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干细胞因子诱导神经干细胞定向迁移
周春雷魏友华刘靖郑彦文张俊克王丹吴丹苏军张焕相*

(苏州大学医学部细胞生物学系， 江苏省干细胞研究重点实验室，苏州 215123)

摘要 神经干细胞 (neural stem ceUs, NSCs)能够定向追踪肢质瘤，然而其内在作用机制及影

响因素尚不明了。本实验运用 Boyden chamber及 Dunn chamber 来研究干细胞因子(stem cell factor, 

SCF)诱导 C17 .2 神经干细胞的趋化性迁移 。 Boyden chamber 结果显示， 下室加入 SCF后迁移至膜

下方的 C17.2 细胞数显著多于对照纽; Dunn chamber 结果显示，仅在外槽加入 SCF 的 C17.2 细胞迁

移速率及迁移效率显著高于内外槽均加入 SCF 的细胞， 单个细胞迁移轨迹分析表明仅在外槽加入

SCF后细胞朝着浓度梯度方向迁移而内外槽均加入 SCF 后细胞的迁移则无规律。 这些结果表明，

SCF 能够诱导 C17.2 细胞的定向迁移，为进一步了解神经千细胞定向追踪胶质瘤提供了理论依据。
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胶质瘤是一种常见的颅内恶性肿瘤，致死率极

高 。 胶质瘤细胞通过分泌生长因子、蛋白水解酶、

细胞外基质和表达特异膜蛋白来获得高破坏性的侵

袭能力 [ 1气使得单个瘤细胞极易浸润周围组织，导致

肿瘤复发，因此用传统的治疗方法如外科手术、放

射疗法和化学疗法等很难彻底治愈 。 利用遗传修饰

的细胞跟踪这些散在的瘤细胞，并将其彻底根除，成

为极具潜力的治疗恶性胶质瘤的方法。 神经干细胞

(neural stem cells, NSCs)具有向脑损伤区域趋化性迁

移的能力，包括向胶质瘤的迁移[3 ，4] 。 动物实验证明

移植的 NSCs 可以用来治疗胶质瘤[4] 。 这些移植的

NSCs 不仅可以通过脑内 已存在的迁移路径进行迁

移，而且当有肿瘤细胞存在时可以通过非正常迁移路

径迁移至肿瘤区域[句，提示在肿瘤区域分泌了一些可

以调节细胞迁移的因子，而 NSCs 表达这些因子的受

体 [ 5 ，的 。

研究表明胶质瘤所释放的趋化因子、生长因子

及细胞外基质都是引起NSCs向胶质瘤定向迁移的重

要外在剌激因素[7- 1 0] 。 其中干细胞因子(stem cell 

factor, SCF)可与其受体 c-kit 相互作用激活多条信号

通路诱导中枢神经系统内的 NSCs 走向迁移[1 1 ， 1 2] 。 然

而NSCs应答这些外在刺激并调控自身迁移行为的研

究却非常少见 。

C17 ，2 是一种永生化的神经干细胞系，来源于新

生小鼠小脑的外颗粒层细胞， 在含有表皮生长因子

(epidermal growth factor, EGF)和碱性成纤维生长因

子(basic fibroblast growth factor, bFGF)的培养基当

中进行培养，其神经球用含有 V-myc 和 β 半乳糖昔

酶基因的逆转录病毒载体转染并筛选而获得[13， l4]，目

前已被广泛用于体内神经干细胞迁移、分化、增殖

等相关研究[ 1 5- 1 8] 0 SCF 是否能诱导 C17 ， 2 细胞的趋

向性迁移? SCF 影响了 C17 .2 细胞的哪些迁移行

为?这些方面的研究报道不多，为此本实验主要研究

了 SCF 诱导 C1 7 ， 2 细胞的趋向性迁移行为 。

1 材料与方法

1.1 材料

H-DMEM 培养基、胎牛血清(fatal calf serum, 

FCS)、马血清(horse serum, HS)均购 自 Gibco 公司，

膜蛋白酶、 EDTA、 多聚赖氨酸(poly-L句sine ， PLL) 

均购自 Sigma 公司， L- 谷氨酌肢购自上海生工， SCF

购自 Peprptech 公司 ， 35 mm 培养皿和细胞培养瓶购

自美国 Coring/Costar 公司 。 C17 ， 2 神经干细胞系由

美国 Evan Y Snyder 教授授权，上海大学文铁桥教授

赠予 。

倒置相差显微镜(日本 Olympus 公司) 、 CO2 培
养箱(德国 Heraeus 公司)、 恒温离心机(法国 Jouan 公

司)、 AF-6000 活细胞工作站(德国 Leica 公司) 。

1.2 方法

1.2.1 C17.2细胞培养 C17 ，2细胞在含有lO%FCS

和5% HS 的H-DMEM中培养，融合度达到90%-100%

的时候进行传代培养。 传代方法为倒掉培养基，用
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预热的磷酸缓冲液轻轻清洗两遍，加入 2 ml 0 .05 % 

腆蛋白酶细胞消化液， 在显微镜下观察，细胞包体回

缩即将脱落时吸掉Jl.夷蛋白酶细胞消化液， 轻轻敲打培

养瓶底部促进细胞脱落 加入 1 ml 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瓶中， 置于 37 .C 、 5 % CO2 培
养箱中培养，待 2-3 天后， 细胞融合度达到 70%-80%

时可按照、 1 : 2-1 : 10 不等的比例再次进行传代， 最

大比例不超过 1 : 10 。

1.2.2 C17.2 细胞 Boyden chamber 迁移实验 (1) 

趋化性定向迁移:准备一洁净饭盒， 里面垫上一层纱

布，放置一合适的塑料管架，盛入适量温水(37 .C) , 

酒精棉球擦拭饭盒夕阳节， 置细胞培养箱 。 Boyd e n

chamber 下室加入含有不同 SCF 浓度(5 、 25 、 50

ng/ml)的培养液， 每孔 30μ1 ， 取一张膜(左上角剪一缺

口 )盖住下室 48 孔， 分别盖上软塑片和硬塑片， 拧紧

螺'1目 。 取长至融合度 95% 的 C 17 .2 细胞按照传代的

守法消化细胞，上室每孔力1]入 50μI C17.2 细胞(接种

- 密度为 4xl04 个 / 孔) 。 将 Boyden chamber 置于刚准

备好的饭盒内， 于培养箱内静止 6 h 。 取出 Boyden

chamber，松开螺'1睛，取出膜 。 夹子夹住膜的两端，刮

去膜上面的细胞，于磷酸缓冲液中清洗 。 将通过膜

上的孔迁移并粘附在膜下面的细胞置于4%多聚甲醒

中固定 30 min ， 置 5% 结晶紫中染色 10 min，自来水

漂洗，倒置相差显微镜拍照 。 统计迁移至膜下方的

细胞数，以下室未加 SCF 的为对照组 。 (2) 化学激

动性迁移: 方法同(1 )，唯一不同的是上室加入的是 50μl

含有不同浓度的 SCF(5 、 25 、 50 ng/ml)的 C17.2 细

胞， 与下室加入的 SCF 的浓度一致，以上下室不加

SCF 的为对照组 。 (3) 运用 Dunn chamber 研究 C17.2

细胞的趋化性迁移: Dunn chamber 的外槽内加入趋

化剂后能扩散至内槽并形成浓度梯度，而且这种浓

度梯度能够保持 30 h 。 在趋化性定向迁移实验中，

Dunn chamber的内槽加入H-DMEM，将长有C17.2细

胞的盖片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朝 工业凡士林封住盖片的三

面，吸水纸吸出外槽的液体后加入 50 ng/ml SCF (H

DMEM 稀释)， 工业凡士林封口;在化学激动性迁移

实验中，内外槽均加入 50 ng/ml SCF (H-DMEM 稀

释) 。 使用 Leica AF6000 活细胞工作站对桥上的细

胞运动进行跟踪观察每隔 5 min 拍摄一次，持续跟

踪观察 6 h 。 为了测定在 6 h 内细胞迁移的有效性，

使用 NIH ImageJ 软件分析 C17 .2 细胞迁移的具体轨

迹，计算各细胞的实际迁移距离并测量细胞迁移过程

中的迁移效率(forward migration index , FMI) 0 FMI 

为细胞迁移起始点到终点的最短距离与细胞迁移总

距离的比值，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。 同时计算 6 h 内

C17 . 2 细胞的迁移速率 。 (4) 统计学分析: 实验数据

和统计量化图由 SYSTA T SigmaPlot 和 SYSTAT

SigmaStat 计算并绘制， 计量资料以均数 土 标准误

(mean:tSEM)表示， P<0 . 05 认为有显著性差异性 。

2 结果

2.1 SCF 能够诱导 C17.2 细胞的迁移

在体外利用 Boyden chamber 来分析 SCF 诱导

C17 . 2 细胞的定向迁移 。 将培养的 C1 7 . 2 细胞以

4xl04 个 /孔的密度接种至 Boyden chamber 上室，来

检测其向不同浓度的 SCF 定向迁移能力 。 将通过膜

孔迁移至膜下的细胞固定 用结晶紫染色并计数 。

完全穿过膜孔并粘附在膜下方的定义为一个阳性细

胞。 随机选取实验组和对照组各 10 个视野，细胞计

数 。 与对照组相比，下室加入了不同浓度 SCF (5 、

25 、 50 ng/ml)的实验组均显著提高了 C 17.2 细胞的

迁移响应能力，迁移至膜下方的细胞数明显多于对照

组， 在 25 ng/ml 时迁移的细胞数达到最大值(图1) 。

2.2 SCF 诱导 C17.2 细胞趋化性定向迁移

为了区分趋化性定向迁移(chemotaxis)和化学激

动性迁移(chemokinesi s)，我们在上下室同时加入相同

浓度的 SCF (chemokine s i s)或只在下室加入 SCF

(chemotaxis)来研究其迁移行为 。 上下室同时加入

相同浓度 SCF 的细胞迁移数与对照组无明显差异(图

1) ， 但显著低于只在下室加入 SCF 的细胞迁移数(图

1) 。 这表明 SCF 诱导 C17 .2 细胞趋化性定向迁移 。

- Chemotaxis - Chemokinesis , 600 
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Fig.l Stem cell factor (SCF) induces migration of C17.2 
cells mainly through chemotaxis in vitro 

*P<0.05 , compared with no SCF added into the lower well 
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Fig.2 Migration tracks of representative cells (J.1m) 

A: schematic representation of Dunn chamber (top view) with the overlying coverslip, showing the position of the inner well , bridge, and outer 

well; B: cell s over the annul ar bridge between the inner and outer wells of the chamber can be observed under phase-contrast optics. Arrow 

indicates the direc tion of the outer we ll of the Dunn chamber. Bar=IOO μm ; C: migration tracks of three representati ve cells in the presence 

of a SCF concentration gradi ent. The starting point for each cell is the intersection between the X and Y axes (0,0), and the source of SCF 

is at the top ; D: migration tracks of three representati ve cell s that migrate randomly under conditi ons of uni form SCF di stribution. The 

starti ng point for each cell is the intersec tion between the X and Y axes (0,0). 

60 

50 

ε40 
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CheJ110taxis Chemokines is 

Fig.3 T he migration speed {阳nIh} under different conditions 

*P<0.05 , compared with chemokinesis, in which SCF (50 ng/ml ) were 

added in both inner and outer we ll s of the chamber. 

2.3 利用 Dunn chamber 研究 C17.2 细胞的趋化

性迁移

接着分析了单个 C17 .2 细胞在 SCF 浓度梯度中

的趋向性迁移行为 。 利用 Dunn chamber ( 图 2A)这

种装置，可以直接测定细胞的迁移速率和迁移方向 。

我们通过延时动态视频跟踪观察 C17 .2 细胞在 6h 内

迁移的具体位置(图 2町，由 Imang J 软件分析得出单

芝
t..l.. 

Chemotax is Chemokinesis 

Fig.4 The FMI values under different conditions 

*P<0.05 , compared with chemokines is, in which SCF (50 ng/ml ) were 

added in both inner and outer we ll s of the chamber. 

个细胞的迁移轨迹(图 2C)，迁移轨迹图的Y轴为趋化

因子的浓度梯度方向，结果表明仅在外槽加入50 nglml 

SCF 的 C17 .2 细胞朝着 SCF 的浓度梯度方向迁移， 表

现为趋化性定向迁移;而内外槽均加入 50 ng/ml 的

SCF的细胞迁移轨迹无规律，表现为化学激动性迁移

(图 2D) 。 分析数据表明，趋化性定向迁移的细胞的

迁移速率和 FMI 均要显著高于化学激动性迁移的细
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胞(图 3 、图 4) 。

3 讨论

用传统治疗癌症的方法来治疗颅内恶性肿瘤收

效甚傲， 放射及化学药物治疗给予肿瘤细胞以抵抗力，

而且肿瘤细胞天生的浸润性也使肿瘤极易复发 [19J 。

最近有多项研究提供了不同的治疗方法，如利用溶瘤

病毒和基因治疗等，但是极具浸润性的脑肿瘤仍然无

法彻底治愈 。 这些方法主要的缺点是运用的载体压

不健全，免疫排斥导致存活率低而且治疗性的载体无

法追踪浸润的肿瘤细胞。 因此需要寻找一种能有效

的将治疗性药物快速地传递到肿瘤区域的运输载

体。 Aboody 等[4]研究发现，将 NSCs 植入胶质瘤模型

鼠体内后， 一段时间后NSCs会遍布整个肿瘤区域，并

随胶质瘤的迁移而向其他部位运动;如果将 NSCs 植

入远离肿瘤部位的脑另一侧 NSCs 也会穿过正常组

织向肿瘤部位迁移 。 NSCs 具备的肿瘤趋向性使得

E们能够成为稳定的载体，从而携带基因工程药物定

向攻击侵入脑内任何部位的神经胶质瘤细胞以及其

他的恶性黑色素瘤、髓母细胞瘤和成神经细胞瘤。

然而， 并不是所有的 NSCs 都发生了这种有效的

迁移，仍有部分细胞停留在原地或者是迁移中途就停

止了 [20J 。 神经胶质瘤细胞可以释放多种炎症趋化因

和生长因子， 这些因子可以诱导 NSCs 定向迁移至

肿瘤细胞所在区域，如基质细胞衍生因子 1α(stromal

5 9 

脑内胶质瘤等神经性疾病 。 本研究在体外利用 Dunn

chamber 通过延时动态视频持续跟踪分析 C17 . 2 细胞

迁移行为的变化，分析单个细胞迁移轨迹显示， C1 7.2 

细胞朝着 SCF 的浓度梯度方向进行迁移， 表明 C17.2

细胞对 SCF 有明显的趋向性。 分析其迁移的速率及

迁移的有效性发现， SCF 能显著提高 C17 .2 细胞的迁

移速率而且其迁移的有效性也得到显著提高。有研

究报道 SCF 可与其受体 c-kit 相结合， 诱导中枢神经

系统内 NSCs 的迁移[ 11 . 1 2] 并且 SCF 与其受体 c-kit 相

结合后可以激活多条信号通路[24 .251 ， SCF 引起 C17 .2

细胞迁移行为的变化是否正是由于SCF与其受体c-kit

相结合后激活了相应的信号通路还需要进行深入的

研 究 。

综上所述， 本实验结果表明， SCF 能够诱导 C17.2

细胞的定向迁移， SCF 不仅能提高 C17.2 细胞的迁移

速率而且能够提高其迁移的有效性，为进一步了解神

经干细胞定向追踪胶质瘤提供了理论依据 。
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Stem Cell Factor Induces Directional Migration of Neural Stem Cells 

Abstract 

Chun-Lei Zhou , You-Hua Wei , Jing Liu , Yan机Ten Zheng , Jun-Ke Zhang , Dan Wang , 

Dan Wu , Jun Su, Huan-Xiang Zhang* 

(Jiangsu Key Laboratory of Stem Cell Research, Department of Cell Biology, 

Medical College of Soochow Uniνersity， Suzhou 215123, China) 

Neural s tem cells (NSCs) can directly migrate towards glioma. However, the mechanis m s and 

factors that regulate migration are not well understood. In this s tudy , we investigated s tem cell factor (SCF) induced 

C17.2 cells migration by Boyden chamber and Dunn chamber. Compared with the control, the results of Boyden 

c h amb er showed that the number of the cells migrated to the lower well through a filter of 8-mm pore s ize was 

s ignificantly higher than control when the SCF was added into the lower well. The Dunn chamber results indicated 

b oth the rnigration speed and the forward rnigration index (FMI) of cells exposed to SCF were significantly g reate r 

tha n those o f cells exposed to a uniform concentration of SCF. The cell migration pattern also displayed a directed 

migration behavior towards the source of SCF in concentration gradients of SCF, while cells migrated randomly 

under conditions of uniform SCF di stribution . These res ults illustrate that SCF induces the directional rnigra tion of 

C1 7.2 cells via the increase in the migration efficie ncy and the migra tion speed of these cells , which would provide 

d ata to unders tand the mechani sm s of glioma-induced migration of NSCs . 

Key words neural stem cells; s tem cell factor ; tropism; 口ùgration
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