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基础研究·论著

壳聚糖载体加载碱性成纤维细胞因子诱导成年大鼠
骨髓间充质干细胞分化为神经细胞的研究鄢

李曼丽 1，杨朝阳 2，李晓光 1

（1.北京航空航天大学生物与医学工程学院 北京 100191；

2.首都医科大学基础医学院 神经生物学系 北京 100069）

摘要：目的 利用生物材料在体外将骨髓间充质干细胞诱导为神经元样细胞。方法 利用全骨髓贴壁培养

法提取骨髓间充质干细胞，并利用细胞表面抗原 CD45和 CD90进行鉴定。分为 3组，单纯壳聚糖组、加载了碱

性成纤维细胞因子（bFGF）的壳聚糖组和单纯 bFGF组。分别在 3和 7 d时利用免疫荧光细胞化学检测神经干

细胞标记蛋白 Nestin、幼稚神经元标记蛋白 Tuj-1等指标的表达情况。结果 加载了 bFGF的壳聚糖处理细胞

时，细胞在第 3天出现了大量的 Nestin阳性细胞，虽然在其他两组中也出现了 Nestin阳性细胞，但加载了

bFGF的壳聚糖组比其他两组多，且差异有统计学意义（ <0.05）。同样的，在诱导 7 d时，Nestin和 Tuj-1双阳

性的细胞在加载了 bFGF组中的比例要比其他两组要多，且差异有统计学意义（ <0.05）。结论 加载有 bFGF

的壳聚糖能够将成年大鼠骨髓间充质干细胞高比例诱导分化为神经元样细胞。为骨髓间充质干细胞自体移植

治疗神经退行性疾病和中枢神经系统提供了理论和实验依据。
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Differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells of adult rat
into nerve cells induced by chitosan carrier loaded with bFGF鄢

Man-li Li1, Zhao-yang Yang2, Xiao-guang Li1

(1. Department of Biomedical Engineering, School of Biological Science and Medical Engineering,
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Abstract: Objective To induce differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into neuron-like
cells by biological material. Methods Using bone marrow adherent characteristic, bone marrow mesenchymal stem
cells were extracted. Then the cells were identified by cell surface antigens CD45 and CD90. The cells were divided
into three groups namely pure chitosan, chitosan-loaded bFGF group and bFGF group. The expressions of neural
stem cell marker Nestin and neuron-like cell marker Tuj-1 were evaluated using immunocytochemical method on
the 3rd and 7th d respectively. Results The proportion of Nestin-positive cells in the bFGF loaded group on the 3rd
day was significantly higher than that in the other two groups ( < 0.05). Similarly, the proportion of Nestin and Tuj-
1 double positive cells in the bFGF loaded group was significantly higher than that in the other two groups on the
7th day of induction ( < 0.05). Conclusions bFGF -loaded chitosan can induce differentiation of bone marrow
mesenchymal stem cells of adult rat into neuron-like cells at a high proportion, which provides a theoretical and
experimental evidence for autologous transplantation in the treatment of neurodegenerative diseases and central
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nervous system injury.
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壳聚糖为脱乙酰甲壳素，来源广泛。壳聚糖由于

游离氨基的存在，其反应活性比甲壳素强[1]。由于其

价格低廉，具有良好的生物性能并且组织相容性和

生物降解性良好[2]，逐渐在组织工程中广泛应用。碱

性成纤维细胞因子（basic fibroblast growth factor，

bFGF）由 154个氨基酸组成，为 FGF家族的一员，对

促血管形成、诱导胚胎发育、促进神经生长等功能有

广泛的作用，并在体内广泛分布，其生物活性要比酸

性成纤维细胞生长因子（acid fibroblast growth fac-

tor，aFGF）大近 10倍[3]。有研究证实，bFGF能够促进

神经干细胞分化为神经元、胶质细胞等神经细胞。

笔者之前的研究证实加载了 NT-3的壳聚糖能

够缓释 NT-3诱导内源性神经干细胞的增殖并迁移

到脊髓损伤区修复脊髓损伤并改善其运动功能[4-5]。

笔者也研究了壳聚糖加载 bFGF后对神经干细胞分

化的影响，结果显示壳聚糖加载了 bFGF后诱导分

化为神经细胞的比例要比单纯的壳聚糖和单纯的

bFGF的比例提高[6]。

神经干细胞不能用于自体移植，可能会导致免

疫排斥和伦理问题，而骨髓间充质干细胞易于获取，

可以取自自体，避免了上述问题，近年来已经成为了

细胞移植的热门资源。本文主要研究壳聚糖加载

bFGF诱导骨髓间充质干细胞向神经细胞分化。

1 材料与方法

1.1 材料

实验动物：成年 Wistar大鼠，220 g左右。SPF

级，首都医科大学实验动物部提供，许可证号：SYXK

（京）2013-0004。

试剂：壳聚糖和 bFGF（美国 Sigma公司），Nestin

和 Tuj-1（美国 Millipore 公司），山羊抗兔或山羊小

鼠荧光二抗（美国 Invitrogen 公司），Hoechst33342

（美国 Sigma公司），逆转录试剂盒（北京全式金生物

技术有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 成年骨髓间充质干细胞提取 6%水合氯醛

0.6 ml/100 g腹腔注射麻醉。75%酒精浸泡 60 s，放置

于冰上。采用无菌手术器械，剪开皮肤、肌肉暴露股

骨和胫骨，利器剪断置于含 1%青链霉素的 PBS中，

体式显微镜下剥除残余肌肉和筋膜等，洗掉油脂和

浮血，清洗 3次后，注射器吸取 2 ml含 10% FBS的

DMEM将骨髓冲出于含 8 ml培养基的 10 cm 平板

中。注射器吹打将细胞吹散，于湿润的 37℃、5%二

氧化碳 CO2培养箱中培养为 P0代。

1.2.2 成年骨髓间充质干细胞培养传代 P0 代培

养 24 h后全换液，之后 2～3 d 全换液，待细胞生长

至 80%～90%融合进行传代，传代时先用 PBS洗涤细

胞 2次，2 ml 0.25%胰酶消化，收集细胞，1 000 r/min

离心 5 min，将细胞平均分到 2个平板中，相同条件

下传至 P3代以待下一步处理。

1.2.3 骨髓间充质干细胞鉴定 将 P3 代细胞以

1×105个 /cm2密度种植于 6 孔板中，待细胞贴壁

后，去除培养基，用 PBS洗 3遍。每孔加入含 EDTA

的胰酶 0.5 ml消化 2 min，加入等体积胰酶终止消

化，收集细胞到 EP管中，1 000 r/min离心5 min，弃上

清，加入 1 ml PBS洗 1次，同样 1 000 r/min离心5 min，

弃上清加入荧光标记Ⅰ抗（PE-Cy5-labeled anti-Rat

CD45/FITC-labeled anti-Rat CD90）平均每 106个细

胞加 1μl，冰上孵育 40 min后，PBS洗涤 1次，5 min，

上机检测。

1.2.4 骨髓间充质干细胞诱导分化 P3代细胞以

1×105个 /cm2密度种植于放置有多聚赖氨酸包被

过盖玻片的 6孔板中。24 h后待细胞贴壁，每孔分别

添加不同的诱导剂：10 mg/ml壳聚糖，单纯 bFGF组

向培养基中加入 20 ng/ml bFGF，bFGF-壳聚糖载体

组向培养基中加入 10 mg/ml 加载有 bFGF 的壳聚

糖。每 2～3 d半量换液 1次。

1.2.5 逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）检测 Trizol

法提取全 RNA，用含有去除基因组 DNA 的 gRe-

mover 的逆转录试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，之

后以 cDNA为模板，Nestin正向引物：GAGGACCAGG

AGGCATGTAG，反向引物：TCTTCTGGAGACCTCAGG

GA；GAPDH 正向引物：AGGTCGGTGTGAACGGATT

TG，反向引物：TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA。

1.2.6 免疫荧光染色 PBS洗 3次，5 min/次。4%的

多聚甲醛 4℃固定40 min。PBS洗掉多聚甲醛，并用

0.3% TritonX-100破膜 5 min。之后 1%正常山羊血

清（NGS）于 37℃中孵育 30 min。加入相应一抗，浓
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A：加载 bFGF壳聚糖组，B：单纯 bFGF组，C：单纯壳聚糖组（×200），D：数据统计（ =10， =0.0003），E：RT-PCR 检测 Nestin在 3组中的表

达；绿色为 Nestin+细胞，蓝色为 Dapi，黄色 *标记为壳聚糖

图 3 各组 Nestin表达情况
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度分别为 Nestin 1∶100 Tuj-1 1∶100，37℃孵育

2 h，PBS洗掉多余一抗后加入 Alexa 594和 Alexa 488

标记的山羊抗兔或山羊小鼠荧光二抗（1∶300），

37℃孵育 1 h。PBS洗掉多余二抗后，Hoechst33342

（1∶1 000）染核。去离子水洗掉多余染料，50%PB甘

油封片后 BX51荧光显微镜成像。

1.2.7 图像分析 DP Controller中成像并随机选取

20个视野拍照，分别计数阳性细胞数。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 16.0统计软件分析数据。所有数据

以均数±标准差（x±s）表示，组间分析比较采用单

因素方差分析（ANOVA）。 <0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 骨髓间充质干细胞原代培养和传代生长状态

骨髓间充质干细胞原代培养时细胞贴壁后形状

不规则且细胞数目较少，待生长 1～2 d后，细胞开

始有小的突起进而其形态变为长梭形。细胞传代

后，依然保持长梭形的形态但增殖速度明显增加。

见图 1。

2.2 骨髓间充质干细胞鉴定结果

利用骨髓间充质干细胞在塑料制品中的贴壁

性，采用全细胞贴壁法，去除不贴壁细胞。传代 3次

后流式细胞术鉴定细胞表面抗原。经鉴定，95%以上

的细胞为 CD45-/CD90+细胞。即 95%以上为骨髓间

充质干细胞。见图 2。

2.3 骨髓间充质干细胞分化为神经干细胞

如图 3所示，诱导 1 d后，加载 bFGF的壳聚糖

组中能够看到细胞开始有突起，细胞形态开始向神

经细胞形态发展。在单纯壳聚糖组中细胞形态基本

图 1 骨髓间充质干细胞正常形态 （×200）

图 2 细胞表面抗原流式细胞术鉴定结果
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没有变化，单纯 bFGF组中细胞形态也发生了变化，

但变化不明显（见图 2）。诱导 3 d后，这种变化进一

步加剧，即单纯壳聚糖诱导细胞几乎没有 Nestin+

细胞，但单纯 bFGF和加载有 bFGF的壳聚糖诱导细

胞时，Nestin+细胞更多，细胞突起更长。RT-PCR也

能够检测到诱导 3 d后在加载了 bFGF的壳聚糖组

中Nestin的 RNA表达水平要比单纯 bFGF组的表达

量高，单纯壳聚糖组中几乎没有 Nestin的表达。并

且表达 Nestin的细胞聚集成团状，形成类神经球的

结构。

2.4 骨髓间充质干细胞由神经干细胞继续分化为

幼稚神经元

为了验证这些具有神经干细胞特征的细胞是否

能够进一步向神经细胞分化，本研究增加了诱导时

间，在诱导 7 d时检测幼稚神经元标记蛋白 Tuj-1

和神经干细胞标记蛋白的共标情况。结果发现，在

加载有 bFGF的壳聚糖组，能够检测到大量 Nestin+

和 Tuj-1+双标细胞。在单纯 bFGF组能够检测到双

标细胞但是数量不多。单纯壳聚糖组没有检测到双

标细胞。见图 4。
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A B C D

A：加载了 bFGF的壳聚糖组，B：单纯 bFGF组，C：单纯壳聚糖组（×200），D：数据统计（ =0.0005）；绿色为 Nestin细胞，红色为 Tuj-1细胞，

蓝色为 Dapi。*标记为未降解壳聚糖

图 4 各组神经干细胞向幼稚神经元分化情况
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3 讨论

神经退行性疾病是目前危害人类健康和生活质

量的疾病之一。神经退行性疾病主要是由于神经细

胞损伤、凋亡、崩解或是传导通路受阻造成的。为了

解决这些问题，研究者们致力于研究补充损失的神

经细胞。为此，细胞诱导分化成为了研究热点。

神经干细胞作为神经细胞的祖细胞，就是分化

为神经细胞，这其中包括神经元和神经胶质细胞。

但是，成年动物内源性 NSCs主要位于海马齿状回

颗粒细胞下层、侧脑室下区、脊髓中央管室管膜

区 [6-8]，细胞资源较少，且不适宜自体移植。这样就涉

及免疫排斥和伦理问题，并具有成瘤风险。骨髓间充

质干细胞临床上易于获得并对患者创伤较小能够自

体移植，不涉及免疫排斥和伦理问题，最近已经成为

了细胞移植的明星细胞。

壳聚糖为去乙酰化的甲壳素，在自然界中来源

广泛[9]。具有游离的氨基使其具有更强的反应活性。

壳聚糖具有良好的生物组织相容性，能够在体内降

解[10]，在生物材料中研究较广泛。笔者之前的研究证

实，壳聚糖在结合 NT-3后能够在培养体系中缓释

14周以上[11-13]。解决了生长因子半衰期短，给药方式

不适合临床等问题。

本研究采用了全骨髓贴壁法提取骨髓间充质干

细胞，骨髓间充质干细胞在塑料制品中具有贴壁的

性质，全骨髓贴壁法能够去除大部分的其余细胞。利

用流式细胞术通过检测细胞表面抗原 95%的细胞

为 CD45-/CD90+细胞。说明此方法能够得到较高纯

度的骨髓间充质干细胞。为下一步的诱导分化做出

了准备。

诱导 1 d后，单纯壳聚糖组形态与正常的 BMSC

相似。说明 BMSC不经过诱导处理并不能够自发的

分化为神经干细胞。而加载了 bFGF的壳聚糖组和

单纯 bFGF组的细胞形态发生了变化，细胞开始有

了少量突起，单纯 bFGF组类似，说明在短时间内单

纯 bFGF和加载了 bFGF的壳聚糖组可能在诱导效

果上类似，主要是因为单纯 bFGF在短时间内还能

够保持一定的浓度和效用。

诱导 3 d后，单纯壳聚糖组还是没有变化，单纯

bFGF组和加载了 bFGF的壳聚糖组诱导效果出现

了差异。加载了 bFGF壳聚糖组的 Nestin表达要比

4· ·



单纯壳聚糖组多，同样细胞形态也均发生了变化，说

明诱导 3 d时加载了 bFGF的壳聚糖组的诱导效果

要比单纯壳聚糖组明显，可能是由于将 bFGF加载

到壳聚糖中，能够使 bFGF缓慢释放，具有持续的诱

导效果。本课题组先前的报道显示加载了 NT-3的

壳聚糖具有缓释 NT-3的效果，并且缓释时间能够

持续 14周[13]。同样说明骨髓间充质干细胞在向神经

细胞分化的过程中是先分化为神经干细胞，形成神

经球状细胞后，才进行下一步分化。待诱导 7 d后，

细胞出现了 Nestin和 Tuj-1双标细胞，更说明了这

些新生的诱导来的幼稚神经元是经神经干细胞分化

来的。同样，3组诱导结果还是有差异的。MSC在经

加载了 bFGF的壳聚糖的诱导，持续的 bFGF的释放

导致 MSC受到持续的 bFGF的诱导，更多的细胞分

化为了幼稚神经元。单纯 bFGF在体内的降解较快，

半衰期只有几分钟，所以单纯 bFGF组中只有少量

的 Nestin和 Tuj-1双标细胞。而单纯壳聚糖组由于

缺乏诱导因素，只有极少量的细胞甚至是没有细胞

能够分化为 Nestin和 Tuj-1双标细胞。

本文结合了本课题组之前的研究，将 bFGF加

载到壳聚糖中研究其对骨髓间充质干细胞的诱导情

况。扩展了壳聚糖缓释细胞因子的种类。证明了壳

聚糖不仅能够缓释 NT-3，同样也能够缓释 bFGF。

并且能够达到很好的诱导效果。为将壳聚糖缓释细

胞因子应用于临床奠定了基础。另外，本实验主要针

对 MSC，对于自体移植给药都是很大的创新。为修

复神经退行性疾病及中枢神经系统损伤开辟了新

思路。
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