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CNTF 联合 RA 诱导成肌细胞类神经分化
及与 REST 的相关性 *
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摘要 ：目的  探讨睫状神经营养因子（CNTF）联合视黄酸（RA）诱导成肌细胞类神经分化的方法以

及该诱导过程与神经元限制性沉默因子（REST）相关性。方法  以 CNTF 诱导 C2C12 去分化，再以 RA 诱导

C2C12 类神经分化。通过细胞形态学、细胞免疫荧光、流式细胞术、Western blot 等技术对去分化及类神经

分化的细胞进行鉴定及相关分析，比较细胞类神经分化前后 REST 表达变化。结果  诱导后细胞聚集生长，呈

典型的神经球样。细胞免疫荧光染色显示神经球能够被神经特异性标志物 NSE、Sox1、GFAP 标记，神经球

离散为单个细胞接种后生长状态良好，神经干细胞标志物（nestin）呈阳性表达。Western blot 结果显示 CNTF

去分化诱导后成肌细胞分化相关蛋白 Myogenin、P21 表达降低，类神经分化后 NSE、Sox1、GFAP 表达增多，

且成肌细胞特异性标志物 Desmin 及 REST 表达下降。流式细胞仪分析表面标志物 NSE 显示诱导组与对照组

比较细胞有差异，且诱导组特异性阳性细胞率达 84% 左右。结论  CNTF 联合 RA 可诱导成肌细胞类神经分化，

且该诱导过程可能与 REST 表达降低相关。
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CNTF combined with RA induces differentiation of myoblasts into 
neural like cells and its correlation with REST*

Yu-jia Qiu, Yi-yong Ma, Guan-gran Li, Si-teng Duan, Yu Li, Wei Wang
(The First Affiliated Hospital, Jinzhou Medical University, Jinzhou Liaoning 121000, China)

Abstract: Objective  To investigate methodological application of ciliary neurotrophic factor (CNTF) plus 
retinoic acid (RA) in neural like differentiation of myoblasts and its potential correlation with neuron restrictive 
silencing factor (REST).  Methods  Differentiation of C2C12 was induced by CNTF followed by neural like 
differentiation induced by RA. Cell morphology, immunofluorescence, flow cytometry analysis and Western blot 
were utilized to identify cellular type. Expression of REST pre and post neuronal differentiation was measured.  
Results  Cells gathered as “neurospheres” after induction. Immunofluorescence staining showed expression of neural 
markers such as NSE, Sox1 and GFAP. Neural like cells grew well after dispersed from “neurospheres” with high 
expression of nestin which is a neural stem cell biomarker. Western blot showed decreased expression of myoblast 
related markers such as Myogenin, P21, Desmin and REST post CNTF induction.Expression of neural associated 
markers including NSE, Sox1, GFAP was significantly increased. Flow cytometry data supported the upregulated 
expression of NSE in differentiated cells and NSE positive cell in differentiation group was about 84%.  Conclusion  
CNTF combined with RA can induce differentiation of myoblasts into neural like cells, which is probably mediated 
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自体神经移植一直以来被认为是治疗周围神经

损伤修复的“金标准”，但是因其来源受限、造成供区

功能障碍等缺点，使其临床应用受到一定的限制 [1]。组

织工程及干细胞治疗技术的发展避免上述问题，为周围

神经损伤的治疗带来新的希望。成肌细胞因其取材方

便、增殖能力强、易于培养、成瘤风险低、自体移植

无伦理限制及低免疫排斥等优点而备受关注 [2]。新近

研究表明，成肌细胞能够被睫状神经营养因子（ciliary 

neurotrophic factor，CNTF）体外诱导去分化 [3]，且去分

化成肌细胞能够被视黄酸（retinoic acid，RA）诱导成

具有神经表型的细胞 [4]。目前，关于类神经分化的研

究虽较多，但是相关机制尚不清楚。神经元限制性沉

默因子（neuron-restrictive silencer factor，REST）在神

经细胞的发育分化过程中发挥重要作用，能与靶基因

特异结合而抑制神经元的分化 [5-6] ；REST 与类神经分

化存在怎样的联系，目前尚未见相关报道。本研究采

用 CNTF 联合 RA 诱导成肌细胞类神经分化，并初步

探讨该过程与 REST 可能存在的关系。

1    材料与方法

1.1    主要材料与仪器

C2C12 细胞株（美国 ATCC 公司），胎牛血清 FBS

（美国 Sera Pro 公司），DMEM/F12、胰蛋白酶、青链

霉素（美国 Hy Clone 公司），Neurobasal 培养基、B27

（美国 Gibco 公司），表皮生长因子 EGF、碱性成纤维

细胞生长因子 bFGF、CNTF（美国 Pepro Tech 公司），

谷氨酰胺、RA、DAPI 染料（美国 Sigma 公司），肝素（PBS

国产），兔抗 NSE 多克隆抗体，兔抗 SOX1 多克隆抗体，

兔抗 GFAP 多克隆抗体，兔抗 Desmin 多克隆抗体，兔

抗 Myogenin 多克隆抗体，兔抗 P21 多克隆抗体，兔抗

actin 多克隆抗体（美国 ABCAM 公司），山羊抗兔二

抗（美国 Earthox 公司），蛋白提取试剂盒、蛋白定量

by expression of REST.
Keywords:  myoblast; CNTF; RA; rest

试剂盒、SDS-PAGE 凝胶试剂盒（上海碧云天生物技

术有限公司），蛋白 Maker（美国 Thermo Fisher 公司）。

细胞培养箱（美国 Thermo Fisher），超净工作台（海

尔公司），倒置相差显微镜（日本 Olympus 公司），紫

外分光光度计（瑞士 Tecan 公司），荧光显微镜（德国

Leica 公司），全自动电泳仪（美国 Bio-Rad 公司），凝

胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）。

1.2    方法

1.2.1    成肌细胞去分化及类神经诱导分化    按 5×105

个 /ml 接种 C2C12 于培养皿，以成肌细胞生长培养基

（DMEM/F12 培养基 +10% 胎牛血清 +1% 双抗）培养，

待生长到 70% 汇合时开始诱导分化，诱导方案见附表。

1.2.2    细胞形态学观察    分别于诱导第 0、3、5、8

及 11 天时倒置相差显微镜下观察各组细胞数量、形

态、生长状况等相关变化，记录并采集图片。

1.2.3    细胞免疫荧光鉴定诱导后的细胞    细胞以 PBS

漂洗 3 次去除培养基，4% 多聚甲醛室温固定 15 min

后 PBS 漂 洗 3 次，0.1% Triton-100 室 温 通 透 胞 膜

10 min，1% 牛血清白蛋白室温封闭 60 min，加入稀释

的一抗 NSE（1 ︰ 500）、Sox1（1 ︰ 500）、GFAP（1 ︰

500）4℃孵育过夜（18 ～ 20 h），二抗（1 ︰ 500）室

温孵育 2 h，DAPI 染料（10 μg/ml）染核 5 min，荧

光防淬灭剂封片。以 PBS 代替一抗作为阴性对照组。

荧光显微镜下观察并采集图片。为进一步鉴定神经

球，取联合诱导 11 d 的神经球细胞以胰酶消化后吹打

成单个悬浮细胞，并以神经生长培养基 +2% FBS 培养

1 d，待细胞贴壁后予以神经干细胞标志物 nestin（1 ︰

100）荧光染色鉴定。

1.2.4    Western blot 检测特异性蛋白表达水平    取各

组细胞加入裂解液裂解 30 min 后，以离心半径 3 cm，

12 000 r/min 离心 30 min，取上清液，BCA 法蛋白定量

后调整至同等浓度，每孔上样 30 μg，经 10% SDS-

附表    成肌细胞类神经分化诱导方案

培养基对照组 联合诱导组 诱导阶段 时间 /d

去分化培养基 1） 去分化培养基 +50 ng/ml CNTF 去分化阶段 3） 3

神经生长培养基 2） 神经生长培养基 +RA（2 μmol/L） 类神经分化阶段 2

神经生长培养基 神经生长培养基 类神经细胞维持生长阶段 3

注：1）去分化培养基：DMEM/F12 培养基 +2% 马血清 +1% 双抗；2）神经生长培养基：神经基础培养基（Neurobasal® Medium）+ 

B27（1%）+ 谷氨酰胺（0.5 mmol/L）+EGF（20 ng/ml）+bFGF（10 ng/ml）+ 0.2% 肝素；3）去分化阶段 12 h 更换一次培养基
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PAGE 凝胶电泳后转移至 PVDF 膜，1%BSA 封闭 1 h，

加 入 TBST 稀 释 一 抗 NSE（1 ︰ 500）、Sox1（1 ︰

1 000）、GFAP（1 ︰ 1 000）、Desmin（1 ︰ 1 000）、

Myogenin（1 ︰ 1000）、P21（1 ︰ 500）、REST（1 ︰

500）、β-actin（1 ︰ 5 000）4℃过夜，TBST 洗膜 3 次，

加入二抗（1 ︰ 1 000）室温孵育 2 h，TBST 洗膜 3 次，

ECL 显色显影拍照。

1.2.5    流式细胞术分析诱导后阳性细胞    胰酶消化联

合诱导组细胞并制成单细胞悬液，收集单细胞悬液，

1 500 r/min 离心 5 min，弃上清液，4% 多聚甲醛 4℃固

定 30 min，0.1% Triton-100 室温通透 10 min，加入稀

释好的一抗（NSE，1 ︰ 500），对照管加入对应于一

抗的正常实验动物 IgG，轻轻吹打混匀，4℃孵育 2 h。

冷 PBS 离心洗涤去除多余的未结合的特异性抗体。加

入稀释的荧光素标记的二抗（1 ︰ 100）。吹打混匀，

4℃孵育 30 min，避光。冷 PBS 离心洗涤后重悬浮于

500 μl  PBS 中，混匀，上机检测。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，采用 t 检验，P <0.05 为

差异有统计学意义。

2    结果

2.1    神经球形成过程

未诱导成肌细胞呈长梭形或不规则形 ；诱导 3 d

后，细胞生长状态良好，未见细胞融合形成肌管 ；诱

导 5 d 后，诱导组细胞折光性增加，体形拉长 ；诱导

8 d 左右，诱导组细胞开始聚集呈团簇样生长，随着培

养时间延长，于诱导第 11 天左右，部分团块细胞可呈

悬浮生长，表现出神经球样生长特性。见图 1。

2.2    CNTF 诱导成肌细胞去分化

CNTF 诱导成肌细胞 3 d 后，Western blot 检测结果

显示，CNTF 诱导后成肌细胞分化相关蛋白 Myogenin

及 P21 表 达 均 低 于 对 照 组（t =6.811 和 6.665，P = 

0.002 和 0.003）。表明 CNTF 成功诱导成肌细胞去分化，

本结果与以往研究报道一致 [3]。见图 2。

2.3    细胞免疫荧光鉴定诱导神经球

对联合诱导后的神经球行免疫荧光染色，可见

诱导组细胞能够被神经细胞相关特异性标志物 NSE、

SOX1、GFAP 标记，且神经球部分呈现荧光高亮。对

照组中未见神经球形成，且细胞不能被荧光标记（见

图 3）。神经球离散后接种细胞生长状态良好，部分细

图 1    成肌细胞诱导为神经球的变化过程    （×100）

第 11 天第 5 天 第 8 天

第 0 天 第 3 天
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图 2    CNTF 诱导后成肌细胞分化相关蛋白变化  （n =3）
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胞可伸出突触，且荧光染色显示重新接种后的细胞仍 带有神经干细胞标志物 nestin（见图 4）。
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图 3    诱导神经球    （免疫荧光染色 ×100）
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图 4    神经球离散后接种细胞    （免疫荧光染色 ×200）
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† 与对照组比较，P <0.05

图 7    联合诱导后 REST 蛋白水平变化  （n =3）
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图 5    联合诱导后细胞神经特异性标志物及成肌细胞标志物表达变化    （n =3）
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图 6    联合诱导后细胞流式细胞术检测结果 （n =3）
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2.4    联合诱导后细胞神经特异性标志物及成肌细
胞标志物表达变化

对联合诱导后的神经球行 Western blot 检测，结

果显示，联合诱导后细胞 GFAP、SOX1、NSE 表达高

于对照组（t =5.192、3.401 和 6.303，P =0.007、0.003

和 0.003），且成肌细胞标志物 Desmin 表达低于对照

组（t =3.646，P =0.022）。说明联合诱导后细胞由成肌

细胞类型向类神经细胞类型转化。见图 5。

2.5    联合诱导后细胞流式细胞仪检测结果

对联合诱导后的细胞用流式细胞仪分析表面标

志物 NSE，结果显示联合诱导后荧光标记阳性细胞率

最高达 84%，明显高于对照组（t =45.81，P =0.000）。

见图 6。

2.6    联合诱导后 REST 蛋白水平变化

联合诱导后的神经球行 Western blot 检测结果显

示，联合诱导后细胞 REST 表达水平低于对照组（t = 

4.110，P =0.015）。REST 是参与神经细胞发育的重要

调控基因，REST 水平降低利于细胞向神经细胞类型分

化 [5-6]。由此可得出联合诱导成肌细胞类神经分化可

能是通过干预 REST 基因的表达变化来实现。见图 7。
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3    讨论

随着诱导多能干细胞的发现 [7]，细胞治疗在神经

损伤修复领域中越来越受到关注。目前大量研究已证

实，从胚胎干细胞到各种类型的成体干细胞再到诱导

多能干细胞均在神经修复中展示良好的应用前景 [8-12] ；

但是上述各种细胞存在各种问题，例如伦理争议、取材

困难、基因表达不稳定等 [13]，目前还不能作为十分理

想的神经修复的细胞来源，由此拓宽神经损伤细胞治疗

的细胞选择范围十分必要。成肌细胞是骨骼肌中具有

增殖分化潜能的细胞，1961 年由 MUAOR 首次从青蛙

骨骼肌纤维中分离出来 [14]。成肌细胞具有多向分化潜能 [15]

且取材方便、增殖能力强、易于培养、成瘤风险低、自

体移植无伦理限制及低免疫排斥等优点 [2]，已成为细胞

治疗在神经损伤修复领域的新热点。

新近研究表明，成肌细胞在外源性 CNTF 的作用

下能够达到去分化状态 [3]，且成肌细胞能够被小分子

化合物 reversine 诱导去分化进而被 RA 诱导为类神经

样细胞 [4]。RA 能够调节各种转录因子的表达，在改变

干细胞形态及转录特征上充当着开关作用，已被广泛

应用于细胞诱导分化的研究中 [16-18]。本研究采用 CNTF

联合 RA 诱导成肌细胞类神经分化，试图获得成肌细

胞类神经分化的新方法。研究结果表明，CNTF 能够

成功诱导成肌细胞去分化，联合 RA 及神经生长微环

境后成肌细胞能够形成神经球样结构，并表达 NSE、

SOX1、GFAP，且成肌细胞标志物 Desmin 表达降低，

说明联合诱导后细胞表型已发生转变，细胞已由肌源性

细胞转变为类神经样细胞。将神经球离散后接种再次

检测仍然表达神经干细胞标志 nestin，说明诱导后细胞

表型稳定，需要注意的是 nestin 阳性细胞的形状并不完

全一致，可能因为重新接种后神经球细胞可能分化为

不同类型神经样细胞 ；此外，部分细胞经诱导后仍存在

成肌细胞样特性，可能与表观遗传记忆有关 [19]。为进

一步探讨上述联合诱导过程可能涉及内在机制，发现

REST 作为调节神经细胞分化的重要转录调控因子一

直以来备受关注，WATANABE 等将 REST-VP16 重组

转录因子转入 C2C12 获得神经元样表型且具有电生

理活动的细胞 [20] ；GOPALAKRISHNAN 等通过该方式

在小鼠小脑中获得特定亚型的谷氨酸能神经元 [21]。由

此本研究联合诱导后成肌细胞形成的神经球的 REST

表达进行检测分析，结果显示诱导后形成的神经球与

对照组比较 REST 表达下调，说明 REST 参与成肌细胞

类神经分化过程，可能是该过程的调控机制之一。

通过基因调控的方式可获得特定表型细胞，但因

改变内源性基因序列，使得其临床应用受到阻碍。本

研究以非基因调控方式转变成肌细胞为类神经细胞表

型为神经组织工程种子细胞的选择提供尝试。近期国

外学者通过高通量筛选的方式已找到针对调控 REST

表达的化合物 [22]，若能以化合物调控 REST 表达实现

将非神经细胞转变为神经细胞干细胞或者特定类型神

经细胞，将能做到尽可能避免外源性的基因及因子的

引入，极大地促进神经损伤的治疗，更是为临床细胞

治疗的应用提供了保障。

综上所述，本研究初步证实 CNTF 联合 RA 可诱

导成肌细胞类神经分化，为神经组织工程种子细胞的

选择提供新的尝试 ；并进一步探讨该诱导过程可能与

REST 调控有关，为下一步研究更为优良的种子细胞

提供思路和方向。
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