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增强型绿色荧光蛋白转染对大鼠

骨髓间充质干细胞体外神经元样细胞分化的影响

李亚伟，王冰，吕国华，刘伟东，李磊

（中南大学湘雅二医院脊柱外科，长沙 ４１００１１）

［摘要］　目的：利用质粒载体将增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）转染大

鼠骨髓间充质干细胞（ｒａｔｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｒＭＳＣ），研究ＥＧＦＰ对ｒＭＳＣ体外诱导分化神经元样细胞的影

响。方法：以质粒为载体将 ＥＧＦＰ基因转染 ｒＭＳＣ，流式细胞仪检测转染后 ｒＭＳＣ的表面标志物，并对转染

ＥＧＦＰ的ｒＭＳＣ在体外向神经元方向诱导分化。结果：转染ＥＧＦＰ基因的ｒＭＳＣ与未转染的ｒＭＳＣ在细胞形态学

和生长特性方面一致。转染ＥＧＦＰ基因的ｒＭＳＣ在细胞表面标志物上符合 ｒＭＳＣ的特点，呈 ＣＤ４４（＋），ＣＤ１１ｂ

（－），ＣＤ４５（－），经体外培养后可诱导分化神经元样细胞，并且２组诱导分化神经元样细胞阳性率差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论：转染ＥＧＦＰ基因对ｒＭＳＣ在体外诱导分化神经元样细胞无明显影响，ＥＧＦＰ可作

为研究ｒＭＳＣ分化潜能机制的有效示踪标志。
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　ｎｅｕｒｏｎｌｉｋｅｃｅｌｌ

　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）是中枢神经

系统的严重创伤。如何修复损伤的脊髓是目前治疗

的难点。研究［１３］表明：采用生物学方法，尤其是进

行干细胞移植，对中枢神经系统损伤、缺血、变性等

病理改变有明显的修复作用而逐渐成为研究热点。

干细胞种类来源广泛，包括胚胎干细胞、神经干细

胞、骨髓间充质干细胞等，其中骨髓间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＭＳＣ）因有取材方便、无异

体移植排斥和能够定向分化神经元样细胞等优点而

被用于脊髓损伤研究，并取得一些进展［３６］，然而其

确切机制尚不清楚。近年来，采用适当的分子示踪

标记 ＭＳＣ，已成为研究其在体内外向神经元方向分

化的重要方法［７８］。增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）作为常用的分子标

志物，已被用于实时定位检测 ＭＳＣ移植后的分化和

基因表达［９］。但是，ＥＧＦＰ转染ＭＳＣ后，对ＭＳＣ的生

长增殖特性，尤其对其横向分化能力是否有影响尚

缺乏可靠依据；并且转染后的 ＭＳＣ是否仍表达原

ＭＳＣ细胞表面标志物报道较少。为此，本研究拟将

ＥＧＦＰ基因转染大鼠ＭＳＣ，旨在证实ＥＧＦＰ转染未对

ＭＳＣ的增殖和向神经元细胞分化造成影响，转染

ＥＧＦＰ基因后在细胞表面标志物仍符合 ＭＳＣ的特

点，未改变细胞生物学性状和表面标志物，从而为下

一步在脊髓损伤模型中进行 ＭＳＣ体内实验提供研

究基础。

１　材料与方法

１．１　材料

清洁级成年 ＳＤ大鼠，雌雄不限，体质量１６０～

２２０ｇ，由中南大学湘雅二医院动物实验室提供；Ｌ

ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、ＯｐｔｉＭＥＭ均购自

美国Ｇｉｂｃｏ公司；０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．２ＰＢＳ（粉剂）购自

福州迈新生物技术开发公司；０．２５％胰蛋白酶购自

美国Ｓｉｇｍａ公司；流式抗体 ｍｏｕｓｅａｎｔｉＣＤ４４，１１ｂ，４５

购自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；β硫基乙醇（βｍｅｒｃａｐｔｏ

ｅｔｈａｎｏｌ，βＭＥ）购自湖南师范大学化学试剂厂；重组

人碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；增强型绿色

荧光蛋白质粒（ｐＥＧＦＰＮ１）由中南大学医学遗传学

国家重点实验室提供；Ｓｐｉｎ质粒抽提试剂盒购自德

国Ｑｉａｇｅｎ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司；兔抗大鼠 ＴｕＪ１购自武汉博士德生物工程

有限公司。

１．２　ｒＭＳＣ的分离培养

ＳＤ大鼠经断头法处死，无菌条件下取出双侧股

骨和胫骨，在ＤＨａｎｋ’ｓ液中清除附着于骨的肌肉组

织，剪开两端骨髓，用 １０ｍＬ注射器吸取 ５ｍＬＬ

ＤＭＥＭ完全培养液，从骨髓的一端反复冲洗骨髓腔，

将骨髓腔内的骨髓冲洗液收集于无菌离心管中以

５００ｇ离心５ｍｉｎ，弃去上清液，加入血清培养液，充

分吹打至单细胞悬液，直接接种于２５ｃｍ２塑料培养

瓶，置于３７℃，５％ ＣＯ２饱和湿度的培养箱中，３ｄ后

首次换液，换液前用０．０１ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ轻轻冲洗培

养瓶，以去除未贴壁的细胞，当 ＳＤ大鼠 ｒＭＳＣ原代

细胞培养形成克隆并且细胞融合达 ８０％后，用

０．２５％胰蛋白酶在３７℃条件下消化，进行传代、扩

增培养。镜下观察，待 ｒＭＳＣ消化成单个细胞，用 Ｌ

ＤＭＥＭ完全培养液中止消化，并反复吹打，制成单细

胞悬液，将细胞悬液收集到离心管内，以５００ｇ离心

５ｍｉｎ，弃上清，加 ＬＤＭＥＭ完全培养液重悬细胞并

按１∶２比例传代。每３ｄ换液１次，并逐日观察细胞

的生长情况，待细胞融合８０％～９０％时，进行下一次

传代，再次传代时按１∶３比例进行。经２～３次传代

培养，使ｒＭＳＣ逐渐得到纯化和扩增。倒置相差显微

镜下逐日观察细胞的形态。

１．３　ＥＧＦＰ基因转染ｒＭＳＣ

取第４代ｒＭＳＣ，以２×１０４／ｍＬ浓度接种至６孔

培养板，３７℃培养过夜，待细胞７０％ ～８０％融合时

进行基因转染，于转染前４ｈ更换新的 ＬＤＭＥＭ完

全培养液。制备 ｐＥＧＦＰＮ１ｃＤＮＡ与 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００复合物 （ＤＮＡ∶Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００＝１∶２．５），室

温放置３０ｍｉｎ，吸去培养孔中原培养液，用ＰＢＳ冲洗

２次。每孔加入 ＯｐｔｉＭＥＭ１ｍＬ，再逐滴缓慢加入

ＤＮＡｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００复合物。对照孔加入 Ｏｐｔｉ

ＭＥＭ１ｍＬ。４ｈ后，小心吸去培养孔中培养液，用
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ＰＢＳ冲洗２次，每孔加入ＬＤＭＥＭ完全培养液２ｍＬ。

转染２４ｈ后，倒置荧光显微镜下观察细胞内绿色荧

光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）表达。

１．４　Ｇ４１８筛选ＥＧＦＰ阳性细胞克隆

上述转染细胞以３７℃，ＣＯ２浓度为５％的条件

开放培养２４ｈ后，见大量悬浮死细胞，弃上清，加入

含１０％ＦＢＳ高糖 ＤＭＥＭ培养基 １５ｍＬ，以 ３７℃，

ＣＯ２浓度为５％的条件继续培养２４ｈ，加入 Ｇ４１８至

筛选终浓度为２００μｇ／ｍＬ。每２ｄ换液１次，１周后

见正常对照细胞死亡，偶见细胞小克隆形成。Ｇ４１８

筛选浓度２００μｇ／ｍＬ续筛１周后，细胞６０％ ～７０％

汇合时按１∶４传代。

１．５　ｒＭＳＣ表面标志的鉴定

分别选取生长良好的 ｒＭＳＣ和 ＥＧＦＰｒＭＳＣ细

胞，将细胞消化制备成单细胞悬液，每个样品约３×

１０５个细胞。５００ｇ离心５ｍｉｎ，以５００μＬＰＢＳ重悬。

将重悬后的细胞悬液转移至流式检测管中，分别加

入ＣＤ４４，ＣＤ１１ｂ，ＣＤ４５抗体５μＬ。避光４℃孵育３０

ｍｉｎ。加入５００μＬＰＢＳ，５００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，洗

脱未结合上的抗体。加入３００μＬＰＢＳ，混匀后进行

流式细胞仪检测。

１．６　ＥＧＦＰｒＭＳＣ向神经元方向诱导分化

取 ｒＭＳＣ和 ＥＧＦＰｒＭＳＣ细胞，分别 以 ２×

１０４／ｍＬ浓度接种于２４孔板内，待细胞７０％ ～８０％

融合时，将 ｂＦＧＦ（１０ｎｇ／ｍＬ）和 βＭＥ（１ｍｍｏｌ／ｍＬ）

加入２组细胞孔板。取贴壁４８ｈ后表达稳定的细

胞，在倒置相差显微镜及荧光显微镜下连续观察细

胞形态变化。

１．７　诱导细胞免疫荧光鉴定

将贴壁４８ｈ后的２种细胞去掉培养基，ＰＢＳ洗

涤后４％多聚甲醛室温下固定 ２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤 ２

次，室温下 ０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００／ＰＢＳ渗透 １ｈ；再用

ＰＢＳ洗涤 ３次，每次 ５ｍｉｎ；用新鲜配制封闭液（５

ｍｇ／ｍＬＦＢＳ／ＰＢＳ）室温下封闭３０ｍｉｎ；将兔抗鼠的

多克隆抗体（抗 ＴｕＪ１抗体１∶５０）加入封闭液中，然

后加入上述２组样本中，室温下反应２ｈ；ＰＢＳ洗涤３

次，每次１０ｍｉｎ；用ＰＢＳ配制Ｃｙ３荧光标记的山羊抗

兔二抗（１∶４００），加至上述样品中，４℃下过夜；ＰＢＳ

洗涤３次，每次１０ｍｉｎ；加 ＤＡＰＩ于一洗净的滴加了

封片剂的载玻片上染核，将玻片翻转后封片，荧光显

微镜下观察并拍照。２组细胞在５，２４，４８和７２ｈ时

间点随机取３００个细胞，计数ＴｕＪ１反应阳性细胞所

占比例。

１．８　统计学处理

数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，并用 ＳＰＳＳ

１３．０软件进行单因素方差分析，两组间比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＧＦＰｒＭＳＣ体外培养与扩增

原代培养的细胞在第３天换液时观察发现表面

有大量漂浮血细胞，换液后可以观察到培养瓶底贴

壁生长的多种细胞形态，以梭形为主。胞体透亮，折

光性好，细胞核较大，呈卵圆形或扁圆形，可见１～２

个核仁，细胞呈梭形并带有２～３个突起；６ｄ时可见

培养瓶底贴壁的梭形细胞增多，并可见到少量细胞

集落形成；９ｄ时，梭形细胞集落增多，细胞形态逐渐

变为长梭形。原代细胞在培养 １５ｄ左右有７０％～

８０％融合，传代后２４ｈ内细胞完全贴壁，３～４ｄ即可

融合。

转染ｐＥＧＦＰＮ１载体后，经过 Ｇ４１８筛选，８～１２

ｈ开始贴壁，２４～３６ｈ完全贴壁，传代后１ｄ，细胞散

在均匀分布于瓶底。形态重新变为长梭形成纤维细

胞样。传代后１０ｄ，细胞基本长满瓶底，行下一次传

代。至第３代时，细胞形态已成为均匀一致的成纤

维细胞样，细胞集落呈现典型的漩涡状生长。转染

２４ｈ后，在荧光显微镜下可观察到细胞发出绿色荧

光（图 １）。

２．２　ＥＧＦＰｒＭＳＣ表面标志测定结果

经流式细胞仪检测，ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析，ｒＭＳＣ

和ＥＧＦＰｒＭＳＣ２组细胞的特异性表面标志物 ＣＤ４４

阳性，ＣＤ１１ｂ和 ＣＤ４５阴性（图 ２），２组细胞各标志

物细胞阳性率之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，

表１）。
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图１　ＥＧＦＰｒＭＳＣ的细胞形态（×２００）。Ａ：ＥＧＦＰｒＭＳＣ在荧光显微镜下发出绿色荧光；Ｂ：ＥＧＦＰｒＭＳＣ在可见光下细胞
形态仍以梭形为主；Ｃ：荧光和可见光下观察。

Ｆｉｇ．１　ｒＭＳＣｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄａｆｔｅｒ２４ｈｂｙＥＧＦＰ（×２００）．Ａ：ｒＭＳＣｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙＥＧＦＰｓｈｏｗｓｇｒａｎｕｌｅｓｈａｐｅｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；
Ｂ：ＣｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＥＧＦＰｒＭＳＣｉｓｓｐｉｎｄｌｅｓｈａｐｅｉｎｖｉｓｉｂｌｅｌｉｇｈｔ；Ｃ：ＥＧＦＰｒＭＳＣｉｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｖｉｓｉｂｌｅｌｉｇｈｔａｎｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．

图２　ＭＳＣ细胞表面标志物测定。Ａ：ｒＭＳＣ组；Ｂ：ＥＧＦＰｒＭＳＣ组。
Ｆｉｇ．２　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｍａｒｋｅｒｓｏｆＭＳＣ．Ａ：ｒＭＳＣｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＥＧＦＰｒＭＳＣｇｒｏｕｐ．

表１　２组细胞标志物阳性率比较（ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆｃｅｌｌｍａｒｋｅｒｓｉｎ

ｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ（ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）

组别 ＣＤ４４阳性率 ＣＤ１１ｂ阳性率 ＣＤ４５阳性率

ｒＭＳＣ ９７．３０±１．５１ ０．７１±０．１２ ０．２２±０．０６

ＥＧＦＰＭＳＣ ９８．１０±１．２４ ０．６７±０．１１ ０．３１±０．０７

２．３　ＥＧＦＰｒＭＳＣ诱导分化神经元样细胞
加入诱导剂ｂＦＧＦ和βＭＥ诱导５ｈ后，细胞质

开始向核回缩，胞体变小，７２ｈ后胞体有数个短小突
起和一个较长的突起，呈典型的双极、多极及锥形，

具有较强的折光性。荧光显微镜下可见诱导后细胞

仍产生明亮的绿色荧光，并且与神经元特异性表达

产物抗体 ａｎｔｉＴｕＪ１反应阳性；ＤＡＰＩ细胞核染色可
观测到存活的细胞核被染成蓝色（图 ３）。
２．４　两组神经元样细胞阳性率比较

诱导后分别在５，２４，４８和７２ｈ时间点检测分
化神经元样细胞阳性率，ｒＭＳＣ组分别为（４６．４４±
５．５０）％，（６０．６７±５．１６）％，（４０．４８±４．１０）％和
（２１．５７±３．３７）％；ＥＧＦＰｒＭＳＣ组分别为（５１．１６±
９．０８）％，（６５．０９±８．９７）％，（３７．５９±４．７２）％和
（３０．５５±１．３６）％。２组细胞在各个时间点神经元
样细胞阳性率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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增强型绿色荧光蛋白转染对大鼠骨髓间充质干细胞体外神经元样细胞分化的影响　李亚伟，等

图３　２组ＭＳＣ细胞分化神经元样细胞免疫荧光染色（×４００）。Ａ：ｒＭＳＣ组。诱导后ａｎｔｉＴｕＪ１抗体免疫荧光染色，分化
成神经元样细胞ＴＵＪ１显示阳性（红色）；由于未转染 ＥＧＦＰ，因此不能检测到 ＧＦＰ阳性细胞；Ｂ：ＥＧＦＰｒＭＳＣ组。
诱导后ａｎｔｉＴｕＪ１抗体免疫荧光染色，分化成神经元样细胞ＴＵＪ１显示阳性（红色）；由于ｒＭＳＣ稳定表达ＥＧＦＰ，因
此大部分细胞同时也是ＧＦＰ阳性细胞，２组ＤＡＰＩ染核，呈蓝色。

Ｆｉｇ．３　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｎｅｕｒｏｎｌｉｋｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ（×４００）．Ａ：ｒＭＳＣｇｒｏｕｐ．Ｃｅｌｌｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎ
ｔｏｎｅｕｒｏｎｌｉｋｅｃｅｌｌｓａｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒＴＵＪ１（ｒｅｄ），ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｆｏｒＧＦＰｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；Ｂ：ＥＧＦＰｒＭＳＣｇｒｏｕｐ．Ｃｅｌｌｓｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｏｎｅｕｒｏｎｌｉｋｅｃｅｌｌｓａｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒＴＵＪ１（ｒｅｄ），ａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒＧＦＰｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；ＤＡＰＩｎｕｃｌｅａｒｓｔａｉ
ｎｉｎｇｉｓｂｌｕｅｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．

３　讨　　论

应用ＭＳＣ移植治疗脊髓损伤，通常需要借助细
胞标记来评价其存活、迁徙及分化机制。常用５溴
脱氧尿嘧啶核甘（ＢｒｄＵ）标记法、３Ｈ标记法、菲立磁
（Ｆｅｒｉｄｅｘ）标记法、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记法，
以及Ｙ染色体原位杂交等方法追踪［１０１３］。而 ＥＧＦＰ
标记方法具有稳定持久、对细胞无毒害、检测时方便

快捷不需添加底物及荧光保持时间长，较其它方法

更简便，且有较强特异性，能直接用于活细胞测定等

优势，近年来已逐渐成为一种理想的活细胞实时定

位观察标记方法［１４］。研究［１５］表明：作为 ＧＦＰ的一
个突变体，ＥＧＦＰ产生的荧光强度较 ＧＦＰ提高 ３５
倍，从而大大增强了其作为报告基因的检测灵敏度。

然而，将 ＥＧＦＰ转染 ＭＳＣ的载体选择和 ＥＧＦＰ
细胞毒性是否影响 ＭＳＣ向神经元方向分化尚无明
确结论。目前，常用的ＥＧＦＰ标记干细胞的方式有３
种：质粒载体转染、病毒载体转染和 ＧＦＰ基因动物。
考虑到病毒感染所涉及的安全性隐患［１６１７］及在大鼠

等稍大动物中ＧＦＰ转基因技术尚不成熟的问题［１８］，

本研究选择质粒为载体将 ＥＧＦＰ基因转染 ｒＭＳＣ，同
时应用抗生素筛选来提高质粒转染效率；结果表明

采用脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００［１９］在体外将ＥＧＦＰ基
因成功转染 ｒＭＳＣ和用 Ｇ４１８筛选后，２周左右可获
得稳定表达ＥＧＦＰ的ＭＳＣ，ＥＧＦＰ的表达可以持续１
个月或以上。转染后的细胞在荧光显微镜下发绿色

荧光，呈“全细胞型”，转染率达８０％以上。
ＥＧＦＰ转染 ＭＳＣ后，对 ＭＳＣ的生长增殖特性，

尤其对其横向分化能力是否有影响尚缺乏可靠依

据，本实验发现ＥＧＦＰｒＭＳＣ传代１ｄ后，细胞形态重
新变为长梭形成纤维细胞样，至第３代时，细胞形态
已成为均匀一致的成纤维细胞样，细胞集落呈现典

型的漩涡状生长。同未转染的 ｒＭＳＣ相比，ＥＧＦＰ
ｒＭＳＣ在细胞传代时间、细胞形态及生长特点上基本
一致，表明ＥＧＦＰ基因对ｒＭＳＣ的生长和增殖不受影
响；并且本研究通过流式细胞仪检测验证 ＥＧＦＰ
ｒＭＳＣ仍呈ＣＤ４４（＋），ＣＤ１１ｂ（－），ＣＤ４５（－），从而
证实转染ＥＧＦＰ基因后细胞表面标志物仍符合ｒＭＳＣ
的特点［２０］。
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笔者将转染 ＥＧＦＰ基因的 ｒＭＳＣ与未转染的
ｒＭＳＣ分别在５，２４，４８及７２ｈ不同时间点进行对照
比较，发现２组细胞在体外诱导后均可表达神经元
特异性标志物 ＴｕＪ１［２１］，细胞阳性率差异无统计学
意义，证明转入ＥＧＦＰ基因未影响ｒＭＳＣ在体外向神
经元方向分化。通过荧光显微镜观察，ＥＧＦＰｒＭＳＣ
转染后仍然有 ＥＧＦＰ强阳性表达，证实 ＥＧＦＰ作为
干细胞示踪标记在ＭＳＣ体外诱导分化中的有效性。

ＭＳＣ向神经元分化后细胞的鉴定是另一关注问
题。本研究应用ｂＦＧＦ和βＭＥ作为诱导剂［２２２３］对转

染ＥＧＦＰ基因的ｒＭＳＣ进行体外诱导实验，诱导后的
细胞形态上发生变化，呈典型的双极、多极及锥形，具

有较强的折光性，形态学上与神经元细胞一致，通过

免疫荧光显示诱导后的细胞表达神经元特异性标志

产物 ＴｕＪ１，从而证实 ＥＧＦＰｒＭＳＣ在 ｂＦＧＦ和 βＭＥ
诱导下可以向神经元方向分化。该类细胞具有神经

元细胞形态特征并表达神经元细胞标志物，但是缺乏

具有神经元细胞电生理学特性及神经功能的证据，因

此，笔者将此类细胞称为神经元样细胞。

总之，通过本研究证实ＥＧＦＰ转染未对ＭＳＣ的增
殖、神经元方向分化造成影响，同时证实转染ＥＧＦＰ基
因后的ＭＳＣ细胞表面标志物仍符合ＭＳＣ的特点，未
改变细胞生物学性状和表面标志物，从而为下一步在

ＭＳＣ移植治疗脊髓损伤中，体内追踪和研究其存活、
迁徙、分化机制提供了一个可靠的标记方法。
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