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天麻诱导骨髓间质干细胞分化为神经元样

细胞的实验研究

董晓先 刘金保 董燕湘 肖庆忠

摘要 目的：探讨天麻对体外定向诱导大鼠骨髓间质干细胞（=>?）分化为神经元样细胞的影响。方

法：通过贴壁法分离大鼠=>?，体外扩增培养。中药天麻定向诱导分化为类神经元样细胞。光镜下观察细

胞形态，免疫细胞化学法检测神经细胞特异性抗原标志物神经原烯醇化酶（$>.）、胶质纤维酸性蛋白

（@A)B）、巢蛋白（$1CD7:）。结果：大鼠=>?可通过贴壁法成功分离并可在体外大量扩增。天麻诱导’E后

大部分可分化为神经元样细胞，出现胞体和突起，免疫细胞化学染色$>.、$1CD7:呈阳性，@A)B阴性。结

论：大鼠=>?可诱导分化为神经元样细胞。

关键词 天麻 骨髓间质干细胞 神经细胞 定向分化

!"#$%&’$()*+,)-./0(!11$2)013*4)%0.&*&(5(.-2&(6)7$8&11$%$()&*)&0(019$4$(27/’*+,)$’:$++4&()0
;$-%0(<+&=$:$++4FG$@H76%-I76:，JKLM7:-;6%，FG$@N6:-I76:O，1D62!"#$%&’"(&)*+$&,)#,-./)0)1-，

23$(14,)35"6/7$08)00"1"，23$(14,)3（9:;:<=）

>?@$2)&A$：0%7:P1CD7O6D1DE11QQ1<D%QO6CDR%S767:1IDR6<%RT%R162%R71:D1S7:S8<7:ODE1S7QQ1R1:D76D7:%Q
51C1:<EU562CD15<122C7:D%:18R%:-27V1<122C&9$)70.4：=1C1:<EU562CD15<122CW1R1C1T6R6D1SQR%5;%:156R-
R%W%QR6DC;UW622CD7<V7:O51DE%S，65T27QU7:O<82D8R1S7:P7DR%，6:SS7QQ1R1:D76D1S7:D%:18R%:-27V1<122C;U%R7-
1:D1S7:S8<D7%:W7DEO6CDR%S76&0E15%RTE%2%OU%Q<122CW6C%;C1RP1S8:S1R27OED57<R%C<%TU，:18R%-CT1<7Q7<
1:%26C1（$>.），:1CD7:6:SO2762Q7;R7226RU6<7S7<TR%D17:（@A)B）W1R1S1D1<D1S;U7558:%<UD%<E157CDRU&B$<
4-+)4：X6DC51C1:<EU562CD15<122C<%82S;1C1T6R6D1S6:S65T27Q71S7:P7DR%&)QD1R;17:O7:S8<1S;UO6CDR%S76
Q%R’ERC，5%CD%QDE1<122CW%82S;1S7QQ1R1:D76D1S7:D%518R%:-27V1<122C，R1P1627:O<UD%S1:SR7D1&YU7558:%-
<E157<62CD67:7:O，<122CCE%W1ST%C7D7P1%Q$>.，:1CD7:，6:S:1O6D7P1%Q@A)B&:0(2+-4&0(：X6DCZ51C1:<EU-
562CD15<122C<%82S;17:S8<1SD%S7QQ1R1:D76D17:D%:18R%:-27V1<122C&

C$/D0%.4 O6CDR%S76，;%:156RR%W51C1:<EU562CD15<122，:1RP1<122，%R71:D1SS7QQ1R1:D76D7%:

长久以来人们普遍认为神经系统的再生在出生后

已经停止。神经系统退行性疾病如老年性痴呆、帕金

森综合征等是严重影响老年人生活质量的高发性疾

病，目前尚无特效的西药治疗。近年来细胞移植替代

疗法以其潜在的疗效引起了国内外医学科学家的重

视。骨髓间质干细胞（51C1:<EU562CD15<122C，=>?）

是一类广泛存在人体骨髓中的多能干细胞，取材方便、

扩增迅速且无免疫原性，被认为是理想的供体细胞来

源。建立中药诱导 =>?转变为神经细胞的体外模

型，对研究脑的发育和分化以及神经系统疾病的治疗

均具有重大价值。

材料和方法

+ 动物 出生后*周左右雄性>F大鼠（广州医

学院动物中心提供）。

’ 试剂 低糖F=.=培养基（J-F=.=）培养

基（@KY?GYXJ公司），胎牛血清（[U<2%:1公司），胰

蛋白酶（@KY?G公司），天麻注射液（上海福达制药有

限公司），小鼠抗大鼠神经原烯醇化酶（:18R%:-CT1<7Q7<
1:%26C1，$>.，?E157<%:公司）单克隆抗体、胶质纤维

酸性蛋白（O2762Q7;R7226RU6<7S7<TR%D17:，@A)B，=6I75
公司）单克隆抗体、巢蛋白（$1CD7:，BE6R57O1:公司）

单克隆抗体，[XB／F)Y显色检测系统（J6;P7C7%:公

司）。

# =>?的分离和培养 无菌条件下取出>F大

鼠的股骨，用’52含’(\胎牛血清的J-F=.=冲出

骨髓，充分混匀后加入到/(52的细胞培养瓶中，补足
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培养基，置!"#，$%&’(，)*%湿度的培养箱中。!天

后弃去悬浮的未贴壁细胞，换新鲜培养基。

+ ,-&的扩增 )*%!.*%融合的,-&用含

*/*(%0123的*/($%的胰酶消化后计数细胞，45!
传代，每(天换液4次，培养基为含4*%胎牛血清的

671,0,，逐日观察细胞的生长情况，以上述方法进

行传代扩增培养。

$ 定向诱导 ,-&分化为神经元样细胞 分别

将传至$、"、.代的 ,-&接种于预先置有盖玻片的8
孔板中制备细胞爬片。待细胞融合至"*%!)*%时，

吸去孔中的培养液，实验组每孔加入预诱导液（含(*"9
天麻／:9的4*%胎牛血清的671,0,），对照组加不

含天麻的4*%胎牛血清671,0,液。(+;后吸去预

诱导液，实验组每孔加入诱导液（4**"9天麻／:9不含

胎牛血清的671,0,），对照组换液为不含天麻及胎

牛血清的671,0,，每隔4$!(*:<=倒置显微镜观察

4次细胞的形态变化。

8 神经元样细胞的鉴定 诱导后的细胞用+%
的多聚甲醛固定(*:<=，>?-洗涤，加入过氧化物酶阻

断液阻断内源性过氧化物酶，非免疫性动物血清封闭，

分别加入稀释后的小鼠抗大鼠@-0、AB3>、@CDE<=单

克隆抗体室温孵育(;，>?-洗涤，加入生物素标记的

二抗，室温下孵育4*:<=，>?-洗涤，加入链亲和素7过

氧化物酶溶液，孵育4*:<=，>?-洗涤，13?溶液显色，

中性树胶封片。光镜观察，随机取4*个非重叠视野

（F4**），计算神经细胞占总细胞数的比例，结果用均

数G标准差（!!G"）表示。

" 神经元样细胞存活时间检测 诱导后的神经

元样细胞继续培养，条件培养液为4**"9天麻／:9不

含胎牛血清的671,0,，(天换液4次，观察其存活

时间。

结 果

4 ,-&的分离培养 用671,0,（含(*%的

胎牛血清）培养的,-&，!天后已经贴壁，残留的各种

类型的骨髓细胞通过完全换液除去，此时可以观察到

贴壁细胞为单个存在或形成细胞克隆聚集，细胞形态

比较均一，为长梭形，贴壁的,-&迅速增殖，至第8天

细胞完全融合，无重叠（见图4）。

( ,-&的扩增 用胰酶消化原代可获得约$F
4*$个,-&。刚经过传代的,-&在(+;内完全贴壁、

伸展、重新变为长梭形，增殖生长迅速，!天即达到完

全融合。体外扩增4$代细胞数目约为$F4*4(，!*代

后生长速度下降，细胞出现衰老现象，并逐渐从培养板

上脱落。

! 定向诱导 ,-&分化为神经元样细胞 ,-&
在含天 麻 的 预 诱 导 液 中 处 理(+;后，加 入 诱 导 液

!*:<=后细胞形态即明显发生变化，光镜下,-&的细

胞质向核收缩，呈典型的核周体形态，!;后大多数细

胞均转变为双极或多极神经元细胞样形态，伸出突出

（类似轴突或树突），部分细胞之间拉成网状。$、"、.
代细胞之间没有明显差异。

+ 神经元样细胞免疫细胞化学鉴定 天麻诱导

!;后，大部分细胞表现为@-0染色阳性，呈棕黄色，

表明该细胞具有神经元细胞特性（见图(），对照组无

阳性细胞出现。@CDE<=染色结果与@-0类似，细胞体

和突触为阳性，证明该细胞具有神经干细胞特性（见图

!）。AB3>免疫细胞化学染色显示无阳性细胞。随机

取4*个视野计算结果表示，大多数,-&均被诱导为

神经样细胞，其转化率为（"$/!G+/4）%。
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! 存活时间检测结果 诱导后的神经元样细胞

在条件培养液中可存活"周左右，其形态保持不变。

讨 论

骨髓中有两类干细胞，即造血干细胞（#$%&’&(&)*
$’)+,’$%+$--，./0）和间质干细胞（%$,$1+#2%3-,’$%
+$--，4/0），它们都具有自我更新和分化的能力。造

血干细胞可以分化为各种血细胞；间质干细胞是易于

贴附于塑料培养板表面的细胞〔5〕，后来的研究证实，

4/0具有多向分化潜能，在适当的培养条件下，可定

向诱导分化为成骨细胞、软骨细胞、肌腱、脂肪细胞、血

管内皮细胞等〔6〕。因此在细胞替代疗法和组织工程方

面，4/0作为一种重要的种子细胞越来越引起人们的

关注，显现出巨大的应用前景。神经系统疾病的脑组

织和脑细胞移植替代疗法的关键所在是获得足够数量

用来 移 植 的 脑 细 胞，神 经 干 细 胞（1$783-,’$%+$--，

9/0）由于来源于胚胎和胎脑，难以满足临床需要量，

且存在伦理道德方面的争论，因此必须寻求另外一种

可以分化为神经细胞的替代细胞。5:::年;&($1等

发现4/0注射到新生小鼠脑内可分化为神经元和神

经胶质细胞〔"〕。6<<<年=83>$-’&1等〔?〕和 4$>$2等〔!〕

两个研究小组分别通过不同的方法观察到在体内条件

下，外源的4/0在小鼠脑内可转变为神经元，这提示

4/0可以替代9/0治疗中枢神经损伤或退行性疾

病。同年 @&&AB782等也用!*巯基乙醇成功地诱导

4/0转变为了神经元样细胞〔C〕，建立了体外诱导的模

型，对研究脑的发育和分化以及神经系统疾病治疗具

有重大价值。

体外定向诱导发现采用天麻诱导"#后，大部分

4/0可转变为神经元样细胞，并有轴突和树突出现，多

个神经元之间可形成网络。9$,’)1是一种中间丝蛋白，

它是神经干细胞特异性标志物。本研究结果显示，诱导

"#后的神经元9$,’)1表达阳性，证明该细胞具有部分

神经干细胞特性。神经元标志物9/0也为阳性，而对

照组呈阴性，证明该细胞不仅形态学发生改变，而且在

分子水平上也发生了改变。DEFG标志物呈阴性，证明

该神经元样细胞不是胶质细胞，并且经实验验证此诱导

的细胞可有较长的存活期。天麻在临床上常用的一种

名贵中药，常用来镇静、解痉和镇痛〔H〕。近年来的研究

发现天麻还具有增智、健脑、延缓衰老的作用，对老年性

痴呆症有一定的疗效，临床治疗发现给药后可以显著增

高不同痴呆量成绩表，显著改善临床症状、神经功能缺

损和生活能力，对脑地形图有显著的改善作用〔I〕。天麻

素还具有清除过度自由基的作用，对体外培养神经细胞

的缺血再灌注损伤有保护作用〔:〕。天麻在诱导4/0转

变为神经细胞中的作用估计与其抗氧化作用有关，但确

切机制尚有待于进一步探讨。
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中药配合透析并滤过治疗血透患者皮肤瘙痒的临床观察
黄小妹 管竞环 张 英

作者单位：武汉市中西医结合医院肾病科（武汉O;NN::）

皮肤瘙痒是终末期尿毒症患者的常见并发症。笔者选择

属湿热蕴结于里、热毒外达肌肤患者>7例，观察中药配合透析

并滤过（BPQ）治疗血透患者皮肤瘙痒的疗效，结果如下。

资料与方法

7 病例选择与分组 :NN:年7月—:NN;年7N月期间在

我院血液净化中心做维持性透析的患者。所有患者均有皮肤

瘙痒，口干，大便干结，舌苔黄伴或不伴腻，舌质红／暗红，脉数

等症，皮肤有搔抓痕，皮肤干，表皮脱落等继发性皮损。所有患

者入选前均停用抗过敏、抗组胺药及止痒剂;月以上，且治疗

期间不能用以上药物。入选前所有患者均做普通透析（BP），O
周后随机分为;组。R组：BPQ组，7>例，男9例，女S例，年龄

:;!=>岁，平均（O:4>T=4>）岁。已维持性血透8!S>个月，平

均（O74:T7:4;）个月。原发病为糖尿病肾病=例，慢性肾炎>
例，高血压肾损害O例。L组：BPQ加中药组，:N例，男77例，

女8例，年龄:7!=9岁，平均（O:4;TS4>）岁。已维持性血透

8!S7月，平均（O74ST7;4O）月。原发病为糖尿病肾病9例，慢

性肾炎S例，高血压肾损害O例，多囊肾7例。&组：BP加中

药组，7=例，男9例，女9例，年龄:=!=S岁，平均（O>4ST7N4
O）岁。已维持性血透7N!=8个月，平均（O;4:T84S）个月。原

发病为慢性肾炎S例，糖尿病肾病=例，高血压肾损害;例。

: 中药组方 分内服及外洗 两 种。内 服：熟 大 黄7N/
黄芪;N/ 当归7>/ 白芍7>/ 生地7:/ 熟地7:/ 黄连

9/ 天葵子7N/ 蒲公英7N/ 丹参7>/ 红花7N/ 防风

7N/，浓煎7NN%,／3，服用O周。外洗：金钱草;N/ 威灵仙;N/
苍耳子7>/ 生大黄:N/ 明矾;N/ 野菊花7>/ 蛇床子

7>/ 地肤子7>/。煎后用水稀释，外洗，隔日7次。用O周。

; 透析方法：（7）普通透析（BP）：每周:!;次，每次O!
O4>)。空纤用Q=（聚砜膜，74:%:），透析液流量>NN%,／%"$，血

流量:NN!:9N%,／%"$。（:）BPQ：每周:!;次，每次O)。空

纤用Q=N（聚 砜 膜，74:%:），透 析 液 流 量>NN%,／%"$，血 流 量

:NN!:9N%,／%"$。置换液7ONNN!7=NNN%,，后稀释法。

O 瘙痒程度及疗效评价 借鉴官君达等在《中医症状量

化及其疗效评定方法探讨》中的建议〔官君达，万霞，胡立胜4
中医症状量化及其疗效评定方法探讨4中国中西医结合杂志

:NN:；::（=）<O;7〕，用7NN%%刻度法来表示瘙痒程度。告诉患

者症状的严重度由左至右逐渐加重，范围为N!7NN%%。患者

根据自己的症状及体会在适当的点上选择。

> 观察指标 各组在治疗前及治疗第O周的第:次透析

前取血查肾功能、电解质、全段甲状旁腺素（"D!B，电化学发光

法）等。

= 统计学方法 所有数据用均数T标准差（!!T"）。组间

资料用#检验。

结 果

7 各组治疗前后皮肤瘙痒程度评价 见表7。治疗后各组

瘙痒程度均明显减轻（$"N%N>或$"N%N7）。L组优于R组

（$"N4N7）。

表! 各组治疗前后皮肤瘙痒程度评价 （%%，!!T"）

分别 例数 治疗前 治疗后

R 7> S74:T:O4: >74OT:>47#
L :N S>4OT7=4S ::4=T7N4:##$
& 7= S:49T:=4O ;94OT794S#

注：与本 组 治 疗 前 比 较，#$"NUN>，##$"NUN7；与 R组 比 较，

$$"NUN7

: 各 组 治 疗 前 后 生 化 指 标 结 果 比 较 见 表:。各 组

LVW、血钙水平治疗前后差异无显著性。治疗后L组血磷及

R、L组甲状旁腺素明显低于治疗前（$"N%N>或$"N%N7）。

表" 各组生化指标结果 （!!T"）

组别 例数 LVW（%%F,／A） 钙（%%F,／A）磷（%%F,／A） "D!B（$/／A）

R 7> 治前 :84ST7N4: :4:7TN478 :4O7TN4;8 ON74:T79S4=
治后 :S48T7:47 :4;:TN4:9 :478TN4OS 7O74:T9S4=#

L :N 治前 :948T774: :478TN4;7 :4O>TN4;: ;874>T:7O4:
治后 :94;T7;4: :4;7TN4:: :4N:TN4;7## 7784:T8:4:#

& 7= 治前 :849T7:48 :4:OTN4:> :4O;TN4;> O794:T:=S4;
治后 :94;T7N4O :4;STN478 :4::TN4O; O:747T:;S4>

注：与本组治疗前比较，#$"NUN>，##$"NUN7
讨 论

血透患者皮肤瘙痒原因目前不明，现行的治疗方法为抗组

胺、抗 过 敏 治 疗。BP对 于 中 大 分 子 毒 素 的 清 除 能 力 不 佳。

BPQ可以清除一部分中大分子毒素，包括"D!B。因此，本研究

试图通过中医辨证施治配合BPQ治疗血透患者皮肤瘙痒。>7
例患者均有口干，皮肤瘙痒，舌苔黄伴或不伴腻，舌质红／暗红，

大便干结，为湿热外泄，邪入肌肤之症。同时因血透病常气血

两虚，脾虚则气血化源不足，不能敷布濡润肌肤；血虚则化燥生

风。治疗时应注意这类患者为本虚标实之证。因此方中在益

气养阴、活血祛风的同时兼用清热解毒之药。所有患者在用药

后皮肤瘙痒程度均有不同程度改善。

（收稿：:NN;?N:?7O 修回:NN;?7:?N=）
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