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体外谱系选择法诱导胚胎干细胞神经分化特性的研究

许磊#!$!耿雪$!胡静$!于洲$
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摘"要!目的"研究体外谱系选择法诱导胚胎干细胞"()#神经分化的特点!建立 () 细胞体外神经分化的模型$

方法"通过悬滴和悬浮培养%*+,-./ 阳性筛选培养%神经样细胞增殖培养以及神经细胞分化培养的方法!建立体外

诱导未分化的 () 细胞分化为多巴胺能神经元模型&观察各神经分化及各阶段的 () 细胞形态!并通过 012340以

及荧光免疫化学方法检测各分化阶段 () 细胞神经特异表达基因和蛋白的表达特点&通过高效液相检测各阶段分

化细胞分泌神经递质多巴胺的能力$ 结果"随着分化培养阶段的延长!分化的 () 细胞中可见大量神经样细胞出

现!分化末期可见清晰的神经元结构"包括突触#&分化早期!仅有部分神经细胞特异基因和蛋白表达!且表达水平

低!随着培养阶段延长!特异基因和蛋白均表达!且表达水平明显增加&神经递质多巴胺的水平在未分化和分化早

期细胞中未检出!分化的中后期可检测出并呈现随分化时间延长而增加的趋势$ 结论"建立的体外谱系选择培养

方法可诱导 () 细胞分化获得具有多巴胺能神经元特性的细胞!可为神经发育毒性研究提供模型$

关键词!胚胎干细胞& 谱系选择法& 神经分化& 体外试验& 毒理
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""神经系统发育成熟需要一个相当长的时间" 且具有高度的时间性和区域性特点"所以这一时
期是神经系统对神经毒物的高敏感期"任何外来
因素对神经系统发育过程的干扰都可能造成永久
性的损伤 ’#( "因此在进行神经发育毒性作用机制
研究时"一个能真实模拟体内神经发育过程的实
验模型是实验的基础) 由于干细胞具有一定的时
间依赖的分化过程"所以国外研究机构纷纷将其



!#&&"" !
中国食品卫生杂志

4F\*()(G‘B0*6C‘]]‘‘MFID\(*( $&#’ 年第 $a 卷第 $ 期

作为发育毒理学等方面非常有价值的体外实验模
型加以重点研究)

目前"在体外胚胎干细胞$()%神经分化诱导模
型中"以体外谱系选择法建立的体外神经分化培养
体系"使胚胎干细胞神经分化过程经历了&() 细胞2
胚胎体2神经前体细胞2神经元<神经胶质细胞这几
个阶段"并最终分化为具有一定功能性的神经
元 ’$( ) 与视黄酸 $06%诱导法的不同之处在于"谱
系选择法需要经过神经前体细胞 $*34%阶段再分
化为成熟神经细胞"并最终可获得高比例的多巴胺
能神经元 ’;( ) 此法较 06诱导法更接近于体内神经
分化的过程"现已成为研究神经发育毒性作用机制
的比较好的体外模型) 本研究将探索体外谱系选
择法诱导 () 细胞神经分化的特点"为进一步神经
发育毒性筛选方法的建立奠定基础)

#"材料与方法
#:#"材料
#:#:#"细胞来源

小鼠 () 细胞 M; 系由中国科学院上海生命科
学研究院生物化学与细胞生物学研究所提供)
#:#:$"主要仪器与试剂

岛津高效液相色谱仪 $日本岛津 %*R.KT+-LN
340仪$德国 R.KT+-LN%*上海天能凝胶成像仪 $上
海天能科技有限公司%)

未分化() 细胞维持培养基’X/K>X KE-2Mb(b培
养基中加入 $&c特级胎牛血清$]R)%*&:# TTKO<C
!2巯基乙醇*&:# TKO<C磷酸盐缓冲液$@+S+,%*#c谷
氨酰胺$!2DCB%*#c青霉酸钠$32)%*#c非必需氨基
酸及白血病抑制因子$# d#&9 B<C%(*() 细胞悬浮和
悬滴培养基 $ X/K>X KE-2Mb(b培养基中加入 #’c
]R)*#c @+S+,液*#c !2DCB*#c 32)*#c非必需氨
基酸%*巢蛋白$*+,-./%阳性筛选培养基$Mb(b<]2#$
中加入 ’ TH<C胰岛素"’& !H<C转铁蛋白";& /TKO<C
硒酸钠"’ TH<C纤维连接蛋白%*神经细胞增殖培养
基’Mb(b2]#$ 培养基中加入 *$ 添加剂*#& !H<C人
碱性成纤维细胞生长因子*# TH<C粘连蛋白*’&& !H<C
刺猬蛋白及 #&& !H<C成纤维细胞生长因子(*神经细
胞分化培养基$Mb(b2]#$ 中加入*$ 添加剂*# TH<C
层粘连蛋白及 $&& !TKO<C维生素 4%均购自美国
D.U>K"*+,-./ 抗体*1F蛋白抗体均购自美国 0eM"二
抗荧光标记的山羊抗兔 \HD抗体$美国 )N/-N4LE_+%"
逆转录2聚合酶链反应试剂盒*1L._KO细胞裂解液*"#$
M*6聚合酶均购自上海生物工程公司)
#:$"方法
#:$:#"胚胎干细胞体外培养

取出液氮冷冻条件下保存的 () 细胞 M; 系进

行细胞复苏"接种于已处理的胚胎成纤维细胞
$b(]%饲养层上"加入未分化 () 细胞维持培养基
培养) 当胚胎干细胞团集落达到 9&c fa&c融合
时"&:$’c胰蛋白酶消化后"传代继续扩增培养)
#:$:$"胚体的培养

将长满细胞培养瓶的 () 细胞用 &:$’c胰蛋白
酶消化"用差速贴壁的方法除去 b(]) 取生长旺盛
的 () 细胞消化成单细胞悬液或小细胞团"分别作
如下处理以得到胚体团$(R%&"悬滴培养) () 细
胞以 #&’ 数量级密度悬滴培养于 #& >T的细菌培养
皿盖板上"每滴 ;& !O##悬滴转悬浮培养) 以 #c
软琼脂铺底于 9 >T培养皿中"将悬滴培养 ; P 的干
细胞拟胚体转入其中继续作悬浮培养 # P"此阶段用
() 细胞悬浮和悬滴培养基培养 ’7( )
#:$:;"诱导神经分化

将悬浮培养的 () 细胞培养基更换为 *+,-./ 阳
性细胞筛选培养基培养"经过 7 f9 P 的筛选培养
后"用 &:$’c胰蛋白酶消化细胞"按$#:’ f$:&% d
#&’ <>T$的密度接种细胞于预先铺有多聚鸟氨酸和
层黏连蛋白$# TH<C%的培养皿中加入神经增殖培
养基扩增神经样细胞) 隔日换液"连续培养 9 P 后"
将增殖培养基更换为神经分化培养基继续诱导分
化 7 f9 P"最终获得功能性神经元细胞)
#:$:7"神经分化标记基因逆转录聚合酶链式反应
$012340%检测

取体外谱系选择法诱导 () 细胞神经分化不同
阶段期的分化细胞"用 &:$’c胰蛋白酶消化成单细
胞悬液"&:# TKO<C3R) 液清洗 $ 遍后"采用 1L._KO
试剂盒提取分化细胞的总 0*6"并用紫外分光光度
计检测"选择 %$9&&$8&检测以确定 0*6浓度与质量)
取# !H0*6逆转录合成 >M*6"按照表 # 合成相关
的引物进行 340扩增"基因 340循环次数均为
;7 次 ’’ g9( "产物经 #c琼脂糖凝胶电泳"以 # ’&& MN
作为核酸分子量bNLX+L"紫外灯下观察结果并照像"
012340引物序列见表 #)
#:$:’"免疫荧光细胞化学检测

诱导分化的细胞用 7c的多聚甲醛固定液固定
#& f;& T./"以 &:&# TKO<C磷酸缓冲液洗 ; 遍"&:;c
1L.-K/ A2#&& 孵育 ;& T./"然后 #cR)6封闭# @"一抗
7 h孵育过夜"&:&# TKO<C磷酸缓冲液洗; 遍#荧光二
抗室温孵育 # f$ @"&:&# TKO<C磷酸缓冲液洗 ; 遍"
然后于荧光倒置显微下观察")3‘1201冷却式数字显
微摄像系统拍照) 本试验所用抗体及稀释倍数如下&
*+,-./ 抗体$#i8&&%*1F抗体$#i#&&%)
#:$:9"分化细胞多巴胺分泌水平测定 ’a(

样品处理&在各阶段分化培养末期"从进行分
化培养的细胞培养板中"每孔取 &:$ TO培养基"加
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""" 表 #"012340引物序列
1NUO+#"3L.T+L,+ZE+/>+,$?KLWNLP N/P L+Q+L,+%

基因名称 引物序列$’j2;j% 退火温度<h

’()*+,

-,2.

’/002.

!1"/2/3+,

4%5%1"

"6

572.

4%896

414D6D46DD66D1DD16DD
11DDD6446DDD641D116D
4111D1441D6644D1DD1DD16D
1466D641D6414646D4664444
141DD6D1166D66614DD6D41D
1D66D6D6D4DD6D66DD6D614
4641411144D464D64614
1D66D6D6D4DD6D66DD6D614
6D611446466D61DD611441D
6D46D46D66D66D4141DD4
466D4641D6D1D446116D4
64466D6D46D444614666D
6666414D41DDD4664664
46DDDD11D6DDD6D16DD
D4646D1466DD44D6D661
64D146D614464D64DD64

’’

’9

’’

9&

’8

’9

’9

9$

注&4%5%1"为氨基丁酸基因#"6为酪氨酸羟化酶基因#4%896为甘
油醛2;2磷酸脱氢酶基因

入高氯酸和 (M16分别至终浓度为 &:;; TKO<C和
&:#a TTKO<C"以沉淀蛋白质) 去除培养中剩余的分
化培养基"加入含 ’& TTKO<Ck4O的分化培养基"
;a h条件下作用于分化获得的神经细胞 ;& T./)
收集上述作用后的培养基"采用相同的方法沉淀蛋
白) 7 h #7 &&& d: 离心力条件下"离心 #& T./"取
上清液 $& !O采用高效液相色谱法$F3C4%对多巴
胺水平进行测定和分析)

液相条件&流动相 6为水$含有 &:&#c七氟丁
酸*&:#c甲酸%"R为乙腈$含有 &:&#c七氟丁酸*
&:#c甲酸%) 抽滤并脱气"流速 &:8 TO<T./) 工作
电极为玻璃碳电极"参比电极为 6H<6H4O电极"工
作电压 ;#& Tl)

$"结果
$:#"体外诱导 () 细胞神经分化过程的形态观察

() 细胞分化初期"形成胚体团的周围细胞向外
突出生长"随着培养时间的延长"*+,-./ 阳性筛选培
养阶段出现了少量具有神经形态特点的细胞#至扩
增培养阶段"在分化的 () 细胞中可见大量神经样
结构的细胞出现#分化培养阶段最终可见具有神经
元明显的结构细胞"并可见胞体上有突触向外延伸
现象"见图 #)
$:$"分化诱导过程中 () 细胞神经特异基因表达
的情况

体外谱系选择法神经分化诱导过程中"部分神
经细胞内源性基因 57*’()*+, 等在悬浮和悬滴培养
阶段即有表达"且随着培养时间的延长"表达水平
逐渐增高"而 "6*4%5%等多巴胺能神经元中可表达
的基因在分化诱导培养阶段才表达"表明多巴胺能

注&6为悬滴培养末期 () 细胞$ d#&&% #R为悬浮培养末期 () 细胞

$ d#&&% #4为 /+,-./ 阳性筛选培养末期 () 细胞$ d#&&% #M为神经

样细胞增殖培养末期 () 细胞$ d#&&% #(和 ]为神经细胞分化培养

末期 () 细胞$ d#&&* d$&&%

图 #"体外诱导 () 细胞神经分化过程
].HEL+#"1+LT./NOP.??+L+/-.N-.K/ K?() >+OO,-KNM*

S@+/K-VS+N-P.??+L+/-,-NH+,

神经元的分化只在分化诱导阶段才开始) 另外"
’/002. 基因在整个 () 细胞诱导分化培养的过程中
均未检测到其基因的表达)

注&# 为悬浮培养末期 () 细胞#$ 为 *+,-./ 阳性筛选培养末期 ()

细胞#; 为神经样细胞增殖培养末期 () 细胞#7 为神经细胞分化

培养末期 () 细胞

图 $"神经分化不同阶段的 () 细胞神经源性基因表达情况
].HEL+$")+T.2ZEN/-.-N-.Q+012340N/NOV,.,K?-@+M6

/+ELK/2,S+>.?.>L+HEON-KLVH+/+,N-P.??+L+/-,-NH+,

$:;"分化诱导过程中 () 细胞神经源性蛋白免疫
荧光检测结果

随着时间的延长"() 细胞神经分化培养获得的
细胞中"*+,-./ 蛋白在 *+,-./ 筛选培养阶段可表达"
且随着分化培养的延长"表达水平逐渐增加#1F蛋
白在 *+,-./ 筛选培养和神经分化诱导阶段无表达或
表达水平低"直至神经分化培养阶段末期才检测到
其表达"且表达水平仍较 *+,-./ 蛋白低#上述神经源
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性特异蛋白在诱导分化过程的表达特点与基因表 达的情况基本符合"见图 ;)

注&6和 (分别为悬浮培养末期 () 细胞 *+-./ 和 1F蛋白表达情况#R和 ]为 *+,-./ 阳性筛选培养末期 () 细胞 *+,-./ 和 1F蛋

白表达情况#4和 D为神经样细胞增殖培养末期 () 细胞 *+,-./ 和 1F蛋白表达情况#(和 ]为神经细胞分化培养末期 () 细胞

*+,-./ 和 1F蛋白表达情况

图 ;"不同阶段分化的 () 细胞神经源性蛋白表达情况$ d#&&%

].HEL+;"0+,EO-K?.TTE/K@.,-K>@+T.,-LV,@KW-@N->+OO,N-P.??+L+/-,-NH+,NL+ONU+O+P W.-@ *+,-./ N/ 1F

$:’"分化诱导获得的神经细胞多巴胺分泌水平检
测结果

未分化的 () 细胞中多巴胺递质的水平未检出#

当在诱导培养条件下启动神经分化过程后"至 *+,-./

阳性筛选阶段诱导获得的神经样细胞其分泌的多巴
胺的水平仍未检出"表明该阶段仅获得了神经样细
胞"但该细胞不具有分泌多巴胺的功能#至增殖培养
末期神经元分化诱导阶段获得细胞中可检出多巴胺
递质的分泌"其水平为$9:!9 m#:;#% /H<TO#分化阶
段末期"分化细胞中多巴胺水平进一步增加至
$#$:$& m#:8!% /H<TO"可见通过体外谱系选择法诱
导 () 细胞培养可以获得分泌多巴胺神经递质的神
经细胞"且获得多巴胺神经细胞主要在神经增殖和
分化培养阶段获得"见图 7)

;"讨论
由于 () 细胞能在细胞核分子水平重演胚胎发

育过程"并且在 (R分化过程中"早期胚胎发育的标
志基因按一定的顺序先后表达"同时各组织的特异
性基因的表达的顺序也很好的重演了体内胚胎发
育的基因表达图式 ’8( ) 因此"() 细胞时间依赖的分
化过程"为哺乳动物的发育生物学*发育毒理学等
方面的研究提供一个有价值的体外模型) 本研究
也是在本实验室前期 () 细胞发育毒性评价模型研

究基础上展开)

目前 () 细胞向神经细胞自发分化能力有限"

因此为了提高神经细胞的分化效率"需利用一些特
殊的诱导分化途径如 06诱导法) 高浓度的 06能
有效地诱导 () 细胞向神经细胞分化"并可在分化
的细胞中检测到神经细胞的特异性蛋白*基因*离
子通道和一些受体的表达) 但 06诱导的神经细胞
发育模式和存活能力是有限的) 前期研究发现"06

诱导神经细胞的效率很高"但诱导后的细胞不能再
增殖"培养后 ’ P 内大多数神经元已死亡 ’!( ) 由于

神经前体细胞在体外容易分化为星形胶质细胞*少
突神经胶质细胞和成熟神经元等 ; 个神经谱系"因
此目前在 () 细胞向神经细胞定向分化的研究中"

大多倾向于从细胞谱系分化出发"获得多潜能神经
前体细胞$*3%"最终得到所需类型的神经细胞) 建
立谱系选择的基本方法是先解除对 () 细胞的分化
抑制"促进 () 细胞形成 (R"之后促进 (R细胞向神
经前体细胞$*34%分化"并对 *34进行扩增"最终
促进细胞向功能型神经细胞分化"如多巴胺能神经

元等 ’#&( )

本研究中采用体外谱系选择法诱导 () 细胞分
化为神经细胞"即让 () 细胞在没有抑制分化因子
$如白血病抑制因子%的培养液中悬滴培养形成
(R"撤去培养基中的白血病抑制因子"诱导 (R的形



体外谱系选择法诱导胚胎干细胞神经分化特性的研究!!!许磊"等 !#&;"" !

"注&6为未分化培养阶段细胞多巴胺分泌水平结果#R为 *+,-./ 阳性筛选培养末期细胞多巴胺分泌水平结果#4为神经细胞增殖培养

末期细胞多巴胺分泌水平结果#M为神经细胞分化培养末期细胞多巴胺分泌水平结果

图 7"不同阶段分化的 () 细胞多巴胺递质分泌水平 F3C4检测结果
].HEL+7"0+,EO-K?./-LN>+OOEONLO+Q+O,K?PKSNT./+./ () >+OO2P+L.Q+P >EO-EL+,N/NOV_+P UVF3C4%

成"是体外诱导 () 细胞向神经细胞分化的前提)
悬滴 ; P"再悬浮培养 # P 后"在培养基中加入 *+,-./
阳性筛选培养基"再诱导 7 f9 P"() 细胞出现了较
多的神经样细胞"此后再经历增殖和分化培养阶
段"获得神经样细胞具有轴突等神经细胞形态特
点) 在这一分化过程中"细胞团内的 () 细胞逐渐
减少"免疫组化结果 *+,-./ 和 1F阳性细胞数逐渐
增多"而这些 *+,-./ 和 1F阳性细胞目前被认为是
神经元和胶质细胞共同前体的特征性抗原标记)
同时各阶段末期细胞克隆球的神经细胞标志
’()*+,*!1"/2/3+,*-’2. 等基因"012340结果显示均
在部分再分化早期即表达"而有些如 "62. 等则至神
经分化阶段才表达"但上述基因均呈现表达随着培
养时间的延长而增加的趋势) 另外"体外谱系选择
法诱导分化各阶段得到的神经样细胞"只有在诱导
末期即神经增殖和分化阶段才能检测出"且随着分
化时间延长分泌水平增加) 上述结果在本试验诱

导条件下可获得具有一定多巴胺能神经元特性的
神经细胞)

虽然通过 () 细胞诱导分化为神经细胞建立了
一定的神经元发育通路模型"可以很好的模拟神经
系统发育过程中的复杂事件"但目前相关方法的研
究还有许多问题需要解决) 首先"对细胞外调控 ()
细胞向特定细胞类型的神经元分化的因子还缺乏
深入认识"分化条件仍需完善#其次"诱导 () 细胞
分化获得神经细胞的增殖缓慢"要获得大量分化细
胞比未分化细胞更难#再次"体外培养过程中一些
不可知因素的影响及培养条件的变化均有可能导
致细胞自身生物学特性发生改变"影响细胞的功
能 ’## g#$( ) 因此"高效的 () 细胞神经分化模型的建
立并将其应用于安全性评价领域还需要进一步研
究"希望经过不断努力"使 () 细胞神经细胞分化模
型在毒理学等领域中发挥更大的作用)
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摘"要!目的"研究硝酸钇对子代大鼠神经行为和认知能力的影响$ 方法"将孕鼠随机分为对照和受试物低%中%

高7 个试验组!$& 只<组$ 从孕期第 9 天"DM9#至分娩后第 $# 天"3*M$##!受试物组每天分别灌胃给予硝酸钇溶液

’%#’%7’ TH<XHR[!对照组灌胃给予蒸馏水$ 断乳后!继续给予子鼠原剂量受试物直至 3*M9; 天$ 观察不同剂量硝

酸钇对子鼠生长发育%脏器组织和神经行为的影响$ 结果"在 3*M$# 天时!雄鼠低%中%高 ; 个剂量组体重均高于对

照组!且差异有统计学意义"8o&:&’#$ 但从 3*M7$ 天开始至试验结束!雄性高剂量组体重明显低于对照组!导致高

剂量组雄鼠总增重和总进食量均低于对照组!且差异有统计学意义"8o&:&’#!但食物利用率无变化$ 3*M7$ 天时

雌鼠低剂量组体重和雄鼠高剂量组脑体比均高于对照组!且差异有统计学意义"8o&:&’#!但不认为有生物学意义$

bKLL.,水迷宫试验中仅高剂量组雌鼠第 ’ 天的潜伏期高于对照组!且差异有统计学意义"8o&:&’#!其他神经行为试

验结果均未见差异$ 结论"在本试验条件下!断乳后持续给予硝酸钇受试物会导致高剂量组雄性子鼠的体重下降!

但不会影响脑组织重量!也不会在成年早期对子鼠的痛觉%运动活力和认知能力等神经行为造成影响$

关键词!硝酸钇& 神经发育& 神经行为& 稀土& 毒理试验
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