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摘要 目的 观察大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs) 条件培

养基对体外培养神经干细胞(NSCs) 增殖与分化作用的影

响。方法 用 BMSCs 条件培养基分别在增殖与分化条件下

培养 NSCs，观察 NSCs 形态变化。用 MTT 法及 NSCs 球数

目和直径的统计分析了解 NSCs 增殖情况，同时行免疫荧光

及 Western blot 法鉴定其分化情况。结果 原代培养获得大

量未分化且悬浮生长的 NSCs 球，并能分化为神经元细胞、

星形胶质细胞及少突胶质细胞。BMSCs 条件培养基组能够

促进 NSCs 球的吸附贴壁，但与对照组相比光密度(OD) 值

差异无统计学意义，NSCs 球数目和直径差异亦无统计学意

义。另外，BMSCs 条件培养基组少突胶质细胞特异性蛋白

MBP 表达量高于对照组(P ＜ 0. 05)，星形胶质细胞特异性蛋

白 GFAP 表达量低于对照组(P ＜ 0. 05)，而神经元特异性蛋

白 MAP-2 表达量未见明显异常。结论 大鼠 BMSCs 条件

培养基促进 NSCs 向少突胶质细胞方向分化，但不抑制其增

殖作用。
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神经干细胞(neural stem cells，NSCs) 是一类分

布于神经系统，具有自我更新并拥有多向分化潜能

的干细胞，其主要分化为星形胶质细胞、神经元细胞

及少突胶质细胞，替代受损的神经组织从而起到治

疗脊髓损伤的作用
［1 － 2］。骨髓间充质干细胞(bone

marrow mesenchymal stem cells，BMSCs)属于成体干

细胞的一种，不仅具有成骨、成脂等多向分化潜能，

还能分泌多种神经营养因子
［3］，近年来利用 BMSCs

与 NSCs 共培养技术治疗脊髓损伤已成为研究热

点。有报道
［4］

指出，BMSCs 与 NSCs 共移植治疗神

经损伤疗 效 优 于 单 纯 移 植 NSCs，说 明 BMSCs 为

NSCs 的生长与分化提供了一个更加合适的微环境。
然而，是 BMSCs 本身还是其分泌的营养因子发挥了

作用 仍 值 得 探 讨。该 研 究 利 用 富 含 营 养 因 子 的

BMSCs 条件培养基体外培养 NSCs，去除 BMSCs 本

身的 影 响，能 够 充 分 了 解 BMSCs 条 件 培 养 基 对

NSCs 增殖与分化的影响，为 BMSCs 条件培养基的

应用提供实验依据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 新生 24 h 内 SD 大鼠 1 只，雌雄

不限;4 ～ 5 周龄 SD 大鼠 1 只，100 ～ 120 g，购自安徽

医科大学实验动物中心。
1． 1． 2 实验试剂及仪器 DMEM/F12 培养基( 美

国 Gibco 公司);DMEM 低糖、南美胎牛血清( 美国

HyClone 公司);B-27(美国 Invitrogen 公司);表皮生

长因子( epidermal growth factor，EGF)、碱性成纤维

生长因子(basic fibroblast growth factor，bFGF)(美国

PeproTech 公司);小鼠抗大鼠巢蛋白(Nestin) 抗体、
兔抗大鼠胶质纤维酸性蛋白 ( glial fibrillary acidic
protein，GFAP) 抗体、小鼠抗大鼠 微 管 相 关 蛋 白-2
(microtubule-associatedprotein-2，MAP-2)(美国 Santa
Cruz 公司);小鼠抗大鼠髓鞘碱性蛋白(myelin basic
protein，MBP)(英国 Abcam 公司); FITC 标记的山

羊抗小鼠 IgG、TＲITC 标记的山羊抗兔 IgG、TritonX-
100(北京中杉金桥生物技术有限公司);CD29-PE、
CD90-PE、CD34-FITC、CD44-FITC ( 美 国 BioLegend
公司);多聚赖氨酸( 美国 Sigma 公司);MTT 试剂

盒、胰 酶、免 疫 荧 光 稀 释 液、多 聚 甲 醛、Hoechst
33342、青链霉素( × 100) ( 上海碧云天生物技术有

限公司);山羊血清(中国武汉博士德公司);ECL 显

示试剂盒(美国 Pierce 公司);CO2恒温培养箱(美国

SHEL LAB);倒置显微镜 CKX41( 日本 Olympus 公

司);流式细胞仪(美国 BD FACSVerseTM);荧光显

微镜 DMI6000 型(德国 Leica 公司)。
1． 2 方法

1． 2． 1 大鼠 BMSCs 体外分离、培养、鉴定 采用本

课题组前期的实验方法
［5］

从大鼠骨髓中分离并培

养出 BMSCs，取生长良好的第 3 代 BMSCs，胰酶消

化后制成单细胞悬液，计数，参照之前的方法，行细

胞表面标记 CD90、CD34、CD29 的流式细胞仪检测。
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1． 2． 2 大鼠 BMSCs 条件培养基的制备 取第 3 代

生长良好的 BMSCs，待细胞长至约 90 % 密度时，弃

去原 培 养 基，PBS 洗 涤 3 次，每 次 5 min; 加 入

DMEM /F12 培养基继续培养 48 h 后，收集浓缩上清

液，按前期实验比例配制成 NSCs 增殖与分化条件

培养基。
1． 2． 3 大鼠 NSCs 的分离、培养、鉴定 取新生 24
h SD 大鼠幼鼠，处死后置于 75%酒精浸泡 5 min;在

无菌条件下分离出大脑半球，剪碎，加入 0. 25% 胰

酶消化 10 min，轻轻吹打混匀后经筛网过滤成单细

胞悬液;加入增殖培养基(DMEM/F12 + 2%B27 + 20
ng /ml bFGF +20 ng /ml EGF + 链霉素 0. 1 mg /ml +
青霉素 100 U /ml)，600 r /min 离心 5 min 2 次，弃上

清液;吹打混匀后以 3 × 105 /ml 接种于培养瓶中，置

于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，每 3 d 半定量换液

1 次，培养 7 d 后传代。
取第 2 代培养 7 d 的细胞球，600 r /min 离心 5

min，弃上清液，接种于经 0. 1 mg /ml 多聚赖氨酸包

被盖玻片的 6 孔板中，置于 37 ℃ 培养箱 6 h，使悬

浮干细胞贴壁。用 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min;4%
多聚甲醛固定后，PBS 洗涤 3 次，每次 5 min。在含

0. 3%TritonX-100 中孵育 10 min，PBS 洗 3 次后，加

入正常山羊血清封闭液，置于 37 ℃ 细胞培养箱内

孵育 1 h 后，加入 1 ∶ 50 稀释 Nestin 一抗，4 ℃ 条

件下孵育过夜。次日常温下放置 2 h，PBS 洗涤 3
次，每次 5 min，加入 1 × 100 稀释 FITC 标记的山羊

抗小鼠 IgG，37 ℃ 细胞培养箱内避光孵育 1 h。最

后行 Hoechst 溶液核染后封片，荧光显微镜下观察、
拍照。
1． 2． 4 大鼠 NSCs 分化及分化后鉴定 取第 2 代

培养 7 d 的 NSCs 球，600 r /min 离心 5 min，弃上清

液;加入分化培养基(DMEM/F12 + 2% B27 + 链霉

素 0. 1 mg /ml + 青霉素 100 U /ml + 10% FBS)，吹打

混匀后，接种于经 0. 1% 多聚赖氨酸包被盖玻片的

6 孔板中;置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 1 周，

每 3 d 半定量换液 1 次。1 周 后，参照上述免疫荧

光方法，行神经元特异性蛋白 MAP-2、星形胶质细

胞特异性蛋白 GFAP、少突胶质细胞特 异 性 蛋 白

MBP 的免疫荧光染色。
1． 2． 5 大鼠 BMSCs 条件培养基在增殖情况下对大

鼠 NSCs 增殖的影响 取第 2 代培养 7 d 生长良好

的 NSCs，600 r /min 离心 5 min，吹打均匀。实验组

换用 BMSCs 条件培养基在增殖条件下放入 96 孔板

中培养，每孔细胞数约 2 × 104
个，对照组放入 96 孔

板中继续增殖培养基培养。分别在培养 1、3、5 d
时，每次每组取 6 孔行 MTT 检测，利用细胞生长曲

线的绘制，了解大鼠 BMSCs 条件培养基在增殖条件

下对 NSCs 的影响。MTT 检测:每孔加入 5 × 10 －3

g /ml 的 MTT 溶液 20 μl，置于 37 ℃ 温箱 4 h 后取

出，弃上清液;每孔加入 DMSO 150 μl，振荡 10 min
混匀后，用酶标仪测定光密度(optical density，OD)

值;每个样品取 6 孔，算出平均值后绘制曲线。
另外，取第 2 代培养 7 d 生长良好的 NSCs 接种

至 6 孔板中，每孔接种细胞数为 1 × 106，培养方法

同上，观察细胞形态变化。在培养第 5 天时，实验

组与对照每组取 3 孔，在显微镜下( × 100)，按照双

盲法，每次每组各取 10 个视野对 NSCs 球进行计

数，同时每组选取 10 个细胞球利用 Image J 图像处

理软件测量其直径(直径的最大值 /2 + 最小值 /2)。
1． 2． 6 大鼠 BMSCs 条件培养基在分化情况下对大

鼠 NSCs 分化的影响 取第 2 代培养 7 d 的 NSCs
球，600 r /min 离心 5 min，弃上清液，重悬后计数，接

种于经 0． 1% 多聚赖氨酸包被盖玻片的 6 孔板中，

每孔细胞数约 1 × 106。实验组换用大鼠 BMSCs 条

件培养基在分化条件下培养，对照组在无条件培养

基条件下分化。置于 37℃、5% CO2培养箱中培养 1
周，每 3 d 半定量换液 1 次。1 周后，分别提取分化

后细胞总蛋白并测定蛋白浓度，根据蛋白浓度选择

上样量，依次行电泳、转膜、封闭;加一抗于 4 ℃ 孵

育过夜，次日洗膜，加入相应蛋白二抗，室温孵育 2
h，充分洗涤后显影、定影。所使用抗体及稀释度:

MAP-2( 小鼠单抗，1 ∶ 200 稀释)，GFAP( 兔多抗，

1 ∶ 500 稀释)，MBP(小鼠单抗，1 ∶ 500 稀释)，β-ac-
tin(小鼠单抗，1 ∶ 1 000 稀释)，二抗 ( 山羊抗鼠，

1 ∶ 5 000稀释;山羊抗兔，1 ∶ 5 000 稀释)。胶片扫

描后采用 Image J 软件分析各组条带的灰度值。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 11． 0 统计软件进行

分析，计量资料以 珋x ± s 表示;两组间均数比较采用

独立样本 t 检验，组间差异采用单因素方差分析;所

有实验每次至少 3 组，独立重复 3 次。

2 结果

2． 1 大鼠 NSCs 细胞的培养及鉴定 原代细胞接

种于培养瓶后，光镜下呈单细胞悬浮状态，边界清

楚。2 ～ 3 d 后，逐渐分裂成小细胞球，悬浮生长，随

着时间增加，细胞球逐渐增大，大多成球状。培养至

7 d 左右，部分细胞球中心出现颜色变暗，折光性

差。遂进行传代培养，传代后细胞球形态与原代相
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似(图 1A)。将第 2 代培养 7 d 的细胞球后行免疫

荧光染色，结果示贴壁细胞中大多表达 Nestin 阳性

细胞(图 2A)。
2． 2 大鼠 NSCs 分化培养及分化后鉴定 第 2 代

培养 7 d 的 NSCs 球接种于 0. 1% 多聚赖氨酸包被

的载玻片后，细胞球逐渐贴壁，6 h 后即可见部分细

胞球形态 已 发 生 改 变，外 周 有 细 胞 迁 出 现 象 ( 图

1B)。迁出细胞很快发生分化，并随着培养时间延

长，突触逐渐增多、增长，与周围细胞交织成网状。
分化至第 7 天，光镜下示细胞球向周边放射状生

长，交织更紧密，间隙更窄(图 1C、D)。免疫荧光可

见 GFAP 阳性的星形胶质细胞( 图 2B)、MBP 阳性

的少突胶质细胞(图 2C)及 MAP-2 阳性的神经元细

胞(图 2D)，该结果也进一步说明培养出了具有多

向分化功能的干细胞。

图 1 NSCs 原代培养及分化

A:原代培养 NSCs 5 d × 400;B:NSCs 分化 6 h × 400;C:NSCs 分

化 3 d × 200;D:NSCs 分化 7 d × 200

图 2 NSCs 分化及分化后鉴定

A:NSCs 特异性 Nestin 染色，阳性 × 200; B: NSCs 分 化 7 d
GFAP 染色，阳性 × 400; C:NSCs 分化 7 d MBP 染色，阳性 × 400;D:

NSCs 分化 7 d MAP-2 染色阳性 × 400

2． 3 大鼠 BMSCs 条件培养基在增殖情况下对大

鼠 NSCs 增殖的影响 接种 NSCs 悬液于 96 孔板

后，分别在培养 1、3、5 d 时，每次每组取 6 孔行

MTT 检测，绘制细胞生长曲线。见图 3。大鼠 BM-
SCs 条件培养基在增殖情况下对大鼠 NSCs 增殖无

明显抑制作用，差异无统计学意义( 实验组与对照

组相比第 1 天: t = 0. 297，P = 0. 781;第 3 天: t =
0. 561，P = 0. 605;第 5 天:t = 2. 283，P = 0. 085)。实

验组细胞 24 h 后贴壁并逐渐有突起伸出，而对照组

细胞一直呈悬浮状态生长。见图 4。另外，实验组

与对照组培养 5 d 后行 NSCs 球数目及直径统计，

利用 Image J 软件进行图像处理，结果显示镜下( ×
100)实验组细胞球数量及直径均略大于对照组，但

两组间差异均无统计学意义，见表 1。

图 3 BMSCs 条件培养基对 NSCs 增殖的影响

图4 培养第 1 天 BMSCs 条件培养基在增殖情况下对 NSCs 的影响 ×100

A:实验组;B:对照组

表 1 NSCs 球增殖情况(珋x ± s)

项目 实验组 对照组 t 值 P 值

数目(个) 14． 26 ± 2． 16 13． 58 ± 2． 57 1． 115 0． 270
直径(μm) 50． 04 ± 1． 82 49． 42 ± 2． 62 1． 918 0． 057

2． 4 大鼠 BMSCs 条件培养基在分化情况下对大

鼠 NSCs 分化的影响 第 2 代培养 7 d 的 NSCs 球

放入 6 孔板中分化 1 周后，提取蛋白行 Western blot
法检测，结果提示实验组少突胶质细胞特异性蛋白
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图 5 Western blot 法检测 NSCs 分化后 MBP、GFAP、MAP-2 蛋白的表达情况

与对照组比较:* P ＜ 0. 05

MBP 表达量高于对照组( t = 7. 906，P ＜ 0. 05)，而星

形胶质细胞特异性蛋白 GFAP 表达低于对照组( t =
5. 652，P ＜ 0. 05 )，两 组 神 经 元 表 面 特 异 性 蛋 白

MAP-2 的表达的差异无统计学意义( t = 1. 502，P =
0. 272)，见图 5。

3 讨论

该实验通过 MTT 法对细胞增殖及 Western blot
法对特异性蛋白的检测及差异性分析，结果表明

BMSCs 条件培养基对 NSCs 的增殖无明显抑制作

用;但能够促进 NSCs 向少突胶质细胞分化，抑制其

向星形胶质细胞分化，并对向神经元分化无明显影

响。
MTT 法是经典的评估细胞增殖的方法，通过测

定实验组与对照组分别在第 1、3、5 天的 OD 值，描

绘出细胞增殖曲线并通过统计学分析得出实验组与

对照组差异无统计学意义，从而说明 BMSCs 条件培

养基对 NSCs 增殖无明显抑制作用。而通过形态学

发现，24 h 后实验组开始贴壁并有突起伸出，但对

照组仍呈悬浮状态，说明 BMSCs 条件培养基中可能

含有某种成分能干预 NSCs 球的稳定，使干细胞能

迁移出来
［6］。培养 5 d 后，测量两组细胞球数目及

直径大小，分析得出二者差异仍无统计学意义，更进

一步说明 BMSCs 条件培养基对 NSCs 的增殖无明

显抑制作用。因此，可以推测 BMSCs 条件培养基与

NSCs 共移植治疗脊髓损伤时，可能会促进 NSCs 球

的解聚使干细胞迁移出来到达神经损伤处更好的发

挥作用而不影响 NSCs 的增殖
［6］。

NSCs 移植治疗脊髓损伤时，NSCs 的分化方向

也同样起到了重要作用，并参与决定了细胞移植治

疗的效果
［7］。已有文献

［1 － 2］
报道，NSCs 主要分化为

神经元细胞、少突胶质细胞和星形胶质细胞，而其中

对脊髓损伤治疗起主要作用的是神经元细胞和少突

胶质细胞
［7］。神经元细胞能有效地修复损伤的脊

髓组织，重新建立神经间的连接，而少突胶质细胞是

中枢神经系统髓鞘形成细胞，在 NSCs 自然分化中

所含比例最少
［8］，其主要作用是形成髓鞘包绕轴突

促进电传导，对神经损伤的修复亦有重要作用
［9］。

相反，星形胶质细胞虽然是中枢神经系统中含量最

多的一种细胞，但由于其一方面抑制其他细胞分化，

另一方面导致脊髓损伤处瘢痕组织的增生
［10］，从而

使得其他细胞如少突胶质细胞不能充分发挥作用。
该实验通过对分化后蛋白行 Western blot 法检测，

结果表明 BMSCs 条件培养基在分化条件下能够促

进 NSCs 向少突胶质细胞分化，减少星形胶质细胞

分化，而对神经元分化无明显作用，与 Li et al ［11］
研

究结果较一致。
该实验收集的培养基中完全去除 BMSCs，排除

了 BMSCs 本身的干扰，从而更加直接的研究 BMSCs
条件培养基的对 NSCs 的影响，但作用机制仍不清

楚。Ｒivera et al ［12］
指出 NSCs 可能先分化为神经元

细胞和 A2B5 阳性祖细胞，A2B5 阳性祖细胞再分化

为少突胶质细胞及星形胶质细胞，BMSCs 条件培养

基中可能存在一种或多种细胞因子能够促进 A2B5
阳性祖细胞内少突胶质细胞化生长基因 Olig 的表

达而降低抑制其生长的 Id2 基因的表达
［13］，从而导

致少突胶质前体细胞含量增加，这也可能是实验组

与对照组神经元标志蛋白 MAP-2 表达量差异无统

计学意义的原因。另外，研究
［14］

进一步表明 BMSCs
条件培养基还能继续促进少突胶质前体细胞内少突

胶质细胞成熟转录因子 GTX /Nkx6． 2 的表达而使得

少突胶质细胞含量增加，且实验显示现睫状生长因

子有类似作用，但具体机制仍不清楚。
综上所述，BMSCs 条件培养基为 NSCs 的增殖

与分化提供了一个合适的微环境，而此种微环境不

但能够促进 NSCs 向少突胶质细胞分化与成熟
［15］，
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而且能够促进 NSCs 球的解离迁移
［6］，这可能也是

NSCs 和 BMSCs 条件培养基共培养体系治疗脊髓损

伤的原因之一。本实验虽然证明了 BMSCs 条件培

养基发挥上述作用，但具体何种因子及其发挥作用

的机制仍不清楚，需后期实验进行研究。另外，本实

验结果表明 BMSCs 条件培养基在体外对 NSCs 的

增殖与分化产生了上述作用，但脊髓损伤后内环境

错综复杂，共培养体系在体内能否产生上述积极作

用，还需下一步动物实验证明。
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Effects of conditioned medium on the proliferation and
differentiation of neural stem cells

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

Abstract Objective To observe the effects of conditioned medium from rat bone marrow mesenchymal stem cells
(BMSCs) on the proliferation and differentiation of neural stem cells (NSCs) in vitro． Methods The NSCs were
cultured with conditioned medium from BMSCs (BMSC-CM) under the condition of proliferation and differentiation
respectively and shape variation of NSCs was observed． Then the proliferation of NSCs was analyzed by MTT，count-
ing and diameter measurement of neurospheres; at the same time immunofluorescence and Western blot were used
to identify their differentiation． Ｒesults A mass of neurospheres were obtained and cultured in suspension，those
NSCs could differentiate into neurons，astrocytes and oligodendrocytes． The group of BMSC-CM promoted adhesion
of neurospheres，but there was no obvious difference in OD value，the number and diameter of neurospheres com-
pared with the control group． In addition，BMSC-CM could promote the expression of MBP(P ＜ 0. 05)，reduce the
expression of GFAP (P ＜ 0. 05) but had no effect on the expression of MAP-2． Conclusion BMSC-CM can pro-
mote NSCs toward an oligodendrocyte fate but does not inhibit the proliferation of the NSCs．
Key words bone marrow mesenchymal stem cells;conditioned medium;neural stem cells;proliferation;differentiation
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