
书书书

!!"#$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

"

+,- !"#$

"

./01 $$

"

2/

!

%

基金项目#

!"#"

年度甘肃省教育厅科研项目$
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%

作者单位#

#1

甘肃中医学院基础课部病原生物学与免疫学教研室$兰州
5$""""

%&

!1

西北民族大学医学院病原生物学与免疫学教研室$兰州
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#
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"
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<=>;?,@A;?,1B/:

当归红芪超滤膜提取物诱导小鼠骨髓间充质

干细胞分化为神经样细胞的实验研究

聂#蕾#

#殷隆!

#刘永琦#

#樊#秦 #

#苏#韫#

摘要#目的#观察并评价当归红芪超滤膜提取物!简称中药合剂"诱导小鼠骨髓间充质干细胞!

</?6

:,CC/D >6C;E6> AFC/:, B600A

#

4+G&A

"分化为神经样细胞的效果$ 方法#体外培养小鼠
4+G&A

后加入

药物并分为
%

组%空白组&

3 HIJ

中药合剂组!简称低剂量组"&

#! HIJ

中药合剂组!简称高剂量组"及
$ HIJ

中药

合剂联合
"

!

% ::/0IJ !

$巯基乙醇用药组!简称联合组"&

!

$巯基乙醇阳性对照组!简称对照组"$ 通过甲苯胺

蓝染色观察各组诱导分化为神经样细胞的效果#应用免疫组织化学及免疫荧光技术检测分化后细胞所表达的

神经元特异性烯醇化酶!

?6=C/?

$

AK6B;L;B 6?/0,A6

#

2G9

"&巢蛋白!

?6AF;?

"&神经丝蛋白!

?6=C/L;0,:6?F

KC/F6;?

#

2MN

"&微管结合蛋白
!

!

:;BC/F=<=06

$

,AA/B;,F6> KC/F6;?

$

!

#

+ON!

"及神经胶质原纤维酸性蛋白

!

H0;,0 L;<C;00,C- ,B;>;B KC/F6;?

#

PMON

"

%

种神经特异性蛋白的差异#并应用流式细胞分析技术!

L0/D B-F/:

$

6FC-

#

M&+

"检测各组细胞生长周期的变化$ 结果#诱导后细胞形态发生神经样细胞改变#两个中药合剂组的

形态特征性均弱于联合组和对照组'除空白组外#上述
%

种蛋白在各组的表达为阳性#表达程度均为对照组最

高!

N Q"

!

"%

"#联合组次之!

N Q"

!

"%

"'经流式细胞术检测细胞增殖率比较%对照组最低!

N Q"

!

"%

"#高&低剂量

组较高!

N Q"

!

"%

"#联合组次之!

N Q"

!

"%

"$ 结论#中药合剂可较为有效地诱导小鼠
4+G&A

分化为神经样细

胞#诱导能力虽弱于对照组#但对于分化后细胞的增殖作用明显$ 联合组可有效诱导
4+G&A

分化为神经样细

胞并使细胞有较高的增殖能力# 可能是用于临床研究目前较为理想的用药途径$

关键词#当归红芪超滤膜提取物'骨髓间充质干细胞'分化'神经样细胞

R0FC,L;0FC,F;/? +6:<C,?6 9SFC,BF +;SF=C6 LC/: O?H60;B, A;?6?A;A ,?> T6>-A,C=: K/0-</FC-A (?>=B6>

)C,?A>;LL6C6?F;,F;/? /L 4+G&A ;? +;B6

#

,? 9SK6C;:6?F,0 U6A6,CBV

#

2(9 J6;

#

"

W(2 W;

$

0/?H

!

"

J(R

W/?H

$

X;

#

"

MO2 Y;?

#

"

,?> GR W=?

#

#

# Z6K,CF:6?F /L 9F;/0/H;B,0 4;/0/H- ,?> (::=?/0/H-

"

4,A;B M,B=0F-

"

P,?A= &/006H6 /L )C,>;F;/?,0 &V;?6A6 +6>;B;?6

"

J,?[V/=

$

5$""""

%"

&V;?,

&

! Z6K,CF:6?F /L 9F;/0/H;B,0 4;/0

$

/H- ,?> (::=?/0/H-

"

+6>;B,0 &/006H6

"

2/CFVD6AF R?;E6CA;F- L/C 2,F;/?,0;F;6A

"

J,?[V/=

$

5$""$"

%"

&V;?,1

O4G)UO&)

$

\<]6BF;E6

$

)/ /<A6CE6 ,?> 6E,0=,F6 FV6 6LL6BF /L FC,?A>;LL6C6?F;,F;/? /L </?6 :,CC/D

>6C;E6> AFC/:, B600A

$

4+G&A

%

;?F/ ?6CE6 B600A <- =0FC,L;0FC,F;/? :6:<C,?6 6SFC,BF :;SF=C6 LC/: O?H60;B,

A;?6?A;A ,?> T6>-A,C=: K/0-</FC-A 1 +6FV/>A

$

)V6 4+G&A ;? E;FC/ B=0F=C6> ,LF6C FC6,F6> <- =0FC,L;0FC,F;/?

:6:<C,?6 6SFC,BF :;SF=C6 LC/: O?H60;B, A;?6?A;A ,?>T6>-A,C=: K/0-</FC-A D6C6 >;E;>6> ;?F/ % HC/=KA

"

;161

"

FV6 <0,?^ HC/=K

"

FV6 0/D >/A6 HC/=K

$

3 HIJ :;SF=C6

%"

FV6 V;HV >/A6 HC/=K

$

#! HIJ :;SF=C6

%"

FV6

B/:<;?,F;/? HC/=K

$

$ HIJ :;SF=C6 _ "

%

% ::/0IJ!

$

:6CB,KF/6FV,?/0

%"

,?> FV6 K/A;F;E6 B/?FC/0 HC/=K

$

!

$

:6CB,KF/6FV,?/0

%

1 )V6 6LL6BFA /L FC,?A>;LL6C6?F;,F;/? /L ?6CE6 B600A D6C6 /<A6CE6> =A;?H F/0=;>;?6 <0=6

AF,;?;?H ;? 6,BV HC/=K1 )V6 >;LL6C6?B6A /L % AK6B;L;B ?6=C/KC/F6;?A

"

;161 ?6=C/?

$

AK6B;L;B 6?/0,A6

$

2G9

%"

?6AF;?

"

?6=C/L;0,:6?F KC/F6;?

$

2MN

%"

:;BC/F=<=06 ,AA/B;,F6> KC/F6;? !

$

+ON!

%"

,?> H0;,0 L;<C;00,C- ,B;>;B

KC/F6;?

$

PMON

%

D6C6 >6F6BF6> =A;?H ;::=?/V;AF/BV6:;B,0 F6BV?;X=6 ,?> ;::=?/L0=/C6AB6?F F6BV?;X=6

C6AK6BF;E60- 1 )V6 BV,?H6A /L FV6 B600 B-B06 D6C6 >6F6BF6> =A;?H L0/D B-F/:6FC-

$

M&+

%

1 U6A=0FA

$

OLF6C ;?

$

>=BF;/? 4+G&A BV,?H6> :/CKV/0/H;B,00- 1 )V6 :/CKV/0/H;B,0 L6,F=C6A D6C6 D6,^6C ;? FV6 V;HV ,?> 0/D

>/A6 HC/=KA FV,? ;? FV6 B/:<;?,F;/? HC/=K ,?> FV6 K/A;F;E6 HC/=K1 9SB6KF FV6 <0,?^ HC/=K

"

FV6 ,L/C6A,;>
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% KC/F6;?A 6SKC6AA6> K/A;F;E60- ;? FV6 C6AF HC/=KA1 )V6;C 6SKC6AA;/? 06E60A D6C6 V;HV6AF ;? FV6 K/A;F;E6

B/?FC/0 HC/=K

$

N Q"

%

"%

%"

L/00/D6> <- FV6 B/:<;?,F;/? HC/=K

$

N Q"

%

"%

%

1 OA L/C FV6 B600 KC/0;L6C,F;/? C,F6

>6F6BF6> <- M&+

"

;F D,A FV6 0/D6AF ;? FV6 K/A;F;E6 B/?FC/0 HC/=K

"

L/00/D6> <- V;HV >/A6 HC/=K

"

0/D >/A6

HC/=K

"

,?> FV6? FV6 B/:<;?,F;/? HC/=K

$

,00 N Q"

%

"%

%

1 &/?B0=A;/?A

$

)V6 =0FC,L;0FC,F;/? :6:<C,?6 6SFC,BF

:;SF=C6 LC/: O?H60;B, A;?6?A;A ,?> T6>-A,C=: K/0-</FC-A B/=0> 6LL6BF;E60- ;?>=B6 FV6 FC,?A>;LL6C6?F;,

$

F;/? /L 4+G&A ;?F/ ?6CE6 B600A 1 (FA ;?>=B;?H B,K,B;F;6A D6C6 D6,^6C ;? FV6 K/A;F;E6 B/?FC/0 HC/=K

"

<=F ;F

AV/D6> :,C^6> KC/0;L6C,F;/? 6LL6BFA /? >;LL6C6?F;,F6> B600A 1 )V6C6L/C6

"

FV6 :;SF=C6 :;HVF <6 , :/C6 ;>6,0

:6>;B,F;/? K,FVD,- L/C 6LL6BF;E60- ;?>=B;?H 4+G&A

%

FC,?A>;LL6C6?F;,F;/? ;?F/ ?6CE6 B600A

"

DV;BV :;HVF

V,E6 V;HV6C KC/0;L6C,F;/? ,?> <6 =A6> L/C B0;?;B,0 C6A6,CBV1

`9W*\UZG

$

=0FC,L;0FC,F;/? :6:<C,?6 6SFC,BF :;SF=C6 LC/: O?H60;B, A;?6?A;A ,?> T6>-A,C=: K/0-

$

</FC-A

&

</?6 :,CC/D AFC/:, B600

&

FC,?A>;LL6C6?F;,F;/?

&

?6CE6 B600

##诱导后小鼠骨髓间充质干细胞$

</?6 :,CC/D

>6C;E6> AFC/:, B600A

"

4+G&A

%向神经样细胞的转

化研究"对于解决临床神经修复抑或是中枢神经系统

的重建问题具有极为重大的意义'

#

(

) 大量的实验已

经证明"多种诱导剂"如维甲酸*二甲基亚砜*

!

$巯基乙

醇及甘油'

!

"

$

(等的效能在基础研究领域是值得肯定

的"但是这一类化学制剂大都有极为明显的细胞毒性"

并不适合使用于临床'

!

"

$

(

) 因此寻找高效而又安全的

诱导剂才是此类研究的当前重点所在)

中草药提取技术的发展"使得其研究前景很为乐

观) 采用超滤膜分离技术精制其水提液即当归红芪超

滤膜提取物对小鼠
4+G&A

进行体外诱导实验"以期

对益气活血中药*甘肃道地药材+++当归红芪合剂的

治疗效用进一步拓展"为临床治疗提供良好的实验

依据)

材料与方法

#

#细胞株#小鼠骨髓间充质干细胞细胞株$

Z#

细胞$

4+G&

$

Z#

%"序列号#

&UJ

$

#"7#%

"美国
O)&&

公司"解放军兰州军区兰州总医院骨科研究所惠赠)

!

#药物#中药材当归*红芪生药由甘肃中医学院

附属医院药房提供) 按照文献'

8

(所提供的方法以生

药煎煮
!

粗滤
!

浓缩
!

微滤$应用陶瓷膜%

!

超滤$应

用聚丙烯腈中空纤维超滤膜"截留分子量为
#"

万的

超滤物%

!

浓缩后喷干"每克生药'$当归*红芪质量比

#

&

%

%合当归红芪超滤膜提取物$简称中药合剂%干燥

粉
"

!

#8# H

"主要含有阿魏酸*芒柄花素等药用有效成

分 (&

!

$巯 基 乙 醇" 购 自
G;H:,

$

O0>C;BV

$上 海 %

)C,>;?H &/1

"

JF>

"产品编号#

+5%!!

)

$

#试剂及仪器#培养基
ZIM#!

*胰蛋白酶为美国

P(4&\

公司产品&胎牛血清购自兰州民海生物工程有

限公司&碘化丙啶$

KC/K;>;=: ;/>;>6

"

N(

%为
G;H:,

产

品&甲苯胺蓝为上海试剂三厂生产&兔抗小鼠神经元特

异性烯醇化酶$

?6=C/?

$

AK6B;L;B 6?/0,A6

"

2G9

%*巢

蛋白$

?6AF;?

%*神经丝蛋白$

?6=C/L;0,:6?F KC/F6;?

"

2MN

%*微管结合蛋白
!

$

:;BC/F=<=06

$

,AA/B;,F6> KC/

$

F6;?

$

!

"

+ON!

%及神经胶质原纤维酸性蛋白$

H0;,0 L;

$

<C;00,C- ,B;>;B KC/F6;?

"

PMON

%抗体*

GO4&

免疫组织

化学试剂盒*

ZO4

显色试剂盒*

M()&

标记的山羊抗兔

(HP

试剂均购自武汉博士德生物工程有限公司) 纯净

水系统"美国
+;00;K/C6

公司"型号
+;?;!Y 4;/B60

&二氧

化碳培养箱"德国
T6C,6=A

公司"型号
44#3R.

&超净

工作台"苏净集团苏州安泰空气技术有限责任公司"型

号
.G!#$""J

&倒置相差光学显微镜"日本
\0-:K=A

公

司"型号
(a5#

&数码荧光显微镜"日本
\0-:K=A

公司"

型号
&a8#

&流式细胞仪"美国
46B^:,? &/=0F6C

公

司"型号
&\RJ)9U 9N(&G aJ

$

#""

)

8

#方法

8

!

#

#小鼠
4+G&

$

Z#

细胞株的培养#常规培养

于含
#"b

灭活胎牛血清"青*链霉素各
#"" RI:J

的

ZIM#!

培养液中"置
$5

'*

%b&\

!

孵箱内贴壁培养"

每周更换
!

次培养液) 细胞达
c"b

融合时"用

"

!

!%b

胰酶消化传代'

%

(

)

8

!

!

#诱导小鼠
4+G&

$

Z#

细胞株向神经样细胞分

化及分组方法#培养细胞以
!

!

%

(

#"

%

I:J

接种到
3

孔培

养板中"弃培养液"加入
# :J

预诱导液#终浓度分别为

3

*

#! HIJ

的中药合剂$在预实验中选用
#

!

%

*

$

*

3

*

#!

*

!8 HIJ %

个浓度的当归红芪膜超滤物诱导液"经过比较

分析#

$

)

#! HIJ

当归红芪膜超滤物均有诱导分化能力"

浓度为
#! HIJ

当归红芪膜超滤物诱导液在
4+G&A

的神

经诱导分化过程中效果最好"因此中药合剂组最终选用

3

*

#! HIJ

%"体积分数为
#%b

胎牛血清的
ZIM#!

完全培养

液"空白组不加入药物"每组另设
!

个副孔"置
$5

'*

%b

&\

!

孵箱内继续培养)

!8 V

后更换诱导液#终浓度分别
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%

为
3

*

#! HIJ

的中药合剂"无血清
ZIM#!

培养液"空白组

不加入药物"于上述
&\

!

孵箱内诱导
% V

) 依据以上不同

处理"可将培养细胞分为#空白组*

3 HIJ

中药合剂组$简

称低剂量组%*

#! HIJ

中药合剂组$简称高剂量组%) 同

理"设立
$ HIJ

中药合剂联合
"

!

% ::/0IJ !

$巯基乙醇用

药组$简称联合组%"

# ::/0IJ !

$巯基乙醇阳性对照组

$简称对照组%)

8

!

$

#观察项目及检测方法

8

!

$

!

#

#细胞形态学观察#取诱导
% V

的细胞爬

片"用
#b

甲苯胺蓝水溶液室温下染
$ :;?

"自来水清

洗"倒置显微镜下观察各组细胞形态的改变及神经元

细胞质的特征性结构尼氏小体的形成并拍照)

8

!

$

!

!

#神经细胞标志物
2G9

及
?6AF;?

的免疫

组织化学鉴定#取出预先放置于
3

孔培养板中爬满细

胞的盖玻片"用
8b

多聚甲醛固定"行免疫细胞化学染

色) 一抗分别为
2G9

抗体和
?6AF;?

抗体) 每组均用

"

!

"# :/0IJ N4G

代替作为阴性对照) 参照试剂说明

书
"

!

"# :/0IJ N4G

冲洗后"

"

!

%b FC;F;/?

$

#""

穿透"

$b T

!

\

!

孵育以完全消除内源性过氧化物酶) 滴加

封闭血清室温孵育
#% :;?

"去除封闭血清后滴加一抗

置于
8

'过夜孵育"再与二抗孵育
"

!

% V

"

ZO4

显色*

脱水*透明*封片" 光镜下观察"以细胞浆出现棕黄色

颗粒为阳性"未着色为阴性)

8

!

$

!

$

#神经细胞标志物
2MN

*

+ON!

及
PMON

的免疫荧光技术检测#取出预先放置于
3

孔培养板中

爬满细胞的盖玻片"用
8b

多聚甲醛固定"行免疫细胞

化学染色) 一抗分别为
2MN

抗体*

+ON!

抗体及

PMON

抗体) 每组均用
"

!

"# :/0IJ N4G

代替作为阴

性对照) 参照试剂说明书
"

!

"# :/0IJ N4G

冲洗后"

"

!

%b FC;F;/?

$

#""

穿透"

$b T

!

\

!

孵育以完全消除内

源性过氧化物酶"滴加封闭血清室温孵育
#% :;?

"去

除封闭血清后滴加一抗置于
8

'过夜孵育"再与
M()&

标记的山羊抗兔
(HP

$二抗%避光孵育
8% :;?

"

N4G

洗

涤后"荧光显微镜下观察并拍照"阳性细胞发出绿色荧

光) 进行免疫组化及免疫荧光检测的细胞爬片"在高

倍镜视野下每张片连续选取
#"

个不重叠视野计数神

经元样阳性细胞"每组共计
$

张"并计算诱导后神经样

细胞平均分化率"公式为#$神经样阳性细胞数
I

视野内

全部细胞数% (

#""b

)

8

!

$

!

8

#细胞周期检测#收集各组诱导后细胞"

N4G

洗涤"

5%b

冷乙醇固定"

N(

避光染色
$" :;?

上

机"每组取
%

个样本"以流式细胞仪测定细胞周期

分布)

8

!

8

#统计学方法#采用
GNGG #"

!

%

统计学软

件进行统计分析"参数用
S

*

A

表示"采用多个独立样

本秩和检验" 两两比较采用
26:6?-;

法) 细胞周期

分布采用单因素方差分析" 两两比较采用
JGZ

法"

N Q"

!

"%

为差异有统计学意义)

结##果

#

#小鼠
4+G&

$

Z#

细胞株形态学观察$图
#

%#

细胞呈扁平梭形"少数有短小突起)

图
#

$未染色小鼠
4+G&

$

Z#

细胞株#$ (

8""

%

!

#经诱导后细胞形态学观察$图
!

%#空白组细

胞突触不明显"尼氏小体未见&低剂量组细胞突触明

显"尼氏小体不清晰&高剂量组部分细胞胞体收缩形成

双极状或三角形"可见少量尼氏小体&联合组细胞多极

突触形成"胞体收缩明显"部分细胞突触端存在多个棒

状突起"尼氏小体不清晰&对照组细胞突触形成网格状"

图
!

$经诱导后各组细胞形态学观察

$甲苯胺蓝染色" (

8""

%
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多极突触形成"部分胞体突触端存在多个棒状突起"可

见尼氏小体"另外"细胞发生裂解"故有明显细小的碎

片形成)

$

#经诱导后各组
2G9

*

?6AF;?

*

2MN

*

+ON!

及

PMON

免疫组化及免疫荧光检测结果$图
$ d5

%#免

疫组化及免疫荧光显示#空白组
%

个指标均无明显阳

图
$

$各组
2G9

免疫组化结果#$

ZO4

显色" (

#""

%

图
8

$各组
?6AF;?

免疫组化结果#$

ZO4

显色" (

#""

%

图
%

$各组
2MN

免疫荧光结果#$

M()&

标记" (

#""

%

图
3

$各组
+ON!

免疫荧光结果$

M()&

标记" (

#""

%

性变化&免疫组化
2G9

及
?6AF;?

显示#低剂量组*高

剂量组*联合组及对照组诱导细胞胞体内均有明显的

棕黄色颗粒出现$即阳性表达%) 其中对照组较其他

各组阳性变化更为明显" 联合组与对照组阳性细胞数

量较其他两组明显增加) 免疫荧光
2MN

*

+ON!

及

PMON

显示经诱导后各组均有阳性绿色荧光表达) 其

中
2MN

的表达在上述各组呈依次增强趋势&

+ON!
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%

联合组与对照组阳性细胞数量较其他两组明显增加&

PMON

各组表达均较弱"对照组强于其他各组)

图
5

$各组
PMON

免疫荧光结果#$

M()&

标记" (

#""

%

8

#经诱导后各组细胞平均分化率的比较$表
#

%

与空白组比较"各用药组的
2G9

*

?6AF;?

*

2MN

*

+ON!

及
PMON

神经特异性蛋白的表达均有统计学意义$

N

Q"

!

"%

%"表明当归红芪超滤膜提取物和
!

$巯基乙醇

均能诱导
4+G&A

分化为神经样细胞"以
!

$巯基乙醇

诱导效果更为明显"联合组次之& 与低剂量组比较"高

剂量组仅
2MN

有统计学意义$

N Q"

!

"%

%"即高剂量当

归红芪超滤膜提取物比低剂量诱导
4+G&A

分化为神

经纤维的能力略强"而联合组*对照组的
%

种神经特异

性蛋白的表达与低剂量组比较"差异均有统计学意义

$

N Q "

!

"%

%& 与高剂量组比较"除
2MN

外"联合组

2G9

*

?6AF;?

*

+ON!

及
PMON

神经特异性蛋白的表达

均有统计学意义$

N Q"

!

"%

%"表明联合组诱导
4+G&A

分化为神经元或神经内分泌细胞*神经上皮干细胞*表

达特异性神经细胞微管*分化为星形胶质细胞的潜能

强于高剂量组"对照组
%

种神经特异性蛋白的表达均

有统计学意义$

N Q"

!

"%

%& 与联合组比较"对照组除

PMON

外"其余
8

种神经特异性蛋白的表达均有统计

学意义$

N Q"

!

"%

%"表明对照组诱导
4+G&A

分化为

神经元或神经内分泌细胞*神经上皮干细胞*神经纤维

以及表达特异性神经细胞微管的潜能比联合组要强"

但分化成星形胶质细胞的能力差异无统计学意义$

N

e"

!

"%

%)

%

#经诱导后各组细胞周期分布比较$表
!

%#与

空白组比较"各用药组在
P

"

IP

#

期*

G

期*

P

!

I+

期的分

布均有统计学意义$

N Q"

!

"%

%"

P

"

IP

#

期延长"表明细

胞因药物影响"大部分时间细胞活动停滞"

G

期变短"

说明细胞的
Z2O

复制能力变弱"细胞分裂能力降低"

P

!

I+

期延长"说明药物一定程度上使得细胞分裂发生

相对阻滞"影响了
Z2O

复制后的细胞有丝分裂过程&

与低剂量组比较"高剂量组细胞周期分布无统计学意

义$

N e"

!

"%

%"说明
3

*

#! HIJ

当归红芪超滤膜提取物

对细胞周期影响无明显差异&与低*高剂量组比较"联

合组*对照组在
P

"

IP

#

期*

G

期*

P

!

I+

期的分布均有统

计学意义$

N Q"

!

"%

%&与联合组比较"对照组在
G

期*

P

!

I+

期分布有统计学意义$

N Q"

!

"%

%"说明对照组细

胞因药物影响"细胞的
Z2O

复制能力很弱"细胞分裂

能力低"大部分时间细胞分裂阻滞"或是休眠或是凋亡

$图
!

$

9

中有细胞碎片的形成%)

表
!

$

%

组细胞周期分布比较#$

b

"

S

*

A

%

组别
?

P

"

IP

#

期
G

期 P

!

I+

期

空白
% $$

+

c$

*

#

+

"$ %c

+

c3

*

#

+

#% 5

+

!3

*

"

+

$3

低剂量
%

88

+

"5

*

#

+

!%

"

8c

+

#8

*

#

+

%$

"

5

+

57

*

"

+

!3

"

高剂量
%

83

+

"c

*

#

+

!"

"

83

+

"!

*

#

+

$"

"

5

+

7"

*

"

+

!!

"

联合
%

%%

+

c!

*

!

+

$%

"#$

$3

+

c3

*

#

+

#5

"#$

c

+

%!

*

"

+

!3

"#$

对照
%

%%

+

5!

*

#

+

#c

"#$

!5

+

$"

*

#

+

"8

"#$

%

#3

+

7c

*

"

+

87

"#$

%

##注#与空白组比较"

"

N Q"

+

"%

&与低剂量组比较"

#

N Q"

+

"%

&与高剂量组比

较"

$

N Q"

+

"%

&与联合组比较"

%

N Q"

+

"%

表
#

$

%

组相关神经特异性蛋白的组间表达比较#$

b

"

S

*

A

%

组别
? 2G9 ?6AF;? 2MN +ON! PMON

空白
$" #

+

#$

*

#

+

$! !

+

33

*

#

+

%c

+ + +

低剂量
$"

#8

+

""

*

5

+

%7

"

#$

+

$"

*

5

+

#7

"

3

+

$8

*

!

+

"7

"

8

+

5!

*

#

+

35

"

#

+

37

*

"

+

"3

"

高剂量
$"

##

+

#5

*

3

+

!$

"

#"

+

$$

*

%

+

55

"

#3

+

#!

*

%

+

38

"#

%

+

%$

*

!

+

8!

"

#

+

3!

*

"

+

$8

"

联合
$"

!8

+

7!

*

%

+

c#

"#$

!8

+

"c

*

%

+

%$

"#$

!5

+

#!

*

3

+

3!

"#

#$

+

c!

*

$

+

8c

"#$

%

+

$3

*

"

+

c$

"#$

对照
$"

%8

+

7"

*

##

+

5$

"#$%

%!

+

#c

*

#"

+

c$

"#$%

3"

+

"7

*

5

+

5!

"#$%

!3

+

37

*

$

+

7#

"#$%

3

+

35

*

#

+

%5

"#$

##注#与空白组比较"

"

N Q"

+

"%

&与低剂量组比较"

#

N Q"

+

"%

&与高剂量组比较"

$

N Q"

+

"%

&与联合组比较"

%

N Q"

+

"%
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讨##论

本实验选用中草药当归*红芪"取自当归补血汤"

是金元时代李东垣,内外伤辨惑论-中所创造的益气

补血的经典名方"由当归*黄芪按
#

&

%

组成"临床应用

广泛"红芪作为黄芪的代用品"广泛用于临床)

4+G&A

可定向神经样细胞分化的研究对神经损

伤的修复价值是显而易见的) 而本研究相关的体外实

验关键在于就下述问题进行探讨和说明#$

#

%如何判

定药物诱导后所分化的细胞的性质及诱导细胞分化

率&$

!

%分化细胞的活力及增殖能力)

实验选取小鼠
4+G&

$

Z#

细胞株最终来源是美国

O)&&

公司"这种细胞株在纯度及增殖能力等各个方

面上较原代培养细胞更好) 神经样细胞的鉴定目前主

要是通过检测其特异性蛋白的表达来完成"本次试验

着重选取
2G9

'

3

(

"

?6AF;?

'

5

(

"

2MN

'

c

(

"

+ON!

'

7

( 及

PMON

'

#"

(这
%

种神经样特异性相关蛋白"是从多种分

化层面探索诱导后细胞的分化结果"如#分化为神经元

或神经内分泌细胞*神经上皮干细胞*神经纤维以及表

达特异性神经细胞微管*星形胶质细胞的潜能等的强

弱) 中药合剂可诱导小鼠
4+G&A

不同程度的表达上

述
%

种神经特异性相关蛋白"即诱导后细胞可分化为

神经样细胞) 从诱导效率来看"中药合剂组明显弱于

对照组"呈现一种低表达状态&从诱导性质来看"中药

合剂组
2G9

*

?6AF;?

及
2MN

的表达量要相对高于

+ON!

及
PMON

"这说明诱导后细胞已具备少量分化

为神经元或神经内分泌细胞*神经上皮干细胞及神经

纤维的能力"但特异性神经细胞微管*星形胶质细胞的

表达效率很低) 综上考虑"单纯使用中药合剂的诱导

效果有限)

从诱导后分化细胞的存活率以及增殖状况来看"

中药合剂组诱导后细胞的增殖能力强于
!

$巯基乙醇"

这就可以证明中药合剂具有良好的细胞维生性和促细

胞增殖能力)

故此"中药合剂与化学诱导剂的优缺点存在互补

性) 从联合组实验数据来看#诱导细胞分化效果两倍

于甚至更高于中药合剂组"细胞增殖能力介于中药合

剂组和
!

$巯基乙醇组之间) 那么是否能够利用此中

和诱导结果并服务于后续研究呢. 这将受到细胞分化

率*分化程度以及分化性质等方面规范性与否的影响"

当前的国内外研究尚不足以产生此类标准定义"这也

是阻碍在体研究和临床试验的难点之一) 另外"本次

试验联合用药的剂量摸索*时量效应等未充分进行也

对实验的完成度有明显的影响) 从长远看"体外培养

分化细胞转入体内抑或在体细胞分化研究都需要可

靠*稳定的的诱导药物"现有的国内外研究尚不能达到

这种要求"大量的研究工作尚待开展与深入)
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