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三维神经干细胞分化模型在神经药物检测中的应用
刘庆喜1  吴 婷1,2  孙  贺1  崔占峰3  李朝晖3*

(1天津卫凯生物工程有限公司, 天津 300457; 2天津中医药大学, 天津市现代中药重点实验室, 天津 300193; 
3英国牛津大学, 生物医学工程研究所, 牛津 OX13PJ)

摘要      将神经干细胞接种在透明质酸支架进行三维(3D)培养, 使用传统平面(2D)培养做对比, 
经诱导培养基进行1, 7, 14 d诱导分化。采用细胞免疫组织化学和Real-time PCR技术检测神经干细

胞特异性标记物巢蛋白(nestin)、神经元微管蛋白(tubulin)及胶质细胞胶原纤维酸性蛋白(glial fibril-
lary acidic protein, GFAP)在蛋白水平和mRNA水平上的变化; CCK-8和活细胞染色技术检测神经细

胞的增殖能力及神经细胞膜损伤修复效果。结果显示, 神经干细胞在3D和2D培养条件下经诱导培

养基诱导14 d后, tubulin表达量明显增加, 而GFAP表达量降低, 3D效果更加明显。CCK-8和活细胞

染色结果显示, 干细胞在3D培养条件下较2D培养条件下其分化和分化后的神经细胞膜损伤修复效

果显著。三维培养模型能够对神经细胞分化后的药物损伤模型起到更好的保护作用。因此认为, 
3D透明质酸–神经细胞分化模型是更适合于构建体外神经药物筛选及安全性检测的优势模型。

关键词      神经干细胞分化; 3D培养; 透明质酸; 体外药物检测模型; 膜损伤修复

Development of A 3D Stem Cell-derived Neuron Model for Neuronal Drug Testing
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Abstract       The neural stem cells were cultured in hyaluronic acid-based three-dimensional (3D) scaffold 
and induced differentiation for 1, 7 and 14 days, besides the conventional two-dimensional (2D) culture was set as a 
control. The expressions of stemness marker (nestin), neuronal marker (tubulin) and glial cell marker (glial fibrillary 
acidic protein, GFAP) were detected using immunocytochemistry staining and Real-time PCR; The cell survival 
and proliferation ability during differentiation culture and drug testing were assayed using the CCK-8 Kit and Live-
Dead Cell Staining Kit. During culture period, tubulin expression was significantly increased and glial cell marker 
GFAP expression reduced, whereas the changes observed in 3D model were more obvious. Cells cultured in the 3D 
model were shown a significant protective effect on drug-induced nerve damage post differentiation. Neural stem 
cells cultured in 3D hydrogel retained a high differentiation potential to form neuron cells compared to conventional 
2D culture. The 3D culture model could provide an additional protection on drug-induced nerve damage post dif-
ferentiation, also the developed 3D stem cell-derived neuronal model could be an advanced in-vitro model for drug 
toxicity testing and for efficacy and safety assessments in stem cell therapy to treat neurodegenerative diseases.

Keywords        neural stem cell differentiation; three-dimensional culture; hyaluronic acid; in-vitro drug test-
ing model; membrane damage repair
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目前普遍使用的神经细胞体外培养方法多为单

层贴壁培养(2D)以及3D无支架神经球培养。单层贴

壁培养以1952年Dulbecco开展的单层传代培养为代

表[1], 标志着进入了细胞体外研究时代。此种方法优

点包括操作简单、环境可控性强、样品特征性和均

一性好等。其局限性在于细胞在体外去分化, 使其

在体外很难完成细胞某些代谢功能的研究。3D无支

架培养以Reynold所创立的“神经球”为代表[2], 实现

了神经干细胞(neural stem cells, NSCs)高密度3D悬

浮培养, 但随着神经球尺寸的增大, 球内细胞生长

所需营养无法及时从球外获得, 导致球中心部位出

现大量细胞凋亡和坏死。而另一种3D培养方法, 称
为3D有支架培养方法, 是将细胞接种到特定的支架

材料上来支持细胞在3D空间的生长[3-4]。因人体组

织具有3D复杂结构[5], 细胞和细胞之间、细胞和细

胞外基质之间的相互作用是维持细胞活性和功能

的基础。所以, 3D有支架培养方法能更好地模拟体

内的基质和血液循环的环境[6], 从而实现更接近于

人体细胞内环境的体外细胞研究, 例如, 胚胎干细

胞可以在比较柔软的3D支架中诱导分化成神经细

胞[6]。

透明质酸(hyaluronic acid, HA)是一种分布在

多种组织细胞外基质的蛋白多糖, 具有特殊的生物

学活性, 既能够提供支架结构、帮助信号传导, 又
能促进干细胞增殖、迁移、分化和修复等, 且具有

无毒、低免疫反应、高生物相容、生物可分解以

及人体可吸收等特性[6-8]。近年来, 人们尝试采用透

明质酸作为3D支架[5], 把几种干细胞接种到透明质

酸中, 取得了初步的成功。尽管许多研究从适合细

胞生长的角度证实了透明质酸适合多种干细胞的

生长特性, 但有关透明质酸3D培养对神经干细胞诱

导分化的影响[6-8,10]的研究报道较为罕见。

本实验的目的是建立一个更接近于体内微环

境的体外3D神经细胞分化模型, 用于神经药物毒性

和有效性检测。此模型的建立首先是使用神经干细

胞在3D透明质酸支架内分化, 并在分化的不同阶段

检测分化程度, 优化分化培养条件。之后使用优化

的分化后神经模型进行药物诱导下神经细胞膜损伤

修复的研究, 并将3D干细胞分化和神经细胞膜损伤

修复效果和2D分化模型进行比较, 从而确立了3D透

明质酸–神经细胞分化模型是更适合于构建体外神

经药物筛选及安全性检测的优势模型。

1   材料与方法
1.1   主要材料

1.1.1   动物      孕14 d SD胎鼠购自中国人民解放军

军事医学科学院实验动物中心, 级别为SPF级, 许可

证号: SCXK-(军)2012-0004。实验过程中对动物的

处理符合动物伦理学标准。

1.1.2   试剂      DMEM培养液、F12、bFGF、EGF、
B27、N2、Glutamax、Heparin、BSA、D-Glucose、
Laminin购自Gibco公司; Live/Dead Viability-Cyto-
toxicity Kit购自 Invitrogen公司; 青链霉素混合液、

RPMI1640培养液、AccutaseTM、NaHCO3、NaCl、
Retinoic acid、RA、HyStem Cell Culture Scaffold Kit
购自Sigma公司; CCK-8 Kit购自BestBio公司; Anti-nes-
tin IgG、Anti-tubulin IgG、Anti-GFAP IgG购自Abcam
公司; HEPES购自Roche公司; TRITC标记山羊抗兔二

抗IgG、山羊抗小鼠二抗IgG购自中杉金桥公司。

1.1.3   仪器      超净工作台(CA-920-3, 上海净化设

备厂); 血球计数板(XB-K-25, 上海市求精生化试剂

仪器有限公司); 离心机(Z323, HERMLE公司, 德国); 
超纯水机(Millipore-Q-Synthesis公司, 法国); CO2培

养 箱(HERA cell, Kendro Laboratory Products公 司, 
德国); 酶标仪(SPECTRAFLUOR, TECAN, Sunrise
公司, 奥地利); 高压灭菌器(SS-325, TOMY KOGYO
公司, 日本); 荧光倒置显微镜(IX70-131, OLYMPUS
公司, 日本); 水浴振荡器(SHA-C, 江苏安普电子工

程有限公司)。
1.2   方法

1.2.1   3D透明质酸破碎水凝胶支架制备      根据

HyStem Cell Culture Scaffold Kit说明书对各溶液进

行配制, 按照实验计划将HyStem溶液与Extralink溶
液以4:0.7(v/v)的比例在1.5 mL离心管中混合均匀

(例如, 400 μL HyStem配70 μL Extralink), 120 ×g离
心5 s。由于两者的交联极易发生, 需将离心后的溶

液快速转至2 mL注射器中(采用0.5 mm×16 mm的针

头吸入的方式), 尽量排尽注射器内的空气, 以免造

成后续实验操作的难度。

将含有混合溶液的注射器针头朝下倒置于培

养箱中, 20 min后, 弹动注射器管壁可见透明质酸水

凝胶形成。取1.5 mL离心管, 推动注射器将水凝胶

打进离心管中, 120 ×g离心10 s使离心管壁的水凝胶

沉入底部。将浓度为1 mg/mL的层黏连蛋白(laminin)
以1:0.1(v/v)的比例加入离心后的水凝胶, 搅动使其
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使用浓度为0.1 mg/mL。将36 μL混合后的凝胶添加

至孔板内, 轻轻拍打孔板, 以保证水凝胶均匀分布。

1.2.2   细胞分离培养及诱导分化      取孕14 d SD大

鼠, 引颈处死。摘除子宫并用PBS清洗, 取出胚胎, 放
入盛有新鲜无菌PBS的培养皿中, 取胚胎头部并放入

新培养皿中, 在体式显微镜下撕开并除去胚胎头部

的两层膜, 暴露整个脑组织。取海马区放入盛有新

鲜培养基的平皿中, 用眼科剪剪成1 mm3大小的碎块, 
加入1 mL AccutaseTM, 37 °C震荡10 min并用吸管反复

吹打20次, 消化成单细胞悬液。离心去除上清, 加入

适量新鲜培养基重悬细胞计数, 以1×108/L的密度接

种于25 cm2培养瓶中, 进行原代及继代培养。

神经干细胞完全培养基主要成分为: DMEM/F12/
RPMI1640(1:1:1), EGF 20 ng/mL, bFGF 10 ng/mL, Heparin 
5 mg/mL, HEPES 5 mmol/L, Glucose 23.33 mmol/L, Glu-
tamax 3 mmol/L, 1% B27。标准培养基为: RPMI1640, 
10% FBS, 1% MEM, 1% Pen/Strep。分化培养基主要

成分为: RPMI1640, 10% FBS, 1% MEM, 1% Pen/Strep, 
10 μmol/L Retinoic acid。维持培养基主要成分为: Neu-
robasal Medium A, 2% B27, 50 μg/L BDNF, 10 μg/L NGF, 
1% MEM, 1% Pen/Strep。

细胞以相同的密度分别接种于2D和3D培养板

中, 使用标准培养基过夜培养, 待细胞贴壁后换成诱

导培养基诱导7 d, 然后换成神经元维持培养基继续

培养, 细胞诱导培养期间, 2D与3D模型下的细胞以

相同的处理方式对细胞进行诱导换液培养。

1.2.3   细胞活力检测      采用CCK-8法及死活染色方

法检测神经干细胞在不同培养模式下细胞的活力, 将
各组细胞以1×105/孔铺板, CCK-8液/培养基(1/10)浓度

稀释后加入各组培养孔内, 于5% CO2、37 °C条件下

培养2 h, 酶标仪450 nm波长测定其吸光值, 吸光值越

高表明细胞的存活率越高。死活染色原理是: 活细胞

与钙黄绿素结合后, 在激发光的作用下发出强烈的

绿色荧光; 而死细胞由于细胞膜破损, 乙啡啶同型二

聚体能够与细胞内的核酸结合, 产生强烈的红色荧

光。方法: 弃掉培养基, 0.01 mol/L PBS浸洗2~3次, 每
次5 min, 配制Calcein AM及EthD-1工作液至4 μmol/L, 
加入适量工作液到培养孔中, 孵育250 min后, 吸弃

染液并用0.01 mol/L PBS浸洗2~3次, 每次5 min, 在
倒置荧光显微镜下观察细胞生长状态。

1.2.4   免疫细胞化学染色      弃培养基, 用新鲜的

0.01 mol/L PBS洗3次, 每次5 min; 加入4%多聚甲

醛, 固定20 min后用0.01 mol/L的PBS润洗3次, 每次

5 min; 加入0.25% Triton X-100作用15 min后, 用羊

血清封闭30 min。添加鼠抗nestin单克隆抗体(1:250)、
鼠抗tubulin(1:250)单克隆抗体和兔抗GFAP(1:500)
多克隆抗体(双染), 4 °C过夜后加入FITC标记的山羊

抗兔和TRITC标记的山羊抗兔二抗液, 避光孵育2 h。
之后Hoechst 33342核染10 min, 用0.01 mol/L PBS浸
洗3次, 每次5 min, 于荧光显微镜下观察拍照。

1.2.5   Real-time PCR检测      在已加入0.5 mL预冷

Trizol的样品中加100 μL预冷的氯仿, 振荡30 min,   
13 000 r/min、4 °C离心15 min。取出上清, 再次加

入等体积预冷的氯仿震荡, 13 000 r/min、4 °C离心

15 min。取出上清液, 加等体积预冷异丙醇, 室温放

置20 min, 13 000 r/min、4 °C离心15 min。小心吸去

上清液, 将离心管倒置, 使液体尽量流干。用0.5 mL
冰上预冷的70%乙醇(DEPC水配制)重悬RNA沉淀

进行洗涤, 13 000 r/min、4 °C离心5 min, 弃上清, 重
复1次, 吸除乙醇后13 000 r/min、4 °C离心3 min, 重
复1次, 室温干燥。用20 μL灭过菌的DEPC水溶解

RNA样品, 取3 μL进行RNA胶电泳, 其余样品−80 °C
保存备用。

使用反转录试剂盒进行cDNA第一链合成, 根
据说明书将7 μL的总RNA和1 μL的Random Primer 
(N9)混匀, 65 °C孵育5 min, 迅速冰浴2 min; 随后加

入10 μL 2×TS Reaction Mix、1 μL TransScript RT 
Enzyme Mix和1 μL DNA Remover混匀后, 25 °C孵育

10 min, 42 °C孵育30 min, 85 °C加热5 min失活Trans-
Script RT, 即得到cDNA第一链。

以cDNA第一链为PCR模板进行Real-time PCR
反应, 20 μL的反应体系为: 10 μL 2×Power qPCR 
PreMix、上下游引物各0.4 μL(终浓度0.2 μmol/L)、
cDNA模板2 μL和0.4 μL 50×Rox Reference Dye, 最
后用ddH2O补至20 μL。

Real-time PCR扩增程序: 95 °C预变性10 min, 
95 °C 10 s, 60 °C 20 s, 72 °C 31 s(采集信号), 40个循

环; 融解曲线反应程序: 95 °C 1 min, 60 °C 15 s, 从60 °C
按照1%的速率递进升温到95 °C, 恒温10 s(采集信

号); 25 °C 15 s。
1.2.6   3D培养条件中药物对氧化损伤下的神经细胞

的保护作用      槲皮素(quercetin, Que)是银杏叶提取

物中黄酮类化合物的主要成分之一, 其对黑质多巴

胺能神经元损伤有显著的预防作用。先将槲皮素溶
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解于DMSO中配制成母液, 加药前用维持培养基稀

释成100, 200, 400 μmol/L的药液, 分别加至已分化培

养了14 d的细胞-HA支架模型中构成三个药物干预

组, 每个浓度设3个平行孔, 阳性药干预组更换生育

酚(Tocopherol, VE)药液, 96孔板内每孔150 μL。空白

对照组和H2O2损伤模型组更换同样体积的不含槲皮

素的维持培养基。孵育30 h后, 再向H2O2组、槲皮素

和阳性药干预组加入终浓度为160 μmol/L的H2O2损

伤药液, 每孔150 μL。继续培养8 h后吸弃上层药液, 
采用CCK-8及Live/Dead Viability-Cytotoxicity Kit分
别检测空白对照组、H2O2膜损伤修复模型组及药物

干预组的细胞活力。具体方法如1.2.2所示。

1.3   数据统计

用SPSS 17.0软 件 进 行 分 析, 实验数据以

mean±S.D.形式表示, P<0.05为差异显著, P<0.01为
差异极显著。

2   结果
2.1   神经干细胞在3D分化模型与传统2D分化模

型中增殖能力和活细胞染色的比较          
将大鼠NSCs以1×105/孔的密度接种在培养板

中, 以神经元诱导培养基诱导7 d, 更换神经元培养

基继续培养细胞14 d。使用CCK-8试剂盒检测神经

干细胞在分化培养过程中的增殖能力。CCK-8结果

显示, 诱导1~7 d, 在2D和3D培养条件下细胞呈现显

著增殖; 第8~14 d, 细胞增殖明显降低。增殖能力减

弱说明神经干细胞已经开始分化。而生长在2D条

件下的细胞增殖速度明显高于生长在3D条件的细

胞, 表明3D培养条件更易于干细胞的分化, 同时可

以抑制干细胞不可控的增殖趋势(图1A)。死活细胞

染色结果显示, 在培养过程中, 细胞在3D和2D培养

条件下均能正常生长, 没有明显的细胞死亡现象(图
1B)。
2.2   神经干细胞在3D分化模型与传统2D分化模

型中分化能力的比较

采用免疫荧光的方法观察神经干细胞在3D和

2D培养条件下, 经诱导后第1, 7, 14 d的细胞干性标

记物nestin、神经元细胞标记物tubulin和胶质细胞

标记物GFAP的表达。Nestin在诱导第7~14 d, 免疫

荧光有变暗的趋势, 这种变化在3D培养条件下尤为

突出, 说明诱导后神经干细胞的干性减弱。Tubulin在
诱导第1~14 d, 免疫荧光逐渐增强, 说明神经干细胞已

A: 神经干细胞在3D和2D培养条件下诱导分化后的增殖能力比较。实验独立重复3次, 数据以mean±S.D.形式表示。*P<0.05, #P<0.05, 2D/3D第

7 d、第14 d分别与相应第1 d进行比较。*为2D组, #为3D组; B: 神经干细胞在3D和2D培养条件下诱导分化后活性比较。活细胞为绿色, 死细胞

为红色。标尺=100 μm。

A: proliferation potential of neural stem cells during induced differentiation in 3D and 2D culture conditions. Data were presented as the mean±S.D. 
of three independent experiments. *P<0.05, #P<0.05, 2D/3D group for Day 7 and Day 14 vs Day 1, respectively. *stands for 2D group, #stands for 3D 
group; B: viability staining of neural stem cells during induced differentiation in 3D and 2D culture conditions. Live cells were in green while dead cells 
were in red. Scale bars=100 μm. 

图1  诱导培养基对神经干细胞在2D和3D模型中增殖能力的影响

Fig.1  The effect of induction medium on neural stem cell proliferation in 2D and 3D models
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经开始向神经元分化。GFAP在诱导第1~7 d迅速增高, 
然后在第7~14 d又有减弱的趋势, 这可能是因为大脑

中所占比例最大的细胞为胶质细胞, 而且神经干细胞

向胶质细胞自然分化的能力很强, 而第1~7 d诱导培

养基中存在血清, 从而增强了干细胞自然分化的速

度, 故GFAP从免疫荧光强度上有显著增加的趋势; 
诱导7 d后, 为了保护已经从神经干向神经元分化的

细胞, 换成不含血清的神经元维持培养基, 这样就抑

制了胶质细胞的生长, 故第7~14 d GFAP在蛋白水平

上又出现降低的现象(图2)。
2.3   在3D和2D分化模型中各分化标记物在

mRNA水平上的变化

为了进一步了解3D和2D培养条件对神经干细

胞分化的影响, 我们采用了Real-time PCR技术, 对诱

导后第1, 7, 14 d的神经细胞干性标记物nestin和分化

标记物GFAP、tubulin在mRNA水平上的表达进行

了研究(图3)。诱导第7~14 d, tubulin的mRNA表达

量逐渐增加, 与免疫荧光逐渐增强的检测结果相一

致。此实验结果进一步说明, 神经干细胞已经开始

向神经元分化。GFAP mRNA在诱导第1~7 d迅速增

高, 在第7~14 d又呈减弱趋势, 这也和免疫荧光检测

结果吻合。而神经细胞干性标记物nestin在14 d诱导

分化过程中, mRNA表达水平偏低。这充分证明我

们使用的神经干细胞分化方法正确有效。当然, 如
何有效实现神经干细胞完全分化成神经细胞还有待

于进一步研究。

2.4   在3D和2D过氧化氢损伤模型中药物对细胞

膜损伤修复作用的比较

上述实验表明, 神经干细胞可以在我们建立的

3D模型中更好地分化成神经元和胶质细胞, 从而可

以作为一个更接近体内环境的体外模型, 用来研究

药物对神经细胞膜损伤修复的影响。为了研究药物

对神经细胞在3D培养条件中的氧化损伤修复作用

是否优于2D培养条件, 本实验用不同浓度(100, 200, 
400 μmol/L)的槲皮素, 分别对3D和2D过氧化氢损

 A: 在2D分化模型中, nestin、tubulin和GFAP的表达; B: 在3D分化模型中, nestin、tubulin和GFAP的表达。红色为GFAP阳性, 绿色为nestin和
tubulin阳性, 蓝色为细胞核, 标尺=50 μm。

A: the expressions of nestin, tubulin and GFAP in 2D differentiation model; B: the expressions of nestin, tubulin and GFAP in 3D differentiation model. 
Red represented GFAP positive, nestin and tubulin were shown in green while the nucleus were in blue, Scale bars=50 μm.

图2   细胞免疫荧光检测神经标志物nestin、tubulin和GFAP在三维和二维分化模型中的表达

Fig.2   Detection of the expressions of neural markers nestin, tubulin and GFAP in 3D and 2D differentiation models

(A) (B)

  Day 1

Day 7

Day 14

GFAP Nestin Tubulin GFAP Nestin Tubulin

实验独立重复3次, 数据以mean±S.D.形式表示。*P<0.05, **P<0.01, 
与相应的2D第1 d进行比较。

Data were presented as the mean±S.D. of three independent experi-
ments. *P<0.05, **P<0.01 compared with the resoective 2D-Day 1.

图3  神经细胞特异性标志物 nestin、tubulin和GFAP在
3D和2D分化条件下mRNA的变化

Fig.3  The mRNA changes of neuronal specific markers nestin, 
tubulin and GFAP in 3D and 2D differentiation models
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伤模型孵育30 h, 之后添加160 μmol/L H2O2作用8 h, 
同时设空白对照组、损伤组(即不加药物干预组)和
阳性药物干预组(Tocopherol, VE)。CCK-8检测结果

表明, 不加药物干预组的细胞(0 μmol/L槲皮素组)在
H2O2作用下损伤可达50%左右, 而槲皮素浓度在小

于400 μmol/L时能明显提高神经细胞的抗氧化应激

损伤能力, 细胞活力增强, 其中以100 μmol/L槲皮素

对细胞保护最有效。这种变化趋势在2D实验中也有

体现。当将3D和2D模型对药物的反应进行比较时, 
3D模型中细胞对药物应激反应明显优于传统的2D
模型。3D和2D不加药物干预组, 3D模型里的细胞活

力低于2D模型(7.64±1.31)%; 而在使用100 μmol/L槲
皮素保护组里, 在3D损伤模型中细胞损伤修复后的

细胞活力可达(83.13±6.11)%, 明显高于相同槲皮素

浓度下的2D损伤模型组[(75.47±5.45)%]。当将槲皮

素保护组与不加药干预组相比, 较之2D模型, 槲皮

素的保护作用在3D模型中体现地更加明显(图4A和

图4C)。相应地, 细胞死活染色也证明槲皮素能对神

经细胞的抗氧化应激损伤起到保护作用。2D过氧

化氢诱导的模型组细胞出现不规则形态, 突触和胞

体逐渐消失, 甚至出现大面积漂浮的状态; 3D过氧

化氢诱导的模型组细胞形成的神经网状结构消失, 
细胞连接处出现大面积空白区域。而药物干预组的

细胞形态与对照组相比有显著性地改善(图4B和图

4D)。以上提示, 药物在3D和2D损伤修复模型中均

起到了有效的保护作用, 但从模型反映出的敏感度

及细胞形态而言, 3D要优于传统2D损伤修复模型。

3   讨论
国内外把干细胞研究作为生物科技研究的重

(A) (B)

(C) (D)

***

***

** **

** #
##

C
el

l v
ia

bi
lit

y 
(%

 o
f c

on
tro

l)
C

el
l v

ia
bi

lit
y 

(%
 o

f c
on

tro
l)

100

50

0

100

80

60

40

20

0

Control 0

0

100

100

200 400 VE

VE

Quercetin (μmol/L)

Quercetin (μmol/L)

3D group
2D group

B1 B2 B3

B4 B5 B6

D1 D2 D3

D4 D5 D6

A: 3D神经细胞活力检测; B: 3D神经细胞活性染色图; B1: 对照; B2~B5: 槲皮素浓度分别为0, 100, 200, 400 μmol/L; B6: 生育酚; C: 3D和2D神经

细胞活力比较; D: 2D神经细胞活性染色图; D1: 对照; D2~D5: 槲皮素浓度分别为0, 100, 200, 400 μmol/L; D6: 生育酚。标尺=100 μm。实验独立

重复3次, 数据以mean±S.D.形式表示。#P<0.05, **P/##P<0.01, ***P<0.001, 给药组(槲皮素和VE)分别与2D/3D 0 μmol/L槲皮素组相比。*为3D组, 
#为2D组。

A: the detection of neuronal cells viability in 3D model; B: staining for live cells in 3D model; B1: control; B2~B5: the concentration of quercetin was 
0, 100, 200, 400 μmol/L, respectively; B6: VE; C: the comparison of cells viability in 3D and 2D models. D: staining for live cells in 2D model. D1: 
control; D2~D5: the concentration of quercetin was 0, 100, 200, 400 μmol/L, respectively; D6: VE. Scale bars=100 μm. Data were presented as the 
mean±S.D. of three independent experiments. #P<0.05, **P/##P<0.01, ***P<0.001, drug groups (quercetin or VE) vs 2D and 3D 0 μmol/L of  querce-
tin groups, respectively. *stands for 3D group, #stands for 2D group.

图4  不同浓度的槲皮素对损伤后神经细胞的保护作用

Fig.4  Protective effect of different concentrations of quercetin on neuronal cells after injury
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点, 神经干细胞研究是当今生物医学领域最前沿的

课题之一。近年来, 有关神经细胞体外3D模型的研

究逐步增多, 所采用的3D支架材料种类各异, 但大

都集中在建立3D细胞培养模型上, 对于分化模型报

道罕见。3D培养技术有着重要的应用价值, 传统的

2D培养技术由于细胞在体外培养, 其环境逐渐丧失

了原有的特性。而动物实验完全在体内进行, 其体

内复杂的因素使其很难研究单一过程, 3D培养技术

既能最大程度模拟体内环境, 又能展现细胞培养的

直观性和条件的可控性, 故能更好地应用在临床前

的药检领域。

本实验采用透明质酸作为主要支架成分, 经层

黏连蛋白修饰后建立3D神经细胞分化模型, 和传统

2D分化模型相比, 无论在基因水平还是在蛋白水平

上, 3D分化模型均优于传统2D分化模型, 这也为临

床前的药物检测提供了一个全新的、模仿人体微

环境的3D分化模型。由于使用不同步骤进行神经

分化获得的细胞类群可能不同, 因此, 在分化实验中

检测不同阶段以及不同亚型神经细胞的标志基因可

以详细了解在不同分化条件下获得的神经细胞的构

成。本工作的重点是研究建立体外3D分化模型的

可行性, 为了简化实验条件只研究了三种广谱标记

物nestin、tubulin和GFAP。对于其他不同亚型标记

物, 例如Dcx、NeuN、Olig2、ChAT和TH等, 将在今

后的工作中进行深入研究。

目前, 动物实验和体外细胞培养方法被广泛用

于药物毒性检测[9-11]。一方面, 动物实验不仅需要大

量的动物、实验成本高、实验周期长、伦理上长期

存在争议, 而且动物和人体内微环境存在一定差异, 
动物对药物毒性的反应和代谢与在人体内的反应

和代谢可能会完全不同。另一方面, 应用体外细胞

培养(2D)来快速检测和筛选药物, 具有相对低成本、

较好的重现性以及简单易操作、高通量等优势, 成
为制药业现行的黄金标准。但是, 越来越多的实验

结果证实了使用2D模型的局限性。目前正在发展

中的3D细胞培养技术是介于单层细胞和动物实验

之间的一种新技术, 既能模仿体内环境, 又能展现细

胞研究的直观性和条件的可控性, 故能更好地应用

于临床前的药物检测实验[12-14]。

为了评估构建的3D分化模型在体外药物筛选

中的可行性, 我们初步探索了药物对氧化应激损伤

下神经细胞的保护作用[15]。H2O2作为其中的一种副

产物, 可对神经细胞产生毒性, 引起细胞死亡。有文

献报道, 槲皮素对黑质多巴胺能神经元损伤有显著

的预防作用。槲皮素是银杏叶提取物中黄酮类化合

物的主要成分之一。张晓琦等[16]应用高效液相色谱

法测定得到不同批次的银杏叶提取物中槲皮素的含

量为23.93~49.78 mg/g。巴晓红等[17]选用改良后的

Thomas方法制作帕金森SD大鼠模型, 按100 mg/kg
的剂量连续灌胃银杏叶提取物溶液14 d(1次/d), 发
现其对黑质多巴胺能神经元损伤有显著的预防作

用。因此, 本次药物毒性试验采用槲皮素提前干预

H2O2损伤的3D分化模型, 检测细胞对槲皮素浓度梯

度下的不同响应水平。利用我们构建的3D分化模

型得到的结果显示, 经过100 μmol/L槲皮素预处理, 
可明显减轻H2O2造成的细胞损伤, 而高浓度预处理

组无效。同时, 3D模型中100 μmol/L槲皮素对细胞

保护可达(83.13±6.11)%, 而在2D培养的P19神经元

模型中在150 μmol/L剂量下对细胞的保护最强, 但
仅为(78.3±8.5)%[18]。由此可见, 本实验中构建的3D
分化模型对药物剂量的敏感程度较2D的神经元细

胞系更强, 同时又更接近体内的动物实验结果。这

一模型为建立干细胞治疗技术的有效性和生物安全

性评估平台提供了思路和可行技术支撑, 对于过氧

化氢进行膜损伤修复过程中涉及的其他可以检测的

指标, 例如总抗氧化能力(total antioxidant capacity, T-
AOC)、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、
过氧化物酶(glutathione peroxidase, GSH)、一氧化氮

合成酶(nitric oxide synthase, NOS)、一氧化氮(nitric 
oxide, NO)以及致衰因子(malondialdehyd, MDA)等, 
还有待于在今后的工作中进行研究, 从而完善对3D
培养条件下过氧化氢膜损伤修复的机制研究。

人体是一个能够自主新陈代谢的有机体, 体内

细胞代谢产物可随血液循环经相应器官进行代谢, 
使得体内细胞周围环境相对稳定, 本研究对体外细

胞培养(即2D培养)进行了组织化修饰[19], 使其接近

体内3D特征, 对于临床前的药检有一定的应用价

值。3D灌注式分化模型是建立在3D细胞培养基础

上, 模仿人体血液循环系统对体外培养细胞进行灌

注式培养, 能够较好地应用于临床前的药检试验。

本研究建立的用于药物检验的神经干细胞3D分化

模型无论在分化效果上, 还是药物对膜损伤修复作

用方面都优于传统2D分化模型, 这也为今后更接近

人体内环境的3D灌注式细胞培养、分化和药检打
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下坚实的理论基础[20-22]。
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