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·论著·

脑康Ⅱ号对新生大鼠海马神经干细胞增殖分化的影响

陈玉静，李林，李宗信，黄小波，陈文强，于 晓，王宁群

(首都医科大学宣武医院，北京100053)

【摘要】 目的 探讨脑康I号含药血清对体外培养大鼠海马神经干细胞(NSCs)增殖分化作用的影响。方

法 用无血清DMEM／F12(含20弘g／L碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)和表皮生长因子(EGF)及B27]体外

培养新生wistar大鼠海马NScs，在NSCs分化过程中添加大、中、小剂量(分别为2．o、1．o、o．5 kg／L)脑康I

号含药血清进行干预，以免疫荧光及细胞化学方法对NSCs及其分化后的细胞进行鉴定。结果从新生大鼠海

马分离培养的Nscs能够表达巢蛋白，并具有分化为神经元和星形胶质细胞的能力；5 d时，脑康I号各剂量组

神经球突起长度均显著长于对照组(P<o．05或P<o．01)；与对照组比较，脑康I号各剂量组细胞分化为神经

元或星形胶质细胞率均明显升高(P<o．05或P<o．01)。结论脑康I号可促进NSCs向神经元方向分化，并

对所分化的神经元样细胞有促生长、发育作用。

【关键词】脑康I号，神经干细胞}细胞培养；细胞增殖，细胞分化
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【Abstr北t】 obj佻Hve To observe the effect of Naokangerhao(NKEH，脑康I号)serum on

proliferation and differentiation of hippocampal neural stem cells(NSC8)of newborn rats in vitro．Methods

Hippocampal NS；Cs from Wistar rats tht were born in 24 hours were isolated and cultivated in v“ro to urderzo

clone culturing，serum free DMEM／F12，20趣／L basic fibroblast growth factor(bFGF)，20旭／L epidermal

growth factor(EGF)and B27 were used in the culture．During the progress of NSCs differentia“on，three

different doses of NKEH (2．O， 1．O and O．5 kg／L) in serum were added for interference， and

immunonuorescence and immunocytochemistry stain were applied to identify the cell8 in the proliferation and

differentiation．Resul缸 The neural spheres obtained from cultured hippocampal NSCs of newborn rats were

positive for nestin e】【pression，with the potential for funher cloning and capability of differentiating into

neuron8 or glial cells．0n the 5th day of cultivation，the neurite length of neural sphere in the three NKEH

groups wa8 significantly longer than that in the control group(P<O．05 or P<O．01)． Re8ults from

immunonuore8cence showed that the percentages of}I—tubulin and gliofibrillary acid protein (GFAP)

p08itiVe cells differentiated from NSCg in different NKEH group$were much higher than those in contr01 group

(P<0．05 or P<O．01)．C蛐cl嘴l仰 NKEH can promote the differentiation of NSCs into nerve cell and

facilitate the growth and development of differemiated neuron—like ceUs．

【Key words】 Naokangerhao I neural stem cell，cen culture，ceU proliferation，ceU differentiation

神经干细胞(NSCs)具有自我更新以及增殖、分

化产生神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞的能

力，因此，它们能够充当神经系统变性疾病移植治疗

的供体组织。脑康I号是根据中医传统理论严谨组

方的医院内制剂，其具有补髓益智、活血化痰的功

效。本课题组前期的研究结果表明，脑康I号在临床

上对于改善糖尿病认知障碍有一定作用[1]。本实验
基金项目；北京市中医药重点学科项目(京中重Ⅵ26)}北京市中

医药科技项目(2007一034)

作者简介t陈玉静(1979一)，女(汉族)，吉林省人，主治医师，

Elnail l cyj0504@siM．com．cn．

中通过对脑康I号含药血清诱导新生大鼠海马

NSCs分化过程的研究，为阐明脑康I号促进神经

发生，进而治疗糖尿病脑病的机制提供实验依据。

l材料与方法

1．1 实验动物及主要试剂：新生Wistar胚胎大鼠

和体重200～250 g的SPF级wistar大鼠(中国医

学科学院实验动物中心提供)。一抗鼠抗巢蛋白、兔

抗p-I一微管蛋白(tubulin)和兔抗胶质纤维酸性蛋

白(GFAP)多克隆抗体(美国Sigma公司)；免疫荧

光二抗异硫氰酸荧光素(FITC)羊抗兔、抗鼠IgG及
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47，6一二脒基一2一苯基吲哚(DAPI)试剂均为美国

Chemicon公司产品；NSCs基础培养液(DMEM／

F12加B27)添加碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)

20弘g／L和表皮生长因子(EGF)20 pg／L购自美国

Gibco公司。脑康I号由制首乌、熟地黄、三七、石菖

蒲等药物组成，参照《中国药典》(2000年版)，由本

院中药制剂室制备，按脑康I号成人用量20、10、

5倍的比例分成含生药2．0、1．o、o．5 kg／L 3个剂

量，分装保存于4℃冰箱备用，保存时间不超过

1周，用前摇匀。

1．2含药血清制备：将Wistar大鼠按随机数字表

法分为正常对照组及脑康I号大、中、小剂量组，每

组6只。脑康I号各组大鼠分别灌胃不同剂量脑康

I号每日1次，连用3 d；正常对照组灌胃等量双蒸

水。第3日灌胃1 h后经大鼠腹主动脉采血，分离血

清，56℃水浴30 min灭活补体，o．22弘m滤膜过滤

除菌，一70℃下冻存备用。

1．3原代培养及实验分组：取新生Wistar胚胎大

鼠，乙醇消毒后断头取脑，取双侧海马剪碎后加

DMEM／F12培养液，经过机械吹打、滤网过滤后获

得单细胞悬液并计数，以5×107个／L的细胞密度

接种到培养瓶中，加入NSCs基础培养液后进行恒

温培养，2～3 d进行半量补液，培养7～9 d后，机械

分离神经球进行传代。收集培养的第2代神经球，以

约2×108个／L的细胞密度接种于多聚赖氨酸处理

过的24孔培养板各孔中，每块培养板分为对照组及

脑康I号大、中、小剂量组，每组6孔。对照组培养液

为原有培养液去除bFGF及EGF，加质量分数10％

正常鼠血清。脑康I号培养液为原有培养液去除

bFGF及EGF，加10％脑康I号大、中、小剂量含药

血清。将培养板置于饱和湿度、37℃、体积分数5％

Co。孵箱中培养。

1．4 NSCs分化及脑康I号的诱导作用：取4组培

养细胞，每孔加人体积分数为4％的多聚甲醛水溶

液固定15 min，用含O．3％曲通X一100的磷酸盐缓

冲液(PBST)漂洗5 min×3；用PBST破膜30 min，

山羊血清37℃封闭30 min；一抗为单克隆鼠抗巢

蛋白(Rat401，1 l 100)、多克隆兔抗p■一tubulin

(1。500)和多克隆兔抗GFAP(1。50)；滴加相应的

FITC标记的荧光二抗(1 l 500)，37℃避光孵育

1 h；PBST漂洗(5 min×3)，使用50 mg／L DAPI复

染核，室温孵育20 min；PBST漂洗(5 min×3)，倒

置相差荧光显微镜下观察并拍照，采用图像分析系

统及Image—Proplus软件测量神经球突起长度。

1．5统计学分析：实验数据以均数土标准差(z土s)

表示，用SPSS 12．o软件进行统计学分析，组间比较

使用单因素方差分析，两样本率的比较用X2检验，

P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1各组NSCs增殖及生长状态的观察：培养1 d

的细胞呈圆形亮点，2～3 d可见数个细胞形成的哑

铃样结构；4～5 d可见几十个细胞形成的神经球

(彩色插页图1a)，6 d可见神经球明显增大，直径达

100～150肛m；8～10 d直径可达150～200 pm(彩

色插页图1b)。原代及多次传代培养形成克隆球的

细胞圆润饱满，边界清晰，活力状态佳，经鉴定巢蛋

白表达阳性(红色为巢蛋白，蓝色为细胞核；彩色插

页图1c)。表1结果显示，细胞培养5 d时，脑康I号

大、中、小剂量组神经球突起长度均明显长于对照组

僻<O．05或P<0．01)。

裹1各组大■NSCs培养5 d神经球突起长度

及争I—tubuHn和GFAP阳性细胞分化率比较

组剐 萎兰：，阳：=：‰黧瑟

注I与对照组比较，‘P<0．05，6P<O．01

2．2脑康I号对体外培养海马NSCs分化的影响

(彩色插页图2～3；表1)：本实验中用p I—tubulin

抗体标记神经元，用GFAP抗体标记星形胶质细

胞。培养7 d后，脑康I号各剂量组细胞大多分化成

神经元和星形胶质细胞。镜下观察：p噩一tubulin阳

性神经元的胞体呈圆形或锥体形，且形态较典型，突

起较长，具有二三级以上的细小分支，发育较为成

熟；GFAP阳性星形胶质细胞胞体稍小，胞突长而

直，分支较少。红色阳性细胞分别为p I—tubulin和

GFAP，蓝色(DAPI着色)为细胞核。脑康I号各剂

量组表达p I—tubulin和GFAP的阳性细胞数均较

对照组明显增多(P<O．05或P<0．01)，而脑康I

号各剂量组问差异无统计学意义。

3讨论

糖尿病脑病是指糖尿病对中枢神经系统产生的

各种损害，临床上以认知功能障碍为主要表现，出现

学习记忆能力减退，空间时间定向困难，复杂信息的

处理和解决问题的能力下降，以及思维迟钝和运动
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缓慢，甚至可发展为痴呆[2]。2006年的一项流行病

学调查发现，一组阿茨海默病(AD)患者中，合并糖

尿病者高达22％[3]，而早在1999年的调查中就已

发现糖尿病可使AD的患病率增加2倍以上[4]。海

马作为学习、记忆的重要解剖结构和神经中枢，与认

知功能关系密切。研究发现，中枢神经系统的海马齿

状回颗粒下区(SGZ)和侧脑室室管膜下区(SVZ)终

生存在着NSCs[5]，它们增殖、分裂产生新细胞的连

续动态变化过程称为神经发生[6。7]。由SVZ和SGZ

的NSCs产生新的细胞并分别迁移到嗅球和海马齿

状回颗粒细胞层，分化成中间神经元，使局部神经环

路得到不断更新，从而维持正常的嗅觉记忆及空间

学习记忆[8曲]。NSCs体外增殖和定向诱导分化将有

助于新药物的开发及治疗手段的改进[1”11]，通过诱

导海马NSCs向神经元方向分化，进而促进神经发

生，也许对防治糖尿病脑病有一定的作用。

本课题组既往研究中对糖尿病认知障碍患者的

中医证型进行聚类分析发现，精髓亏虚证发生率为

36．29％，痰瘀互阻证发生率为27．53％，在糖尿病

认知障碍所有中医证型中排前两位[1]。脑康I号是

结合对糖尿病认知障碍中医病机的分析，以补髓益

智、活血化痰立法配方。方中制首乌、熟地黄补髓益

智，三七活血化瘀，石菖蒲开窍化痰，能有效改善糖

尿病认知障碍患者的学习、记忆功能。本次在体外用

无血清培养技术从新生大鼠海马中分离、培养成细

胞悬浮球，经鉴定巢蛋白呈阳性，表明为NSCs；并

在NSCs分化期添加脑康Ⅱ号，发现脑康I号各剂

量组所用的含药血清均可促进NSCs向神经元样细

胞分化，减少向胶质细胞分化的比例，同时对所分化

的神经元样细胞有促进生长、发育的作用。众所周

知，海马齿状回是与学习和记忆密切相关的结构，该

处的神经细胞增殖可促进学习记忆能力的提高[1引。

因此猜测，脑康I号对NSCs的促生长、分化作用也

许是改善糖尿病认知障碍的作用机制之一，更加详

细的作用尚需结合动物体内实验加以证实。
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高张生理盐水可减轻脊髓损伤时的脊髓水肿和肿胀

·科研新闻速递·

美国加利福尼亚大学的学者应用磁共振成像(MRl)技术观察了脊髓损伤(SCI)以后的组织变化，研究了高张盐水对脊髓

水肿、肿胀和髓内出血的影响。研究以12只成年L—E雌性大鼠为对象，在大鼠颈5水平实施单侧12．5 mm横断损伤深度的

sCI，30 min后以1．4 m1．kg_1．h-1速度分别静脉滴注质量分数为o．9％NaCl(以=6)和5％NaCl(挖=6)，损伤后立即将大鼠

置于4．7T MRI系统中连续摄像8 h，然后处死大鼠。结果发现，损伤后36 min，损伤处发现明显水肿，同时MRI的T1、PD和

T2加权影像可见到低强度核团，即髓内出血；之后此核团逐渐减小，损伤后8 h有些核团完全消失，但组织病理学检查仍有红

细胞存在。随后T2加权影像可见到高强度的肿胀环围绕着低强度核团，肿胀环边缘占据了整个单侧损伤处，并延伸到对侧。

高张盐水可提高血浆Na+浓度，减轻脊髓水肿，MRI影像低强度信号和肿胀面积缩小。研究人员认为，应用MRI可观察到由

于组织病理生理学改变引起的细微变化，相信高张盐水可减轻scI时的脊髓水肿和肿胀，对急性scl具有潜在的治疗作用。

杨明星，壕译自《Crit Care Med》，2009，37(7)；2174—2179；胡 森，审校
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高糖诱导人脐静脉内皮细胞衰老过程中活性氧

和一氧化氮合酶／一氧化氮系统的变化(正正见撕Ⅲ
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