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诱导胚胎干细胞向神经细胞分化方法的研究与探讨
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摘 要: 胚胎干细胞(ES 细胞)是一种能够在体外进行不断自我史新，并具有多种分化潜能的细胞。胚

胎千细胞向神经细胞诱导分化的研究进展迅速，相关实验技术和理论也不断发展。 总结了近年来各国研究者

诱导小鼠和人胚胎干细胞向神经细胞分化的方法，分析了一些方法的原理并初步探讨其相关的分子机制，并

提出一些可行性新方法。 胚胎千细胞向神经细胞诱导分化因其体外的可操作性、来源的广泛性及质量可控性

将有可能成为临床上治疗神经系统疾病的有效方法。
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哺乳动物的胚胎干细胞(embryonic stem cells, ES 
细胞)研究近年来己取得了较大进展，人类胚胎干

细胞(hES 细胞)的研究起步较晚，但在无数哺乳动

物尤其是鼠类ES细胞的培养和诱导分化的方法上己

获得很多成功经验。

胚胎干细胞理论上可以分化为体内任何一种细

胞，体外大量繁殖可为细胞移植提供足够的来源，

因此利用 ES 细胞进行细胞移植的研究近年来己成为

研究热点，体外定向诱导干细胞分化为特异性细胞

或其前体，再植入受者体内，可达到修复损伤、 治

疗疾病的目的 。 神经系统一直被认为再生能力有

限， 尤其是成体神经元不再分裂， 这大大影响了神

经系统疾病患者的康复 ， 因此体外诱导 ES 细胞产

生神经细胞，以治疗神经系统疾病的研究更加有意

义 。 本文着重对各国学者体外诱导 ES 细胞产生神

经细胞的实验方法做一总结， 井初步探讨了其中的

分子机制。方法大致分为两大类: 基因外诱导

(epigenetic manipula ti on)和基因修饰(geneti c

methods) 。

1 基因外诱导
在基因外即细胞水平对 ES 细胞进行诱导分化，

包括使用特异性诱导剂、 序贯诱导法，还有目前尚

有争议的特殊诱导方法。 各种方式各有优势，其诱

最常用于诱导神经细胞分化的物质是维甲酸

(retinoic acid , RA) ， 它已被证实是一类促神经生

长因子，不仅对多潜能干细胞有神经诱导作用 ， 对

分化末期的神经前体细胞也有促进增殖、 成熟的作

用。它的优点在于只要向已开始分化的 ES 细胞培

养液中添加一定剂量的 RA[ I .2.3] ，甚至在未分化的

ES 细胞中直接添加 RA[4] ， 就可以获得大比例的神

经细胞，它所需时间短 、 成本低，是使用广泛的

神经诱导方式 。

由 Bain 等人川于 1995 年创立的"八日诱导程

序 "， 即" 4-/4+ 法 " 是最经典的 RA 诱导法 。 他

们将未分化的鼠 ES 细胞(mES)吹散，在悬液中培养

4 天形成拟胚体(embryoid body , EB)，再向培养液

中添加 0.5μmol/L 的全反式维甲酸(ATRA) ， 培养 4

天，观察到有 38% 的神经元样细胞。因 hES 细胞

与 mES 细胞生长周期、 体积不同，对诱导剂的剂

量反应也不同， Schuldiner 等人[2]研究表明，较高

浓度 RA(1μmol/L) ， 及较长的作用时间(21 天)能更

有效的诱导 hES 细胞产生神经元样细胞。 亦有报道

hES 细胞与高浓度 RA(1 0μmol/L)作用 4 天， 产生了

(87 士的%的 A2B5 或 PS-NCAM 阳性细胞[匀 。

RA诱导神经分化的机制是通过结合于 RA受体

RAR 、 RXR ， 后者与目 的基因的 DNA 结合域(RA

反应元件， RARE)结合 ， 激活神经相关基因井抑制
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激活 follistatin ， 抑制了 BMP ， 从而促进神经分化

的[7]: 用 BMP-4 处理 P19 细胞，阻断了 RA 诱导的

神经发育， 并检测到上皮细胞标志物 [ 8 ] 。

l.2 序贯诱导法

序贯诱导法是模仿体内胚胎细胞生长、分化环

境 ， 按 ES 细胞生长阶段逐步改变培养液成分 、 血

清浓度 ， 添加生长因子、神经营养因子等 ， 诱导

ES 细胞定向神经分化 。 该方法操作简单、细胞毒

性小 ， 而且产生的神经元纯度较高 。

1.2.1 经典 "五步法" Lee 等[9]使用"五步法"

诱导 mES 向神经细胞诱导分化: 第一步扩增未分化

的胚胎干细胞: 第二步去除促有丝分裂素或分化抑

制剂， ES 细胞开始分化，不贴壁悬浮生长 ， 逐渐

形成类似体内发育的胚体(EBs); 第三步去除生长因

子，选择巢蛋白 ( nes tin) 阳性细胞(即神经前体细

胞); 第 四步使用神经细胞培养液 ， 添加生长激

素、神经营养因子，扩增神经前体细胞: 第五步

利用促神经元存活因子(SPF)诱导并维持神经元成

熟 。 共耗时 31 天左右，得到 72% 神经元样细胞。

Zhang 等人将该方法用于人类胚胎干细胞，细胞在

无饲养层、 无血清、含有碱性成纤维细胞生长因子

(FGF-2)的神经细胞培养液(含多种神经营养因子)中

生长 8-10 天 ， 观察到有神经管样的玫瑰花形结构

(rosette)产生 ， 免疫荧光法证实其中 72%-84% 的细

胞为神经上皮细胞， 有( 96 ::!:: 0 . 6 )% 的细胞表达

nestin ， 这些神经前体细胞可自我增殖 ， 去除 FGF-

2 可进一步分化产生神经元(多为谷氨酸能神经元) 、

胶质细胞和少突胶质细胞[10] 。

生长激素如 FGF-2( bFGF ) 、表皮生长因子

(EGF)[ II ] ; 神经营养因子如膜岛素、转铁蛋白、晒

盐 、 纤连蛋 白 、 孕激素等均为神经发育必需的元

素 ， 可促神经分化[ 1 2 ， 13] 0 EB 中含有多个胚层的细

胞， 加入这些生长激素和神经营养因子就促进了 ES

细胞向神经细胞诱导分化。 但是生长激素对于 ES 细

胞的作用还不明确， Schuldiner 通过研究八种生长

因子对 hES 细胞的作用，得出大多数生长因子的诱

导分化作用是因为抑制了其他胚层的细胞生长，而

且没有一种生长因子能够诱导出一致、 单一的分化

细胞的结论[14] 。

1.2.2 直接分化 有报道让阻S 细胞在未更换的

饲养层细胞上高密度延长培养 3 周，细胞集落中没

有出现明显的拟胚体结构，在接下来的神经细胞培

养液中 hES 细胞能自发分化为神经样细胞， 经免疫

细胞化学法证实为原始神经上皮。 分离出的这些神

经前体细胞既可以在 EGF 、 bFGF 的作用下繁殖，

又能够自发进行分化， 表达成熟神经元的特异性抗

原[1 5 ] 0 Reubinoff 等人继续深入该实验，使用无血

清神经细胞培养液让 hES 细胞过度生长 ， 在细胞集

落中央获得了高纯度的原始神经上皮，通过进一步

诱导得到大量神经细胞，井成功移植入新生鼠的大

脑内，分化为各种神经细胞[ 1 6] 。

这种直接分化法的应用不仅免去了反复培养饲

养层细胞 ， 减少了换液、细胞传代的次数，并且

可产生高纯度的神经前体细胞，值得尝试并推广 。

只是其中涉及到的分子机制尚不清楚，与现有的神

经细胞分化理论相矛盾 ， 有假说认为是通过与

TGF-ß 相关的内定神经细胞分化模式起作用，还有

待于进一步研究证明 。

l. 3 其他诱导方法

1.3.1 基质细胞饲养层 尽管传统的拟胚体诱导

法被广泛使用，日本学者 Kawasaki 认为 由于拟胚体

中含有三个胚层的细胞， 不利于分析和研究神经细

胞分化的调节;并且诱导剂能干扰神经形成的模式

和神经元的均一性[ 1 7 ] 。 为此他们尝试将 mES 细胞与

各种基质细胞共培养， 发现一种来自于颅骨骨髓的

基质细胞 PA6 与 ES 细胞共培养时， 92% 的克隆表

现 NCAM 阳性， 且多 巴肢能神经元较多。 这种结

构尚不清楚的诱导物质暂被命名为"基质细胞来源

的诱导活性(stromal cell-derived inducing activity , 

SDIA) "。 亦有报道将 mES 细胞与人类肝癌细胞系

HepG2、或其制成的条件培养液 MEDII 共培养，有

9 1. 33% 的 ES 细胞无需 EBs 形成，也不经筛选直接

分化成神经元[1 8 ] 。 以上方法无疑为神经元的诱导 ，

尤其是用于治疗的某一种神经元的富集提供了一个

更简洁更有效的方法 。

1.3.2 神经分化内定模式(default model) 在对脊

椎动物神经发育的研究中 ， 学者们发现外胚层细胞

可在无外界信号诱导下白发分化为神经细胞，因此

提出了"神经分化内定模式 "[19] 。 不少实验证实体

外培养的未分化ES细胞在无外源性刺激因子的作用

下也能自发分化为神经细胞[2031] ， 当去除神经抑制

因子，包括细胞内各种抑制神经分化的信号传导

(如内源性生长因子)和细胞间相互抑制作用，未分

化的 ES 细胞就会自发向神经细胞分化 。

一个突出的例子来自于 Tropepe 等人的实验[2汀，

他们发现低密度、无血清、 无饲养层细胞的 mES 细
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胞培养 7 天后有 0. 2% 左右可聚集形成神经球

(neurosphere) ，井进一步自发分化为神经细胞。虽

然有 70% 左右的细胞在 24 小时内死亡，但存活的细

胞中有 82% 表达神经标志物 nestin，该结果有力的证

实了分散培养的 mES 细胞的确自发向神经细胞分

化。然而诱导 hES 细胞向神经细胞诱导分化的实验

却显示高密度延时培养有利于产生神经细胞肘， 1旬，而

且细胞的死亡率并不高。 这种差异可能是因为人、

鼠之间的种属差异 ， 对外界剌激的反应不同、信号

传导的通路不同等 : 还有一种可能的解释 : 细胞密

度并不决定细胞的分化方向，而培养条件(均为低营

养，内源性生长因子可能耗尽)才具有决定作用 。

"神经分化内定模式"理论认为 TGF-ß 超家

族， 包括 TGFß 家族、 BMP 家族、 活化素(activin )

等信号分子有抑制神经分化的作用 。 在神经分化过

程中，可检测到 BMP、 TGF等基因的表达下调[7， 14] 。

神经发育早期 ， BMPs 作为表皮细胞诱导因子，通

过细胞表面丝/苏氨酸受体激活 Smad 蛋白，后者进

入核内，抑制 bHLH 转录因子(包括 Mashl 、 Ma出1 、

Ngn1/2 、 NeuroD 等)的活性来调节下游基因表达，从

而抑制神经分化[20] 0 Fin1ey 等人实验证实， BMP-4 可

抑制神经分化 ， 在用 BMP-4 处理过的 mES 细胞集

落中，神经元的数量减少了 5-10 倍，并可观察到

早期中胚层基因的表达[22]; BMPs 的拮抗剂 noggin 、

follistatin 、 chordin 、 Cerberus 等可抑制其作用 ， 均

可促进 ES 细胞向神经细胞分化。进一步研究"神

经分化内定模式"所涉及的分子机制， 清楚不同发

育阶段的 hES 细胞对信号分子的适应性是很有必要

的，它能作为一种体外模型帮助人们了解神经发育

的过程。

2 基因修饰
基因修饰己被应用于对哺乳动物ES细胞的定向

诱导，它是研究干细胞分化或增殖机理的重要手段

之一， 然而基因修饰不仅涉及到伦理问题，还有更

令人担心的致癌性、不稳定性及其他不可预见的危

险性。如今通过众多学者的努力， 基因治疗 、 基

因修饰己不再是不可触及的禁地，许多成功的例子

已证明了它的可行性 。

2. 1 转染与选择

将一个神经特异性基因转染入 ES 细胞，再通

过筛选报告基因或标志基因，即可得到高纯度的神

经细胞。 Nestin 是一种较常用的神经前体细胞标志

蛋白，将它与报告基因增强型绿色荧光蛋白 (EGFP)

共同转染入rnES ， 经过筛选纯化神经前体细胞，将

它们植入鼠体内， 可在体内外监测这些神经前体细

胞向神经元、胶质细胞的分化情况[23] 0 Sox2 作为

一个 SRY 相关的转录因子表达于早期神经峭细胞，

当它与 自neo 重组入 rnES 细胞并经 G418 筛选后，得

到了高纯度的神经前体细胞(>90%)[24] 。 因 ES 细胞

体外操作的简易性 ， 这一方法可大量提供高纯度的

神经前体细胞，进一步用于科研或移植应用。

2.2 强制分化(基因过度表达)

向 ES 细胞导入一段增殖基因 (propagating

gene) ，使其过度表达， 从而实现 ES 细胞的定向分

化。 将促多巴胶能神经元生成的转录因子 Nurr1 通

过质粒稳定转入rnES 细胞系， 建立Nurrl ES 细胞系，

再经过五步法序贯诱导，得到 50% 多巴肢能神经

元 ， 为治疗帕金森氏症提供了大量细胞来源[川。

随着对人类神经发育分子机制的逐渐了解， 越

来越多参与神经生发的基因可得到定位，这将为转

染干细胞的研究提供更准确、 有效的靶基因信息。

尽管目前人类基因修饰研究尚未证明其有害 ， 但我

们不得不正视它可能带来的隐患:由于基因修饰导

致的基因组不稳定，介入基因可能引起的不明下游

基因异常表达，这些都不能通过短期实验得到验

证，因此这一方法的大量开展还有待于我们更清楚

地了解各基因间的影响和作用 。

3 结语
胚胎干细胞研究虽起步较晚但进展迅速，通过

哺乳动物尤其是 rnES 细胞的神经诱导实验为 hES 细

胞分化研究提供了大量经验， 使人们能够快速、方

便的直接进行细胞诱导，为进一步的临床应用提高

了可能性 。 但 hES 细胞与 mES 细胞生长周期、体

积大小不同，对诱导剂的剂量、 作用时间反应也不

同，特别是各种信号分子所激活的通路也不尽相

同 ， 各种适用于 rnES 细胞的诱导方法均需要逐一试

用于 hES 细胞，以检测其可行性。我们仍应继续进

行哺乳动物实验，不断为 hES 细胞培养及诱导方法

提供新的方案、新的理论:同时也要对诱导的 hES

细胞进行严格鉴定及体内实验，使其能够尽早进入

临床，为患者带来福音 。
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The Study of Methods Used in Neural Induction of Emb巧ronic Stem Cells 

GU Wen Jia, PANG xi N ing* 

( Department of Developmental Biology, Key Laboratory of Cell Biology, Ministry of Public Health of China, China 

Medical Uniνersity， Shenyang 110001, China ) 

Abstract: Embryonic stem cells (ES cells ) are pluripotent cells which have a unique capacity to renew 

the m selves and to give rise to various types of cells. So much progress was made to d ate on the study of neural 

induction of the embryonic stem cells, and relative laboratory techniques and theories were also established gradually. 

This review concentrated on the methods that researchers used in the directed induction of ES cells to neural cells, 

and analysed the mechanism and relative theories of some of the methods, then gave out some practical methods . 

E S cells that can proliferate indefinitely and be easily genetically operated may be a particularly effective donor cells 

for therapies of neurological dise ase s. 

Key words: embryo nic s t em cells; induct ion; neural cells 
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