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斉斝斚促进胚胎神经干细胞向神经元分化的形态学研究灣

袁丽丽棻暋马登殿棽暋孔佑华棻
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暋暋摘暋要暋目的暋探讨促红细胞生成素棬斿旘旟旚旇旘旓旔旓旈斿旚旈旑棳斉斝斚棭促进神经干细胞棬旑斿旛旘斸旍旙旚斿旐斻斿旍旍旙棳斘斢斆旙棭分化

的形态学表现棳为细胞移植治疗脑部疾病和脑损伤提供实验依据暎方法暋取大鼠棻棿斾胚胎脑皮质先增殖培养棳
后贴壁分化培养暎适时镜下观察棳免疫细胞化学染色棳用旑斿旙旚旈旑鉴定 斘斢斆旙棳斍斊斄斝鉴定神经胶质细胞暍斖斄斝棽鉴

定神经元暎选取第棾代 斘斢斆旙棳向培养基中分别添加不同剂量的 斉斝斚棳浓度分别为棸棶旛棷旐旍棳旛棷旐旍棳棸旛棷旐旍棳
棸棸旛棷旐旍棳并设不添加斉斝斚的对照组棳斖斄斝棽免疫荧光共聚焦显微镜观察 斘斢斆旙向神经元方向的分化暎结果暋

棻棭鼠胚脑皮质在无血清悬浮培养形成大量神经球棳并可传代棳球内细胞均表达 旑斿旙旚旈旑暎分化培养棳可检测出

斖斄斝棽或 斍斊斄斝阳性细胞暎棽棭斉斝斚曒 旛棷旐旍各组分化培养棳表达 斖斄斝棽阳性细胞显著升高棬 椉棸棶棸 棭暎结论暋
大鼠胚胎脑皮质体外培养可获得 斘斢斆旙椈适当浓度斉斝斚可提高 斘斢斆旙向神经元的分化暎

关键词暋神经干细胞椈神经元椈分化椈促红细胞生成素
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斄斺旙旚旘斸斻旚椇 暋 暋 暋 暋斣旓旈旑旜斿旙旚旈旂斸旚斿旚旇斿旔旘旓旐旓旚旈旓旑旓旀斉斝斚旓旑旚旇斿斾旈旀旀斿旘斿旑旚旈灢
斸旚旈旓旑旓旀旚旇斿旑斿旛旘斸旍旙旚斿旐斻斿旍旍旙棬斘斢斆旙棭旈旑旜旈旚旘旓旀旘旓旐斻斿旘斿斺旘斸旍斻旓旘旚斿旞旓旀旔旘斿旂旑斸旑旚斢斈旘斸旚旙棶斣旇斿斺旘斸旈旑斻旓旘旚斿旞旝斿旘斿旈旙旓灢
旍斸旚斿斾斸旑斾斻旛旍旚旛旘斿斾旈旑旙斿旘旛旐灢旀旘斿斿旙旛旙旔斿旑旙旈旓旑棳斸旑斾旚旇斿旑旈旑斾旈旀旀斿旘斿旑旚旈斸旚旈旑旂旙旛旙旔斿旑旙旈旓旑棶斘斿旙旚旈旑旝斸旙旛旙斿斾旚旓斾斿旚斿斻旚旚旇斿
斘斢斆旙棶斍旍旈斸旀旈斺旘旈旍旍斸旘旟斸斻旈斾旔旘旓旚斿旈旑棬斍斊斄斝棭斸旑斾旐旈斻旘旓旚旛斺旛旍斿灢斸旙旙旓斻旈斸旚斿斾旔旘旓旚斿旈旑棽棬斖斄斝棽棭旝斿旘斿旛旙斿斾旚旓斾斿旚斿斻旚旚旇斿斾旈旀灢
旀斿旘斿旑旚旈斸旚旈旓旑旓旀斘斢斆旙斺旟旈旐旐旛旑旓斻旟旚旓斻旇斿旐旈旙旚旘旟棶斄旀旚斿旘旓斺旚斸旈旑斿斾旚旇斿旚旇旈旘斾旔斸旙旙斸旂斿棬斝棾棭旓旀斘斢斆旙棳斉斝斚旓旀斾旈旀旀斿旘斿旑旚
斻旓旑斻斿旑旚旘斸旚旈旓旑棬棸灡 棳棳棸棳棸棸旛棷旐旍棭旝斸旙斸斾斾斿斾旚旓旚旇斿旐斿斾旈旛旐棶斄旑斾旚旇斿旘斿旝斸旙斸斻旓旑旚旘旓旍旂旘旓旛旔旝旈旚旇旓旛旚斉斝斚棶斖斄斝棽
旝斸旙旛旙斿斾旚旓斾斿旚斿斻旚旚旇斿旑斿旛旘旓旑斸旀旚斿旘旚旇斿斾旈旀旀斿旘斿旑旚旈斸旚旈旓旑斺旟旈旐旐旛旑旓斻旟旚旓斻旇斿旐旈旙旚旘旟棶斣旇斿旘斿旙旛旍旚旙旙旇旓旝斿斾旚旇斸旚旚旇斿旙斿旔斸灢
旘斸旚斿斾斻斿旍旍旙旀旘旓旐斿旐斺旘旟旓旑旈斻斺旘斸旈旑斻旓旘旚斿旞旀旓旘旐斿斾旑斿旛旘旓旙旔旇斿旘斿旙棳旈旑旝旇旈斻旇旑斿旙旚旈旑灢旔旓旙旈旚旈旜斿斻斿旍旍旙旝斿旘斿斾斿旚斿斻旚斿斾棶斍斊斄斝
斸旑斾斖斄斝棽灢旔旓旙旈旚旈旜斿斻斿旍旍旙旝斿旘斿斾斿旚斿斻旚斿斾斸旀旚斿旘斾旈旀旀斿旘斿旑旚旈斸旚旈旓旑斻旛旍旚旛旘斿棶斖斄斝灢棽灢旔旓旙旈旚旈旜斿斻斿旍旍旙旓旀旚旇斿斉斝斚旙旛旔旔旍斿旐斿旑旚斸灢
旚旈旓旑旂旘旓旛旔旙棬椌 斦棷旐旍棭旙旇旓旝斿斾斸旑旙旈旂旑旈旀旈斻斸旑旚旈旑斻旘斿斸旙斿旈旑旚旇斿旈旐旐旛旑旓斻旇斿旐旈旙旚旘旟斾旟旈旑旂旚斿旙旚斻旓旐旔斸旘斿斾旝旈旚旇旚旇斿斻旓旑灢
旚旘旓旍旂旘旓旛旔棶斣旇斿旘斿旙旛旍旚旙旈旑斾旈斻斸旚斿旚旇斸旚斘斢斆旙斻斸旑斺斿旓斺旚斸旈旑斿斾旀旘旓旐旚旇斿旙斿旔斸旘斸旚斿斾斻斿旘斿斺旘斸旍斻旓旘旚斿旞旓旀斿旐斺旘旟旓旑旈斻旘斸旚旙棶斄旔灢
旔旘旓旔旘旈斸旚斿斻旓旑斻斿旑旚旘斸旚旈旓旑旓旀斉斝斚斻斸旑旈旑斻旘斿斸旙斿旚旇斿旘斸旚斿旓旀旚旇斿旑斿旛旘旓旑斸旀旚斿旘旚旇斿斾旈旀旀斿旘斿旑旚旈斸旚旈旓旑旚旇斿斘斢斆旙旈旑旜旈旚旘旓棶

斔斿旟旝旓旘斾旙椇斘斿旛旘斸旍旙旚斿旐斻斿旍旍旙椈斆旛旍旚旛旘斿棳旑斿旛旘旓旑椈斈旈旀旀斿旘斿旑旚旈斸旚旈旓旑椈斉旘旟旚旇旘旓旔旓旈斿旚旈旑

暋暋 近 些 年棳促 红 细 胞 生 成 素 棬斿旘旟旚旇旘旓旔旓旈斿旚旈旑棳
斉斝斚棭对中枢神经系统的保护作用椲棻椵研究较多暎本

实验镜下取大鼠棻棿斾天胚胎脑皮质行体外培养棳鉴
定为神经干细胞棬旑斿旘旛斸旍旙旚斿旐斻斿旍旍旙棳斘斢斆旙棭之后培

养基中加入不同浓度的 斉斝斚 继续体外培养棳观察

斘斢斆旙向神经元方向分化的形态学表现暎

棻暋材料与方法

棻棶棻暋实验材料

成年雌雄未经产斢斈大鼠晚椄椇棸棸合笼棳次日

晨椄椇棸棸查到精子者记为斉棸斾暎
悬浮培养基椇斈斖斉斖棷斊棻棽棬棻暶棻棳斎旟斻旍旓旑斿棭棳棽棸

旑旂棷旐旍斉斍斊棬斢旈旂旐斸棭棳棽棸旑旂棷旐旍斺斊斍斊棬斢旈旂旐斸棭棳棽棩
斅棽椃棬斍旈斺斻旓棭棳棻棸棸旛棷旐旍青霉素棳棻棸棸毺旂棷旐旍链霉素暎

棾棻棾



斒斒旈旑旈旑旂斖斿斾斦旑旈旜棳斚斻旚旓斺斿旘棽棸棻棿棳斨旓旍灡棾椃棳斘旓棶

贴壁分化培养基椇斈斖斉斖棷斊棻棽棬棻暶棻棳斎旟斻旍旓旑斿棭棳
棻棸棩斊斅斢棬杭州四季青棭棳棻棸棸旛棷旐旍青霉素棳棻棸棸毺旂棷
旐旍链霉素暎
棻棶棽暋方法

棻棶棽棶棻暋斘斢斆旙培养和鉴定

棻棶棽棶棻棶棻暋斘斢斆旙的分离和传代及自然分化 暋取孕

棻棿斾棬斉棻棿斾棭斢斈大鼠胚胎脑皮质棳用袁丽丽等椲棽灢棾椵培
养方法先悬浮培养传代棾次棳第棾代棬斝棾棭细胞悬

浮培养椃斾棳收集部分细胞离心后待做电镜标本棳其
余悬浮细胞移入涂有斕灢多聚赖氨酸包被盖玻片的

棽棿孔培养板中加入分化培养基暎放入培养箱培养

椂暙椄旇棳随机选取培养板棳将盖玻片固定棳待行旑斿旙灢
旚旈旑免疫细胞化学染色暎其余培养板继续行分化培

养棳椃斾后取出细胞爬片固定棳待行神经胶质原纤维

酸性蛋白棬旂旍旈斸旀旈斺旘旈旍旍斸旘旟斸斻旈斾旔旘旓旚斿旈旑棳斍斊斄斝棭暍微
管相关蛋白棽棬旐旈斻旘旓旚旛斺旛旍斿灢斸旙旙旓斻旈斸旚斿斾旔旘旓旚斿旈旑棽棳
斖斄斝棽棭免疫细胞化学染色暎
棻棶棽棶棻棶棽暋免疫细胞化学染色暋斘斿旙旚旈旑暍斍斊斄斝暍
斖斄斝棽进行免疫细胞化学染色椲棽椵暎
棻棶棽棶棽暋斉斝斚掺入实验

棻棶棽棶棽棶棻暋分组暋第棾代 斘斢斆旙悬浮及其后贴壁分

化培养基中添加 斉斝斚棳根据 斉斝斚 终浓度棸棶暍暍
棸暍棸棸旛棷旐旍分为棿个实验组棳另设对照组棬不加

斉斝斚棭暎培养方法同上暎
棻棶棽棶棽棶棽暋免疫荧光染色暋斘斢斆旙爬片椃斾固定行

斖斄斝棽免疫荧光染色椲棾椵暎后行激光共聚焦显微镜

下观察并拍照暎每组随机取棿张盖玻片棳每张棿棸棸
倍镜下随机选 个视野计数 斖斄斝棽阳性细胞数及

总细胞数棳计算视野中 斖斄斝棽阳性细胞百分率暎
实验重复棾次暎
棻棶棾暋统计学方法

采用斢斝斢斢棻棻棶 统计学软件处理数据棳各组率

的比较采用氈棽 检验暎
棽暋结暋果

棽棶棻暋神经干细胞鉴定

棽棶棻棶棻暋倒置相差显微镜及电镜观察结果暋分离

斉棻棿斾鼠胚脑皮质得到单细胞棳台盼蓝活细胞计数

椌椆椂棩棳在生长培养基中细胞悬浮生长暎第 暙椃
天棳形成神经球棳可传代暎电镜观察细胞核大棳细胞

器很少棳核质比较大暎见图棻暎

图棻暋斘斢斆旙悬浮生长椃斾电镜照片棬暳椂棸棸棸棸棭
棽棶棻棶棽暋免疫细胞化学染色观察结果暋免疫细胞化

学染色结果显示棳旑斿旙旚旈旑在神经球内细胞胞浆呈阳

性表达棳细胞浆被染成棕褐色 棳见图棽暎

图棽暋神经球爬片椂旇棳免疫细胞化学染色示

神经球内细胞旑斿旙旚旈旑表达阳性棬暳棿棸棸棭
分化培养椃斾棳斍斊斄斝椇在部分细胞胞浆及突起

中呈阳性表达棳被染成棕褐色棳胞体较大暍突起粗而

短棳见图棾暎斖斄斝棽椇在部分细胞胞浆及突起中呈阳

性表达棳细胞胞浆及突起呈棕褐色棳见图棿暎

图棾暋神经球分化椃斾棳免疫细胞化学染色

示 斍斊斄斝阳性细胞棬暳棿棸棸棭

图棿暋神经球分化椃斾棳免疫细胞化学染色

示 斖斄斝棽阳性细胞棬暳棿棸棸棭

棿棻棾



济宁医学院学报棽棸棻棿年棻棸月第棾椃卷第 期

棽棶棽暋斉斝斚掺入实验

棽棶棽棶棻暋光镜观察暋加入 斉斝斚 分化培养棳细胞透

亮棳折光较好棳见图 棳部分细胞伸出的突起细而

长棳随时间进行细胞突起形成复杂的网络暎

图 暋斉斝斚 旛棷旐旍组棳神经干细胞分化

培养棿斾光镜照片棬暳棻棸棸棭
棽棶棽棶棽暋斖斄斝棽免疫细胞荧光化学染色及共聚焦

显微镜观察暋加入斉斝斚分化培养椃斾棳斖斄斝棽免疫

细胞荧光染色共聚焦显微镜观察棳示部分细胞胞浆

及突起呈绿色荧光棳斖斄斝棽表达阳性棳见图椂暎

图椂暋斉斝斚 旛棷旐旍组棳斘斢斆旙免疫荧光细胞化学染色棳
示 斖斄斝棽阳性细胞棬暳棿棸棸棭

各实验组对 斘斢斆旙向神经元方向分化的影响

如表棻所示暎
表棻暋加入斉斝斚各组 斖斄斝棽在神经元内的表达

组别
斖斄斝棽标记细胞结果

阳性总数 阴性总数
氈棽

对照组 椂棸棻 棽椄椄椆
棸棶旛棷旐旍组 椂棽棻 棽椄棽椆

旛棷旐旍组 椂棿棾 棽椂棾
棸旛棷旐旍组 椃棾 棽椆椄棸
棸棸旛棷旐旍组 椃棽棾 棽椄椃椆

合计 棾棾棽棾 棻棿棽棻棽 棻棿棶棿棸椃 棸棶棸棸椂灣

暋暋注椇灣 椉棸棶棸 棳说明 斉斝斚浓度不同时棳斘斢斆旙向神经元分化

的比例不同或不全相同暎
添加斉斝斚各组分别与对照组比较棬见图椃棭棳

斖斄斝棽表达阳性率斉斝斚曒 旛棷旐旍各实验组显著高

于对照组棬 椉棸棶棸 棭暎

灣与对照组相比 椉棸棶棸
图椃暋斉斝斚各实验组与对照组比较神经元表达阳性率

棾暋讨论

斘斢斆旙是当今科学研究热点之一暎本实验分离

胚胎大鼠脑皮质棳经处理吹打成单细胞棳在生长培

养基对其悬浮培养棳可获得悬浮生长的神经球棳电
镜结果显示棳神经球内细胞核质比例较高棳细胞器

较少棳此结果与一般干细胞形态特征相一致暎旑斿旙灢
旚旈旑具有维持神经前体细胞正常形态的作用棳在本

实验将旑斿旙旚旈旑作为 斘斢斆旙的标记物棳神经球爬片椂
暙椄旇棳其免疫细胞化学染色结果显示球内细胞均

呈旑斿旙旚旈旑阳性棳表明生 长培养基 培养的 细胞为

斘斢斆旙棳且具增殖潜能暎在添加棻棸棩斊斅斢的培养基中

斘斢斆旙贴壁棳椃斾后行免疫细胞化学染色棳示分化细

胞中部分表达 斖斄斝棽阳性或 斍斊斄斝阳性棳表明本

实验源于斢斈大鼠胚胎脑皮质的细胞体外培养棳具
有分化为神经元暍星形胶质细胞的能力暎

斉斝斚为促红细胞生成素棳在体内对 斘斢斆旙的

保护作用研究较多椲棿灢 椵棳斮旛等椲棿椵的研究表明棳在脑

及脊髓斉斝斚和其受体有抗细胞凋亡功能棳对神经

元正常发育有重要作用暎体外培养可以研究单因

素对 斘斢斆旙的影响棳本实验取材位置是斢斈大鼠胚

胎脑皮质棳前期实验结果椲棽椵表明 斉斝斚在适当浓度

下可抑制体外培养的 斘斢斆旙凋亡暎本实验 斘斢斆旙
爬片分化椃斾棳斖斄斝棽免疫荧光细胞化学染色结果

显示斉斝斚曒 旛棷旐旍各实验组阳性细胞表达率显著

高于对照组棬 椉棸棶棸 棭棳表明适当剂量的 斉斝斚 促

进体外大鼠胚胎脑皮质 斘斢斆旙向神经元方向分化暎
在体内促红细胞生成素斉斝斚与促红细胞生成素受

体棬斉斝斚灢斠棭结合棳激活蛋白酪氨酸激酶棳在细胞内

快速诱导多种蛋白质发生酪氨酸磷酸化棳从而启动

信号转导通路如 斠斸旙有丝分裂原激活蛋白激酶等

将信号传到细胞核核因子棻棳控制 斘斢斆旙增殖暍分
化暎脑内皮细胞在促红细胞生成素直接作用下分

泌脑源性神经生长 棬下转第棾棻椆页棭

棻棾
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本文结果表明棳腹腔注射东莨菪碱的小鼠出现

了明显的记忆障碍棳斍斣斝旙中暍高剂量能明显改善

小鼠在跳台实验中的记忆再现缺失棳使小鼠的跳台

错误次数减少棳潜伏期明显延长椈斍斣斝旙各剂量组

能拮抗小鼠在水迷宫实验中的空间定向学习记忆

障碍棳表现为从起点到达终点平台的潜伏期缩短棳
进入盲端的错误次数减少棳明显提高学习的记忆能

力暎本文结果还表明棳斈灢半乳糖模型组小鼠也出

现了明显的记忆障碍棳斍斣斝旙各剂量组可明显改善

斈灢半乳糖引起的小鼠记忆减退棳且具有一定的剂

量依赖性暎
综上所述棳本文采用棽种比较成熟的实验动物

模型棳采用棽种行为学实验方法棳证明 斍斣斝旙能较

好改善记忆获得障碍模型小鼠的记忆功能暎斍斣斝旙
对学习记忆障碍的改善作用可能与其抗氧化暍增强

对自由基的清除暍保护脑神经细胞免受自由基的损

害作用有关棳其具体作用机理正在研究中暎
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棬上接第棾棻 页棭因子棬斘斍斊棭棳后者通过作用于邻

近细胞的旁分泌方式促进神经发生椲椂灢椆椵暎在体外

斉斝斚促进源于胚胎脑皮质的 斘斢斆旙分化棳推测可

能原因椇一方面棳源于大鼠胚胎脑皮质的 斘斢斆旙有

与促红细胞生成素相结合的受体棳体外培养基中加

入斉斝斚棳斉斝斚便与脑皮质 斘斢斆旙上的斉斝斚灢斠结合

启动了信号传导通路而促进 斘斢斆旙向神经元方向

的分化棳另一方面可能刺激了源于胚胎脑皮质的

斘斢斆旙分泌神经生长因子棳此因子作用于邻近神经

干细胞棳从而促进了 斘斢斆旙向神经元方向的分化暎
斘斢斆旙向神经元方向分化的具体调控机制目前尚

不清楚棳受自身基因和外来信号等方面共同调节棳
下一步将继续深入探讨胚胎 斘斢斆旙向神经元定向

诱导分化的影响因素及其分化机制棳为 斘斢斆旙移植

治疗中枢神经系统损伤及神经变性性疾病提供理

论基础暎
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