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ｂＦＧＦ壳聚糖载体缓释
对神经干细胞分化为神经元的作用

种　聇１▲　董美希１　刘　莹１　范国兵１　王远青２　王光辉１Δ
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　　摘　要　目的　探讨ｂＦＧＦ壳聚糖载体（Ｃｈｉｔｏｓａｎｃａｒｒｉｅｒ）缓释对神经干细胞分化为神经元的作用。方法　
原代培养和鉴定神经干细胞，随机分为ｂＦＧＦ壳聚糖缓释组，壳聚糖对照组和ｂＦＧＦ对照组，ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ２．０
图像分析软件测量细胞突起长度，免疫组织化学方法检测分化细胞中ＮＳＥ阳性细胞比例，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测分
化细胞中βⅢｔｕｂｕｌｉｎ的表达和Ａｋｔ磷酸化程度。结果　４８ｈ诱导后，诱导壳聚糖对照组、ｂＦＧＦ对照组和ｂＦＧＦ
壳聚糖缓释组神经元的分化率分别为３８．５％、４２．６％和７０．８％。ｂＦＧＦ壳聚糖缓释组与壳聚糖对照组神经元分
化率上升（Ｐ＜０．０５），ｂＦＧＦ壳聚糖缓释组与 ｂＦＧＦ对照组相比神经元分化率显著提高（Ｐ＜０．０５）；诱导４８ｈ
后，ｂＦＧＦ壳聚糖缓释组与壳聚糖对照组和ｂＦＧＦ对照组相比，神经元突起长度均出现显著增长，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；ｂＦＧＦ壳聚糖缓释组与壳聚糖对照组和 ｂＦＧＦ对照组相比 βⅢｔｕｂｕｌｉｎ表达显著增加（Ｐ＜０．
０５）；诱导５、１５和３０ｍｉｎ后，与ｂＦＧＦ对照组相比，ｂＦＧＦ壳聚糖缓释组Ａｋｔ磷酸化水平显著升高，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｂＦＧＦ经壳聚糖载体缓释后诱导神经元突起形成，提高神经元分化率，Ａｋｔ磷酸化激活
的信号途径可能参与ｂＦＧＦ壳聚糖载体诱导神经干细胞过程神经元分化速度的调节。
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　　 神经干细胞和间充质干细胞等增殖分化形成
神经元及神经胶质细胞为神经系统疾病替代疗法

的有效策略［１３］。在神经系统发育过程发挥重要作

用的碱性成纤维细胞生长因子 （ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）在神经保护和增强神经再生
能力方面具有很好的潜质。相关研究显示 ｂＦＧＦ
可以诱导神经元前体细胞的形成和分化，促进神经

元轴突的延伸以及突触形成［４５］，新生血管的出芽

过程、参与新形成血管改建和再塑调节［６７］。不足

之处在于 ｂＦＧＦ维持时间较为短暂，导致刺激信
号不能持续，为增强其生物学效应，建构壳聚糖缓

释复合体，缓慢持续的释放 ｂＦＧＦ，较长时间维持
有效浓度［８］，明显提高神经元分化比例［９１０］。本研

究通过培养ＳＤ大鼠来源神经干细胞，经 ｂＦＧＦ壳
聚糖缓释体外诱导分化，探讨这种持续释放 ｂＦＧＦ
的方法对神经元形成的影响，进一步揭示细胞 Ａｋｔ
信号通道蛋白磷酸化水平在此过程中的作用，为神

经干细胞分化相关信号系统的研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
ＳＰＦ清洁级新生 ＳＤ大鼠，济宁医学院实验动

物中心提供，实验动物符合伦理学相关要求，实验

过程尽一切努力最大限度减少其疼痛、痛苦和死

亡。ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基、胎牛血清ＦＢＳ、胰岛
素、马血清 （ＨＳ）、Ｂ２７添加剂购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司。ｂＦＧＦ、表皮生长因子（ＥＧＦ）购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公
司。ＰＥＭｏｕｓｅａｎｔｉＮｅｓｔｉｎ、同型对照 ＰＥＭｏｕｓｅ
ＩｇＧ１、Ｐｅｒｍ／ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ、ＦｉｘａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ购自 ＢＤ公
司。山羊抗小鼠、山羊抗兔二抗购自Ｅａｒｔｈｏｘ公司。
抗β微管蛋白Ⅲ抗体、大鼠ｎｅｓｔｉｎ抗体、ＮＳＥ抗体、
ＧＦＡＰ购自 Ａｂｃａｍ公司。ａｎｔｉｐｈｏｓｐｈｏＡｋｔ抗体购
自ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。青霉素、链霉素

购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。ＥＣＬ检测试剂购自 Ａｍｅｒｓｈａ
公司。显微图像 ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ２．０软件包购自
ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司。解剖显微镜、激光共聚焦
倒置荧光显微镜购自Ｌｅｉｃａ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　酒精消毒后断颈处死２４ｈ新生
鼠，超净工作台内，解剖显微镜下，无菌操作取脑腹

侧１０ｍｍ×１２ｍｍ×１５ｍｍ大小组织，剪碎后胰蛋白
酶分解，２００目尼龙网滤过离心 （１０００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ）处理，移液器吸头吹打细胞制成悬液稀释
（密度５×１０５／ｍｌ）加入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基
（含青霉素１００Ｕ／ｍｌ和链霉素１００ｍｇ／ｌ）后接种到
２５ｃｍ２Ｔ７５型号培养瓶培养。３７℃、５％ ＣＯ２及
９５％湿度条件，恒温培养箱环境下孵育细胞。每
７２ｈ换液，每６ｄ化学消化和轻柔机械吹打方法传
代１次。
１．２．２　细胞鉴定　传代细胞绘制生长曲线图。标
志物巢蛋白ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光检测，取第４代接种到
铺有多聚赖氨酸盖片培养２４ｈ，经多聚甲醛固定细
胞１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，血清蛋白封
闭，加入一抗（１∶４００）４℃过夜。恢复室温６０ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗加入二抗（１∶８００），室温下２ｈ，舍弃液体，
ＰＢＳ清洗３次后封片，倒置荧光显微镜观察摄影。
神经元特异性烯醇化酶ＮＳＥ和神经胶质细胞酸性
蛋白ＧＦＡＰ免疫组织化学检测。
１．２．３　ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ２．０软件分析　取 Ｐ４分化
细胞，胰蛋白酶分解消化，离心稀释５×１０５／ｍｌ后，
随机分壳聚糖对照组（壳聚糖１０ｇ／Ｌ＋培养液），ｂ
ＦＧＦ对照组（ｂＦＧＦ２０μｇ／Ｌ＋培养液），ｂＦＧＦ壳
聚糖缓释组（培养液 ＋壳聚糖 １０ｇ／Ｌ＋ｂＦＧＦ
２０μｇ／Ｌ）。培养４８ｈ镜下随机高倍视野观察和计
数细胞。神经突起出现即为计数细胞，突起的数目

和长度随着培养时间延长增加，显微图像 Ｉｍａｇｅ
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ｐｒｏＰｌｕｓ２．０软件采集图像后统计突起长度数值。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　细胞裂解后提取总蛋
白行免疫印迹检测，１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶进行电
泳，电泳分离后电转至硝酸纤维素膜。大鼠抗 β
微管蛋白Ⅲ抗体（１∶１００００），大鼠磷酸化 Ａｋｔ抗体
（１∶１００００）。
１．３　统计学方法

应用ＳＰＳＳ２２．０软件对相关实验数据进行统
计学分析。数据用 珋ｘ±ｓ表示，两组数据比较用
ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　神经干细胞与分化细胞
传代计数绘制细胞增殖生长曲线（图１），培养

２４ｈ即可形成椭圆形桑椹状的神经球，每个神经球
由４０～８０个分化细胞聚集形成（图２Ａ），神经干细
胞标志 Ｎｅｓｔｉｎ细胞质中表达，鲜亮红色荧光（图
２Ｄ）。培养液中加入胎牛血清和马血清２４ｈ见树
状突起形成和延伸（图２Ｂ），末端见微细分叉结构，
４８ｈ突起之间相互连接构筑网络状结构（图２Ｃ）。
免疫组织化学显示 ＮＳＥ在分化细胞中表达（图
２Ｅ），星形胶质细胞标志物 ＧＦＡＰ在细胞突起中表
达 （图２Ｆ）。

图１　细胞增殖曲线

　　注：Ａ．神经球形成（×１００）；Ｂ．２４ｈ细胞分化形成突

起（×１００）；Ｃ．４８ｈ神经元网络形成（×１００）；Ｄ．Ｎｅｓｔｉｎ

阳性细胞（ＳＡＢＣ法，×４００）；Ｅ．ＮＳＥ阳性细胞（ＳＡＢＣ法，

×４００）；Ｆ．ＧＦＡＰ阳性细胞（ＳＡＢＣ法，×４００）

图２　神经干细胞与分化细胞

２．２　各组神经元变化与情况
诱导４８ｈ后，壳聚糖对照组、ｂＦＧＦ对照组和

ｂＦＧＦ壳聚糖缓释组神经干细胞分化为神经元的
分化率分别为３８．５％、４２．６％和７０．８％，神经元突
起的长度分别为（７５±４）μｍ、（７７±１）μｍ和（１５０
±４）μｍ。见图３和图４。

注：Ａ．壳聚糖对照组；Ｂ．ｂＦＧＦ对照组；Ｃ．ｂＦＧＦ壳聚糖缓释组；

图３　诱导４８ｈ后各组神经元变化情况（ＳＡＢＣ法，×４００）

注：３组间比较，Ｆ＝５３．４８，Ｐ＜０．０５（神经元分化率）；
　３组间比较，Ｆ＝６２．２３，Ｐ＜０．０５（神经元突起长度）；
　 与壳聚糖对照组相比，Ｐ＜０．０５；

　 与ｂＦＧＦ对照组相比，Ｐ＜０．０５

图４　诱导４８ｈ后各组神经元变化情况

２．３　各组βⅢｔｕｂｕｌｉｎ水平变化
诱导作用４８ｈ后壳聚糖对照组、ｂＦＧＦ对照组

和ｂＦＧＦ壳聚糖缓释组神经元骨架蛋白βⅢｔｕｂｕ
ｌｉｎ分别为１．０±０．１、１．２±０．２和１．５±０．３，ｂＦＧＦ
壳聚糖缓释组与其他组相比，βⅢｔｕｂｕｌｉｎ表达增加
（Ｐ＜００５）。见图５。

　　注：３组间比较，Ｆ＝４３．６６，Ｐ＜０．０５；与壳聚糖组相
比，Ｐ＜０．０５；与ｂＦＧＦ组相比，Ｐ＜０．０５

图５　诱导４８ｈ后各组神经元骨架蛋白

βⅢｔｕｂｕｌｉｎ表达水平变化情况
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２．４　ｂＦＧＦ壳聚糖缓释处理后 Ａｋｔ磷酸化水平随
时间变化情况

与ｂＦＧＦ对照组相比，ｂＦＧＦ壳聚糖缓释组ｂ
ＦＧＦ壳聚糖缓释处理５、１５、３０ｍｉｎ后，Ａｋｔ磷酸化
水平明显升高 （Ｐ＜０．０５），且Ａｋｔ磷酸化水平随着
时间延长下降趋势明显。见图６。

注：与ｂＦＧＦ对照组比较，Ｐ＜０．０５

图６　ｂＦＧＦ壳聚糖缓释处理Ａｋｔ磷酸化水平
随时间发生变化情况

３　讨论

神经元变性死亡后，有望通过诱导其他神经前

体细胞的再生或移植干细胞参与组织修复，这一直

是神经干细胞领域研究的热点。神经干细胞移植

后面临的问题主要是所处微环境中各种炎症因子

的释放，严重干扰神经干细胞的增殖和分化，甚至

诱导细胞凋亡或者坏死，加之组织变性，胶质瘢痕

的形成，神经胶质细胞释放损伤性炎症因子，严重

干扰了神经元的修复和再生［１１］。近来相关研究显

示ｂＦＧＦ具有对抗损伤诱发的细胞凋亡作用，增
强各种类型神经元在体外的存活能力，促进轴突再

生和延长，还有利于横断的神经内血管再生［１２１３］。

ｂＦＧＦ参与细胞有丝分裂过程，在一定程度上可诱
导神经干细胞增殖和分化，阻止神经元损伤后细胞

凋亡，有利于神经元存活，为轴突再生和延伸修复

创造了条件，加之其诱导横断神经血管再生，因此

ｂＦＧＦ解决了神经细胞增殖、再生和血管形成问
题，一定范围浓度控制下 ｂＦＧＦ的修复损伤神经
效果显著［１４１６］。

壳聚糖是一种发展较快的医用高分子材料，具

有低免疫原性，降解可控性和多孔性等特点，为制

造缓蚀剂的良好材料之一，支持神经干细胞增殖分

化的多功能壳聚糖基支架，研究证实其所含的纤维

连接蛋白或纤维连接蛋白中所含的ＲＧＤ肽在促进
大鼠和人神经干细胞的黏附、存活和生长方面同样

有效［１７］。表皮生长因子与神经干细胞在壳聚糖环

境培养Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析和基因表达分析显示神经
干细胞的生长速度增加了３倍［１８］。基于以上研究

成果，本课题组用ｂＦＧＦ壳聚糖制成缓释剂，通过
ｂＦＧＦ持续释放作用，长时间维持有效浓度，保证
了体外神经干细胞分化信号的持续性。本文结果

表明经ｂＦＧＦ壳聚糖诱导后神经元的标志物 ＮＳＥ
蛋白表达增加，神经元分化率达７０．８％，伴有神经
突起形成增多，并与浓度呈正相关，神经元骨架蛋

白βⅢｔｕｂｕｌｉｎ表达增加，证实 ｂＦＧＦ壳聚制成的
缓释剂对神经干细胞分化的持续诱导作用，明显提

高神经元分化率。ｂＦＧＦ壳聚糖的缓释效果为神
经干细胞生长提供了优良的信号环境，进一步促进

其向神经元方向的分化，所分化的神经元结构较为

成熟，树突或轴突延伸明显，甚至可见类似突触的

结构形成。另外值得关注的是 ｂＦＧＦ壳聚糖缓释
处理后，与ｂＦＧＦ对照组相比，诱导分化５ｍｉｎ时检
测发现其对值较高，并且随时间推移 １５ｍｉｎ时和
３０ｍｉｎ时，其水平下降，提示 ｂＦＧＦ壳聚糖的缓释
诱导神经干细胞分化过程中涉及较为复杂的信号

调节过程，我们推测不同时间内的Ａｋｔ磷酸化水平
可能与神经干细胞分化速度相关，Ａｋｔ信号通道的
磷酸化修饰参与了神经干细胞向神经元分化过程

中分化速度的调节。

综上所述，ｂＦＧＦ壳聚糖缓释作用下对神经元
的分化起到重要调节作用，临床应用中可能根据不

同的损伤区域选择进行诱导不同种类的神经元和

神经胶质细胞，参与神经组织修复，期待达到精准

修复的目的。如何精确调节分化神经元的种类和

神经元与神经胶质细胞的比例成为下一步深入研

究的方向。总之本研究为胆碱能神经元、多巴胺能

神经元和少突胶质细胞等定向细胞分化信号途径

提供有益参考，为阿尔茨海默病、帕金森病、多发性

硬化症的干细胞治疗研究提供实验依据。
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