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骨髓基质细胞条件培养液诱导神经干细胞

分化的信号转导机制
马芹颖 1 ， 2 温雅 2 顾平 l川王彦永 1 ， 2 王铭维 1 ，2 崔冬生 2 刘力 2

0 河北医科大学第一医院神经内科，石家庄 050031;2 河北省脑老化与认知神经科学实验室，石家庄 050031)

摘要 研究MAPK信号转导通路在骨髓基质细胞条件培养液诱导神经千细胞分化中的作用

及机制。用骨髓基质细胞条件培养液培养神经千细胞并在培养体系中加入MAPK信号转导通路

抑制剂 PD98059 (ERK1I2 通路抑制剂)、 SB203580 (p38 通路抑制剂)和 genistin (JNK 通路抑制剂)，

7天后经免疫荧光染色鉴定其后代中神经元和星形肢质细胞的比例，并将骨髓基质细胞条件培养液

进行蛋白质微阵列检测。结果发现与对照纽相比， PD98059 和 SB203580 纽神经干细胞分化为神经

元比例降低，而星形肢质细胞比例增高，蛋白质微阵列测检发现骨髓基质细胞条件培养液中含有 IL-4、

IL-6 、 LIX 和 TNF-α4种细胞因子。研究结果显示骨髓基质细胞分泌的 IL-4 、 IL-6 、 LIX 和 τNF-α

4种细胞因子可能通过 ERK1I2 和 p38 信号转导通路调节神经干细胞的分化。

关键词 MAPK信号转导通路;神经干细胞;骨髓基质细胞;细胞因子;蛋白质微阵列分析

骨髓基质细胞(bone marrow stroma1 cells, BMSCs) 

是骨髓来源的间充质干细胞，具有多分化潜能，其主

要功能是支持和营养造血细胞[1)。许多研究己证实

BMSCs 能分泌多种细胞因子，如白细胞介素 -6

(interleukin也且-6)、白细胞介素 -11 (interle此in-11 ，

且-11) 、 白血病抑制因子(1eukemia inhibitory factor, 

LI町、粒细胞集落剌激因子(granulocyte colony­

stimulating factor , G-CSF)和干细胞因子(stem cell 

factor, SC町等造血功能必需的细胞因子[2)以及脑源性

神经营养因子(brain-derived neurotrophic factor, BDNF), 

血管内皮生长因子(vascular endothelial grow由 factor，

VEGF) [3)、神经生长因子(nerve gro咄 factor， NG的问

等神经营养因子和一些炎症因子。本实验室的前期

研究已证实BMSCs 能够诱导中脑神经干细胞(ne田'al

stem cells, NSCs)分化为高比例神经元，并且还利用

BMSCs 条件培养液(BMSCs conditioned medium, 

BMSCsεM)证实BMSCs分泌至培养液中的细胞因子

等可溶性物质在这一过程中发挥了重要作用 [5)。而

分化成的神经元具有必需的生理功能，如表达突触体

体素[6)等。进一步研究还发现BMSCs 分泌的可溶性

物质可以抑制 NSCs 分化为星形胶质细胞[7)。

促分裂酶原活化蛋白激酶(皿togen-activa'时 pro­

tein kinase, MAPK)普遍存在于包括酵母和哺乳动物

在内的多种生物细胞内， MAPK将细胞外信号转导至

胞内，从而参与细胞的生长和分化、调节细胞周期

和细胞凋亡等过程[8)0 MAPK信号转导通路以往在

肿瘤生长及转移的过程中研究较多，而MAPK超家族

参与许多重要生长因子的调节，则是近年来生命科学

的研究热点之一。本研究通过在培养体系中加入

MAPK信号转导通路的抑制剂，观察其对 NSCs 分化

为神经元和星型胶质细胞的影响，确定在这一过程中

起作用的信号转导通路，并且对 BMSCs-CM 进行蛋

白质微阵列分析，确定其中所含的细胞因子，初步探

讨 BMSCs 调节 NSCs 分化的信号转导机制。

1 材料与方法
1.1 试剂和动物

B27 添加剂、 DMEMI F12 (1 : 1) 、 Neurobasal

和DMEM培养液为Gibco公司产品;胎牛血清为杭州|

四季青公司产品;碱性成纤维细胞生长因子(bFGF) 、

Hoechst 33258、抗微管相关蛋白 -2 (microtubule as­

sociated protein么 MAP-2)抗体、抗胶质原纤维酸性

蛋自创ia fibrill町 acidic prot础， GFAP)和 FITC标记的

抗小鼠 IgG抗体购于 Si伊la 公司;含 19种大鼠细胞因

子抗体芯片的试剂盒购自美国Ray-Bio伽h公司;成年

和新生 SD 大鼠均购自河北医科大学实验动物中心。

1.2 BMSCs 的分离培养和条件培养液的制备

120 g SD 大鼠麻醉致死，无菌条件下取出大鼠
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μmol/L PD98059 (ERKI/2 信号转导通路抑制剂)， 4

阳nolιSB203580 (p38信号转导通路抑制剂)， 4 阳noνL

genistin (SAPKI.则K信号转导通路抑制剂)。定期在显

微镜下观察细胞的生长状况和形态变化。培养 7 天

后，进行免疫细胞化学染色，观察 NSCs 的分化状况。

1.5 免疫细胞化学染色和细胞计数
为确定 NSCs 分化为神经元和星形胶质细胞的

数量，进行常规的 MAP-2 和 GFAP 免疫荧光化学染

色。为保证每次染色的质量每次实验均设阴性对

照，即在染色过程中培养皿的部分区域不加一抗而改

用 PBS 代替，其余过程相同，并根据阴性对照显色结

果调节曝光时间。染色完成后，在倒置荧光显微镜

(Nikon TE2000)下每孔以"之"字形由上而下随机

选择 10 个不同的视野，使用 ACT-l 软件采样，应用

ImagePro-Plus 软件计数 MAP-2 和 GFAP 阳性细胞

数。通过计数 Hoechst 33258 标记确定每一视野内

的细胞总数，然后计算 MAP-2 和 GFAP 阳性细胞在

分化细胞中所占的比例。将 3 次独立实验结果所得

各组数据采用 SPSSI3.0 统计软件处理，各组之间采

用单因素方差分析进行显著性分析。

1.6 骨髓基质细胞条件培养液的蛋白质微阵列检

测

马芹颖等:骨髓基质细胞条件培养液诱导神经干细胞分化的信号转导机制

蛋白质阵列分析使用 Ray-Biotech 公司产品，样

品可以同时检测 19种细胞因子(表 1)，将 BMSCs-CM

经细胞培养鉴定其具有调节 NSCs 分化的作用后[71 ，

进行蛋白质微阵列检测，并将未经过细胞培养的原液

经过相同处理作为对照组。每个样品有 2个复孔，具

体方法参照产品手册进行。 X 射线胶片曝光后，将

胶片上的图象用扫描仪扫描并转换为灰度 TIFF格式

的图片文件保存。运行 ScanAlyze 软件，将灰度 TIFF

格式图片的点阵转化为数字型数据，将此原始数据储

存为 Microsoft Excel 文件。

结果

2.1 NSCs 的分化状况

在分化 7 天时，不同组别的 NSCs 呈现出不同的

2 

的股骨和腔骨剪去两端，用解剖液冲洗骨髓腔2-3次，

将冲出的骨髓用抛光的玻璃吸管吹打数次，将细胞悬

液移入离心管，以 800 r/min 速度离心 5 min，弃去上

清液，用含 20% 胎牛血清的 DMEM 重悬，吹打成单

细胞悬液，种于培养瓶内，置于 37.C 、 5%C02 培养
箱内培养，常规传代培养。将 3-6 代的 BMSCs 以

lx105 个 Iml 的密度接种于 80ml 培养瓶中，待细胞铺

满瓶底面积的约 85% 后，弃培养液，用 PBS 冲洗 2遍

后，更换为 6 ml 含有 2% B27 的 Neurobasal 培养液，

培养 24h后收集上清液， 25∞ r/min离心 5min，上清

液即为 BMSCs 条件培养液(BMSCs-Cl\町，- 80.C保

存备用。

1.3 NSCs 的分离培养

参照文献进行常规中脑 NSCs 分离培养[6]。取

新生大鼠中脑，解剖液漂洗，解剖显微镜下剥离脑膜

后，将脑组织在 300 目的不锈钢滤网上研磨，所得悬

液移入离心管;用火焰抛光的玻璃吸管反复吹打，机

械分离制成单细胞， 800 r/min 离心 5 min; 弃去上清

液，加入 2 ml 培养液，用吸管反复吹打，然后用 400

目的细胞筛过滤细胞悬液，之后将细胞种入 25ml培养

瓶中，培养液采用含有 2% B27 的 DMEMlF12 (1 : 1) 

无血清培养基，并加入 20 ng/ml 的碱性成纤维生长

因子(basic fibroblast growth factor, bFGF); 将培养瓶

置于 37 .C 、 5% CO2 培养箱内培养。每 3 天换液

1 次，每次更新培养液的一半;每 5-7 天传代 1 次。

传代时采用机械分离的方法，培养液同前。一般在

分离培养 7 天左右单个的 NSCs 便可增殖形成球体。

经过 2-3 次传代后， NSCs 增殖成直径约 100μm 的

球体，将 NSCs 球取出种于铺有事聚赖氨酸的 25mm

培养皿中，待 NSCs 球贴壁后固定，进行 nestin 免疫

荧光染色，大部分神经球内的细胞为 nestin 阳性。

1.4 实验分组和培养方法
将2代或3代 NSCs球均匀种植于预先包被多聚

赖氨酸的 35 mm 培养皿中，约 30 min 后 NSCs 球贴

壁，更换培养液。实验共分为三组: (1)对照组:用

BMSC-CM培养NSCs球; (2)抑制剂组:用BMSC-CM

培养 NSCs 球，并在 NSCs 球贴壁的同时分别加入 5

H 
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分化状态: (1) BMSCs-CM 组;细胞生长状况良好，细

胞核大小均一、饱满，很少有破碎。 MAP-2 阳性的

神经元着色明显，立体感强，突起较长。神经元迁

移距离远，分布较均匀。 GFAP 阳性的星形胶质细胞

扁平无固定形态，胞体细长，分布较分散。(2) PD98059 

组和SB203580组:细胞生长状况略差，与BMSCs-CM

组相比，视野中MAP-2 阳性的神经元数量较少， GFAP

阳性的星形胶质数量较多，胞体较大。 Genistin 组则

与 BMSCs-CM 组观察结果无明显差异。

2.2 各组中 NSCs 分化为神经元和星形胶质细胞

的比例以及统计分析结果

培养 7 天后，进行常规的 MAP-2 和 GFAP 免疫

荧光化学染色并进行阳性细胞计数，统计学结果显示:

PD98059 组和 SB203580 组 NSCs 分化为神经元的比

例明显低于对照组(P<O.Ol)， 而genistin组与对照组相

比无显著性差异(P>O.O日，具体数据见表 20

2.3 BMSCs-CM 蛋白质微阵列检测结果

BMSCs-CM 组和对照组(含有 2% B27 的

Neurobasal 培养液)大鼠细胞因子表达谱见图 1。抗

体芯片检测结果表明，与对照组相比， BMSCs-CM 组

有 IL-4、 IL-6 、 LIX (lipopolysaccharide-induced CXC 

chemokine)和 TNF-α(tumor necrosis factor-alpha) 4 

种细胞因子表达上调了1.5 倍。

3 讨论
MAPK是一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，普遍存

·研究论文·

在于包括酵母和哺乳动物在内的多种生物细胞内，其

主要功能是将细胞外信号转导至胞内。 MAPK主要

包括细胞外信号调节激酶(ex田.cellular signal-regulated 

kinases, ERK1I2) 、 c才un 氨基末端激酶(c-jun terminal 

kinase, JNK) 、 p38 MAPK 等 MAPK 亚族，主要分布

在胞质区及核区，其靶蛋白广泛分布在细胞内 [91 。

MAPK信号转导通路在进化中采用高度保守的三级

激酶级联传递信号[101 0 MAPK 是该信号通路的枢纽，

能被生长因子、炎症因子、环境压力等多种剌激信

号激活，激活的 MAPK通过磷酸化核转录因子、细

胞骨架蛋白及酶类等，参与细胞的增殖、分化、转

化及凋亡的调节。 ERK1I2 是所有 MAPK家族成员

中最早被认识，而且是最具特征性的，其被认为与细

胞的增殖、转化和分化密切相关[1川 JNK 信号转导

途径在细胞应激反应中起重要作用，并被多种细胞外

应激信号激活，因而JNK也被称为应激活化蛋白激酶

(SAPK) [1210 P38 MAPK在炎症、应激反应中具有

重要作用，此外其还参与细胞的存活、分化和发育

等过程。

在本研究中，在NSCs的BMSCs-CM培养体系中

加入 3 种 MAPK 转导通路抑制剂后，发现加入

PD98059 (ERK1I2 通路抑制剂)和 SB203580 (p38 通

路抑制剂)培养 7 天后， NSCs 分化为神经元的比例明

显低于对照组(P<O.Ol) ， 而 genistin (JNK通路抑制剂)

组与对照组相比无显著性差异(P>O.05)。从这一结

果可以推断BMSCs-CM 中的可溶性分子可能是通过

Table 2 The comparation of the percentages of neurons and astrocytes in different groups 
The percentage of BMSCs-CM group PD98059 group SB203580 group Genistin group 
positi ve cells 
MAP-2+ (55.52士 1 1.3 5)% (39 .45:1:7.29)%* (45.80士 10.14)%* (53.73士 10.73)%#

GFAP' (23.26 :1:5.60)% (31.01 :1: 8.96)%* (32.39 :1: 3.91)%* (25.09 :1:6.20)%# 
Compared with the BMSCs-CM group, *P<O.OI ， ψ>0.05. 

A BCD E FGH A B C D E F G H 

2 

3 

4 

5 

6 

Control group BMSCs-CM group 

Fig.l Protein express spectra of the two groups 
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ERK1/2和 p38通路促进NSCs 向神经元方向分化，加

入抑制剂后，这两条通路的某些环节被阻断，因此神

经元的比例明显降低。与此同时，还发现加入

PD98059 和 SB203580 后，星形胶质细胞的比例较对

照组升高(P<O.O l)， 而 genistin 组与对照组相比无显

著性差异(P>O.O日，说明 ERK1/2和 p38通路可能还参

与了抑制 NSCs 向星形胶质细胞方向分化的作用。

为了进一步明确到底是BMSCs-CM 中的何种物质激

活了 ERK1/2 和 p38 通路，我们对所用的 BMSCs-CM

进行了蛋白质微阵列分析。

蛋白质微阵列又称蛋白质芯片，抗体芯片是一种

特殊的蛋白质芯片，芯片上固定的是特异性抗体，可

以通过特异性的免疫反应捕获待测样品中的抗原，从

而实现高通量免疫检测，具有特异性和敏感性高(可

达到 pg/ml)、检测范围广等优点，是目前检测细胞

因子的一种比较公认的方法。美国 Ray-Biotech 公司

生产的大鼠细胞因子抗体芯片目前只可以同时检测

19 种细胞因子，在实验过程中为了保证结果的真实

性，我们将同批次的Neurobasal培养基中加入2%B27

作为对照。蛋白质微阵列结果提示，与对照组相比，

BMSCs-CM组有4种细胞因子的表达量上调了1.5倍，

分别是 IL-4 、 IL-6 、 LIX 和 TNF-α。目前己有文

献报道证实 BMSCs 可以分泌且-6 [21 、 LIX[町、 TNF­

α[141 0 IL-4 是一种抗炎细胞因子，目前还没有其他证

据表明 BMSCs 能够分泌IL-4，但己有研究表明正4可

以调节 BMSCs 的分泌，减少 LIF 的分泌，并且能促

进血清以及细胞因子诱导的 IL-6 和 IL-8 的分泌[151 。

IL-6是一种促炎症反应因子，能够促进多种靶细

胞分化和生长，并且可以通过MAPK信号转导通路的

激活发挥其作用。 Westberg 等[臼]研究表明，脑缺氧

时星形胶质细胞分泌且-6含量增多，且-6通过MAPK

信号转导通路使神经元细胞内的 Stanniocalcin-l

(STC-l)增多，从而增加脑细胞对缺氧的耐受性。对

糖尿病人患严重牙踉炎的分子机制的研究提示， IL-6

可以通过例4142MAPK通路(对应抑制剂为PD98059)

和 JNK通路的激活促进在高糖环境下成跟纤维细胞

分泌血管内皮生长因子[161 0 TNF-α 是一种致炎细胞

因子，它不但可以诱导神经前体细胞的凋亡，还能通

过p38MAPK信号转导通路使人的神经前体细胞分泌

两种与大脑的炎症感染和炎性疾病有关的趋化因子

MCP- 1/CCL2 和 IP-lωCXCL10 [1710 Luo 等[181研究表

明， TNF-α 能激活成纤维样滑膜细胞中的 ERK 、

JNK和p38MAPK信号转导通路诱发炎症反应，而热

休克蛋白(HSP70)则可以抑制这种作用，并且减少炎

症因子 IL-6 、 IL-8 和 MCP-l 的分泌。 LIX 是一个

被认为与细胞迁移和白细胞激活有关的趋化因子，

Choong 等[口]在蛋白质芯片发现造血微环境中存在

LIX后，经过半定量PCR证实LIX来源于造血基质细

胞，而进一步的研究发现LIX具有促进原始造血细胞

增殖的作用。目前还没有明确证据表明 LIX 能够通

过激活 MAPK 信号转导通路发挥作用。

在前期实验中，当培养基为单纯的Neurobasal时

我们运用同一种蛋白质芯片分析发现 BMSCs 分泌 7

种细胞因子，分别为中性粒细胞趋化因子-3 (cytokine­

induced neutrophil chemoattractant-3 , CINC-3)、睫

状神经营养因子(cholinergic neuronotrophic factor, 

CNT町、干扰素 -y (immunoreactive fibronectin, IFN­

y)、白细胞介素 -1α(interleukin-lα， IL-lα)、单核

细胞的趋化蛋白-1 (monocyte chemoattractant protein, 

MCP-l)、金属蛋白酶组织抑制剂 -1 (tissue inhibitor 

of metalloproteinase, TIMP-l)和血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF) [191。而本

研究中加入B27添加剂之后，发现BMSCs分泌的物质

却完全不同，提示 BMSCs 分泌的物质极其复杂，甚至

在不同的培养环境下分泌的物质也会有所不同。

而 MAPK信号转导通路也是十分复杂的，上述

实验结果初步得出 BMSCs 提供的微环境能够提高

NSCs分化为神经元的比例并降低其分化为星形胶质

细胞的比例，这些作用可能与 ERK1I2 和 p38 MAPK 

信号转导通路有关，初步揭示了 NSCs 分化的信号转

导机制，而通过蛋白芯片分析发现的 BMSCs 分泌的

4种细胞因子中部分因子也可以通过 MAPK信号转

导通路起作用，则进一步加强了这种机制的可信度。

研究MAPK通路在中枢神经系统疾病发生、发展过

程中的变化规律，对于弄清多种相关疾病发生、发

展的分子机制，从而采取合理的信号传导激活或阻断

手段进行治疗具有重要价值。而本文对于 MAPK通

路在调节 NSCs 分化过程中所起作用的研究并不充

分，有待于进一步完善。
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The Signal Transduction Pathway of NSCs' Differentiation 

Induced by BMSCs Conditioned Medium 

Qin-Ying Ma1气 YaWe时， Ping Gu1气 Yan-Yong Wang1.2, Ming-Wei Wang1气 Dong-Sheng Cui2, Li Liu2 

(lDepartment (扩Neurology， First Hospital Affiliated Hebei Medical University, Shijiazhuang 050031, China; 

2Hebei key Laboratory for Brain Ageing and Cognitive Neuroscience, Shijiazhuang 050031, Ch切a)

Abstract To explore the effect and mechanism of mitogen-activated protein kinase (MAPK) on the 

procedure that bone m缸TOW stromal cells (BMSCs) conditioned medium regulate the differentiation of neural stem 

cells (NSCs). BMSCs conditioned medium was used to culture NSCs , MAPKs signal transduction pathway inhibitor, 

PD98059 (an inhibitor of ERK1/2 signal transduction pathway), SB203580 (an inhibitor of p38 signal transduction 

pathway) and genistin (an inhibitor of JNK signal transduction pathway) was added in the conditioned medium, 

respectively. Immunocytochemistry was performed to identify the neurons and astrocytes in the offspings at the 

7也 day and the percentage of each type further as worked out, then BMSCs conditioned medium was detected by 

protein micro缸ray for a further study for the mechanism. The percentage of neurons in the PD98059 group and 

SB203580 group was significantly decreased, but the percentage of astrocytes was significantly increased com­

pared with the control group. Four cytokines including IL-4, IL-6, LIX and TNF-αwere detected in the BMSCs 

conditioned medium.τ'he dissolvable molecules of IL-4, IL-6, LIX and TNF-αsecreted by BMSCs could regulate 

the differentiation of NSCs probably via the ERK1/2 and p38 signal transduction pa由way.

Key words MAPK signal transduction pathway; neural stem cells; bone marrow stromal cells; cytokines; 

protein array analysis 
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