
第 !! 卷第 !" 期
#""$ 年 !" 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!! 7+6!"

89,6#""$

!收稿日期"#""$ :"! :"!#!修回日期"#""$ :"; :"=

!作者简介"王倩(女(硕士' 主攻方向%小儿神经系统疾病'

!通讯作者"王治平(女(教授(上海儿童医学中心神经内科(邮编%#""!#M'

论著)实验研究

YD& 和 UYT对神经干细胞体外增殖的影响

王倩!

!王治平!

!许勤#

!鲍南!

"!6上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心!上海%#""!#M% #6上海交通大学医学院附属新华医院!上海%#"""$##

%%"摘%要#%目的%探讨单唾液酸神经节苷脂$_A!&*鼠神经生长因子$7_@&对神经干细胞$7Z&R&体外增殖

的影响' 方法%

"

体外分离培养7Z&R#

#

将含有表皮生长因子$J_@&*碱性成纤维细胞生长因子$T@_@&的 7Z&R

完全培养基及不含 T@_@*J_@的NAJAa@!# 培养基作为两种不同的培养介质(分别加入不同浓度的_A! 和7_@(

进行7Z&R体外增殖研究#

$

以AHH法和细胞球计数观察 7Z&R增殖情况#以免疫组化法观察分化条件下药物对

7Z&R增殖的影响' 结果%

"

在含有 T@_@*J_@的 7Z&R完全培养基中(较高浓度 _A! 条件下(7Z&R增殖明显

$Lc"6"<&#

#

含血清的分化培养液中(随_A! 浓度增加(7Z&R增殖明显#随 7_@浓度增加(神经元及胶质细胞比

例增高' 结论%高浓度_A! 能促进7Z&R增殖( 7_@能促进7Z&R分化'

"中国当代儿科杂志$#$$%$&&%&$&'"P& )"PV#

"关%键%词#%_A!#7_@#增殖#神经干细胞

"中图分类号#%O;#$6#

f

B%%"文献标识码#%C%%"文章编号#%!""B :BB;"$#""$&!" :"B=! :"<

W001/36,0.2;.-+,6+81! 2;8;15>1.5,J3702/3,5,;371<5,-+01523+,;,0;1452-631:

/1--6!"#!$%&

64)!Q-/3( 64)!.8-+L-3A( 1"Q-3( D4#)/3:78/3A8/-&8-@CM%3R<,%C-G/@&%3=%M4>>-@-/=%C =078/3A8/-2-/0=03A

"3-N%M<-=B7G800@0>,%C-G-3%( 78/3A8/-#""!#M( &8-3/ $6/3A .+L( (?/-@%V/3AJ8F#PB/800:G0?:G3&

%%@A6352/3% BAC1/3+>1%H+R,V1X,'--UU-9,R+US2)S5(+R(1-! $_A!& 2)1 )-3Q-S3+Y,' U29,+3$7_@& +) )-V325R,-.

9-55R$7Z&R& /3+5(U-32,(+) -3 N-=M06D137,86%7Z&RY-3-(R+52,-1 2)1 9V5,V3-1 -3 N-=M067Z&RY-3-9V5,V3-1 () ,'-.-1(V.

9+),2()()S-/(1-3.25S3+Y,' U29,+3$J_@& 2)1 T2R(9U(T3+T52R,S3+Y,' U29,+3$T@_@& +3Y(,'+V,,'-,Y+2S-),R6N(UU-3-),

9+)9-),32,(+)R+U_A! 2)1 7_@Y-3-211-1 (),+,'-,Y+1(UU-3-),.-1(V.6AHH2)1 9-55T2559+V),()S.-,'+1RY-3-VR-1

,+2R9-3,2() ,'-/3+5(U-32,(+) +U7Z&R6[..V)+'(R,+9'-.(925,-9')+5+SXY2RVR-1 ,++TR-3Q-,'--UU-9,+U_A! 2)1 7_@+)

,'-/3+5(U-32,(+) +U7Z&R6E164-36%L(S' 9+)9-),32,(+)R+U_A! $!"" )SaD2)1 #"" )SaD& /3+.+,-1 R(S)(U(92),5X,'-

/3+5(U-32,(+) +U7Z&R() ,'-.-1(V.9+),2()()SJ_@2)1 T@_@$Lc"6"<&6[) ,'-1(UU-3-),(2,(+) .-1(V.9+),2()()SR-3V.

TV,)+J_@2)1 T@_@( 7Z&R/3+5(U-32,(+) ()93-2R-1 Y(,' ()93-2R()S9+)9-),32,(+) +U_A!# ,'-/3+/+3,(+) +U)-V3+)R2)1

S5(29X,-R()93-2R-1 Y(,' ()93-2R()S9+)9-),32,(+) +U7_@6F,;/-46+,;6%L(S' 9+)9-),32,(+) +U_A! 92) /3+.+,-7Z&R

/3+5(U-32,(+) 2)1 7_@92) /3+.+,-7Z&R1(UU-3-),(2,(+)6 !F7+;G F,;31:<H18+235( #$$%( && $&$&%"P& )"PV"

%%I1? J,586%%_2)S5(+R(1-!# 7-3Q-S3+Y,' U29,+3# 03+5(U-32,(+)# 7-V325R,-.9-55

%%神经干细胞 $)-V325R,-.9-55R(7Z&R& 的发现

和培养成功(是神经科学的重大发展' 7Z&R在体外

进行分离扩增并进行诱导可分化为神经元*星形胶

质细胞和少突胶质细胞!!"

' 7Z&R的增殖分化受到

内因和外因的调控!#(;"

(内因方面主要是基因的调

控(外因方面主要是微环境的调控' 单唾液酸神经

节苷脂$_A!(商品名为施捷因&和鼠神经生长因子

$7_@(商品名为恩经复&作为神经科常用的营养药

物(目前普遍应用于临床' 动物实验表明(_A! 和

7_@在活体组织上对神经元的增殖分化可能有协

同作用!=(<"

(但这两种神经科常用药物在 7Z&R体外

分离培养和扩增中是否起作用尚未得到证实(这两

种药物在体外培养 7Z&R实验中的量效关系及是否

有协同作用尚无明确报道' 本研究目的在于%观察

上述两种神经营养药物对体外培养的 7Z&R增殖的

影响(并探讨药物的有效剂量#为今后临床 7Z&R移

植后续药物治疗奠定基础(为临床应用干细胞治疗

神经系统疾病的综合治疗提出科学依据'

)!=B)
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&K材料和方法

&6&K材料

实验动物 Z/32SV-GN2Y5-X$ZN&成年大鼠由中科

院上海实验动物中心提供' NAJAa@!# 培养基*

F#M 液*7# 培养液("6!#<I 胰蛋白酶液及胎牛血

清由 _(T9+公司提供#人碱性成纤维细胞生长因子

$T@_@&(人表皮生长因子$J_@&由 Z(S.2公司提

供#7_@由 [),3+Q-S-) 公司提供#_A! 由 HOF药厂

提供#小鼠抗巢蛋白$)-R,()&抗体由 _-)-,(.-R公司

提供(小鼠抗神经元特异性烯醇酶$7ZJ&抗体*小鼠

抗胶质纤维酸性蛋白$_@C0&抗体*多聚赖氨酸由

_[F&8公司提供'

&6#K方法

!6#6!%实验动物饲养及取材%%成年 ZN大鼠(体

重 ##" E#=" S' 雌雄合笼(次日$第 # 天&早上对雌

鼠阴道涂片检查(有精子者为孕 " $J"& 天(并将其

分开喂养(至孕第 !; 天$J!;&' 取孕 !; 1 ZN大鼠(

颈椎脱臼处死(严格无菌条件下取出胚胎(在解剖显

微镜下取出脊髓(放入盛有NAJA的离心管中备用'

!6#6#%胎鼠脊髓 7Z&R分离培养$离心和计数%%

在含有脊髓的离心管中(加入 "6!#<I胰蛋白酶溶

液(置 ;Mk水浴中消化后用吸管吹打分离(然后用

含 !"I小牛血清的0FZG_液中和' 细胞悬液离心(

吸除上清液(获得细胞悬液(用 0FZG_液重悬细胞(

再离心(最后取细胞沉淀(用 7# 培养液 $配方%

NAJAa@!# 培养液*F#M*谷氨酰胺*J_@*T@_@*青

霉素及链霉素&重悬细胞(滤网过滤(取少量细胞悬

液加于血球计数板上(在显微镜下计数(调整细胞密

度为 ! s!"

> 个a.D'

!6#6;%原代培养%%将细胞悬液分装于 > 9.培养

皿中(置 ;Mk(<I &8

#

培养箱中培养' 培养 M 1(每

隔 # E; 1半量换液一次'

!6#6=%7Z&R球的分离及传代培养%%将原代培养

M 1后的贴壁细胞及在贴壁细胞上形成的细胞球(

轻匀吹打收集于离心管中(离心后弃上清(将胰酶和

透明质酸酶混合后加入 7

#

培养液并移入上述离心

管中(放入 ;Mk(<I &8

#

温箱中静置培养后以 0FZ

稀释以终止消化' 接着再次离心(弃去上清后加入

7

#

培养液制成单细胞悬液(传代接种于 > 9.培养

板上(培养 M 1(每 # E; 1半量换液一次(约每隔 M 1

分离传代一次'

&6(K免疫细胞化学检查

悬浮生长的细胞球行 )-R,()单抗免疫细胞染色'

&LPK培养条件下药物对U[F6增殖影响的观察

将以上7Z&R球经分离后得到的单细胞悬液(

取少量进行镜下计数(以 ! s!"

< 个a.D密度接种于

> 个 $> 孔培养板中(每孔 !""

&

D(设置实验组*阳性

对照组$含有 J_@*T@_@的 7Z&R培养液&*阴性对

照组$不含有J_@*T@_@的NAJAa@!# 培养液&(每

组 = 个孔(放入 ;Mk(<I &8

#

温箱中静置培养(于

第 =(M(!" 天分别用相差显微镜观察结果并对培养

板中的悬浮细胞进行细胞球计数及AHH检测'

!6=6!%观察在含有 T@_@!J_@的 7Z&R培养基中

药物对干细胞增殖的影响%%实验随机分为以下 =

组%

"

阳性对照组%将单细胞悬液放在含有 T@_@(

J_@的7Z&R培养液培养'

#

7_@组%将单细胞悬

液放在含有 T@_@和 J_@的 7Z&R培养液培养(并

加入7_@$终浓度分别为 #<(<"(!""(#"" )Sa.D&'

$

_A! 组%将单细胞悬液放在含有 T@_@*J_@的

7Z&R培养液培养(并加入 _A!$终浓度分别为 !"(

#<(!""(#"" )Sa.D&'

%

7_@f_A! 组%将单细胞

悬液放在含有 T@_@*J_@的 7Z&R培养液培养(并

加入 7_@$终浓度 !"" )Sa.D&和 _A! $终浓度

!"" )Sa.D&'

!6=6#%观察在不含有 T@_@和 J_@的 NAJAa@!#

培养基中药物对干细胞增殖的影响%%实验分组%

分为 < 组(与上述相比(添加阴性对照组$将单细胞

悬液放在不含有 T@_@和 J_@的 NAJAa@!# 培养

液培养&(各实验组培养液换为不含有 T@_@和J_@

的NAJAa@!# 培养液'

&LVK分化条件下药物对U[F6增殖影响的观察

将以上原代培养 M 1形成的7Z&R克隆球(取少

量加于血球计数板上(显微镜下计数(接种于预先置

有 "6"#< 多聚赖氨酸包被盖玻片的 #= 孔培养板 (

每孔加入细胞悬液 ! .D(在不同的实验条件下作用

M 1后将盖玻片取出(分别行 )-R,()*_@C0*7ZJ免疫

细胞化学检测并计数观察药物对 7Z&R分化比率的

影响' 于接种首日随机分为以下 = 大组%

"

7_@

组%上述培养板中加入含血清的分化培养基并分别

加入以下 = 种浓度的 7_@$终浓度分别为 #<(<"(

!""(#"" )Sa.D&#

#

_A! 组%上述培养板中加入含

血清的分化培养基并分别加入以下 = 种浓度的

_A! $终浓度分别为 !"(#<(!""(#"" )Sa.D&#

$

7_@f_A! 组%上述培养板中加入含血清的分化培

养基并加入 _A! $终浓度 !"" )Sa.D& 和 7_@$终

浓度 !"" )Sa.D&#

%

对照组%上述培养板中加入含

血清的分化培养基' 接种 M 1后免疫组化鉴定诱导

后 )-R,()*7ZJ*_@C0的表达'

)#=B)
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免疫组化鉴定%采用抗 )-R,() $抗体稀释度

! !̂""&*抗7ZJ$抗体稀释度 ! !̂<"&*抗_@C0$抗体

稀释度 ! $̂""&(分别标记 7Z&R*神经元*星形胶质细

胞' 取出盖玻片用 =I的多聚甲醛固定 #" .()(内源

性过氧化物酶用 ;I L

#

8

#

灭活(非特异性结合用

;IFZC阻断(加抗 )-R,() 单抗*抗 7ZJ单抗*抗

_@C0单抗后湿盒置于 =k冰箱过夜("6! .+5aD

0FZ液漂洗 ; 次后加入二抗$二步法(C),(T+1X公司

提供&(湿盒(;Mk孵育 ;" .()( "6! .+5aD0FZ液漂

洗盖玻片 ; 次(NCF$二氨基联苯胺&显色 !" .()(苏

木素复染(B"I*$<I*!""I乙醇脱水(二甲苯透明(

中性树脂封闭(立即在显微镜下观察并摄像记录'

&6!K统计学处理

数据以均数 ]标准差$K]<&表示(采用 ZCZ

>6!# 统计软件包行方差齐性检验和 NV))-,检验(

检验水准
-

b"6"<'

#K结果

#L&K含有 ATYT和 WYT的 U[F6培养基中$药物

作用下U[F6球计数及细胞活力测定

随培养天数增加(各孔细胞球数及 AHH值均增

高' 和 阳 性 对 照 组 相 比( _A! $ !"" )Sa.D*

#"" )Sa.D&组细胞球数及AHH值在 = 1(M 1和 !" 1

时增高(差异有显著性$Lc"6"<&#_A!$#< )Sa.D&

组细胞球数及AHH值在 M 1和 !" 1时增高(差异有

显著性$Lc"6"<&' 余实验组和阳性对照组相比差

异无显著性' 见表 !'

表 &K含有ATYT和WYT的培养基中细胞球计数及细胞活力测定
$3 b=( K]<&

组别
= 1

细胞球数 AHH值

M 1

细胞球数 AHH值

!" 1

细胞球数 AHH值

阳性对照 ;!6<" ]!6#$ "6!!B ]"6""> <"6"" ]!6$; "6!;! ]"6""# >;6M< ];6=" "6!># ]"6"";

_A!$!" )Sa.D& ;"6M< ]"6<" "6!!M ]"6""< <;6<" ];6!! "6!;> ]"6""! >>6"" ]!6!< "6!>M ]"6""=

_A!$#< )Sa.D& ;=6#< ]!6#< "6!#; ]"6""#

>;6M< ]#6##

2

"6!=! ]"6"";

2

M>6>" ]#6!>

2

"6#!$ ]"6""=

2

_A!$!"" )Sa.D&

=#6"" ]#6<B

2

"6!#M ]"6"";

2

M!6"" ]!6=!

2

"6!<> ]"6""=

2

MB6#< ]"6$>

2

"6##< ]"6""!

2

_A!$#"" )Sa.D&

=;6<" ];6<!

2

"6!#B ]"6""<

2

M#6#< ]"6<"

2

"6!<$ ]"6""!

2

M$6#< ]!6M!

2

"6#;> ]"6""!

2

7_@$#< )Sa.D& #B6<" ]!6#$ "6!!; ]"6""# =M6<" ]!6#$ "6!#B ]"6""! >!6#< ]!6#> "6!<B ]"6"!"

7_@$!"" )Sa.D& #$6"" ]!6=> "6!!= ]"6"!" <!6"" ]!6>; "6!#B ]"6""; >"6M< ]!6M! "6!<B ]"6""#

7_@$#"" )Sa.D& #B6M< ]#6$$ "6!!# ]"6""; <"6M< ]!6#> "6!#= ]"6""= >;6M< ]#6## "6!>" ]"6"";

_A! f7_@ ;#6"" ]!6B; "6!!B ]"6""! <;6"> ]=6B; "6!;> ]"6""< >;6<" ]!6#$ "6!>= ]"6"";

%%2%与阳性对照组相比(Lc"6"<'

#L#K在不含有ATYT和WYT的RDWDZT&# 培养

基中$药物作用下神经球计数及细胞活力测定

_A!$#< )Sa.D*!"" )Sa.D*#"" )Sa.D&组细

胞球数及AHH值在= 1(M 1(!" 1 时(和阳性对照组

相比无明显减少$Ld"6"<&(和阴性对照组相比增

高$Lc"6"<&#余实验组和阳性对照组相比(细胞球

计数及AHH值减少$Lc"6"<&(和阴性对照组相比

差异无显著性$Ld"6"<&' 见表 #'

表 #K不含有ATYT和WYT的培养基中细胞球计数及细胞活力测定
$3 b=( K]<&

组别
= 1

细胞球数 AHH值

M 1

细胞球数 AHH值

!" 1

细胞球数 AHH值

阳性对照 <;6<" ]#6"B "6!;< ]"6""# >>6#< ]#6<" "6!>$ ]"6""# M;6M< ]=6"; "6!MB ]"6"";

_A!$!" )Sa.D&

;#6#< ]!6<"

2

"6!## ]"6""#

2

=$6<" ]>6=<

2

"6!>! ]"6"";

2

==6#< ]#6##

2

"6!<B ]"6""M

2

_A!$#< )Sa.D&

<!6<" ]#6"B

T

"6!;# ]"6""!

T

>#6"" ]#6=<

T

"6!>> ]"6""!

T

M"6"" ]"6B#

T

"6!M< ]"6"">

T

_A!$!"" )Sa.D&

<=6<" ]!6#$

T

"6!;< ]"6""!

T

>=6#< ]!6M!

T

"6!>B ]"6""!

T

M!6<" ];6<!

T

"6!B# ]"6""!

T

_A!$#"" )Sa.D&

<=6<" ]#6;B

T

"6!;< ]"6""#

T

>!6<" ]!6#$

T

"6!>= ]"6""!
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#L(K神经球细胞 ;163+;单抗免疫细胞染色鉴定及

分化条件下细胞免疫组化染色结果

实验结果显示(=" 倍显微镜下观察(随 _A! 浓

度增加(表达 )-R,()神经细胞球体积呈增大趋势(说

明高浓度_A! 促进7Z&R增殖$图 !&# 随7_@浓度

增加(神经球分化为 7ZJ阳性及 _@C0阳性细胞的

比例增加$表 ;&'

%%图 &K不同浓度YD& 对U[F6增殖的影响% bP$&K

C(F(&和N分别代表 !"(#<(!"" 和 #"" )Sa.D_A! 组' 随 _A!

浓度增加(表达 )-R,()神经细胞球体积呈增大趋势'

%%表 (K各组分化为U[W% Q&细胞和YT@H% Q&细胞

比例
$3 b<( K]<(I&

组别 7ZJ$ f&细胞比例 _@C0$ f&细胞比例

对照组 !<6; ]!6< #!6> ]<6=

7_@$#< )Sa.D& !$6! ];6= #M6! ];6!

7_@$!"" )Sa.D&

#!6# ];6=

2

;;6$ ]<6>

2

7_@$#"" )Sa.D&

;"6$ ];6<

2

=!6# ]#6M

2

9值 #=6<! !B6==

L值 c"6"< c"6"<

%%2%与对照组比较(Lc"6"<

(K讨论

干细胞的研究是当前生命科学的热点' , Z9(G

-)9--在近两年将干细胞的研究评为 #! 世纪最重要

的研究领域之首(为世人瞩目' 7Z&R是其中最有发

展前景的重要分支(7Z&R具备未分化特性*增殖和

自我更新能力以及分化产生中枢神经系统主要类型

细胞$神经元和胶质细胞&多向分化潜能和修复损

伤组织的能力!>"

' 7Z&R最直接的应用是干细胞移

植(利用 7Z&R的多向分化潜能以恢复中枢神经系

统的正常结构和功能' 7Z&R移植技术的实现(干细

胞体外分离扩增和分化技术的建立及干细胞在不同

的胚层之间横向分化的实现(为中枢神经系统损伤*

神经系统变性病或遗传性代谢疾病*神经退行性疾

病等的治疗提供了新的策略!M"

'

众多研究表明 7Z&R的增殖*迁移和分化受到

内因和外因的调控' 胞外基质的各种成分通过调节

粘着性和迁移能力及其与细胞因子的相互作用影响

7Z&R的增殖与分化(而 7Z&R对外源性因子的反应

具有多样性' 7Z&R分裂能力的维持需要有丝分裂

因子(常用的有丝分裂因子有 T@_@和 J_@' T@_@

在7Z&R增殖的早期阶段发挥促有丝分裂作用(使

分裂增殖的子代 7Z&R维持在干细胞的状态#J_@

对7Z&R增殖后期的增殖刺激能力明显增强!B($"

'

神经营养因子在神经细胞的增殖*分化和存活

过程中也起着重要作用' 7_@作为第一个被发现

的神经营养因子(是神经系统最重要的生物活性分

子之一(是神经系统维持正常发育和功能的必要因

素!!""

' 7_@能促进发育中的感觉神经元和交感神

经元的存活及分化(参与损伤神经再生和功能修复(

刘怀军等!!!"探讨7_@对脑出血血肿灶的神经元和

神经胶质细胞的保护作用时发现(立体定向注射

7_@入血肿灶(发现 7_@早期能够保护神经元(晚

期通过促进神经胶质细胞适度增生*神经纤维生长

促进神经功能的修复' 苏刚等!!#"研究自体去神经

带血管移植肌神经的再生中发现 7_@对移植肌神

经再生有较明显促进作用(对失神经肌肉有保护作

用' 神经节苷酯类物质是构成神经细胞膜双酯层的

最主要酯质成分(_A! 对反映中枢神经系统功能恢

复的各种生化*组织化学及行为参数的改善有良好

影响!!; E!<"

' 有实验研究(_A! 和 7_@在活体组织

上对神经细胞的保护可能有协同作用' 神经节苷脂

_A! 能增加神经营养因子7_@的营养作用(减少病

损细胞的死亡!!>(!M"

' 如果实验能够证明在 7Z&R的

体外扩增中_A! 及7_@也能发挥促进作用或两者

间存在协同作用(势必会对 _A! 和 7_@两种药物

作为今后临床 7Z&R移植的后续治疗药物奠定基

础(为临床应用干细胞治疗神经系统疾病的综合治

疗提出科学依据'

本实验采用无血清培养技术(目的是去除血清

中可能诱导7Z&R分化的生长因子等干扰因素' 本

研究结果显示(在含有 T@_@和 J_@的 7Z&R完全

培养基培养条件下(和在不含 T@_@和 J_@的

NAJAa@!# 基础培养基培养条件下(高浓度_A! 均

)==B)
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有促进 7Z&R增殖的作用' 有丝分裂因子 T@_@和

J_@对 7Z&R体外扩增的促进作用已经得到证

实!B($"

(本研究证实 _A! 和细胞因子 T@_@*J_@作

用相似且具有协同作用' _A! 的作用机制可能是

药物维持了干细胞结构的完整性(细胞处于良好结

构状态下增殖明显!!B"

' 虽然 7_@在 7Z&R的增殖

阶段没有显现出促增殖作用(但本研究发现(在含血

清而不含 T@_@和 J_@的分化培养液条件下(7_@

促进7Z&R向神经元和胶质细胞分化' 这和乌优图

等!!$"的研究一致'

根据上述结果(设想在今后临床进行 7Z&R移

植术的综合治疗中(后续药物治疗可以分阶段进行(

第一阶段进行 7Z&R的体外扩增(_A! 可作为此阶

段的合适药物(药物推荐浓度为 #< E#"" )Sa.D'

第二阶段进行 7Z&R的定向分化(得到神经元和胶

质细胞(7_@可作为合适药物参与此阶段的治疗(

药物推荐浓度为 !" E#"" )Sa.D' T@_@*J_@和

_A! 虽然存在协同作用(但机制尚不清楚(此外

T@_@(J_@和7_@之间的作用也不清楚(尚有待进

一步研究' 本研究中使用的细胞因子(由于价格昂

贵(不能普遍用于临床' _A! 和7_@作为神经科常

用营养药物(使用安全(且存在价格优势(作为7Z&R

移植后的后续治疗药物势必成为一种趋势'
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