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　　【目的】　从成人骨髓中分离出 Ｍｕｓｅ细胞，体外诱导成神经前体细胞，为细胞移植修复神经系统损伤提供种

子细胞。

【方法】　利用密度梯度离心和差速贴壁法从健康成人骨髓中分离、培养骨髓基质干细胞，通过免疫荧光细胞

化学技术和流式细胞仪技术对其进行鉴定；体外扩增、传代６次后利用 Ｍｕｓｅ细胞特征性的ＳＳＥＡ３／ＣＤ１０５分子

表型阳性，通过流式细胞仪从骨髓基质干细胞中分选出 Ｍｕｓｅ细胞并进行体外培养，观察其干细胞成球特性；对

Ｍｕｓｅ细胞进行胰蛋白酶孵育，分析其应激耐受能力；利用免疫荧光细胞化学技术和ＲＴＰＣＲ技术检测 Ｍｕｓｅ细胞

的多能干细胞标记物表达情况；通过在培养基中添加成纤维细胞生长因子、表皮生长因子等对 Ｍｕｓｅ细胞向神经

前体细胞方向进行体外诱导，观察神经前体细胞的干细胞成球情况，利用免疫荧光细胞化学技术和ＲＴＰＣＲ技术

对其进行表型鉴定并观察神经前体细胞标记物的表达情况。

【结果】　从成人骨髓中分离出骨髓基质干细胞，免疫荧光细胞化学检测和流式细胞仪检测结果显示ＣＤ９０表

达阳性、ＣＤ４５和ＣＤ１１ｂ表达阴性；通过流式细胞仪从骨髓基质干细胞中分选出约０．５％的 Ｍｕｓｅ细胞进行培养，

细胞聚集成球，悬浮生长，表现为胰蛋白酶耐受；免疫荧光细胞化学检测和ＲＴＰＣＲ检测结果显示 Ｍｕｓｅ细胞表达

多能干细胞标记物Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２阳性；体外诱导 Ｍｕｓｅ细胞向神经前体细胞方向分化，观察到细胞成球现象，

免疫荧光细胞化学检测和ＲＴＰＣＲ检测结果显示诱导后细胞表达神经前体细胞标记物ｎｅｓｔｉｎ、βＩＩＩｔｕｂｕｌｉｎ。

【结论】　从成人骨髓中成功分离出 Ｍｕｓｅ细胞，具有多能干细胞特性，经体外诱导形成神经前体细胞，为以后

组织工程移植修复神经损伤提供新的种子细胞。
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　　【目的】　观察β１，４半乳糖基转移酶Ｖ（β１，４ｇａｌａｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＶ，β１，４ＧａｌＴＶ）在生理病理状态下体内

外施万细胞中的表达情况，探讨β１，４ＧａｌＴＶ在体内外施万细胞中可能存在的生物学作用。

【方法】　（１）制备大鼠坐骨神经夹伤和切断模型，利用足迹试验观察坐骨神经功能指数（ｓｃｉａｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｎ

ｄｅｘ，ＳＦＩ）；应用腹腔注射脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）建立炎症模型。通过ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法，分析β１，４

ＧａｌＴＶｍＲＮＡ在损伤及炎症性大鼠坐骨神经中的表达。利用ＲＴＰＣＲ扩增β１，４ＧａｌＴＶ基因，克隆至ｐＧＥＭＴ

载体，经体外转录法合成地高辛标记的正、反义β１，４ＧａｌＴＶＲＮＡ探针。通过原位杂交及图像分析，观察β１，４

ＧａｌＴＶｍＲＮＡ在大鼠正常、损伤及炎症坐骨神经中的表达变化。采用原位杂交与免疫组化相结合的方法检测β

１，４ＧａｌＴＶ的具体细胞定位。（２）利用ＲＮＡｉ和细胞转染等技术干扰β１，４ＧａｌＴＶ在施万细胞中的表达，运用
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ＬｅｃｔｉｎＢｌｏｔ检测施万细胞在生理和病理状态Ｎ寡糖链合成情况。

【结果】　（１）β１，４ＧａｌＴＶｍＲＮＡ在坐骨神经夹伤后２周与切断１周时表达水平明显增高，与正常对照组及

其他各组相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５），原位杂交结果显示β１，４ＧａｌＴＶ主要表达于Ｓ１００阳性的施万细胞

中。β１，４ＧａｌＴＶｍＲＮＡ的表达水平与体内炎症模型中ＬＰＳ作用的浓度和作用时间有关，具有剂量和时间依赖

性。（２）体外细胞培养时β１，４ＧａｌＴＶｍＲＮＡ的表达水平及Ｎ糖链的合成也与ＬＰＳ的作用时间和作用浓度有

关。干扰β１，４ＧａｌＴＶ的表达后可明显抑制Ｎ糖链的合成。

【结论】　β１，４ＧａｌＴＶ主要定位于施万细胞中，与正常生理状态下的施万细胞相比，无论是坐骨神经损伤或

炎症等病理状态下体内的施万细胞，还是ＬＰＳ处理的体外培养的施万细胞，其β１，４ＧａｌＴＶ的表达均有不同程度

的变化，提示β１，４ＧａｌＴＶ在施万细胞的生理病理过程均发挥重要的作用。干扰了施万细胞中β１，４ＧａｌＴＶ表

达后其Ｎ糖链的合成也显著减少，证实了β１，４ＧａｌＴＶ与Ｎ糖链的合成密切相关。
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　　【目的】　探讨Ｇｌｕ对ＮＳＣｓ向神经元分化的影响。

【方法】　分离培养孕１５ｄＳＤ大鼠皮质ＮＳＣｓ，将传至第４代的ＮＳＣｓ行ＮＲ１细胞流式分析并以１×１０
５ 个／

ｍＬ的密度，接种于置有包被多聚赖氨酸盖玻片的２４孔培养板各孔内分化培养，分为ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｇｌｕ、Ｇｌｕ＋ＭＫ８０１（０

ｈ）（０ｈ加 ＭＫ８０１）、Ｇｌｕ＋ＭＫ８０１（２４ｈ）（２４ｈ加 ＭＫ８０１）组培养１、３、７、１４ｄ后行ＤＣＸ／Ｈｏｅｃｈｓｔ、ＴＵＮＥＬ／Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ、ＭＡＰ２／Ｈｏｅｃｈｓｔ免疫荧光双标检测。

【结果】　４３％的ＮＳＣｓＮＭＤＡ受体主要功能亚基ＮＲ１阳性；１ｄ时Ｇｌｕ组、Ｇｌｕ
＋
ＭＫ８０１（２４ｈ）组ＤＣＸ神经

元前体细胞明显多于ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｇｌｕ＋ ＭＫ８０１（０ｈ）组，３ｄ时 ＭＫ８０１（２４ｈ）组ＤＣＸ神经元前体细胞最多，Ｇｌｕ组

ＤＣＸ神经元前体细胞数量有所下降，但多于其余两组，至７ｄ时 ＭＫ８０１（２４ｈ）组ＤＣＸ神经元前体细胞仍较多，

Ｇｌｕ组ＤＣＸ神经元前体细胞与其余两组差异无统计学意义，１４ｄ时４组几乎未见ＤＣＸ神经元前体细胞，ＭＡＰ２／

Ｈｏｅｃｈｓｔ免疫荧光双标检测，ＭＫ８０１（２４ｈ）组 ＭＡＰ２阳性神经元明显多于其它３组；ＴＵＮＥＬ／Ｈｏｅｃｈｓｔ免疫荧光

双标显示：３、７、１４ｄ时Ｇｌｕ组ＴＵＮＥＬ凋亡细胞明显多于其它３组。

【结论】　Ｇｌｕ可通过ＮＭＤＡ受体促进ＮＳＣｓ向神经元分化，并在神经元成熟过程中促进其凋亡，此作用可被

ＭＫ８０１阻断。

　　关键词：谷氨酸；神经干细胞；分化；凋亡
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　　【目的】　探讨ＤＮＭＴ１和其特异性ｍｉＲＮＡ二者在 Ｈｃｙ致泡沫细胞形成过程中的作用，阐明特异性 ｍｉＲＮＡ
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