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严重颅脑损伤脑组织匀浆诱导人脐血 ＭＳＣｓ成神经分化的实验研究
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　　摘　要：目的　探讨严重颅脑损伤时的脑组织匀浆对人脐血间充质干细胞（ＭＳＣｓ）成神经分化的诱导能力。方法　制作小鼠

严重颅脑损伤模型，取伤后２４ｈ和正常小鼠脑组织匀浆，对体外培养的第２代 ＭＳＣｓ进行诱导。诱导３ｄ后以荧光免疫细胞组化

技术检测细胞内ＮＦ和ＮｅｕＮ的表达。结果　成功培养出人脐血 ＭＳＣｓ，成神经诱导后，严重损伤性脑组织匀浆诱导组ＮＦ和Ｎｅ

ｕＮ阳性率分别为（４７．３１±８．１４）％和（５８．９１±８．１２）％，高于正常脑组织匀浆诱导组阳性率（犘＜０．０５）。结论　脑组织匀浆可诱

导人脐血 ＭＳＣｓ向神经元样细胞分化，表达神经细胞特异标志分子ＮＦ和 ＮｅｕＮ，严重损伤性脑组织匀浆的诱导效果高于正常脑

组织匀浆。
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　　颅脑外伤（ＴＢＩ）是常见外伤之一，及时进行颅脑外科手术

可有效控制病情和挽救患者生命，但患者脑功能的恢复十分困

难，原因在于受损神经细胞极难再生［１４］。人脐血间充质干细

胞（ＭＳＣｓ）具有多向分化能力，且取材方便、免疫排斥反应小，

在中枢神经系统损伤后的功能恢复治疗中具有很好的应用前

景。本研究通过建立小鼠严重颅脑撞击伤模型，以损伤后的脑

组织匀浆模拟ＴＢＩ损伤微环境，探讨其诱导人脐血 ＭＳＣｓ向

神经细胞分化的能力，以期为严重颅脑外伤（ＳＴＢＩ）的临床治

疗提供新的方法和思路。

１　材料与方法

１．１　脐血 ＭＳＣｓ分离纯化　随机选择于广州军区广州总医院

进行足月剖宫产的健康孕妇，孕妇及家属均签署《知情同意

书》。无菌条件下取脐血５０～８０ｍＬ，以人淋巴细胞分离液分

离单个核细胞，ＰＢＳ洗涤调整细胞密度至１×１０６／ｍＬ，接种于

ＭＥＭ／Ｆ１２（含２０％胎牛血清）培养基中，５％ＣＯ２、３７℃培养箱

培养，待细胞达８０％～９０％融合时传代培养。

１．２　动物模型构建和诱导液制备　小鼠严重颅脑撞击伤模型

的制作参照文献［５］。模型构建２４ｈ后短颈处死小鼠，取损伤

脑组织置于冰上，称湿重，按１００ｇ／Ｌ加入培养基并制备脑组

织匀浆，２５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后取上清液，经０．２２μｍ微孔

滤膜过滤后－７０℃保存备用。正常脑组织取自健康小鼠，脑

组织匀浆制作方法方法同上。

１．３　实验分组及荧光免疫细胞化学观察　实验分正常脑组织

匀浆诱导组和ＳＴＢＩ脑组织匀浆诱导组。诱导３ｄ后留取爬片

标本，常规荧光免疫细胞化学试验检测细胞胞浆内ＮＦ和核内

ＮｅｕＮ的表达，计算ＮＦ和ＮｅｕＮ阳性率。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计分析，数据

采用狓±狊表示，两组采用独立样本狋检验，犘＜０．０５为差异有

统计学意义，犘＜０．０１为非常显著差异。

２　结　　果

２．１　人脐血 ＭＳＣｓ培养　成功培养人脐血 ＭＳＣｓ，接种２４ｈ

后，可见细胞贴壁生长，有短小突起伸出，２ｄ后细胞突起延长

且呈纺锤形，并逐渐有集落形成，８ｄ后达８０％～９０％融合，进

行传代。传代后细胞生长加快且分布均一，呈典型 ＭＳＣｓ漩涡

或平行排列式生长。

２．２　荧光免疫细胞化学试验结果　正常脑组织匀浆诱导组诱

导人脐血 ＭＳＣｓ表达率为 ＮＦ（２８．２７±６．４７）％ 和 ＮｅｕＮ

（３６．５２±７．７１）％，低于 ＳＴＢＩ诱导组的表达率（４７．３１±

８．１４）％和（５８．９１±８．１２）％，犘＜０．０５。ＳＴＢＩ诱导组荧光免疫

细胞化学染色结果见图１。
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　　１～３：ＮＦ表达检测，１为ＤＡＰＩ染色的细胞核，２为 ＮＦ表达，３为

１～２合并图；４～６：ＮｅｕＮ表达检测，其中４为ＤＡＰＩ染色的细胞核，５

为ＮｅｕＮ表达，６为４～５的合并图。

图１　　ＳＴＢＩ脑组织匀浆诱导人脐血 ＭＳＣｓ３ｄ后ＮＦ及

ＮｅｕＮ的表达（×１０００）

３　讨　　论

干细胞移植对 ＴＢＩ患者脑功能的恢复性治疗十分重

要［６７］。人脐血 ＭＳＣｓ具有自我增殖、更新能力和多向分化潜

能，在不同诱导条件下，可分化为成骨细胞、心肌细胞、肝细胞、

神经细胞等，并具有取材方便、易于体外培养、异体移植不易引

起排斥反应等优点，所以得到广泛的研究运用［８９］。已有很多

研究探讨了对 ＭＳＣｓ的诱导分化条件，如细胞因子、化学分子等

等，已证实二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、２巯基乙醇、３叔丁基４羟基茴

香醚（ＢＨＡ）、碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）等均可诱导

ＭＳＣｓ成神经分化
［１０］；但 ＭＳＣｓ是在患者损伤脑组织特定微环

境中进行分化的，所以研究模拟微环境的诱导可行性更有意义。

以脑组织匀浆作为 ＭＳＣｓ成神经分化的诱导剂可提供与

体内微环境类似的生长条件，有报道 ＭＳＣｓ在脑组织匀浆诱导

下可转化为神经样细胞，并证实脑组织细胞分泌的生长因子

（如神经生长因子、胶质源性神经营养因子等）在转化过程中起

到促进作用。本研究采用前期构建的ＳＴＢＩ小鼠模型
［５］，制作

了ＴＢＩ脑组织匀浆诱导液，对人脐血 ＭＳＣｓ进行诱导，３ｄ后

进行荧光免疫细胞化学试验检测，证实正常脑组织匀浆和ＳＴ

ＢＩ脑组织匀浆均可诱导人脐血 ＭＳＣｓ表达 ＮＦ和 ＮｅｕＮ，且

ＳＴＢＩ脑组织匀浆诱导组ＮＦ和ＮｅｕＮ阳性率高于正常脑组织匀

浆诱导组（犘＜０．０５）。由此可见，脑组织匀浆可诱导人脐 ＭＳＣｓ

向神经元样细胞分化，表达神经细胞特异标志分子 ＮＦ和 Ｎｅ

ｕＮ，且ＳＴＢＩ脑组织匀浆的诱导效果好于正常脑组织匀浆。

本研究初步证实了模拟ＳＴＢＩ微环境的诱导剂可诱导人

脐血 ＭＳＣｓ表达神经细胞的标志分子，具有诱导人脐血 ＭＳＣｓ

成神经分化能力，但分化生成的细胞是否具有神经细胞功能，

以及具体的分化调控机制还需进一步深入探讨。
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建立并分析了影响ＥＬＩＳＡ法和胶体金标记方法检测ＯＡ灵敏

度的可能因素。本文则对比分析了试纸条制备过程中多种因

素的影响，最终获得了高于之前检测灵敏度的稳定制备流程，

并对其实用性进行了验证。目前多数国家规定的贝类组织

ＯＡ安全阈值是每１００ｇ贝肉ＯＡ含量不超过２０μｇ，本研究所

建立方法的检测灵敏度基本满足该要求，可用于进行现场快速

检测和大量筛查，在检验检疫、食品安全部门及卫生监控部门

具有较为广泛的应用前景。
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