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体外诱导人骨髓间充质干细胞向多巴胺神经元分化的研究
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摘 要 通过体外诱导人骨髓间充质干细胞（8&E0 7+,,&@ 70?0E-.C7+’ ?607 -0’’?，X*4K?）向多巴胺（3&5+71E0，<;）神经元分化，
探讨人 X*4K?来源的 <;神经元的功能特征及其分化机制，为临床上细胞移植替代治疗诸如帕金森氏病（5+,A1E?&E’? 31?0+?0，
G<）等神经精神性疾病提供一种理想的细胞来源。通过密度梯度离心获取人骨髓中的单个核细胞，贴壁培养纯化 X*4K?。
=#!7&’YR脑源性神经营养因子（8,+1E 30,1203 E0B,&6,&5.C F+-6&,，X<)W），J#!7&’YR F&,?A&’1E（W4Z）和 J#!7&’YR <;联合对 X*4K?进行
诱导。电子显微镜观察诱导 !周后细胞是否具有神经元的超微结构特点；免疫细胞化学染色和 />MGK/检测 <;神经元分化
过程中的标志物酪氨酸羟化酶（6C,&?1E0 .C3,&[C’+?0，>H）的表达以及转录因子 )B,,J、G6["和 R7[J8的表达；高效液相色谱（.1D.
50,F&,7+E-0 ’1\B13 -.,&7+6&D,+7，HGRK）检测诱导 !周后的细胞多巴胺的释放水平。结果表明，诱导 !周后，电镜下细胞胞浆中有
大量密集的呈扁平囊状的粗面内质网及其间的一些游离核糖体以及神经微丝的形成。/>MGK/结果显示 )4O（E0B,&E ?50-1F1-
0E&’+?0）、)B,,J、G6["、R7[J8和 >H的 7/);均有表达；免疫细胞化学染色结果表明诱导 !周后 >H阳性细胞（!I]9# ^ "]":）_的
表达较诱导 "3后（"]$$ ^ J]$$）_明显提高（A ‘ #]#J）；HGRK检测到诱导 !周后的细胞 <;释放水平［（J]!! ^ #]":）!DY7R（E a
:）］高于未经诱导的细胞［（#]$= ^ #]!!）!DY7R（E a :）（ / a b !]$N，A a #]#"9）］。由此得出，X<)W、W4Z和 <;可以在体外诱导人
X*4K?向 <;神经元分化，并具有 <;神经元的功能特征，是临床用于治疗神经精神性疾病的理想细胞来源。
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多巴胺（’$:2@%&*，!"）神经元是脑内重要的儿
茶酚胺类运动神经元，其细胞的损伤和功能的退化

和许多神经精神性疾病有关，如帕金森氏病

（:216%&/$&’/ ’%/*2/*，>!）、精神分裂症和 <$(1*##*’/
病等，而这些疾病目前临床上尚缺乏有效的治疗方

法。干细胞的发现以及干细胞体外诱导分化为神经

细胞的成功使得进行细胞移植替代治疗该类疾病成

为可能［C］。+,-./ 是存在于骨髓中的非造血干细
胞，在体外一定条件下可向神经细胞进行分化［4，D］，

甚至表达 !"神经元的标志［K］，且具有来源丰富，取
材简便，容易分离纯化和扩增，又可以进行自体移植

等特点。所以，研究人 +,-./定向分化为 !"神经
元及分化后细胞的功能特征对细胞移植替代治疗包

括 >!在内的神经精神性疾病具有重要的临床意
义。

) 材料和方法
)*) 人 +,-.(的分离培养
髂前上嵴穿刺取正常成人骨髓（CV W PK 岁，男

性 V例，女性 P例，取自郑州大学第一附属医院）X W
CN@E，肝素抗凝。用 >+- CYC稀释，小心叠加于等量
淋巴细胞分离液（<+!，E<-CNRR）上层。VNN Z J室温
离心 4X@%&，小心吸取单个核细胞层，>+- 洗 4 遍
（XNN Z J室温离心 CN@%&）。细胞重悬于含 CNQ胎牛
血清（[%F)$）、CNN(\@E 青霉素、CNN(\@E 链霉素的
!,B,=E（-%J@2，!XX4D）培养基中。以 X Z CNP W CN Z
CNP 个细胞\@E 的密度接种于 <4X 培养瓶中（K@E\
瓶），置于 DR]，XQ. 4̂，完全湿度条件下进行培养。

D’后进行首次全量换液去除未贴壁细胞，以后每隔
X天换液 C次，待细胞达到覆盖 MNQ W VNQ培养底
面后用 NL4XQ胰蛋白酶（<1G:/%& C Y 4XN，+%$/721:
NKXM）和 NLN4QB!<"（-%J@2，B!4X[）C Y C混合的消
化液按 C YD进行消化传代。

)*/ +,-.(的诱导分化
将传至第 K 代的 +,-./ 先用含有 CN&J\@E

FT[T和 CN&J\@E B[T 的 !,B,=E 培养基培养 C 周
后，更 换 含 有 XN!@$8\E +!AT（ -%J@2， +DRVX）、
CN!@$8\E T-U（-%J@2，TDVCR）和 CN!@$8\E !"（-%J@2，
HMXN4）的 !,B,=E诱导培养基继续培养［X］，以后每
隔 D天半量换液 C次，观察记录细胞变化，持续培养
4周。
)*0 电子显微镜观察分化后细胞的超微结构
消化收集诱导 4 周后的细胞，>+- 洗 4 遍，

CNNN1\@%&，K]离心 CN@%&形成细胞团块，弃去上清，
加入预冷的 4LXQ戊二醛置 K]固定 K7后小心游离
细胞团块，用 K]预冷的 >+-漂洗 D次，每次 CN@%&；
再用 CQ四氧化锇 K]固定 DN@%&，>+-漂洗 D次；系
列丙酮脱水；包埋；切片；染色；透射电子显微镜观察

细胞的超微结构。

)*1 免疫细胞化学
将传至 D代的 +,-./消化后按 D Z CNK W K Z CNK

个细胞\孔的密度重新接种于 P孔培养板中，培养板
中预先放置包被有 NLNXQ多聚赖氨酸的盖玻片，分
别在诱导培养前、诱导培养后 D 天和诱导培养后 4
周取出盖玻片，采用免疫组织化学试剂盒（中杉金

桥，->=VNN4）进行免疫细胞化学染色：>+-洗 D遍以
除去残留培养基，KQ多聚甲醛室温固定 CX@%&后用
NLDQ <1%#$&=_ CNN透化处理 CN@%&，DQH4 4̂ 室温作

用 CN@%&以去除内源性过氧化物酶，正常山羊血清
室温封闭 CX@%&，分别滴加 XN!E 单克隆抗体 <H
（-%J@2，<4V4M，C Y DNNN）和 A-B（中杉金桥，‘,=N4ND，
C YCNN），置湿盒 K]孵育过夜，第 4天参考试剂盒说
明书完成剩余步骤。!"+（中杉金桥，‘EI=VNCM）显
色；梯度酒精脱水；二甲苯透明；中性树胶封片。随

机选取 CN个视野计数阳性细胞数。
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!"# $%&’($
!"#$%胰蛋白酶消化收集一定数量的细胞，

&’(抽提试剂盒（ )*+,-+，)./0#/）提取细胞总
&’(，123,- 引物（)*+,-+，).#!#4）随机合成 56’(。
采用 ’)7、’899/、:;<0、=></?和 @A的特异性引物扩

增目的片段，!B(5;3+作为内参照（表 /）。反应条件
为 CDE预变性 #>3+，CDE变性 $!F，’)7、’899/、@A在
G!E退火 $!F，:;<0、=></? 在 $$E退火 $!F，然后
4#E延伸 />3+，共 0$个循环，最后 4#E延伸 /!>3+，
扩增产物进行 /"H%琼脂糖凝胶电泳。

表 ! $%&’($扩增所需引物及其序列
%)*+ ! ’,-./, 0/12/34/0 56, ,/7/,0/ 8,)304,-98-63&96:;./,)0/ 4<)-3 ,/)48-63

IJ+J +*>J :93>J9 FJK8J+5J :9-L85; F3MJ

!"# N-9O*9L：$PBQ(@QI(Q((IIQ@IIQ@(Q(QIB0P 0#C?R

&JSJ9FJ：$PBI(Q(I@@IQ(IIQQ@@@@Q@@QB0P

!$%9/ N-9O*9L：$PBI((Q@IQ(Q@@IIIQ(I(I@@IB0P /D/?R

&JSJ9FJ：$PBII@II(Q(I@I@QI@((@@QB0P

&’(0 N-9O*9L：$PBQ(@QQ(I@I(I(QQ((@I(IB0P #H4?R

&JSJ9FJ：$PBI@(IQQIQQ(I@@Q(QQ(@@B0P

)*(/? N-9O*9L：$PB((Q@I@(Q@IQ(((Q((I(Q@(QQB0P #C0?R

&JSJ9FJ：$PB@@Q(@I@QQQQ(@Q@@Q(@QQ@QB0P

+, N-9O*9L：$PB(I(IQ@II(Q((I@I@Q(@Q(QQB0P $D0?R

&JSJ9FJ：$PB((@I@QQ@IQI(I((Q@IQIB0P

!B-.’/0 N-9O*9L：$PBIQ(Q@Q@@QQ(IQQ@@QQ@@QQB0P $/$?R

&JSJ9FJ：$PB@Q(QQ@@Q(QQI@@QQ(I@@@@@B0P

!"= 高效液相色谱偶联电化学检测法（ >’?(&
@(A）测定 AB
参照 );8LJ9 等的方法［G］，采用钾离子刺激诱导

分化 # 周后的细胞和同步培养未经诱导的 TU)QF
以促进细胞释放 6(，使用 A:=QB7Q6 测定上清中
6(的含量。色谱柱为 Q/H（$">，#$! V D"G>>，
F8RJ25-），工作电极为 (8电极，参比电极为 (,W(,Q2
电极，流动相为 #!>>-2W= ’ADA#:1D WUJ1A X C Y /（1 W
1，RA X D"$）；进样 #$"=，设定流速 /"!>=W>3+，7Q6
电压 !"4$Z；根据对不同浓度梯度标准品（6(，AH$!#
F3,>*）的测定绘制标准曲线。
!"C 统计学方法
采用两样本 ’ 检验，用 ):))//"$软件进行数据

分析，当 & [ !"!$时视差异有显著性。

D 结果
D"! EFG(0的增殖分化
骨髓单个核细胞中的贴壁细胞在培养初期增殖

缓慢，呈长梭形或多角形；培养 # \ 0周后细胞开始
增殖迅速，呈极性排列，并逐渐融合形成漩涡状（图

/(）。加入诱导培养基 /#]后，部分细胞的形态就已
经发生了明显变化，如胞体变圆，折光性增强，伸出

长的突起［0］等。

D"D 诱导分化后神经元样细胞的超微结构
透射电镜下观察发现诱导分化后的神经元样细

胞胞核体积较大，常染色质丰富，异染色质少；具有

电镜下尼氏体（’3FF2 ?-L^）的特殊结构：大量密集的
呈扁平囊状的粗面内质网及其间的一些多聚核糖体

和单个核糖体；并观察到有神经微丝的形成（图 #）。
D"H AB神经元的鉴定

D"H"! 免疫细胞化学：免疫细胞化学结果显示，

TU)QF在诱导 0L和 # 周后均出现 ’)7和 @A表达
阳性细胞（图 /T），@A阳性率在诱导 0L和诱导 #周
后分别为（0"44 _ /"44）%和（#D"H! _ 0"0G）%，诱导
不同时间以后 @A阳性细胞的表达有统计学差异（&
[ !"!/）。

D"H"D &@B:Q&：电泳结果显示 TU)QF诱导 #周后，
有成熟神经元的标志 ’)7及 6(神经元的标志 @A
的表达，以及转录因子 :;<0，=></?，’899/等的表达
（图 0）。

D"H"H A:=QB7Q6 测定诱导分化后 6( 的水平：

A:=QB7Q6测定 .‘刺激细胞后 6(的释放水平，采

用配对数据的 ’ 检验对结果进行分析，结果显示诱
导后细胞分泌 6(的浓度为［（/"## _ !"0G）",W>=（+
X G）］，未经诱导的细胞其 6(浓度为［（!"4$ _ !"##）

",W>=（+ X G）］（图 D）。诱导后细胞分泌 6(的水平
高于未经诱导的细胞，其差异有统计学意义

（ ’ X a #"4C，& X !"!0H）。
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图 ! "#$%&的形态及免疫细胞化学染色
’()* ! "#$%& +,-./,0,)1 234 (++53,617,6/8+(620 &72(3(3)

9：/5+23 "#$%& 2-8 :(;-,;02&7<0(=8 6800&，/24 6,>8-4 2;,57 ?@A ,: 65075-8 :027 2:78- !@ 421&（B@ C）；"：(++53,617,6/8+(620 &72(3(3) 7, &/,D EF<.,&(7(>8
(++53,-8267(>(71 (3 (3456(3) 65075-8 :-,+ "#$%& 7/27 /24 ;883 (345684 :,- G D88=& 2& 48&6-(;84 (3 78H7（I9"，B@ C）*

图 G 神经元样细胞的超微结构
’()* G J07-2&7-5675-20 234 :5367(,320 6/2-2678-(K27(,3 ,: "#$%&<48-(>84 I9 385-,3&

9：385-,:(02+837（L’）（2--,D）/2& 8+8-)84 (3 617,.02&+ ,: 385-,3<0(=8 6800& :-,+ "#$%& 7/27 /24 ;883 (345684 :,- G D88=&（M@@@@ C）；"：L(&&0 ;,41 /2&
:,-+84 (3 617,.02&+ ,: 385-,3<0(=8 6800&，L(&&0 ;,41 (& 6,+.,&84 ,: +231 -,5)/ 834,.02&+(6 -87(6505+&（NON）（2--,D）234 :-88 -(;,&,+8&（N(）(3 80867-,3
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图 M NE<P%N扩增产物的电泳结果
’()* M NE<P%N 93201&(& ,: +2-=8-& ,: I9 385-,3&

OH.-8&&(3) ,: 385-,320 +2-=8- L$O 234 7/8 =81 :267,-& 45-(3)
48>80,.+837 ,: I9 385-,3& (3 "#$%&<48-(>84 385-,3& 2:78- (345684 G
D88=&* !：Q+H!;（G?M;.）；G：EF（RBM;.）；M：P7HM（GST;.）；B：L5--!
（!B!;.）；R：L$O（MG?;.）；U：!<267(3（R!R;.）；T：!@@;. V U@@;. IL9
+2-=8- *

! 讨论
许多文献已经证实了在体外一定条件下胚胎干

细胞（ 8+;-1,3(6 &78+ 6800&，O$%）和神经干细胞
（385-20 &78+ 6800&，L$%）可以向 I9神经元分化，并表
达 I9神经元的标志和功能特征［T W ?］，也有研究表明

图 B FPQ%<O%I结果图
’()* B FPQ%<O%I 6/-,+27,)-2+

N8.-8&83727(>8 FPQ% 6,5.08 O%I 6/-,+27,)-2+ &/,D(3) /()/ 08>80& ,:
I9 (3 7/8 +84(5+ ,: "#$%&<48-(>84 385-,3& 2:78- M@ +(3 ,: X%0<
8>,=84* O057(,3 7(+8 ,: B *T +(3 :,- I9*

人 "#$%&来源的神经细胞同样表达 I9神经元的标
志 EF［B］，但目前尚缺乏对人 "#$%&来源的 I9神经
元功能特征的研究。本研究采用 N(2K 等［R］的方法
在体外使用 "IL’，’$X和 I9联合诱导人 "#$%& G
周，成功诱导出接近 !YB的细胞表现为 EF染色阳性
细胞，并通过 FPQ%<O%I检测到 I9的释放；同时本
研究还首次使用透射电镜对人 "#$%& 来源的神经
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细胞的超微结构进行了观察，结果显示分化后的细

胞已经具有成熟神经元的超微结构：细胞核内常染

色质丰富，异染色质少；胞浆中有大量密集的呈扁平

囊状的粗面内质网及其间的一些多聚核糖体和游离

核糖体，细胞质中充满细胞器。这说明分化后细胞

已经具有了合成神经元特异性蛋白的功能结构。提

示人 !"#$%来源的神经细胞已经具有 &’神经元的
功能特征，这为临床上细胞移植替代治疗 (&等神
经精神性疾病提供了一种理想的细胞来源。

在中脑 &’神经元分化发育过程中有两个级联
信号通路，一个是 )*+,-.(/+0，另一个是 1233,。
)*+,-.(/+0对 &’ 神经元的表型发育起关键作用，
(/+0在小鼠胚胎 ,,456 时即特异性的表达于中脑
&’神经元，主要功能是增加 78 基因启动子的活
性［,9］。在 (&患者，(/+0阳性神经元数目减少，同样
在 :.;8 &’大鼠 (&模型中 (/+0阳性细胞缺失［,,］。
1233,对于中脑 &’神经元前体细胞最终分化为成
熟 &’神经元有决定性作用，是神经前体细胞中内
源性 78表达的转录增强子的激动剂，它能结合到
78基因转录增强子的一个反应元件上，从而激活
78基因的表达，在中脑神经元形成 &’能神经递质
的过程中起重要作用［,<］。本研究中 =7.($=结果显
示这些因子的表达说明 !"#$%的确已经向 &’神经
元分化。

许多细胞因子和化学诱导剂可以在体外诱导干

细胞分化为 &’神经元［ 5，>，?］，但其作用机制目前并

不十分清楚。实验表明 @AB 和 -BAB 可以促进
!"#$%向神经细胞分化并促进神经干细胞的扩
增［0］，-BAB还可以调节中脑 &’神经元的发育和分
化［,0］。!&1B属于神经营养因子家族，通过和相应
的受体结合启动胞内的某些信号转导通路从而促进

&’神经元的分化和存活。B#C可以提高胞内 D’"(
水平从而促进 !"#$%向神经元分化［,E］，并对 &’神
经元有保护作用［,5］。本研究通过用含 @AB和 -BAB
的培养基先对人 !"#$%进行诱导扩增 ,周，促进其
向神经细胞分化，再使用 !&1B、B#C 和 &’ 联合诱
导 <周来诱导其向 &’神经元进行定向分化，成功
获得了 78染色阳性细胞并检测到其功能特征。
虽然本研究在体外获得了人 !"#$% 来源的功

能性 &’神经元，但是还有必要寻求更好的方法来
提高 &’ 神经元的产生，而随后的动物试验对人
!"#$%来源的 &’神经元移植后的功能以及安全性
进行研究也是非常重要的。
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