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神经干细胞的分化影响其对肝细胞生长因子的

趋化性迁移
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摘要      神经干细胞(neural stem cells, NSCs)的定向迁移对神经系统发育和损伤后修复至关重

要, 但NSCs的定向迁移与NSCs的分化之间的关系鲜有研究。该研究以此为切入点, 以肝细胞生长

因子(hepatocyte growth factor, HGF)为趋化因子, 神经干细胞系C17.2为研究对象, 首先, 建立了不同

分化阶段的NSCs(分别分化0, 12, 24, 72 h)的分化模型; 其次, 运用Boyden chamber和Dunn chamber
研究了不同分化状态下的NSCs对HGF的趋化性迁移。Boyden chamber结果显示: 下室加入HGF后, 
分化12, 24 h的NSCs迁移至膜下方的细胞数目显著高于分化0, 72 h的NSCs; Dunn chamber结果显示: 
分化12, 24 h的NSCs迁移效率显著高于分化0, 72 h的NSCs。这些结果表明, NSCs的分化影响其对

HGF的趋化性迁移, 为在临床上更有效地利用NSCs治疗各种神经系统退行性疾病提供了理论依据。
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神经干细胞(neural stem cells, NSCs)的定向迁

移在哺乳动物神经系统的发育和损伤修复中至关重

要[1-4]。许多神经系统退行性疾病的发生都与NSCs
定向迁移能力的缺陷有关[5]。越来越多的研究表明, 
无论是内源的还是外源移植的NSCs都能通过趋化

性迁移到达脑损伤的特定区域[2,6-7]。而这些经过长

距离迁移至体内特定病理区域的NSCs可以通过定

向分化取代损伤区域的细胞发挥功能, 也可以通过

旁分泌各种营养因子来改善损伤区域的微环境, 进
而促进损伤区域的功能修复[4,8]。NSCs的这种趋化

性迁移能力为神经系统的损伤修复带来了希望, 但
是NSCs在体内的定向迁移是个复杂而精准的调控

过程, 很多具体的调控机理还不为人所知, 尤其是

NSCs的分化状态对其趋化性迁移行为的影响鲜有

报道。

神经系统损伤区域分泌的各种因子对NSCs定
向迁移的诱导作用已被证实[9-12], 肝细胞因子(hepa-
tocyte growth factor, HGF)是其中重要的一种[13]。

研究表明, HGF在体内的表达具有显著的时空差异

性[14], 对神经系统的发育起着重要的作用。同时体

外迁移实验表明, 与胶质瘤等损伤区域分泌的其它

相关因子相比, HGF对未分化状态的NSCs趋化性迁

移的诱导作用最强[13]。因此, 我们选择了HGF作为

趋化因子来研究不同分化状态下NSCs的趋化性迁

移行为。

为获得不同分化状态下的NSCs, 我们选择目

前在体内外普遍应用的神经干细胞系C17.2作为研

究对象。C17.2是一种来源于新生小鼠小脑的外颗

粒层永生化的NSCs[1], 并在体内外实验中均表现出

与原代培养NSCs相似的多分化潜能和定向迁移能

力[15]。更重要的是, 体内移植实验表明: C17.2细胞

能够在动物体内长期增殖和分化而不会形成肿瘤[1], 
表明C17.2是研究NSCs迁移、分化和细胞替代疗法

治疗神经疾病的良好模型和载体。因此, 我们首先

利用C17.2在体外成功建立了不同分化阶段的NSCs
的分化模型, 然后利用HGF作为趋化诱导因子研究

了NSCs的分化与其定向迁移之间的关系, 为以后利

用NSCs治疗相关退行性神经系统疾病提供了理论

依据。

1   材料与方法
1.1  实验材料

H-DMEM培养基、DMEM/F12培养基、胎牛血

清(fatal calf serum, FCS)、马血清(horse serum, HS)、
N2均购自Gibco公司; 胰蛋白酶(Trypsin)、EDTA、多
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聚赖氨酸(poly-L-lysine, PLL)、 单克隆鼠抗nestin、
单克隆鼠抗β-III tubulin均购自Sigma公司; FITC标记

的山羊抗小鼠二抗购自Proteintech公司; L-谷氨酰胺

购自上海生工生物工程技术服务有限公司; 肝细胞

生长因子(HGF)购自Peprptech In公司; 35 mm培养皿

和细胞培养瓶购自Coring costar公司。C17.2神经干

细胞系由美国Evan Y. Snyder教授馈赠。

Boyden Chemotaxis Chamber购自Neuro Prob公
司; Dunn chamber购自英国Hawksley公司; 倒置相差

显微镜购自日本Olympus公司; CO2培养箱购自香

港Heal Force公司; 恒温离心机购自法国Jouan公司; 
AF-6000活细胞工作站购自德国Leica公司。

1.2  实验方法

1.2.1    C17.2细胞的培养和诱导分化        将未分化

状态的C17.2细胞培养在含有10% FCS和5% HS的
H-DMEM中以维持细胞正常的生长, 当细胞汇合度

达到90%左右的时候进行传代培养。

传代方法: 倒掉培养皿中原有的培养基, 用预

热的PBS轻轻清洗两遍以去除残留下来的培养基, 
加入2 mL 0.05%胰蛋白酶消化液, 置于显微镜下观

察, 当细胞胞体回缩即将脱落时吸掉胰蛋白酶消化

液, 轻轻敲打培养皿底部以促进细胞脱落, 然后加入

1 mL含有血清的完全生长培养基重悬细胞, 将重悬

的细胞按比例转移至预先加有完全生长培养基的新

培养皿中, 置于37 °C、5% CO2培养箱中培养。

待细胞汇合度达到70%~80%时可按照1:2~1:10
不等的比例再次进行传代, 最大传代比例不超过

1:10。
当C17.2细胞长到50%的时候, 将完全生长培

养基更换为无血清诱导分化的培养基(DMEM/F12+ 
N2)[16], 然后分别取诱导分化0, 12, 24, 72 h的细胞进

行免疫荧光染色鉴定。

1.2.2    免疫化学检测        将诱导培养获得的不同分

化状态下的NSCs用4%多聚甲醛固定15 min, PBS洗
涤两次, 0.01% Triton X-100透化40 min, 2% BSA封

闭1 h, 分别孵育单克隆鼠抗nestin和单克隆鼠抗β-III 
tubulin一抗, 4 ºC过夜, PBS漂洗3次, 每次5 min; 分
别加入相应的二抗, 室温孵育45 min, PBS漂洗3次, 
每次5 min; 加入1 μmol/L Hoechst 33258室温孵育 
5 min, PBS漂洗2次, 最后用50%缓冲甘油(PBS配置)
封片, 荧光显微镜下观察阳性细胞情况。

1.2.3    细胞迁移的Boyden chamber实验        为分析

NSCs的趋化性迁移, 我们利用Boyden chamber在群

体水平上检测不同分化阶段NSCs的迁移能力。Boy-
den chamber下室加入含有25 ng/mL HGF的无血清

培养基, 每孔30 μL。将预先用PLL包被过的多聚碳

酸酯膜在左上角剪一个缺口做标记后, 盖住Boyden 
chamber下室的48孔, 分别盖上软塑片和硬塑片, 拧
紧螺帽。取生长汇合度达到90%左右的C17.2细胞

进行消化, 用无血清诱导分化培养基将消化的细胞

制备成8×105/mL的单细胞悬液, 50 μL单细胞悬液接

种在Boyden chamber的上室。将含有细胞的Boyden 
chamber置于预先准备的铝盒内, 于培养箱内培养

4 h后取出, 松开螺帽, 取出膜。用刀片将膜面靠近

Boyden chamber上室的未迁移的细胞刮掉, 于PBS缓
冲液中漂洗2次。将通过膜孔迁移至膜下面的细胞

于4%多聚甲醛中固定30 min, 然后置于5%结晶紫中

染色15 min, 一级水漂洗后, 倒置相差显微镜拍照。

利用NIH Image J软件统计发生趋化性迁移至膜下的

细胞数目。

1.2.4    细胞迁移的Dunn chamber实验        为了直接

观察和记录细胞分化状态与HGF诱导的细胞迁移

之间的关系, 我们采用Dunn chamber装置和延时动

态视频来研究HGF诱导的不同分化状态下C17.2细
胞在定向迁移过程中迁移速度和迁移效率所发生

的变化。利用添加在Dunn chamber外槽中的趋化物

能够快速扩散至内槽并且在两者之间的桥面上形成

持续的、稳定的浓度梯度, 我们能够很直接地观察

到细胞在浓度梯度桥面上的迁移轨迹。再通过软件

分析细胞的迁移速度和迁移效率(forward migration 
index, FMI), 可以探讨细胞的分化状态对细胞迁移

行为具体指标的影响[17]。FMI为细胞迁移终点垂直

于x轴的距离(y4)与细胞迁移总距离(L1+L2+L3+L4)的
比值, 它反映了细胞迁移持续性的高低, FMI值越大

表明细胞迁移持续性越高。

在Dunn chamber的内槽中加入诱导分化培养

基, 然后将长有C17.2细胞的盖玻片的细胞面朝下盖

在桥的正上方, 并使盖玻片的一端盖住桥而不盖住

外槽, 凡士林封住盖玻片的三面, 用吸水纸吸出外槽

的液体后加入含50 ng/mL HGF的无血清诱导分化培

养基, 凡士林封口。使用Leica AF 6000活细胞工作

站对桥上细胞的迁移行为进行跟踪观察, 每隔5 min
拍摄一次, 持续跟踪观察4 h(图3B)。由NIH Image J
软件分析得出单个细胞的迁移轨迹(图3C)。
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1.2.5    统计学分析        采用独立性t检验对实验数

据的差异性进行统计处理。实验数据以均数±标准

误(means±SEM)表示。P<0.05认为有显著性差异。

2   结果
2.1  不同分化状态下的C17.2 NSCs的培养和鉴定

未分化状态的NSCs(分化0 h)在含血清完全培

养基中生长时形态不规则, 呈扁平样, 胞体饱满、边

缘呈多极形态(图1A), 几乎所有的细胞对nestin呈免

疫阳性(图1C); 对终端分化细胞表面标记蛋白β-III 
tubulin(神经元表面标记蛋白)、A2B5(少突胶质细

胞表面标记蛋白)和GFAP(星形胶质细胞表面标记

蛋白)都呈免疫阴性(结果未显示)。当更换为含有

N2的无血清诱导分化培养基培养时, 细胞形态发生

明显变化, 诱导分化72 h时, 类似神经元轴突的突起

在部分细胞的胞体以两极或三极形式出现(图1B), 

免疫荧光鉴定少数细胞呈β-III tubulin阳性(图1E), 

大部分细胞仍然表现出nestin阳性(图1D), GFAP和

A2B5呈免疫阴性(结果未显示)。
2.2  NSCs的分化影响其对HGF的趋化性迁移

Boyden chamber结果表明, 分化12, 24 h的NSCs

迁移至膜下的细胞数目显著高于未分化和分化72 h

的NSCs, 分化72 h的细胞迁移至膜下的数目最少。

虽然分化12 h的NSCs向HGF定向迁移至膜下的细胞

数目明显高于分化24 h的NSCs, 但二者之间没有显

著性的统计学差异(图2)。
2.3  分化12, 24 h的NSCs具有更有效的FMI

Boyden chamber实验结果表明, NSCs对HGF的定

向迁移与细胞的分化状态之间存在紧密联系, 我们进

一步采用延时动态视频和Dunn chamber来直接观察

不同分化状态下个体NSCs在HGF浓度梯度存在情况

下迁移行为的变化(图3)。结果表明, NSCs一旦开始

分化, 细胞的迁移速度就表现出显著性下降, 但是分

化细胞之间的迁移速度没有显著性的差异(图4A); 同
时, 分化12, 24 h的NSCs的FMI显著高于分化0, 72 h的
NSCs, 并且在分化12 h时细胞的FMI最高(图4B)。

当细胞生长的汇合度达到50%时, 将含血清的完全生长培养基更换为无血清的诱导分化培养基继续培养, 利用相差显微镜以及免疫荧光来观察

和鉴定诱导分化0, 12, 24, 72 h的C17.2。A: 分化0 h的C17.2细胞形态; B: 分化72 h的C17.2细胞形态; C: 分化0 h的C17.2细胞的nestin免疫荧光; D: 
分化72 h的C17.2细胞的nestin免疫荧光; E: 分化72 h的C17.2细胞β-III tubulin免疫荧光。蓝色(Hoechst 33258)代表细胞核。标尺=50 μm。

The C17.2 cells were cultured in serum medium, then switched to induction medium when cells reached approximately 50% confluence. Cells were de-
tected at 0, 12, 24, 72 h upon differentiation by contrast phase microscope and the immunofluorescence. A: the phenotype of cells with 0 h differentia-
tion; B: the phenotype of cells with 72 h differentiation; C: cells immunopositive for nestin at 0 h differentiation; D: cells immunopositive for nestin at 
72 h differentiation; E: cells immunopositive for β-III tubulin at 72 h differentiation. The blue (Hoechst 33258) represents the nucleus. Bar=50 μm.

图1　不同分化状态的C17.2细胞形态观察和细胞表型鉴定

Fig.1　The phenotype and immunocytochemical characterization of undifferentiated and differentiating NSCs in culture
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在Boyden chamber下室中加入25 ng/mL HGF时, 不同分化状态下C17.2细胞发生群体趋化性迁移的数目发生变化。未分化状态的C17.2在没有

HGF诱导时发生迁移的细胞数目作为对照组, 设为1。数据的获得经过至少3次相互独立平行的重复实验。*P<0.05, 分化0 h的细胞发生趋化性

迁移的数目与分化12, 24, 72 h的细胞发生趋化性迁移的数目比较; #P<0.05。
Cell migration was determined in the Boyden chamber after seeding cells under different differentiation states in the upper chamber. The inserts were 
assembled with the lower chamber filled with induction medium containing 25 ng/mL HGF. Values are expressed as a percentage of control value, i.e. 
the migration of undifferentiated cells without HGF was 1. Data represent the means±SEM from at least three independent experiments. *P<0.05, cells 
of 0 h differentiation compared with transfilter migration of NSCs of 12, 24, 72 h differentiation show a significant difference in the number of migrated 
cells; #P<0.05.

图2　HGF诱导的不同分化状态下的NSCs的群体性趋化迁移

Fig.2　Transfilter migration of NSCs under different differentiation states toward HGF

A: Dunn chamber示意图(右侧是左侧Dunn chamber中桥上单个细胞在浓度梯度存在时迁移轨迹的放大模式图)。图中正方形代表的是盖在Dunn 
chamber上方的盖玻片。细胞迁移的起始位点定位于坐标体系的(0,0), HGF作为诱导因子加在外槽中。y轴代表浓度梯度的方向, y4代表细胞迁

移终点垂直于x轴的距离, L1+L2+L3+L4代表细胞迁移过程的总距离, FMI=y4/(L1+L2+L3+L4); B: 分化24 h的细胞在Dunn chamber中位于桥上发生

趋化性迁移的相差图, 黑色箭头所指的方向代表外槽, 即50 ng/mL HGF形成的浓度梯度方向; C: 未分化状态的C17.2细胞在HGF浓度梯度存在

的情况下, 经软件分析处理后, 发生趋化性迁移时的细胞迁移轨迹示意图。

A: schematic representation of Dunn chamber (top view) with the overlying coverslip (the square in the model), showing the position of the inner well, bridge, 
and outer well. A model of high-power magnification of cell migration trace on the bridge in Dunn chamber, the starting point for each cell is the intersection 
between the x and y axes (0,0), and the source of HGF is in the outer well. y4 represents the most direct distance the cell progressed toward the gradient source (the 
outer well of the Dunn chamber), L1+L2+L3+L4 represents the cells’ total path length. FMI= y4/(L1+L2+L3+L4); B: cells of 24 h differentiation over the annular 
bridge between the inner and outer well of the chamber can be observed under phase-contrast optics. Black arrow indicates the direction of the outer well of 
the Dunn chamber. Cell migration was recorded continuously by time-lapse frame grabbing. Chemotaxis was tested by placing 50 ng/mL HGF in the 
outer well; C: migration tracks of four representative undifferentiated C17.2 in the presence of HGF concentration gradient.

图3　Dunn chamber和细胞趋化迁移示意图

Fig.3　The model of Dunn chamber and migration tracks of representative cells
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3   讨论
NSCs具有自我更新和多向分化潜能[18], 能够经

过长距离迁移至特定部位后通过特异性分化或分泌

多种神经营养因子来维持和改善受损神经系统的功

能[8,15]。因此, 移植的细胞能否高效迁移至体内特定

部位是影响NSCs功能发挥和移植治疗效果的关键。

然而, NSCs定向迁移参与的神经系统发育和损伤后

修复是个复杂的过程, 迁移过程中体内微环境的改变

和各种炎症以及生长因子等极易诱导在迁移过程中

的NSCs的分化[19], 而细胞状态的分化无疑会引起细

胞迁移行为的改变进而影响其功能的发挥。因此, 越
来越多的人关注到细胞分化与细胞迁移之间的关系。

本研究采用国内外普遍接受与使用的神经干

细胞系C17.2来进行诱导分化, 以获得的不同分化状

态的NSCs作为研究对象, 以HGF作为趋化诱导因子, 
从群体迁移行为和个体迁移行为两个层次研究了不

同分化状态下NSCs对HGF的趋化性迁移。发现分

化12, 24 h的NSCs与未分化状态和分化72 h的NSCs
相比, 对HGF表现出更强的群体迁移行为和更有效

的FMI, 尤其是分化12 h的细胞群体迁移和FMI更是

显著高于其它分化状态下的细胞。上述结果为进一

步研究其它不同趋化因子对不同分化状态下NSCs
的趋化性迁移提供了良好的研究模型, 同时为解决

临床上移植未知分化状态的NSCs而产生的个体疗

效差异性提供了实验基础, 为临床上选择性应用特

定分化状态的细胞提供了理论依据。

神经再生是一个涉及各种不同因素的复杂过

程, NSCs的增殖、对周围环境中存在因子的敏感性、

细胞向损伤部位的迁移效率以及迁移到损伤部位的

NSCs分化出的细胞能否有效参与该部位的细胞构

筑等都会影响神经系统损伤后的修复[20]。NSCs在
体内的精确迁移对神经系统的发育、功能的正常发

挥以及神经损伤后的修复都是一个关键的过程, 但
是这个过程不可能只受到单一因素的影响。事实上, 
越来越多的研究表明, NSCs在体内的迁移是一个多

因素综合作用的结果, 很多因子在细胞的迁移中起

着重要作用。随着研究的不断深入, 各种生长因子

和炎症因子, 包括HGF、干细胞因子、基质细胞衍

生因子、白介素等, 在细胞迁移中的作用也越来越

得到更加深入细致的了解[7,13,21-23]。

体外研究为体内利用NSCs移植治疗脑损伤和

退行性神经系统疾病奠定了理论基础, 我们希望在

体外被证明的不同分化状态下的NSCs具有不同的

趋化性迁移能力在体内同样可以被重复, 进而通过

在体外诱导分化而得到具有高效迁移能力的移植细

胞来进行移植治疗, 以达到最佳的治疗效果。但是, 
在将这种处于特定分化时期的细胞应用到临床治疗

之前, 我们仍需要对这种特定分化状态的细胞的分

离鉴定、状态的维持以及调控这些细胞发生定向迁

移的分子和细胞机制进行更加广泛和深入细致的研

究。
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Differentiation of Neural Stem Cells Influences Their 
Chemotaxis toward HGF 

Wei Youhua, Liu Jing, Chen Yebing, Xu Xiaojing, Zhang Huanxiang*
(Jiangsu Key Laboratory of Stem Cell Research, Department of Cell Biology, Medical College of Soochow University, 

Suzhou 215123, China)

Abstract        Precise migration of NSCs is critically important for neurogenesis and repair in the nervous 
system. Although much effort has been devoted to the delineation of factors involved in the migration of NSCs, 
the relationship between the chemotactic response and the differentiation status of these cells, however, is not 
yet known. Previous studies have demonstrated that NSCs display a strong tropism for HGF, so we choose HGF 
as the chemoattractant. In the present study, using a neural stem cell line C17.2 cells, obtained NSCs at varying 
differentiation stages at first (cells of 0, 12, 24, 72 h differentiation), then used Boyden chamber and Dunn chamber 
to analyze the chemotactic migration of NSCs under different differentiation states in response to HGF. Boyden 
chamber results showed that the number of cells of 12, 24 h of differentiation migrated to HGF was significantly 
more than undifferentiated and 72 h of differentiation cells. The Dunn chamber results indicated that the forward 
migration index (FMI) was higher in both cells of 12, 24 h differentiation. These results illustrate that the response 
of NSCs to HGF varies widely depending on the differentiation states, thereby shedding light on optimization of the 
therapeutic potential of NSCs to be employed for neural regeneration after injury.
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