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模拟微重力促进骨髓间充质干细胞神经营养因子的表达
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摘要目的：探究微重力对干细胞向神经元分化的影响,为临床治疗神经退行性疾病提供新的思维和方法。方法：运用流式细胞术
鉴定骨髓间充质干细胞及其微重力对凋亡的影响。运用反转录 PCR检测微重力干预干细胞 48h及 72h后神经营养因子 BDNF,
CNTF,NGF的表达。运用 ELISA检测其分泌营养因子的浓度。结果：流式细胞仪检测细胞凋亡,两组之间并无差异。CNTF分泌
在微重力干预后有明显增加(p<0.05)。BDNF浓度有轻度增加。结论：模拟微重力可以促进骨髓间充质干细胞神经营养因子的表
达。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of microgravity on the differentiation of MSCs into neurons. Method: Flow
cytometry analysis on the cells of passage 2 was used to identify MSCs. RT-PCR was used to detect the neurotrophins expression in
MSCs following microgravity stimulation. The neurotrophins levels in MSCs were detected by ELISA. Results: Compared with that in 1g
group, the expression of CNTFand BDNF after MG stimulation was higher. Conclusion: Modeled-microgravity increased the expression
of neurotrophins in MSCs.
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前言

颅脑创伤及帕金森综合征、阿尔茨海默病等神经退行性疾
病是医学研究领域中的一大难题。除了传统的使用一些有辅
助治疗效果的药物外，目前备受关注的基于干细胞的细胞治

疗为这类疾病提供了一种全新的治疗模式[1-3]。骨髓间充质干细
胞(BMSCs)已成为细胞移植替代治疗脑损伤的理想种子细胞
之一。目前干细胞的主要诱导方法是将靶基因整合入目的干细
胞中或是直接将干细胞置于特定诱导因子的环境中进行诱导，

尽管这些方法可以成功实现诱导，但是较低的诱导效率和较高

的诱导风险性限制其运用于临床。干细胞在模拟微重力的条件
下更接近体内胚胎发育的环境,已有文献报道微重力可以促进
骨髓间充质干细胞向脂肪细胞和软骨细胞等分化[4-6]。如果微重
力能够促进干细胞向神经细胞的分化,无疑将是更安全高效的
方法。神经营养因子在神经细胞生长发育过程中起到至关重要
的作用。已有研究表明骨髓间充质干细胞自身表达神经营养因
子 BDNF、NGF等[7，8]。本研究探讨微重力对骨髓间充质干细胞
神经营养因子表达的影响。

1 材料与方法

1.1 骨髓间充质干细胞的培养、扩增、纯化
取 2 周龄 S D 大鼠 4 只于体积分数 75 %乙醇浸泡 20

min，于超净工作台上严格无菌条件下取大鼠双下肢，剪除软组
织，留取股骨和胫骨，将分离的股骨和胫骨置于灭菌 PBS液
中，浸泡 5min。用 5ml注射器吸引无血清的培养基来反复吹出
股骨中的骨髓组织，直到股骨颜色由红变白，用注射器反复吹

打均匀后，移人 10 ml离心管。1000 r／min离心 5 min，细胞沉
淀中加入含 10%FBS，1%青、链霉素的 L .D ME M培养基，充
分吹打至单细胞悬液 调细胞浓度为 2.5×105/cm3。接种在 25
cm的培养瓶中。3d后去除未贴壁的细胞，更换新培养液，以后
每 2d换液 1次，细胞达 9 0%融合后，用含 0.25％胰酶的消化
液消化，接种传代，进行扩增、纯化培养。取第二代的细胞以
1.5×105/cm3接种于六孔板。流式细胞仪检测表面抗原 CD44,
和 CD90阳性,CD45阴性。
1.2 微重力下的细胞培养和分化
把收集到的 MS C接种六孔板玻片，用含 10%胎牛血清的

DME M。然后将种有 MS C的玻片植入生物反应器 (clinoro-
tation 20-RWV)中模拟微重力培养 48h和 72h。该生物反应器
以 30 r／min的转速转动，致使里面的细胞感受来自不同方向
重力从而矢量和为零来模拟微重力(MG)。同时,也将细胞于正
常重力 ( 1g )下在培养板中诱导，作为对照。
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图 1 流式细胞术鉴定 rMSCs表面标志物
Fig. 1 Flow cytometry analysis on the cells of rMSCs

图 2 流式细胞仪检测细胞凋亡,两组之间并无差异
Fig.2 After the stimulation of MG, no more apoptotic rMSCs were

observed than in 1g group according to the Annexin V method.

1.3 细胞凋亡检测
Annexin V-FITC检测正常重力和微重力 72h干预下干细
胞凋亡情况,用 4℃预冷磷酸盐缓冲液洗细胞 2次,用 250ml缓
冲液重新悬浮细胞,调节浓度为 1×106/ml。取 100μl细胞悬液
于 5ml 流式管中 , 加 5μlAnnexin V FITC 和 10μl 浓度为
20μl/ml的碘化丙啶(PI),流式细胞仪做细胞凋亡率分析。
1.4 RNA提取与反转录

PCR对 1g和MG培养的干细胞利用 R Neasy试剂盒提取
总 RNA，并用凝胶电泳检测 RNA的含量。取 1μg总 RN A，
用随机引物和反转录试剂盒合成 cDN A. PCR聚合酶为 Ta q
DNA聚合酶. 95℃变性 15S，60℃退火 45S，60℃延伸 60S，共
循环 30次。 P C R引物如下：BDNF：正向 TGCTGGATGAG-
GAC反向 GTTCCAGTGCCTTTTGTC;可扩增 417bp, NGF:正
向 CTGCCCCTTCTACACTCT 反向 ACCATGCAGTCCTTA-
TA A TTTAAAA 可扩增 78bp，CNTF: 正向 CTCACTGGA-
GATCCAGAGA反向 GCTTCCTAAC AAACCTGGGA可扩增
100bp，β-actin :正向 CTTCCAGCCATCTTTCTTGG反向 CCA
CATCACACTTCATGATCG可扩增 396bp。扩增后产物进行 2
%琼脂糖凝胶电泳，再用 Image Quant分析软件 ( Version 5.0 )

进行分析。每个基因的检测值与对照基因 (肌动蛋白)的比值即
为其相对表达值。
1.5 ELISA检测神经营养因子浓度

ELISA法检测骨髓间充质干细胞分泌 BDNF，CNTF，NGF
的含量。收集正常重力下和微重力处理 48h、72h的细胞培养
液采用 ELISA kits (Santa Cruz, CA) 严格按说明书进行操作。
Bio-Rad 6 8 0型酶标仪检测含量。
1.6 统计分析
数据分析应用Microsoft Excel2003软件处理。两组之间比

较用 student's t-test检验。

2 实验结果

2. 1 rMSCs的生长情况及鉴定
原代分离的 rMSCs培养 3d后换液弃去未贴壁细胞。此后
细胞增殖加快，贴壁细胞呈团簇集落样生长, 呈成纤维样细胞
形态。7～ 1 0 d细胞集落扩大逐渐铺满瓶底达到融合状态。传
代培养的细胞形态与前代基本相同,但增殖速度明显增快。流
式细胞术鉴定 CD44 阳性 94.37%，CD90 阳性 95.82%，CD45
阴性(图 1)。

2.2 微重力干预骨髓间充质干细胞凋亡检测
流式细胞仪检测正常重力(1g)和微重力(MG)干预 72h后
细胞凋亡的影响。结果显示两组无差异(图 2)。

2.3 RT-PCR检测微重力对干细胞表达神经营养因子的影响
分别对正常重力和微重力干预 48h,72h的样本进行 PCR
检测,结果显示 CNTF和 BDNF在微重力干预后表达增加一倍
左右,并随干预时间延长而明显(p<0.05)。NGF表达在微重力干

预 48h有轻度增加但随时间的延长有所减低。CNTF的表达量
要明显比 BDNF,NGF表达量高(图 3)。
2.4 ELISA检测两组骨髓间充质干细胞分泌神经营养因子的
变化

分别收集正常重力下、微重力 48h、微重力 72h干细胞培
养液,检测各神经因子的浓度,在同等细胞数量下,CNTF浓度最
高,并且在微重力干预后明显增加(P<0.05)。BDNF在微重力干
预组分泌略有增加。NGF浓度在微重力干预 72h后略有下降。
ELISA检测结果与 RT-PCR结果相符(图 4)。

3 讨论

空间环境尤其是微重力环境对人类细胞影响的研究历史

可以追溯到 20世纪 60年代，前苏联早在 Zond 5和 Zond 7的
飞行中就将 Hela细胞带上太空[9]。但由于当时实验条件有限，
很难得到客观清晰的实验结果。自 1983年空间实验项目启动
后，真正开始了广泛研究空间医学细胞学。近些年的研究显
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图 3 RT-PCR检测神经营养因子的表达情况
Fig. 3 RT-PCR analysis of neurotrophins expression in MSCs

Note : *P＜0.05, compared with 1g group.

图 4 ELISA检测神经营养因子分泌情况
Fig. 4 Detection of neurotrophic factor secretion by ELISA

Note : *P＜0.05, compared with 1g group

示：宇航员和飞行试验动物在飞行过程中或飞行后,他们的很
多器官都发生了生理变化，这其中包括脑脊液流动改变[10]，体

液电解质丧失[11]，肌肉萎缩 [12]，免疫系统功能下降[13]，太空运动

病等。同样,微重力会改变细胞的一些性质，包括细胞骨架，凋
亡速率和细胞对环境的反应。LOUIS YUGE曾对 hMSCs进行
微重力处理后发现其增殖能力增强 [14]。然而 Z. Q. Dai对大鼠
MSCs处理后发现其增值能力被抑制[15]。这可能和采用不同的
干细胞种系和不同的模拟微重力方法有关。已有研究表明骨髓
间充质干细胞在微重力作用下有利于向脂肪细胞分化而抑制

向成骨细胞分化,然而微重力对干细胞向神经方向分化的影响
未见报道。
本实验运用生物回转器 (clinorotation 20-RWV) 模拟微重

力,发现微重力干预后骨髓间充质干细胞表达和分泌神经营养
因子量增多, 预示微重力作用有助于干细胞向神经细胞分化。
本研究为干细胞治疗颅脑创伤及帕金森综合征、阿尔茨海默病
等提供新的思维和方法。
神经营养因子是诱导神经细胞生长发育和发挥功能的一

类蛋白家族。通过神经营养因子来治疗神经系统损伤疾病无疑
是很有前景的方法。然而由于给药途径和可能的副作用限制了
其在临床的应用。此后有研究通过细胞共培养的方式,以旁分
泌或细胞间接触形式促进内源神经细胞再生。即将干细胞移植

入体内特定组织来诱导神经细胞。体内培养的优点就是给细胞
提供了三维的环境,这对其分化很重要。MSCs已经显示可以产
生营养因子比如 BDNF来促进形成突出[16]或促进内源性 NSCs
的形成[17]。我们的研究显示在微重力处理的骨髓间充质干细胞
能够显著增加其表达和分泌神经营养因子的能力,并且未引起
干细胞的凋亡。以上表明此方法的安全高效性。微重力干预所
产生的这种结果不仅有助于干细胞自身向神经细胞分化,也有
助于通过旁分泌来刺激内源性神经细胞的再生。
关于微重力对干细胞特性改变的机制目前尚不明确。大量

的研究，发现微重力可导致几乎目前研究的包括贴壁和悬浮生

长的所有细胞的细胞骨架改变甚至崩解。人们首先选择鉴定多
种与细胞骨架相关的基因蛋白表达，在微重力情况下核心因子

小 G蛋白 Rho 家族表达水平没有明显改变，骨架连接蛋白
plectin表达稍有上调[18]。其次，部分学者试图通过研究细胞外
基质（extracellular matrix, ECM）各蛋白的改变来解释[19]。目前
基于微重力对干细胞形态功能改变的机制还有待进一步研究。
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