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摘要 目的 探讨骨形态发生蛋白-4 ( BMP-4 ) 对经过骨髓

间充质 干 细 胞 ( BMSCs ) 共 同 培 养 后 的 大 鼠 神 经 干 细 胞

( NSCs) 的存活和分化的影响。方法 建立 BMSCs 与 NSCs

共培养模型，在共同培养体系中加入 BMP-4，采用流式细胞

仪检测 NSCs 的存活率，同时利用细胞免疫荧光和 Western
blot 法鉴定 NSCs 的分化情况，通过比较 NSCs 的存活率和分

化率，进而分析 BMP-4 对共培养后 NSCs 的存活及分化的影

响。结果 共培养体系加入 BMP-4 后，大鼠 NSCs 的细胞存

活率低于对照组( P ＜ 0. 05) ，BMP-4 促进了 NSCs 向星形胶

质细胞分化而阻碍其向少突胶质细胞分化，而分化后的神经

星形胶质细胞的特异性表达蛋白神经胶质细胞酸性纤维蛋

白( GFAP) 的表达率高于对照组( P ＜ 0. 05) ，少突胶质细胞

特异性蛋白髓鞘碱性蛋白( MBP) 表达率低于对照组( P ＜
0. 05) 。结论 BMP-4 阻碍了 MSCs 促进 NSCs 有效分化的

效应。
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脊髓损伤( spinal cord injury，SCI) 是指表现为

损伤脊髓平面以下的感觉以及运动功能完全或部分

丧失为的一种中枢神经系统的严重性创伤疾病［1］。
目前针对该疾病的主要治疗方法在疾病后期通过细

胞移植来进行细胞的替代的神经营养的补充［2］。
研究［3］表明利用干细胞的多向分化潜能，特别是某

些神经干细胞( neural stem cells，NSCs) 能够分化为

特定的神经细胞，使脊髓的功能恢复以及 SCI 修复

成为可能。而骨形态发生蛋白-4( bone morphogenet-
ic protein-4，BMP-4) 是神经系统发育过程中必不可

少的形态蛋白［4］，可以通过多种信号通路来完成对

神经系统的生长和发育的调控［4］。该实验采用体

外分离培养出 NSCs，分析 BMP-4 对 NSCs 存活及分

化的影响，为临床治疗 SCI 提供新的治疗思路。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 清洁级大鼠新生雌鼠 1 只。SD
雌性大鼠 1 只，4 ～ 6 周龄，100 g，购自安徽医科大学

实验动物中心。
1． 1． 2 主要试剂 DMEM 低糖细胞培养液( 美国

Hyclone 公司) ; DMEM/F12 细胞培养液( 美国 Gibco
公司) ; 小 鼠 抗 大 鼠 神 经 胶 质 细 胞 酸 性 纤 维 蛋 白

( glial fibrillaryacidic protein，GFAP) 、兔抗小鼠抗微

管相 关 性 蛋 白 2 ( microtubule-associated protein 2，

MAP-2) 抗体、兔抗大鼠细胞髓鞘碱性蛋白( myelin
basic protein，MBP ) 、小鼠抗大鼠细胞巢蛋白抗体

( Nestin) 、FITC 标签的山羊抗小鼠 IgG 抗体( 美国

Santa Cruz 公司) ; 碱性细胞成纤维生长因子( basic
fibrob last growth factor，bFGF) 、细胞表皮生长因子(

epidermal growth factor，EGF) 和 B-27 细胞因子( 美

国 PeproTech 公司) ; Triton X-100、TＲITC 标签山羊

抗兔 IgG 抗体( 北京中杉金桥生物技术有限公司) ;

包被用 左 旋 氏 多 聚 赖 氨 酸 ( Poly-L-Lysine ) ( 美 国

Sigma 公司) ; ECL 蛋白显影液试剂盒、BCA 蛋白定

量检测试剂盒( 美国 Pierce 公司) ; Transwell 培养板

( 美国 Corning 公司) ; Hoechst33442、免疫荧光一抗

稀释液、免疫荧光二抗稀释液、青 /链霉素溶液( ×
100) 、即用型胰蛋白酶细胞消化液、抗荧光淬灭封

片液( 上海碧云天公司) ; BMP-4 ( 美国 Peprotech 公

司) ; AnnexinV-PI 凋亡试剂盒( 美国 BD 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 体外分离和培养大鼠骨髓间充质干细胞

( bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs) 本

实验从大鼠股骨和胫骨骨髓中分离出 BMSCs 后采

取骨髓贴壁法培养，细胞培养基由含 100 U /ml 青链

霉素及 10%胎牛血清的 DMEM( 低糖) 组成，放置于
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含 5% CO2、37 ℃ 细胞恒温培养箱中，每隔 2 ～ 3 d
更换培养液。待细胞铺满培养瓶后，进行细胞传代。
细胞传至第 3 代后，利用流式细胞术检测分析细胞

表面特异性标志物( CD90、CD29、CD34 ) ，并结合细

胞形态学分析，证明所培养的细胞为大鼠 BMSCs。
1． 2． 2 体外培养大鼠 NSCs 取 SD 大鼠新生鼠，脱

臼处死。浸泡在 75% 酒精中 5 min 后断头，依次分

离出全脑组织并将脑膜及残余血管剥除。用剪刀充

分剪碎全脑组织，放入 1 ml 即用型胰酶细胞消化

液，放置于恒温细胞培养箱中，时间为 8 ～ 10 min，加

入含血清的 NSCs 培养液以终止消化，转移至筛网，

过滤为细胞悬液，转至 15 ml 离心管，800 r /min 离

心 5 min。弃除管内上清液，加入 2 ml 的无血清

NSCs 完全培养基并再次重复离心。加入完全培养

基重悬细胞并进行细胞计数，调整密度为 105 个 /ml
接种于细胞培养瓶，放于恒温细胞培养箱中，每隔 3
d 采取半量换液法更换培养基 1 次，培养 7 d 后传

代。传至第 2 代后，行免疫细胞化学荧光检测 NSCs
特异性蛋白( Nestin 巢蛋白) ，证实所培养细胞为大

鼠 NSCs。
1． 2． 3 BMSCs 与 NSCs 共同培养 将第 3 代后的

BMSCs 以 1 × 106 /ml 的细胞密度接种于共培养板的

下室，在培养板上室内接种第 2 代 NSCs，接种密度

与下室细胞密度相同，保证培养液能够在培养板上

下室间相互通融，以后每隔 3 d 进行换液，共培养 7
d，建立起大鼠 NSCs 与 BMSCs 的共同培养体系。
1． 2． 4 BMP-4 对 NSCs 存活率影响实验 采用 An-
nexinV-PI 细胞凋亡试剂盒，利用流式细胞术测定诱

导凋亡后的 NSCs 的存活率，步骤如下: ① 将 NSCs
分为 4 组并进行编号后分别接种于 24 孔板中，每孔

约 1 ml，其中第 3 组和第 4 组为共培养的 NSCs，第 1
组和第 2 组细胞为独立培 养 的 NSCs，② 第 2 组

( H2O2 组) 加入 100 μmol /ml 的 H2O2，第 1 组( 对照

组) 加入等量的 PBS，第 3 组( H2O2 + 共培养组) 加

入 100 μmol /ml 的 H2O2，第 4 组( H2O2 + 共培养 +
BMP-4 组) 加入 100 μmol /ml 的 H2O2 和 2 ng /ml
BMP-4，温箱培养 4 h;③ 将细胞计数后，以 1 000 r /
min 离心 4 min，弃去上清液，加入适量的 PBS 缓冲

液重悬上述细胞; ④ 取细胞悬液 1 ml，1 000 r /min
离心 4 min，去除上清液后加入 100 μl 的 Binding
Buffer，重悬细胞，加入 5 μl 经荧光标记的 Annexin-
V 试剂，充分混匀，避光条件下孵育 20 min; ⑤ 加入

5 μl 的 PI 试剂后避光下孵育 5 min; ⑥ 加入 400 μl
的细胞重悬液，混匀后立刻行流式细胞仪检测分析

细胞凋亡率。
1． 2． 5 细胞分化实验 将共培养后的 NSCs 接种

于经 0. 1% 多聚赖氨酸包被的玻片，实验组加入 2
ng /ml BMP-4，对照组加入等量的 PBS，贴壁培养 7 d
后，细胞形态上出现了明显的分化，各盖玻片大部分

铺满细胞，以 GFAP( 神经胶质细胞特异性标志物) 、
MBP( 少突胶质 细 胞 特 异 性 表 达 蛋 白 标 志 物) 和

MAP-2( 神经元特异性标志物) 行细胞免疫荧光染色

检测。用 PBS 洗 3 次，每次 5 min，常温下使用免疫

荧光染色固定液固定 20 min; 吸去残液后用 PBS 缓

冲液洗 3 次，每次 5 min; 0. 1% Triton X-100 中孵育

20 min; PBS 缓冲液洗 3 次，每次 5 min。用正常山

羊血清封闭液于 37 ℃恒温细胞培养箱中封闭 1 h，

将免疫荧光一抗抗体 MAP-2、MBP、GFAP 抗体均按

1 ∶ 100 稀释混合均匀后分别依次加入各培养孔内，

在 4 ℃冰箱条件下孵育过夜; 第 2 天放置常温下 2
h，PBS 缓冲液洗 3 次，每次 5 min; 后加入 TＲITC 标

签山羊抗兔 IgG( 1 ∶ 100 ) 及 FITC 标签的山羊抗小

鼠 IgG 抗体( 1 ∶ 100) ，于 37 ℃恒温细胞培养箱内避

光孵育 1 h; 用 PBS 缓冲液漂洗 3 次，每次 5 min。
Hoechst 染色 5 min 后 PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。
抗荧光淬灭封片液封片后马上用免疫荧光显微镜观

察同时拍照。
1． 2． 6 Western blot 法检测细胞分化后 MBP、MAP-
2、GFAP 蛋白的表达 BMSCs 与 NSCs 共同培育后，

将 NSCs 接种在经 0. 1% 多聚赖氨酸包被的大玻片

上，其中实验组加入 2 ng /ml BMP-4，对照组加入等

量的 PBS，贴壁培养 7 d。提取各组细胞分化后的总

蛋白，用 BCA 蛋白定量检测试剂盒测定各组蛋白含

量，确 定 电 泳 上 样 量 为 20 μg，蛋 白 行 10% SDS-
PAGE 凝胶电泳，PVDF 转膜，非特异性封闭。加入

一抗 MAP-2、GFAP、MBP 单克隆抗体，所使用抗体

稀释浓度为 β-actin ( 鼠单抗，1 ∶ 1 000 ) 、GFAP ( 兔

多抗，1 ∶ 500) MAP-2 ( 小鼠单抗，1 ∶ 200 ) 、MBP( 小

鼠单抗，1 ∶ 1 000 ) 。4 ℃ 冰箱内孵育过夜，加入对

应的二抗; 4 ℃孵育 1 h，用 ECL 发光剂时间为 1 ～ 5
min，通过进行曝光、显影、定影一系列操作后使用数

码分析成像系统软件对实验结果进行统计分析，用

目的蛋白的灰度值表示相对表达的目的蛋白水平。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 软件进行分析，

两组间比较使用 t 检验，多组间比较采用方差分析。

2 结果

2． 1 大 鼠BMSCs的 形 态 学 观 察 及 鉴 定 原 代
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图 1 流式细胞术检测大鼠 BMSCs 特异性表面标志物

A: CD90; B: CD29; C: CD34; 红色条带代表表达阳性细胞; 灰色条带代表未表达对照组

BMSCs 在接种起始，细胞大部分呈悬浮状态，24 h
后首次换液，可见悬浮细胞明显减少，镜下已可见部

分贴壁细胞，细胞大小不均一，形态各不相同。培养

约 4 ～ 5 d 后见细胞数量逐渐增多，贴壁细胞呈菱

形、梭形等形态。第 3 代以后，细胞形态大体均匀一

致。取第 3 代的 BMSCs 进行流式细胞术检测细胞

特异性表面标志物 CD90、CD29、CD34。见图 1。与

对照组比较，CD90、CD29 的荧光值明显向右偏移

动，而 CD34 的荧光值与对照组基本重叠，结合细胞

形态学分析确定该细胞为 BMSCs。
2． 2 大鼠 NSCs 鉴定 体外分离的原代 NSCs 培养

2 ～ 3 d 后可见细胞聚集成球形悬浮生长，培养至第

7 天时培养瓶内可见大量细胞的集落，折光性较强。
见图 2。取贴壁后的神经干细胞球，行 NSCs 特异性

蛋白 Nestin 荧光染色检测，结果见细胞球中细胞表

达 Nestin，见图 3A。

图 2 神经干细胞的原代培养及分化 × 100

A: NSCs 原代培养; B: 分化的 NSCs; 1: 3 d; 2: 7 d

2． 3 BMP-4 对 NSCs 分化的影响 BMSCs 与 NSCs
共培养后，接种于经 0． 1% 多聚赖氨酸包被的玻片，

实验组 加 入 2 ng /ml BMP-4，对 照 组 加 入 等 量 的

PBS，贴壁培养 3 d 后，细胞形态发生明显，7 d 后细

胞形态上已出现了明显的分化，光镜下示细胞球向

周边放射状生长，交织更紧密，间隙更窄。见图 2。
细胞免疫荧光可见 GFAP 阳性的星形胶质细胞，

MAP-2 表达阳性的神经元细胞以及 MBP 表达阳性

的少突胶质细胞。见图 3。

图 3 NSCs 免疫荧光染色阳性结果 × 400

A: Nestin; B: GFAP; C: MAP-2; D: MBP

2． 4 BMP-4 对 NSCs 存活率的影响 流式细胞术

检测分析显示共培养后的 NSCs 存活率明显提高，

但在共培养体系中加入 BMP-4 后细胞存活率出现

一定程度的下降，经方差分析显示，差异有统计学意

义( F = 29. 373，P ＜ 0. 05) 。见图 4。
2． 5 Western blot 法检测 MBP、MAP-2、GFAP 的

表达 将接种的 NSCs 培养 7 d 后，提取蛋白后行

Western blot 法检测，结果显示，实验组中 GFAP 的

表达量高于对照组( t = 9. 638，P ＜ 0. 05) ，而 MBP 的

表达量低于对照组( t = 4. 902，P ＜ 0. 05 ) ，MAP-2 的

表达差异无统计学意义 ( t = 0. 71，P ＞ 0. 05 ) 。见

图 5。
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图 4 NSCs 流式细胞仪分析结果及存活率比较

A: 对照组; B: H2O2 组; C: H2O2 + 共培养组; D: H2O2 + 共培养

+ BMP-4 组; 与 H2O2 组比较: * P ＜ 0． 05; 与 H2O2 + 共培养组比

较: #P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01

图 5 NSCs 分化后相关蛋白表达量比较

与对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

3 讨论

SCI 常见于工农业生产中发生的意外事故，全

世界大约 2 500 万人殃患该损伤［5］。特定的 NSCs
移植治疗 SCI 是目前最有潜力的治疗方法，但是由

于 SCI 后微环境并不有利于 NSCs 的定植、存活及分

化［6］，仍需要进一步探究 NSCs 新的移植方法。研

究［7］表明在 SCI 早期 BMPs 迅速增高，持续约 3 d，

后逐渐减低，增高的 BMPs 有阻碍 MSCs 促进神经前

体细胞分化成少突胶质细胞的作用。本实验通过流

式细胞仪检测 NSCs 的存活率及 Western blot 法检

测 NSCs 分化后特异性蛋白检测及差异性分析，结

果表明 BMP-4 抑制共培养后的 NSCs 的细胞存活

率，而且促进 NSCs 向星形胶质细胞方向分化抑制

其向少突胶质细胞分化。
NSCs 移植治疗 SCI 的成功前提首先是移植后

的 NSCs 能够存活，但 SCI 初期的微环境并不利于

NSCs 的存活和定植［6］。本研究利用特定浓度的双

氧水制作细胞凋亡模型，探究不同环境下 NSCs 的

存活率，显示单独培养的 NSCs 经双氧水诱导后存

活率大幅度下降，这与 Hu et al ［8］的实验研究结果

相似，同时经过于共培养后的 NSCs 的存活率有明

显的提升，这可能与 MSCs 分泌的细胞因子有保护

NSCs 的作用有关［9］。而在相同共培养体系中加入

BMP-4 后发现 NSCs 的存活率出现一定程度的下

降，表明 BMP-4 有抑制 MSCs 保护 NSCs 的作用。
BMP-4 是转化生长因子超家族( TGF) 的一员，生物

学活性比较广泛，作用于神经发育的不同阶段，有调

节细胞存活及分化的作用［10］。研究［9］ 表明 MSCs
能够分泌多种细胞因子，作用于 NSCs，促进其存活

及分化。推断 BMP-4 可能通过拮抗 MSCs 分泌某种

细胞因子重新从而抑制 NSCs 的存活，如细胞信号

转导 Olig2 信号通路、Notch 相关信号通路等。但具

体作用机制仍需进一步研究中去探索。
在治疗 SCI 的过程中 NSCs 的分化方向也起到

非常重要的作用，研究［11］显示 NSCs 可定向分化为

少突胶质细胞、星形胶质细胞和神经元细胞，而对

SCI 的治疗起主要作用的是神经元细胞和少突胶质

细胞。本实验通过采用 Western blot 法检测 NSCs
不同分化过程中的特异性蛋白的表达率，结果表明

BMP-4 作用于共培养 体 系 后 MBP 表 达 量 减 低 而

GFAP 表达量升高，Sandner et al［12］发现 BMPs 有阻

碍 MSCs 促进神经前体细胞分化成少突胶质细胞的

作用。存在于成体中枢神经系统的大多数区域，受
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体表达量低，但在神经系统出现损伤后表 BMP 受体

达升高［13］，增高的 BMP 受体有阻碍 MSCs 促进神经

前体细胞分化成少突胶质细胞的作用［12］，本研究结

果与之一致，具体作用机制将进一步研究。
综上所述，体内脊髓早期损伤因子 BMPs 是阻

碍 NSCs 有效分化的重要因素之一，SCI 早期 BMPs
的增高将影响 MSCs 促进 NSCs 有效分化，本研究显

示 BMP-4 阻碍了 MSCs 促进 NSCs 有效分化，这将导

致 MSCs 与 NSCs 早期共同移植后的 NSCs 并不能有

效的分化为神经元细胞或少突胶质细胞，不能达到

NSCs 移植的理想的预期治疗效果。虽然 BMSCs 的

培养基具有促进 NSCs 向少突胶质细胞方向分化的

作用［14］，但本实验在体外环境下研究显示 BMP-4
对 MSCs 与 NSCs 共培养体系有重要的影响作用，这

也间接提示 MSCs 与 NSCs 早期共同移植不利于两

者协同效应的发挥，这将为 SCI 的治疗方法带来突

破性的进展。
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Effect of BMP-4 on neural stem cells co-cultured with rat
bone marrow mesenchymal stem cells

Li Haitai，Shen Cailiang，Song Peiwen，et al
( Dept of Spine Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore the effect of bone morphogenetic protein( BMP-4) on survival and differentiation
of neural stem cells ( NSCs) co-cultured with bone marrow mesenchymal stem cells ( MSCs) ． Methods Firstly，
the modeling of MSCs co-cultured with NSCs was set up，then BMP-4 was put into this co-culture system． After
that，the survival rate of NSCs was detected by the flow cytometry ( FCM) and expression of NSCs was detected by
immunocytochemistry and Western bolt． By comparing the rates of cell survival and differentiation，the effect of
BMP-4 on survival and differentiation of NSCs was analyzed ． Ｒesults After addition of BMP-4，the survival rate
of neural stem cells was lower than the control group( P ＜ 0. 05) ，the expression of MBP was lower than the control
group( P ＜ 0. 05) ，and the expression rate of GFAP was higher than the control group( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion
BMP-4 hinders the differentiation effect of MSCs，promotion on NSCs．
Key words co-culture; bone morphogenetic protein; bone marrow mesenchymal stem cells; differentiation; neu-
ral stem cells; survival
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