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大鼠骨髓间充质干细胞分化的神经细胞在体外

对 Ｃ６胶质瘤细胞的趋向性
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摘　要：目的　研究大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）诱导分化后的神经细胞在体外对
Ｃ６胶质瘤细胞的趋向性。方法　首先采用梯度离心分离 ＢＭＳＣｓ，在条件培养基中添加合适诱导因子诱导 ＢＭＳＣｓ分化为

神经细胞，分化后的细胞进行免疫荧光细胞化学分析后与 Ｃ６胶质瘤细胞采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板共培养，最后对迁移的细

胞做统计学分析。结果　ＢＭＳＣ成功诱导分化为神经细胞 Ｎｅｓｔｉｎ（２４．３±５．２）％、ＮＳＥ（３３．６±３．８）％和 ＮｅｕＮ（４１．９

±４．７）％，共培养实验显示实验组迁移细胞明显多于对照组迁移细胞（ｐ＜０．０５）。结论　大鼠骨髓间充质干细胞分化

后的神经细胞在体外对 Ｃ６胶质瘤细胞具有明显趋向性。
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　　骨髓间充质干细胞（Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）作为来源于中胚层的具有多向分
化潜能的成体干细胞，容易分离纯化及进行自体移

植，还能避开干细胞研究的常规伦理争议，近来成

为干细胞研究的的又一趋势［１］。ＢＭＳＣｓ作为细胞

载体对胶质瘤的相关研究也正不断取得进展［２，３］，

考虑到 ＢＭＳＣｓ的多向分化潜能，甚至在适当条件

下可向神经细胞分化的趋向［４６］。本试验旨在通过
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体外实验探讨大鼠 ＢＭＳＣｓ分化为神经细胞后，探
索其向 Ｃ６胶质瘤细胞的迁移能力，以进一步明确
其作为基因治疗载体的可行性。

１　材料和方法
１．１　材料

８只 ４～６周 ＳＤ大鼠（第四军医大学实验动物
中心提供），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司），基质
胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ，ＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＲｓｅａｒｃｈ公司），胎牛血清
（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公司），Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公
司），ＤＭＥＭ／Ｆ１２（北京默飞世尔公司），碱性成纤
维母细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦ
ＧＦ，Ｓｉｇｍａ公司），表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ，ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司），脑源性神经营养因
子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ，Ｓｉｇｍａ公
司），全反式维甲酸（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＡＴＲＡ，
Ｓｉｇｍａ公司），山羊抗大鼠 ＣＤ３４和 ＣＤ１０５（北京中
杉公司），小鼠抗 ＮＳＥ和 ＮｅｕＮ（Ｓｉｇｍａ公司），兔抗
Ｎｅｓｔｉｎ（北京中杉公司），驴抗兔 ＦＩＴＣ和驴抗小鼠
Ａ５９４（Ｂｉｏｓ公司），ＢＸ６０荧光显微镜和倒置相差显
微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）等。
１．２　方法
１．２．１　ＢＭＳＣｓ的分离及培养　严格无菌条件下
取大鼠股骨骨髓并用 １．０７７ｇ／ｍｌ的 Ｐｅｒｃｏｌｌ分离
液［５］分离，以 ２５００ｒｐｍ／ｍｉｎ的速度离心 ２０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗 ２遍后以 １×１０６／ｍｌ的密度接种于 ４０ｍｌ的
塑料培养瓶中，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２孵箱静止培养
３天后换液，细胞铺满培养瓶底８０％以上时用胰酶
消化传代，随机分为实验组和对照组。定期置于倒

置相差显微镜下观察与照相。

１．２．２　免疫细胞化学鉴定　取生长状态良好的
ＢＭＳＣｓ，采 用 免 疫 细 胞 化 学 方 法 对 其 表 面 抗 体
ＣＤ１０５和 ＣＤ３４做荧光染色，而后对同类 ＢＭＳＣｓ进
行诱导分化。实验组细胞用含 ２％Ｂ２７、２０ｎｇ／
ｍｌｂＦＧＦ、２０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ和 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养一周后用
１０ｎｇ／ｍｌＢＤＮＦ诱导 ３～４天，最后用 １μｍｏｌ／ＬＡＴ
ＲＡ刺激 ３～４天完成分化，对照组用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
和 １０％ＦＢＳ培养。
１．２．３　免疫荧光细胞化学分析　分化后细胞用
４％多聚甲醛固定，１

!

Ｈ２Ｏ２孵育１０ｍｉｎ去除内源
性过氧化物酶，而后加一抗，即兔抗 Ｎｅｓｔｉｎ（１：

２００）、小鼠抗 ＮｅｕＮ（１：２０００）和小鼠抗 ＮＳＥ（１：
５００），室温孵育 １６ｈ１８ｈ，孵育液含 ０．３

!

Ｔｉｒ
ｔｏｎＸ１００，０．０５

!

ＮａＮ３，５
!

胎牛血清（ＦＢＳ）。
二抗加于种属对应的驴抗兔 ＦＩＴＣ（１：５００）和驴抗
小鼠 Ａ５９４（１：５００），避光放置 ３～４ｈ，最后封片，
荧光显微镜下观察、照相。

１．２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移试验　对照组和实验组细胞
与 Ｃ６胶质瘤细胞共培养，用 ５０ｍｇ／ＬＭａｔｒｉｇｅｌ１：８
稀释液包被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部膜的上室面，４℃风
干。吸出培养板中残余液体，每孔加入 ５０ｕｌ的无
血清培养液，３７℃，３０ｍｉｎ。消化实验组和对照组
细胞及 Ｃ６胶质瘤细胞，终止消化后离心弃去培养
液，用 ＰＢＳ洗 ２次，用无血清培养基重悬，调整细
胞密度至 ５×１０４，取实验组和对照组细胞悬液
１００μｌ各自加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，２４孔板下室都加入
５００μｌ含１０％ＦＢＳ的 Ｃ６胶质瘤细胞，共培养４８ｈ。
谨慎用棉签擦去基质胶和上室内的细胞，用手术刀

将小室内的膜切下固定在载玻片上，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ洗 ３次后 ４％多聚甲醛固定 １０ｍｉｎ，苏木素染
５ｍｉｎ，自来水冲洗后 １％盐酸乙醇分化 ３０ｓｅｃ，而
后自来水浸泡 １５ｍｉｎ，最后脱水透明，观察、照相，
分别在 ２０倍光镜视野下计数实验组和对照组通过
的细胞数。

１．３　统计学方法
所有数据均采用 ＳＰＳＳ１３．０软件处理．实验数

据以均数 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示，统计方法采用重
复测量数据两样本 ｔ检验及相关分析，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　ＢＭＳＣｓ的形态学观察及表面抗体鉴定

经 Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液处理的细胞接种在 ４０ｍｌ塑料
培养瓶中 ２４～４８ｈ后出现贴壁细胞，梭形多见，部
分呈巢状生长。部分没有贴壁的悬浮细胞可能是

血细胞，换液两次后悬浮细胞基本清除。贴壁细胞

７～１０天便可达 ７０％ ～８０％融合，２周后出现致
密的贴壁层，传至第 ２代细胞后形成均一的长梭
形、多角形细胞，其他形态的细胞极少见。第 ２代
细胞爬片后免疫组化检测，转化生长因子 β受体
（ＣＤ１０５）强表达，造血干细胞表面标记性抗原
ＣＤ３４几乎不表达。（如图 １）
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　　　　　　　　　Ａ：ＣＤ１０５×４００ 　　　　　　Ｂ：ＣＤ３４×４００
图 １　ＢＭＳＣｓ表面抗原的表达情况 Ａ：ＣＤ１０５几乎表达于所有 ＢＭＳＣｓ的胞核中；Ｂ：ＣＤ３４在胞核中未见有表达

２．２　ＢＭＳＣｓ诱导分化和分化后细胞的免疫荧光
细胞化学结果

实验组细胞在 ＮＳＣ培养基中培养 ３天后扁平
细胞的胞体向内收缩，呈圆形或椭圆形，并向周围

长出较长的突起，一周左右细胞立体感增强，并出

现少量悬浮细胞。经 ＢＤＮＦ诱导 ３～４天后可见简
单双极或大的多极细胞，极少数表现为锥形，突触

明显增多。ＡＴＲＡ刺激 ３～４天后细胞折光性明
显，胞体伸展出很长的突触，部分表现出典型的神

经元样细胞形态。对照组细胞无明显变化。免疫

荧光细胞化学分析发现分化后细胞表达明显的

Ｎｅｓｔｉｎ（２４．３±５．２）％、ＮＳＥ（３３．６±３．８）％和
ＮｅｕＮ（４１．９±４．７）％阳性。（如图 ２、３）

图 ２　ＢＭＳＣｓ诱导分化后形态的改变（×１００）Ａ：ＢＭＳＣｓ分化前的形态；Ｂ：ＢＭＳＣｓ诱导分化一周后；Ｃ：ＢＭＳＣｓ诱导
分化完成时。

Ａ：Ｎｅｓｔｉｎ×１００　Ｂ：ＮＳＥ×２００　Ｃ：ＮｅｕＮ×２００
图 ３　 ＢＭＳＣｓ诱导分化后表达 Ｎｅｓｔｉｎ（Ａ）、ＮＳＥ（Ｂ）和 ＮｅｕＮ（Ｃ）阳性
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２．３　ＢＭＳＣｓ及分化后的细胞与 Ｃ６胶质瘤细胞共
培养结果

ＢＭＳＣｓ及分化后的细胞与 Ｃ６胶质瘤细胞在
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养体系中培养 ４８小时后，除去基质

胶和上、下室内的细胞，留下小室内膜，发现膜上

存在大量的迁移细胞。膜上的迁移细胞经 ＨＥ染
色发现实验组细胞通过数明显多于对照组。（如

图 ４和表 １）

Ａ为对照组，可见部分细胞穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小孔；Ｂ为实验组，可见更多的细胞穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小孔。（×２００）
图 ４　对照组和实验组细胞穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小孔的情况

表１　对照组和实验组细胞穿过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小孔的数量（ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

组别 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
Ａ ３９．０±３．２ ３３．０±４．０ ３５．０±２．８ ４３．０±２．５ ２９．０±２．５ ４８．０±３．０ ４７．０±３．３ ２３．０±２．９ ２９．０±５．１ ３１．０±４．２
Ｂ ４９．０±２．９ ３９．０±３．８ ４９．０±３．６ ４７．０±４．５ ６５．０±４．３ ５７．０±２．９ ４２．０±３．９ ５１．０±４．９ ４３．０±４．０ ３９．０±２．４

　　Ａ对照组，Ｂ实验组，Ｐ＜０．０５（ＢｖｓＡ）．

３　讨论
胶质瘤作为人类颅内最常见的肿瘤，在目前辅

以先进的外科手术方法和放疗化疗手段，由于其超

常的增殖和转移趋势，在大部分病人中的预后仍不

可观。因此研究者们正在不断引入新的治疗手段

如细胞移植治疗和基因治疗等，早期 Ａｂｏｏｄｙ和 Ｓｕ
ｚｕｋｉ等［７，８］人 发 现神经干细胞 （ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＮＳＣ）不但可作为基因载体对胶质瘤趋向性，而且其
本身对胶质瘤的发展也有抑制作用，鉴于 ＮＳＣ研究
的伦理学障碍，Ｎａｋａｍｕｒａ和 Ｈａｍａｄａ等学者发现 ＢＭ
ＳＣｓ作为 ＮＳＣ的替代研究不失为一个更好的选择，
ＢＭＳＣｓ不但方便取材和体外扩增，而且还能避开伦
理学争议和自身的免疫反应，研究中发现 ＢＭＳＣｓ同
样对胶质瘤有明显趋向性并有部分抑制胶质瘤生

长的功能［９，１０］。最近还发现 ＢＭＳＣｓ作为基因载体转
染血小板衍生生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＰＤＧＦＢＢ）能明显促进向胶质瘤迁移，甚至还发现
转染白介素１８后对胶质瘤有明显抑制作用［２，１１，１２］。

由于 ＢＭＳＣｓ在适当条件下可分化为成骨细胞、
软骨细胞、脂肪细胞、神经细胞等［１３］，甚至还有研究

表明它还有自分化功能［１］，因此在颅内复杂的环境

下 ＢＭＳＣｓ作为载体治疗肿瘤时，有理由推论 ＢＭＳＣｓ
在与众多神经营养因子和神经细胞共存时其有向

神经细胞分化的可能。目前分化后的 ＢＭＳＣｓ对肿
瘤趋向性的效率还未有相关报道，因此该实验就分

化后的 ＢＭＳＣｓ对肿瘤的趋向性作以了初步研究。
通过 ＢＭＳＣｓ的分离纯化培养并对表面抗原 ＣＤ１０５
和 ＣＤ３４进行鉴定，结果证实 ＢＭＳＣｓ基本达到目前
的纯化标准［１４］，而后依据目前较为经典的分化方

案［５，６］，通过 ２％Ｂ２７、２０ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ、２０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ
和 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养和１０ｎｇ／ｍｌＢＤＮＦ、１μｍｏｌ／ＬＡＴ
ＲＡ诱导将 ＢＭＳＣｓ分化为神经细胞，然后采取 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ共培养策略对分化后的神经细胞和 Ｃ６胶质瘤
细胞共培养［１５］，结果显示分化后的神经细胞同样对

胶质瘤有趋向性，从实验结果分析来看其趋向性比

对照组—未分化的 ＢＭＳＣｓ更强，这也可能因为分化
后产生有大量的神经干细胞，验证了 Ａｂｏｏｄｙ等［７］对

ＮＳＣ的研究。分析其机制，可能是经过诱导后部分
骨髓基质干细胞已经分化，某些趋化或生长因子的

分泌得到了加强，与文献报道［１６］对干细胞进行预先

诱导能够提高其趋化作用及分泌生长因子抑制肿

瘤细胞增殖［１７］类似，这说明分化细胞对胶质瘤的趋
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向性及抑制效应更强，同时这也需要我们下一步实

验中深入探讨是否存在特定的趋化或免疫因子介

入其中，参与趋化和抑制肿瘤细胞增殖。ＢＭＳＣｓ分
化后的神经细胞对 Ｃ６胶质瘤同样具有明显的趋向
性，这一结论为 ＢＭＳＣｓ作为基因或药物载体治疗颅
内肿瘤提供了有效支持，同时分化后细胞的趋向性

研究也为载体选择提供了新的思路。

ＢＭＳＣｓ分化后的神经细胞对胶质瘤趋向性研究
为临床基因治疗奠定了一定的理论基础，但是考虑

到体内和体外的研究差别，动物实验和临床研究的

距离，基础研究还有待更进一步的深入。
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［１６］ＰｏｎｔｅＡＬ，ＭａｒａｉｓＥ，ＧａｌｌａｙＮ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｍｉｇｒａｔｉｏｎ

ｃａｐａｃｉｔｙｏｆｈｕｍａｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ：ｃｏｍ

ｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅａｎｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ．

ＳｔｅｍＣｅｌｌｓ，２００７，２５（７）：１７３７１７４５．

［１７］ＫｈａｋｏｏＡＹ，ＰａｔｉＳ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＳＡ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙ

ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｅｘｅｒｔｐｏｔｅｎｔａｎｔｉｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｉｎａｍｏｄｅｌｏｆ

Ｋａｐｏｓｉ＇ｓｓａｒｃｏｍａ．ＪＥｘｐＭｅｄ，２００６，１５；２００３（５）：

１２３５１２４７．

·６１２·
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