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不同类型星形胶质细胞对神经干细胞定向分化的影响

刘媛 o龙在云 o曾琳 o李民 o伍亚民 o王正国

≈摘要  目的 观察不同类型星形胶质细胞作为饲养层细胞对神经干细胞定向分化为神经元的影响 ∀方法 通过无血清培养

的方法 o将原代培养所获得的神经干细胞克隆 ~经纯化和标记后 o分别接种在以原浆型和纤维型星形胶质细胞作为饲养细胞的培养

皿中并加入 �̈ ∏µ¤̄ �¤¶¤̄ 培养基 ots §后行 �ƒ2uss免疫荧光染色 o在显微镜下随机选取 us个视野 o记数神经元和标记神经干细胞

的比例 o并对分化的神经元细胞进行胆碱酯酶染色和 ƒ∏µ¤2v探针标记 ∀结果 在原浆型和纤维型星形胶质细胞培养条件下 o神经干

细胞分化为神经元的比例分别为 zu h与 wv h o分化细胞胆碱酯酶染色阳性 ∀分化神经元在药物刺激下 o细胞内可发生钙离子活动

的变化 ∀结论 原浆型星形胶质细胞具有较好地促进神经干细胞向神经元 o特别是向有生物学活性的运动神经元分化 o可作为神经

组织工程中研究中一种新的种子细胞 ∀
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神经干细胞k± ∏̈µ¤̄ ¶·̈° ¦̈¯̄¶o�≥≤l的发现为治

疗中枢神经系统损伤带来了新的曙光 o并成为了神经

组织工程研究中最具有优势的种子细胞 ∀国外研究发

现 o移植 �≥≤ 的分化与其所处的微环境和内在特性密

切相关 ∀由于 �≥≤ 的定向诱导 !分化受到众多因素的

影响 o特别是在体条件下 o细胞内 !外微环境的变化异

常复杂≈t2u  o因此 o深入研究 �≥≤ 在体外的分化情况对

进一步认识 �≥≤ 的功能 o更好地利用 �≥≤ 治疗中枢

神经系统损伤具有重要作用 ∀本研究拟对原浆型和纤

维型星形胶质细胞在体外条件下诱导 �≥≤ 的分化进

行初步探讨 ∀

1 试剂与方法
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与复合伤国家重点实验室 o重庆市 wssswu ∀作者简介 }刘媛kt|zx2l o

女 o四川资中县人 o博士研究生 o助理研究员 o主要研究方向 }脊髓损伤与

修复 ∀通讯作者 }伍亚民 !王正国 ∀

1 q1 材料  �̈ ∏µ¤̄ �¤¶¤̄ 培养基 }�¬¥¦²o �≥� ~

⁄� ∞� rƒtu }�¼¦̄²±¨o �≥� ~优等胎牛血清 }�¬¥¦²o

�≥� ~巢素k �̈ ¶·¬±l }≥¤±·¤¦µ∏½~神经微丝单克隆抗体

k�̈ ∏µ²©̄¤° ±̈·uss o �ƒ2ussl }≥¬ª°¤o �≥� ~胶质纤

维酸性蛋白kª̄¬¤̄ ©¬¥µ²∏¶¤¦¬§³µ²·̈¬±o �ƒ �°l }武汉

博士德生物制品公司 ~�̈ ¶·¬±抗体 }°¤µ°¬ª̈ ± o �≥� ~

ƒ∏µ¤2v� � }≥¬ª°¤o �≥� ~�u添加剂 }�¬¥¦²o �≥� ~优

等胎牛血清 }�¼¦̄²±¨o �≥� ∀

1 q2 �≥≤ 的培养与鉴定≈v   取怀孕 tv ∗ tx § ≥⁄孕

鼠 o麻醉 !消毒后 o打开腹腔 o取出胎鼠 o分离大脑皮层

放入 ⁄2 �¤±®¶液中 o机械分离吹打细胞后 o用 tss和

uss目细胞筛分别过滤 o制成单细胞悬液 ∀并以 ��培

养基进行培养 o待克隆形成后 o取出细胞球用 �̈ ¶·¬±

抗体进行鉴定 ∀

1 q3 星形胶质细胞的纯化培养及鉴定

1 q3 q1 混合培养≈w   出生 u §内 ≥⁄大鼠于无菌条件

下取大脑皮层组织 ~用眼科剪将组织剪成小块 o然后用

s1 ux h胰蛋白酶k⁄� ∞� rƒtu配制lvz ε 消化 o离心
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性神经生长因子kª̄¬¤̄ §̈µ¬√ §̈ ± ∏̈µ²·µ²³«¬¦©¤¦·²µo

�⁄�ƒl !神经生长因子k± ∏̈µ¤̄ ªµ²º·«©¤¦·²µo��ƒl !

脑源性神经营养因子k¥µ¤¬± §̈µ¬√ §̈ ± ∏̈µ²·µ²³«¬¦©¤¦2

·²µo�⁄�ƒl !神经营养素k± ∏̈µ²·µ²³«¬±o�×l !睫状神

经营养因子k¦¬̄¬¤µ¼ ± ∏̈µ²·µ²³«¬¦©¤¦·²µo≤ �× ƒl x种

神经营养因子以及 ��2t !��2y !细胞粘附分子等多种细

胞因子 o能促进神经元的存活 !生长以及迁移 o在神经

元的发育及损伤修复过程中起着不可替代的作用≈z2|  ∀

不同类型的星形胶质细胞分泌细胞因子的能力不同 ∀

在本实验中 o我们选择不同类型的星形胶质细胞

作为诱导条件 o观察其对 �≥≤ 定向诱导分化的作用 ∀

结果显示 o与纤维型星形胶质细胞组相比 o原浆型星形

胶质细胞组 �≥≤ 分化为神经元的比例升高 o星形胶质

细胞的比例降低 o并能获得较多的胆碱能神经元 o且分

化的神经元在受到激素刺激的条件下可发生细胞内电

活动的改变 o具有神经细胞的生物学功能 ∀相关研究

发现 o不同类型星形胶质细胞分泌 ≤ �× ƒ 的能力有显

著的差别 }纤维型星形胶质细胞在培养条件下表达

≤ �× ƒ的量为原浆型星形胶质细胞的 v 倍以上 o而

≤ �× ƒ是通过 ��ƒ � 信号转导通路促进 �≥≤ 分化成

为星形胶质细胞≈ts2tt  ∀我们推测 o纤维型星形胶质细

胞高表达 ≤ �× ƒ可能更大程度上促使 �≥≤ 向胶质细

胞分化 o而削弱向神经元的分化 ∀

本研究通过共培养方法获得了高比例 !具有生物

学功能的胆碱能神经元 o为临床所需的细胞移植治疗

中枢神经系统损伤和变性疾病提供了实验依据 o对研

究 �≥≤ 分化的微环境机制和推动 �≥≤ 的应用具有非

常重要的理论和实际意义 ∀本研究未能阐明不同类型

星形胶质细胞影响 �≥≤ 分化的机制 o有待进一步研

究 ∀
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