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RCMV感染星形胶质细胞对神经干细胞分化的影响
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摘要      探讨大鼠巨细胞病毒(rat cytomegalovirus, RCMV)感染大鼠星形胶质细胞后, 对神经

干细胞分化的影响。原代分离培养新生大鼠星形胶质细胞和胚胎海马神经干细胞, 将星形胶质细

胞感染RCMV后和神经干细胞在Transwell 24孔共培养体系下进行共培养, 同时设对照组; 用免疫

荧光染色等方法检测神经干细胞与感染RCMV的星形胶质细胞共培养后, 其分化细胞中神经元微

管相关蛋白(microtubule-associated protein 2, MAP2)和星形胶质细胞胶质纤维酸性蛋白(glial fibril-
lary acidic protein, GFAP)的表达。结果发现, 感染RCMV的星形胶质细胞与神经干细胞共培养时, 
神经干细胞分化减慢, 分化成的神经元和星形胶质细胞比率低于对照组, 提示星形胶质细胞感染

RCMV后可抑制神经干细胞的分化, 可能与RCMV影响星形胶质细胞合成和分泌各种营养因子, 干
扰了神经干细胞的分化进程有关。
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人巨细胞病毒(human cytomegalovirus, HCMV) 
感染在世界范围内普遍存在, 胎儿先天性感染易导

致以神经性损伤为主的严重并发症, 在新生儿中感

染率约为1%, 其中约有5%~10%在出生时可表现为

严重的神经性损伤如小头畸形、脑水肿等[1], 但受

种属特异性的限制, HCMV先天性感染致畸的机制

尚未进行深入研究。

大鼠巨细胞病毒(rat cytomegalovirus, RCMV)
与HCMV基因组具有较高同源性, 基因的转录和表

达都有一定时序性, 两者都具有相似的致病基因即

刻早期基因, 两者都通过胎盘垂直传播给胎儿, 感染

症状也非常相似[2-3], 由于大鼠神经系统的发育和分

化过程与人类高度相似, 胚胎取材方便、时间均一, 
且不涉及人类伦理学问题, 所以本研究拟通过探讨

大鼠胚胎星形胶质细胞(astrocyte, AS)感染RCMV后

对神经干细胞(neural stem cells, NSCs)分化的影响, 
进一步深入阐明RCMV对神经损伤的分子机制具有

重要意义, 并为后续研究中建立RCMV感染的在体

大鼠胚胎发育模型提供实验依据。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　RCMV病毒        取出冻存的RCMV Maas-
tricht株(由荷兰Maastricht大学医学中心医学微生物

学系Dr. C. A. Bruggeman分离并惠赠, 本室保存), 在
流动的自来水中迅速融化; 取处于对数生长期的大

鼠胚肺成纤维细胞, 加入200~300 μL病毒悬液, 于
37 ºC、5% CO2的恒温箱中培养, 待细胞病变至80%
以上时反复冻融细胞3次, 离心收取上清, 测定病毒

感染滴度, 分装并保存于–80 ºC冰箱备用。 
1.1.2　实验动物　　成年未经产雌性、雄性SD大

鼠10只, 体重(230±10) g, 购自本校动物中心, 常温环

境饲养。

1.1.3　主要试剂　　B27、bFGF、EGF等神经干细

胞培养因子购自美国GIBCO公司, 兔抗鼠Nestin、兔

抗鼠MAP2、兔抗鼠GFAP均购自美国Chemicon公
司, FITC-羊抗兔IgG购自美国Invitrogen公司。反转录

PCR(RT-PCR)检测所用引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成。大鼠巨细胞病毒即刻早期基因

1和2(IE1、IE2)的引物设计取自: GenBank: U62396.1。
IE1上游引物为: 5’-aca ttc taa aaa agc agc cg-3’, 下游引

物为: 5’-gtt ccc ata ctc tga tca gt-3’, 扩增产物长度为

485 bp; IE2上游引物与IE1上游引物相同, 下游引物为: 
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5’-tgt gtg cat tcg gag cca cg-3’,  扩增产物长度为620 bp; 
内参照为GAPDH, 上游引物为: 5’-ctc atg acc aca gtc 
cat gc-3’, 下游引物为: 5’-ttc agc tct ggg atg acc tt-3’, 扩
增产物长度为141 bp。
1.2  实验方法

1.2.1　星形胶质细胞的培养及鉴定        取新生1 d
的SD乳鼠脑皮质, 剪碎、消化、离心, 经3次差速离

心贴壁后, 接种于含10% FBS的高糖DMEM培养基

中, 37 ºC、5% CO2孵箱中培养7~9 d。待培养的细

胞70%~80%融合时, 将培养瓶置于恒温旋转摇床上

摇18 h后, 进行培养即得纯化的星形胶质细胞。

采用免疫荧光染色法, 用星形胶质细胞特异

性表达蛋白——胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary 
acidic protein, GFAP)标记星形胶质细胞, 对纯化获

得的星形胶质细胞进行鉴定。Hoechst33258对胞核

染色, 显微镜下观察, 随机选择10个不同的视野, 计
算GFAP阳性细胞的百分率并求平均值。星形胶质

细胞百分率为: [GFAP(+)细胞数/Hoechst33258(+)细
胞数]×100%。

1.2.2　原代神经干细胞的培养及鉴定        用眼科剪

轻轻剪碎13 d的鼠胚大脑皮层海马组织, 消化, 缓慢

吹打, 去除未消化的组织, 加入含有bFGF、EGF和
B27的生长培养基, 制成单细胞悬液, 以5×105/mL密
度接种入25 cm2培养瓶中, 置入37 ºC、5% CO2的培

养箱中培养、传代。

    NSCs的鉴定, 包括其标记蛋白nestin的检测和分

化功能的检测: 把培养的细胞球取出后接种于涂有

多聚赖氨酸的盖玻片上, 待细胞球贴壁后固定, 应用

免疫荧光染色技术检测nestin的表达。撤掉培养基

中的bFGF、EGF和B27, 以10%胎牛血清诱导神经

干细胞分化, 分化6 d后的细胞, 冷丙酮固定10 min, 
用免疫荧光染色检测神经元标记蛋白微管相关蛋白

2(microtubule-associated protein 2, MAP2)和星形胶

质细胞标记蛋白GFAP的表达, 并用Hoechst33258对
胞核染色。

1.2.3　星形胶质细胞中RCMV感染的建立        取处

于对数生长期的第3~4代星形胶质细胞, 加入RCMV 
(病毒感染复数MOI为5)的病毒悬液100 μL, 观察细

胞病变, 并于病毒感染后2 d和5 d, 用RT-PCR检测

病毒IE1和IE2基因的表达, 确定病毒感染的建立。

PCR的反应参数为: 94 ºC预变性5 min; 94 ºC变性

30 s, 55 ºC退火30 s, 72 ºC延伸30 s, 共30个循环; 最

后72 ºC延伸10 min。分别取3 μL的IE1和GAPDH扩

增产物混合上样, 取3 μL的IE2和GAPDH扩增产物

上样, 经1.5%琼脂糖凝胶电泳, 全自动凝胶成像分析

系统对凝胶成像并记录结果。

1.2.4　建立共培养体系, 研究RCMV对神经干细胞

分化的影响        使用Corning公司滤膜孔径为0.1 μm
的Transwell 24孔共培养体系, 将原代培养的神经干

细胞接种于下室, 添加含2% FBS的高糖DMEM培

养基; 将感染RCMV的星形胶质细胞接种于上室并

同时设对照组。由于滤膜孔径小于病毒颗粒孔径

(<0.1 μm), 病毒颗粒不会进入下室, 但培养液体可自

由通过, 由此可以建立感染RCMV的星形胶质细胞

与神经干细胞的共培养系统。

采用免疫荧光染色法, 检测分化细胞中神经元

标记蛋白MAP2和星形胶质细胞标记蛋白GFAP的
表达, Hoechst33258对胞核染色, 显微镜下观察, 随
机选择10个不同的视野, 计算MAP2和GFAP阳性细

胞的百分率并求平均值。神经元百分率: [MAP2(+)
细胞数/Hoechst33258(+)细胞数]×100%。星形胶质

细胞百分率: [GFAP(+)细胞数/Hoechst33258(+)细胞

数]×100%。

运用 SPSS12.0统计软件包, 各组MAP2和GFAP
阳性细胞的百分率对比采用卡方χ2检验进行统计分

析, P<0.05为差异具有显著性。

2   结果
2.1  星形胶质细胞的培养及结果鉴定

培养纯化的星形胶质细胞有两种, 一部分外观

扁平, 细胞体较大, 折光性好, 突起宽而扁, 似荷包蛋

样, 分支较少, 属于原浆型星形胶质细胞; 另一部分

细胞体较小, 呈椭圆形或多角形, 突起较多、细长并

有分支, 属于纤维性星形胶质细胞(图1)。
免疫荧光染色结果显示, 大多数细胞胞浆显示

绿色荧光, 即GFAP阳性。Hoechst33258染色后, 胞
核均呈蓝色荧光。显微镜下随机选择10个不同的视

野, 计算GFAP阳性细胞的百分率为96%。这证实我

们培养的细胞是纯度很高的星形胶质细胞(图2)。
2.2  神经干细胞的原代培养及结果鉴定 

大鼠13 d胚胎皮层海马分离的细胞培养7 d时, 
生长为数十个细胞到数百个细胞的克隆, 呈球形悬

浮生长, 形态规则, 折光性强, 将其传代后出现与原
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A: 100×; B: 200×.
图1　原代培养的星形胶质细胞

Fig.1　Primarily cultured astrocytes

原代培养的大鼠星形胶质细胞, 表达GFAP。
Rat astrocytes cultured primarily, expressing GFAP.

图2　星形胶质细胞免疫荧光染色(100×)
Fig.2　Immunofluorescent staining of astrocytes(100×)

A: 原代培养的神经球; B: 免疫荧光染色表现为nestin阳性。

A: primarily cultured nospheres; B: positive immunofluorescence nestin staining.
图3　原代培养的神经干细胞球及免疫荧光染色(200×)

Fig.3　Primarily cultured nospheres and the immunofluorescent staining(200×)

代培养相同的大量次代克隆(图3A)。
细胞球免疫荧光染色结果显示, 细胞胞浆着绿

色荧光, 即nestin表达阳性(图3B), 证明我们培养的

细胞球符合神经干细胞球的特点。分化6 d后, 部分

细胞呈MAP2阳性, 为神经元, 其胞浆呈绿色, 胞体

较小、突起长, 数量较少(图4); 部分细胞为GFAP阳
性细胞, 属于星形胶质细胞, 数量多, 胞浆呈绿色, 胞

体较大、突起粗而大(图4)。此结果表明我们培养的

细胞球具有分化成神经元和星形胶质细胞的能力, 
进一步证实其为神经干细胞。

2.3  RCMV感染星形胶质细胞的确定

RCMV感染星形胶质细胞5 d后, 出现典型的病

毒感染形态学改变: 胞体逐渐变圆、增大, 突起变

短减少甚至消失(图5)。在感染的第2 d和第5 d, RT-
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图5　感染RCMV 5 d后的星形胶质细胞(200×)
Fig.5　Astrocytes infected by RCMV at day 5(200×)

M: DL 2 000 marker; 1,2: RCMV感染胶质细胞第2, 5 d, 细胞中检测

到病毒基因IE1的表达; 3,4: RCMV感染胶质细胞第2, 5 d, 细胞中同

时检测到病毒基因IE2表达; 5-8: 对照组在相同时间点未检测到IE1
和IE2表达。 
M: DL 2 000 marker; lane 1 and 2: day 2, day 5 post RCMV infection, 
IE1 was detected from infected astrocytes; lane 3 and 4: day 2, day 5 
post RCMV infection, IE2 was detected from the same infected astro-
cytes; lane 5-8: at the same time points, no IE1 or IE2 was detected in 
the control groups.

图6　应用RT-PCR技术确定RCMV感染星形胶质细胞

Fig.6　Confirmation of the infection by RCMV to astrocytes 
by RT-PCR 

原代培养的神经干细胞诱导分化6 d后, 分化形成的神经元为MAP2阳性, 星形胶质细胞为GFAP阳性。

Six days post induction of differentiation in primary cultured NSCs, the MAP2-positive cells were neurons and GFAP-positive cells were defined as 
astrocytes.  

图4　神经元和星形胶质细胞免疫荧光染色(100×)
Fig.4　Immunofluorescent staining of neurons and astrocytes(100×)

PCR均检测到星形胶质细胞中病毒IE1基因和IE2基
因的表达, 确定病毒感染星形胶质细胞(图6)。
2.4  RCMV感染星形胶质细胞后对神经干细胞分

化的影响 
在Transwell 24孔共培养体系中, 对照组接种的

细胞2 h可见贴壁, 6 h后便见有细胞从细胞球中爬出, 
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A,B: 共培养24 h后, 对照组(A)比感染组(B)神经干细胞分化快, 100×; C,D: 共培养6 d后, 对照组神经干细胞基本分化完全(C), 感染组仍有一部分

细胞未分化(D), 200×。
A,B: co-cultured after 24 h, NSCs in the control group (A) differented faster than NSCs in infection group (B), 100×; C,D: 6 days post co-culture, NSCs 
in control group mostly differentiated (C) while part of the NSCs in infection group did not complete differentiation (D), 200×.

图7　Transwell 24孔共培养体系中神经干细胞的分化状态

Fig.7　NSCs differentiation in 24-well Transwell co-culture system

24 h即发现神经球周围有大量的细胞向外迁移, 其
突起向外呈放射状延伸(图7A)。6 d时神经干细胞球

基本分化完全, 这些细胞大小形态不一, 有的胞体较

小、突起细长并出现分支、折光性好, 为神经元样

细胞; 有的胞体较大, 细胞突起粗大、分支很多, 为
星形胶质细胞(图7C)。而感染组中的细胞球比对照

组中的细胞球贴壁生长慢, 24 h后才见细胞团块的

边缘向外长出突起(图7B)。至分化6 d时, 未分化细

胞仍然较多(图7D)。免疫荧光染色结果显示, 对照

组神经元和星形胶质细胞分化率分别为19.13%和

64.47%, 感染组分别为11.04%和56.66%, 感染组神

经元分化率和对照组相比, 差异显著(P<0.05, 图8)。

*P<0.05.
图8　Transwell 24孔共培养体系中神经干细胞的分化率

Fig.8　NSCs differentiation rate in 24-well Transwell co-
culture system

3   讨论
近期研究表明, 星形胶质细胞对中枢神经系

统的发育和功能成熟起重要作用[4]。星形胶质细

胞可以产生和分泌多种生物活性物质, 促进神经

干细胞向神经元分化[5-6]。在体内星形胶质细胞能

够合成分泌神经生长因子(NGF)、碱性成纤维细胞

生长因子(bFGF)、胰岛素样生长因子、IL-1、IL-6、
IL-3、γ干扰素、层黏连蛋白(laminin, LN)、纤连蛋

白(fibronectin, FN)、前列腺素等, 它们对维持神经

组织中各类细胞的生存、发育、再生及分化均有重

要作用, 并对神经干细胞的分化具有一定的调控作

用[7-8]。 
国内外许多学者的研究已经明确, 星形胶质细

胞是巨细胞病毒的完全容许细胞(能够使巨细胞病
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毒形成产毒性感染的细胞), 最易被病毒感染, 其星

形胶质细胞感染可以抑制神经干细胞向神经元和星

形胶质细胞分化并诱导感染细胞凋亡[9-12]。但是其

抑制分化的机制是什么呢？是病毒感染星形胶质细

胞后, 影响了星形胶质细胞生物活性物质的合成和

分泌, 从而间接导致神经干细胞的分化异常, 最终导

致神经系统的损伤呢(①) ？还是星形胶质细胞内产

生了子代病毒, 病毒感染神经干细胞, 直接影响其分

化(②) ？这些问题目前还未见明确报道。

本课题组首先对问题①进行了初步研究: 将感

染RCMV后的星形胶质细胞和神经干细胞在Tran-
swell 24孔共培养体系下进行共培养, 观察神经干细

胞的分化状况。感染RCMV后的星形胶质细胞和正

常神经干细胞分别位于Transwell共培养体系上下室

内, 由于上下室之间的滤膜孔径小于病毒颗粒孔径, 
病毒颗粒不会进入下室直接感染神经干细胞, 但培

养液体及星形胶质细胞分泌的生物活性物质可自由

通过。2% FBS的高糖DMEM培养基既是星形胶质

细胞培养基, 又是神经干细胞的分化培养基, 因此, 
以上体系可以很好地研究感染RCMV后的星形胶质

细胞对神经干细胞分化的影响。

本实验结果发现, 与感染RCMV的星形胶质细

胞共培养的神经干细胞球贴壁较慢, 神经干细胞分

化也明显慢于对照组。对照组共培养6 h后神经干

细胞球周围就有细胞爬出, 6 d后神经干细胞分化成

典型的神经元和星形胶质细胞, 并交织成网状。感

染组共培养24 h后才见细胞球周围有细胞爬出。6 d
后神经干细胞分化成的神经元和星形胶质细胞数量

少于对照组。光镜下观察到若干胞体较小、立体感

强、边缘光滑的神经元样细胞, 这类细胞的数量对

照组较感染组要多, 细胞的状态也更具生命力。免

疫荧光染色结果显示, 感染组分化细胞中神经元和

星形胶质细胞的百分率低于对照组, 尤其是神经元

明显低于对照组, 这与最新文献报道一致[13], 这或许

是胚胎感染巨细胞病毒, 导致神经性损伤如小头畸

形、脑水肿等的原因之一。

巨细胞病毒是先天性感染及致胎儿发育畸形

的最主要的原因之一[14], 但其致畸的确切机制并不

明了。作为一种嗜神经病毒, 巨细胞病毒可以感染

多种神经细胞, 但是以星形胶质细胞最为易感[1]。巨

细胞病毒感染细胞后, 其基因表达呈一定的时序性, 
病毒即刻早期基因(IE1/IE2)最先被宿主细胞因子激

活并最早表达, 其mRNA在病毒感染后2 d即可被检

测到, 并可维持较长时段。因此, 检测IE1/IE2基因是

判断RCMV感染细胞的有效手段[15]。本研究将星形

胶质细胞感染RCMV后和神经干细胞在Transwell 24
孔共培养体系下进行共培养, 研究神经干细胞的分

化状况。结果发现, 巨细胞病毒感染星形胶质细胞

后, 会明显影响神经干细胞的分化。因此推测在胚

胎发育期, 巨细胞病毒可能通过感染星形胶质细胞, 
影响了胶质细胞的细胞周期, 干扰了星形胶质细胞

生物活性物质的合成和释放, 使神经干细胞分化受

阻, 不能在胚胎发育阶段形成足够多的或比率正常

的神经元和星形胶质细胞, 从而引起胚胎期脑组织

结构和生理功能出现异常, 导致神经损伤或畸形发

生。巨细胞病毒感染星形胶质细胞后影响神经干细

胞分化的具体机制是什么, 与哪一种类型的星形胶

质细胞分泌的哪些生物活性物质相关呢？这将是我

们课题组下一步深入研究的问题。
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The Effect of RCMV Infecting Astrocytes on Neural Stem Cells Differentiation

Sun Xiuning1, Shi Lihong2, Liang Ruiwen1, Liu Zhijun3*, Li Ruifang1, Guan Yingjun4 , Yu Li4, Guan Zhiyu1

(1Department of Parasitology, Weifang Medical University, Weifang 261053, China; 2Department of Pharmacology, Weifang Medical 
University, Weifang 261053, China; 3Department of Microbiology, Weifang Medical University, Weifang 261053, China; 4Department 

of Histology and Embryology, Weifang Medical University, Weifang 261053, China)

Abstract        To investigate the effects of rat cytomegalovirus (RCMV) infected astrocytes on neural stem 
cells (NSCs) differentiation, the astrocytes and embryonic hippocampal neural stem cells were isolated and primary 
cultured from SD rats. NSCs were co-cultured with RCMV infected astrocytes in Transwell 24-well plate system 
with respective control groups. After NSCs were co-cultured with RCMV infected astrocytes, immunofluorescence 
staining was performed to study the expression of MAP2 and GFAP on neurons and astrocytes, respectively. The re-
sults showed that after co-culturing astrocytes with NSCs, the NSC differentiation slowed down and the differenti-
ated neurons to astrocytes ratio was lower compared with the control group, suggesting that astrocytes infected with 
RCMV can inhibit the differentiation of NSCs. The possible mechanism may be related with the nutritional factors 
secreted from astrocytes, but affected by RCMV infection and thus interfered the differentiation process of NSCs.
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