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脊髓性肌萎缩症患儿骨髓间质干细胞
分化为神经元样细胞的实验研究

杨晓苏１，罗新明１，肖波１，李新中２

（中南大学湘雅医院１．神经内科，２．药剂科，湖南 长沙　４１０００８）

　　［摘　要］　目的　脊髓性肌萎缩症（ＳＭＡ）是一组常染色体隐性遗传性疾病，由于ＳＭＮ基因的缺失或突变，导致
脊髓前角细胞变性坏死，引起肢体近端肌肉无力和肌萎缩。该病至今无有效治疗，干细胞治疗可望给患者带来福音。

该研究拟探讨ＳＭＡ患者骨髓间质干细胞（ＭＳＣｓ）能否分化为神经元样细胞，从而为ＳＭＡ的干细胞治疗提供实验依
据。方法　用ＰＣＲＲＦＬＰ的方法对ＳＭＡ患者进行基因诊断；分离和纯化患者的（ＭＳＣｓ），在ｂＦＧＦ预诱导后，再用黄芩
甙诱导ＭＳＣｓ分化为神经元样细胞；用神经元标志物ＮＳＥ和ＮＦ鉴定诱导的神经元样细胞。上述研究均与对照者进
行对比。结果　ＰＣＲＲＦＬＰ证实所选患者ＳＭＮ１基因外显子７缺失，而对照者无缺失；ＳＭＡ患者和对照者的ＭＳＣｓ形
态相同，增殖速度相似；两组ＭＳＣｓ经黄芩甙诱导６ｄ后，大多数细胞转变为类似于神经元的形态，有长的突起，相互
之间连接呈网状。免疫荧光染色鉴定两组分化后的神经元样细胞，ＮＳＥ和ＮＦ均为阳性。结论　ＳＭＮ１基因缺失不影
响ＭＳＣｓ的增殖和分化，ＳＭＡ患者的ＭＳＣｓ能够分化为神经元样细胞。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（５）：４５３－４５６］
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　　脊髓性肌萎缩症（ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）
是一组常染色体隐性遗传性疾病，其中儿童型（Ｉ～
ＩＩＩ）是由致病基因运动神经元生存基因（ｓｕｒｖｉｖａｌｏｆ
ｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎ，ＳＭＮ）端粒侧拷贝 ＳＭＮ１缺失引起［１］，

表现为脊髓前角细胞变性所致的肌无力和肌萎缩，本

病至今无有效治疗。干细胞治疗的问世，无疑给ＳＭＡ
患者带来了希望。本课题将研究ＳＭＡ患儿的骨髓间
质干细胞（ＭＳＣｓ）能否分化为神经元样细胞，从而为

·３５４·
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ＳＭＡ的干细胞治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
ＬＤＭＥＭ（美国ＧＩＢＣＯ公司），新生牛血清（美国

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），淋巴细胞分离液（天津ＴＤＫ公司），碱
性成纤维生长因子（ｂＦＧＦ）（英国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司），
ＣＤ３４、ＣＤ４４单抗（华美生物公司）。小鼠抗人神经元
特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）单抗、小鼠抗人神经丝蛋白
（ＮＦ）单抗、ＳＰ试剂盒和ＤＡＢ显色试剂盒（中山生物
公司），羊抗小鼠Ｃｙ３（美国ＧＩＢＣＯ公司）。Ｔａｑ酶和
ｄＮＴＰ（北京鼎国生物公司），限制性内切酶 ＤｒａＩ（上
海Ｐｒｏｍｅｇａ公司）。

ＳＭＮ外显子 ７引物序列为：Ｆ：５′ＡＧＡＣＴＡＴ
ＣＡＡＣＴＴＡＡＴＴＴＣＴＧＡＴＣＡ３′，Ｒ：５′ＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴＴＴＴ
ＧＡＴＴＴＴＧＴＴＴ３′（上海博亚公司合成）。
１．２　实验对象

选择符合１９９２年及１９９４年国际脊髓性肌萎缩
症会议诊断标准［２，３］的患者，在知情同意的前提下

骨穿抽取骨髓；对照者骨髓来源于本院胸外科手术

中切除的无肿瘤及血液系统疾病患者的肋骨。患者

及对照者均进行ＳＭＮ基因检测确诊。
１．３　基因诊断—ＰＣＲＲＦＬＰ法

酚氯仿法提取ＤＮＡ，ｄｄＨ２Ｏ溶解后置－２０℃冰
箱内备用。ＰＣＲ扩增体系（２５μＬ）：ｇＤＮＡ１００ｎｇ，
Ｔａｑ酶２Ｕ，１０ｍＭｄＮＴＰｓ１μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含
Ｍｇ２＋）２．５μＬ，正反向引物各５ｐｍｍｏｌ，加 ｄｄＨ２Ｏ至
２５μＬ。经ＤＹＡＤＰＣＲ仪扩增，反应条件：９５℃预变
性５ｍｉｎ，９５℃４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸５０ｓ，循
环３５次后以７２℃维持１０ｍｉｎ。

取ＰＣＲ产物 １５μＬ，加入限制性内切酶 ＤｒａＩ
１０Ｕ以及相应的缓冲液、ｄｄＨ２Ｏ至３０μＬ，３７℃孵育
６ｈ。酶切后用 ２％琼脂糖凝胶电泳（电压 １１０Ｖ，
４０ｍｉｎ），图像分析仪照相、观察结果。结果判读：
ＰＣＲ扩增 ＳＭＮ１和 ＳＭＮ２的产物均为１８８ｂｐ，酶切
后ＳＭＮ２切成 １６４ｂｐ和 ２４ｂｐ（后者电泳出凝胶
外），而ＳＭＮ１不能被酶切，见到１８８ｂｐ和１６４ｂｐ两
条带者为正常，只有 １６４ｂｐ一条带提示 ＳＭＮ１缺
失。

１．４　ＭＳＣｓ培养及鉴定
无菌条件下，骨穿或冲洗碎骨获得骨髓，离心，

弃上清及脂肪层，沉淀用ＬＤＭＥＭ充分混匀，用Ｆｉ
ｃｏｌｌＰａｑｕｅ分离液（１．０７７）梯度离心，收集单核细胞
层，用ＬＤＭＥＭ洗涤２次。细胞沉淀中加入含１０％

新生牛血清的 ＬＤＭＥＭ，以１×１０６／ｍＬ密度接种于
培养瓶，放入３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度的 ＣＯ２孵育
箱内，４ｄ后更换培养液，弃去未贴壁的细胞，３～４ｄ
换液１次，１２ｄ后ＭＳＣｓ接近融合，用０．２５％胰酶室
温消化（镜下控制时间），按１∶３比例传代。选择生
长状态良好的第３代 ＭＳＣｓ，按２×１０４／孔密度接种
于事先放置有消毒盖玻片的６孔板内制备细胞爬
片，用ＣＤ３４和ＣＤ４４单抗做免疫细胞化学鉴定。
１．５　ＭＳＣｓ的生长曲线绘制

取第３代患者和对照者 ＭＳＣｓ分别接种８个６
孔培养板（２×１０４／孔），每隔２４ｈ消化细胞并计数，
共计８个时间点，每个时间点分别计数６孔，每孔计
数２次取平均值，作ＭＳＣｓ生长曲线。
１．６　神经元样细胞的诱导及鉴定

将传至第４～６代的细胞按２×１０４／孔密度接种
于事先放置有消毒盖玻片的６孔板内制备细胞爬
片。细胞６０％融合后，参照文献［４］的方法进行诱导

分化：用含１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ细胞因子的ＬＤＭＥＭ（含
１０％新生牛血清）预诱导２４ｈ，ＤＨａｎｋ′ｓ液清洗３
次，加入含０．４ｍｍｏｌ／Ｌ黄芩甙的无血清 ＤＭＥＭ培
养基维持诱导６ｄ。诱导后细胞用 ＮＳＥ和 ＮＦ单抗
行免疫荧光鉴定。

１．７　统计学分析
测定数值用平均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组

细胞在不同时间点的细胞计数差异的比较采用重复

测量资料的方差分析，检验水准 α＝０．０５。图表用
Ｅｘｃｅｌ２００３绘制。统计学分析用 ＳＰＳＳ１０．０统计软
件包处理。

２　结果

２．１　临床诊断及ＳＭＮ基因检测
收集ＳＭＡ患者３例（男２例、女１例），年龄分

别为１０岁、１１岁、１３岁，起病年龄分别为２岁、２．５
岁、６岁。患者均有近端肌无力和肌萎缩，肌电图示
神经源性损害，可见巨大电位，临床符合 ＳＭＡＩＩＩ
型。ＰＣＲＲＦＬＰ结果示：ＳＭＮ外显子７扩增产物均
为１８８ｂｐ，ＤｒａＩ酶切后，仅见 １６４ｂｐ条带，说明
ＳＭＮ１缺失，确诊为患者纳入；对照者２例，年龄分
别为１０岁、１２岁，无神经系统症状和体征。ＰＣＲ
ＲＦＬＰ结果示：ＤｒａＩ酶切后见１８８ｂｐ和１６４ｂｐ两条
带，无ＳＭＮ１缺失，作为对照者纳入（图１）。
２．２　ＭＳＣｓ形态及鉴定

骨髓中单核细胞接种于塑料培养瓶后，第３天
逐渐出现贴壁细胞，呈长梭形，为单个或几个细胞的

·４５４·
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克隆，即为原代ＭＳＣｓ。培养１１～１３ｄ后，细胞接近
融合，细胞排列有一定的方向性，呈“漩涡样”生长，

经过换液及传代，细胞趋于纯化（图２）。ＳＭＡ患者
和对照者的ＭＳＣｓ形态相同。
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　　图１　ＳＭＮｅｘｏｎ７酶切电泳图。１、２道为对照者，３，４，５
道为患者

图２　第３代的ＭＳＣｓ×１００

２．３　ＭＳＣｓ生长曲线
ＳＭＡ患者和对照者ＭＳＣｓ增殖趋势及速度相似

（图３），两曲线差异无统计学意义（Ｆ＝１．５０９，Ｐ＞
０．０５）。
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图３　患者和对照者ＭＳＣｓ生长曲线

２．４　ＭＳＣｓ向神经元样细胞的转化及鉴定
黄芩甙诱导６ｄ后，大多数细胞转变为类似于

神经元的形态，有长的突起，相互之间连接呈网状，

细胞周围有光晕，部分细胞脱落、死亡。ＳＭＡ患者
和对照者ＭＳＣｓ在分化过程中细胞形态及其变化相
似（图４）。

　　图４　ＭＳＣｓ诱导后神经元样细胞形态（×１００）Ａ：ＳＭＡ
患者ＭＳＣｓ诱导后，胞体收缩，形成突起并交织成网；Ｂ：对照者ＭＳＣｓ

诱导后，胞体收缩，形成突起并交织成网

用免疫荧光染色鉴定神经元特异性标志物

ＮＳＥ、ＮＦ，结果显示，ＳＭＡ患者和对照者分化后的神
经元样细胞ＮＳＥ、ＮＦ均为阳性（图５）。

　　图５　ＳＭＡ患者ＭＳＣｓ诱导后神经元样细胞表面特征
性抗原鉴定（Ｃｙ３染色 ×１００）Ａ：诱导后 ＮＳＥ阳性细胞；Ｂ：诱导
后ＮＦ阳性细胞

３　讨论

儿童型脊髓性肌萎缩症主要是由于ＳＭＮ１缺失
引起。不同研究中心检测了 ＳＭＡ患者 ＳＭＮ１缺失
情况，国外研究显示缺失率为９１％ ～１００％，平均为
９４％，国内为９０％［５～８］。其中我们的研究［８］显示 Ｉ，
ＩＩ型ＳＭＡ患者ＳＭＮ１外显子７缺失率为１００％，ＩＩＩ
型缺失率低于 Ｉ，ＩＩ型，为７６％。因此，对于 Ｉ，ＩＩ型
ＳＭＡ患者，可用ＳＭＮ１基因缺失检测代替肌电图和
肌活检等有创检查而作为确诊手段。而对 ＩＩＩ型
ＳＭＡ患者来说，由于 ＳＭＮ１缺失的检出率相对低
些，当未检出ＳＭＮ１外显子７缺失时，应结合临床考
虑。本实验所选用的患者，除了有典型的脊髓性肌

萎缩症临床特征外，也检出ＳＭＮ１外显子７缺失，所
以患者的ＳＭＡ的诊断是可以成立的。

骨髓间质干细胞是成体干细胞，具有多向分化

的潜能，大量的实验证明 ＭＳＣｓ在体内外一定的诱
导条件下，可分化为成骨细胞、成软骨细胞、脂肪细

·５５４·
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胞、成肌细胞、心肌细胞、胶质细胞和神经元样细胞

等多种细胞系细胞。由ＭＳＣｓ诱导分化而来的神经
元样细胞不但能表达神经元的表面标志 ＮＳＥ和 ＮＦ
等，还能高水平表达运动神经元生存蛋白（ＳＭＮ蛋
白）［９］。ＳＭＮ蛋白在各组织中均有表达，但表达水
平不尽相同［９，１０］，其中在运动神经系统中高水平表

达，而在成纤维细胞、淋巴细胞和骨髓间质细胞中低

水平表达。神经元样细胞能高水平表达ＳＭＮ蛋白，
则进一步说明了它具有神经元的特征。

ＳＭＮ蛋白是 ＳＭＡ致病基因—ＳＭＮ基因的产
物。ＳＭＮ蛋白的缺乏引起了患者脊髓前角运动神
经元的变性，但其具体的生物化学机制尚不完全清

楚。现有的研究表明，ＳＭＮ蛋白是稳定的多蛋白复
合体—ＳＭＮ蛋白复合体的组成成分，此复合体可见
于细胞质和核 ｇｅｍｓ小体内。ＳＭＮ复合体中除了
ＳＭＮ蛋白外，至少包括六种其他的蛋白：Ｇｅｍｉｎｓ２～
７。ＳＭＮ复合体介导了Ｓｍ核心域的形成，促进剪接
体ｓｎＲＮＰｓ的装配。ＳＭＮ复合体通过和 ｓｎＲＮＡｓ的
特殊序列结合，识别靶 ＲＮＡ的正确序列并确保
ｓｎＲＮＰｓ装配的特异性［１１］。ＳＭＮ复合体和很多蛋白
相互作用，包括Ｐ５３［１２］，Ｂｃｌ２［１３］和ＺＲＰ１［１４］等，可能
参与了细胞的凋亡调节。但 ＳＭＮ蛋白能否影响
ＭＳＣｓ分化为神经元样细胞尚未见报道。本研究发
现，ＳＭＮ１缺失及其产物 ＳＭＮ蛋白缺乏的 ＳＭＡ患
者，其ＭＳＣｓ和对照者的 ＭＳＣｓ在形态上无明显区
别，其增殖速度和分化能力也无明显差异，说明

ＳＭＮ蛋白对ＭＳＣｓ的生长和向神经元样细胞的分化
上无明显影响，由此推测ＳＭＮ蛋白对神经元细胞的
生发可能无明显影响，只是缺少ＳＭＮ蛋白使发育成
熟的神经元细胞难以维持长期生存。在基因敲除小

鼠的实验中发现［１５］，在胚胎早期可见神经细胞的生

发，但随后有大量的神经细胞凋亡就支持这一观点。

另外，ＳＭＮ蛋白在神经元细胞和骨髓间质细胞［９，１０］

中表达水平的差异，亦提示 ＭＳＣｓ的生长和增殖对
ＳＭＮ蛋白的依赖性可能不如神经细胞。

经过一系列的研究，体外诱导 ＭＳＣｓ分化为神
经元样细胞已经有了多种比较成熟的方法，包括脱

甲基制剂、抗氧化剂、生长因子、视黄酸和增加细胞

内ｃＡＭＰ的复合体等。本实验采用的中药黄芩甙单
体是一种较弱的抗氧化剂，其特点是诱导过程温和

而高效，而且诱导的细胞基本不表达ＧＦＡＰ和Ｓ１００
等胶质细胞标志物，说明黄芩甙诱导具有定向性，主

要朝神经细胞方向分化［３］，而且黄芩甙诱导后细胞

存活率高［３］。本实验采用黄芩甙诱导后，细胞存活

时间（＞６ｄ）明显长于我们以前用抗氧化剂二甲基

亚砜和丁化羟基苯甲醚诱导的神经元样细胞

（＜２ｄ），支持上述观点。本实验结果证实，ＳＭＡ患
者的骨髓间质干细胞能够诱导分化为神经元样细

胞，这为ＳＭＡ的治疗提供了一个可喜的信息。
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