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大鼠BMSCs条件培养基对NSCs形态、生长及

分化的影响
纪志华  钟贞浩  史方富  唐崧杰  孟志斌*

(海南医学院附属医院骨科, 海口 570102)

摘要      通过对SD大鼠骨髓间充质干细胞(bone mesenchymal stem cells, BMSCs)及新生鼠神经

干细胞(neural stem cells, NSCs)进行体外分离、培养及鉴定后, 观察BMSCs条件培养基对NSCs向神

经细胞分化的影响。采用全贴壁培养法培养BMSCs, 并采用流式细胞术鉴定其特异性表面抗原标记。

无血清技术培养NSCs, 采用免疫荧光技术鉴定其特异性抗原标记。BMSCs条件培养基(含10%胎牛

血清的DMEM培养基)对NSCs诱导7 d后, 镜下观察细胞形态和生长, 并采用免疫荧光技术检测NSCs
分化。BMSCs高表达CD90、CD29(>90%), 而CD45呈阴性表达。免疫荧光染色显示, NSCs标记蛋白

Nestin、SOX2为阳性。NSCs经BMSCs培养液诱导分化7 d后经免疫荧光鉴定, MAP-2及GFAP呈阳性, 
阳性率分别为73.80%和50.47%; NSCs经胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)诱导分化7 d后经免疫荧光

鉴定, MAP-2及GFAP呈阳性, 阳性率分别为42.14%和31.90%。BMSCs条件培养基可诱导NSCs分化

为神经元及星形胶质细胞, 其中BMSCs分泌的细胞因子在诱导分化中可能发挥重要作用。

关键词      骨髓间充质干细胞; 神经干细胞; 培养; 诱导; 分化; 鉴定; 免疫细胞荧光染色
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Abstract       This study was designed to observe the effect of BMSCs (bone mesenchymal stem cells) 
conditioned medium on the differentiation of NSCs (neural stem cells) after the isolation, culture and identification 
of SD rat BMSCs and NSCs. BMSCs were cultured using method of all-adherent culture and identified with specific 
antigen marker by flow cytometry. NSCs were cultured using serum-free method and identified with specific antigen 
marker by immunofluorescence. NSCs were induced with BMSCs conditioned medium (DMEM medium containing 
10% fetal bovine serum) for 7 d, and then we could observe morphology of NSCs and detect NSCs differentiation 
using immunofluorescence technique. We found that BMSCs highly expressed CD90, CD29 (>90%), whereas CD45 
expression was rarely; and immunofluorescence showed that specific marker of NSCs such as Nestin, SOX2 was 
positive reaction. The positive rate of expression MAP-2 and GFAP were 73.80% and 50.47% respectively after NSCs 
were induced with BMSCs conditioned medium for 7 d. Meanwhile, after NSCs had been induced and differentiated by 
fetal bovine serum (FBS) for 7 d, immunofluorescence identification indicated that both MAP-2 and GFAP were positive 
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as well, with the rates 42.14% and 31.90%, respectively. BMSCs conditioned medium can induce NSCs to differentiate 
into neurons and astrocytes, in which cytokines secreted by BMSCs maybe play the vital role.

Keywords       BMSCs; NSCs; culture; induction; differentiation; identification; immunofluorescence

数十年来, 有关神经干细胞(neural stem cells, 
NSCs)的分化机制已取得了很大进步。一些研究发

现, NSCs的分化受细胞微环境信号的影响[1-2], 但是

NSCs分化的具体分子机制尚不完全清楚, 尤其是

NSCs特定分化为神经元。基于此, NSCs临床应用的

进一步研究仍存在较大挑战。因此, 建立一种理想

的实验方法能够使NSCs向神经样细胞分化的体外

微环境显得很有必要。

骨髓间充质干细胞(bone mesenchymal stem cells, 
BMSCs)是一种多潜能干细胞, 可用于组织的再生修

复, 如骨、软骨、脂肪和肌肉等[3-4], 并且BMSCs可分泌

一些细胞因子促进造血干细胞的成熟及分化[5]。此外, 
BMSCs可分泌脑源性神经营养因子[6]。研究报道, 在
体内外BMSCs可被诱导为神经样细胞[7], 并且BMSsC
可诱导NSCs分化为神经细胞[8]。那么, BMSCs的条件

培养液(含10%胎牛血清的DMEM培养液)是否也能引

起NSCs向神经细胞分化呢? 我们发现, BMSCs的条件

培养液不仅可使NSCs的生长状态发生变化, 即悬浮

生长变为贴壁生长并伸展出突起, 而且NSCs可分化

为神经元及星型胶质细胞。另有报道, 胎牛血清(fetal 
bovine serum, FBS)可诱导NSCs向神经细胞分化[9]。所

以, BMSCs的条件培养液诱导NSCs分化及机制有待

我们进一步研究。

1   材料与方法
1.1   材料

雄性SD大鼠(60~100 g)和胎鼠(10~15 g)由海南

医学院实验动物中心提供, 实验过程中处置动物符

合海南医学院动物伦理学标准。主要试剂: DMEM
培养液、胎牛血清及DMEM/F12培养液购自Gibco
公司; 重组表皮生长因子(recombinant epidermal 
growth factor, EGF)、碱性成纤维细胞生长因子(basic 
fibroblast growth factor, bFGF)、L-谷氨酰胺、B-27、
兔抗巢蛋白(Nestin)单抗、兔抗SOX2单抗、兔抗

Map-2单抗、兔抗胶质纤维酸性蛋白(GFAP)单抗

及FITC/TRITC标记山羊抗兔IgG均购自Bioworld公
司; 免疫荧光染色试剂盒购自武汉博士德生物工程

有限公司; FITC-CD90、PE-CD29和APC-CD45购自

eBioscience公司。

1.2   方法

主要观察指标: (1)BMSCs及NSCs的生长特性

及鉴定; (2)NSCs诱导后形态观察; (3)NSCs分化为神

经元(MAP-2)及星型胶质细胞(GFAP)的免疫细胞化

学鉴定。

1.2.1   BMSCs的分离和培养      将80 g左右SD大鼠

处死, 75%乙醇浸泡5 min, 无菌条件下取其股骨和

胫骨, 剪去骨垢端, 用5 mL注射器抽取DMEM培养

基反复冲洗骨髓腔, 将冲洗液收集于15 mL离心管, 
500 ×g离心5 min。弃上清, 加入含10%胎牛血清的

DMEM培养液, 充分吹打至单细胞悬液, 调整细胞浓

度为1×106/mL, 接种至25 cm2培养瓶中, 置于37 °C、
5% CO2培养箱中培养。48 h后全量换液, 此后3~4 d
换液。当细胞生长至80%~90%融合时, 用0.25 g/L的
胰蛋白酶消化, 再以1×105/mL的密度接种。待细胞

传至第三代时, 收集细胞经流式细胞术鉴定。收集

第四代细胞培养液, 待用。

1.2.2   流式细胞术鉴定BMSCs      收集第三代

BMSCs, PBS洗涤1次, 调整细胞浓度为5×106/mL, 
取50 μL/管细胞悬液, 共3管, 分别加入FITC-CD90、
PE-CD29、APC-CD45。室温下避光孵育30 min, 
PBS洗涤2次, 用于流式细胞术检测。

1.2.3   NSCs的分离和培养      取新生1~2 d的SD大

鼠的大脑至无菌的PBS中, 严格无菌条件下去除脑

膜, 分离大脑皮质并剪碎成小块状, 用巴斯德吸管

机械吹打15~20次, 收集细胞悬液, 400目过滤网过

滤, 取过滤后的单细胞悬液, 500 ×g离心5 min, 然
后用NSCs培养液(DMEM/F12培养基、2% B27、
20 ng/mL bFGF、20 ng/mL EGF、2 mmol/L谷氨酰

胺)重悬。调整细胞浓度为1×104/mL, 接种至25 cm2

培养瓶中, 置于37 °C、5% CO2培养箱中培养。每

4 d换液。待细胞增殖至形成的神经球大小为100 μm
左右时, 收集神经球, 500 ×g离心5 min, 然后用新鲜

的培养液重悬并吹打至单细胞悬液, 重新接种。待

细胞生长至7 d, 接种至24孔培养板培养24 h, 进行

免疫细胞化学鉴定(一抗为Nestin单抗、SOX2单
抗)。
1.2.4   诱导分化      收集第3代神经球细胞, 500 ×g离
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心5 min, 用第4代BMSCs的培养液重悬并吹打至单

细胞悬液, 调整细胞浓度接种。每4 d换液, 并观察

细胞生长状况。待细胞诱导7 d后进行免疫细胞化

学染色(一抗为MAP-2单抗、GFAP单抗)。对照组为

NSCs正常培养组、10%胎牛血清培养NSCs组。

1.2.5   免疫细胞化学染色      将原代培养及诱导后

的神经球细胞接种于含盖玻片的24孔培养板中, 24 h
取出盖玻片, 4%多聚甲醛固定15~20 min, PBS洗涤

后1% Triton X-100溶液处理10 min, PBS洗涤后5%
正常山羊血清37 °C孵育60 min, 滴加一抗4 °C过
夜, PBS洗涤后滴加二抗(FITC/TRITC标记山羊抗兔

IgG), 37 °C孵育60 min, PBS洗涤后DAPI复染5 min, 
PBS洗涤后用抗荧光猝灭封片剂封片, 然后显微镜

下观察染色结果并拍照。

1.2.6   统计学处理      免疫细胞化学染色诱导组和

对照组各12例, 结果以每个样本随机选择4个视野, 
每视野的阳性细胞数占该视野所有细胞的百分比表

示。采用SPSS 15.0统计学分析处理软件处理数据, 
各组结果统计数据均以mean±S.D.表示。两组样本

采用配对双尾t检验, P<0.05具有统计学意义。

2   结果
2.1   BMSCs的生长特性

BMSCs一般在培养24~48 h左右悬浮细胞开始

贴壁生长, 48 h全量换液后除去未贴壁细胞, 贴壁细

胞形态较均一, 成纺锤状(图1A), 至7 d时细胞大量增

殖, 可见细胞突触发生连接, 细胞排列成旋涡状、网

状(图1B)。10~14 d细胞融合成片, 胰蛋白酶消化, 传
代的细胞可完全贴壁, 形态与原代细胞相似。

A: 原代BMSCs培养3 d呈纺锤状(200×); B: BMSCs培养至7 d可见细胞突触发生连接, 细胞排列成旋涡状、网状(100×)。
A: primary BMSCs were spindle-shaped on the 3rd day (200×); B: BMSCs were arranged spirally and had synaptic connections on the 7th day (100×).

图1   镜下观察BMSCs形态

Fig.1   BMSCs morphology were observed under microscope

A B

2.2   BMSCs流式细胞术鉴定

经流式细胞术鉴定, BMSCs高表达CD90、
CD29(>98%), 而CD45呈阴性(>99%), 证实分离所得

的细胞为BMSCs(图2)。
2.3   NSCs的生长特性

细胞培养后3 d开始出现极少的克隆团(神经球), 
大部分单细胞死亡或形成碎片。培养至7 d时, 神经球

明显增多增大, 呈悬浮球形, 折光性强, 边界清晰, 未
见突触生长(图3)。
2.4   NSCs的免疫细胞化学鉴定

对培养的克隆球细胞爬片后, 进行免疫细胞

荧光染色, 结果显示, 神经干细胞标记蛋白Nestin、
SOX2呈阳性表达(图4)。
2.5   镜下观察NSCs诱导分化后的细胞形态

将3代神经球细胞经BMSCs培养液诱导分化

24~48 h后, 可见悬浮的神经球开始贴壁生长, 有突

起从胞体伸出。至3~4 d时大多数神经球细胞贴壁

生长, 大量细胞从球中爬出伸出突触, 6~7 d细胞形

态发生明显变化, 生长出胞体圆形有突起及多角形

的神经元样细胞, 并向周围生长(图5)。
2.6   NSCs诱导分化的免疫细胞化学鉴定

将第3代神经球细胞经BMSCs培养液诱导分

化14 d后进行免疫细胞化学染色, 结果显示, 神经

元细胞中MAP-2阳性细胞占73.80%, 星型胶质细

胞中GFAP阳性细胞占50.47%(图6和图7), 而NSCs
对照组中MAP-2及GFAP阳性细胞分别占8.76%
和4.52%, 差异有统计学意义(P<0.001)(图7), 表明

BMSCs条件培养基可诱导NSCs向神经元和星型胶

质细胞分化。
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NSCs培养7 d后呈悬浮球形生长, 折光性强, 边界清晰(100×)。  
NSCs grew up for 7 days as suspension spheres with strong refraction 
and clear boundaries (100×).

图3   NSCs的生长特性

Fig.3   Growth characteristics of NSCs
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BMSCs中CD90+CD29+双阳性细胞占98.200%, 即BMSCs高表达CD90和CD29; 而CD90+CD45+双阳性细胞占0.040%, 即CD45在BMSCs中表达

呈阴性。

As the figure showed, the ratio of CD90+CD29+ expression in BMSCs cells is 98.200%, but CD90+CD45+ is 0.040%, indicating that BMSCs highly 
express CD90, but not CD45.

图2   BMSCs流式细胞术鉴定其特异性抗原标记阳性率

Fig.2   The identification of BMSCs with specific antigen marker by flow cytometry

3   讨论
本研究着手于BMSCs及NSCs的体外培养体系

的建立, 并探讨体外BMSCs条件培养基对NSCs生长

形态及分化的影响。结果显示, 骨髓全贴壁培养法

可获得高纯度的BMSCs, 细胞生长形态较均一, 呈
纺锤状, 梭形, 大量细胞呈旋涡状。NSCs呈悬浮球形, 

折光性强, 在BMSCs条件培养液中, NSCs逐渐贴壁

生长, 大量细胞从球中爬出并长出突起, 经免疫荧光

技术检测, NSCs被诱导分化为神经元及星型胶质细

胞, 提示NSCs在BMSCs条件培养液的诱导下, 可分

化为神经样细胞。

骨髓中获取BMSCs有多种方法[10-11], 本研究采

用全骨髓贴壁法培养以获得BMSCs。在培养初期, 
BMSCs可很快贴壁, 但早期贴壁不牢, 延长初次换

液时间可改善这种情况。细胞生长至3~4 d后, 大量

增殖且速度较快。具有克隆能力的BMSCs经传代培

养后快速增殖, 说明本培养方法适用于BMSCs的体

外培养及扩增。

NSCs是一种多能干细胞, 具有自我复制、增

殖能力, 还具有向神经元、星型胶质细胞和少突胶

质细胞分化的特征。因此, NSCs培养的关键是促

进其增殖同时抑制其分化。我们采用出生24 h的
SD大鼠作为NSCs的供体, 24 h NSCs的数量接近

胎鼠, 杂细胞少, 利于培养和分离纯化。我们采用

无血清技术克隆团培养NSCs可获得高纯度NSCs。
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A B

NSCs诱导分化4 d后, 镜下细胞的形态(A: 100×; B: 400×)。
The growth of cells were induced  by NSCs  for 4 d (A: 100×; B: 400×).

图5   NSCs诱导分化后的生长特性

Fig.5   Growth characteristics of induced NSCs 

Nestin DAPI Merge

SOX2 DAPI Merge

Nestin(200×)、SOX2(400×)阳性表达。

As the figure showed, both Nestin (200×) and SOX2 (400×) were positively expression.
图4   NSCs免疫荧光鉴定

Fig.4   The identification of NSCs by immunofluorescence

我们检测到神经干细胞中Nestin呈阳性反应, 此结

果和Mothe等[12]及Shahram等[13]的结果一致。Nestin
是NSCs的主要标志[14-15]。Sauerzweig等[16]发现, 在无

血清培养条件下, BMSCs可表达典型的NSCs标记。

另外, 我们的结果也显示, NSCs的另一标记SOX2也
呈阳性表达。 

随着NSCs培养技术越来越成熟, NSCs的临床

应用也愈广泛, NSCs的分化及其机制受到广泛的重

视。研究证明, 通过BMSCs和NSCs共培养, BMSCs
可诱导NSCs向神经元及胶质细胞分化[8,17]。共培

养12 h后即可发现有神经元和胶质细胞从神经球

中迁移出, 这表明了BMSCs提供的微环境有利于

神经细胞的迁移。BMSCs分泌的许多因子还可调

节神经和造血系统的发育[18], 而BMSCs促进造血干

细胞的生长及成熟依赖于细胞外基质、细胞表面

黏附分子及BMSCs分泌的细胞因子[19]。我们得知

在BMSCs培养的过程中其释放一些细胞因子到培

养液中, 那么BMSCs条件培养液是否影响NSCs的
生长状态及分化值得进一步研究。因此, 我们采用

NSCs和BMSCs条件培养液共培养的方式进行间接
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NSCs+BMSC medium NSCs+FBS NSCs
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GFAP

图6   NSCs诱导分化的免疫荧光鉴定(400×)
Fig.6   The identification of induced NEPs by immunofluorescence (400×)
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NSCs经BMSC条件培养基诱导后MAP-2和GFAP阳性表达较单独

FBS诱导组及对照组增多, ***P<0.001。
Compared with single FBS induction group and the control group, 
MAP-2 and GFAP had more positive expression than NSCs induced by 
BMSC conditioned medium, ***P<0.001.
图7   NSCs诱导分化后MAP-2和GFAP阳性表达率统计图

 Fig.7   The positively expression ratio of MAP-2 and GFAP 
in induced NSCs

研究, 发现NSCs贴壁生长, 并且伸展生长出有突起

的细胞。经免疫荧光技术鉴定, 神经元和星形胶质

细胞的比例增高。另外, 我们单独用FBS诱导NSCs, 
也可使NSCs分化为神经细胞, 但比例较BMSCs细
胞培养液低。由此, 我们认为, BMSCs分泌的某种

细胞因子可能在NSCs分化过程中发挥重要作用。

研究发现, BMSCs可分泌一些具有神经保护和修

复作用的细胞因子, 如转化生长因子-β(transfected 
growth factor-β, TGF-β)、碱性成纤维生长因子(basic 
fibroblast growth factor, bFGF)和脑源性神经营养因

子(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)。TGF-β
可促进细胞外基质蛋白的分泌, 并促进诱导后的细

胞成熟。BDNF是一类神经生长因子, 对神经元的

分化及突起的生长、存活及功能起支持和促进的作

用[20]。因此, 这些细胞因子在NSCs诱导分化中有一

定的影响。

NSCs移植在临床治疗中已得到广泛应用, 
NSCs在体内生长及分化机制将有待更深入的研究。

本文从BMSCs可直接诱导NSCs分化为神经样细胞

的基础上, 进一步研究BMSCs对NSCs分化的间接影

响, 即BMSCs条件培养液对NSCs生长及分化的影

响, 一定程度上揭示了NSCs分化的分子机制, 即诱

导分化效应可能是通过BMSCs分泌的细胞因子发

挥作用的。
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