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摘要　目的：研究 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在大鼠 ＢＭＳＣｓ神经分化中的作用，探讨应用 ＥＧＦ、
ｂＦＧＦ诱导 ＢＭＳＣｓ神经分化的可能信号分子机制。方法 采用全骨髓贴壁法体外分离纯化大鼠
ＢＭＳＣｓ。第３代ＢＭＳＣｓ分别给予２０ｎｇ／ｍｌ碱性成纤维生长因子（ｂＦＧＦ）和（或）２０ｎｇ／ｍｌ表皮生长
因子（ＥＧＦ）在含１０ｍｌ／Ｌ（１％）胎牛血清（ＦＢＳ）的ＤＭＤＭ／Ｆ１２培养基中诱导，倒置相差显微镜观
察其形态变化，免疫组织化学法检测细胞内神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）及胶质纤维酸性蛋白
（ＧＦＡＰ）的表达，ＲＴＰＣＲ检测其βｃａｔｅｎｉｎ、ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ、ｎｅｓｔｉｎ基因ｍＲＮＡ的变化。结果 诱导７ｄ
后ｂＦＧＦ和ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组细胞变圆，向四周伸出多个明显突起，部分突起间存在连接，而ＥＧＦ组、
空白组变化不明显；免疫组化染色示 ＥＧＦ组 ＧＦＡＰ阳性率高于 ＮＳＥ，而 ｂＦＧＦ和 ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组
ＮＳＥ阳性率高于ＧＦＡＰ。ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组ＮＳＥ、ＧＦＡＰ阳性率最高，ｂＦＧＦ组次之，与空白组、ＥＧＦ组
比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．００４２）；ＲＴＰＣＲ示ｎｅｓｔｉｎ在ｂＦＧＦ和ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组较其他组显
著增高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；βｃａｔｅｎｉｎ、ＢＤＮＦ在 ＥＧＦ组、ｂＦＧＦ组、ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组显
著高于空白组，且各组间比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＧＤＮＦ在 ｂＦＧＦ组、ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组
显著高于其他组，且ｂＦＧＦ组高于ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论 ｂＦＧＦ、
ＥＧＦ可诱导大鼠 ＢＭＳＣｓ向神经细胞分化，分化过程中 βｃａｔｅｎｉｎ、ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ基因表达增高，
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路可能在ＢＭＳＣｓ向神经分化过程中起重要作用。
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　　骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ＢＭＳＣｓ）是一种成体干细胞，具有强大的自我增殖能力

和多向分化潜能。近年研究表明ＢＭＳＣｓ不仅可定向分

化成成骨细胞、成软骨、成脂肪细胞等中胚层细胞，在

特定条件下还可向外胚层神经元样细胞、星形胶质样

细胞和少突胶质样细胞分化［１］，是细胞移植和组织工

程研究的理想种子细胞，为保证其安全性及临床有效

应用，需了解其增殖分化的确切机制。本研究采用

ｂＦＧＦ和ＥＧＦ诱导 ＢＭＳＣｓ定向分化为神经细胞，并研

究诱导后 βｃａｔｅｎｉｎ、ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ、ｎｅｓｔｉｎ的表达变化，

以期从细胞分化和信号通路两方面为ＢＭＳＣｓ神经分化

机制及应用细胞移植治疗神经系统疾病提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　动物　雄性４周龄大健康清洁级 ＳＤ大鼠 １

只，体重约４０ｇ，购自南昌大学医学院实验动物科学部。

１．１．２　主要试剂、仪器　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，胰蛋白酶购自

Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，碱性成纤维生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，兔抗大鼠胶质纤维酸
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性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）多克隆抗体

购自 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，兔抗神经元特异性烯醇化酶

（ｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅ，ＮＳＥ）多克隆抗体购自 ＰＬ

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司，ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自 ＡＭＲＥＳＣＯ公司，即

用型ＳＡＢＣ试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司，

ＤＡＢ显色试剂盒、ＨｉＦｉＭＭＬＶｃＤＮＡ第一链合成试剂

盒购自北京康为世纪生物科技有限公司，ＧＲＥＥＮｓｐｉｎ

组织／细胞ＲＮＡ快速提取试剂盒购自北京庄盟国际生

物基因科技有限公司，ＰＣＲ试剂盒、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自北

京全式金生物技术有限公司，琼脂糖、５０×ＴＡＥ、ＥＢ、乙

二胺四乙酸钠（ＥＤＴＡＮａ２）购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，β巯基

乙醇购自北京华迈科生物技术有限责任公司，３０％过

氧化氢、无水乙醇、多聚甲醛购自广州化学试剂厂。超

净工作台购自苏州净化设备有限公司，移液器购自

ＢＩＯＨＩＴ公 司，ＣＤＩ１６５Ｍ 三 气 细 胞 培 养 箱、ＢＩＯ

ＢＥＳＴ２００Ｅ凝胶成像系统购自 ＳＩＭ公司，ＴＳ１００Ｆ倒置

相差显微镜购自 Ｎｉｋｏｎ公司，ＰＣＲ仪购自 ＢＩＯＲＡＤ公

司，水平电泳仪购自北京六一仪器厂。

１．２　方　法

１．２．１　ＢＭＳＣｓ的分离、培养　采用全骨髓贴壁法分离

培养ＢＭＳＣｓ。颈椎脱臼法处死ＳＤ大鼠，７５％乙醇浸泡

３０ｍｉｎ消毒，于无菌条件下取出双侧股骨、胫骨、肱骨，

置于无菌ＰＢＳ液中清洗表面软组织，显露骨髓腔，５ｍｌ

注射器吸取 ＰＢＳ冲洗骨髓腔，收集冲洗液，１０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，弃上清，加入含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２重

悬细胞后接种于塑料培养瓶，７２ｈ后全量换液祛除未贴

壁细胞，每隔２～３ｄ换液１次，待贴壁细胞融合达９０％

时按１∶２或１∶３传代，反复贴壁纯化，在 ＤＭＥＭ／Ｆ１２中

传代至第３代。倒置相差显微镜观察细胞形态变化并

拍照。

１．２．２　ＢＭＳＣｓ向神经分化　取第３代 ＢＭＳＣｓ消化后

按１．５×１０５／ｍｌ接种至２４孔或６孔板，２４ｈ后吸去原培

养基，按下面分组加入诱导液进行诱导：（１）空白组：每

孔加不含生长因子的含１％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养

液；（２）ＥＧＦ组：每孔加含 ２０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ及 １％ＦＢＳ的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液；（３）ｂＦＧＦ组：每孔加含 ２０ｎｇ／

ｍｌｂＦＧＦ及１％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液；（４）ＥＧＦ＋

ｂＦＧＦ组：每孔加含 ２０ｎｇ／ｍｌＥＧＦ、２０ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ及 １％

ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液。共诱导７ｄ，每３ｄ换液１

次。倒置相差显微镜观察细胞形态变化并拍照。

１．２．３　神经标志物的免疫组织化学染色　诱导７ｄ后

的细胞用４０ｇ／Ｌ的多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，依次用ＰＢＳ漂

洗３次、０．３％（体积分数）ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理２０ｍｉｎ、０．

３％（体积分数）Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化物酶１０ｍｉｎ，

经５％（质量浓度）牛血清白蛋白（ＢＳＡ）封闭２０ｍｉｎ后

分别滴加一抗 ＮＳＥ抗体（１∶１００）、ＧＦＡＰ抗体（１∶５０），

空白对照组将上述抗体换为 ＰＢＳ液，之后置于湿盒中

４℃过夜后滴加通用型生物素化山羊抗兔二抗，室温孵

育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，滴加试剂 ＳＡＢＣ孵育２０ｍｉｎ，

ＰＢＳ漂洗３次后用ＤＡＢ法显色及苏木精复染（具体步

骤按试剂盒说明书进行）。染色后显微镜下每组随机

选择１０个视野，计算阳性细胞比例并拍照。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测其 ｍＲＮＡ变化　诱导培养７ｄ后

按ＲＮＡ快速提取试剂盒说明书提取各组细胞总 ＲＮＡ，

采用两步法ＲＴＰＣＲ：以Ｏｌｉｇ（ｄＴ）为引物，以ＭＭＬＶ反

转录合成 ｃＤＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ后行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ

反应体系：ｃＤＮＡ０．５μｌ，上下游引物各１μｌ，Ｍｉｘ１２．５μｌ，

ｄｄＨ２Ｏ１０μｌ，总体积２５μｌ。扩增产物采用１％琼脂糖凝

胶电泳２０～２５ｍｉｎ，ＢＩＯＢＥＳＴ２００Ｅ凝胶成像系统照相，

ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度分析。目的基因引物由南京金斯

瑞生物科技有限公司合成，引物系列及产物大小见表

１。检测的目的基因包括 βｃａｔｅｎｉｎ、脑源性神经营养因

子（ＢＤＮＦ）、胶质细胞源性神经营养因子（ＧＤＮＦ）、巢蛋

白（ｎｅｓｔｉｎ）。

１．３　统计学分析

　　数据由第一作者采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件包进行

分析，计数资料两两样本间率的比较采用χ２检验，检验

水准α＝０．０５。计量资料结果以均数±标准差表示，组

间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 Ｓｃｈｅｆｆｅ检

验，检验水准α＝０．０５。

２　结　果

２．１　ＢＭＳＣｓ体外分离培养

　　原代培养２４ｈ后见少量圆形贴壁细胞，３ｄ全量换

液后见较多贴壁细胞，呈圆形、短梭形，成簇缓慢生长

（图１ａ）；第７ｄ见细胞以典型的长梭形为主（图１ｂ），约

２周细胞融合可达８０％ ～９０％（图１ｃ）；第１、２代培养

可见少量杂细胞（图１ｄ、１ｅ），经反复换液、传代至第３、

４代时细胞形态大致呈单一的长梭形或扁平形，呈鱼群

样、漩涡样及栅栏样紧密排列生长（图１ｆ）。

２．２　ＢＭＳＣｓ神经分化及神经标志的免疫组织化学染色

　　诱导７ｄ后ｂＦＧＦ和ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组神经样细胞明

２６
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图１　细胞形态学观察（×１００）

Ｆｉｇ．１　Ｃｅｌｌｕｌａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ（×１００）
（ａ）ＰｒｉｍａｒｙＢＭＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ３ｄａｙｓ　（ｂ）ＰｒｉｍａｒｙＢＭＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ　（ｃ）ＰｒｉｍａｒｙＢＭＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ１２ｄａｙｓ　（ｄ）ＢＭＳＣｓａｔｐａｓｓａｇｅ

１ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ３ｄａｙｓ　（ｅ）ＢＭＳＣｓａｔｐａｓｓａｇｅ２ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ３ｄａｙｓ　（ｆ）ＢＭＳＣｓａｔｐａｓｓａｇｅ３ｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ３ｄａｙｓ

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列及产物大小

Ｔａｂｌｅ１　ＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

基因

Ｇｅｎｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
产物大小（ｂｐ）
Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ（ｂｐ）

βｃａｔｅｎｉｎ
上游５′ＣＴＧＧＴＧＡＣＡＧＧＧＡＧＧＡＣＡＴＴ３′
下游５′ＴＧＣＡＣＡＡＡＣＡＧＴＧＧＡＡＴＧＧＴ３′ ４４２

ＧＤＮＦ 上游５′ＴＧＣＣＣＧＡＡＧＡＴＴＡＴＣＣＴＧＡＣ３′
下游５′ＴＣＡＧＴＴＣＣＴＣＣＴＴＣＣＴＴＴＣＧ３′ ２６４

ＢＤＮＦ 上游５′ＧＣＧＧＣＡＧＡＴＡＡＡＡＡＧＡＣＴＧＣ３′
下游５′ＧＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＧＴＧＴＡＡＣ３′ ２３８

ｎｅｓｔｉｎ 上游５′ＡＣＣＣＧＧＴＡＣＡＧＧＡＧＴＣＴＧＴＧ３′
下游５′ＡＡＴＣＣＣＣＡＴＣＴＡＣＣＣＣＡＣＴＣ３′ ４５６

ＧＡＰＤＨ 上游５′ＡＴＧＧＧＡＡＧＣＴＧＧＴＣＡＴＣＡＡＣ３′
下游５′ＧＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ３′ ４４０

显多于ＥＧＦ组，胞体为圆形或椭圆形，简单的双极和复

杂的多极细胞均可见，胞体向四周伸出明显突起，部分

细胞有多个突起且突起末端发出分支，少数细胞相邻

的突起间存在连接（图２ａｃ）。空白组罕见类似细胞。

免疫组化染色示 ＥＧＦ组 ＧＦＡＰ阳性率高于 ＮＳＥ，而

ｂＦＧＦ和ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组ＮＳＥ阳性率高于 ＧＦＡＰ（图２ｄ

ｉ），空白组、ＥＧＦ组、ｂＦＧＦ组及 ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组的 ＮＳＥ

阳性率分别为 ６．５２％，９．３３％，４０．００％，５０．７５％，

ＧＦＡＰ阳性率分别为 ５．７９％，１９．２８％，３１．０２％，

４１．１３％（图３）；ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组 ＮＳＥ阳性率最高，与空

白组、ＥＧＦ组、ｂＦＧＦ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜

０．００４２），ｂＦＧＦ组与空白组、ＥＧＦ组比较差异有统计

学意义（Ｐ＜０．００４２），而空白组与 ＥＧＦ组比较差异无

统计学意义（Ｐ＞０．００４２）；ＧＦＡＰ阳性率亦是 ＥＧＦ＋

ｂＦＧＦ组最高，与空白组、ＥＧＦ组、ｂＦＧＦ组比较差异有

统计学意义（Ｐ＜０．００４２），ｂＦＧＦ组与空白组、ＥＧＦ组

比较及空白组与 ＥＧＦ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜

０．００４２）。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测结果

　　成神经分化相关指标 ｎｅｓｔｉｎ在 ｂＦＧＦ组、ＥＧＦ＋

ｂＦＧＦ组较空白组及ＥＧＦ组显著增高，ＥＧＦ组低于空白

组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ｂＦＧＦ组与ＥＧＦ＋

ｂＦＧＦ组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。信号通

路相关指标 βｃａｔｅｎｉｎ、ＢＤＮＦ在各组呈递增趋势，ＥＧＦ

组、ｂＦＧＦ组、ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组显著高于空白组差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５），且 ＥＧＦ组、ｂＦＧＦ组及 ＥＧＦ＋

ｂＦＧＦ组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＧＤＮＦ

在ｂＦＧＦ组、ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组显著高于空白和ＥＧＦ组，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ｂＦＧＦ组及ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组

间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），空白组和 ＥＧＦ
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组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）（图４及表２）。

图２　诱导后细胞形态及免疫组织化学染色

Ｆｉｇ．２　Ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
（ａ）ＧｒｏｕｐＥＧＦｏｆＢＭＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ（×１００）　（ｂ）ＧｒｏｕｐｂＦＧＦｏｆＢＭＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ（×１００）　（ｃ）ＧｒｏｕｐＥＧＦ＋ｂＦＧＦｏｆ

ＢＭＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ（×１００）　（ｄ）ＮＳＥｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧｒｏｕｐＥＧＦｏｆＢＭＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ（×２００）　（ｅ）ＮＳＥ

ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧｒｏｕｐｂＦＧＦｏｆＢＭＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ（×２００）　（ｆ）ＮＳＥｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧｒｏｕｐＥＧＦ＋ｂＦＧＦｏｆ

ＢＭＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ（×２００）　（ｇ）ＧＦＡＰｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧｒｏｕｐＥＧＦｏｆＢＭＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ（×２００）　（ｈ）ＧＦＡＰ

ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧｒｏｕｐｂＦＧＦｏｆＢＭＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ（×２００）　（ｉ）ＧＦＡＰｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧｒｏｕｐＥＧＦ＋ｂＦＧＦ

ｏｆＢＭＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ７ｄａｙｓ（×２００）

表２　诱导７ｄ各组相关基因ｍＲＮＡ相对表达水平（ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｍＲＮＡｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ（ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）

组别Ｇｒｏｕｐ βｃａｔｅｎｉｎ ＧＤＮＦ ＢＤＮＦ ｎｅｓｔｉｎ

空白组 ０．２７±０．０４ ０．４３±０．０１ ０．２２±０．０１ ０．４６±０．０２
ＥＧＦ组 ０．６４±０．０５１） ０．４９±０．０１ ０．３７±０．００１） ０．１７±０．０１１）

ｂＦＧＦ组 ０．９７±０．０２１）２） ０．９４±０．０４１）２） ０．７０±０．０１１）２） ０．７９±０．０４１）２）

ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组 １．０９±０．０２１）２）３） ０．８７±０．０２１）２）３） ０．８７±０．０２１）２）３） ０．７８±０．０３１）２）

　　１）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＢｌａｎｋ，Ｐ＜０．０５；２）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＥＧＦ，Ｐ＜０．０５；３）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＥＧＦ，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

　　１９６８年 Ｆｒｉｅｄｅｎｓｔｅｉｎ［２］首次分离并描述了 ＢＭＳＣｓ
的特性，根据其特性其他研究者从人、大鼠、小鼠、兔及

猴子等动物分离出了 ＢＭＳＣｓ［３］，所得到的 ＢＭＳＣｓ具备
以下特性：⑴呈典型的纤维样细胞形态；⑵在标准培养
条件下，必须喜塑料贴壁；⑶必须表达骨髓基质表面分
子ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５，而不表达造血或内皮细胞表面
分子 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１４、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ７９或者 ＣＤ１９和
ＨＬＡＤＲ表面分子；⑷必须具备多向分化潜能，能在体

外分化为成骨细胞、脂肪细胞和软骨细胞等［４５］。本实

验采用 Ｆｒｉｅｄｅｎｓｔｅｉｎ的全骨髓贴壁法分离培养 ＢＭＳＣｓ，
在塑料培养瓶中第３、４代 ＢＭＳＣｓ呈典型的长梭形，呈
鱼群样、漩涡样及栅栏样紧密排列。ｂＦＧＦ联合ＥＧＦ诱
导ＢＭＳＣｓ培养７天后发现 ｂＦＧＦ和 ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组细
胞胞体为圆形，简单的双极和复杂的多极细胞均可见，

胞体向四周伸出明显突起，部分细胞有多个突起且突

起末端发出分支，部分突起间存在连接；实验组 ＮＳＥ、
ＧＦＡＰ表达增高，ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组 ＮＳＥ、ＧＦＡＰ阳性率最
高，ｂＦＧＦ组次之，ＥＧＦ组 ＧＦＡＰ阳性率高于 ＮＳＥ，而
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图３　各组ＮＳＥ、ＧＦＡＰ阳性率比较

Ｆｉｇ．３　ＲａｔｅｓｏｆＮＳＥａｎｄＧＦＡＰｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｅｌｌｓｉｎｃａｃｈｇｒｏｕｐ

图４　相关基因ｍＲＮＡ表达水平电泳图

Ｆｉｇ．４　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｂＦＧＦ和 ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组 ＮＳＥ阳性率高于 ＧＦＡＰ；

ｎｅｓｔｉｎｍＲＮＡ在 ｂＦＧＦ和 ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组较其他组显著

增高。ＮＳＥ、ＧＦＡＰ分别为成熟神经元、星形胶质细胞

的特异性标记物［６］，而 ｎｅｓｔｉｎ则是神经干细胞标志

物［７］。说明全骨髓贴壁法成功分离出 ＢＭＳＣｓ，ＢＭＳＣｓ

在该诱导条件下定向分化为神经细胞。

　　随着对干细胞向神经分化分子机制研究的不断深

入，人们对古老的 Ｗｎｔ信号通路干细胞向神经分化中

的作用开始产生了浓厚的兴趣。目前已经阐明的 Ｗｎｔ

信号转导途径有４条，但研究最多的是经典 Ｗｎｔ信号

通路Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，经典 Ｗｎｔ信号通路由胞

外的具有干细胞生长因子作用的 Ｗｎｔｓ蛋白、膜受体、

βｃａｔｅｎｉｎ以及下游的靶基因组成，其中 βｃａｔｅｎｉｎ是该

信号通路中的关节蛋白，胞浆内 βｃａｔｅｎｉｎ的数量和状

态直接决定Ｗｎｔ信号通路的功能状态。周围细胞分泌

的Ｗｎｔｓ蛋白如 Ｗｎｔ１、２、３、５、６、１０等结合于细胞膜

Ｆｒｉｚｚｌｅｄ受体，促进细胞内 Ａｘｉｎ２／ＧＳＫ３β／ＡＰＣ复合物

去磷酸化降解，释放出游离 βｃａｔｅｎｉｎ，大量的 βｃａｔｅｎｉｎ

在胞浆内聚集形成核内外浓度差，促使 βｃａｔｅｎｉｎ向胞

核内转移，与核内转录因子ＴＣＦ结合，诱导下游目的基
因ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃｍｙｃ、ＣＤ４４等的转录和翻译，从而产生靶
细胞的增殖、分化等一系列生物学效应［５，８］。Ｗｎｔ信号
促进多巴胺能细胞分化和神经再生，并在多巴胺能神

经元发育过程中起重要作用，经典 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路在调控中脑神经干细胞、多巴胺能神经前体细胞

的增殖分化中起主要作用，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号分子参
与体内外多巴胺能神经再生和有功能的多巴胺能神经

元形成多个重要阶段［９］。Ｄａｖｉｄ等［１０］在研究 Ｗｎｔ３ａ、
Ｗｎｔ３调控脊髓神经前体细胞增殖和神经分化过程中
发现Ｗｎｔ３ａ促进脊髓神经前体细胞持续增殖并抑制细
胞周期依赖性蛋白激酶抑制剂的表达，而 Ｗｎｔ３促进

脊髓神经前体细胞短暂增殖并通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
增加神经再生，但二者都通过βｃａｔｅｎｉｎ和ＴＣＦ４依赖的
转录促进髓神经前体细胞源性神经元轴突生长。

Ｗｉｓｌｅｔ等［１１］研究分离培养的ＢＭＳＣｓ可塑性时发现与小
脑颗粒神经元共培养的ｎｅｓｔｉｎ阳性ＢＭＳＣｓ呈神经元样

形态且 Ｗｎｔｓ信号受体蛋白 ＦＺＤ１、ＦＺＤ２及 ＦＺＤ５表达
增加。

　　胶质细胞源性神经营养因子（ｇｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＧＤＮＦ）属于转化生长因子家族，是

目前发现的多巴胺能神经元特异性最强的营养因子，

也是运动神经元营养因子。有利于发育中和成熟的多

巴胺能神经元的存活和轴突延伸，并能促进神经前体

细胞分化为神经元样细胞［１２］；对神经损伤修复具有重

要作用，提高损伤后的神经元存活［１３］，并能促进损伤的

周围神经再生［１４］。有研究表明 ＧＤＮＦ能诱导 ＢＭＳＣｓ
向肠神经细胞分化，分化后的细胞ＧＤＮＦ表达增强［１５］。

脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，
ＢＤＮＦ）是神经营养因子家族成员，促进周围及中枢神
经细胞存活、生长、发育及功能维持，调节神经元轴突、

树突的生长，调控中枢神经系统突触的形成与神经递

质的释放［１６１７］。Ｃｈｅｎ等［１８］的研究发现 ＢＤＮＦ能有效
促进神经干细胞向神经元和少突胶质细胞分化，并促

进神经元突起延伸，分化过程中Ｗｎｔ１和游离 βｃａｔｅｎｉｎ
分子表达增加，而这些促进效应可被 Ｗｎｔ信号通路特
异性阻滞剂ＩＷＲ１显著抑制，说明ＢＤＮＦ在体外可能通

过激活Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路引起神经干细胞增殖、
分化。生长因子ｂＦＧＦ、ＥＧＦ作为诱导剂在神经分化过
程中作用不同，ＥＧＦ主要促进神经前体细胞向胶质细

胞分化，而ｂＦＧＦ则对神经前体细胞向神经元和胶质细
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胞分化均有促进作用［１９］。Ｏｈｉｎａｔａ等［２０］的研究发现

ｂＦＧＦ、ＥＧＦ通过骨形态蛋白等途径增加外胚层来源的

神经前体细胞中的 βｃａｔｅｎｉｎ，βｃａｔｅｎｉｎ作为 Ｗｎｔ信号

通路关键分子调控核内成神经基因的表达，从而影响

神经前体细胞的增殖和分化。

　　本实验在１％胎牛血清条件下采用ｂＦＧＦ联合ＥＧＦ

诱导ＢＭＳＣｓ向神经分化，分化过程中βｃａｔｅｎｉｎ、ＢＤＮＦ、

ＧＤＮＦ基因表达增高，尤以 ｂＦＧＦ和 ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ组最

为明显，与形态学及免疫组化结果基本一致。由此我

们推断 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路可能在 ＢＭＳＣｓ向神经

分化过程中起重要作用，该通路可能通过以下机制引

起神经分化：ｂＦＧＦ、ＥＧＦ作用于细胞表面受体并通过某

种细胞内信号转导途径激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，

βｃａｔｅｎｉｎ调控核内成神经基因的表达，引起 ＢＭＳＣｓ向

神经细胞分化，分化过程中 ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ表达增高，

ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ促进周围细胞分化并分泌Ｗｎｔｓ蛋白或直

接激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路促进 ＢＭＳＣｓ向神经分

化。虽然有证据表明 ｂＦＧＦ、ＥＧＦ、ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ及 β

ｃａｔｅｎｉｎ在ＢＭＳＣｓ分化过程中存在关联，但确切机制不

清楚，需进一步研究。
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