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丹参注射液对胎鼠大脑皮质神经干细胞

增殖和分化的影响
吴利1  汪俊帮2  罗玉萍1,2*

(1南昌大学生命科学学院, 南昌 330031; 2上海市同济医院, 上海 200065)

摘要      该文旨在探索丹参注射液对胎鼠大脑皮质神经干细胞(neural stem cells, NSCs)体外增

殖和分化的影响。以丹参注射液丹参生药(1.5 mg/mL)作为计算药物浓度; 体外培养NSCs, 将其分为

正常对照组和丹参注射液处理组, 用Cell Counting Kit-8(CCK-8)试剂、Bromodeoxyuridine(BrdU)试
剂、共聚焦高内涵分析系统和RT-PCR技术分别检测丹参注射液对NSCs增殖与分化的影响。CCK-8
试剂检测结果显示, 经1.17 μg/mL丹参注射液处理的NSCs细胞, 其增殖能力[光度值为(0.408±0.006)]较
对照组[光度值为(0.216 ±0.003)]显著升高(P<0.01); BrdU检测结果显示, 经1.17 μg/mL丹参注射液处理

的NSCs细胞增殖能力较对照组可提高40.83%(P<0.01); 共聚焦高内涵分析结果显示, 经0.59 μg/mL丹
参注射液处理的NSCs向神经元方向分化效率较对照组可提高28.73%(P<0.01); RT-PCR结果表明, 经
丹参注射液处理的NSCs分化7天后, 神经元相关基因NeuroD1、Tuj1等表达量显著上升。结果显示, 
丹参注射液不仅可提高NSCs的增殖能力, 同时可促进其向神经元方向的分化。
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Effects of Salvia Miltiorrhiza Injection on Proliferation and Differentiation 
of Neural Stem Cells Derived from Cerebral Cortex of Fetal Mice

Wu Li1, Wang Junbang2, Luo Yuping1,2*
(1School of Life Sciences, Nanchang University, Nanchang 330031, China; 2Shanghai Tongji Hospital, Shanghai 200065, China)

Abstract       Purpose of this study is to investigate the effects of Salvia miltiorrhiza injection on the prolifera-
tion and differentiation of neural stem cells (NSCs) derived from cerebral cortex of fetal mouse. The drug concen-
tration was calculated from the concentration of crude drug of Salvia miltiorrhiza injection (1.5 mg/mL). The cortex 
neural stem cells were cultured in vitro and divided into control group and Salvia miltiorrhiza injection treatment 
group. The drug effects on the proliferation and differentiation of NSCs were detected by cell proliferation assay 
CCK-8, Brdu, confocal high-content analysis system and RT-PCR. Results of CCK-8 and BrdU detection showed 
that treating with 1.17 μg/mL of Salvia miltiorrhiza injection, the NSCs’ capacity of proliferation can be signifi-
cantly improved than that of the control group (P<0.01); Confocal high-content analysis result indicated that the 
Salvia miltiorrhiza injection can apparently promote the differentiation of NSCs into neurons (P<0.01); RT-PCR 
results also demonstrated that the neuron-specific gene expression, such as NeuroD1 and Tuj1, increased signifi-
cantly when NPC cells were pre-treated with Salvia miltiorrhiza injection. From the results, it can be concluded that 
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Salvia miltiorrhiza injection can promote the proliferation of neural stem cells and also enhance their capacity of 
differentiation into neurons.

Keywords       Salvia miltiorrhiza injection; neural stem cells; proliferation; differentiation into neurons

近年来随着神经科学与脑科学研究的迅猛发

展, 与神经干细胞相关的研究成果屡次成为世人瞩

目的焦点。研究证明, 神经干细胞(neural stem cells, 
NSCs)可自发分化成神经元、星形胶质细胞和少突

胶质细胞等细胞类型[1-3]。神经元的损伤与缺失是导

致大多数神经退行性疾病的重要原因[4-5], 因此寻找

能够有效促进NSCs增殖和定向分化为神经元的中

药成分是一项具有十分重要意义的研究。

丹参注射液的成分是丹参。丹参为唇形科植物, 
味苦、性微寒, 具有活血祛瘀、养血安神、调经止

痛的功效, 临床上常用于治疗心绞痛、心肌梗塞和

脑卒中等心脑血管疾病[6,8]。本研究以体外培养扩增

的胚胎小鼠大脑皮质NSCs为模型, 用浓度梯度稀释

的丹参注射液来诱导刺激NSCs, 观察其对NSCs增
殖和分化的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物      孕12.5天健康昆明鼠, 由同济大

学动物实验中心提供。

1.1.2   细胞培养试剂      DMEM/F12、Fibronectin (FN)、
B27 Supplyment、Penicillin-Streptomycin(P/S)、Try-
pLE™ Express和D-HBSS均购自Gibco公司; 二甲基亚

砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO)、Poly-L-Ornithine(PO)
购自Sigma公司; 丹参注射液购自四川升和药业股份

有限公司; 碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast 
growth factor, bFGF)购自PeproTech公司。

1.1.3   抗体及其他试剂      Nestin抗体、MAP2抗体、

PLP抗体均购自Abcam公司 ; GFAP抗体购自DAKO
公司 ; Olig2抗体购自Merch公司 ; Alexa Flour 488、
Alexa Flour 594购自Invitrogen公司; 牛血清白蛋白BSA
购自Miltenyi公司; 4′,6-二脒基-2-苯基吲哚(4′,6-diamid-
ino-2-phenylindole, DAPI)购自Sigma公司 ; CCK-8购
自同仁化学研究所; BrdU试剂盒购自Roche公司; 反转

录试剂盒和荧光定量PCR试剂盒购自TaKaRa公司。

1.1.4   实验仪器      细胞培养箱、光学显微镜、共

聚焦荧光显微镜、酶标仪、CQ1双转盘共聚焦高内

涵分析系统(Yokogawa)、QuantStudio™ 6 Flex实时

定量PCR系统。

1.2   方法

1.2.1   神经干细胞的培养与鉴定      无菌条件下分

离胎鼠大脑皮质组织, 制成单细胞悬液, 离心去上

清液, 加入含有2% B27的DMEM/F12完全培养基重

悬细胞, 计数后按照2×105个/mL接种在预先包被好

PO(15 μg/mL)和FN(10 μg/mL)的10 cm细胞培养皿中, 
每皿10 mL培养液, 静置于37 °C、5% CO2饱和湿度

培养箱中培养5~7天[9-11]。培养期间, 需每天补充细

胞营养因子bFGF 10 ng/mL, 隔3~4天半量换液, 7天
左右可以传代。

收集第二代NSCs, 以5×104个/孔接种于PO/FN
包被好的4孔板中, 将细胞分为正常增殖组和自发分

化组(不添加bFGF)。静置培养7天后, 按照免疫荧光

染色标准程序, 用抗体Nestin鉴定NSCs是否维持干

细胞特征, 用抗体MAP2、PLP和GFAP鉴定NSCs的
三系分化潜能[12-13]。

收集第二代NSCs, 以1×104个/孔接种于PO/FN
包被好的96孔板中, 培养2天后, 撤除bFGF, 选取不

同时间点(24 h、48 h、72 h、96 h和120 h)对细胞进

行免疫荧光染色, 观察细胞自发分化过程中神经元

和胶质细胞的分化情况。

1.2.2   细胞增殖检测      该组检测使用CCK-8检测和

BrdU标记2种方法分别进行。将细胞分为对照组和

丹参注射液处理组, 对照组不添加丹参注射液, 实验

组加入2倍浓度梯度稀释的丹参注射液, 每种浓度设

置5个复孔。

传代后的NSCs以1×104个/孔接种于PO/FN包被

好的96孔板中, 在培养上清液中添加不同浓度的丹参

注射液 , 总体积为200 μL/孔。细胞分为对照组和丹

参注射液处理组(丹参注射液的终浓度分别为37.50、
18.75、9.38、4.69、2.34、1.17、0.59、0.29、0.15 μg/mL), 
每组重复5个孔, 置于37 °C、5% CO2饱和湿度培养箱中

培养48 h, 根据两种检测方法分别做如下处理: (1)吸
弃上清液, 每孔添加90 μL新鲜完全培养基和10 μL 
CCK-8溶液, 继续培养4 h, 用Multiskan MK3酶标仪

检测各孔450 nm波长处的吸光度(D)值[14]。(2)每孔

添加20 μL BrdU标记液, 在培养箱中孵育2 h; 弃上清
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液, 加入200 μL固定液FixDenat, 室温孵育30 min; 弃
固定液, 加100 μL anti-BrDU-POD工作液, 室温孵育

90 min; 弃工作液, 用磷酸缓冲液(PBS)清洗细胞3遍
后, 加入100 μL底物工作液进行15 min显色反应; 最
后使用Multiskan MK3酶标仪检测各孔492 nm波长

处的吸光度(D)值。

1.2.3   CQ1共聚焦高内涵系统检测      将NSCs以
2.5×104个/mL接种于PO/FN包被好的96孔板, 在培

养上清液中添加细胞营养因子bFGF 10 ng/mL和浓

度梯度稀释的丹参注射液, 培养液体积为200 μL每
孔。将培养板静置于37 °C、5% CO2饱和湿度培养

箱中培养7天, 隔3~4天半量换液, 此次换液无需添加

bFGF, 但丹参浓度需与换液前保持一致。以4%多聚

甲醛(paraformaldehyde, PFA)固定细胞20 min, 经过漂

洗、透膜、封闭等步骤后, 加入一抗MAP2和Olig2, 
室温孵育2 h或4 °C孵育过夜[15-16]。经PBS漂洗3次后

加入相应二抗和DAPI混合液, 室温孵育2 h, 最后以

PBS漂洗3次。可立即使用CQ1双转盘共聚焦高内涵

分析系统进行微孔板图像采集和数据分析, 若不能

及时处理, 1周内可将微孔板置于4 °C冰箱避光保存。

1.2.4   Real time-PCR检测      将NSCs分为自发分化

组和丹参注射液分化组进行相关基因检测[17-18], 实
验组的丹参注射液终浓度以CCK-8实验结果为参

考。将NSCs以2.5×104个/mL接种于PO/FN包被好的

4孔板中, 在培养上清液中添加bFGF 10 ng/mL, 实验

组另需添加终浓度为1.17 μg/mL的丹参注射液, 培
养液体积为500 μL每孔。将培养板静置于37 °C、5% 
CO2饱和湿度培养箱中培养7天, 隔3~4天半量换液, 

换液时无需添加bFGF。
用TRIzol裂解细胞 , 提取细胞总RNA。使用

Clontech逆转录试剂盒合成 cDNA。通过荧光定量

PCR, 以GAPDH(glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase)为内参检测Tuj1(Tubulin Beta 3 Class III)、
NeuroD1(Neurogenic differentiation 1)、Syn1(Synapsin 1)、
MAP2 (microtubule associated protein 2)和MBP(Myelin 
Basic Protein)的相对表达量。荧光定量PCR反应所用

引物序列见表1, 反应体系为10 μL, 分别为2×master mix 
5 μL、50×ROX 0.2 μL、正向引物0.25 μL(10 μM)、反

向引物0.25 μL(10 μM)、反转录产物4 μL, 无核酸酶水

补齐至10 μL; 反应条件为50 °C 10 min、95 °C 30 s、
60 °C 34 s, 经历40个循环, 根据荧光定量PCR结果

计算Tuj1、NeuroD1、Syn1、MAP2和MBP相对表达

量。

1.2.5   统计学处理      数据用SPSS 23.0统计学软件

进行处理, 计算资料均用(x±s)表示。各组间均数的

比较采用单因素方差分析, 组间两两比较采用t检
验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   NSCs的鉴定

体外培养原代NSCs, 传代后经Nestin和DAPI染
色可证明该细胞能高表达NSCs的标志蛋白Nestin。
撤除bFGF, 将NSCs自发分化7天后, 经抗体MAP2、
PLP、GFAP分别和DAPI共染, 结果证明, 该批次原

代NSCs具有自发分化为成熟神经元、少突胶质细

胞和星形胶质细胞的潜能(图1)。

表1   神经元、少突胶质细胞RT-PCR引物序列

Table 1   RT-PCR primers for experession of neuronal and glial genes
基因 引物 引物序列(5′→3′)
Gene Primer Sequences of promer (5′→3′)
GAPHD GAPHD-F CCT CGT CCC GTA GAC AAA ATG

GAPHD-R TCT CCA CTT TGC CAC TGC AA
Tuj1 Tuj1-F CAG ACT TGC TCC GCA TTG T

Tuj1-R CCT CGC TGG CTG ATG TAA G
NeuroD1 NeuroD1-F TCA ACC CTC GGA CTT TCT TG

NeuroD1-R GCA GTC AGT TAG GGG GCT TT
Syn1 Syn1-F CCC AGC CAG GAT GTG CCA

Syn1-R AGG CAT TGG TCA GAG ACT GGG ATT
MAP2 MAP2-F ACT GCC GGA CCT GAA GAA TG

MAP2-R ATT TGT ACA TTT CCG CCC CC
MBP MBP-F ACA TTG TGA CAC CTC GAA CAC C

MBP-R GCC AAA TCC TGG CTT CTG C
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2.2   丹参注射液对NSCs增殖的影响

经CCK-8试剂盒检测, 1.17 μg/mL丹参注射液

处理的NSCs增殖能力 [吸光度值为 (0.408±0.006)]较
对照组[吸光度值为(0.216±0.003)]显著升高(P<0.01), 

而浓度高于9.38 μg/mL的丹参注射液处理组较对照

组无明显差异, 可能是因为高浓度的丹参注射液会

对细胞产生一定的毒性(表2和图2A)。BrdU试剂检

测结果显示, 经1.17 μg/mL丹参注射液处理的NSCs

A: NSCs未分化状态下用干细胞标记物Nestin(红色荧光)与DAPI(蓝色荧光)进行免疫荧光染色,  NSCs自发分化7天，将其分别用星形胶质细胞

标记物GFAP(绿色荧光)、成熟神经元标记物MAP2(绿色荧光)和少突胶质细胞标记物PLP(绿色荧光)与DAPI共染, 检测NSCs的多向分化潜能; 
B: 撤除bFGF, NSCs自发分化5天过程中Nestin阳性细胞百分比变化; C: 撤除bFGF, NSCs自发分化5天过程中GFAP、MAP2和Olig2阳性细胞百

分比变化

A: NSCs were immunofluorescent stained with stem cell markers Nestin(red) and DAPI (blue) in undifferentiated state, after spontaneously differenti-
ated for 7 days, NSCs were stained with astrocyte marker GFAP (green), mature neuronal marker MAP2 (green) and oligodendrocyte marker PLP (green); 
B: withdrawal of bFGF, percentage of Nestin positive cells changed during NSC differentiation for 5 days; C: withdrawal of bFGF, percentage of GFAP, 
MAP2 and PLP positive cells changed during NSC differentiation for 5 days.

图1   免疫荧光染色鉴定神经干细胞

Fig.1   Identification of NSCs by immunofluorescence staining

表2   CCK-8检测不同浓度丹参注射液对NSCs增殖的影响

Table 2   Effects of Salvia miltiorrhiza injection on the proliferation of NSCs measured by CCK-8
浓度

Concentration
个案数

n
D450值

D450 

Control 5 0.216±0.003

  0.15 μg/mL 5 0.272±0.003

  0.29 μg/mL 5 0.322±0.005

  0.59 μg/mL 5 0.340±0.003

  1.17 μg/mL 5 0.408±0.006

  2.34 μg/mL 5 0.252±0.002

  4.69 μg/mL 5 0.247±0.004

  9.38 μg/mL 5 0.205±0.002

18.75 μg/mL 5 0.197±0.001

37.50 μg/mL 5 0.192±0.001

NSCs spontaneous differentiation NSCs spontaneous differentiation

Hours post without of bFGF (h) Hours post without of bFGF (h)
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增殖能力较对照组最多可升高40.83%(P<0.01, 图
2B)。 
2.3   丹参注射液可促进NSCs向神经元方向分化

共聚焦高内涵系统分析结果显示, 不同浓度丹

参注射液对NSCs的增殖和分化可产生不同的影响: 
当丹参注射液终浓度高于2.34 μg/mL时会对细胞产生

毒性, 且毒性随浓度升高而增加, 可导致细胞增殖和分

化能力显著降低; 当丹参注射液终浓度为0.59 μg/mL时, 
可显著提高NSCs的增殖能力 (*P<0.05); 当丹参注射

液终浓度介于0.15至1.17 μg/mL时, 可促进NSCs向神

经元方向分化。分析结果同时表明, 丹参注射液对

NSCs向少突胶质细胞分化没有显著影响(图3)。
2.4   丹参注射液可显著上调神经元相关基因表达

RT-PCR结果显示, 1.17 μg/mL丹参注射液处理的

NSCs经分化7天后, 神经元相关基因NeuroD1、Tuj1
等相对表达量显著提高, 而少突胶质细胞的标志基

因MBP无显著变化(图4)。

3   讨论
丹参是我国传统的中药材之一, 其根茎部分具

有极高药用价值, 有效组分包含水溶性和脂溶性成

分。丹参注射液是丹参的水溶性复合物, 其主要成

分是丹参素和丹酚酸B[19-21] , 目前在临床上广泛应用

于治疗和预防心脑血管疾病[22], 同时也可能成为修

复受损神经组织结构和功能的潜在药物。

神经干细胞是神经系统内未分化的原始细胞, 

具有无限增殖、自我更新和多向分化潜能, 在适宜

条件下, 可分化成神经元、少突胶质细胞和星形胶

质细胞等类型。巢蛋白Nestin是一种中间丝类型的

蛋白, 能够特异性地表达在神经上皮干细胞上, 为神

经干细胞的特征性标志物[23-24]; 微管相关蛋白Map2
是一种磷蛋白质, 主要存在于神经元的胞体、树突

和树突棘, 是成熟神经元特异性标志物[25-26]; 髓磷酯

髓鞘蛋白PLP是构成中枢神经系统髓磷脂的两种主

要膜蛋白之一, 可用来标记少突胶质细胞[27-28]; 胶质

纤维酸性蛋白GFAP主要分布于中枢神经系统的星

形胶质细胞, 广泛用于标记星形胶质细胞[29-30]。本研

究使用免疫荧光染色方法, 通过对Nestin、MAP2、
PLP和GFAP这4个标志性蛋白进行分时检测, 结果

证明这批用于实验的NSCs不仅具有干细胞自我增

殖更新的能力, 同时还具有向神经元和胶质细胞分

化的潜能。

神经干细胞可分泌多种细胞营养因子来发挥

其生物学功能, 也可通过启动分化程序来替代受损

细胞。本实验主要是从细胞水平和分子水平二个方

面来验证丹参注射液对NSCs细胞增殖和分化的影

响。从细胞水平来看, CCK-8、BrdU和DAPI染色的

实验结果证明了有效浓度的丹参注射液能够显著提

高NSCs的增殖能力, 最适有效浓度为1.17 μg/mL, 可提

升幅度为40.83%; 共聚焦高内涵分析系统的结果同

样验证了适当浓度的丹参注射液可以促进 NSCs增
殖, 同时还可以提高NSCs向神经元分化的能力, 其

A: CCK-8法检测NSCs增殖情况; B: 用BrdU法检测NSCs增殖情况。**P<0.01。
A: measuring cell proliferation with CCK-8 kit; B: measuring cell proliferation with BrdU methods. **P<0.01.

图2   不同浓度丹参注射液对 NSCs细胞增殖的影响

Fig.2   Effects of Salvia miltiorrhiza injection on the proliferation of NSCs
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中最适生药浓度为0.59 μg/mL, 提高幅度为28.73%, 
而高浓度的丹参注射液则会产生毒性, 引起严重的

细胞凋亡; 共聚焦高内涵分析系统的结果同时提示

了0.29 μg/mL丹参注射液可提高NSCs向少突胶质细

胞分化的能力, 提高幅度为13.00%, 鉴于其他浓度的

升高幅度皆小于7.00%, 所以无法得出丹参注射液可

促进NSCs向少突胶质细胞分化的结论。从分子水

平来看, RT-PCR结果提示, 有效浓度的丹参注射液

可显著提升神经元细胞相关基因NeuroD1等的表达

水平, 而少突胶质细胞相关基因MBP的表达水平则

无显著差异, 这与共聚焦高内涵分析系统的结果是

具有一致性的。

A: CQ1共聚焦高内涵系统成像结果，染色抗体为MAP2(绿色荧光)和Olig2(红色荧光); B: DAPI染色所显示的细胞数目变化情况, *P<0.05, 与
Control组比; C: MAP2染色所显示的神经元细胞数目变化情况; D: Olig2染色所显示的少突胶质细胞数目变化情况。

A: imaging of CQ1 confocal high-content system, the primary antibodies were MAP2 （green） and Olig2 (red); B: staining with DAPI showed changes 
in total cell number, *P<0.05 compared with Control; C: staining with MAP2 indicated changes in the number of neurons; D: staining with Olig2 illus-
trated changes in the number of oligodendrocytes.

图3   CQ1共聚焦高内涵分析系统检测结果

Fig.3   Results of CQ1 confocal high-content analysis system
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综上所述, 本研究为丹参注射液具有促进NSCs
增殖和向神经元分化作用提供了有效的实验数据, 
但目前关于丹参保护和诱导NSCs向神经元分化的

具体机制, 及其在体内的药物效应和相关信号通路

仍有待进行更深入的研究。
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图4   RT-PCR检测细胞分化结果

Fig.4   RT-PCR validation of NSCs differentiation
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