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ＥＲＫ１／２信号转导通路对骨髓基质细胞条件培养液诱导大鼠中脑神经干
细胞分化作用的影响

顾　平１，２，王彦永１，２，马芹颖１，２，温　雅１，２，崔冬生１，刘　力１，王铭维１，２，张振清１，２

（１．河北省脑老化与认知神经科学实验室，石家庄０５００３１；２．河北医科大学第一医院神经内科，石家庄０５００３１）

［摘要］　目的：探讨ＥＲＫ１／２信号转导通路在骨髓基质细胞条件培养液（ＢＭＳＣｓＣＭ）诱导大鼠中脑神经干细胞（ＮＳＣｓ）分化

中的作用。方法：将神经干细胞球种植于预先包被多聚赖氨酸的３５ｍｍ的培养皿中，神经干细胞球约３０ｍｉｎ后贴壁，自然分

化组将培养液换为含２％Ｂ２７的ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养液，对照组换为ＢＭＳＣｓＣＭ，抑制剂组将培养液换为含有信号转导通路抑制

剂ＰＤ９８０５９（５μｍｏｌ／Ｌ）的ＢＭＳＣｓＣＭ，７ｄ后采用免疫荧光染色方法观察ＮＳＣｓ后代细胞中神经元和星形胶质细胞的数量比

例与形态差别。结果：用成年大鼠ＢＭＳＣｓＣＭ体外培养新生大鼠中脑ＮＳＣｓ，自然分化组 ＮＳＣｓ分化的神经元为（１５．７±１０．

３）％［低于对照组（５１．１７±１０．３０）％，Ｐ＜０．０５］，星形胶质细胞为（６６．９±１４．８）％［高于对照组（２３．２６±５．６０）％，Ｐ＜０．０５］。

而抑制剂组神经元所占比例为（３９．４８±７．２９）％［明显低于对照组，Ｐ＜０．０１］，星形胶质细胞的比例为（３１．０１±８．９６）％［高于

对照组，Ｐ＜０．０１］。结论：ＢＭＳＣｓＣＭ可以提高神经干细胞分化为神经元的比例，并且同时降低了其分化为星形胶质细胞的

比例，这两种作用很可能是通过ＥＲＫ１／２信号转导通路实现的。
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　　神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）广泛存
在于胚胎及成年个体中枢神经系统内，在体内外能
分裂、增殖、成熟、分化形成神经元及胶质细胞，对脑
损伤有较强的修复作用，为临床治疗神经系统疾病
带来了新的希望。为此，ＮＳＣｓ的体外培养及其定向
分化研究显得尤其重要。骨髓基质细胞（ｂｏｎｅｍａｒ
ｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是从骨髓中分离培养的

一种多潜能干细胞，研究表明它所提供的微环境可
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调节ＮＳＣｓ的发育和分化［１］。

　　丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）是细胞内的一类丝氨酸和
（或）苏氨酸蛋白激酶，是细胞应激和损伤反应的主
要信号通路。在真核细胞中，目前已确定有４ 条

ＭＡＰＫ通路［２］，其中细胞外信号调节蛋白激酶（ｅｘ
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）是
最早被发现的，而且是最具特征性的，认为其与细胞
的增殖、转化和分化有关。ＥＲＫ信号转导通路的大
致模式为：多种生长因子→Ｒａｓ→Ｒａｆ→ＭＥＫ１／２
→ＥＲＫ →有丝分裂、分化［３４］。ＥＲＫ被激活后，可
以磷酸化一系列胞质蛋白，包括磷脂酶 Ａ２、ｃＲａｆ１
和 ＭＥＫ；转移至胞核后可以磷酸化一系列转录因
子，如 ＥＬＫ１、ＳＡＰ１ａ和ＳＴＡＴ等［５］。由于 ＥＲＫ
通路的这些特性，使其成为目前细胞分化研究的热
点。

　　本实验室的前期研究已证实ＢＭＳＣｓ能够诱导
中脑ＮＳＣｓ分化为高比例神经元［６７］，而且是ＢＭＳＣｓ
分泌的可溶性物质在这一过程中发挥了重要作

用［８］　。骨髓基质细胞条件培养液（ＢＭＳＣｓＣＭ）内
含有这些物质，但其究竟是通过什么途径发挥作用
的，目前国内外关于这方面的研究甚少。本研究通
过在ＮＳＣｓ的培养体系中加入ＥＲＫ１／２信号转导通
路抑制剂ＰＤ９８０５９，进而观察该通路是否在这一过
程中发挥作用，同时还观察了该通路对中脑 ＮＳＣｓ
分化为星形胶质细胞的影响。

１　材料和方法

１．１　 试 剂 和 动 物 　Ｂ２７ 添 加 剂、ＤＭＥＭ／Ｆ１２
（１１）、ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养液和ＤＭＥＭ为Ｇｉｂｃｏ公司
产品。胎牛血清为杭州四季青公司产品。ＰＤ９８０５９
为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。碱性成纤维细胞生长因子
（ｂＦＧＦ）、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、抗胶质原纤维酸性蛋自（ｇｌｉａ
ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）、抗微管相关蛋白２
（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＡＰ２）抗 体 和

ＦＩＴＣ标记的抗小鼠ＩｇＧ抗体购于Ｓｉｇｍａ公司。成年
和新生ＳＤ大鼠均购自河北医科大学实验动物中心。

１．２　ＢＭＳＣｓ的分离培养　以４％水合氯醛（０．８
ｍｌ／１００ｇ）将体质量约为１２０ｇ的ＳＤ大鼠麻醉致
死，７５％乙醇浸泡大鼠１０ｍｉｎ；无菌条件下取出大鼠
的股骨和胫骨，剪去骨的两端，用解剖液冲洗骨髓腔

２～３次；将冲出的骨髓用刨光的玻璃吸管吹打数次
后，把细胞悬液移入离心管，８００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝８ｃｍ）离
心５ｍｉｎ，弃去上清；用含２０％胎牛血清的ＤＭＥＭ
重悬，吹打成单细胞悬液，种于培养瓶内，置于３７℃

５％ＣＯ２培养箱内培养；４８ｈ后，可见有一层细胞贴
壁，细胞为扁平的多角形；轻轻摇晃培养瓶，将瓶内
液体及其悬浮的其他细胞弃掉，更换新的培养基；７
ｄ左右细胞可均匀长满瓶底，此时细胞的形态为长
梭形，形似柳叶。根据需要，可进行细胞传代。

１．３　ＢＭＳＣｓ条件培养液的制备　将ＢＭＳＣｓ接种于

８０ｍｌ培养瓶中，待细胞大约铺满瓶底面积的８５％后，
弃培养液，更换为含２％Ｂ２７的ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养液６
ｍｌ，培养２４ｈ后收集上清，２５００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝８ｃｍ）离心

５ｍｉｎ，上清液即为ＢＭＳＣｓ的条件培养液。

１．４　ＮＳＣｓ的分离培养　取新生大鼠中脑，解剖
液漂洗，解剖显微镜下剥离脑膜后，将脑组织在

３００目的不锈钢滤网上研磨，所得悬液移入离心管；
用火焰抛光的玻璃吸管反复吹打，机械分离制成单
细胞，８００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝８ｃｍ）离心５ｍｉｎ；弃去上清，加
入２ｍｌ培养液，用吸管反复吹打，然后用４００目的
细胞筛过滤细胞悬液，将细胞种入２５ｍｌ培养瓶中，
培养液采用ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）添加２％Ｂ２７的无血
清培养基，同时加入２０ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ；将培养瓶置于

ＣＯ２孵箱（３７℃，５％ＣＯ２）孵育。此后，每３ｄ换液

１次，每次更新培养液的一半；每５～７ｄ传代１次。
传代时采用机械分离的方法，培养液同前。一般在
分离培养７ｄ左右单个的ＮＳＣｓ便可增殖形成球体。

１．５　实验分组和培养方法　将二代或三代神经球
种植于直径为３５ｍｍ、预先包被多聚赖氨酸的培养
皿中，在神经球贴壁后更换培养液。实验共分为如
下３组：（１）自然分化组：用含２％Ｂ２７的ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ
培养液培养神经干细胞球；（２）对照组：用ＢＭＳＣｓ条
件培养液培养神经干细胞球；（３）抑制剂组：用ＢＭ
ＳＣｓ条件培养液中加入信号转导通路抑制剂

ＰＤ９８０５９（５μｍｏｌ／Ｌ）的培养液培养神经干细胞球。
此后每３ｄ更换１次培养液。光镜观察细胞生长情
况并进行免疫细胞化学染色，在荧光显微镜下观察。

１．６　免疫细胞化学染色和细胞计数　为确定表达

ＭＡＰ２抗原和ＧＦＡＰ抗原的细胞数量，常规进行免
疫细胞化学染色。在倒置荧光显微镜 （Ｎｉｋｏｎ
ＴＥ２０００）下每孔随机选择１０个不同的视野，使用

ＡＣＴ１软件采样，应用ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ软件计数阳
性细胞数。通过计数 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色阳性细胞
决定每一视野内细胞总数，然后计算 ＭＡＰ２ 和

ＧＦＡＰ阳性细胞在分化细胞中所占的比例。

１．７　统计学处理　采用ＳＡＳ６．１２统计软件，各组
间采用ｔ检验进行比较。

２　结　果

２．１　ＥＲＫ１／２信号转导通路对 ＢＭＳＣｓＣＭ 诱导
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ＮＳＣｓ分化为后代细胞的动态观察　将神经干细胞
球种植于培养皿中，神经干细胞球约３０ｍｉｎ后贴
壁；１ｈ后可见有细胞从神经干细胞球中移行出来，
这时３组细胞的数量以及形态并无明显差异，２４ｈ
后光镜下可见体积小、轮廓清晰、边缘整齐、立体感
强、周围有光晕并在两极有突起的细胞从神经干细
胞球中移行出来，进行免疫荧光染色，表明这类细胞
为 ＭＡＰ２阳性的神经元（图１Ａ、１Ｂ）；另一类细胞

突起较粗大且多，不规则，多聚集在神经球的中央，
呈放射状排列，免疫荧光染色表明这类细胞为

ＧＦＡＰ阳性的星形胶质细胞（图１Ｃ、１Ｄ），这两种细
胞占神经干细胞球中分化出的细胞的大多数。约

３～４ｄ后，可见对照组中神经元迁移距离较远，立体
感较强；而抑制剂组神经元多聚集在神经干细胞球
周围，立体感差。自然分化组神经元数量较少，多聚
集在神经干细胞球周围，立体感不强。

图１　ＥＲＫ１／２信号转导通路抑制ＢＭＳＣｓＣＭ诱导ＮＳＣｓ分化为神经元

Ｆｉｇ１　ＥＲＫ１／２ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄＢＭＳＣｓＣＭｉｎｄｕｃｅｄＮＳＣｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｏｎｅｕｒｏｎｓ（×３００）

Ａ：ＭＡＰ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＭＡＰ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＧＦＡＰｐｏｓｉｔｉｖｅａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：

ＧＦＡＰｐｏｓｉｔｉｖｅａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ

２．２　ＥＲＫ１／２信号转导通路对ＢＭＳＣｓＣＭ 诱导

ＮＳＣｓ分化为后代细胞的影响　干预７ｄ后，抑制剂
组ＮＳＣｓ分化的神经元（３９．４８±７．２９）％明显低于对
照组［（５１．１７±１０．３０）％ ，Ｐ＜０．０１］，而星形胶质细胞
（３１．０１±８．９６）％明显高于对照组［（２３．２６±５．６０）％，

Ｐ＜０．０１］。自然分化组 ＮＳＣｓ分化的神经元为
（１５．７±１０．３）％，星形胶质细胞为（６６．９±１４．８）％，
与对照组相比均有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　有研究表明体外培养的ＢＭＳＣｓ可分泌多种细胞

因子，如ＩＬ６、ＩＬ７、ＩＬ８、ＩＬ１１、ＩＬ１２、ＩＬ１４、ＩＬ１５、白
血病抑制因子（ＬＩＦ）和神经生长因子（ＮＧＦ）、脑源性
神经营养因子（ＢＤＮＦ）等神经营养因子［９１１］，其中，有
学者研究表明ＮＧＦ可以通过激活ＥＲＫ１／２信号转导
通路调节细胞内某些因子的表达［１２］，而ＢＤＮＦ也可

通过该通路发挥作用［１３］，但ＢＭＳＣｓ分泌至细胞外的
这些细胞因子是通过哪一种信号转导通路来调控

ＮＳＣｓ的分化，目前相关报道甚少。本实验在ＢＭＳＣｓ
ＣＭ中加入ＥＲＫ信号转导通路抑制剂ＰＤ９８０５９培养

ＮＳＣｓ，发现与对照组相比，明显减少ＮＳＣｓ分化为神
经元的比例（Ｐ＜０．０１），星形胶质细胞所占比例明显
提高（Ｐ＜０．０１）。由此我们推断，ＢＭＳＣｓＣＭ在促进

ＮＳＣｓ分化为神经元的同时抑制了其分化为星形胶质
细胞，是在转录水平上影响了ＮＳＣｓ的分化，而ＥＲＫ

信号转导通路在这一过程中发挥了十分重要的作用。
在这一过程中是否还有其他途径在发挥作用，还需要
进一步的实验验证。
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