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脑脊液中细胞源性囊泡对间充质干细胞向神经前体细胞分化的影响

王茜茜，唐兴江

西南医科大学附属医院神经内科，四川省泸州市　６４６０００

摘　要：目的　探讨脑脊液微囊泡在间充质干细胞（ＭＳＣｓ）向神经干细胞分化中的作用。方法　从人脑脊液中分离微囊
泡，从小鼠骨髓中分离原代 ＭＳＣｓ。将 ＭＳＣｓ传代后在神经分化诱导培养基和脑脊液微囊泡作用下神经分化诱导。细胞形

态学观察细胞突起数目和长度，ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞神经特异性蛋白表达水平变化。结果　单纯神经诱导液组单位面积

内细胞突起长度为（２．２±０．４）ｍｍ，突起数量为（９４±１２）个；神经诱导液加脑脊液微囊泡诱导的细胞中细胞突起更长

（５．７±１．２）ｍｍ，数目也更多（１７８．２±３２）个，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。微囊泡组细胞中 ＮＳＥ、Ｎｅｓｔｉｎ和 ＭＡＰ２

表达水平高于单纯神经诱导液组细胞，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　脑脊液微囊泡可有效促进 ＭＳＣｓ向神经

干细胞分化，有望为干细胞移植治疗神经功能缺损提供了一个新的思路。
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　　细胞源性微囊泡是细胞在激活、损伤或凋亡
时经出芽方式释放的一类直径介于 １００～１０００ｎｍ
的膜性囊泡［１３］。细胞源性微囊泡携带母体细胞特

征性生物信息分子（如脂质、蛋白质、ＤＮＡ、ｍＲＮＡ

和 ｍｉＲＮＡ），并可作为细胞间运输载体将这些生物
分子传递给受体细胞，在许多生理病理学过程中充

当生物信息传递载体的作用［３］。间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）来源的微囊泡可用
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于组织损伤的修复，如软骨组织，甚至是神经损伤

的修复［４６］。研究证实，脑脊液中存在大量的微囊

泡［６７］，本研究探究脑脊液微囊泡对间充质干细胞

体外诱导分化为神经前体细胞的影响。

１　材料与方法
１．１　材料和设备

ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）、双抗（青霉素 ＋链霉素）和胰蛋白酶
（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美 国 ）；ＧＡＰＤＨ 一 抗；ＣＤ３４、ＣＤ４５、
ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＮＳＥ、Ｎｅｓｔｉｎ和 ＭＡＰ２一抗（Ｓｉｇｍａ，美
国）；细胞培养耗材（ＮＥＳＴ）。
１．２　脑脊液微囊泡的分离与纯化

本研究选取 ２０１６年 １月 １日至 ２０１６年 １２月
３１日就诊于西南医科大学附属医院神经科患者２０
例。本研究符合伦理要求，患者及家属均知情同

意。收集每名患者 ５ｍＬ脑脊液；并转移至离心管
中，４°Ｃ条件下，１５５０ｇ离心 ２０ｍｉｎ，离心 ２次，取
上清，加入上清体积 ３倍的无菌 ＰＢＳ稀释上清液；
４°Ｃ条件下 ５００００ｇ离心 ６０ｍｉｎ，以 １５０μＬ无菌
ＰＢＳ重悬沉淀，即获得脑脊液微囊泡。
１．３　动态光散射（ＤＬＳ）实验

将收集的囊泡用 ＰＢＳ垂悬至合适的浓度，用
ＮａｎｏＺＳＺＥＮ３６００型动态光散射仪分析微粒水合
粒径。

１．４　微囊泡形态表征
取 １０μＬ微囊泡 ＰＢＳ垂悬液滴于碳支持膜铜

网上，室温孵育 ５ｍｉｎ，滤纸吸干铜网；将铜网置于
１％磷钨酸复染液中染色，３ｍｉｎ后滤纸吸干液体，
自然晾干铜网；将铜网置于 ＨｉｔａｃｈｉＨＴ７７００型透射
电镜上观察、拍照，测量微囊泡粒径大小。

１．５　骨髓间充质干细胞分离
将 ＢＡＬＢ／Ｃ纯系小鼠安乐死，并以 ７５％乙醇浸

泡 ５ｍｉｎ后转移至超净台。分离双侧股骨及胫骨，
在含生理盐水的玻璃平皿中去除股骨周围肌肉组

织，剪去包括骺板在内的两侧骺端，用 １０ｍｌ注射
器（配 ４．５号针头）抽取适量含 １０％ ＦＢＳ的完全
培养基冲洗骨髓腔，将骨髓冲入培养瓶。依次用 ７
号针头和 ４．５号针头反复吹打骨髓细胞悬液，制
成单细胞悬液。细胞悬液在 １０００ｒｐｍ离心 ５ｍｉｎ
后收集细胞或进行密度梯度离心。将单细胞悬液

于 １∶２比例加到含 １．０８２比重 Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液
的离心管中，４℃条件下，经 ５００ｇ密度梯度离心
２５ｍｉｎ，小心收集离心液界面上乳白色云雾状的单

核细胞层，加入等量无血清培养基充分洗涤（５００ｇ
离心 ５ｍｉｎ）２次，去上清，用 １０％ ＦＢＳ的培养基悬
浮细胞（用 ０．８３％氯化胺破碎红细胞，培养液重悬
细胞）。数细胞数量，达到 １０６×１０７／ｍｌ以上后即
进行原代培养，按 ５×１０６／ｍｌ浓度接种于培养瓶
中，每瓶含 ５ｍｌＬＤＭＥＭ完全培养液。在体积分
数为 ５％的 ＣＯ２和 ３７℃条件下连续培养，３ｄ后换
液去除非贴壁细胞，以后每 ３～４ｄ半量换液 １次，
１０～１２ｄ细胞达 ９０％融合度时传代。０．２５％胰
酶消化细胞，按 ２×１０５／ｍｌ～５×１０５／ｍｌ密度再次
接种传代于新的培养瓶中。当细胞生长接近融合

层时，即得到骨髓 ＭＳＣｓ。本实验使用的 ＭＳＣｓ均为
３～５代的 ＭＳＣｓ。
１．６　骨髓间充质干细胞的鉴定

取第 ３代生长状态良好的 ＭＳＣｓ，０．２５％胰酶
消化细胞，４℃离心（１０００ｒｐｍ，５ｍｉｎ），ＰＢＳ（含
１％ ＢＳＡ）清洗 ３次，将细胞分为数管，各管依次加
入单克隆抗体 ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＣＤ３４和 ＣＤ４５，同时每
管设立同型阴性对照。避光孵育 ３０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ
清洗 ３次，最后用 ３００μＬＰＢＳ重悬细胞，流式细胞
仪检测分析上述分子的表达。

１．７　骨髓间充质干细胞体外神经诱导分化
将生长状态良好的 ＭＳＣｓ接种在 ２４孔板中，当

细胞融合度达到 ７０％ ～８０％，将细胞分为对照组
（普通培养基）和实验组。实验组中加入神经细胞

诱导培 养 基 （有 ０．５μｍｏｌ／Ｌ全 反 式 维 甲 酸 和
２０ｕｇ／ｍＬ的培养基），作用 ２４ｈ后吸出原培养基，
ＰＢＳ洗涤 ３次。其中实验组又分为两组：神经液诱
导组（神经细胞诱导培养基）和微囊泡组（含有终

浓度为 ４０μｇ／ｍＬ微囊泡的神经细胞诱导培养
基），将细胞置于体积分数为 ５％的 ＣＯ２和 ３７℃条
件下连续培养。光学显微镜下拍照，并以 ＩｍａｇｅＪ
软件统计细胞突起数目及长度。

１．８　神经元细胞的鉴定
免疫荧光法和 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测神经诱导所

得细胞神经元特异性标志物巢蛋白（ｎｅｓｔｉｎ）、神经
元特异性烯醇化酶（ｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅ，ＮＳＥ）和
微观相关蛋白２（ｍｉｃｒｏｔｕｂｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＡＰ
２）的表达。
１．９　流式细胞术

向细胞重悬液中加入 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ２９和
ＣＤ９０单克隆抗体（１∶１００），室温孵育 ３０ｍｉｎ；离
心去除多余抗体后以 ＰＢＳ重悬细胞；加入与一抗种
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属对应的荧光标记二抗（１∶２００），３７°Ｃ孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ５ｍｉｎ×２次；以 ４００μＬＰＢＳ重悬
细胞，流式细胞仪检测。

１．１０　统计学分析
所有实验均至少重复三次，所得实验数据采用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件进行统计分析并制图；图
中数据采用平均值 ±标准误（Ｍｅａｎ±ＳＥＭ）来表
示。两组之间采用 ｔ检验；三组及三组以上采用单
因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）；差异显著性的
检验水平为 Ｐ＜０．０５。

２　结果
２．１　脑脊液微囊泡的分离和鉴定

差速离心法收集脑脊液微囊泡，重悬于 ＰＢＳ。
透射电镜下，分离所得的沉淀呈双层膜结构（图

１Ａ），大 小 范 围 为 １００～１０００ｎｍ，其 中 ４５０～
５５０ｎｍ的双层膜结构最多（图 １Ｂ）。流式细胞分析
（图 １Ｃ）和动态光散射结果（图 １Ｄ）表明，离心分
离的沉淀粒径分布范围位于 １００～１０００ｎｍ，符合
微囊泡的粒径分布，表明本研究分离所得的沉淀为

脑脊液微囊泡。
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图 １　脑脊液微囊泡的分离与鉴定

注：Ａ：脑脊液微囊泡分离过程；Ｂ：脑脊液微囊泡电镜图；Ｃ：脑脊液微囊泡电镜下粒径分布；Ｄ：ＤＬＳ测

量脑脊液微囊泡水合粒径。

２．２　骨髓间充质干细胞培养和鉴定
分离小鼠骨髓间充质干细胞，导致显微镜下观

察，可见接种 ２４ｈ后，骨髓中体积较大的单个核细
胞贴壁生长，换液以去掉不贴壁的非单核细胞。培

养 ３６ｈ～４８ｈ后贴壁的单核细胞数目开始增多，
但形态扔保留圆形。传代后，细胞迅速贴壁，细胞

形态逐渐变为梭形或扁平型细胞（图 ２Ａ为培养至

第三代的贴壁细胞形态）。流式细胞检测贴壁细

胞表面标志物 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ２９和 ＣＤ９０，结果发
现，贴 壁 细 胞 高 表 达 ＣＤ２９（９６．７％）和 ＣＤ９０
（９９．２％），而几乎不表达 ＣＤ３４（０．２％）和 ＣＤ４５
（０．１％）（图２Ｂ）。以上结果显示，所得的贴壁细胞
为骨髓间充质干细胞。
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图 ２　骨髓间充质干细胞的鉴定

注：Ａ：第三代间充质干细胞形态学观察；Ｂ：流式细胞术检测间充质干细胞表面标志物表达。
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２．３　骨髓间充质干细胞神经分化诱导
经神经分化诱导液刺激 ５ｄ后，ＭＳＣｓ形态逐渐

改变，细胞伸出细长的突起，呈双极或多极向四周

展开；刺激 １０ｄ和 １５ｄ时，细胞逐渐形成次级或
多极 突 起，并 与 临 近 细 胞 相 连。单 位 面 积 内

（０．４ｍｍ×０．４ｍｍ），单纯神经诱导液组细胞突起
长度为（２．２±０．４）ｍｍ，突起数量为（９４±１２）个；
而神经神经诱导液加脑脊液微囊泡诱导的细胞中细

胞突起更长（５．７±１．２）ｍｍ，数目也更多（１７８．２±
３２）个，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图３。

未分化的间充质干细胞不表达神经元特异性

标志物，经神经诱导液诱导后，利用 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ可
检测到 ＮＳＥ、Ｎｅｓｔｉｎ和 ＭＡＰ２强阳性表达，相对灰
度值分别为 ０．８±０．０６、０．７１±０．０５和 ０．７４±
０．０３（图 ４Ａ、图 ４Ｂ）。更重要的是，加入终浓度 ４０

μｇ／ｍＬ的脑脊液微囊泡后，间充质干细胞经神经
诱导后的细胞中 ＮＳＥ、Ｎｅｓｔｉｎ和 ＭＡＰ２表达水平进
一步提高，相对灰度值分别为 ０．９１±０．０７、１．１２
±０．０６和 １．２４±０．０４，明显高于神经液诱导组，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）（图 ４Ａ、图 ４Ｂ）。
以上结果说明，脑脊液微囊泡可促进间充质干细胞

向神经干细胞分化。
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图 ３　间充质干细胞神经诱导后的细胞形态

注：Ａ、Ｂ、Ｃ：对照组 ５ｄ、１０ｄ、１５ｄ；Ｄ、Ｅ、Ｆ：神经诱导

液组 ５ｄ、１０ｄ、１５ｄ；Ｇ、Ｈ、Ｉ：微囊泡组 ５ｄ、１０ｄ、

１５ｄ。

３　讨论
传统医学方法无法治愈许多疾病，如中枢神经

系统退行性疾病（帕金森病和脱髓鞘病变）及中枢

神经系统创伤（如脑损伤和脊髓损伤）。近几十年

来，包括胚胎干细胞和间充质干细胞在内的干细胞
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图４　间充质干细胞神经诱导后表达 ＮＳＥ、Ｎｅｓｔｉｎ和 ＭＡＰ２

水平

注：Ａ：ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测间充质干细胞神经诱导后ＮＳＥ、Ｎｅｓｔｉｎ

和ＭＡＰ２的表达水平；Ｂ：ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相对灰度值。为神

经诱导液组和微囊泡组 ＮＳＥ表达水平比较，Ｐ＜０．０１；
为神经诱导液组和微囊泡组 Ｎｅｓｔｉｎ和 ＭＡＰ２表达水平比

较，Ｐ＜０．０１。

的实验研究取得了令人兴奋成果［９，１０］。目前已有

研究发现，神经干细胞移植至脊髓损伤区域后可分

化为神经元细胞、星形胶质细胞及少突胶质细胞，

连接脊髓断端并重建神经传导通路，改善损伤平面

以下的运动和感觉功能［１１，１２］。目前，具有神经干细

胞分化功能的骨髓间充质干细胞成为神经干细胞研

究的重要细胞来源。神经前体细胞，即神经干细胞，

是指在一定条件下可以分化为神经元、星形胶质细

胞及少突胶质细胞等的原始多能干细胞［１３］。骨髓间

充质干细胞和神经前体细胞移植于脑组织损伤动物

的实验证明这两类细胞移植后均能在体内迁徙，与

周围细胞整合，促进神经功能修复。

有学者对大鼠皮质进行分离体外培养时，首次

发现神经元可以分泌微囊泡。神经元和神经胶质

细胞可以借助微囊泡来实现物质的转移和信号的

传导［１４］。形成以神经元为协调中心的精密且高效

的信号传导系统。在氧化应激条件下，胶质细胞来

源的微囊泡可以通过抑制神经元与胶质细胞的黏

附并释放突触蛋白 Ｉ促进轴突生长和神经元存
活［１５］。此外星型胶质细胞释放的微囊泡可能会影

响神经元的存活，胶质细胞可以清除其他神经胶质

细胞释放的多余的微囊泡，选择性激活炎症反应，

并且会影响到突触活性［１６］。综上所述，微囊泡在

中枢神经系统内对神经元和神经胶质细胞之间的

信息交流发挥了重要作用。

骨髓间充质干细胞促进神经修复的作用与其

分泌一些细胞因子和趋化因子有关，但具体机制不

是十分明确。很长时间以来，人们较为熟悉的细胞

间信息传递方式主要包括各种生长因子、细胞因子

·６９２·

　 　　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＮｅｕｒｏｌｏｇｙａｎｄＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ　２０１８，４５（３）　



和小分子生物活性物质的分泌和释放。另外，细胞

之间也可通过黏附反应或建立通道性微管等传递

生物信息。最新研究表明，微囊泡可能是细胞之间

传递关键生物信息的重要途径［１７１９］。然而，脑脊液

中的微囊泡对间充质干细胞向神经干细胞分化的

作用至今仍然不清楚。

本研究首次发现，脑脊液微囊泡可有效促进骨

髓间充质干细胞向神经干细胞分化，使骨髓来源的

神经前体细胞治疗中枢神经系统疾病成为可能，从

而为干细胞移植治疗神经功能缺损提供了一个新

的思路。此外，本研究有助于全面理解脑脊液的功

能。然而，微囊泡通过何种途径促进间充质干细胞

向神经干细胞分化仍然是本领域待解决的难题，同

时也是我们进一步研究的方向。
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ｍａｎｎｏｓｅｃａｒｒｙｉｎｇｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ａｃｔｓａｓａｎｏｌｉｇｏｍａｎｎｏｓｅｂｉｎｄ

ｉｎｇｌｅｃｔｉｎ，ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｎｅｕｒｉｔｅｏｕｔｇｒｏｗｔｈａｎｄｎｅｕｒｏｎａｌｓｕｒ

ｖｉｖａｌｗｈｅｎｒｅｌｅａｓｅｄｖｉａｇｌｉａｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓ

ｃｉ，２０１１，３１（２０）：７２７５．

［１６］ＴｕｒｏｌａＥ，ＦｕｒｌａｎＲ，ＢｉａｎｃｏＦ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏｇｌｉａｌＭｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅ

Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄ ＩｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒＳｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］． Ｆｒｏｎ Ｐｈｙｓｉｏｌ，

２０１２，３：１４９．

［１７］ＳｃｈｅｒｌｉｎｇｅｒＭ，ＳｉｓｉｒａｋＶ，ＲｉｃｈｅｚＣ，ｅｔａｌ．ＮｅｗＩｎｓｉｇｈｔｓｏｎ

ＰｌａｔｅｌｅｔｓａｎｄＰｌａｔｅｌｅｔＤｅｒｉｖｅｄＭｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎＳｙｓｔｅｍｉｃＬｕｐｕｓ

Ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ［Ｊ］．ＣｕｒＲｈｅｕｍａｔｏｌＲｅｐｏｒｔｓ，２０１７，１９

（８）：４８．

［１８］ ＦｉｎｋｉｅｌｓｚｔｅｉｎＡ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＮｅｕｔｒｏｐｈｉｌ

ＤｅｒｉｖｅｄＭｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒＦｕｎｃｔｉｏｎａｌＳｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＪＶｉｓＥｘｐ，

２０１８，１３３．

［１９］ ＣｏｓｅｎｚａＳ，ＲｕｉｚＭ，ＴｏｕｐｅｔＫ，ｅｔａｌ．Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓａｎｄｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｐｒｏｔｅｃｔｃａｒｔｉｌａｇｅａｎｄ

ｂｏｎｅｆｒｏｍｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｉｎｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１７，

７（１）：１６２１４．
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