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核因子)",在黄芩甙诱导大鼠骨髓基质细胞

分化为神经细胞中的作用

杨 琴- 贾延 - 杨 军- 董为伟- 杨于嘉!

摘要 目的 研究核因子)",（#?)",）在黄芩甙诱导骨髓基质细胞分化为神经细胞中的作用。方法

在无血清条件下，以中药单体黄芩甙作为主要诱导剂，诱导大鼠骨髓基质细胞分化为神经细胞；同时以无血

清培养基为对照组。采用免疫荧光细胞化学染色检测神经细胞标记蛋白表达和#?)",亚基@(A核移位情

况；蛋白质印迹（B0<C0D=E1$C）检测细胞中#?)",抑制蛋白（F",#）表达变化；原位末端标记（/G#4H法）染色

评价细胞凋亡率。结果 黄芩甙诱导后细胞形成较典型的神经细胞形态，同时表达多种神经细胞标记蛋白。

对照组无类似情况，但出现@(A由胞浆向胞核移位，细胞内F",#表达水平显著降低，细胞凋亡率为（!3.!I
(.-）J；黄芩甙诱导后@(A信号主要仍在胞浆中表达，细胞内F",#表达水平降低程度较少，细胞凋亡率

〔（-!.!I!.3）J〕，也显著低于对照组（!!&.&-）。结论 黄芩甙可抑制#?)",的活化，在骨髓基质细胞诱

导分化为神经细胞的过程中可能起到一定的作用。
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黄芩甙是从中药黄芩中提取出的黄酮类抗氧化 剂，能够拮抗 !̂_!所致的神经元和星形胶质细胞氧

化损伤〔-〕。近来我们发现黄芩甙可以诱导骨髓基质细

胞（56DD$V<CD$561>011<，WXY<）分化为神经细胞〔!〕。

但其分化的机理尚不清楚。核因子)",（=Q>106DS6>C$D)
",，#?)",）是细胞信号传导的主要转录因子之一，参

与了细胞增殖和分化过程，而且已往研究证明黄芩甙

能够抑制#?)",的过度活化〔’〕。#?)",是否也参与
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了黄芩甙的诱导分化过程尚不清楚。我们通过研究

!"#!$在此过程中的作用，初步探讨黄芩甙诱导分化

的机制。

材料与方法

% 材料

%&% 药物与主要试剂 黄芩甙（纯度’()，分子

量为**+&,-）由 中 南 大 学 湘 雅 医 院 药 剂 科 提 供；

./0/培养基（批号：$#1%1,111%）、培养基添加剂$23
（批号：%1((’）购自45$67$89公司；胎牛血清（批

号：:;,11((<12）购自=>?@ABC公司；碱性成纤维生长

因 子（DE:F?GFDHAD@E:IJHAKI;GE?IAH，D"4"，批 号：

1’’1-）购自LCMHANC?;06公司；小鼠抗大鼠神经细

胞核蛋白（!CO!）抗体（批号：2212%2-%）购自8P.公

司；神经细胞特异性烯醇化酶（!Q0，批号：%’%12*1*）、

神经 微 丝（!"211，批 号：%*2）、胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白

（J@FE@GFDHF@@EH>E?FRF?MHAICFB，4"SL，批号：1212T）、Q#
%11（批号：!:#2’+#M%）、L+-抗体（批号：1’’1-）均购自

!CA/EHUCH公司；小鼠抗大鼠5!$"（批号：1’’1-）、羊抗

小鼠#"5N6抗体（批号：21%2）和羊抗小鼠#碱性磷酸酶

（批号：S#%-*-）购自QFJTE公司；原位末端标记试剂盒

（NV!09#"5N6，批号：’-1’1%）购自$ACHFBJCH/EBB;CFT
公司；其余生化试剂均为进口分装分析纯级。

%&2 动物 成年健康Q.大鼠，雌雄不限，体重

211#,11J，由重庆医科大学动物实验部授权使用。

2 方法

2&% 大鼠/Q6:培养 无菌条件下取大鼠双侧

胫骨的骨髓，置于./0/培养基中，加21)胎牛血清

稀释后直接接种于塑料培养瓶，置于,3W、-)672培

养箱培养，2*;后换液，去除未贴壁细胞，以后每隔

32;换液。待贴壁细胞完全融合后，用1&%2-)胰蛋

白酶消化传代接种，每隔32;换液，传数代后接种于预

先置 有 塑 料 盖 玻 片 的+孔 培 养 板 培 养,天，达 到

(1)#’1)融合后，进行诱导实验。

2&2 诱导实验 实验分为黄芩甙组和对照组。

黄芩甙组将培养的骨髓干细胞参考文献的方法〔2〕，.#
=EBU’:液清洗,次，加入预诱导液（./0/培养基，

21)胎牛血清，D"4"%1BJ／T@）培养2*;。预诱导后

加入诱导液（./0/培养基，黄芩甙211$TA@／9，预实

验发现黄芩甙的浓度在211#*11$TA@／9时效果最

佳）诱导+;，换用维持液（./0/培养基，211$TA@／9
黄芩甙，D"4"%1BJ／T@，$23）继续维持+天。对照组

预诱导同前，仅加入无血清./0/培养基培养+;，

然后 加 入 维 持 液（./0/ 培 养 基，D"4"%1BJ／T@，

$23）继续维持+天。

2&, 免疫细胞化学染色 采用间接免疫荧光法，

其中一抗效价为%X%11#211，羊抗小鼠#"5N6效价为

%X+*，荧光显微镜下观察照相。每张玻片采用双人双

盲随机计数211个细胞，观察计算阳性细胞百分率，其

中阳性细胞!+%)为强阳性（YYY），,1)#+1)为

阳性（YY），+)#2’)为弱阳性（Y），%)#-)为可

疑（Z），"%)为阴性（[）。

2&* L+-核移位定量检测 采用免疫荧光法。

实验步骤同前，其中一抗采用L+-单抗，工作效价为

%X%11；二抗采用羊抗小鼠#"5N6，工作效价为%X%11，

荧光显微镜观察绿色荧光信号位置。每张玻片采用双

人双盲随机计数211个细胞，以胞核绿色荧光信号阳

性细胞占所有观察细胞数的百分率，!"#!$激活的百

分率\绿色荧光阳性细胞数]211̂ %11)。

2&- _C:ICHB$@AI分析 参照文献〔*〕方法，收集

各组细胞后以L$Q冲洗,次，然后在细胞裂解液（-1
TTA@／9NHF:#6@，M=+&(，%1TTA@／90.NS，2)Q.Q，

-TTA@／9.NN，1&-TTA@／9L/Q"）%11$@中 裂 解

%-TFB。沸水浴变性-TFB，%2111J离心21TFB，收集

上清蛋白质样本，测定蛋白质含量，[31W保存待用。

取-1$J蛋白在%2)的Q.Q#LS40中电泳，之后将蛋

白质在电转移电泳槽（*1TS，%-;）中转至硝酸纤维

素膜。取出膜后用正常山羊血清室温下封闭,;，然后

置于杂交袋中，加入5!$"抗体（%X%111），*W孵育过

夜。羊抗小鼠—碱性磷酸酶（%X%111），,3W孵育+1#
%21TFB，!$N／$65L显色，结果进行扫描和密度分析。

2&+ 细胞凋亡观察 采用NV!09法，取各组诱

导后的细胞，*)多聚甲醛固定，%)=272作用%-TFB，

NV!09反应液,3W孵育+1TFB，封片后直接在荧光

显微镜观察绿色荧光信号，并且随机计数211个细胞，

计算阳性细胞百分率。

, 统计学方法 采用%2检验。

结 果

% 诱导后细胞鉴定 黄芩甙组预诱导2*;，个别

细胞体积变小，立体感增强，胞体收缩成锥形或球形；

诱导+;，部分细胞成三角形，细胞微丝收缩，伪足形成

细胞长突起，局部交织成网，有些细胞周围有光晕，类

似神经细胞。对照组形态基本没有变化。免疫细胞化

学染色提示，黄芩甙组表达多种神经细胞标记物如神

经细胞特异性烯醇化酶（!Q0）、神经细胞核蛋白（!C#
O!）和神经微丝（!"）等，但是未见胶质细胞标记蛋白

胶质纤维酸性蛋白（4"SL）、Q#%11的表达；对照组各
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标记蛋白表达均为阴性或可疑（见表!）。

表! 两组神经细胞标记蛋白的间接免疫荧光染色结果

项目
对照组

诱导前 诱导"#诱导"天

黄芩甙组

诱导前 诱导"#诱导"天

$%&’($ ) ** ) ) *** )
+,- . ** *** . * ***
+%/+ ) ) * ) ) **
+0122 ) ) * ) ) ***
3045 ) ) ) ) ) )
,6!22 ) ) ) ) ) )

注：$%&’($：巢蛋白；+,-：神经细胞特异性烯醇化酶；+%/+：神经细

胞核蛋白；+0122：神经微丝；3045：胶质纤维酸性蛋白

1 5"7核移位检 测 结 果 诱 导 前 8,9&细 胞

5"7信号〔（:;<=.!<1）>〕主要位于胞浆。黄芩甙组

诱导后，5"7信号〔（""<?.:<7）>〕主要仍在胞浆，但

较诱导前显著降低（!!2<2!）；对照组诱导后，5"7信

号主要在胞核，而胞浆中信号降至（!:<?.=<2）>，与

诱导前比较，黄芩甙组诱导后均显著降低（!!2<2!）。

以上结果提示，对照组无血清培养状态可激活 8,9&
中+06!@，使之向胞核移位，而黄芩甙可减少+06!@
活化（图略）。

= A%&’%B$@CD’分析结果 见图!。黄芩甙组

E!@"的 表 达 水 平 有 一 定 程 度 的 下 降，相 对 密 度 为

2<?77".2<!22:（诱导前密度为!<2222）；对照组E!@"
的表达水平显著降低，相对密度为2<21;".2<22;;，

对照组和黄芩甙组均显著降低（!!2<2!），但对照组

较黄芩甙组降低更明显（!!2<2!）。

? FG+-H染色结果 对照组许多细胞核着色，

呈深浅不等的绿色，提示有细胞凋亡存在；黄芩甙组凋

亡细胞数目减少，细胞凋亡率为（!1<1.1<:）>，显著

低于对照组的（1:<1."<!）>（!!2<2!，图略）。

讨 论

体外诱导8,9&分化为神经细胞方法中，可以采

用抗氧化剂16巯基乙醇、二甲基亚砜、叔丁对甲氧酚

等作为诱导剂〔?，7〕。本研究选择具有较强抗氧化能力

的黄芩甙作为主要诱导剂，可以诱导8,9&表达多种

神经细胞相关的特异性标记蛋白，如早期的神经细胞

标记物+,-和中晚期的标记物+0122、+%/+等，不

表达胶质细胞标记蛋白，证明诱导后细胞具备了神经

细胞的部分特点。

+06!@是广泛存在于多种细胞内的一种转录因

子，参与氧应激、炎症、免疫反应等多种重要的病理生

理过程，也是近年来基因治疗研究中的重点基因。在

未活化状态下，+06!@的I%C同源区通过蛋白质之间

的相互作用与抑制E!@&的4$J重复序列结合而存在

于胞浆中。在活化状态下，E!@&被磷酸化，与+06!@
分离，分离后的+06!@二聚体发生核移位，与!@反应

基因增强子区域中共有的!@序列结合，从而反向激活

这些基因的表达。随着对细胞信号传导通道研究发

现，+06!@在分子动力学调控网络中处于一个枢纽作

用。一方面，+06!@受上游的基因调控，如活性氧族、

细胞因子等；另一方面，活化的+06!@调节下游!@6反

应基因。+06!@是重要的细胞信号传导的中心之一，

参与了细胞增殖和分化过程。未活化的+06!@以三

聚体 形 式 在 胞 浆 中 存 在，即572、5"7和 抑 制 蛋 白

E!@"。细胞外信号刺激后，E!@"被磷酸化后与+06!@
聚合体分离，这种由572#5"7二聚体构成的活化状

态的+06!@，可以移位到核内，与!@反应基因增强子

区域中的共有!@序列结合，从而促进这些基因的表

达。而且血清剥夺的状态，可以通过活化+06!@，触发

凋亡事件的启动信号〔"〕。本研究发现对照组无血清条

件下可导致5"7大量由胞浆向胞核移位，同时降低细

胞内E!@"的信号强度，说明血清剥夺状态促进了+06
!@的活化，并且伴随凋亡事件的发生。黄芩甙可以抑

制这些分子事件，对血清剥夺状态所致5"7向胞核移

位有抑制作用，可减少E!@"下降程度，减少细胞凋亡，

与其它研究结论一致〔?〕。

虽然本研究结果尚不能说明黄芩甙诱导分化的详

细机制，但至少提示黄芩甙通过抑制+06!@的活化为

8,9&诱导分化提供了一个必要的微环境。目前体外

诱导8,9&分化为神经细胞方法均在无血清条件下进

行，此时的血清剥夺状态会导致+06!@的活化〔1，=〕。

活化后的+06!@可以调控下游基因的表达，如白细胞

介素!$（EH6!$）、白细胞介素=、"（EH6=、EH6"）、粒系集

落刺激因子（369,0）、粒巨噬细胞集落刺激因子（386
9,0）等细胞因子〔K〕。而这些细胞因子，如EH6=、EH6"、

369,0等可以阻碍干细胞进一步的分化。因此，本研

究对照组中诱导分化效果不佳可能与此有关。而且已

知的其它诱导剂，如16巯基乙醇、L8,M、@N4等都可

以抑制+06!@的活化〔=，:，;〕。

除了黄芩甙之外，许多中药或其单体在 8,9&体

外诱导分化为神经细胞中也起到积极作用，如丹参和
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丹参酮!!、天麻、黄连素等。是否"#$"%在这些中药

诱导&’()分化中起到类似的作用，有待进一步研究。
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抗疮凝胶治疗!度溃疡型褥疮0-例
柳仓生 张 军 张 捷 李 红 高佩风

作者单位：天津市海河医院（天津0---L*）

,--*年*月—,--.年*月，我院用自制的抗疮凝胶治疗

!度溃疡型褥疮0-例，现报告如下。

临床资料 选择!度溃疡型褥疮患者，排除浸入真皮下层

及肌肉层者。0-例患者，男*K例，女*,例；年龄.-#K,岁，平

均QL‘,岁；重症肺结核*Q例，肺癌晚期*-例，肺部感染、肺性

脑病.例；入院前!度者,K例，褥疮时间为*#Q个月，平均

*‘L个月；入院后!度者,例，褥疮时间为,#*,天，平均P天；

部位：骶尾,-处，髋*-处，脚踝0处，肘关节0处；面积：0;Na
0;N*-例，L;NaL;N*-例，P;NaP;NL例，!P;N,0例，

"0;N,,例；低蛋白血症*L例；分泌物情况：脓性分泌物,例，

血样分泌物,K例；伤口分泌物阳性*-例（其中链球菌0例，大

肠杆菌0例，缘脓杆菌*例，结核杆菌,例，真菌*例）。

方 法 （*）抗疮凝胶制作：凝胶基质为羟甲基纤维素纳

*4加入生理盐水,-N?溶后高压消毒。取左氧氟沙星-‘,4、

利福平-‘L4、中药脉络宁注射液LN?，加入基质中调合成胶质

状。（,）治疗方法：常规先将创面清理干净，将抗疮凝胶涂在创

口处，每日换药，疗程.周；观察用药过程中伤口分泌物情况。

结 果 （*）疗效：显效（伤口再生皮肤生长0／.）,-例，有

效（伤口再生皮肤生长*／,）K例，无效（皮肤生长不足*／.）,
例。肉芽生长情况：水肿,例，充血0例，鲜活,L例。（,）伤口

愈合时间：Q周*-例，K周K例，*-周K例，未愈合.例（其中死

亡,例，自动出院,例）。

讨 论 褥疮是局部组织长期受压，血循环障碍，持续缺

血、缺氧、营养不良而致的软组织溃疡和坏死。抗疮凝胶是我

院自行配制的，其中羧甲基纤维素纳具有吸湿性强，能溶于水，

稳定的黏性溶液，SZ为K#*-，本品可以改善创面酸碱度，使细

菌不易生长繁殖，创口分泌物减少；脉络宁注射液可以使局部

血管扩张，改善微循环，增加血流量，抗凝血溶栓作用；利福平

为广谱抗菌素，并对结核杆菌有效；左氧氟沙星为三代喹诺酮

类药，抗菌谱广的特点。几种药物对局部组织及机体无不良反

应发生，0-例患者在使用过程中未发生过敏和伤口进一步坏死

等情况。本品配制方便，配制后在常温下可以使用*周，无需

进一步消毒，很容易用盐水清除，值得临床推广应用。

（收稿：,--._-Q_-. 修回：,--L_-*_*.）
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