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体外树突状细胞通过ＮＴ３上调ＰＥＲＫ１／２的表达促进神经干／祖细胞分化
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　　［摘要］　目的　观察树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）对神经干／祖细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ／ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＮＳＰＣｓ）分化的
影响，探讨神经营养素３（Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ３，ＮＴ３）在ＤＣｓ调控 ＮＳＰＣｓ分化中可能的作用机制。方法　 实验共设５组，分别
为ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组、ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组和ＤＣｓ组。共培养２４、４８、７２ｈ后，ＥＬＩＳＡ法检测各
组上清液中ＮＴ３含量；７ｄ后荧光免疫细胞化学法检测各组 ＮＳＰＣｓ分化情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＮＳＰＣｓ磷酸化的细
胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ１／２）表达。结果　 ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组上清液中 ＮＴ３含量较
ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组和 ＤＣｓ显著升高（Ｐ＜０．０５）。ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组和 ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组 βｔｕｂｕｌｉｎⅢ阳性细胞
数较ＮＳＰＣｓ组和ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组显著增高（Ｐ＜０．０５），而ＮＳＰＣｓ组和ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组ＧＦＡＰ阳性细胞较
ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组和ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组显著增高（Ｐ＜０．０５）。ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组和 ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组 ＮＳＰＣｓ中的 ｐＥＲＫ１／２的表达
较其余两组增高（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＮＳＰＣｓ与ＤＣｓ共培养能显著促进ＮＳＰＣｓ分化为神经元，可能与共培养后ＮＴ３表达
量增高，通过其特异性受体ＴｒｋＣ激活下游信号通路ＭＥＫＥＲＫ有关。
　　［关键词］　 干细胞；树突状细胞；共培养；分化；ＮＴ３
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　　神经干／祖细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ／ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，
ＮＳＰＣｓ）具有自我更新能力和多向分化潜能，对疾病和
损伤具有反应能力。但 ＮＳＰＣｓ的存活、增殖及分化调
控问题一直是研究及应用 ＮＳＰＣｓ的瓶颈。研究［１－３］

发现体外神经营养因子 ＢＤＮＦ和／或 ＮＴ３能调控
ＮＳＰＣｓ的存活、增殖和分化。虽然研究［３］发现体外培

养过程中ＮＳＰＣｓ能分泌一些ＢＤＮＦ、ＮＴ３、ＮＧＦ等神经
营养因子，但分泌的内源性神经营养因子难于维持自

身的存活、增殖。有研究［４］通过基因干预、共培养等

方法促使ＮＳＰＣｓ过表达内源性神经营养因子，以调控
ＮＳＰＣｓ更新能力和多向分化潜能，取得预期效果。树
突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）具有神经保护作用，移
植体内能激活内源性 ＮＳＰＣｓ增殖并促进脊髓损伤的
恢复［５］。本课题组前期体外实验［６］进行树突状细胞

与ＮＳＰＣｓ共培养，发现共培养上清液中检测到神经营养
因子ＮＴ３含量比其他实验组显著增高，且观察到神经
球数量增多，平均直径明显增大。体内两种细胞联合移

植促进脊髓损伤修复，且观察到ＮＴ３表达增加［７］。根

据这个现象，本研究在 ＤＣｓ与 ＮＳＰＣｓ共培养条件下进
一步观察ＮＳＰＣｓ分化的情况，检测共培养体系总ＮＴ３
表达变化，探讨ＮＴ３在ＤＣｓ调控ＮＳＰＣｓ中可能的作用
机制，为调控ＮＳＰＣｓ修复脊髓损伤提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　骨髓源性ＤＣｓ的原代培养
　　参照 Ｈａｕｂｅｎ等［８］的方法培养诱导 ＳＤ大鼠胫骨骨髓来源
的ＤＣｓ，传代２次后收集备用。

１．２　ＮＳＰＣｓ原代培养
　　ＮＳＰＣｓ来源于普通ＳＤ新生大鼠（１～３ｄ）全脑，参照Ｍｉｓｔｒｙ
等［９］的培养方法，传代培养１次后收集上清，制备细胞悬液备用。

１．３　ＮＳＰＣｓ与ＤＣｓ共培养
　　共分 ４个实验组，每组重复实验 ６次。①空白对照组
（ＮＳＰＣｓ组）：培养第２代ＮＳＰＣｓ离心收集消化后，更换培养液。
取２ｍｌＮＳＰＣｓ（１×１０５／ｍｌ）滴加在１２孔培养板上（孔内盖玻片
用０．１％多聚赖氨酸包被），第 ３天半量换液。②实验组
（ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组）：收集纯化培养７ｄ后的 ＤＣｓ，使细胞浓度维
持在１×１０６／ｍｌ，取１ｍｌ滴加在１２孔培养板 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养
体系中（上室）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，德国），下室滴加１ｍｌ１×１０５／ｍｌ
第２代ＮＳＰＣｓ（上下室接种密度比为１０∶１）进行分隔培养。③
ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组：方法同ＮＳＰＣｓ组，在培养孔中加入１μｇＮＴ３。

④ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组：方法同ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组，在培养孔中
加入２００μｇ抗ＮＴ３（兔抗大鼠多克隆抗体ＡＢｃａｍ，ＵＫ）。共培
养３ｄ后换液，第７天倒置显微镜下观察 ＮＳＰＣｓ形态，收集细
胞备用。⑤ＤＣｓ组：培养第 ２代 ＤＣｓ，收集离心，取 ２ｍｌＤＣｓ
（１×１０６／ｍｌ），滴加在１２孔培养板。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测各组神经营养因子浓度
　　共培养２４、４８、７２ｈ后，分别检测５组培养液上清营养因子
ＮＴ３浓度。取上清及不同浓度标准品（１００μｌ／孔）滴入相应孔
内，３７℃孵育箱孵９０ｍｉｎ；洗板５次，加入生物素化抗体工作液
（１００μｌ／孔），３７℃孵育箱孵６０ｍｉｎ，洗板４次；加入酶结合物
工作液（１００μｌ／孔），避光３７℃孵育箱孵育２０ｍｉｎ；加入终止液
（１００μｌ／孔）混匀，用酶标仪（主波长４５０ｎｍ，辅助波长６３０ｎｍ）
测量光密度值［Ｄ（４５０）］。

１．５　荧光免疫细胞化学技术
　　取共培养 ７ｄ后 ＮＳＰＣｓ盖玻片，４％多聚甲醛固定 １５～
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００细胞打孔１５ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗３次，加１％ ＢＳＡ牛血清白蛋白封闭１５～３０ｍｉｎ，加入一抗：
兔抗β微管蛋白３（βｔｕｂｕｌｉｎⅢ）多克隆（１∶２００，ＡｂｃａｍＣａｍ
ｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ）／鸡抗ＧＦＡＰ多克隆（１∶２００，ＡｂｃａｍＣａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ），
４℃过夜，３７℃复温 ２ｈ，ＰＢＳ洗 ３次，加二抗：羊抗兔 Ｆｉｔｉｃ
（１∶３００，碧云天，江苏）／小鼠抗鸡 ＣＹ３（１∶３００，碧云天，江苏），
３７℃ 复温２ｈ，ＰＢＳ洗３次，Ｈｏｃｈｅｓｔ（碧云天，江苏）避光染核
３～５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次后，中性树胶封片。在荧光显微镜下
（Ｌｅｉｃａ，德国）每个实验组随机读取４～６个视野，计算 ＧＦＡＰ、
βｔｕｂｕｌｉｎⅢ阳性细胞，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像处理软件分
析荧光表达面积（荧光值范围７０～２５０）。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　收集各组ＮＳＰＣｓ细胞后，细胞裂解液（碧云天，江苏）提取
总蛋白，考马斯亮蓝比色法测定蛋白含量，上样量为８０μｇ，蛋
白进行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，ＰＶＤＦ转膜，５％脱脂奶粉室
温封闭２ｈ；加入一抗：兔抗 ｐＥＲＫ１／２（１∶２０００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司），ＧＡＰＤＨ（１∶１０００，北京中杉金桥），４℃过夜，二抗为辣根
过氧化物酶标记山羊抗兔。ＥＣＬｉｐｓｅ发光剂３～５ｍｉｎ曝光、显
影、定影。数码成像分析系统进行结果分析。

１．７　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，ＥＬＩＳＡ结果
采用多因素重复测量方差分析，荧光免疫细胞化学结果采用单

因素方差分析。

２　结果

２．１　ＥＬＩＳＡ检测
　　ＥＬＩＳＡ检测各实验组２４、４８、７２ｈ培养上清液中神经营养
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因子ＮＴ３浓度显示：ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组３个时
间点ＮＴ３浓度没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组ＮＴ３
浓度２４ｈ开始上升，４８ｈ后开始逐步下降。ＤＣｓ组上清 ＮＴ３
含量持续增高。ＤＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组３个时间点 ＮＴ３的浓
度较ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组相应时间点显著增高
（Ｐ＜０．０５），ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组 ＮＴ３的浓度维持在（３５．２５±
０８２）ｐｇ／ｍｌ。见图１。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＳＰＣｓ组及ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组比较
图１　共培养２４、４８、７２ｈ后各组培养上清液中ＮＴ３的表达

２．２　免疫细胞化学检测
　　分化培养７ｄ后，倒置荧光显微镜下每孔随机选５个视野
中的细胞总数进行计算统计。激光共聚焦显微镜观察到

ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组、ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组βｔｕｂｕｌｉｎⅢ阳性细胞轴突明显
且相互交错（图２），ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组 βｔｕｂｕ
ｌｉｎⅢ阳性细胞少且未见轴突生长。ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组、ＮＳＰＣｓ＋
ＮＴ３组神经元荧光值比其他两组显著增高（Ｐ＜０．０５，表１）。
ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组星形胶质细胞核小，胞突分
支多，相互交错（图３）。ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组星
形胶质细胞荧光值较ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组、ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组显著增高
（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　各组共培养后ＮＳＰＣｓ分化为神经元和星形胶质细胞荧光值
（ＡＵ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别　　　　　 神经元细胞 星形胶质细胞

ＮＳＰＣｓ组 ２３．６１±２．８３ ８９．８６±３．２４
ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组 ７３．５８±３．０８ａ ３２．６５±４．３６ａ

ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组 ６８．９６±４．７８ａ ２５．３７±４．８１ａ

ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组 １２．０４±３．５７ ９１．４５±５．８５

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＳＰＣｓ及ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组比较

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　共培养７２ｈ后，ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组、ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组 ＮＳＰＣｓ中
ｐＥＲＫ１／２蛋白表达量明显高于另２组（Ｐ＜０．０５），磷酸化的细
胞外调节蛋白激酶（ｐＥＲＫ１／２）的表达量（条带灰度值）与内参
（ＧＡＰＤＨ）表达量的比值之间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表
明在共培养体系中随着 ＮＴ３量的增加，其下游信号通路蛋白
激酶ｐＥＲＫ１／２在ＮＳＰＣｓ的表达也升高，中和培养体系的ＮＴ３
（ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组）后，ｐＥＲＫ１／２磷酸化水平明显下调
（图４）。
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图２　诱导分化７ｄ后激光共聚焦显微镜观察各组神经元分化情况
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图３　诱导分化７ｄ后激光共聚焦显微镜观察各组星形胶质细胞分化情况
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１：ＮＳＰＣｓ组；２：ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组；３：ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组；４：ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋
抗ＮＴ３组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＮＳＰＣｓ及
ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＮＳＰＣｓ的磷酸化ＥＲＫ１／２的表达

３　讨论

　　神经营养因子是如今已知调控中枢神经系统神经
元生物学最著名的生长因子，还调控部分祖细胞的发

育［１０］。研究［１１－１３］证明神经营养因子在移植的神经干

细胞的存活、增殖和向神经元分化过程中发挥重要作

用。ＮＳＰＣｓ通过自分泌或旁分泌 ＢＤＮＦ／ＮＴ３来激活
其特异性受体 ＴｒｋＢ／ＴｒｋＣ促进自身的存活和分化［３］。

但有研究发现神经干细胞移植到非神经发生区域的神

经系统内将难以存活。体外实验［１３－１４］发现大部分体

外培养的神经干细胞优先分化为神经胶质细胞。仅靠

自身分泌的神经营养因子 ＮＳＰＣｓ难于维持自身的存
活、增殖及向神经元分化。Ｃａｌｄｗｅｌｌ等［１５－１７］通过添加

一些生长因子来诱导神经干细胞存活、增殖和分化为

神经元，研究取得了一定的成果，发现在祖细胞分化期

间，结合生长因子（ＥＧＦ和 ＦＧＦ２）使用，可以使神经
元分化增加８％～６０％，ＮＴ３、ＮＴ４和血小板源性生长
因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）在促进神经
元存活上最有效。有学者发现未成熟 ＤＣｓ能自身分
泌ＮＧＦ、ＢＤＮＦ、ＮＴ３等多种神经营养因子，同时作为
抗原提呈细胞，在吞噬抗原活化成熟的过程中，能进一

步释放神经营养因子［１８］。本课题组前期将 ＤＣｓ和
ＮＳＰＣｓ按照不同浓度比共培养，发现当 ＤＣｓ与 ＮＳＰＣｓ
按１０∶１共培养时，ＮＳＰＣｓ增殖效率最高。本研究将
ＤＣｓ和ＮＳＰＣｓ按１０∶１共培养，分别在２４、４８、７２ｈ检测
培养基上清中神经营养因子的分泌情况，发现共培养

２４ｈ后 ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组 ＮＴ３浓度开始增高，４８ｈ达到

高峰，证实 ＮＳＰＣｓ与 ＤＣｓ共培养后有助于 ＮＴ３的分
泌。这一生物效应可能是共培养后ＤＣｓ自身分泌ＮＴ３
促进ＮＳＰＣｓ分泌内源性神经营养因子，也可能是两种
细胞相互作用的结果，有待进一步研究。

　　课题组前期实验［６］已证实 ＤＣｓ体外能够促进
ＮＳＰＣｓ的增殖，为了检测共培养体系下 ＤＣｓ对 ＮＳＰＣｓ
的促分化作用，我们进行荧光免疫细胞化学染色，结果

发现：ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组 βｔｕｂｕｌｉｎⅢ
阳性细胞减少、细胞核小、轴突短；ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组、
ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组 βｔｕｂｕｌｉｎⅢ阳性细胞数量多、细胞核
大、轴突生长良好，相互交错。而 ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／
ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组 ＧＦＡＰ阳性细胞数量多，体积大，胶
质原纤维少，细胞核染色浅，胞突分支多而短曲；

ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组 ＧＦＡＰ阳性细胞数量
少，体积小。证明培养上清中富含 ＮＴ３的 ＮＳＰＣｓ＋
ＮＴ３组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组，有利于 ＮＳＰＣｓ向神经元分化
和轴突的形成，同时抑制星形胶质细胞的产生。而缺

乏ＮＴ３的 ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３组的结果
正好相反，减少神经元生成减少，且神经元轴突少、短。

ＮＴ３不仅有利于ＮＳＰＣｓ向神经元分化和轴突生成，同
时抑制神经胶质细胞生成。与已有的研究［４，１９－２０，２４－２５］

结果一致。由此推测，ＮＳＰＣｓ与 ＤＣｓ共培养时通过过
表达ＮＴ３，促进ＮＳＰＣｓ分化为神经元，同时抑制星形
胶质细胞的形成。

　　研究［３］表明新分离的ＮＳＰＣｓ表达膜受体蛋白Ｔｒｋ
是对其自身分泌神经营养因子的一种反应。本课题组

前期试验［６］发现ＮＳＰＣｓ与ＤＣｓ共培养后，ＮＳＰＣｓ表面
特异性受体蛋白 ＴｒｋＣ的含量较对照组显著增高。细
胞外调节蛋白激酶 １／２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ１／２）是广泛存在于真核细胞内一类丝氨
酸／苏氨酸蛋白激酶，属于丝裂原活化蛋白激酶
（ｍｉｔｏｇｅｒｒａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）的家族成员。
从信号转导角度分析，活化后的 ＥＲＫ１／２（ｐＥＲＫ１／２）
作用于细胞质或者细胞核内底物蛋白，引起特异性蛋

白表达或活化，调控细胞的增殖、分化、凋亡。研

究［２１－２３］表明 Ｓｈｐ２ＭＥＫＥＲＫＣ／ＥＢＰ信号通路促进神
经发生的同时，抑制星形胶质细胞的形成。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测显示 ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ组、ＮＳＰＣｓ＋ＮＴ３组 ｐＥＲＫ１／２
蛋白表达量明显高于ＮＳＰＣｓ组、ＮＳＰＣｓ／ＤＣｓ＋抗ＮＴ３
组（Ｐ＜０．０５，图３）。说明共培养体系中随着 ＮＴ３量
的增加，其下游信号通路激酶 ｐＥＲＫ１／２在 ＮＳＰＣｓ的
表达逐渐升高，从而进一步提示 ＮＴ３可能在 ＤＣｓ诱
导ＮＳＰＣｓ向神经元分化和抑制星形胶质细胞生成过
程中起重要作用。这一实验结果与荧光免疫细胞化学

结果相一致。由此可推测 ＮＳＰＣｓ与 ＤＣｓ共培养通过
ＮＴ３及特异性受体蛋白 ＴｒｋＣ激活下游 ＭＥＫＥＲＫ信
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号通路促进 ＮＳＰＣ向神经元分化，并抑制星形胶质细
胞形成。

　　本研究通过建立共培养体系观察ＤＣｓ对ＮＳＰＣｓ分
化的影响，结果提示ＤＣｓ与ＮＳＰＣｓ共培养时ＮＴ３表达
量增高，通过ＮＴ３激活ＭＥＫＥＲＫ信号通路诱导ＮＳＰＣｓ
向神经元分化。而对于共培养体系下其他神经营养因

子的作用和其他信号通路，如 ＡＫＴＩＰ３信号通路对
ＮＳＰＣｓ的存活、增殖、分化的作用还有待进一步研究。
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我刊外网网址变更通知

　　由于学校网站调整，我刊远程稿件处理系统外网网址变更为 ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ，学校内网网址不
变。请用新的网址登录本刊远程稿件处理系统进行投稿、审稿、修稿和查询稿件处理进程等。如有问题，请及时

联系本刊编辑部（０２３－６８７５２１８７）。由此给大家带来的不便敬请见谅！
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