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摘要：【目的】建立昆明小鼠骨髓间充质干细胞的分离、培养体系，并鉴定其定向诱导分化为神经及脂肪细

胞的能力。【方法】采用贴壁培养法分离培养昆明小鼠骨髓间充质干细胞（MSCs），通过相差倒置显微镜对其进

行形态学特征观察；通过碱性磷酸酶（AKP）染色、Hoechst 33258 染色、瑞士-姬姆萨复合染色检测 MSCs 的表型

特征；通过β-ME 诱导 MSCs 定向分化为神经样细胞，诱导后的细胞进行 H.E 染色，观察其形态学特性；通过 NF-200、

NSE 免疫荧光细胞化学方法对已分化的神经样细胞进行鉴定和分化率分析；通过马血清诱导 MSCs 定向分化为脂肪

细胞，观察其体外生长过程，并对诱导后的脂肪细胞进行油红 O染色鉴定和分化率分析。【结果】分离得到的 MSCs

为成纤维样细胞，可见多个核仁，AKP 染色阳性率为 93.2%±1.5%；β-ME 诱导后，MSCs 分化为多种表型的神经细

胞与原代培养的小鼠全脑细胞的外形相似，诱导后的神经细胞 NF-200、NSE 免疫荧光细胞化学染色均呈阳性，

NF-200 阳性率为 85.4%±1.8%，NSE 阳性率为 82.7%±2.1 %；马血清诱导后，MSCs 可 100%分化为脂肪细胞，油红

O 染色为阳性。【结论】 采用贴壁培养法能够成功分离和培养昆明小鼠的 MSCs，分离得到的 MSCs 具有定向分化

成多种神经细胞和脂肪细胞的能力。 

关键词：小鼠；骨髓间充质干细胞；分离培养；诱导分化；神经细胞；脂肪细胞 
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Abstract: 【Objective】 To establish a system for isolation and culture of bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) from 
Kun-ming mouse in intro and to identify the characteristics of the cells, directional neuronal and adipocytic induction after culture 
expansion. 【Method】MSCs were isolated and cultivated from the bone marrow of Kun-ming mice by investigating their 
adherence-dependent growth characters. The morphological characters of MSCs were observed under inverted phase contrast 
microscope. Shape characteristics of MSCs were studied by AKP staining, Hoechst33258 staining, white Giemsa staining. MSCs 
were induced into neurone-like cells by β-ME, and stained with H.E after induction, then their characteristics were observed under 
inverted phase contrast microscope. The differentiation ratio analysis of differentiated neurocytes was detected by 
immunocyte-fluorescence of NF-200 and NSE. MSCs were induced into adipocytes by horse serum, the process of growth in vitro, 
was observed and the differentiation ratio analysis of differentiated adipocytes was detected by Oil Red O stain. 【Result】 Separated 
MSCs were fibroblast-like cells, they had several nucleoluses, and the positive rates of AKP staining were 93.2%±1.5%. MSCs could 
differentiate into several phenotype characteristic neurocytes after induced by β-ME, their shape characteristics were similar with 
primer passage of mouse full-brain cells. Both NF-200 and NSE immunocyte-fluorescence of Neurones after induction were positive, 
and the positive rates of NF-200 and NSE were 85.4%±1.8% and 82.7%±2.1%, respectively. MSCs could differentiate into 
adipocytes in 100 percent after induced by horse serum, and Oil Red O stain was positive.【Conclusion】Mesenchymal stem cells of 
Kun-ming mouse can be successfully isolated and cultivated from mouse bone marrow by keeping its adherence-dependent growth 
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characters. They have directional trans-differentiation potentiality to various neurocytes and adipocytes. 
Key words: Mice; MSCs; Separation and culture; Induction and differentiation; Neurocytes; Adipocytes 
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0  引言 

【研究意义】长期以来神经系统损伤后神经细胞

的再生一直困扰着人们[1]，MSCs具有来源丰富、自体
移植无免疫排斥、异体移植免疫原性低[2,3]、可在体内

及体外定向诱导分化形成跨胚层的多种组织细胞、不

涉及伦理问题等优点[4,5]，可以作为遗传性或退行性神

经疾病治疗的理想细胞来源[6,7]。【前人研究进展】1976
年，Friedenstein 等[8]首次报道，骨髓标本中小部分贴

附细胞在培养过程中能够分化形成类似骨或软骨的集

落。后来的研究表明，Friedenstein分离得到的细胞是
多能的，在体外不同分化条件的诱导下，可以形成成

骨细胞、成肌细胞、软骨细胞、脂肪细胞或神经细胞；

因此，骨髓基质中的这种多能性细胞，由于能够分化

成为多种中胚层和外胚层来源的间质细胞，而被称为

间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs）。骨
髓中的MSCs除参与构成支持造血的微环境外，还具
有强大的自我复制能力[9,10]和多向分化潜能[10,11]。不同

的体外诱导条件可以决定其分化方向，可能是这些诱

导条件启动了决定分化方向的转录因子 [12,13]。将

MSCs 通过静脉或局部注射移植到体内不同组织时，
即可在相应的组织内分化形成该类组织细胞[6]；而将

单个MSCs注入小鼠早期囊胚腔，胚胎移植后获得了
嵌合体小鼠，并且供体MSCs分化形成了嵌合体小鼠
的绝大多数类型组织细胞[11]。【本研究切入点】目前，

人们对MSCs神经定向诱导分化的机制了解甚少，对
诱导后神经细胞表型及功能的研究也很少见。【拟解

决的关键问题】本研究对小鼠骨髓MSCs向神经细胞
的体外定向诱导分化作初步探讨，为小鼠MSCs在神
经科学领域的应用研究提供技术支撑；确定小鼠

MSCs 向脂肪细胞表型转化的方法，并了解其诱导前
后的生物学特性变化，建立MSCs向脂肪细胞定向诱
导分化模型，以探讨小鼠的MSCs定向诱导分化能力，
为今后在组织工程和创伤愈合研究方面奠定实验基

础。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

1.1.1  试验时间和地点  本试验于 2005 年 7 月～
2006年 7月在青岛农业大学动物胚胎中心完成。 

1.1.2  试验动物  雄性昆明白小鼠（购自山东大学动
物管理中心）。 
1.1.3  试剂   胎牛血清（Hyclone），马血清
（Hyclone），L-DMEM（Gibco），H-DMEM（Gibco），
L-谷氨酰胺（Sigma），胰蛋白酶（Sigma），氯化钠
（Sigma），青霉素（Sigma），硫酸链霉素（Sigma），
EDTA（Sigma），肝素（Sigma），β-巯基乙醇（Sigma），
I/T/S混合液（Sigma），PBS-干粉（Sigma），氢化可
的松（Sigma），瑞-姬氏染色液（南京建成生物工程
研究所），碱性磷酸酶染色试剂盒（南京建成生物工

程研究所），苏木素-伊红（H.E）染液（上海试剂三
厂），Hoechst 33258染色液（碧云天），油红 O（Sigma），
异丙醇（Sigma）。 
兔抗小鼠神经元烯醇化酶（NSE）抗体，小鼠抗

小鼠神经丝蛋白（NF-200）抗体，鼠即用型 SABC-Cy3
检测试剂盒，兔即用型 SABC-FITC 检测试剂盒均购
自武汉博士德公司。 
1.2  方法 

1.2.1  小鼠骨髓 MSCs 分离及培养  将雄性昆明白小
鼠（4～6周龄，体重 18～20 g）颈部脱臼处死后置于
75%酒精浸泡约 5 min，将小鼠转入超净台的无菌托盘
中，无菌条件下分离出股骨和胫骨，用不含钙镁离子

的磷酸盐缓冲液（phosphate buffer solution，PBS）冲
洗 3次。剪开两端骨骨头，露出骨髓腔。用肝素湿化
处理的注射器吸取 L-DMEM（low-dulbecco's modified 
eagle medium），带有 4号针头的 5 ml注射器冲出骨
髓，置于消毒的大培养皿中，将骨髓液依次经 7号和
4号针头轻轻吹打，制成单细胞悬液，悬液过双层 200
目不锈钢滤网，然后用马血清完全培养基

[L-DMEM+25%马血清+1%L-谷氨酰胺+1µmol·L-1 的

氢化可的松+1×I/T/S（insulin-transferrin-selenium）]
调整细胞密度以 1×106·cm-2的密度接种于 35 mm 培
养皿中。24 h后全量更换培养基，去掉非贴壁细胞，
然后加入牛血清完全培养基（L-DMEM+10%胎牛血清
+1%L-谷氨酰胺+1 µmol·L-1氢化可的松+1×I/T/S）连
续 2次全量更换培养基，以后每 3～4 d半量换液 1次。
细胞生长融合后，用消化液（0.25%胰蛋白酶+0.1 
mmol·L-1的 EDTA，消化前预热消化液，PBS 冲洗细
胞 3次，以去除死细胞）消化，在倒置显微镜下观察，
大约 1 min，当细胞突起回缩，细胞之间间隙增大，
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细胞接近圆形时，轻轻吹打平皿底壁，制成细胞悬液。

80×g离心 7 min，弃上清液后 1﹕3传代。置于 5%CO2

饱和湿度，37℃培养箱中继续培养，进行传代扩增纯
化。 
1.2.2  小鼠原代脑细胞的分离培养  取新生 24 h内
的小鼠 6只，断头取脑，去除脑膜，将分离得到的小
鼠脑移入离心管内，用PBS洗 2次，100×g离心 2 min，
加入 1 ml 培养液 [90%H-DMEM（high-dulbecco's 
modified eagle medium）+5%胎牛血清+5%马血清
+1%L-谷氨酰胺+1×I/T/S]，用抛光的玻璃滴管反复吹
打制成细胞悬液，将悬液移到另一离心管内，计数，

按 1×105·cm-2接种于 1.8 cm×1.8cm的盖玻片上，置
于 5%CO2饱和湿度，37℃培养箱中培养，24 h后半量
换液，以后每 3天半量换液 1次。大约 2周后出现比
较典型的神经细胞，用作免疫荧光细胞化学染色的阳

性对照。 
1.2.3  瑞士-姬姆萨（RS-GMS）复合染色  制备细胞
爬片，PBS冲洗 3次后加试剂Ⅰ染液 3～5滴，使其迅
速铺满爬片，大约 1 min 后滴加试剂Ⅱ缓冲液 5～10
滴，轻轻摇动玻片，使染液充分混合均匀，5～10 min
后 PBS冲去染液，待干，于倒置显微镜下观察。 
1.2.4  碱性磷酸酶（AKP）染色  将细胞爬片置固定
液中固定 10 min，然后用清洗液洗数次，将上述细胞
爬片依次放入硝酸钴液中 5 min，用清洗液洗净，然
后移于稀硫化铵液中 1 min，用清洗液洗净，最后用
碱性藏红水溶液染色 16 s，用蒸馏水洗净，待干，于
倒置显微镜下观察结果。随机数取 10 个非重叠视野
（×100），计算碱性磷酸酶（AKP）染色阳性细胞占
总细胞数的比例，并用 SPASS11.0统计软件进行数据
分析，结果用均数±标准差（x±s）表示。 
1.2.5  小鼠骨髓 MSCs 体外定向诱导分化神经细胞  
定向诱导小鼠骨髓MSCs向神经元分化，取第 3代的
小鼠骨髓MSCs按 1.0×104·cm-2密度做爬片，共做 10
个细胞爬片，细胞生长 70%～80%融合时直接做诱导。 
方 法 ： 细 胞 用 含 1 mmol·L-1 β-ME （ β- 

Mercaptoethanol）， 1%L-谷氨酰胺的 L-DMEM
（10%FBS）培养液预诱导 24 h，更换培养液，PBS
洗涤 3次，再加入含 3 mmol·L-1 β-ME，2%DMSO，1%L-
谷氨酰胺的 L-DMEM培养液（无血清）诱导 6 h。部
分爬片用于免疫细胞荧光检测，其余爬片诱导 6 h后，
更换神经培养液继续培养，2 周后再做免疫细胞荧光
检测。 
对照组不加任何诱导剂，共做 5个爬片。 

1.2.6  小鼠骨髓 MSCs 体外定向诱导分化脂肪细胞  

定向诱导小鼠骨髓MSCs向脂肪分化，取第 3代的小
鼠骨髓MSCs按 1.0×104·cm-2密度接种于 35 mm培养
皿，共接种 6个皿，细胞生长 70%～80%融合时直接
做诱导。 
诱导液成分：H-DMEM+5%马血清+5%牛血清

+1%L-谷氨酰胺+1×I/T/S，每 3～4 d半量换液，在倒
置显微镜下逐日观察结果。正常培养的第 3代小鼠骨
髓MSCs作为对照。 
1.2.7  诱导后神经细胞的苏木素-伊红（H.E）染色  
PBS冲洗诱导后的爬片 3次，苏木精染色 3 min，1%
盐酸酒精分化 2 s，自来水冲洗返蓝 10 min，蒸馏水洗
3 min，伊红染色 2 min，蒸馏水洗净多余染液，凉干，
于倒置显微镜下观察。 
1.2.8  诱导后脂肪细胞的油红 O（Oil Red O）染色  
PBS 冲洗诱导后的脂肪细胞 3 次，10%甲醛固定 10 
min，饱和油红 O染色液孵育 1 h，60%异丙醇洗去多
余染液，蒸馏水清洗 2 min，Mayer 氏苏木素染核 2 
min，蒸馏水洗净多余染液，凉干，甘油明胶封固，
于倒置显微镜下观察，拍照。 
1.2.9  诱导后神经细胞的免疫荧光细胞化学

（immunocyte-fluorescence）鉴定  诱导后细胞用
4%多聚甲醛固定 30 min，PBS冲洗 2 min，3次。滴
加 PBS1:10 稀释的封闭用正常山羊血清室温孵育 20 
min，倾去后直接滴加适当比例稀释的一抗：兔抗小
鼠神经元烯醇化酶（NSE，1:100稀释）、小鼠抗小鼠
神经丝蛋白单抗（NF-200，1﹕100稀释），室温孵育
2 h。PBS冲洗，2 min，3次。滴加 PBS1﹕100稀释
的生物素化二抗，室温孵育 30 min。PBS 冲洗，2 
min×3 次。滴加 PBS1﹕100 稀释的 SABC-Cy3 或
SABC-FITC ， 室 温 孵 育 30 min 洗 涤 。 加 入

Hoechst33258染色液染色 5 min，PBS冲洗，5 min，4
次。加抗荧光淬灭封片剂封片，放于荧光显微镜下分

别观察 Cy3、FITC 和 Hoechst33258 的荧光，诱导的
细胞免疫荧光细胞化学染色后荧光镜下随机数取 10
个非重叠视野（×100），计算 NSE和 NF-200阳性细
胞占总细胞数的比例，并用 SPASS11.0统计软件进行
数据分析，结果用均数±标准差（x±s）表示。 

2  结果与分析 

2.1  小鼠骨髓 MSCs 分离及培养 
刚接种时骨髓细胞悬液中的细胞呈圆形，大小不

一，不能辨认细胞核，1～3 d可见形态相对均一、折
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光性较强的纺锤形细胞，以及少量的成纤维细胞样的

细胞，可见一些微克隆，以后细胞逐渐增多，大约 5～
7 d细胞进入对数生长期呈现很多集落样细胞，细胞生
长较快；10～12 d细胞生长进入平台期，细胞数量扩
增减慢，并开始出现融合，而且细胞逐渐出现多种形

态，成纤维细胞样的细胞开始增加，可见少量大而扁

平的细胞（图 1-a）。一经传代小圆形细胞均不见，细
胞主要为梭形、多角形，呈现很多集落样细胞并融合

成片（图 1-b），但是细胞间存在接触抑制，传代培
养的细胞呈集落生长并融合成片。第 3、4代的细胞纯
度高达 98%以上，细胞呈高度统一的成纤维表型（图
1-b），碱性磷酸酶染色有极高的阳性率（表 1）。培
养 17 d后发生融合，呈水纹状分布或平行生长，以后
细胞生长融合时间逐渐缩短；经 75 d细胞可传至第 8
代，细胞表型一致，呈成纤维样，无异常表型，可继

续传代。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
a. 完全融合的原代MSCs瑞士-姬姆萨复合染色（×400）；b. 接近融合的第 4代MSCs（×100）；c. 第 3代MSCs 的弱阳性 AKP染色，胞浆中有
棕黄色颗粒（×100） 
a. The RS-GMS staining of full-fusion primary MSCs (×400); b. Reach to fusion of 4th passage MSCs (×100); c. The weakly positive AKP staining of 3rd 
passage MSCs (×100) 

 

图 1  小鼠 MSCs 的分离培养及鉴定 

Fig. 1  The cultivation and identification of mMSCs 

 
2.2  小鼠原代脑细胞的分离培养 

接种前几天，组织及细胞团块较多，有圆形细胞

贴壁，随着换液的进行，组织及细胞团快逐渐除去，

贴壁细胞开始分裂增殖，贴壁细胞开始长出突起；随

培养时间的增加，细胞突起逐渐变长，并呈神经细胞

样表型，培养 14 d以后出现多种形态的神经细胞，作
为诱导后免疫荧光细胞化学实验的阳性对照，可见强

阳性结果（图 2-a，d）。 
2.3  瑞士-姬姆萨（RS-GMS）复合染色 
原代和 3代细胞做瑞士-姬姆萨复合染色，原代细 

胞形态多样，绝大多数细胞为成纤维细胞样，有少量 

小圆形细胞和大而扁平的细胞，3 代细胞全为成纤维
细胞样细胞。原代及 3代细胞的细胞核着色较深，大
多数细胞有 2～4个核仁，细胞呈克隆样分布（图 1-a，
b，图 2-c，g）。 
2.4  碱性磷酸酶（AKP）染色 

3 代细胞制作细胞爬片后做碱性磷酸酶（AKP）
染色，可见细胞呈弱阳性，有极高的阳性率（表 1），
说明分离得到的 MSCs 是一群比较原始的细胞（图
1-c）。 
2.5  小鼠骨髓 MSCs 体外定向诱导分化神经细胞 
小鼠MSCs在含 β-ME的 DMEM（20%FBS）预 

 
表 1  MSCs AKP 染色及诱导后神经细胞 NSE、NF-200 免疫荧光细胞化学染色阳性率 

Table 1  AKP staining of MSCs and the immunocyte-fluorescence positive rates of NF-200 and NSE of neurocytes after induced 

试验 

Experiment  

N(代数) 

N(passage) 

检测细胞总数(个) 

No. of cells by detected 

AKP(%) NSE(%) NF-200(%) 

未诱导         Non-induced 3 576 93.2±1.5 － － 

β-ME诱导 6h   6h after induced by β-ME 3 493 － 82.7±2.1 85.4±1.8 

诱导后培养 2周 Culture 2 weeks after induced 3 477 － 84.6±2.4 86.9±1.5 
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a. 阳性对照，小鼠全脑细胞原代培养 14 d后用 Cy3标记的抗 NF-200的抗体进行染色；b. 试验组，MSCs神经诱导后用 Cy3标记的抗 NF-200的抗
体进行染色； c. 阴性对照，第 3代MSCs用 Cy3标记的抗 NF-200的抗体和 Hoechst 33258染色，免疫荧光细胞化学染色阴性，只显示 Hoechst 33258
的蓝色荧光；d. 阳性对照，小鼠全脑细胞原代培养 14 d后用 FITC标记的抗 NSE的抗体染色；e. 试验组，MSCs神经诱导后用 FITC标记的抗 NSE
的抗体染色；f. 阴性对照，第 3代MSCs的免疫荧光细胞化学染色和 Hoechst 33258染色，免疫荧光细胞化学染色阴性，只显示 Hoechst 33258的蓝
色荧光；颜色：Cy3，红色；FITC，黄绿色；Hoechst 33258，蓝色 
a. Positive control, muse full-brain cells after culture for 2 weeks were stained with antibodies against NF-200-Cy3; b. Sample, MSCs after neuron inducing 
were stained with antibodies against NF-200-Cy3; c. Negative control, 3rd passage MSCs were stained with antibodies against NF-200-Cy3 and Hoechst 33258, 
immunocyte-fluorescence staining was negative, only show blue-fluorescences of Hoechst 33258; d. Positive control, muse full-brain cells after culture for 2 
weeks were stained with antibodies against NSE-FITC; e. Sample, MSCs after neuron inducing were stained with antibodies against NSE-FITC; f. Negative 
control, 3rd passage MSCs were stained with antibodies against NSE-FITC and Hoechst 33258, immunocyte-fluorescence staining was negative, only show 
blue-fluorescences of Hoechst 33258; Color staining: Cy3, red; FITC, flavovirens; Hoechst33258, blue  

 

图 2  小鼠 MSCs 神经诱导后的免疫荧光细胞化学染色（×400） 

Fig. 2  The immunocyte-fluorescence staining after neuron inducing of mouse MSCs (×400) 

 
诱导液中处理 24 h后，部分细胞形态发生改变，细胞
开始有少量突起长出，细胞变长，细胞质变得致密，

加入诱导液，1 h后细胞形态变化更加明显，大多数细
胞原来宽大扁平的小鼠MSCs的胞质向核收缩，呈典
型的核周体形态，细胞突起开始变长，6 h后大多数细

胞均转变为类似于神经细胞的形态，突起伸出轴突，

并在轴突末端出现一级和二级分支，类似树突。倒置

显微镜下可见简单的双极细胞，也有复杂的多极细胞

拉网，有生长锥形成，还有胶质样细胞，与培养的小

鼠原代脑细胞形态学上很类似（图 3），对照组细胞
 

 
 
 
 
 
 
 

 
a，b. MSCs诱导后出现的神经元样细胞；c. MSCs诱导后出现的神经胶质样细；用苏木素-伊红染色 

a, b. Neuron-like cells after inducing of MSCs; c. Neuroglia-like cells after inducing of MSCs; Staining with H.E 

 

图 3  小鼠骨髓 MSCs 神经诱导后出现的各种神经细胞（×400） 

Fig. 3  Various neurocytes after neuronal inducing of mouse MSCs (×400) 
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仍然保持宽大扁平的状态。随着神经元分化成熟，神

经元不再增殖，数量不再增加。24 h后少数分化细胞
开始脱落，即停止诱导分化，更换神经培养液可继续

培养 4 周，其间细胞形态无明显改变，也不增殖，4
周后细胞开始死亡脱落。 
2.6  小鼠骨髓 MSCs 体外定向诱导分化脂肪细胞 

小鼠骨髓MSCs在含 5%马血清的诱导液中培养 7 
d 后，细胞体积增大，由长梭形逐渐变为圆形、椭圆
形，细胞形态扁平；诱导第 14 d后光镜下可见脂滴沉
着的细胞, 小脂滴多集中于细胞边缘（图 4-a），随后

小脂滴逐渐融合增大成为较大的脂滴，细胞体积逐渐

增大，细胞立体感增强（图 4-b）；诱导 4 周后细胞
被 3～50个大脂滴充满，并有部分临近脂肪细胞的脂
滴融合成较大的脂肪球悬浮于培养液中，细胞边界模

糊，细胞体积变为原来的 3～5倍（图 4-c）。 
2.7  诱导后神经细胞的苏木素-伊红（H.E）染色 
诱导后细胞经苏木素-伊红染色后，细胞形态更加

明显，易于辨别，可见多种神经细胞样形态的细胞（图

3）。 
2.8  诱导后脂肪细胞的油红 O（Oil Red O）染色 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
a. MSCs诱导第 14 d形成的脂肪细胞；b. MSCs诱导第 21 d形成的脂肪细胞；c. MSCs诱导第 29 d得到的脂肪细胞；b，c. 经油红 O染色 
a. Adipocytes at 14th day after adipocytic inducing of mouse MSCs; b. Adipocytes at 21st day after adipocytic inducing of mouse MSCs; c. Adipocytes at 29th 
day after adipocytic inducing of mouse MSCs; b and c staining with Oil Red O 

 

图 4 小鼠骨髓 MSCs 体外诱导分化形成的脂肪细胞及其油红 O染色（×400） 

Fig. 4  Adipocytes after adipocytic inducing of mouse MSCs in vitro and they stain with Oil Red O (×400) 

 
取诱导第 17、21、25、29和 33 d的脂肪细胞做

油红 O染色，结果显示MSCs全部分化为脂肪细胞。
油红 O 染色示胞核呈蓝色,被胞浆内大量的大颗粒脂
脂滴挤向一侧（图 4-b，c），脂滴呈橙红色，用 60%
异丙醇清洗时细小的红色液滴被溶解，明确为脂肪滴

（图 4-b，c）；对照组光镜下观察和油红 O染色未见
脂滴。 
2.9  诱导后神经细胞的免疫荧光细胞化学（immunocyte- 

fluorescence）鉴定 
免疫荧光细胞化学鉴定结果显示，诱导后的细胞

NSE 和 NF-200 均呈强阳性表达。这表明诱导分化后
的神经元样细胞已经具备神经元的抗原特性（图 3-b，
f）。诱导分化 6 h后细胞 NSE、NF-200 染色的阳性
率与诱导后细胞继续培养 2周 NSE、NF-200染色的阳
性率无明显差异（表 1），但诱导后继续培养 2 周细
胞 NSE、NF-200染色的阳性率略有上升。 

3  讨论 

MSCs 除来源于骨髓外，也可从脐血和外周血中
获得，并且不同来源的 MSCs 分化潜能相似[14,15]。

MSCs 在脑内具有迁移及分化的能力，将 MSCs 注射
入新生鼠侧脑室后可分化为神经元和胶质细胞[16]。将

5-溴脱氧尿核苷（bromodeoxyuridine，Brdu）标记的
骨髓 MSCs 经尾静脉移植入大脑中动脉缺血的大鼠
后，神经功能得到了改善。在同侧大脑半球皮质、纹

状体等处发现有 Brdu阳性细胞分布，且绝大多数分布
在缺血灶中心及其周边带，个别细胞出现在对侧大脑

半球，约 1%，2%和 5%的标记细胞分别表达神经元特
异性核蛋白（neuron specific nuclear protein，NeuN）、
MAP-2 和胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic 
protein，GFAP）[17]。将 β-gal标记的骨髓MSCs注入
细胞早期囊胚后，发现 β-gal＋细胞分化成的神经元
（Neu-N﹢）和星形胶质细胞（GFAP﹢）遍及整个嵌
合体小鼠的脑部，包括皮质、沟回、海马、神经床和

小脑[11]。Woodbury 等对 15～20 代的 MSC 和分化的
神经元的基因表达作了比较，采用 RT-PCR法检测出
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未分化的MSCs不仅携带有中胚层的基因，且还有内
外胚层及胚胎组织的基因，说明了MSCs的多分化潜
能[18]。MSCs 除具有多向分化潜能外，还可以延缓肿
瘤细胞的扩增，在体内和体外当MSCs和大鼠结肠肉
瘤细胞数量相同时，则可完全抑制肿瘤细胞的生长[19]。 
本研究采用贴壁筛选法分离 MSCs，由于 MSCs

具有较强的黏附特性，可经过不断传代得以扩增和纯

化；其方法简单易行，不需要特殊仪器和试剂，对细

胞损伤较小，细胞传至 8代以上而未出现异常表型，
而且可以在短时间内扩增得到大量高纯度的 MSCs
（细胞经 75 d培养即可扩增 5 000倍以上）；所以贴
壁培养法是一种理想的MSCs分离方法，可以满足临
床治疗对大量细胞的要求。 
本研究应用 DMSO和抗氧化剂 β-ME诱导MSCs

后，形成的神经元样细胞表达神经细胞特有的标记

NSE和 NF-200，说明分化后的神经元样细胞已具备神
经元的抗原特性，证实了MSCs具有向神经细胞体外
定向分化的能力。诱导后的细胞经继续培养，NSE和
NF-200的阳性率有微小增加，可能是由于未分化的细
胞在后继培养中死亡或未分化细胞在已分化细胞影响

下继续分化引起的。本研究中的 MSCs经 β-ME诱导
后，产生了多种类型的神经细胞，其原因很可是 β-ME
激活了MSCs细胞内的某些细胞信号转到通路，诱导
MSCs 中神经发生早期基因的表达，进而 MSCs 转化
为神经上皮细胞，然后神经上皮细胞再分化为各种神

经细胞。也可能是MSCs不是完全均质的[10]，对 β-ME
诱导刺激的反应不同，从而分化为不同类型的神经细

胞。Peister 认为骨髓间充质干细胞是骨髓源性的成纤
维细胞样细胞，并且在一定条件下可以分化为中胚层

的脂肪细胞、成骨细胞和成软骨细胞[20]。本试验中第

3代的MSCs用含 5%的马血清的诱导培养液培养，使
骨髓间充质干细胞中出现大量脂质聚集，并且进一步

聚集形成折光度强的脂滴，从而使骨髓间充质干细胞

分化为脂肪细胞。这不同于 Lee[15]，Tropel[21]，

Janderova[22]等人用地塞米松和兔血清的诱导方法，可

能与马血清中具有较高的脂质和糖皮质激素含量有

关，其中糖皮质激素可能起了主要作用。 

4  结论 

本研究结果显示了MSCs体外向神经细胞、脂肪
细胞分化的潜能，但还有许多问题有待于研究，诱导

MSCs 分化的具体分子机制，分化的神经元样细胞是
否具有正常的功能，在体内受损组织如何启动 MSCs

再生及分化能力，MSCs 在体外培养和定向诱导分化
是否会产生遗传突变等等。了解MSCs向神经、脂肪
分化的机制有助于揭示骨髓MSCs与组织特异性干细
胞之间的联系，为进一步研究骨髓MSCs参与创面愈
合机理奠定基础。存在于骨髓中的MSCs是成纤维细
胞、内皮细胞、成骨细胞、脂肪细胞等多种骨髓基质

细胞的前体细胞，在造血调控中可能都具有一定的作

用，与 ES 细胞类似，同种异基因型的 MSCs 可以用
于矫正退行性或先天性疾病。在同源异型基因个体

间进行MSCs移植治疗白血病和心脏病已经获得成
功[23~25]。与 ES 细胞相比，MSCs 可以从自体骨髓中
筛选出来，无伦理问题，未分化的MSCs注入动物体
内后并不产生畸胎瘤，所以未分化的或经遗传修饰的

MSCs 最有可能用于退行性或遗传性疾病的治疗。本
研究结果为相关临床研究提供试验依据，MSCs 具有
广阔的应用前景。 
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