细胞 NSE 和

NF 均呈阴性表达。图像分析结果显示,经阿魏酸钠

诱导培养 24 h 后的 BM SC, NSE 表达平均灰度值

为 105. 3±7. 5,对照组为 27. 7±2. 4,经 t 检验,差

异显著 ( P< 0. 05) , 说明阿魏酸钠诱导培养后的

BM SC 为神经元样细胞。

图 3　阿魏酸钠诱导 24 h 时的 BMSC

Fig. 3　BMSC induced by sodium ferulate for 24 h

3　讨论

　　BMSC 是来源于成熟组织中的多能干细胞,具

有高度自我更新能力和多向分化潜能,是细胞治疗

和组织工程的新型种子细胞, 显示出广阔的应用前

景。Brazelton 和 Mezey 在 2000年分别通过不同方

法观察到外源性 BM SC 在小鼠脑内可转变为神经

元,提示可用 BMSC 治疗神经退行性疾病和中枢神

经系统损伤。为更好地应用 BM SC 及了解 BM SC

向神经细胞分化的机制,许多学者在体外培养条件

下探讨了 BM SC 定向诱导为神经元的模型。如

Woodbury 等
[ 4]
使用 2-巯基乙醇、2%二甲基亚砜、

丁羟回醚等作为诱导剂培养 BM SC, 结果诱导后 30

min 即可检测到神经元特异性标志 NSE 的表达, 5

h 后即有神经干细胞的特异性标志巢蛋白 ( nest in)

的表达。6 d 后可检测到 NF 的表达; Sanchez 等
[ 5]

在培养液中加入 EGF 和 PDGF 等生长因子培养人

BM SC,结果有 0. 2%～0. 5% 的细胞分化为不成熟

的神经元或胶质细胞。阿魏酸钠是传统活血化瘀中

药当归、川芎等的主要成分阿魏酸的钠盐, 具有清除

自由基、抗脂质过氧化和抗血小板聚集作用, 已用于

治疗血栓性疾病 [ 6, 7]。最近研究报道,阿魏酸钠对缺

血性脑损伤具有明显的保护作用,并认为阿魏酸钠

可能是通过加强突触后致密物质-95 ( PSD-95) 活

性而起到改善缺血性损伤作用[ 8]。本研究首次观察

到阿魏酸钠可在体外定向诱导 BM SC 分化为神经

元样细胞,这不仅为进一步研究 BM SC 的定向分化

机制及其在神经系统疾病的临床治疗应用打下了基

础, 而且为分析阿魏酸钠的神经保护作用机制提供

了新的思路。笔者推测阿魏酸钠的体外诱导 BMSC

向神经细胞分化的机制可能与其抗氧化作用有关;

此外,实验中还观察到阿魏酸钠具有促进 BMSC 增

殖的现象,笔者将对其诱导机制作进一步探讨。BM -

SC 取材方便, 适合自体移植, 因此在临床应用上比

神经干细胞更有优越性, 而阿魏酸钠的特殊作用可

能为 BM SC 的日后应用效果起到促进作用。
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