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与损伤神经细胞共育后小胶质细胞促进骨髓

间充质干细胞神经保护功能
罗晓光*葛春林任艳周进吴哲闰荣王秋爽张朝东

(中国医科大学附属第一医院神经内科，沈阳 110001)

摘要 采用原代细胞培养法培养骨髓间充质干细胞(BMMSCs)，以鼠小肢质细胞瘤细胞(BV2)

和鼠嗜络细胞瘤细胞(PCI2)细胞林分别代替小肢质细胞和神经细胞进行传代培养，应用转移筛网

进行BV2 与正常或损伤 PC12 的共育后，考察BV2对 BMMSCs 的神经保护作用的影响。结果发现

小肢质细胞(BV2)与损伤 PC12 共育后，能促进BMMSCs 的神经保护作用，后者的上清液能降低受

损 PC12 的凋亡率(35.9 :t 13.5)%，同对照纽(95.1 :t 26.6)% 相比差异有统计学意义(P<O.O日，且

BMMSCs 上清液中 bFGF升高达到(34.0 :t 10.0) pg/ml ， 同对照组(20.3 :t 7.1) pg/ml 相比二者差异

有统计学意义(P<0.05) 。

关键词 小胶质细胞;骨髓间充质干细胞;神经营养;共育

一直以来，人们普遍接受干细胞主要通过两种途

径修复损伤神经组织: (1)向具有生物学功能的特异性

神经元分化，替代损伤或死亡的神经细胞[11 0 (2)在微

环境诱导下分泌各种神经营养因子以支持受损神经

细胞的恢复[21。而微环境包括损伤或未损伤的神经

细胞、基质细胞、胶质细胞以及它们分泌的各种递

质。以小胶质细胞为代表的免疫系统由于其在神经

系统疾病中的活跃作用而成为损伤神经组织中干细

胞所处微环境的重要组成部分，其对于干细胞的神经

营养、支持功能有何种影响等问题尚无明确答案。

本研究以小胶质细胞为切入点，重点考察接受不同损

伤神经环境剌激的小胶质细胞对干细胞神经营养、

支持功能的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

胎牛血清和马血清(Gibco); DMEM培养液， 1640

培养液(Hyclone); 转移筛网(BD Falcon); 培养瓶

(Cost缸); CO2培养箱(NAPCO)，超净工作台(苏州);倒

置相差显微镜(Olympus， IX70); 光学显微镜(Olympus，

BX60); 荧光显微镜(Olympus， BH-2); 流式细胞仪(BD

Falcon); 激光共聚焦扫描显微镜(Leica， TGS SPII); 双

染凋亡试剂盒(上海宝赛公司);ELISA检测试剂盒(上

海森雄公司)

1.2 方法

stem cells, BMMSCs)的培养[31及鉴定 SD 大鼠(鼠

龄 2-3 周，购于中国医科大学动物部)经 10% 水合氯

醒(3.5μνg)麻醉后无菌条件下取出股骨和腔骨，以无

菌 PBS 液冲洗干净。除去股骨近端和腔骨远端，暴

露骨髓腔，除去另一端骨前，用 12 号针头在骨端生长

面开一个小孔，用注射器将 BMMSCs 培养液(含 20%

胎牛血清的 DMEM)注入后收集冲洗出来的骨髓。

反复吹打骨髓组织使成为细胞悬液后，种植于培养瓶

内，置于 3TC 、 5% 二氧化碳温箱内温育，接种后 48 h 

以含 10% 胎牛血清 DMEM换液，以后每隔 2-3 天换

液一次。当细胞生长至 70%-80% 铺满培养瓶时，以

0.25% 膜蛋白酶消化后传代。至第 2-3 代时，以 CD44

进行 BMMSCs 表面抗原的免疫荧光染色鉴定。

1.2.2 PC12及BV2培养及传代 大鼠嗜铭细胞瘤

(PCI2)及小鼠小胶质细胞瘤(BV2)在本实验中分别作

为神经细胞和小胶质细胞的替代细胞(购于中国医学

科学院基础医学研究所)，分别种于 PC12 培养基(含

10% 马血清及 5%胎牛血清 1640，均购于 Hyclone)及

BV2培养基(含 10%胎牛血清DMEM， Hyclone)中，至

细胞生长良好时开始实验。

1.2.3 细胞共育实验过程 (1)BMMSCs及BV2的

准备:将BMMSCs 以 1 X 105 个/孔种植于 24孔培养

板中。将 BV2 以 1 X 104 个/孔种植于转移筛网上
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(transwell，孔径 8μm，购自 BD Falcon)，并置于 24 孔

板中。 (2)制备受损 PC121生 PC12 上清液: 30μg/ml 

ß- 淀粉样蛋白 1-40(AßI-40' 购自 Sigma)在 37 0C温育一

周后使之纤维化以增强 AßI-40 的毒性[4]，以 10μg/m1

纤维化的 AßI40 温育 PC12 细胞过夜以损伤 PC12 。

除去含 AßI-40 的培养上清液，换以新鲜的无任何原加

剂的 1640培养液，将损伤PC12轻轻吹打并以 2 X 105 

个/孔培养于 24孔板内;同时以同样细胞浓度和新鲜

无添加剂的 1640 培养液培养正常 PC120 24 h 后分

别收集损伤及正常 PC12 的1-. 1高度。 (3) BV2 与 PC12

细胞或 PC12 _L清液共育:将转移筛网连同其上的

BV2转移至育有 PC12或仅有 PC12上清液的 24孔板

中，使 BV2 与损伤或正常的 PC12 细胞共育;或者使

转移筛网 J-.的 BV2 仅与 PC12 上清液共育。其中转

移筛网为半透膜，共育细胞之间通过水与中、小分

子蛋白或多肤类进行相互交流共育细胞不能混杂生

长。 (4) BV2 与 BMMSCs 共育及分组: 24 h 后，将与

PC12细胞或其上清液共育后的BV2及转移筛网转移

至育有 BMMSCs 的 24 孔板 hBV2 仍育在转移筛网

内与 BMMSCs 隔着转移筛网共育)，开始与BMMSCs

的共育。并进行如下分组: A)BMMSCs 同未接受任

何处理的BV2共育(BV2对照组); B)BMMSCs与接受

正常 PC12细胞共育的 BV2 共育(正常 PC12 共育组);

C)BMMSCs 与接受损伤 PC12 细胞共育的 BV2 共育

(损伤 PC12共育组); D)BMMSCs 同接受正常PC12上

清液剌激的 BV2 共育(正常 PC12 上请液共育组); E) 

BMMSCs 同接受损伤 PC12 _1请液剌激的 BV2 共育

(损伤 PC12 tì青液共育组); F)BMMSCs 单独培养

(BMMSCs 对照组)0(5) BMMSCs 1清液的收集:上

述细胞共育 24 h 后，弃去转移筛网及 BV2 及培养液，

更换以新鲜的无任何添加剂的清 1640培养液(以避免

血清添加剂中生长因子的作用)培养各组 BMMSCs ，

24h后收集培养上清液，进行下一步实验或ELISA检

测。 (6) BMMSCs t请液温育受损 PC12: 以收集的

BMMSCs 上请液温育受纤维化 AßI_40 (1 0 阳Im1)损伤

的 PC12 ， 24 h 后以流式细胞仪进行 PC12 凋亡检测。

(7) 以 ELISA 方法检测 BMMSCs 上清液的 bFGF 、

NGF、 BDNF 含量:按照 ELISA 试剂盒说明(上海森

雄公司)，检测 BMMSCs 上清液中脑源性神经营养因

子(brain derived neurotrophic factor , BDNF)、神经

生长因子(nerve growing factor, NGF)、碱性成纤维

生长因子 (basic fibrob1ast growth factor, bFGF)的含

量。简而言之:在抗体包被的 96 孔板中分别加入倍

·研究论文·
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图 1 实验全过程示意图

1 PC12: 损伤 PC12; sup: 上消液。

ELlSA价 ì)，\j L' 
圳1)付1约仔怜源l
养 IJ斗 f

比稀释的标准蛋白和 BMMSCs 上请液待测样品，置

于 4 0C摇床过夜，以附随试剂盒带的洗涤液 1: 20 稀

释后进行洗涤， 3 遍，每遍 5min，加入一抗， 37 oC , 2 h, 

洗涤 3 遍，每i自 5 min，加入 HRP 一二抗，室温， 2 h，洗

涤液 1 : 20 稀释后洗涤 3 遍，每遍 5 min , DAB 显色

15 min 后，以试剂盒附带的终止液终止，以 96 孔酶标

计数仪检测光密度值。

将整个实验过程概括如图 I 所示。

1.2.4统计学分析 采用 SAS 6.12 软件包，资料

用均数土标准差价士。表示，组间比较采用单因素方

差分析及 Dunnet's 检验统计检验水准 α=0.05 。

2 结果

2.1 细胞的培养和鉴定

BMMSCs 生长良好，第二天为圆形，传 4-5 代后

为梭形及类成纤维样，成簇状密集生长。以 CD44 免

疫荧光鉴定， 959毛以上细胞呈阳性表达。 PC12 及

BV2 传代培养，生长良好。其中 PC12 呈半贴壁状态

生长，传代 7-8 次后，转为贴壁生长。 BV2 起始即为

贴壁细胞。

2.2 流式细胞仪检测 PC12 凋亡

腆化丙陡(PI)和膜联蛋白(annexin) V双染检测将

细胞分为4个细胞亚群，包括机械性损伤细胞(左 t象

限，膜联蛋白 V-/PJ+)、正常沾细胞(左下象限，膜联

蛋白 V-IPI")、早期凋亡细胞(右下象限，膜联蛋白 V+I

pn和晚期凋亡及坏死细胞(右上象限，膜联蛋白 V+I

PI寸，其中右上象限及右下象限均被计数为凋亡细胞

(图 2) 。各实验组之间 PC12 凋亡率出现差别，以 C

组凋亡细胞数最少，与对照组(F 组)相比差异有统计

学意义，分别是(35.9:t 13.5)% ， (95.1 ::1: 26.6)% , P<0.05 , 

而B 组(与接受受损 PC12 上清液剌激的 BV2 共育的

B孔仙iSCs上清液温育组)凋亡细胞数次之(69.2士 18.5)%，

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Td: 021-64040161 www.bao1or.com 
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图 2 膜联蛋白 V-PI 双染法流式细胞仪检测 PC12 凋亡各组代表图谱

A:BV2 对照组; B: 正常 PC12 共育组; C: 损伤 PC12 共育组; D: 正常 PC12 上清液共育组; E: 损伤 PC12 共育组; F: BMMSCs 对照组。
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图 4 ELISA检测培养BMMSCs上清液中 bFGF 浓度

A: BV2 对照组;B: 正常 PC12 共育组;C: 损伤 PC12 共育组;D: 正

常 PC12 上清液共育组; E: 损伤 PC12 共育组; F: BMMSCs 对照

组。与对照组相比， *P<0.05 。

F 

图 3 BMMSCs 上清液温育后各组受损 PC12ì.用亡

A: 对照 BV2 组; B: 正常 PC12 共育组; C: 损伤 PC12 共育组;D: 正

常 PC12 上清液共育组; E: 损伤 PC12 共育组; F: 对照 BMMSCs

组。与对照组相比， * P<0.05 0 

E C D 
分纠

B A 

干细胞的引入为损伤神经系统的重建和修复带

来了希望。迄今为止大量的实验己经表明干细胞移

植后能够一定程度上缓解损伤神经系统的神经功能

缺陷[明，然而干细胞进入中枢神经系统后控制其生物

学行为的影响因素是什么、其如何受到损伤微环境

的影响等问题仍如同迷雾，阻碍了利用干细胞进行疾

病治疗的进程。体内复杂的神经损伤环境由多种细

胞和系统参与构成，其中既包括来源于损伤神经细胞

释放的生物活性分子和神经递质等，也包括来源于小

胶质细胞的神经营养或毒性因子，它们均可能影响着

干细胞在体内的生物学行为。在没有将这些环境因

但与对照组相比无统计学差异(P>0.05)( 图 3) 。

2.3 上清液液中神经营养因子的检测

BMMSCs培养上清液神经营养因子ELISA检测:

bFGF 在各组中均能检测到，而在 C 组(同接受损伤

PC12剌激的 BV2共育的 BMMSCs上清液温育组)中

含量最高(34.0::1: 10.0)pg/时，同对照组 F 组(20.3 ::1:7. 1)

pg/ml 相比有统计学差异(P<0.05) 。其余各组之间

bFGF表达无统计学差异(P>0.05) 0 BDNF、 NGF 在

所有各组中均未达到检测水平(图的。

讨论
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素对干细胞的影响和它们之间的相E作用阐明之前，

干细胞用于神经系统疾病的泊疗将无法保证其有效

性和安全性。

小胶质细胞被认为是正常中枢神经系统(central

nervous system, CNS) 中最有代表性的免疫细胞，具

有基本的单核BP雄细胞系统的吞噬清除和抗原提呈

功能，同时小胶质细胞又对环境极其敏感，受剌激后

能够迅速激活并在受损神经组织中发挥着损伤和修

复的双重作用[7，剖，而来白于神经元的剌激是引发其活

化的重要因素[9]。本实验中小胶质细胞(BV2)分别与

受损或正常神经元(PC12)共育，或温育于受损或正常

神经元的上洁液中，使小胶质细胞在不同的神经损伤

环境中接受剌激后考察其对健康干细胞(BMMSCs)神

经营养功能的影响。

实验结果发现，与损伤 PC12直接共育的 BV2显

著提高了 BMMSCs 的神经营养功能，表现为以该

BMMSCs培养上洁液温育受损PC12后， PC12 的凋亡

同对照组相比也著减少，并在所有组中最低。而与

健康PC12共育的BV2 尹定程度 t也提高了BMMSCs

的神经营养功能，同对照组相比降低了受损 PC12 的

凋亡率，但无统计学意义。提示神经元的损伤是小

胶质细胞对BMMSCs 神经营养功能施加良性影响的

重要条件。此外，我们也看到温育于受损 PC12 上清

液的BV2，其对BMMSCs的影响同对照组相比没有明

显差异(P>O.O日，其 PC12 凋亡率几乎等同于对照组

及未接受任何处理的BV2组，提示小胶质细胞与受损

神经元的直接接触和与神经元之间蛋白递质的双向

交流对于小胶质细胞活化和发挥生物学功能至关重

要，而来源于受损神经元上清液的单方面的剌激不足

以达到小胶质细胞的活化阔。 Sudo 等[9]在神经细胞

的混合培养中也发现与神经元有接触或靠近神经元

的小胶质细胞，其激活程度远大于远离神经元的小胶

与世界接轨，用宝尔超纯水系统

研究论文

质细胞，从而提出介导小胶质细胞的激活需要神经

元曲小胶质细胞的接触联系本实验结果与这一结论

相符。

为进一步探讨在该微环境中起作用的神经营养

因子，我们又检测了 BMMSCs 条件培养液1fT bFGF 、

NGF、 BDNF 等神经营养因 F的浓度，结果发现能够

检测到bFGF在各组的表达，且仪C组BMMSCs分泌

的 bFGF 的升高同对照组相比差异有统计学意义，同

该组降低的 PC12 调亡率相一致，提示小胶质细胞对

干细胞神经营养功能的影响中 bFGF 扮演有益角色。

bFGF 早己被证明具有显著的神经营养功能，可提高

体内外神经元的存活力在神经修复与再生中起重要

作用。本实验结果表明:小胶质细胞与受损神经元

之间的直接接触和二者之间的双向交流对于小胶质

细胞促进 BMMSCs 的神经营养功能至关重要，接受

小胶质细胞作用后的BMMSCs能显著降低受损PC12

的凋亡率，并生成 bFGF，提示损伤神经组织中的小

胶质细胞对损伤神经组织中 BMMSCs 的神经修复功

能产生良性影响。至于究竟是何种蛋白质在小胶质细

胞与受损神经组织的微环境中对 BMMSCs 的生物学

行为起主导作用、在体内损伤神经组织复杂的微环

境内小胶质细胞又充当何种角色尚需进 步研究。
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Microglias Improved N eurotrophicity of Bone Marrow Mesenchymal 
Stem Cells after being Stimulated with Injured Neurons 

Xiao-Guang Luo* , Chun-Lin Ge, Yan Ren, Jin Zhou, Zhe Wu, Rong Yan, Qiu-Shuang Wang, Chao喃Dong Zhang 

(Department 01 Neurology, First Affiliated Hospital, China Medical Univers仰\ Shenyang 110001, China) 

Abstract Bone m缸TOW mesenchymal stem cells (BMMSCs) were prim缸ily cultured, BV2 and PC12 were 

sub-cultured to substitute for microglias and neurons respectively. Co-culture was performed with transwells. 

Stimulated with i时ured PC12, BV2 was able to promote the neurotrophicity of BMMSCs, whose supernatant re­

duced PC12 apoptosis significantly when compared with control [(35.9士 13.5)%， (95.1士26.6)% respectively, P<O.O坷，

and was of the highest basic fibroblast growth factor (bFGF) concentration among groups which was significantly 

different from that of control [(34.0土 10.0) pg/ml, (20.3:t7.1) pg/ml respectively, P<0.05]. We demonstrated that 

when stimulated with injured neurons, microglias improved the neurotrophicity of BMMSCs 

Key words microglias; bone marrow mesenchymal stem cells; neurotrophicity; co-culture 
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