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大鼠骨髓间充质干细胞神经分化过程中哺乳动物雷帕霉素靶蛋白分布的变化及意义

王翠琴，张广宇，彭　越，彭　涛，贾延稢　　（４５００５２郑州，郑州大学第一附属医院神经内科）

　　［摘要］　目的　探讨大鼠骨髓间充质干细胞神经分化过程中哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙ
ｃｉｎ，ｍＴＯＲ）分布的变化及意义。方法　 常规体外培养大鼠ＭＳＣｓ，采用β巯基乙醇诱导ＭＳＣｓ分化为神经细胞。实验分
ＭＳＣｓ空白对照组、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）阴性对照组、β巯基乙醇诱导组、不同浓度雷帕霉素干预组、不同浓度雷帕霉素干
预＋β巯基乙醇诱导组。采用免疫荧光法检测诱导前后 ｍＴＯＲ在细胞内的分布，激光共聚焦显微镜观察照相；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测诱导前后神经细胞相关蛋白和ｍＴＯＲ通路蛋白的表达。结果 　 ①诱导前ｍＴＯＲ主要在 ＭＳＣｓ细胞核内点状
分布，细胞质也有少量的分布；诱导后核内荧光信号减弱，ｍＴＯＲ向细胞质转移。雷帕霉素处理后，随着雷帕霉素浓度的提
高（１０～３０μｍｏｌ／Ｌ），ｍＴＯＲ向细胞质转移越明显。雷帕霉素浓度超过５０μｍｏｌ／Ｌ后，细胞形态变圆，部分细胞脱壁，死亡
率显著增加（Ｐ＜０．０５）。②β巯基乙醇可诱导骨髓间充质干细胞分化为神经细胞，诱导后神经细胞Ｔａｕ蛋白、ＭＡＰ２蛋白
表达显著增加。雷帕霉素（１０～３０μｍｏｌ／Ｌ）干预后，随着雷帕霉素浓度（１０～２０μｍｏｌ／Ｌ）的提高，Ｔａｕ蛋白、ＭＡＰ２蛋白表
达逐渐增加，３０μｍｏｌ／Ｌ时Ｔａｕ蛋白、ＭＡＰ２蛋白表达下降（Ｐ＜０．０５）。③Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果提示，诱导前后总ｍＴＯＲ表
达不变；磷酸化ｍＴＯＲ、磷酸化ｐ７０Ｓ６Ｋ、磷酸化４ＥＢＰ１诱导后较诱导前表达下降（Ｐ＜０．０５），雷帕霉素干预后下调更加显
著（Ｐ＜０．０５）。结论　 ｍＴＯＲ在ＭＳＣｓ神经分化过程中由细胞核内向细胞质转移，活性下降，表达下调，提示 ｍＴＯＲ在
ＭＳＣｓ神经分化过程中可能发挥了重要作用。
　　［关键词］　 骨髓间充质干细胞；诱导；神经细胞；ｍＴＯＲ；雷帕霉素
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ＭＡＰ２ｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０５）．（３）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｏｔａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
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　　雷帕霉素靶蛋白 （ｔａｅｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＴＯＲ）是近
年来发现的一类进化上非常保守的蛋白激酶家族，广

泛存在于各种生物细胞中。哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）是一种丝氨
酸苏氨酸激酶，可调节细胞生长、增殖及一些细胞内
活动，如ｍＲＮＡ转录及翻译、自噬及细胞骨架再组装。
骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是
一种具有多向分化潜能的干细胞，在特定条件下可向

神经细胞分化［１］，但具体机制尚不清楚。有研究表明

在帕金森病的治疗中，移植自体已分化 ＭＳＣｓ取代多
巴胺能神经元是一种安全有效的细胞疗法［２］。ｍＴＯＲ
在骨髓间充质干细胞中是否表达，在骨髓间充质干细

胞向神经细胞分化过程中 ｍＴＯＲ细胞内分布及表达
是否会发生变化，目前尚无定论。本研究通过体外诱

导大鼠 ＭＳＣｓ向神经细胞分化，观察 ｍＴＯＲ在此分化
过程中分布及表达的变化，并初步探讨其机制。

１　材料与方法

１．１　细胞来源
　　 ＭＳＣｓ由ＳＰＦ级Ｗｉｓｔａｒ大鼠股骨中分离提取，连续传１０代
以上，液氮冻存，实验前常规复苏。其中ＳＰＦ级Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雌
雄不限，体质量１５０～２００ｇ，由河南省实验动物中心提供，许可
证号：ＳＣＸＫ（豫）２００５０００１。

１．２　主要试剂
　　ＤＭＥＭ液体培养基、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ｍＴＯＲ、
ｐｍＴＯＲ、磷酸化ｐ７０Ｓ６Ｋ（ｐｐ７０Ｓ６Ｋ）、磷酸化４ＥＢＰ１（ｐ４ＥＢＰ１）
兔抗单克隆抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；Ｔａｕ、ＭＡＰ２、ＧＦＡＰ
兔抗多克隆抗体均购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ；Ｃｙ３标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）购自上海碧云天公司；雷帕霉素、多聚赖氨酸、噻唑蓝
（ＭＴＴ）均购自Ｓｉｇｍａ公司；其他生化试剂均为进口分装或国产
分析纯。

１．３　主要方法
１．３．１　细胞培养及实验分组　　实验分５组：ＭＳＣｓ空白对照
组、诱导组、不同浓度雷帕霉素干预组、不同浓度雷帕霉素干预＋
诱导组、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）阴性对照组，雷帕霉素分３个浓度
梯度：１０、２０、３０μｍｏｌ／Ｌ。常规体外培养大鼠 ＭＳＣｓ，按照５×
１０４／孔比例接种于２４孔细胞培养板，置于３７℃、５％ＣＯ２培养

箱内培养。待细胞密度达７０％ ～８０％加入不同浓度的雷帕霉
素处理液（１０～３０μｍｏｌ／Ｌ），且每组处理液 ＤＭＳＯ浓度均低于
０．１％，作用２４ｈ。
１．３．２　体外诱导 ＭＳＣｓ分化为神经细胞　　取相应组细胞进
行诱导实验。ＤＭＥＭ完全培养基，ＤＨａｎｋ’ｓ液清洗３次，加入
预诱导液（ＤＭＥＭ培养基 ＋１０％胎牛血清 ＋１ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基
乙醇）置于３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养２４ｈ。预诱导后，加入诱
导液（ＤＭＥＭ培养基，５～１０ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇），３７℃、５％
ＣＯ２条件下培养５ｈ。
１．３．３　细胞存活率检测　　采取四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色
法，检测各组细胞存活率［３］。

１．３．４　免疫细胞化学染色法　　将各组细胞用 ＰＢＳ液洗过
后，４％多聚甲醛溶液４℃固定过夜，含０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的洗
液洗涤３次，每次５ｍｉｎ，并用封闭液封闭１ｈ，然后用ｍＴＯＲ抗
体（抗体滴度 １∶１００）４℃孵育过夜。用含０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００
的洗液洗涤３次，用Ｃｙ３标记山羊抗兔ＩｇＧ（１∶２００）在室温下进
行染色标记，ＤＡＰＩ复染，荧光显微镜下观察。
１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　分别收集各组细胞，充分裂解细胞，离
心保留上清，－８０℃贮存备用，以ＢＣＡ法测定总蛋白浓度。采
用ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，电泳结束后取出凝胶转移至同等大小的硝
酸纤维素膜上。转移后的硝酸纤维素膜置于封闭液（含５％脱
脂奶粉的 ＴＢＳＴ溶液）４℃过夜，加入兔抗 ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ、
ｐｐ７０Ｓ６Ｋ、ｐ４ＥＢＰ１单克隆抗体（１∶１０００），４℃过夜，ＴＢＳＴ漂
洗１０ｍｉｎ×３次；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）联抗兔ＩｇＧ（１∶３０００），
室温处理２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗１０ｍｉｎ×３次；ＥＣＬ显色液中反应，曝
光至条带清晰。

１．４　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件。数据均以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比
较采用单因素方差分析，组间两两比较采用最小显著性差异

（ＬＳＤ法）。

２　结果

２．１　β巯基乙醇体外可诱导ＭＳＣｓ分化为神经细胞
　　诱导２ｈ后少数 ＭＳＣｓ开始发生神经元样改变，胞体收缩
变圆，伸出细长突起；诱导５ｈ后，多数细胞发生神经元样改变，
胞体收缩变圆或呈锥形，伸出细长突起，交织成网。

２．２　不同浓度雷帕霉素处理后 ｍＴＯＲ在细胞内分布
的变化

２．２．１　ＭＴＴ检测细胞存活率　　诱导后较诱导前细胞存活率
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略下降，雷帕霉素处理后，诱导前，雷帕霉素１０μｍｏｌ／Ｌ较雷帕
霉素未处理前细胞存活率略高，随着雷帕霉素浓度（２０～
５０μｍｏｌ／Ｌ）的提高，细胞存活率逐渐下降，当雷帕霉素浓度超
过５０μｍｏｌ／Ｌ时，大部分细胞脱壁死亡，细胞存活率明显下降，
因此本实验雷帕霉素浓度采用１０～３０μｍｏｌ／Ｌ；诱导后，细胞存
活率均较诱导前下降，且随着雷帕霉素浓度（１０～５０μｍｏｌ／Ｌ）
的提高，细胞存活率下降越明显。见表１。

表１　β巯基乙醇诱导ＭＳＣｓ前后不同浓度雷帕霉素处理后各组
细胞存活率比较（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

时间 ０μｍｏｌ／Ｌ １０μｍｏｌ／Ｌ ２０μｍｏｌ／Ｌ ３０μｍｏｌ／Ｌ ５０μｍｏｌ／Ｌ

诱导前 ９５．７２±０．４１ｂｃｄ９６．５４±０．２５ａｃｄ９０．９６±０．４３ａｂｄ７８．８８±０．４０ａｂｃ２８．０６±０．８２ａｂｃｄ

诱导后 ８９．５２±０．４０ｂｃｄ９０．３２±０．４３ａｃｄ８８．６２±０．４１ａｂｄ６９．５２±０．４０ａｂｃ１０．６２±０．３６ａｂｃｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，与 ０μｍｏｌ／Ｌ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 １０μｍｏｌ／Ｌ比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，与２０μｍｏｌ／Ｌ比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与３０μｍｏｌ／Ｌ比较

２．２．２　细胞形态学变化　　正常ＭＳＣｓ细胞呈长梭形，细胞形
态较均匀，雷帕霉素处理后，随着雷帕霉素浓度（１０～３０μｍｏｌ／Ｌ）
的提高，细胞形态变化不明显。当雷帕霉素浓度超过

５０μｍｏｌ／Ｌ后，细胞形态变圆，细胞脱壁明显，死亡率显著增加。
β巯基乙醇体外诱导 ＭＳＣｓ过程中，随着雷帕霉素浓度（１０～
２０μｍｏｌ／Ｌ）的提高，神经元样改变越明显，雷帕霉素浓度超过
３０μｍｏｌ／Ｌ时，神经诱导效率下降。见图１。
２．２．３　免疫细胞化学法检测结果
２．２．３．１　Ｔａｕ和ＭＡＰ２的表达　　诱导前神经元标志物 Ｔａｕ
和ＭＡＰ２基本不表达，β巯基乙醇诱导后５ｈ，神经元标志物
Ｔａｕ和ＭＡＰ２表达明显，雷帕霉素处理后，随着雷帕霉素浓度
（１０～２０μｍｏｌ／Ｌ）的提高，Ｔａｕ和ＭＡＰ２表达逐渐增加，当雷帕
霉素浓度超过 ３０μｍｏｌ／Ｌ时，Ｔａｕ和 ＭＡＰ２表达下降，各组
ＧＦＡＰ表达率均小于１％，无显著差异。见图２。
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１：雷帕霉素 ０μｍｏｌ／Ｌ；２：雷帕霉素 １０μｍｏｌ／Ｌ；３：雷帕霉素
２０μｍｏｌ／Ｌ；４：雷帕霉素３０μｍｏｌ／Ｌ

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测β巯基乙醇诱导ＭＳＣｓ前后不同浓度雷帕霉素
处理后各组细胞Ｔａｕ蛋白和ＭＡＰ２蛋白表达

２．２．３．２　ｍＴＯＲ在细胞内的分布　　诱导前，ｍＴＯＲ呈核内强
荧光信号，且点状聚集，细胞质亦有少量分布，分布均匀（图

３Ａ）；β巯基乙醇诱导后５ｈ，核内高荧光信号减弱（图３Ｂ），点
状聚集不明显，细胞质荧光信号较诱导前增加。雷帕霉素处理

后，诱导前，雷帕霉素（１０μｍｏｌ／Ｌ）组ｍＴＯＲ在核内呈点状荧光
信号聚集，但较未用雷帕霉素处理组其核内点状荧光信号强度

减弱，极少部分细胞核内点状强荧光信号消失（图４Ａ）；雷帕霉
素（２０μｍｏｌ／Ｌ）组 ｍＴＯＲ核内点状荧光信号强度较雷帕霉素
（１０μｍｏｌ／Ｌ）组弱，部分细胞核内点状荧光信号消失（图４Ｂ）；
雷帕霉素（３０μｍｏｌ／Ｌ）组ｍＴＯＲ在极少数细胞中有核内点状荧
光信号聚集，大部分细胞核内强荧光信号消失（图４Ｃ）。β巯
基乙醇诱导后５ｈ，雷帕霉素（１０μｍｏｌ／Ｌ）组 ｍＴＯＲ在部分细胞
中可见核内点状荧光信号，但较诱导前弱，细胞质荧光信号增

强（图４Ｄ）；雷帕霉素（２０μｍｏｌ／Ｌ）组ｍＴＯＲ在极少数细胞核内
可见弱的点状荧光信号，大多数细胞核内点状荧光信号消失

（图４Ｅ）；雷帕霉素（３０μｍｏｌ／Ｌ）组细胞均未见核内点状荧光信
号出现（图４Ｆ）。
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Ａ、Ｄ：１０μｍｏｌ／Ｌ；Ｂ、Ｅ：２０μｍｏｌ／Ｌ；Ｃ、Ｆ：３０μｍｏｌ／Ｌ
图１　β巯基乙醇诱导ＭＳＣｓ不同浓度雷帕霉素处理后细胞Ｔａｕ（Ａ～Ｃ）和ＭＡＰ２（Ｄ～Ｆ）表达　（荧光显微镜 ×２００）
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Ａ：诱导前；Ｂ：诱导后５ｈ
图３　β巯基乙醇诱导ＭＳＣｓ前后ｍＴＯＲ在细胞内的分布

（荧光显微镜×２００）

２．３　ｍＴＯＲ及其下游底物表达的变化
　　诱导前，随着雷帕霉素浓度由１０～３０μｍｏｌ／Ｌ不断提高，
ｐｍＴＯＲ表达量不断下降，β巯基乙醇诱导后５ｈ，ｐｍＴＯＲ表达
量较诱导前下降，并且随着雷帕霉素浓度由１０～３０μｍｏｌ／Ｌ不
断提高，ｐｍＴＯＲ表达量较雷帕霉素未处理组下降越明显，诱导
前后总ｍＴＯＲ表达量不变。ｐｐ７０Ｓ６Ｋ、ｐ４ＥＢＰ１诱导后较诱导
前表达量下降；雷帕霉素１０μｍｏｌ／Ｌ处理后，ｐｐ７０Ｓ６Ｋ、ｐ４ＥＢＰ１
表达量下降，诱导后其表达量下降更明显。见图５、６。
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１：雷帕霉素 ０μｍｏｌ／Ｌ；２：雷帕霉素 １０μｍｏｌ／Ｌ；３：雷帕霉素
２０μｍｏｌ／Ｌ；４：雷帕霉素３０μｍｏｌ／Ｌ

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测β巯基乙醇诱导ＭＳＣｓ前后不同浓度雷帕霉素
处理后ｍＴＯＲ和ｐｍＴＯＲ蛋白的表达
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１：未诱导组（空白对照组）；２：β巯基乙醇诱导后５ｈ组；３：未诱导＋
雷帕霉素处理组；４：β巯基乙醇诱导后５ｈ＋雷帕霉素处理组
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测β巯基乙醇诱导５ｈＭＳＣｓ前后雷帕霉素

１０μｍｏｌ／Ｌ处理组ｐｐ７０Ｓ６Ｋ和ｐ４ＥＢＰ１蛋白的表达

３　讨论

　　Ｋｉｍ等［３］在人胚肾２９３细胞系及猴的肾上皮 ＣＶ１
细胞系的研究中发现，ｍＴＯＲ是个核穿梭蛋白，能与其
他核转运蛋白结合，从而转移分布的位置，其穿梭可能

与雷帕霉素敏感的 ｍＴＯＲ信号途径及蛋白起始翻译
有关。在对鼠纤维母细胞的研究中发现，正常情况下

ｍＴＯＲ主要分布在线粒体，电离辐射可使 ｍＴＯＲ由线
粒体向细胞核转移［４］。此后，又有多项研究表明

ｍＴＯＲ在一定条件下可进行核穿梭［５－８］。本研究免疫

细胞化学法结果表明：β巯基乙醇诱导前，ｍＴＯＲ主要
在核内点状高信号分布，诱导后，ｍＴＯＲ核内分布减弱。
雷帕霉素处理后，随着雷帕霉素浓度１０～３０μｍｏｌ／Ｌ的
提高，核内信号减弱越明显，提示在 ＭＳＣｓ神经分化过
程中ｍＴＯＲ可能发生了核转移。
　　ｍＴＯＲ在调控神经分化及突触可塑性过程中发挥
重要作用［９］，树突及轴突的生长乃至于突触的发生都
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Ａ、Ｄ：雷帕霉素１０μｍｏｌ／Ｌ；Ｂ、Ｅ：雷帕霉素２０μｍｏｌ／Ｌ；Ｃ、Ｆ：雷帕霉素３０μｍｏｌ／Ｌ；Ａ～Ｃ：诱导前；Ｄ～Ｆ：β巯基乙醇诱导后５ｈ
图４　β巯基乙醇诱导ＭＳＣｓ前后不同浓度雷帕霉素处理后ｍＴＯＲ在细胞内的分布及表达　（荧光显微镜 ×２００）
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依赖于适当的 ｍＴＯＲ活性［１０］。神经分化过程中

ｍＴＯＲ活性下降，应用雷帕霉素不利于神经细胞分化，
并可减少神经突起的分支、细胞大小及神经元标志物

的免疫活性［１１］。在炎症［１２］及严重脊髓损伤［１３］时，增

加ｍＴＯＲ活性可显示明显的神经保护作用及促进轴
突生长。然而，过高的 ｍＴＯＲ活性可影响神经元的形
态及功能［１０］。在某些神经变性性疾病治疗过程中，雷

帕霉素可通过降低正常神经细胞 ｍＴＯＲ活性达到缓
解疾病病程的目的［１４］。本研究显示，诱导后，ｐｍＴＯＲ
表达减少，ｍＴＯＲ活性下降，神经元标志物 Ｔａｕ和
ＭＡＰ２表达明显，雷帕霉素处理后，随着浓度由１０～
２０μｍｏｌ／Ｌ逐渐提高，ｐｍＴＯＲ表达量逐渐减少，ｍＴＯＲ
活性逐渐下降，神经元标志物Ｔａｕ和 ＭＡＰ２表达逐渐
增加，当雷帕霉素浓度达到 ３０μｍｏｌ／Ｌ时，Ｔａｕ和
ＭＡＰ２表达下降，提示适当的ｍＴＯＲ活性可能在ＭＳＣｓ
向神经细胞分化过程中发挥重要作用。

　　氨基酸、胰岛素、生长因子可激活 ｍＴＯＲ信号通
路 ［１５］，ｍＴＯＲ被激活后转化为其活化形式 ｐｍＴＯＲ、
ｐｍＴＯＲ可直接反应 ｍＴＯＲ活性。ｍＴＯＲ主要通过两
条磷酸化作用途径对蛋白质合成进行调控［１０］。一条

途径是激活Ｓ６激酶（Ｓ６Ｋ），ｍＴＯＲ磷酸化并激活 Ｓ６Ｋ
蛋白激酶使核糖体蛋白Ｓ６磷酸化并驱动５′ＴＯＰ（５′末
端寡聚嘧啶）ｍＲＮＡ的翻译，ｍＴＯＲ可正调控５′ＴＯＰ转
录产物编码核糖体蛋白和翻译延长因子，从而促进核

糖体生物合成和翻译延长。另一条途径是失活翻译抑

制剂４ＥＢＰ１（真核细胞４Ｅ结合蛋白１），４ＥＢＰ１是翻译
起始因子ｅｌＦ４Ｅ的抑制剂，与 ｅｌＦ４Ｅ结合可引起主要
翻译途径５′帽状结构的 ｍＲＮＡ翻译停止，ｍＴＯＲ可磷
酸化 ４ＥＢＰ１，释放 ｅｌＦ４Ｅ，允许翻译开始。Ｓ６Ｋ及
４ＥＢＰ１的磷酸化程度可间接反映 ｍＴＯＲ的活性［１６］。

本研究中 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明：诱导后较诱导
前ｐｍＴＯＲ表达下降，通过不同浓度的雷帕霉素改变
ｍＴＯＲ活性，ｐｍＴＯＲ、ｐｐ７０Ｓ６Ｋ及 ｐ４ＥＢＰ１均发生了
相应的变化，这也提示了 ＭＳＣｓ向神经细胞分化过程
中ｍＴＯＲ活性下降。
　　综上所述，本研究发现 ｍＴＯＲ在 ＭＳＣｓ向神经分
化过程中由细胞核内向细胞质转移，活性下降，表达下

调，且改变ｍＴＯＲ活性可影响ＭＳＣｓ向神经细胞分化，
提示ｍＴＯＲ在ＭＳＣｓ神经分化过程中可能发挥了重要
作用。
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