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丹参素定向诱导骨髓间质干细胞分化为

神经元样细胞的研究
余 勤1 罗 依2 鄂 艳1 盛丽先1 董 勤3 丁 伟2 郭 莹1
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摘要 目的 研究丹参素体外定向诱导骨髓间质干细胞(mesenchymal stem cells，MsC)分化为神经元

样细胞。方法 利用Ficoll—Paque液将骨髓细胞进行密度梯度离心和贴壁筛选分离出MSc，体外扩增，流式

细胞仪检测MsC表面抗原表达。采用含丹参素的无血清L—DMEM诱导MSC分化为神经元样细胞，并且

探讨丹参素不同浓度及不同作用时间对Msc诱导分化为神经元样细胞的影响。以免疫组化方法检测神经

元特异性烯醇化酶(NsE)、神经丝蛋白(NF—M)、巢蛋白(nestin)、胶质纤维酸性蛋白(GFAP)的表达。结果

MsC在体外传代扩增后，流式细胞仪检测结果显示CD29、CD44、CDl66表达阳性，CDl4、CD34、CD45、HLA—

DR为阴性。丹参素诱导后，MSC胞体收缩，突起伸出，呈典型的核周体形态，类似神经元；免疫组化显示诱

导出的神经元样细胞NsE、NF—M、nestin表达阳性，GFAP阴性。结论 丹参素可以在体外诱导MSC分化

为神经元样细胞，其诱导转化率与丹参素浓度和作用时间有关。
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Objective To study the effect of Danshensu(DSS)on directional differentiation of mesenchymal stem cells

(MSC)into neuron一1ike cells．Methods MSC were separated from bone marrow with density gradient centrifu—

gation，wall sticking screening and amplified i，z可i￡r0． Flow cytometry was used to monitor the expression of

surface antigens． DSS contained in non—serum L—DMEM was used to induce differentiation of MSC to neuron—

like cells，and the effect of DSS when different concentration and acting time used was explored． And levels of

neuron—specific enolase(NSE)，neurofilament protein(NF—M)，nestin，and expression of 91ial fib“llary acidic

protein(GFAP)were measured by immullOhistochemical method．Results After being propagated and ampli—

fied jn ui￡，‘o，MSC were positively expressed for CD29，CD44，CDl66，and negatiVely expressed for CDl4，

CD34，CD45、HLA—DR．After induction of DSS，MSC exhibited the typical form of perikaryon with pyknotic

ceU body and prominence prOjected 1ike that of neuron．These ceUs were positiVely expressed in NSE，NF—M and

nestin，and negatively expressed in GFAP．Conclusion DSS could induce differentiation of MSC to neuron—like

cells i行ui￡，．0，the action is concentration—and time—dependent．

Key words mesenchym胡stem cell；neuron；Danshensu；induction；differentiation

骨髓间质干细胞(mesenchymal stem cells，MSC)

具有多向分化潜能，近年来研究发现在一定条件下，

MSC可以向神经细胞元样细胞分化，这为神经系统损

伤和退行性疾病的治疗提供了新的思路。如何筛选和

优化诱导MsC向神经元样细胞转化的最佳条件是细
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胞治疗的前提。目前国外研究主要集中于化学制剂如

2一硫基乙醇、二甲亚砜、硫代甘油⋯等，但这些诱导剂

均有一定毒性，不能应用于人体内。中药丹参是已经

证实对神经系统疾病确有l临床疗效并可用于人体注射

的中药，药理研究发现，其主要成分为脂溶性成分和水

溶性成分两大类。其中，水溶性成分主要为酚酸类物

质，具有抗氧化、抗缺血、改善微循环等功效，近年还发

现其对神经细胞损伤具有保护作用旧。。丹酚酸不稳

定，主要以钠盐(丹参素)的形式存在，而丹参素是丹参

中主要有效成分之一。本实验旨在探讨丹参素对

Msc分化成神经元中的作用及其最佳条件。
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l材料和试剂

成人健康骨髓(浙江大学医学院附属一院血液科

提供)、Ficoll一paque淋巴细胞分离液(上海试剂二厂)、

胎牛血清(GIBCO公司)、L—DMEM培养基(GIBCO公

司)、0．5％胰蛋白酶一1 mmol EDTA(GIBCO公司)、硫

代甘油(Sigma公司)、碱性成纤维生长因子(bFGF，

R&D公司)、丹参素(中国药品生物制品检定所)、小

鼠抗人巢蛋白单抗(nestin，Maxim公司)、小鼠抗人神

经元特异性烯醇酶(NSE)单抗、小鼠抗人神经丝蛋白

(NF—M)单抗和神经胶质酸性蛋白(GFAP)单抗(均来

源于美国Zymed)、荧光标记小鼠抗人单抗CD29一PE、

CD44一FITC、CDl 66一PE、CDl4一FITC、CD34一PE、CD45一

PE、HLA—DR—FITC(美国Beckman—Coulter)、Envision

二步法试剂盒(DAKO公司)。

2 实验方法

2．1 MSC的体外培养和扩增 无菌条件下采集

正常人骨髓10～20 ml，肝素抗凝，与等体积PBs混

匀，轻轻叠加到密度1．077 g／ml等量Ficoll—paque分

离液上，2 500 r／min离心25 min，收集单个核细胞层，

用PBS洗涤两次，1 500 r／min离心10 min。细胞重悬

于含10％胎牛血清(FCS)的L—DMEM培养液，以2．0

×106／ml密度接种于25 cm2塑料培养瓶，置37℃、

5％CO，饱和湿度的细胞培养箱培养。48 h后更换培

养液，弃去未贴壁细胞，以后3～4天换液1次。贴壁

细胞接近80％～90％融合后，用0．25％胰蛋白酶一

lmmol EDTA消化0．5～1 min，l 000 r／min离心10

min，弃上清，加入L—DMEM培养液，重悬细胞，按1：3

比例传代培养。

2．2 Msc表面抗原检测 取扩增传代的1、3、5

代细胞，用0．25％胰蛋白酶一lm而ol EDTA消化收获

细胞，PBS洗涤后制成1．0×106／ml的单细胞悬液，分

别加入抗CDl4、CD29、CD34、CD44、CD45、CDl66、

HLADR单抗，室温孵育30 min，流式细胞仪

(FACSvantage型)检测，各代骨髓MSC表面抗原检

测值采用单因素方差分析统计。

2．3 MSC细胞周期的测定 经扩增传代的

MSC消化后PBS洗涤两次，RNA酶工处理，PI染色。

用流式细胞仪计数106细胞，应用ModFIT软件分析

结果。

2．4定向诱导MSC向神经元分化 bFGF预诱

导一丹参素诱导组(实验组)：传至P3、P5、P7的骨髓

Msc按0．4×106／ml接种于事先放置有消毒盖玻片

的6孔板内制备细胞爬片。当细胞达到60％～70％

融合时，弃培养液，加入含bFGF(10肚g／L)的L—

DMEM培养液(含20％的FCS)预诱导24h后，更换培

养液，PBs洗涤2次，再分别加入不同浓度丹参素对

MsC进行诱导分化，并在丹参素10”g／ml条件下，观

察不同时间对MSC诱导分化后的影响。空白对照

组：不加任何诱导剂；硫代甘油诱导对照组：用含1

mmol／L的硫代甘油的L—DMEM预诱导，再加入含5

mmol／L的硫代甘油的L—DMEM诱导；单用丹参素对

照组：不用bFGF预诱导，直接加入10肚g／ml丹参素

的无血清L—DMEM诱导；单用bFGF对照组：用bFGF

预诱导，不加入诱导剂。每组包括12个细胞爬片。采

用免疫组化进行鉴定。

2．5 诱导细胞免疫组化鉴定 为进一步确定

MSC是否分化为神经元样细胞，采用神经元标志物

NsE、NF—M、nestin、GFAP进行鉴定。诱导细胞用

409几多聚甲醛固定15min，洗涤后加入过氧化物酶

阻断剂，非免疫性动物羊血清封闭，分别加入nestin(1

：50稀释)、NSE(1：50稀释)、NF—M(1：100稀释)和

GFAP(1：50稀释)单抗4℃孵育过夜，PBS洗涤后加

入Envision孵育30min，TBS洗涤，DAB显色，苏木素

复染，中性树胶封固。各诱导组的细胞免疫组化染色

后光镜下随机读取10个非重叠视野(×100)，计算

nestin、NSE、NF—M和GFAP阳性细胞占总细胞数的

比例，结果用于±s表示，采用￡检验。

结 果

l MSC形态学和生长特性 骨髓单个核细胞悬

液接种于塑料培养瓶后，24 h细胞贴壁，呈圆形或多

角形，散在分布于瓶底。48 h后更换培养液后，2～3

天出现梭形贴壁细胞。7～10天细胞迅速增生，贴壁

细胞呈旋涡状、辐射状排列生长。培养2～3周，贴壁

细胞接近80％～90％融合(见图1)。传代细胞在12h

内完全贴壁，重新变成梭形细胞。细胞传代后生长迅

速，增生快，大约7～10天达到完全融合。原代细胞经

消化后细胞数达(6～8)×105，扩增至第5代细胞数可

达(2～3)×105。

2 MSC表达抗原特性见表1。流式细胞仪检测

结果显示，骨髓MSC表面抗原细胞CD29、CD44、CDl66

表达阳性，而CDl4、CD34、CD45、H认DR为表达阴性。
扩增后的各代MSC CD29、CD44、CDl66、CDl4、CD34、

Ccl45及Ⅻ。A—DR表达情况差异无显著性。
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表1 MSC表面抗原表达情况 (％，j±s)

图1 原代骨髓MSC贴壁16天后达融合(×100)；图2丹参素诱导5h时神经样细胞(x100)；图3丹参素诱导MSC

分化为神经元样细胞NSE染色阳性(×200)

3 MSC细胞周期特性 原代细胞只有极少数细

胞处于S+G2+M期，90％以上细胞处于Go／G1期。

4光镜下观察MSC诱导为神经元的形态变化

MSC在含bFGF的DMEM预诱导液中处理24 h后，

细胞形态无明显变化。加人丹参素诱导液0．5 h后，

部分细胞形态开始改变，原来宽大扁平的MSC胞质

向核收缩，呈典型的核周体形态，胞体周围伸出较长的

突起(轴突)，突起末端出现一级和二级分支，类似神经

元，随着时间的推移，转变为神经元形态的MSC逐渐

增加，部分细胞拉成网状(见图2)。超过5 h后，小部

分细胞从盖玻片上脱落，呈现悬浮状态。空白对照组

细胞形态未见任何变化；硫代甘油诱导对照组诱导5 h

后，多数细胞呈较典型的神经元样细胞形态，但部分细

胞脱落。单用丹参素对照组和单用bFGF对照组中仅

有少量神经元样细胞出现。

5 免疫组化鉴定 免疫组化染色显示，实验组中

神经元样细胞的胞体及部分突起NSE、NF—M、nestin

染色为阳性，呈棕黄色(见图3)，GFAP染色呈阴性。

5．1 不同浓度丹参素对NSE、NF—M、nestin、

GFAP阳性率的影响 见图4。实验组在丹参素1、5、

10、20、40、80肛g／ml不同浓度诱导作用下，NsE阳性

细胞占总细胞数的比例分别为(3．08±0．38)％、

(30．72±4．31)％、(53．20±2．80)％、(41．08±

3．13)％、(21．73±1．19)、(17．73±1．10)％，NSE染

色阳性细胞呈棕黄色，随着浓度的增加，NSE阳性细

胞率增加，当诱导浓度为10肛g／ml时，阳性细胞率最

高，为53．20％，但是之后随着浓度的增加，NsE阳性

细胞率减少。空白对照组细胞形态未见任何变化；硫

代甘油诱导对照组有大量神经元样细胞(NsE阳性细

胞率约为69．10％)；单用丹参素对照组有少量神经元

样细胞(NSE和NF—M阳性细胞率<2％)；单用bFGF

对照组有部分神经元样细胞(NSE和NF—M阳性细胞

率<15％)。 、
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丹参素(嵋／m1)

图4 不同浓度丹参素对NSE、NF—M、nestin、GFAP阳性

率的影响

5．2各组诱导时间与NsE阳性率关系 见图

5。实验组和硫代甘油诱导对照组随着时间的推移，

NsE阳性细胞率增加，且胞浆棕黄颜色加深，丹参素

(10肚g／m1)诱导时间为0、0．5、1、3、5、7 h时，NsE阳性

细胞率分别为0、(11．5l±1．02)％、(36．72±

2．50)％、(46．83±1．81)％、(53．20±2．59)％、(51．82

±2．11)％，以5 h阳性细胞率最高，但是之后随着时

间的增加，NSE阳性细胞数目基本不变。

80

零

丽60
赳
弭40
芷

兰20

O

—_．—一实验组—*嚣卜一空白对照组
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O O．5 1 3 5 7

诱导时间(h)

图5 各组诱导时间与NSE阳性率的关系

5．3 丹参素(10弘g／m1)诱导MSC后对NSE、

NF—M、nestin、GFAP表达的影响 见图6。丹参素
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(10弘g／m1)诱导l h后，诱导细胞NSE、NF—M、nestin

阳性率均呈上升，并在诱导5 h时最为显著，而GFAP

免疫组化均为阴性。

——●-一NSE——_-一NF—M
—-●r—nestin—{}一GFAP

0 1 3 5 7

诱导时间(h)

图6丹参素(10pg，m1)诱导MSC后对NSE、NF—M、

nestin、GFAP表达的影响

讨 论

干细胞研究以及利用干细胞进行细胞治疗已经成

为继人类基因大规模测序完成后生命科学中最活跃的

研究领域之一。干细胞由于自身治疗疾病的优点使其

成为组织工程及细胞和基因治疗中重要的种子和载体

细胞。MsC是骨髓造血微环境的重要组成部分，并具

有多向分化潜能，可分化为多种中胚层来源的间质细

胞，如软骨细胞、成骨细胞、脂肪细胞、成肌细胞等。近

年来研究发现MSC还具有跨越胚层界限向神经细胞

分化的潜能，已有多项动物实验表明，MSC可促进脑

出血及脊髓损伤的神经修复旧3，KopenH’、zhao¨1和

Chen等¨。3个研究小组分别采用不同的方法证实小鼠

MSc在脑内可转变为神经元，woodbury等⋯体外诱

导MSC也得到同样的结果，提示MSC在特定的条件

下可转化为神经细胞，MsC将在神经退行性疾病和中

枢神经损伤治疗中起重要作用。在体外建立Msc分

离、纯化和扩增，以及MSC向神经细胞分化的最佳方

案，是进一步研究MsC细胞治疗作用和机理的必要

条件。

本研究采用密度梯度离心贴壁培养方法，原代可

获得(6～8)×105个细胞，每传代1次细胞数可增加2

倍左右，传至第5代可达(2～3)×108个细胞，表明该

分离培养获得的MSC在体外有较大的扩增能力。目

前常规的细胞表面抗原单抗尚不能特异性检测Msc，

一般认为CD29、CD44、CDl66等为MSC的重要表面

标记。MSC与造血干细胞共存干骨髓中，但流式细胞

仪检测结果显示MSC不表达造血细胞表面抗原，如

造血干细胞标志抗原CD34、白细胞标志抗原CD45、单

核／巨噬细胞表面抗原CDl4等均为阴性，证明MSC

为非造血类细胞。本研究采用的分离培养和扩增方

法，细胞经多次传代仍保持其增殖能力，细胞形态趋于

一致，多种单抗联合检测结果显示，CD29、CD44、

CDl66阳性标记出现单峰，CDl4、CD34、CD45、HLA—

DR均表达阴性，经5次传代细胞各表面抗原表达亦

无明显差别，表明本研究所采用的细胞培养条件适于

MSC的纯化和扩增，培养细胞为MSC。

丹参是临床上常用的治疗心脑疾病的常用药物，

具有活血祛瘀、凉血安神的作用。丹参素是丹参的重

要的水溶性成分，具有抗氧化作用。本研究证实丹参

有效成分之一丹参素具有诱导MsC转化为神经元样

细胞的作用，且在经bFGF预诱导后，用10扯g／ml丹

参素诱导5 h时作用最为显著，其作用具有与时间和

浓度相关的特点。丹参素诱导5 h后，大部分MSC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。对照组中，单用”GF和单用丹

参素诱导组均不能达此效果，说明bFGF和丹参素联

合应用具有协同作用。其中bFGF可能参与了MsC

向神经元分化的启动，而丹参素在其后向神经元样细

胞转化及扩增中起重要作用。本研究采用多种单抗的

免疫组化法对神经元样细胞进行鉴定。nestin是一种

分布在神经前体细胞的中间丝蛋白，是神经干细胞特

异性标志物，待神经前体细胞分化为神经元，这种中间

丝蛋白将逐渐消失。本研究结果显示，诱导1h后的神

经元nestin表达阳性，证明该细胞属于分化早期神经

元。而神经元标志物NSE、NF—M表达也为阳性，证明

该细胞不仅形态学发生改变，而且在分子水平上也发

生改变。GFAP标志物染色呈阴性，证明该神经元样

细胞不是星形胶质细胞。

MsC取材方便，易从自体获取，回植后不会发生

免疫排斥反应；易于在体外分离、培养和扩增；体外基

因转染率高并能稳定高效表达外源基因，因此是理想

的种子细胞。而MsC体内及体外具有向神经细胞分

化的潜能，为多种疑难神经系统疾病的治疗开辟了新

的途径。因丹参素为可用于人体内的中药单体成分，

该培养方法的建立对于中药有效成分诱导MsC向神

经细胞转化，并进一步应用于人体内细胞治疗提供了

实验依据。
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清燥方治疗干燥综合征临床观察
刘 维 王 慧 杨晓砚 左 芳 陈伏宇

2002年6月一2003年12月，笔者以中药清燥方治疗干燥

综合征30例，并以泼尼松为对照组，现将临床结果报告如下。

临床资料60例患者(住院24例，门诊36例)符合2002

年修订的干燥综合征国际分类(诊断)标准[董怡．2002年修订

的干燥综合征国际分类(诊断)标准．中华风湿病学会杂志

2002；(6)：257]。按随机数字表法随机分为治疗组和对照组，

治疗组30例，男3例，女27例，年龄35～60岁，平均48．5岁，

病程4～12年，平均8年。对照组30例，男2例，女28例，年龄

34～60岁，平均48岁，病程3．5～12．0年，平均7．5年。两组

资料比较具有可比性。

治疗方法治疗组用中药清燥方，组成：生地、白花蛇舌草

各309，生黄芪、当归、沙参、麦冬、王不留行、夏枯草、露蜂房各

159，水煎，每日1剂，分两次口服，每次200ml。对照组口服泼

尼松，每天0．5mg／奴，每月减量5mg，两组均以3个月为1个疗

程。两组患者治疗前后查血沉(EsR)、C反应蛋白(cRP)、免疫

球蛋白、唾液流率、滤纸试验(Schirmer试验)、关节肿数、关节

痛数、血、尿常规、肝、肾功能、血糖，并做角膜荧光染色检查，记

录不良反应发生情况。

结 果

1 疗效评定标准显效：口干、眼干症状明显好转；全身

Schirmer试验、免疫球蛋白5项中3项化验指标有改善。有效：

口干、眼干症状好转，全身症状好转，角膜荧光染色好转，实验

室指标5项中有1～2项有改善。无效：口干、眼干症状改善不

明显或不稳定，角膜荧光染色变化不大，实验室指标改善不明

显或不稳定。

2两组疗效比较 治疗组：显效9例(30．0％)，有效14

例(46．7％)，无效7例(23．3％)，总有效率76．7％。对照组：显

效10例(33．3％)，有效12例(40．0％)，无效8例(26．7％)，总

有效率73．3％。两组疗效差异无显著性(Y2=0．089，P>

0．05)。

3 两组患者治疗前后临床及实验室指标变化情况 见表

1。两组患者治疗后临床及实验室指标与治疗前比较差异均有

显著性(P<0．01)。

4并发症改善情况 治疗组治疗前食道干涩，主食需水

送者18例，治疗后改善者13例；干咳者11例，治疗后改善者8

例。对照组治疗前主食需水送者17例，治疗后改善者13例；

干咳者10例，治疗后改善者7例。两组并发症改善情况比较

差异无显著性(P>0．05)。

5药物不良反应对照组向心性肥胖12例，空腹血糖升

高2例，失眠1例，血压升高1例，继发真菌感染1例。治疗组

症状好转，角膜荧光染色明显好转，EsR、cRP、唾液流率、 无副反应发生，两组副反应发生率差异有显著性(P<o．05)。

表1 两组患者治疗前后临床及实验室指标变化 (孑±s)

注：与本组治疗前比较，。_P<O．01

讨论干燥综合征属中医学“燥症”、“燥痹”的范畴，历

代医家多以阴虚论治。笔者临床体会，本病多为正虚邪盛、阴

虚内热、毒蕴血瘀所致。方中生地益。肾养肝、滋阴润燥，生黄芪

益气助阴，当归、沙参、麦冬滋阴养血，白花蛇舌草、夏枯草、露

作者单位：天津中医学院第一附属医院风湿科(天津300193)

蜂房清热解毒，王不留行活血化瘀通络，诸药合用，肝肾濡润，

津液得生，瘀血得祛，热毒得清，共奏清润干燥，清热解毒之功。

经过临床观察，发现该方治疗干燥综合征疗效安全可靠，其作

用机制尚待进一步深入研究。

(收稿：2004一04一05 修回：2004—06—28)
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