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隐丹参酮诱导骨髓间质干细胞分化为

神经元样细胞的实验研究!
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内容提要 目的：观察隐丹参酮体外定向诱导成人骨髓间质干细胞（/01）分化为神经元样细胞。方

法：采用234%556789:;液分离成人/01，体外扩增，2<1048=流式细胞仪检测表面抗原表达，采用含隐丹参酮

的无血清>/?/诱导/01分化为神经元样细胞。免疫组化鉴定神经元特异性烯醇化酶（$0?）、神经丝蛋

白（$26/，$26@）、胶质纤维酸性蛋白（’2<7）、巢蛋白（$;AB3=）的表达。结果：成人骨髓间质干细胞在体外

扩增原代可获得),*C()D个细胞，(*代可获得（.!#）C()(.个细胞，流式细胞仪检测显示1>.!、1>++、

1>!)、1>()*、1>(DD表达阳性，1>((8、1>(+、1>#+、1>#-、1>+*、1>-)、1>-D为阴性。加入隐丹参酮诱导

后，/01胞体收缩，突起伸出；免疫组化显示诱导出的神经元样细胞$0?、$26/，$26@、$;AB3=表达阳性，

’2<7阴性。结论：隐丹参酮在体外可诱导成人骨髓间质干细胞分化为神经元样细胞。
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骨髓间质干细胞（/01）属于成体干细胞，由全能

干细胞分化而来，具有一定的自我更新和分化能力。

近年发现 /01在一定条件下可以分化为成骨细胞、

软骨细胞、脂肪细胞、肌小管和肝细胞等（(，.）。[%R;=
等（#）将/01注射到新生鼠侧脑室后发现可分化为神

经元和神经胶质细胞，并且有一定的迁移能力，说明

/01具有更加广泛的分化潜能。利用上述特性建立

体外神经细胞定向诱导模型，不仅有助于研究神经细

胞的发育机理，而且对于治疗<5\J;3T;M病和帕金森

氏病等多种神经系统变性疾病都具有重要意义。隐丹

参酮是分离提纯的二萜醌类化合物，是有药性作用的

丹参酮的代表成分之一。本研究观察隐丹参酮体外定

向诱导成人 /01分化为神经元样细胞，发现可利用

隐丹参酮建立体外神经细胞定向诱导模型，现将结果
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报告如下。

材料与方法

! 骨髓的来源 成人骨髓来源于非血液系统疾

病的胸外科手术中摘取的肋骨。

" 药物 隐丹参酮购自广州市药品检验所。

# 试剂及仪器 $%&’(’购自)*+,-+.$公

司；胎牛血清购自/012345公司；671322%89:;5分离液购

自8<9=>9179公司；荧光标记抗小鼠抗人抗体,&!!9%
6*?,、,&!@%8(、,&"A%8(、,&#@%8(、,&#B%8(、,&@C%
6*?,、,&BD%6*?,、,&AE%8(购自8<9=>7F54公司（美

国）；,&@@%6*?,、,&BE%6*?,、,&!EC%6*?,、,&!DD%
6*?,购自G41522公司；碱性成纤维生长因子（H6)6）

购自.I&公司；小鼠抗人神经元烯醇化酶（JK(）、小

鼠抗 人 神 经 丝 蛋 白（J6%/）和 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白

（)6G8）购自’9L7>公司；小鼠抗人神经丝蛋白（J6%
’）单抗（"EE>F／$）购自J53>9=M5=N公司；小鼠抗人

巢蛋白（J5NO74）单抗（"EE>F／$）为美国&=P’5NN9>
惠赠；超敏K8（鼠）试剂盒购自’+*公司；&G+显色试

剂盒购自&GQ-公司。

@ 实验方法

@R! ’K,的分离 参照文献（@）方法，无菌条件

下，用含!EE>2／$胎牛血清（6,K）的$%&’(’冲出骨

髓，充分混匀后!CEE=／>74离心，弃上清及脂肪层，沉

淀用&’(’充分混匀，轻轻叠加到密度为!RESST
!E#F／$ 的 671322%89:;5分 离 液 上，"CEE=／>74离 心

#E>74，收集单核细胞层，用&’(’洗涤"次。

@R" ’K,的扩增 按细胞数密度"T!ED／>2接

种，#SU饱和湿度的,-"孵箱培养，#V后更换培养液，

弃去未贴壁细胞，#!@V换液!次，至细胞完全融合，

结束原代培养。接近融合的 ’K,用含ER!>>32／$
(&?G的"RCF／$胰酶室温消化C!!E>74，!CEE=／>74
离心"E>74，弃上清，沉淀按!W#比例传代，进行扩增

培养。

@R# ’K,的鉴定 将培养细胞用磷酸盐缓冲液

（8+K）洗涤#次，胰酶消化，分别加入荧光标记的抗

体，@U孵育#E>74，洗去未标记抗体，!EF／$多聚甲醛

固定，应用6G,K194流式细胞仪检测细胞表面抗原表

达。

C 观察项目和检测方法

CR! 定向诱导 ’K,向神经元分化 传至8C、

8!E的’K,按ER@T!ED／>2接种于事先放置有消毒

盖玻片的D孔板内制备细胞爬片。实验分隐丹参酮诱

导组和对照组，隐丹参酮诱导组细胞用含H6)6的

&’(’（"EE>2／$6,K）预诱导"@<，更换培养液，洗涤

#次，再加入含隐丹参酮的无血清&’(’ 诱导C<。

对照组不加任何诱导剂。每组包括!B个细胞爬片。

CR" 诱导细胞鉴定 诱导细胞用!EX的福尔马

林固定#E>74，洗涤后加入过氧化物酶阻断剂，非免疫

性动物血清封闭，分别加入JK(单抗、)6G8单抗、

J6%/、J6%’（!W!EE稀释）、J5NO74单抗（!W!EE稀释）

室温孵育!<，洗涤后加入生物素标记的二抗，室温孵

育!E>74，再加入 亲 和 素—过 氧 化 物 酶 孵 育!E>74，

&G+液显色，中性树胶封固。

D 统计学方法 隐丹参酮诱导组的细胞免疫组

化染色后光镜下随机数取!E个非重叠视野（T!EE），

计算JK(、J6%’和J6%/阳性细胞占总细胞数的比

例，结果用!!Y"表示。

结 果

! ’K,的 分 离 扩 增 用 $%&’(’（含!EX
6,K）培养的骨髓单核细胞，S"<后逐渐出现贴壁细

胞，#天后完全换液除去大部分血细胞，此时贴壁细胞

为单个或几个细胞的克隆。细胞形态均一，为长梭形，

贴壁的’K,增殖迅速，培养至!C!!B天细胞接近融

合，克隆间出现重叠（见图!），粘附于贴壁细胞之上的

杂细胞在换液过程中逐渐被清除，细胞接受AEX融合

时原代培养结束，大约可获得（ERC!ERD）T!ED个细

胞。

" ’K,的传代培养 传代<’K,呈圆形，簇状

分布，"@<内完全贴壁、伸展并重新变为长梭形，以后

增殖生长迅速，生长潜伏期较短，!E天左右即达到完

全融合。体外扩增C代，细胞数为ER!T!EA个左右；

体外扩增!E代，细胞数为"ET!EA 个左右；扩增!C
代，细胞数为（"!#）T!E!"个。随着传代次数增加，细

胞增殖速度逐渐下降，细胞出现衰老、核固缩的现象，

并有细胞从培养板脱落。

# ’K,表面抗原鉴定 流式细胞仪结果显示细

胞均一性较好，二代细胞均一性在ACX以上，,&!!9、

,&!@、,&#@、,&#B、,&@C、,&BE、,&BD表达为阴性。

,&"A、,&@@、,&AE、,&!EC、,&!DD表达阳性。

@ 光镜下观察 ’K,诱导为神经元的形态变化

加入隐丹参酮诱导液#<后’K,细胞形态发生明显变

化，胞质向核收缩，呈典型的核周体形态，S<后，大多

数’K,细胞均转变为类似于神经元形态，突起伸出

（轴突），并在轴突末端出现一级和二级分支，类似树突

（见图"），部分细胞之间拉成网状。此时有小部分细

胞从培养板上脱落。但诱导时间延长后细胞能存活至
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图! 原代骨髓间质干细胞贴壁!"天后达到融合（!"#）；图# 隐丹参酮诱导"$后出现神经元样细胞，相差显微镜摄影（!
%##）；图$ 神经元样细胞&’()*+染色阳性（!"#）；图% 神经元样细胞&,-染色阳性（!"#）；图" 神经元样细胞&./0染色阳

性（!%##）；图& 神经元样细胞&./1染色阳性（!%##）

2天。对照组细胞形态保持不变。

2 诱导细胞鉴定结果 为进一步确定诱导细胞

是否为神经元，采用神经元标志物&,-、&./0、&./1
和神经干细胞标志物 &’()*+、星形胶质细胞标志物

3.45进行鉴定。结果显示隐丹参酮诱导2$后，大多

数细胞&’()*+染色阳性，证明该细胞具有神经干细胞

特性（见图6）。诱导7$后，大多数细胞表现为&,-
染色阳性，呈棕黄色，从简单的双极细胞到复杂的多极

细胞均有出现，部分神经元拉成网状（见图"）。对照

组无阳性细胞出现。&./0免疫组化结果与&,-结

果类似，部分细胞胞体与突触皆为阳性（见图2）。诱

导2天后，&./1染色阳性（见图8）。同时3.45免疫

组化结果显示无阳性细胞出现。

8 随机计数%#个视野，计算结果显示采用隐丹

参酮诱导后大多数细胞均转变为神经元样细胞，&,-
阳性 细 胞 为（79:;<6:"）=，&./0 阳 性 细 胞 为

（7>:%<6:%）=，&./1阳性细胞为（7":;<;:8）=。

讨 论

过去认为0,?主要参与构成造血干细胞生存和

分化的微环境，近年大量实验证明，0,?不仅具有分

化为成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞和肌肉细胞等多种

间质组织的能力，还可跨越胚层界限，分化为外胚层的

神经元、神经胶质细胞以及内胚层的肝细胞。@ABC’D/
)E+等（2）报道骨髓抑制的小鼠经静脉输入骨髓细胞后，

外源性0,?在小鼠脑内可定向分化为神经元，提示

0,?有治疗神经退行性疾病和中枢神经系统损伤的

可能性。但上述研究均在体内进行，体内的复杂环境

限制了对 0,?分化为神经元机理的研究，因此建立

体外神经细胞定向诱导模型有重要意义。

本研究基于.A*’F’+()’*+的方法并作改进，采用

.*GEDD/5BHI’分离液（%:#77J／KD）分离单核细胞，再利

用0,?粘附于塑料培养板的特点获得较纯的成人

0,?，原代培养结束时细胞数为（2!8）!%#2个细胞，

显示成人0,?有较强的增殖分裂能力，传至%2代时

可以得到大约（;!6）!%#%;个细胞。本实验分析了%#
个样本，发现成人0,?不表达造血细胞表面抗原，造

血前体细胞标志抗原?L6"、成熟造血细胞标志抗原

?L6>、泛白细胞标志抗原?L"2、淋巴细胞表面抗原

?L%%B和单核细胞／巨噬细胞表面抗原?L%"等均为

阴性，证明0,?为一群非造血类细胞，而整合素家族

成员?L;9（M4N/"%）、粘附分子?L""（1?40）、?L%88
（4N?40）以及?L%#2（-+FEJD*+）、?L9#（O$P/%）均为

阳性，与文献报道0,?表面标志具有非单一性特性，

表达间质细胞、内皮细胞和表皮细胞表面标志的结果

相一致（8），证明本实验所分离培养扩增的细胞是骨髓

间质干细胞。值得注意的是上述0,?不表达共刺激

因子?L>#和?L>8，提示存在免疫缺陷，可能不引起

O淋巴细胞的识别。国外也有文献报道0,?可抑制

O淋巴细胞反应（7），0,?具有异体移植可能性。
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本研究利用隐丹参酮诱导发现大部分!"#可转

变为神经元样细胞，并有轴突和树突出现，多个神经元

之间形成网络。$%&’()是一种中间丝蛋白，为神经干

细胞特异性标志物，鉴定结果显示诱导*+后诱导细胞

$%&’()表达阳性，提示该细胞具有部分神经干细胞特

性。神经丝蛋白（$,）是一种细胞骨架蛋白，包括大、

中、小-种亚单位，它们是构成神经元胞体和突起的重

要结构。本研究发现诱导.+后多数诱导细胞的胞体

和突起$,/!染色阳性，部分细胞只有胞体阳性，可

能该细胞尚处于神经元前体细胞阶段。诱导*0后诱

导细胞$,/1染色阳性，提示神经元趋向成熟，只有成

熟神经细胞才表达$,/1。神经元标志物$"2表达也

为阳性。这些结果提示该细胞不仅形态学发生改变，

而且在分子水平上也发生改变。3,45标志物染色阴

性证明该神经元样细胞不是星形胶质细胞。本实验室

以往的研究证实硫代甘油、巯基乙醇、叔丁基对甲氧酚

等抗氧化剂可诱导!"#分化为神经元样细胞（6）。隐

丹参酮是分离提纯的二萜醌类化合物，是有药性作用

的丹参酮的代表成分之一，具有抗氧化的作用。因此

作者认为隐丹参酮的诱导机理可能也与其具有抗氧化

作用有关，但确切机制仍需进一步探讨。
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68项 鹏，夏文杰，张丽蓉，等8成人骨髓间质干细胞定向诱导

为神经元样细胞的研究8中国病理生理杂志 HKK7；7.（*）J
-6*—-6.8

（收稿：HKK7Z77ZK* 修回：HKKHZKIZHK）

·征文通知·

中国中西医结合学会拟HKK-年I月在安徽黄山市召开第

二届全国中西医结合男科学术会议，现将征文事宜通知如下：

（7）征文内容：中医、西医及中西医结合诊治男性不育症、前列

腺疾病、男性性功能障碍、性传播疾病、中老年部分雄激素缺乏

综合征等男科疾病的基础、临床以及实验研究。（H）征文要求：

正文字数在-KKK字以内，附6KK字论文摘要；请用IKK字稿纸

誉写，字迹清楚，欢迎打印稿或附软盘；论文请注明作者姓名、

单位、通讯地址、邮编、电话，并加盖单位公章。于HKK-年H月

HK日前（以邮戳为准）寄至中国中医研究院广安门医院男科郭

军、孔令青医师收，信封注明“征文”。地址：北京市宣武区北线

阁*号，邮编：7KKK*-，电话：（K7K）66KK77HO／66KK7K*-，论文也

可发电子邮件（2/F;(A：9;F>>)=!&();8<DF），具体会议时间地

点另行通知。如需更多信息，请访问中国男科网（+’’C：!!
@@@8;0C><)8<DF）。

中国中西医结合学会时间生物医学专业委员会筹委会将

于HKK-年77月上旬在海南省海口市召开全国时间生物医学

学术会议，会议将交流时间医学的临床、基础研究及教学方面

学术论文，包括时间中医学、时间针灸治疗学（子午流注、灵龟

八法等）及时间养生学等方面的文献、临床、基础研究或经验、

医案等；并将正式成立中国中西医结合学会时间生物医学专业

委员会。

征文要求：论文全文与摘要（7KKK字以内，研究性论文的

摘要请按目的、方法、结果、结论四部分撰写）各一份，4I纸打

印件和软盘或电子邮件附件方式（[D:0或纯文本文件）一并寄

会议联系人山东省医学科学院抗衰老研究中心赵子彦。地址：

济南市经十路6G号；邮编：H*KKOH；电话：K*-7ZHG7G6GH；传

真：K*-7ZHOK7HG*；电 子 信 箱：T(>;)T+;D!&();8<DF 或

T(>;)T+;D!7O-8<DF；截稿日期：HKK-年6月-7日。

推荐或自荐申请加入时间生物医学专业委员会者，务请将

介绍材料于HKK-年*月-7日前寄到，以便按照学会规定的程

序遴选专业委员会委员候选人。

·IHG· 中国中西医结合杂志HKKH年7H月第HH卷第7H期

万方数据


