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摘 要：目的 研究Mg-Zn-Nd-Zr镁合金浸提液对神经细胞活性和分化的影响。方法 制备Mg-Zn-Nd-Zr镁合金浸提液，实验分

组:对照组、稀释 1倍组、稀释 2倍组、稀释 3倍组、稀释 10倍组。通过MTT法、流式细胞术、WB、CCK-8法、RT-PCR、免疫荧光法检

测Mg-Zn-Nd-Zr镁合金对神经细胞活性和分化的影响。结果 与对照组相比，各实验组的星型胶质细胞和神经干细胞细胞死亡

率比较，差异无统计学意义(P＞0.05)。各组星形胶质细胞处于G0/G1期及G2/M期的细胞比例，差异无统计学意义(P＞0.05)，稀释

10倍组中星型胶质细胞处于 S期的细胞比例减少(P＜0.05)。与对照组相比，稀释 10倍组和稀释 3倍组中星型胶质细胞的 PCNA
蛋白表达量增加，而稀释 2倍组和稀释 1倍组中星型胶质细胞的PCNA蛋白表达量减少(P＜0.05)。与对照组相比，稀释 10倍组和

稀释 3倍组中神经干细胞的PCNA mRNA表达增加以及Bax、bcl-2的mRNA表达减少，而稀释 2倍组中神经干细胞的PCNA mRNA
表达减少，稀释 1倍组中神经干细胞Bax、bcl-2的mRNA表达增加(P＜0.05)。神经干细胞在稀释 10倍组的浸提液中可分化为神经

元及星形胶质细胞。结论 Mg-Zn-Nd-Zr镁合金浸提液对神经细胞无明显细胞毒性。在稀释 10和 3倍时能促进星形胶质细胞和

神经干细胞的增殖，而且稀释 10倍时能促进神经干细胞向神经元及星形胶质细胞分化。但稀释 2倍组和稀释 1倍组的星形胶质

细胞和神经干细胞凋亡增加。 [国际神经病学神经外科学杂志, 2021, 48(4): 343-348.]
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tracts on the activity of astrocytes were evaluated by MTT method. The cell cycle of astrocytes was detected by flow cytome⁃
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try，and the expression of related proliferative proteins was detected by Western blot. The neural stem cells were tested for
the cytotoxicity of the Mg-Zn-Nd-Zr magnesium alloy extracts after one day and three days by cck-8 method. The RT-PCR as⁃
say extracts of each group on the gene expression of PCNA，BAX，BCL-2 of neural stem cells ，neural stem cells were final⁃
ly induced to differentiate at the concentrationof the Mg-Zn-Nd-Zr magnesium alloy extracts that promoted neural stem cell
differentiation，and differentiated cells were identified by immunofluorescence.Results There was no statistical difference
in astrocyte and neural stem cell mortality compared to controls，with the proportion of astrocytes in the 10x group increased
and the decrease in phase S. PCNA protein expression was significantly increased in the 10x and 3x groups and decreased in
the 2x and 1x groups. Compared with control groups，PCNA mRNA expression in Bax、bcl-2 in the 10x and 3x groups，the
2x group，and a significant increase in mRNA expression of neural stem cell Bax、bcl-2 in the 1x group. Neural stem cells
can differentiate into neurons and astrocytes in 10x group extracts.Conclusions Mg-Zn-Nd-Zr magnesium alloy can pro⁃
mote the proliferation of astrocytes at the dilution of 10x and PCNA protein expression at the dilution of 3x group. At the
same time，Bax and bcl-2 genes were down-regulated at the dilution of 10x group. However，at the dilution of 1x and 2x
group，astrocyte cell cycle and neural stem proliferation were affected by high concentrations of the Mg-Zn-Nd-Zr magne⁃
sium alloy extracts. The differentiation of neural stem cells into astrocytes and neurons coµld be promoted by the dilution of
10x group of Mg-Zn-Nd-Zr magnesium alloy extract. However，apoptosis of astrocytes and neural stem cells occurred in 1x
and 2x group . According to the experimental results，it can be seen that the Mg-Zn-Nd-Zr magnesium alloy has good bio⁃
compatibility with nerve cells and can be used for the next animal experiment.

［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2021, 48(4): 343-348.］
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由于力学性能与骨组织非常接近，同时拥有较好的

生物相容性及生物安全性，镁合金被广泛应用于医用植

入材料中。但镁合金也有着降解速率过快等问题［1］。有

研究发现稀土元素的加入可提高镁合金的支撑性和耐腐

蚀性，并且稀土元素与细胞有特殊的亲和力，适量添加对

细胞生长有着积极的作用［2］，但稀土镁合金材料对植入

部位细胞是否存在不良的影响，还需要进一步的研究。

本研究旨在研究Mg-Zn-Nd-Zr镁合金（JDBM）浸提液对星

型胶质细胞（astrocytes，AS）和神经干细胞（neural stem
cells，NSCs）活性和分化的影响，进一步探讨稀土镁合金

运用于脑部骨组织替代材料的可行性。

1 材料与方法

1. 1 材料与仪器

1. 1. 1 实验材料 JDBM由复旦大学提供，SD大鼠及孕

鼠购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司，胎牛血清

（FBS）、胰蛋白酶、DMEM/F12培养基购于美国 Invitrogen
公司，巢蛋白抗体、STRO-1抗体购于美国 Abcam公司，

B27、表皮生长因子（epidermal growth factor，EGF）、成纤维

细胞生长因子（fibroblast growth factor，FGF）、多聚赖氨酸

购于美国 Sigma公司，荧光二抗购于美国 Santa Cruz公司，

4′，6-二脒基-2-苯基吲哚（4′，6-diamidino-2-phenylindole，
DAPI）染色剂购于瑞士Roche公司。

1. 1. 2 实验仪器 美国BeetonDiekinson流式细胞仪，美

国Corning细胞培养瓶，美国 Thermo Forma生物安全柜及

恒温二氧化碳CO2培养箱，美国 PALL纯水机，德国 Leica

荧光显微镜，日本 SANYO超低温冰箱，日本Olympus倒置

显微镜，中国天津市医用离心机厂低温高速离心机。

1. 2 试验方法

1. 2. 1 培养 AS及 NSCs 取 SD大鼠大脑半球获取 AS，
使用含 10%FBS 的 DMEM/F12 培养细胞，置于 37℃，

5%CO2培养箱中。取胎鼠额叶大脑皮质组织获取NSCs，
接种于培养瓶，置于37℃、5%CO2培养箱中。

1. 2. 2 制备 JDBM浸提液及实验分组 将 JDBM合金置

于超净工作台紫外线照射灭菌 30 min及高温蒸汽灭菌

30 min，放入 DMEM/F12、10％FBS中，置于 37℃、5%CO2
培养箱中浸提 72 h，按比例稀释浸提液，分成稀释 1倍组、

稀释 2倍组、稀释 3倍组、稀释 10倍组和对照组共 5组，调

整pH值为7.3，4℃冰箱内保存。

1. 2. 3 MTT法评估细胞活性 将AS消化成细胞悬液，

接种培养 1 d，贴壁后将培养基更换成浸提液，孵育 24 h。
每孔加入 10 µL MTT溶液，4 h后测量各组在 490 nm波长

处的光密度即 OD490，细胞存活率 =（实验 OD490/对照

OD490）×100%。

1. 2. 4 流式细胞术检测细胞周期 将AS消化成细胞悬

液，加入冷乙醇 1.2 mL，调节浓度为 75%，4℃放置 12 h固
定。去除乙醇后加入 150 µL碘化乙啶（PI）液，在 4℃条件

下避光染色 30 min。上机检测分析PI荧光直方图上各细

胞周期的百分率。

1. 2. 5 Western blotting检测相关增殖蛋白的表达 提取

AS总蛋白，调配工作液，按 0、1、2、3、4、5及 6 µL分别加
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到 96孔板中，并稀释成每孔 20 µL。再加入 200 µL BCA
工作液，置于 37℃下 30 min。测定 A562，540~595 nm之

间的波长。根据标准曲线计算出蛋白浓度，保证样品浓

度为 2~4 µg/µL。通过电泳、转膜、封闭，然后加入一抗，

4℃下孵育 12 h。加入二抗，以 1∶6 000的比例稀释兔抗

（R），1∶5 000的比例稀释鼠抗（M），4℃孵育1.5 h。用ECL
化学发光液与膜孵育3 min，曝光，冲洗胶片。

1. 2. 6 CCK-8法检测NSCs的细胞增殖能力 将NSCs消
化成细胞悬液接种于 96孔板内，加入浸提液 100 µL。在

第 24和 72小时加入 10 µL CCK-8溶液，4 h后用酶标仪测

定在 450 nm处的吸光度（A值）。细胞增殖率=（A实验-A
空白）/（A对照-A空白）×100%。

1. 2. 7 RT-PCR检测mRNA的表达 搜索目的基因的序

列，并运用 Primer 5软件对引物进行设计，由生工生物工

程（上海）有限公司合成引物，检测各组细胞增殖细胞核

抗原（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）、B淋巴细胞

瘤 -2（B-cell lymphoma-2，BCL-2）、Bcl-2 关 联 X 蛋 白

（BCL2-associated X，BAX）mRNA的表达。

1. 2. 8 免疫荧光方法检测细胞分化能力 将NSCs消化

成细胞悬液接种于 6孔板上，实验分组为：对照组及稀释

10倍浸提液组，诱导分化后行免疫染色鉴定。将细胞样

本用 5%牛血清蛋白（Bovine serum albumin，BSA）封闭 1
h；滴加一抗［nestin、胶质纤维酸性蛋白（Glial fibrillary
acidic portein，GFAP）+βIII-Tubulin］，4℃孵育过夜。然后

滴加二抗（抗小鼠 IgG），37℃孵育 1.5 h；加入DAPI工作液

37℃孵育 10 min，用 90%甘油封片，在荧光显微镜下

观察。

1. 3 统计学方法

所有数据分析采用 SPSS 17.00统计软件。计量资料

以均数±标准差（x-±s）表示，比较采用方差分析，进一步两

两比较采用LDS-t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 JDBM浸提液与神经细胞的生物相容性

在倒置显微镜下观察，AS细胞形态呈椭圆形、梭形

及不规则形，随着培养时间增长，AS体积逐渐增加，伴随

着细长分支增加（图 1A）。以及细胞突起增加（图 1B）。

在荧光显微镜下观察可见，红色部分为GFAP标记阳性

（图 1C、1D）。原代NSCs在培养基中分裂形成 2~4个细胞

的细胞团，细胞悬浮，成球形，无突起（图 2A）。免疫荧光

染色显示NSCs Nestin抗原表达阳性（图2B）。

各组AS细胞的相对死亡率均在 20%以下，与对照组

相比，各实验组的AS死亡率无差异（P＞0.05）。见表1。
参照细胞相对增殖度分级表（表 2），各组NSCs细胞

毒性分级为 0级或 1级，安全性合格。与对照组相比，各

实验组的NSCs细胞增殖率无差异（P＞0.05）。见表3。

A:原代AS培养 3 d后（箭头所指）（×100）；B:AS传代 7 d后（箭

头所指）（×100）；C:GFAP染色阳性（箭头所指）（×200）；D:增
殖活跃期GFAP染色阳性（箭头所指）（×200）。

图1 AS的形态学特征

A:培养 7 d后NSCs形态（×100）；B:NSCs表达其标志物 nestin
（×200）。

图2 NSCs的形态学特征

表1 浸提液浓度对AS细胞死亡率的影响以及PCNA蛋白表达

情况 （n=3）

组别

对照组

稀释10倍组

稀释3倍组

稀释2倍组

稀释1倍组

F值

P值

细胞死亡率/%
17. 071±1. 014
15. 572±4. 496
17. 004±5. 938
18. 622±2. 269
19. 303±3. 595
0. 437
0. 780

PCNA蛋白表达量

0. 412±0. 005
0. 426±0. 004①
0. 528±0. 002①
0. 369±0. 007①
0. 305±0. 003①
978. 300
0. 000

注：①与对照组比较，P＜0.05。

表2 细胞毒性反应分级

RGR(%) 毒性分级

≥100 0
75~＜100 1
50~＜75 2
25~＜50 3
1~＜25 4
0~＜1 5
注：参照《中华药典》细胞毒性检查法，根据相对增殖率（RGR）=(实
验组平均OD值/对照组平均OD值)×100%，毒性分级为 0和 1级时，

判定为安全性合格；毒性 2级时，需结合细胞形态判定安全性；毒性

3~5级时，判定为安全性不合格[3]。

··345



Journal of International Neurology and Neurosurgery 2021，48（4）

2. 2 JDBM浸提液对AS和NSCs细胞增殖的影响

各组AS中处于G0/G1期及G2/M期的细胞比例无差

异（P＞0.05）。而各组AS中处于 S期的细胞比例比较，差

异具有统计学意义（P＜0.05），与对照组相比，处于 S期的

细胞比例减少，具有统计学意义（P＜0.05）。见表4，图3。
各组PCNA蛋白表达量比较，差异有统计学意义（P＜

0.05）。与对照组相比，稀释10倍组和稀释3倍组的PCNA
蛋白表达量增加，而稀释2倍组和稀释1倍组的PCNA蛋白

表达量减少，具有统计学意义（P＜0.05）。见表2，图4。
各组NSCs的 PCNA、BAX、BCL-2的mRNA相对表达

量比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。与对照组相比，

稀释 10倍组和稀释 3倍组 PCNA mRNA表达增加，稀释 1
倍组 Bax、bcl-2的 mRNA表达增加，而且稀释 10倍组的

PCNA mRNA表达量高于其他三组实验组，具有统计学意

义（P＜0.05）。见表5。

图4 AS的PCNA蛋白表达琼脂糖凝胶电泳

对照组 2X10X 3X 1X
38 kD
42 kDβ-actin

PCNA

A:对照组；B:稀释10倍组；C:稀释3倍组；D:稀释2倍组；E:稀释1倍组

图3 浸提液对AS细胞周期的影响

表5 NSCs的PCNA、BAX、BCL-2的mRNA相对表达情况 （n=3）

实验分组

对照组

稀释10倍组

稀释3倍组

稀释2倍组

稀释1倍组

F值

P值

PCNA相对表达量

1. 000 0±0. 047
1. 621±0. 026①
1. 311±0. 05①②
0. 831±0. 116②③
0. 845±0. 122②③
51. 260
0. 000

BAX相对表达量

1. 000±0. 0115
0. 923±0. 093
0. 806±0. 056
1. 055±0. 181

1. 371±0. 082①②③④
13. 090
0. 001

BCL-2相对表达量

1. 000±0. 153
0. 928±0. 208
1. 018±0. 143
1. 368±0. 145
1. 627±0. 170①②③

9. 768
0. 002

注：①与对照组比较，P＜0.05；②与稀释 10倍组比较，P＜0.05；③与
稀释3倍组比较，P＜0.05；④与稀释2倍组比较，P＜0.05。

表4 各组AS细胞周期统计情况 （n=3）

组别

对照组

稀释10倍组

稀释3倍组

稀释2倍组

稀释1倍组

F值

P值

G0/G1
67. 87±2. 430
74. 98±1. 314
71. 13±1. 266
68. 77±2. 564
66. 72±0. 818
0. 917
0. 491

G2/M
8. 84±1. 670
6. 83±0. 960
7. 47±1. 543
8. 16±1. 966
8. 48±1. 037
0. 884
0. 507

S
23. 28±1. 490
18. 11±1. 53①
21. 41±0. 066②
23. 17±1. 753②
24. 8±0. 070②③
12. 860
0. 001

注：①与对照组比较，P＜0.05；②与稀释10倍组比较，P＜0.05；③与

稀释3倍组比较，P＜0.05。

表3 NSCs OD值、RGR和HASMC细胞分级 （n=3）

组别

对照组

稀释10倍组

稀释3倍组

稀释2倍组

稀释1倍组

F值

P值

培养第1天

OD值

0. 233±0. 018
0. 249±0. 013
0. 242±0. 015
0. 223±0. 030
0. 223±0. 033

0. 737
0. 588

培养第1天RGR%
100
107
103
95
95
—

—

毒性分级

0
0
0
1
1
—

—

培养第3天

OD值

0. 241±0. 017
0. 251±0. 006
0. 252±0. 014
0. 230±0. 006
0. 227±0. 016
2. 467
0. 113

培养第3天RGR%
100
104
101
95
94
—

—

毒性分级

0
0
0
1
1
—

—
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2. 3 JDBM浸提液对NSCs分化的影响

由稀释 10倍浸提液诱导后的NSCs可以表达神经元

标志物 βⅢ-tubµlin（图 5A）及 AS标志物 GFAP（图 5B）。

与对照组相比，表达标志物阳性的细胞数量增多，细胞体

积增大而且突起增多。

3 讨论

镁合金普遍应用于组织替代材料［4］。其主要优点

有：①镁合金的力学性能与骨组织非常接近。镁合金的

密度约为 1.7~2.0 g/cm3，十分接近人体骨组织的密度

（1.8~2.1 g/cm3）；镁合金的弹性模量与人骨相近，相近的

弹性模量可减轻由于明显的载荷不匹配而导致的应力屏

蔽作用［5］；②镁合金拥有较好的生物相容性和生物安全

性，Mg2+在细胞内含量丰富，参与 300种已知的酶反应［6］。
研究已经证实Mg2+可以促进受损骨组织的愈合，维持成

骨细胞的增殖［7］。③体内可降解。镁在水溶液中降解所

释放的适量的镁离子是安全的，一个健康的成年人体内

需要每日需要摄入 250~350 mg的镁［8］，多余的镁离子能

够被组织吸收及随着尿液代谢。然而，目前镁合金作为

医用替代材料也有其局限性。研究表明，镁合金在体内

会与其他离子反应，产生H2，可能延缓组织的愈合，导致

组织坏死［9］。而且，镁合金在体内降解后产生的OH-可能

导致植入部位 pH值的升高［10］。因此研究如何提高镁合

金的耐蚀性是一个十分关键的问题。有研究发现在不会

降低细胞活性的前提下，添加稀土元素后可提高镁合金

的支撑性和耐腐蚀性［2］。WILLBOLD等［11］探究了添加稀

土元素（镧、钕、铈）对镁的生物降解性和生物相容性的影

响，结果显示，稀土镁合金不会引起全身或者局部的细胞

毒理反应。张佳等［12］分析了Mg-Nd-Zn-Zr（JDBM）与高纯

镁的腐蚀过程，实验表明：在模拟体液的环境中，JDBM合

金与高纯镁的抗腐蚀性能十分相近。朱兆金等［13］通过提

取 JDBM浸提液与细胞培养，结果发现 JDBM浸提液无明

显的细胞毒性和细胞凋亡现象。由此可见稀土元素能够

提高镁合金的性能［14］。

AS是数量最多的神经胶质细胞［15］，本研究细胞毒性

结果显示：各组AS细胞的相对死亡率均在 20%以下，毒

性评级为 1级，与对照组相比，各实验组的AS细胞死亡率

无统计学差异。细胞周期检测结果显示：与对照组相比，

稀释 10倍组中处于处于 S期的细胞比例减少。各组AS
细胞进行 PCNA蛋白表达结果显示，与对照组相比，稀释

10倍组和稀释 3倍组的 PCNA蛋白表达量增加，而稀释 2
倍组和稀释 1倍组的 PCNA蛋白表达量减少。综合结果

可知，稀土镁合金浸提液对AS无明显细胞毒性，而低浓

度浸提液能促进AS增殖。

中枢神经系统（CNS）神经元损伤后很难再生，导致

神经功能丧失［16］。NSCs可以分化为神经元、少突胶质细

胞和AS［17］，在修复各种病理引起的神经细胞缺失病变中

发挥重要作用。本实验结果显示：在培养第 1和 3天，各

组NSCs细胞毒性分级为 0级或者 1级，与对照组相比，各

实验组的 NSCs细胞增殖率差异无统计学意义，说明

JDBM对NSCs无细胞毒性。RT-PCR结果提示：与对照组

相比，稀释 10倍组和稀释 3倍组 PCNA mRNA表达增加，

稀释 1倍组Bax、bcl-2的mRNA表达增加，而且稀释 10倍
组的PCNA mRNA表达量高于其他三组实验组，具有统计

学意义，说明低浓度的浸提液能促进NSCs的增殖。然后

用对促进细胞增殖影响最大的浓度（稀释 10倍）对NSCs
进行诱导分化，显示神经元标志物βⅢ-tubµlin及AS标志

物GFAP表达阳性，而且与对照组相比，表达标志物阳性

的细胞数量增加，细胞体积增大而且突起增多。这说明

适当浓度的 JDBM浸提液能促进NSCs的增殖和分化。

综上所述，Mg-Zn-Nd-Zr镁合金与神经细胞有着良好

的生物相容性，无细胞毒性。适当浓度的 JDBM浸提液可

以促进AS和NSCs的增殖，还能促进NSCs向AS和神经元

分化。该研究为 JDBM运用于脑部骨组织替代材料奠定

了理论基础。
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