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T8?9=在大鼠骨髓间质干细胞分化为神经细胞中的表达变化
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&&!摘&要"&目的&研究唐氏综合征细胞粘附分子%S='TE&在大鼠骨髓间质干细胞%E='A&分化为神经细胞

中的作用) 方法&在建立黄芩苷诱导大鼠E='A分化为神经细胞的基础上#采用免疫细胞化学法*Z.A-.4* >6,-法

等检测S='TE的表达变化$同时采用:8T干扰技术#观察S='TEPA):8T转染E='A后诱导分化情况) 结果&诱

导前大鼠E='A不表达S='TE$预诱导液诱导 #G (#E='A开始少量表达S='TE%!7b! c$7"b&_$黄芩甙诱导 " (#

部分表达S='TE%!?7b% cG7#G&_$诱导后 L 2#S='TE表达最高%?L7!" c?7%G&_$诱导后 " 2#S='TE表达明显

下降%#@7%% c"7b#&_) S='TEPA):8T转染E='A#S='TE表达显著下降) 而且#诱导前E='A不表达神经细胞特

异性标记蛋白
%

PCCCP-9>96)*$诱导 " (#

%

PCCCP-9>96)*表达为%!7G$ c$7b%&_#诱导 L 2 达到%G!7?% cL7!b&_#诱导

" 2 为%?%7!! cG7b"&_) 但是# S='TEPA):8T转染E='A#诱导 L 2#" 2#

%

PCCCP-9>96)*蛋白的表达显著下降#分别为

%#@7?b c#7%!&_和%GL7%$ c!#7L!&_) 结论& S='TE可能在E='A分化为神经细胞中起到重要的作用)

!中国当代儿科杂志#BCCD#EE$F%&GYF IGYD"

!关&键&词"&唐氏综合征细胞粘附分子$骨髓间质干细胞$神经细胞$ :8T干扰$大鼠

!中图分类号"&:dLL$:bG!&&!文献标识码"&T&&!文章编号"&!$$@ d@@L$%#$$%&$" d$G@" d$G

L--"03,%-T8?9= %#2+--")"#3+/3+%#%-)/3(/))%5(","#0*'(/&,3"(0"&&,+#3% #"17

)%#,/.0/)+'

IN#$D0+,(2F&'+,# Q.N1'+(Q08# I"#M&'+(M0+,# $4N#I8+(Q&'+# !%N/":(10# IN#$30&(7*+,# !%N#$S*(N06

789':;<8+;*=#8&:*C*,G# P0:@;N==0C0';8> %*@90;'C# !F8+,EF*& 4+0H8:@0;G# !F8+,EF*& G?$$?## 2F0+' %Q0' 1(Q# "<'0C'

B0'G'+B08!%b!\G'F**6?*<6?+&

&&9:,3)/03' ;:<"03+."&H,A-92F-(..DD.;-A,DS,̂* AF*24,/.;.66963432(.A),* /,6.;96.%S='TE& ,* 2)DD.4.*-)3-),*

,D43-/344,̂ /.A.*;(F/36A-./;.66A%E='A& )*-,*.94,*A0+ H0;:*6="3*%2,&E='AD4,/=043K9.PS3̂6.F43-A .̂4.

)*29;.2 )*-, *.94,*A >F >3);36)*7 H(. .[04.AA),* ,DS='TE >.D,4. 3*2 3D-.4)*29;-),* 3̂A.<3693-.2 >F

)//9*,;F-,;(./);36A-3)*)*K3*2 Z.A-.4* >6,-3AA3F7TD-.4g*,;g2,̂* ,DS='TE >FA):8T -43*AD.;-),*# -(.

2)DD.4.*-)3-),* 43-.,D*.94,*A2.4)<.2 D4,/E='Â 3A/.3A94.27>",1&3,&M.D,4.)*29;-),*# -(..[04.AA),* ,DS='TE 3̂A

*,-2.-.;-3>6.)* E='A7TD-.4>BJB04.)*29;-),* D,4#G (4A# S='TE 3̂AA6)K(-6F.[04.AA.2 )* E='A%!7b! c$7"b_&7

H(.S='TE.[04.AA),* )*;4.3A.2 " (4A3D-.4>3);36)* )*29;-),* %!?7b% cG7#G_&# 4.3;(.2 30.3g 3-L 23FA%?L7!" c

?7%G_& 3*2 -(.* 2.;4.3A.2 K4329366F7H(.S='TE.[04.AA),* " 23FA3D-.4>3);36)* )*29;-),* %#@7%% c"7b#_& 3̂A

A)K*)D);3*-6F6,̂.4-(3* -(3-3-L 23FA%5a$7$!&7R,̂.<.4# 3D-.4S='TEPA):8T-43*AD.;-),*# -(.S='TE.[04.AA),* )*

E='Â 3AA)K*)D);3*-6F4.29;.27E='A2)2 *,-.[04.AA*.94,*PA0.;)D);

%

PCCCP-9>96)* >.D,4.)*29;-),*7TD-.4>3);36)*

)*29;-),* D,4" (4A# L 23FA3*2 " 23FA# -(..[04.AA),* ,D

%

PCCCP-9>96)* 3̂A!7G$ c$7b%_# G!7?% cL7!b_ 3*2 ?%7!! c

G7b"_ 4.A0.;-)<.6F7M9--(.

%

PCCCP-9>96)* .[04.AA),* A)K*)D);3*-6F2.;4.3A.2 L 3*2 " 23FA3D-.4S='TEPA):8T-43*AD.;-),*

%#@7?b c#7%!_ 3*2 GL7%$ c!#7L!_ 4.A0.;-)<.6F&7?%#0&1,+%#,&S='TE /3F063F3* )/0,4-3*-4,6.)* E='A

2)DD.4.*-)3-),* )*-,*.9436;.66A7 !?*+#@ ?%#3"($A"2+/3)# BCCD# EE %F&'GYF IGYD"

&&J"' 5%)2,'&S,̂* AF*24,/.;.66963432(.A),* /,6.;96.$ E344,̂ /.A.*;(F/36A-./;.66$ 8.94,*$ :8T)*-.4D.4.*;.$

:3-A

&&唐氏综合征细胞粘附分子%S,̂* AF*24,/.;.66

32(.A),* /,6.;96.# S='TE&的基因位于 #!`###其过

量表达#如 #! 号染色体的三体化#即唐氏综合征

%S,̂* AF*24,/.&#造成神经细胞迁移*增殖*分化的

异常#最终导致先天性智能发育障碍!!"

) 而且#

S='TE是神经细胞连接中必须的细胞粘附分子#对

神经网络的形成和维持有重要作用!#"

) 本研究在

体外诱导骨髓间质干细胞 %/344,̂ /.A.*;(F/36

A-./;.66A#E='A&分化为神经细胞的过程中#首次观

察到 S='TE的表达变化#初步探索 S='TE在

("@G(
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E='A诱导过程中的作用)

EP材料和方法

E7EP主要试剂和细胞

SEQE液体培养基*M

#b

*胎牛血清*H4)N,6购自

J)>;,公司$碱性成纤维生长因子 % >3A);D)>4,>63A-

K4,̂-( D3;-,4#>BJB&购自 1.04,H.;( Q'公司$小鼠

抗多克隆S='TE*神经细胞标记蛋白
%

PCCCP-9>96)**

'S%$ 抗体购自T>*,<3公司$山羊抗小鼠二抗购自

=)K/3公司$大鼠:*PS='TEPA):8T%BCH'标记&*转

染试剂 R)1.4B.;-*阳性对照 :*PET1I! ',*-4,6A):P

8T*阴性对照 T66=-34A8.K3-)<.',*-4,6A):8T%BCH'

标记&购自s)3K.*公司$:HP1':试剂盒购自14,/.K3

公司$其余生化试剂均为进口分装或国产分析纯)

E='A由我们实验室从 =1B级 =043K9.PS3̂6.F

大鼠股骨中分离提取#连续传至少 !$ 代#常规冻存#

置于液氮中备用)

EUBP体外诱导=8?,分化为神经细胞

参照贾延稢等!L"的方法#进行E='A培养和诱导

分化) 取培养第 !$ 代以上 E='A#复温#按照 # o!$

G

个]孔的比例接种于预先置有塑料盖玻片的 " 孔培养

板#培养 L 2#达到 @$_ n%$_融合后#进行诱导实验)

SPR3*gfA液清洗 L次#加入预诱导液%SEQE培养基#

!$_胎牛血清#!$ *K]/U>BJB& 培养#G () 预诱导后#

加入诱导液%SEQE培养基##$$ nG$$

&

E黄芩甙& 诱

导 " () 诱导后加入维持液%SEQE培养基##$$ n

G$$

&

E黄芩甙#!$ *K]/U>BJB#M

#b

&继续维持 " 2)

EUQP,+>[9转染=8?,

按照s)3K.*公司的操作说明进行 E='A转染#

将 ! #?$ *K:*PS='TEPA):8T溶于 !$$

&

U无血清

SEQE培养基#再加入 !#

&

UR)1.4B.;-转染试剂#

混匀$室温孵育 !$ /)*$将复合物均匀滴于 E='A表

面#然后再加入SEQE培养基%含 !$_胎牛血清&#使

A):8T的终浓度达到 #G *E#孵育 !# n#G () 阳性对

照 :*PET1IP! ',*-4,6A):8T和阴性对照 T66=-34A

8.K3-)<.',*-4,6A):8T采用同样的方法)

E7GP免疫细胞化学法和图像采集)分析

将各组细胞用 1M= 清洗之后#迅速经 G_多聚

甲醛的固定液中于 Gq固定 #$ /)*#用 $7#_的

H4)-,* XP!$$ 处理 !$ /)*#并用 !$_牛血清白蛋白

%M=T&封闭 ! () 然后用 T*-)PS='TE%!v#$$&*T*P

-)P'S%$%!v#$$&或 T*-)P

%

PCCCP-9>96)*%!v@$$&Gq孵

育 #G () 用1M=洗 L 遍后#用二抗%!v! $$$&在室温

下进行染色标记*观察)

细胞图像通过显微镜用 !$ o或 #$ o摄取#图

像均采用 L$$ 20)分辨率) 每组独立的实验都会采

集超过 L$ 个区域的细胞) 而且#在明视野下所采集

的每幅图像都尽量包含相同的细胞数目) 采用双人

双盲随机记数阳性细胞#计算阳性细胞百分比例)

EUXP_",3")#免疫印记法分析

收集各组细胞在预冷的细胞裂解液 %?$ /E

H4)AP'6# 0R "7@# !$ /E QSHT# #_ =S=# ? /E

SHH#$7? /E1E=B& !$$

&

U中裂解*变性*离心)

以M=T作为标准#根据 M432D,42 法对蛋白质进行定

量分析) 蛋白裂解液加入 G o凝胶上样缓冲液进行

=S=P丙烯酰胺凝胶电泳) 电泳后#转移到 15SB膜

上) 以含 ?_脱脂牛奶的 HM=H室温封闭 ! (#然后

用相应的抗体%用含 ?_脱脂牛奶的HM=H配制&Gq

孵育过夜#HM=H洗膜 L 次#每次 !? /)*) 再用相应

的辣根过氧化物酶标记的 CKJ%用含 ?_脱脂牛奶的

HM=H配制&室温反应 ! (#HM=H洗膜 L 次#每次

!? /)*) 然后进行 Q'U反应#并曝光显影) 对于相

同的实验重复至少 L 次%+ iL&)

EUFP>S7A?>法

H4)N,6试剂提取细胞总 :8T#常规 :8T定量)

:HP1':扩增反应条件参照 14,/.K3试剂盒操作手

册#反应体系为 ?$

&

U#逆转录与 1':一步完成#

L? nG$ 个循环#扩增产物 !$

&

U加样于 !7?_的琼

脂糖凝胶#电泳#紫外透射仪观察照相) 引物由上海

生工有限公司合成%表 !&)

表 EP引物序列

基因名称 引物序列 产物

S='TE B,4̂342 ?fPTJTTJHJ'''T''TTHHJTJPLf !L? >0

:.<.4A.?fP'T'''TJJHH''HH'HJTH'PLf

%

PCCCP-9>96)* B,4̂342 ?fPHJ'JHJHJHT'TJJHJTTHJ'PLf #G$ >0

:.<.4A.?fPJJ'HJ'THTJH'THHH''TTJPLf

JTS1R B,4̂342 ?fP'''T'JJ'TTJHH'TT'JJ'TPLf GL$ >0

:.<.4A.?fPHJJ'TJJHHH'H''TJJ'JJ'PLf

E7HP统计学处理

所有的图形由 C/3K.14,Q[04.AA软件采集和处

理) 处理的数据用均数c标准差%Kc@&表示#采用

J430(132 14)A/?7$! 作图#并根据不同的要求进行

方差分析#以5a$7$? 为差异有显著性)

BP结果

BUEP体外诱导=8?,分化为神经细胞

培养 !$ 代的大鼠E='A主要是以梭形*扁平细

胞为主#可以表达E='A标记物%图 !T&) 黄芩甙诱

导 " (后#部分细胞成三角形#细胞微丝收缩#伪足

(b@G(
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形成细长突起#局部交织成网#类似神经细胞$" 2

后多数细胞成锥形#交织成网#形成较典型的神经细

胞结构%图 !M&) 本研究选择
%

PCCCP-9>96)* 蛋白作

为成熟神经细胞标记物#发现诱导前 E='A不表达

%

PCCCP-9>96)* 蛋白#诱导 " (#

%

PCCCP-9>96)* 蛋白的表

达为%!7G$ c$7b%&_) 随着诱导后细胞的继续分

化#

%

PCCCP-9>96)*蛋白表达迅速增加#诱导 L 2 达到

%G!7?% cL7!b&_) 诱导 " 2#

%

PCCCP-9>96)*蛋白出现

强表达%?%7!! cG7b"&_%图 !'&) Z.A-.4* >6,-结

果也有类似的结果%图 #&)

BUBPT8?9=的表达变化

诱导前大鼠 E='A不表达 S='TE) 预诱导

#G (#E='A开始少量表达 S='TE%!7b! c$7"b&_#

主要位于细胞膜或突起上$诱导 " (#部分表达

S='TE%!?7b% cG7#G&_$而且随时间延长表达持

续增加#峰值在诱导 L 2为%?L7!" c?7%G&_) 但是

诱导 " 2#S='TE表达明显下降%#@7%% c"7b#&_#

与诱导 L 2 差异有显著性%;i@7?!"#5a$7$!&)

Z.A-.4* >6,-法也有类似的结果%图 L&)

BUQPT8?9=7,+>[9转染=8?,

S='TEPA):8T转染后 E='A无明显的形态学改

变#在荧光显微镜下#转染 #G (后#可见在细胞内出现

绿色颗粒样荧光#可以持续表达 !周以上%图 GT#GM&$

通过阳性和阴性转染对照计算#转染效率为%b@ c

!#7%&_) 转染后E='A经诱导后#细胞分化较差#突

起短*直*分支少#神经网络形成稀疏%图 G'#GS&)

&&图 EP=8?,分化为神经细胞P

9'诱导前#培养第 !$ 代的E='A%'S%$ 染色#BCH'# o#$$&$\'诱导 " 2 后#细胞形态学的变化

% o!$$&#细胞呈锥形#类似神经细胞$ ?'诱导 " 2后#分化后细胞
%

PCCCP-9>96)*的表达%STM显色# o!$$&#多数细胞呈锥形#交织成网#

%

P

CCCP-9>96)*蛋白出现强表达)

!"# "# !"# "# $%& "# !%&

&图 BP诱导前后
!

7VVV731:1&+#的表达变化P

%Z.A-.4* >6,-

结果&P随时间推移#细胞分化
%

PCCCP-9>96)*蛋白表达迅速增加)

!"# "# !"# "# $%& "# !%&

&&图 QP诱导前后T8?9=的表达变化
%Z.A-.4* >6,-结果&

P诱导 " (后部分表达S='TE#随诱导时间延长#表达持续增加#诱

导后 L 2达峰值#诱导第 " 天#S='TE表达明显下降)

& & 图 G P T8?9=7,+>[9 转 染 =8?,P

9'S='TEPA):8T转染后E='A无明显的形态学改变% o

!$$&$ \'同一视野下#可见细胞内绿色荧光颗粒% o

!$$&$ ?'S='TEPA):8T转染e诱导 " 2后#细胞较未转

染的细胞分化差#神经网络稀疏% o!$$&$ T'同一视野

下#分化后的细胞仍可见细胞内绿色荧光颗粒% o!$$&$

L'A):8T转染e诱导 " 2 后 S='TE的表达变化%免疫

荧光#'FL 染色# o#$$&

(@@G(
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免疫细胞化学染色%图 GQ&和 :HP1':提示%图 ?&#

S='TEPA):8T转染后#S='TE表达显著下降) 但

是S='TEPA):8T转染#诱导 L 2和 " 2#

%

PCCCP-9>96)*

蛋白的表达显著下降%#@7?b c#7%!&_和%GL7%$ c

!#7L!&_#与未转染的细胞相比#差异有显著性

%5a$7$!#5a$7$?&)

!"#$

!"#$%

&'( )'( &'( )'(

**++

,-.%/

0!111"23435"6

7%,89

&&图 XP诱导前后T8?9= (>[9的表达变化%:HP1':

结果&P

A):8T转染后S='TE

%

PCCCP-9>96)*均较未转染组表达显著

下降%5a$7$!# 5a$7$?&

QP讨论

S='TE是免疫球蛋白超级家族的粘附分子)

!%%@ 年#p3/3g3̂3等!G"分离出 S='TE基因#发现

大部分在发育期的神经系统中表达) 序列分析表

明#S='TE由8端信号肽#!$ 个免疫球蛋白域#"

个 L 型纤连蛋白域#! 个跨膜区#和 ! 个胞内域)

S='TE能够通过 :8T剪切形成 L@ $$$ 余种异构

体#可能该蛋白在神经网络的形成过程中帮助神经

细胞进行精确的连接) S='TE的过量表达直接造

成神经细胞迁移*增殖*分化的异常#是导致唐氏综

合征的分子遗传学基础!!"

)

近十年的研究发现#E='A可以定向分化为神经

细胞和胶质细胞#作为一类理想的 /种子细胞0#

E='A具有取材方便*增殖能力强*安全*自体移植无

免疫排斥等独特的自身优势#特别适用于临床神经

系统损伤和退行性病等疾病的细胞移植治疗!?"

#但

是E='A向神经细胞分化的机制尚不清楚#涉及多

条信号转导通路) 本研究首次发现#作为神经系统

发育中重要的功能性蛋白之一#诱导前大鼠 E='A

不表达S='TE#随着诱导时间的延长#S='TE的表

达逐渐增加#峰值在诱导 L 2#然后开始下降) 与此

同时#神经细胞标记蛋白
%

PCCCP-9>96)* 在分化后的

细胞表达持续增加) 这些结果提示#E='A诱导分化

后的细胞具有一定的神经细胞功能#而且诱导过程

也可能重演或沿袭了神经细胞发育的过程#进一步

讲#S='TE主要在神经系统发育期表达#包括脊髓*

皮层*小脑等#其在轴突分支的生长和定向延伸过程

中起着至关重要的作用#以确保神经细胞准确*紧密

的连接!"#b"

) E='A在分化过程中 S='TE的表达逐

渐增加#可能与诱导后细胞轴突分支的生长和建立

细胞连接有关#使诱导后细胞具有神经细胞的网络

结构和功能) 当采用 S='TEA):8T干扰后#影响

了S='TE的表达#最终导致诱导分化效果下降#神

经细胞间连接减少)

最近研究发现#S='TE在视网膜特定层联结的

形成中能发挥一定作用) 另外两种粘附分子#即

=)2.g);gP! 和 =)2.g);gP##以一种类似的方式发挥作

用) 这些分子广泛分布在神经系统中#可能是使大

脑中神经连接形成的一个粘附代码%CK=B;,2.&的

构成部分!@"

) 因此#E='A诱导分化为神经细胞是

否也涉及类似的机制有待深入研究)
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