
书书书

第二军医大学学报　２００８年１０月第２９卷第１０期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２００８，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．１０

·１１４１　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００８．０１１４１ ·论　著·

体外诱导人胚胎干细胞定向分化为神经干细胞

王　晶１，２，尚丽新１，李亚里２，彭红梅２，闫志风２，徐黎明１，吴　楠１，王树鹤１

１．北京军区总医院妇产科，北京１００７００

２．中国人民解放军总医院妇产科，北京１００８５３

［摘要］　目的：探讨体外定向诱导人胚胎干细胞（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＥＳＣｓ）生成高纯度神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）的方法。方法：模拟体内神经细胞分化发育的不同阶段及微环境，分三阶段诱导ｈＥＳＣｓ定向生成ＮＳＣｓ。形态学

观察结合免疫荧光细胞化学、流式细胞术和ＲＴＰＣＲ检测胚胎干细胞标志和神经干细胞标志；ＮＳＣｓ分化实验对所诱导的

ＮＳＣｓ的分化潜能进行检测。结果：体外培养的ｈＥＳＣｓ在胚胎成纤维细胞饲养层上连续传代培养５０代，仍保持ＳＳＥＡ４，

ＴＲＡ１８１阳性，表达Ｎａｎｏｇ基因，流式细胞术检测ＳＳＥＡ４阳性表达率为８３．４４％；经三步法最终可诱导形成纯度高达９０％
以上的ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞，表达ｎｅｓｔｉｎ基因，流式细胞术检测ｎｅｓｔｉｎ阳性表达率为８９．３８％；诱导生成的细胞反复传代，仍表现为

ｎｅｓｔｉｎ阳性，并可进一步分化为神经元、星形神经胶质细胞和少突胶质细胞。结论：模拟体内神经分化过程的三步诱导法，可

诱导ｈＥＳＣｓ生成较高纯度的ＮＳＣｓ，并能较好维持其干细胞特性和具有进一步分化的能力。
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　　人胚胎干细胞（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ｈＥＳＣｓ）是从早期的胚胎内细胞团（ｉｎｎｅｒｃｅｌｌｍａｓｓ，

ＩＣＭ）分离培养的一种全能性细胞系，具有自我更新
及多向分化能力［１２］，并可在体外进行遗传操作和选
择［３］，因此具有广阔的应用前景。ｈＥＳＣｓ细胞的体
外分化为研究胚胎早期发育的细胞和分子机制提供

了良好的模型，也可为未来临床上的移植治疗提供
供体细胞来源。

　　神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）具有自我
复制和分化为各种类型神经细胞的潜能，植入受者
体内可与受者脑组织很好地整合，因此作为神经系
统损伤及退行性疾病替代治疗的良好材料，一直备
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受关注［４５］。既往ＮＳＣｓ多来源于胚胎脑组织，来源
有限。ｈＥＳＣ的出现为 ＮＳＣｓ提供了新的来源。尽
管目前已有体外诱导ｈＥＳＣｓ定向生成神经细胞的
方法，但是这些失去了分化潜能的终末细胞在受者
体内并不能与受者脑组织很好地整合，不能真正实
现神经再生与功能修复。因此能否将ｈＥＳＣｓ较高
产率和纯度地定向诱导分化为ＮＳＣｓ，并维持多向分
化潜能是其在神经系统替代治疗中得以应用的关

键［６］。本研究模拟体内神经细胞分化发育的不同阶
段及微环境，分三步法诱导ｈＥＳＣｓ较高纯度地定向
生成ＮＳＣｓ，为解决 ＮＳＣｓ的来源问题奠定基础，并
为研究胚胎神经发育机制提供体外分化模型。

１　材料和方法

１．１　试剂

１．１．１　无血清胚胎干细胞培养液　ＫｎｏｃｋｏｕｔＴＭ

ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ）、２０％血清替代品（Ｇｉｂｃｏ）、

１％非必需氨基酸（Ｇｉｂｃｏ）、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ巯基乙醇
（Ｇｉｂｃｏ）、２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺（Ｇｉｂｃｏ）、４ｎｇ／ｍｌ碱
性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）、５０ＩＵ／ｍｌ青霉素、

５０ＩＵ／ｍｌ链霉素。

１．１．２　拟胚体培养液　ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１１）培养基
（Ｇｉｂｃｏ）、２０％血清替代品（Ｇｉｂｃｏ）、１％非必需氨基
酸（Ｇｉｂｃｏ）、０．１ ｍｍｏｌ／Ｌ 巯 基 乙 醇 （Ｇｉｂｃｏ）、２
ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺（Ｇｉｂｃｏ）、５０ＩＵ／ｍｌ青霉素、５０
ＩＵ／ｍｌ链霉素。

１．１．３　Ｎ２培养液　ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１１）培养基（Ｇｉｂ
ｃｏ，１１２５０００６２）、胰岛素（Ｓｉｇｍａ，Ｉ５５００）２５μｇ／ｍｌ、转铁
蛋白（Ｓｉｇｍａ，Ｔ１１４７）１００μｇ／ｍｌ、孕酮（Ｓｉｇｍａ）６ｎｇ／

ｍｌ、腐胺（Ｓｉｇｍａ，Ｐ７６３０）１６μｇ／ｍｌ、亚硒酸钠（Ｓｉｇｍａ，

Ｓ５２６１）３０ｎｍｏｌ／Ｌ、肝素钠２μｇ／ｍｌ。

１．１．４　生长因子　ｂＦＧＦ２０ｎｇ／ｍｌ，ＧＤＮＦ１０ｎｇ／

ｍｌ，ＢＤＮＦ１０ｎｇ／ｍｌ，均购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ。

１．１．５　抗体　鼠抗 ＳＳＥＡ４、鼠抗 ＴＲＡ１８１、兔抗

ｎｅｓｔｉｎ、兔抗ＧＦＡＰ、兔抗Ｏ４、鼠抗ＮＳＥ均购自博士
德生物工程有限公司；ＴＲＩＴＣ 标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ，ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ，ＦＩＴＣ标记山羊抗
兔ＩｇＧ均购自北京中山生物技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦ）饲养层的制
备　无菌取出妊娠１３．５ｄ的ＩＣＲ小鼠胚胎，去除头
和内脏，残余部分用ＰＢＳ冲洗干净。０．２５％胰酶、

０．０２％ ＥＤＴＡ４℃消化过夜，次日加入等体积的

ＭＥＦ培养液终止，稍用力震荡，制成细胞悬液，以

１×１０５／ｍｌ的密度接种到含ＭＥＦ培养液的１０ｃｍ培

养皿中。３７℃、６％ＣＯ２饱和湿度培养，４８ｈ换液，

４～５ｄ后待细胞铺满皿底时，２５Ｇｙγ放射源照射，
使 ＭＥＦ失去有丝分裂活性。照射后立即冻存，于

ｈＥＳＣｓ传代前日复苏，放入预先用０．１％明胶处理
过的１０ｃｍ培养皿中，置于培养箱中备用。

１．２．２　人胚胎干细胞的培养　将ｈＥＳＣｓ系ＰＫＵ
（北京大学医学部第三医院生殖中心提供）接种在

ＭＥＦ饲养层上，于３７℃、６％ＣＯ２条件下培养。每日
更换培养液，约６～７ｄ用０．１％胶原酶Ⅳ消化传代。

１．２．３　三步法诱导ｈＥＳＣｓ定向生成ＮＳＣｓ　（１）拟
胚体（ＥＢ）的诱导：采用悬浮培养法。将汇合的

ｈＥＳＣｓ（约１０６～１０７个细胞）用胶原酶消化、离心，
沉淀用拟胚体培养液悬浮，细胞悬液移入１０ｃｍ细
菌培养皿中，３７℃、６％ ＣＯ２条件下培养。每２ｄ更
换１次培养液。（２）Ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞的选择：在无血
清培液中培养７ｄ的拟胚体接种到明胶包被的组织培
养皿，加入Ｎ２培养液和２０ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ，每２ｄ更换
培养液。１～２ｄ后拟胚体贴壁、展开，倒置镜下可见
小而发亮的细胞呈灶状生长。２周后，机械法将此种
细胞取下，接种至新的组织培养皿中，培养液相同。
第２日可见大量实性小细胞团（神经球）呈悬浮状，继
续培养１周。（３）ＮＳＣｓ的纯化与扩增：将所获得的神
经球用０．２５％胰酶消化３ｍｉｎ后，吹打成单细胞悬
液，接种到新的组织培养皿中，培养液为Ｎ２培养液和

２０ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦ，每２ｄ换液，４～５ｄ传代。

１．２．４　ｈＥＳＣｓ和ＮＳＣｓ的鉴定　（１）免疫荧光细胞
化学法检测ＳＳＥＡ４、ＴＲＡ１８１、ｎｅｓｔｉｎ的表达：将
第５０代的ｈＥＳＣｓ及纯化 ＮＳＣｓ固定于多聚赖氨酸
包被的盖玻片上，正常羊血清封闭，分别加入ＳＳＥＡ
４、ＴＲＡ１８１及ｎｅｓｔｉｎ一抗，３７℃孵育１ｈ，ＴＲＩＴＣ、

ＦＩＴＣ标记二抗３７℃孵育３０ｍｉｎ，荧光显微镜观察。
（２）流式细胞术检测ｈＥＳＣｓ中 ＳＳＥＡ４、ＮＳＣｓ中

ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞比例：胰蛋白酶消化反复传代的细
胞，ＰＢＳ冲洗，４％多聚甲醛固定，ＴｒｉｔｏｎＸ１００透
化，分别加入ＳＳＥＡ４一抗和ｎｅｓｔｉｎ一抗３７℃１ｈ，

ＦＩＴＣ标记二抗３７℃３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测。（３）

ＲＴＰＣＲ检测Ｎａｎｏｇ和ｎｅｓｔｉｎ的表达：取未分化的

ｈＥＳＣｓ、纯化的神经干细胞，ＰＢＳ洗２次后用ＴＲＩｚｏｌ
提取细胞总 ＲＮＡ。然后用随机引物逆转录合成

ｃＤＮＡ后进行ＰＣＲ检测，ＰＣＲ反应条件为９４℃变
性１ｍｉｎ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，扩增３５个
循环。用 βａｃｔｉｎ 做内参照。各引物序列如下，

Ｎａｎｏｇ上游引物５′ＣＡＡ ＡＧＧ ＣＡＡ ＡＣＡ ＡＣＣ
ＣＡＣＴＴ３′，下游引物 ５′ＴＣＴ ＧＣＴ ＧＧＡ ＧＧＣ
ＴＧＡＧＧＴＡＴ３′；ｎｅｓｔｉｎ上游引物５′ＣＡＧＣＴＧ
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ＧＣＧＣＡＣＣＴＣＡＡＧＡＴＧ３′，下游引物５′ＡＧＧ
ＧＡＡＧＴＴＧＧＧＣＴＴＡＧＧＡＣＴＧＧ３′；βａｃｔｉｎ上
游引物５′ＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧ３′，
下游引物５′ＡＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧ
３′。（４）ＮＳＣｓ分化实验：①ＮＳＣｓ分化为神经元。
将反复传代的ＮＳＣｓ接种于多聚赖氨酸包被的６孔
培养板中，撤除生长因子，加入Ｎ２培养液和１０ｎｇ／

ｍｌＢＤＮＦ、１０ｎｇ／ｍｌＧＤＮＦ，培养１０ｄ。②ＮＳＣｓ分
化为胶质细胞。将ＮＳＣｓ接种于多聚赖氨酸包被的

６孔培养板中，加入Ｎ２培养液和１０ｎｇ／ｍｌＰＤＧＦ，
培养１０ｄ。免疫荧光细胞化学法检测星形胶质细胞
特异性标志ＧＦＡＰ、少突细胞特异性标志Ｏ４和神经
元特异性标志ＮＳＥ的表达，镜下（×１００）随机统计

１０个视野下阳性细胞比例。流式细胞术检测分化
细胞中ＧＦＡＰ、Ｏ４、ＮＳＥ阳性细胞比例。

２　结　果

２．１　ｈＥＳＣｓ的生长情况　细胞呈典型集落状生长，
集落形态呈扁平状。集落内细胞界限清楚、核大、核

仁清晰，细胞核／细胞质比例高。集落周边与 ＭＥＦ
饲养层界限清楚，无分化迹象。一般６～７ｄ后饲养
层上即可布满大量的集落，此时需传代培养。传代
后第２日即可见许多小集落，集落逐渐增大，中央逐
渐隆起。ｈＥＳＣｓ稳定增殖了１２个月，传代５０代。

２．２　诱导ｈＥＳＣｓ定向生成ＮＳＣｓ的形态特征

２．２．１　拟胚体的诱导　接种在细菌皿中的胚胎干
细胞不贴壁、聚集成小团呈悬浮生长（图１Ａ），约１
周左右囊性变，称为成熟拟胚体（图１Ｂ）。

２．２．２　神经干细胞的筛选　拟胚体接种后１～２ｄ
贴壁、展开，中心出现有２～３个突起的小细胞，培
养中呈灶性增生（图１Ｃ）。２周后机械方法取下上述
灶状增生的小细胞，接种，第２日出现大量悬浮的神
经球。神经球由有２～３个或长或短突起的小细胞
组成，贴壁下细胞增殖旺盛（图１Ｄ）。

２．２．３　神经干细胞的纯化与扩增　培养７ｄ后将
悬浮的神经球打散成单细胞，细胞贴壁生长（图

１Ｅ），密度高时，呈现拉网生长特性 （图１Ｆ）。本实
验得到大量纯净的、增殖旺盛的神经干细胞。

图１　诱导ｈＥＳＣｓ定向生成ＮＳＣｓ的形态特征

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＮＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｒｏｍｈＥＳＣｓ
Ａ：ＥＢｏｆ３ｒｄｄａｙ；Ｂ：ＥＢｏｆ７ｔｈｄａｙ；Ｃ：ＡｎａｔｔａｃｈｅｄＥＢｓｈｏｗｓｓｍａｌｌｅｌｏｎｇａｔｅｄａｔｃｅｌｌｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｔｈｅｃｅｎｔｅｒａｆｔｅｒ２ｄ；Ｄ：Ａｔｔａｃｈｅｄｎｅｕｒｏｓｐｈ

ｅｒｅｓ；Ｅ：ＩｓｏｌａｔｅｄＮＳＣｓ；Ｆ：ＮＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎａｎｅｔｗｏｒｋｏｆｐｒｏｃｅｓｓｐａｔｔｅｒｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

２．３　ｈＥＳＣｓ的全能性鉴定　免疫荧光细胞化学法
检测第５０代的ｈＥＳＣｓ特异性表面抗原ＳＳＥＡ４、

ＴＲＡ１８１表达 阳性 （图 ２）。流式细胞术检测

ＳＳＥＡ４阳性表达率为８３．４４％。ＲＴＰＣＲ检测到

ｈＥＳＣｓ特异基因Ｎａｎｏｇ的表达（图３）。ｈＥＳＣｓ染色
体核型为正常的４６ＸＸ核型。

２．４　神经干细胞的鉴定　ＲＴＰＣＲ检测到神经干
细胞标志基因ｎｅｓｔｉｎ的表达（图４）。免疫荧光法检
测显示 ｎｅｓｔｉｎ表达强阳性，表达率为（９０．０２±
３．５７）％（图５）。反复传代后仍表达ｎｅｓｔｉｎ。流式细
胞术检测８９．３８％的细胞ｎｅｓｔｉｎ表达阳性。
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图２　ｈＥＳＣｓ细胞免疫荧光鉴定

Ｆｉｇ２　ＣｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｍａｒｋｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈＥＳＣｓ
Ａ：ＳＳＥＡ４ｐｏｓｉｔｉｖｅｈＥＳＣｓ （ｐａｓｓａｇｅ５０）；Ｂ：ＴＲＡ１８１ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｈＥＳＣｓ（ｐａｓｓａｇｅ５０）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图３　ＲＴＰＣＲ检测ｈＥＳＣｓ特异基因Ｎａｎｏｇ的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮａｎｏｇｇｅｎｅｉｎｈＥＳＣｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：βａｃｔｉｎ；２：Ｎａｎｏｇ

图４　ＲＴＰＣＲ检测神经干细胞特异基因的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｇｅｎｅｏｎＮＳＣｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｎｅｓｔｉｎ；２：βａｃｔｉｎ

图５　免疫荧光细胞化学法

检测神经干细胞ｎｅｓｔｉｎ的表达

Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｉｎＮＳＣｓａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｅｔｈｏｄ
Ａ：ＩｓｏｌａｔｅｄＮＳＣｓａｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｓｔａｉｎｅｄｆｏｒｎｅｓｔｉｎ；Ｂ：ＮＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｉｎａｎｅｔｗｏｒｋｏｆｐｒｏｃｅｓｓｐａｔｔｅｒｎｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｎｅｓｔｉｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ：×１００

２．５　神经干细胞分化实验结果　Ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞
在分化培养基中逐渐向周围长出较长的突起，分化
为简单双极或大的多极细胞，极少数为锥形，胞体能
伸展很长的突触，第１０日可见大量神经元样、胶质
细胞样细胞形成。经１０ｄ分化培养后，进行免疫荧
光检测，镜下随机统计１０个视野下阳性细胞比例，

ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞基本消失，ＧＦＡＰ阳性的星形胶质
细胞（３２．１４±３．１８）％（图６Ａ），ＮＳＥ阳性的神经元
为（２０．５７±２．６６）％（图６Ｂ），Ｏ４阳性少突胶质细胞
较少，为（０．２９±０．１３）％（图６Ｃ）。流式细胞术检测

ＧＦＡＰ阳性细胞表达率为３３．２５％（图７Ａ），ＮＳＥ阳
性细胞表达率为１８．１０％（图７Ｂ），Ｏ４阳性细胞表达
率为０．４７％（图７Ｃ）。

图６　神经干细胞分化实验

Ｆｉｇ６　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＮＳＣｓ
Ａ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＮＳＣｓｆｏｒ１０ｄａｙｓｓｈｏｗｓｔｈａｔｔｈｅｍａｊｏｒｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓａｒｅＧＦＡＰ＋ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ；Ｂ：ＮＳＥ＋ｎｅｕｒｏｎｓａｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ’ｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｃ：Ｏ４＋ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ’ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００



第１０期．王　晶，等．体外诱导人胚胎干细胞定向分化为神经干细胞 ·１１４５　 ·

图７　流式细胞术检测神经干细胞分化后各 Ｍａｒｋｅｒ的阳性表达率

Ｆｉｇ７　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＮＳＣｍａｒｋｅｒｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＦＣＭ
Ａ：ＧＦＡＰ＋ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓａｃｃｏｕｎｔｆｏｒ３３．２５％ａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ’ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｂ：ＮＳＥ＋ｎｅｕｒｏｎｓａｃｃｏｕｎｔｆｏｒ１８．１０％ａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ’ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｃ：

Ｏ４＋ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｃｃｏｕｎｔｆｏｒ０．４７％ａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ’ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

３　讨　论

３．１　人胚胎干细胞的培养及鉴定　人胚胎干细胞

培养的关键是维持其未分化状态，ＭＥＦ能分泌促进

ｈＥＳＣｓ增生和抑制其自主分化的因子，因此可作为

培养ｈＥＳＣｓ的饲养层。制作饲养层的关键步骤是

对 ＭＥＦ细胞进行预处理，使其在保持分泌功能的

基础上失去增殖能力，以免与ｈＥＳＣｓ生长发生竞

争。目前常使用的是丝裂霉素Ｃ处理法［７］，但其作

用的时间和剂量较难调控。处理不足无法有效抑制

增殖；处理过量则造成 ＭＥＦ细胞的死亡，不但丧失

分泌功能，而且释放的ＤＮＡ碎片和溶酶体酶干扰

ｈＥＳＣｓ的生长及正常核型的维持。本实验在 ＭＥＦ
原代培养时用２５Ｇｙγ射线照射后冻存，使用前复

苏，结果显示可有效抑制ｈＥＳＣｓ分化，使其稳定增

殖了１２个月，传代５０代，仍表达ＳＳＥＡ４、ＴＲＡ１

８１，保持４６ＸＸ的正常核型，为ｈＥＳＣｓ的培养提供

了有效的体外培养体系。

３．２　人胚胎干细胞可诱导分化为神经干细胞　近

年发现，体外定向诱导ｈＥＳＣｓ可生成ＮＳＣｓ，且这种

ｈＥＳＣｓ来源的ＮＳＣｓ较其他来源的ＮＳＣｓ具有更大

的增殖和发育潜能，但多数方案诱导过程烦琐，

ｈＥＳＣｓ生成ＮＳＣｓ产率和纯度不高，且采用的诱导

分化试剂价格昂贵，因此建立高效和廉价的诱导方

案，一直是该技术得以在临床应用的关键［８９］。

　　本研究以人胚胎干细胞ＰＫＵ系为模型，发现

ｈＥＳＣｓ经三步法可诱导形成ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞。诱导

分化的ｈＥＳＣｓ首先要形成拟胚体，本实验将ｈＥＳＣｓ
悬浮培养于细菌培养皿中，较悬滴培养法可获得更

多的拟胚体，进一步诱导可产生大量的细胞用于移

植，故该法更具应用价值。

　　ｈＥＳＣｓ细胞经拟胚体阶段后可分化为内、中、外

３个胚层，而神经细胞起源于外胚层，如何有效抑制

内胚层和中胚层的发育和诱导外胚层向神经细胞分

化是获得高纯度ＮＳＣｓ的关键。Ｙｉｎｇ等［１０］发现，当

ＥＳＣｓ在明胶包被的培养板上生长而撤去白血病抑

制因子（ＬＩＦ）时，细胞分化被启动，但分化细胞在有

血清存在时并不表达神经外胚层特异的基因———

Ｓｏｘ１基因，而在无血清时出现该基因的表达，推测

血清中含有的一些细胞因子促使ＥＳＣｓ向非神经细

胞如向内皮、造血细胞分化，而无血清存在时，相关

的信号途径不再被激活，基因表达下调或关闭。另

外，研究［１１１２］表明胚胎在神经分化时，需要ｂＦＧＦ的

信号，ｂＦＧＦ是广谱的神经营养因子，是促进 ＮＳＣｓ
增殖的有丝分裂原。本实验采用无血清的Ｎ２培养

基加ｂＦＧＦ因子筛选ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞，在拟胚体接

种２周后机械法取下中心灶性增生的小细胞，第２
日可获得大量悬浮的神经球。７ｄ后将神经球打散

成单细胞贴壁，结果得到了９０％以上纯净的ｎｅｓｔｉｎ
阳性细胞。这些ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞４～５ｄ即需传代，

反复传代后，仍表达ｎｅｓｔｉｎ蛋白及基因，且在不同的

分化培养基中可分化为 ＧＦＡＰ阳性的星形胶质细

胞、ＮＳＥ阳性的神经元、Ｏ４阳性的少突胶质细胞，

说明这种ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞能进行自我更新、并能分

化为神经系统的三类神经细胞，因此是典型的神经

干细胞。

　　本实验成功地建立了高效和廉价的诱导ｈＥＳＣｓ
生成ＮＳＣｓ的方法，为解决 ＮＳＣｓ的来源困难问题

奠定了实验基础，并为研究胚胎神经发育机制提供

了体外分化模型。利用ｈＥＳＣｓ多向分化的潜能，联

合治疗性克隆，将使建立具有低免疫原性及组织特

异性的永生化 ＮＳＣ系成为可能。体内神经谱系的
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分化过程是一个多因素影响、多因子参与的复杂过

程，探明神经谱系分化的分子机制，找到神经谱系分

化过程中起作用的关键因素和因子仍然是有待解决

的问题。
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