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实验研究

黄芪多糖对 Ｃ１７２神经干细胞定向分化的调控作用

叶　妮　马金昀　程晓东
（上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院临床免疫研究所，上海，２００４３７）

摘要　目的：观察黄芪多糖（ＡＰＳ）对Ｃ１７２神经干细胞体外定向分化的调控作用。方法：建立 Ｃ１７２神经干细胞的体外
培养体系及分化模型，设置ＡＰＳ干预组及ＰＢＳ对照组。诱导分化４ｄ后，通过细胞免疫荧光染色的方法检测２组细胞中
神经干细胞的标志性蛋白巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）、星形胶质细胞的标志性蛋白胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）、少突胶质细胞的标志
性蛋白髓鞘碱性蛋白（ＭＢＰ）及神经元的标志性蛋白神经元特异性核心抗原（ＮｅｕＮ）的表达水平。结果：与ＰＢＳ对照组比
较，ＡＰＳ干预组细胞的Ｎｅｓｔｉｎ及ＧＦＡＰ蛋白表达水平明显下调，ＭＢＰ及ＮｅｕＮ蛋白表达水平明显上调，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。ＡＰＳ下调了分化模型中的细胞Ｎｅｓｔｉｎ蛋白的表达水平；ＡＰＳ下调了 ＧＦＡＰ蛋白的表达水平，上调了 ＭＢＰ及
ＮｅｕＮ蛋白的表达水平。结论：ＡＰＳ可抑制Ｃ１７２神经干细胞向星形胶质细胞的定向分化，促进向少突胶质细胞及神经元
的定向分化，ＡＰＳ可抑制Ｃ１７２神经干细胞的干性维持，促进其进入分化状态，有可能成为治疗神经退行性疾病的潜在
药物。
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　　神经干细胞（ＮｅｕｒａｌＳｔｅｍＣｅｌｌ，ＮＳＣ）是指一类
可以自我更新，主要分化为星形胶质细胞、少突胶质

细胞及神经元细胞，广泛存在于胚胎及成年哺乳动

物的中枢神经系统中［１］。由于具有多向分化的潜
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能，神经干细胞自１９９２年发现以来便备受关注，有
望成为治疗神经退行性疾病（ＮｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅＤｉｓ
ｅａｓｅｓ，ＮＤ）的种子细胞［２］。随后的研究发现，在体外

自然分化状态下，神经干细胞绝大多数分化为星形

胶质细胞，分化为神经元的比例次之，最小一部分分

化为少突胶质细胞［３］。在ＮＤ的动物模型体内移植
研究中也发现，移植的神经干细胞往往不能有效分

化为目标细胞群［４］。因此，适当调控神经干细胞的

定向分化，促进目标细胞的再生，或可成为治疗 ＮＤ
的有效手段。Ｃ１７２神经干细胞是美国哈佛大学
Ｓｎｙｄｅｒ教授将Ｖｍｙｃ基因转入到小鼠小脑原代神经
干细胞中，而构建的永生化细胞系。它具有神经干

细胞的所有特征，是用来研究中枢神经系统细胞再

生的理想工具［５］。巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）、胶质纤维酸性
蛋白（ＧｌｉａｌＦｉｂｒｉｌｌａｒｙＡｃｉｄｉｃＰｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）、髓鞘碱
性蛋白（ＭｙｅｌｉｎＢａｓｉｃＰｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）、神经元特异性
核心抗原（ＮｅｕｒｏｎＳｐｅｃｉｆｉｃＮｕｃｌｅａｒＰｒｏｔｅｉｎ，ＮｅｕＮ）分
别是公认的神经干细胞、星形胶质细胞、少突胶质细

胞及神经元的标志性蛋白［６８］。本研究通过检测

Ｎｅｓｔｉｎ、ＧＦＡＰ、ＭＢＰ、ＮｅｕＮ蛋白的表达水平，探讨中
药黄芪的主要活性成分———黄芪多糖（Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ
Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＡＰＳ）对Ｃ１７２神经干细胞体外定向
分化的调控作用。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　Ｃ１７２神经干细胞由上海交通大
学纳米生物医学工程研究所提供。

１１２　药物　黄芪多糖（ＵＶ≥９８％）购自上海源叶
生物科技有限公司。黄芪多糖粉末用ＰＢＳ缓冲液配
成５ｍｇ／ｍＬ母液，０２２μｍ滤器过滤后 ４℃保存
备用。

１１３　试剂与仪器　ＤＭＥＭ高糖培养基、马血清、
青链霉素、胰蛋白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血
清、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；一
抗：Ｎｅｓｔｉｎ小鼠单抗（ａｂ１１３０６）、ＧＦＡＰ山羊多抗
（ａｂ５３５５４）、ＭＢＰ兔多抗（ａｂ４０３９０）、ＮｅｕＮ兔多抗
（ａｂ１２８８８６）购自英国 Ａｂｃａｍ公司；荧光二抗：山羊
抗小鼠 ＩｇＧＣｙ３（１１５１６５００３）、兔抗山羊 ＩｇＧＣｙ３
（３０５１６５００３）、山羊抗兔 ＩｇＧＣｙ３（１１１１６５００３）购
自美国Ｊａｃｋｓｏｎ公司；多聚甲醛、ＴｒｉｔｏｎＸ、牛血清白
蛋白（ＢＳＡ）、ＤＡＰＩ水溶液、抗淬灭封片剂等为国产。
荧光显微镜购自德国Ｌｅｉｃａ公司。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　实验设置黄芪多糖干预

组及ＰＢＳ对照组。参照 Ｌｉ等［９］的方法建立 Ｃ１７２
神经干细胞的体外培养体系及分化模型。增殖培养

液：８４％ＤＭＥＭ高糖＋１０％胎牛血清 ＋５％马血清 ＋
１％双抗。分化培养液：９８５％ＤＭＥＭ高糖 ＋０５％
胎牛血清＋１％双抗。培养条件：３７℃，５％ＣＯ２。体
外培养体系的建立：使用增殖培养液以２×１０３／ｃｍ２

的密度将细胞接种至培养瓶，待细胞长到底部

８０％～９０％融合度时按１∶５比例传代。分化模型的
建立：取体外培养体系中处于对数生长期的细胞，使

用增殖培养液将细胞以２×１０３／ｃｍ２的密度接种至
铺有专用细胞爬片的６孔板，培养２４ｈ后吸弃原培
养液，换分化培养液。每２天换新的分化培养液，培
养４ｄ以建立分化模型。
１２２　给药方法　依据文献查阅和本实验室的前
期研究结果，将黄芪多糖的作用浓度设定为０１ｍｇ／
ｍＬ［１０１１］。黄芪多糖干预组使用分化培养液将黄芪
多糖母液稀释至０１ｍｇ／ｍＬ；ＰＢＳ对照组在分化培
养液中加入与黄芪多糖母液等体积的 ＰＢＳ。诱导分
化４ｄ后，进行细胞免疫荧光染色，检测 Ｎｅｓｔｉｎ、
ＧＦＡＰ、ＭＢＰ及ＮｅｕＮ蛋白的表达水平，该实验独立
重复３次。
１２３　检测指标与方法　取体外培养体系中
Ｃ１７２神经干细胞，使用增殖培养液将细胞以 ２×
１０３／ｃｍ２的密度接种至铺有专用细胞爬片的６孔板。
培养４８ｈ后，进行细胞免疫荧光染色检测神经干细
胞的标志性蛋白 Ｎｅｓｔｉｎ、星形胶质细胞的标志性蛋
白ＧＦＡＰ、少突胶质细胞的标志性蛋白 ＭＢＰ及神经
元的标志性蛋白 ＮｅｕＮ的表达水平，以鉴定该细胞
处于未分化状态。

取出６孔板，吸弃培养液，用４℃预冷的ＰＢＳ清
洗１次。４％多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ清洗
３次。０３％ＴｒｉｔｏｎＸ破膜 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次。
１％ＢＳＡ封闭１ｈ，吸弃ＢＳＡ。加入９５％ＰＢＳ＋５％胎
牛血清稀释的一抗工作液，稀释比例：Ｎｅｓｔｉｎ
（１∶１００）、ＧＦＡＰ（１∶２００）、ＭＢＰ（１∶１８０）、ＮｅｕＮ
（１∶２００），４℃孵育过夜。ＰＢＳ替代一抗工作液作为
阴性对照。次日早晨吸弃一抗工作液，ＰＢＳ清洗 ３
次，加入 ９５％ＰＢＳ＋５％胎牛血清稀释的二抗工作
液，稀释比例均为１∶１０００，室温避光孵育１ｈ。吸弃
二抗工作液，ＰＢＳ清洗３次后，加入ＤＡＰＩ水溶液，室
温避光孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次。将细胞爬片从６
孔板中取出，滴加少量抗淬灭封片剂后盖于载玻片

上，荧光显微镜下观察。每张细胞爬片随机取５个
无重叠的高倍镜（２００倍）视野拍照，记录阳性细胞
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数及总细胞数，计算阳性细胞比例。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１０统计软件进行
数据分析，计量资料采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
先行正态分布及方差齐性检验，服从正态分布且方

差齐者，采用独立样本ｔ检验；不服从正态分布或方
差不齐者，采用Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验。以 Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　结果
２１　细胞鉴定　经细胞免疫荧光染色检测发现，处
于体外培养体系的Ｃ１７２神经干细胞几乎全部表达
Ｎｅｓｔｉｎ蛋白，占（９８６２±３５１）％，极少表达 ＧＦＡＰ、
ＭＢＰ、ＮｅｕＮ蛋白，表明此时 Ｃ１７２细胞处于未分化
状态，可以用于下游分化实验。见图１。

图１　体外培养体系中的Ｃ１７２神经干细胞Ｎｅｓｔｉｎ、ＧＦＡＰ、
ＭＢＰ及ＮｅｕＮ蛋白的表达情况（免疫荧光染色×２００）

　　注：Ａ：Ｎｅｓｔｉｎ蛋白；Ｂ：ＧＦＡＰ蛋白；Ｃ：ＭＢＰ蛋白；Ｄ：ＮｅｕＮ蛋白

２２　黄芪多糖对 Ｃ１７２神经干细胞干性维持的影
响　经细胞免疫荧光染色检测发现，分化模型中的
ＰＢＳ对照组细胞表达的Ｎｅｓｔｉｎ蛋白水平较在体外培
养体系有所下调。分化模型中的黄芪多糖干预组细

胞表达的 Ｎｅｓｔｉｎ蛋白水平较 ＰＢＳ对照组进一步下
调，ＰＢＳ对照组中表达 Ｎｅｓｔｉｎ蛋白的细胞占
（１９３８±６５０）％，黄芪多糖干预组中表达Ｎｅｓｔｉｎ蛋
白的细胞占（１１０９±４３２）％，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。黄芪多糖下调了分化模型中的细胞表
达Ｎｅｓｔｉｎ蛋白的水平。见图２。
２３　黄芪多糖对 Ｃ１７２神经干细胞向星形胶质细
胞定向分化的影响　经细胞免疫荧光染色检测发
现，分化模型中的黄芪多糖干预组细胞表达的ＧＦＡＰ
蛋白水平较ＰＢＳ对照组明显下调，ＰＢＳ对照组中表
达ＧＦＡＰ蛋白的细胞占（４３２２±１２２１）％，黄芪多

糖干预组中表达 ＧＦＡＰ蛋白的细胞占（８００±
２７２）％，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。黄芪多糖
下调了分化模型中的细胞表达 ＧＦＡＰ蛋白的水平。
见图３。

图２　黄芪多糖对神经干细胞标志性蛋白Ｎｅｓｔｉｎ表达的
影响（免疫荧光染色×２００）

　　注：Ａ：ＰＢＳ对照组；Ｂ：黄芪多糖干预组；Ｃ：２组阳性细胞比例比

较（与对照组比较，Ｐ＜００５）

图３　黄芪多糖对星形胶质细胞标志性蛋白ＧＦＡＰ表达的
影响（免疫荧光染色×２００）

　　注：Ａ：ＰＢＳ对照组；Ｂ：黄芪多糖干预组；Ｃ：２组阳性细胞比例比

较（与对照组比较，Ｐ＜００５）

２４　黄芪多糖对 Ｃ１７２神经干细胞向少突胶质细
胞定向分化的影响　经细胞免疫荧光染色检测发
现，分化模型中的黄芪多糖干预组细胞表达的 ＭＢＰ
蛋白水平较ＰＢＳ对照组明显上调，ＰＢＳ对照组中表
达ＭＢＰ蛋白的细胞占（６５５±３２６）％，黄芪多糖干
预组中表达 ＭＢＰ蛋白的细胞占（２８７３±８９５）％，
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差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。黄芪多糖上调了分
化模型中的细胞表达ＭＢＰ蛋白的水平。见图４。
２５　黄芪多糖对 Ｃ１７２神经干细胞向神经元定向
分化的影响　经细胞免疫荧光染色检测发现，分化
模型中的黄芪多糖干预组细胞表达的 ＮｅｕＮ蛋白水
平较ＰＢＳ对照组明显上调，ＰＢＳ对照组中表达ＮｅｕＮ
蛋白的细胞占（７７９±３２９）％，黄芪多糖干预组中
表达ＮｅｕＮ蛋白的细胞占（１６３６±５０２）％，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）。黄芪多糖上调了分化模型
中的细胞表达ＮｅｕＮ蛋白的水平。见图５。

图４　黄芪多糖对少突胶质细胞标志性蛋白ＭＢＰ表达的
影响（免疫荧光染色×２００）

　　注：Ａ：ＰＢＳ对照组；Ｂ：黄芪多糖干预组；Ｃ：２组阳性细胞比例比

较（与对照组比较，Ｐ＜００５）

图５　黄芪多糖对神经元标志性蛋白ＮｅｕＮ表达的
影响（免疫荧光染色×２００）

　　注：Ａ：ＰＢＳ对照组；Ｂ：黄芪多糖干预组；Ｃ：２组阳性细胞比例比

较（与对照组比较，Ｐ＜００５）

３　讨论
神经退行性疾病（ＮｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅＤｉｓｅａｓｅｓ，

ＮＤ）是指一类由慢性进行性中枢神经组织退行性变
而引起的疾病，包括以神经元变性、死亡为特征的阿

尔茨海默病（ＡｌｚｈｅｉｍｅｒＤｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）、帕金森病（Ｐａｒ
ｋｉｎｓｏｎＤｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）、脑卒中（Ｓｔｒｏｋｅ）等，以及以少突
胶质细胞死亡为特征的多发性硬化（ＭｕｌｔｉｐｌｅＳｃｌｅｒｏ
ｓｉｓ，ＭＳ）、脊髓损伤（ＳｐｉｎａｌＣｏｒｄＩｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）、佩梅病
（ＰｅｌｉｚａｅｕｓＭｅｒｚｂａｃｈｅｒＤｉｓｅａｓｅ，ＰＭＤ）等［１２］。目前，

临床上治疗ＮＤ的药物仅可以有限地延缓神经退变
进程，不能有效地修复死亡的细胞［１３］。如何在不同

病理特征的ＮＤ中，获得大量缺失的细胞，已成为神
经科学领域的研究热点。近年的研究发现，ＮＤ中均
伴有星形胶质细胞的异常激活和增殖，它们可分泌

大量的炎性反应递质，促进疾病的发展，以及形成致

密的胶质瘢痕，阻碍抗炎细胞因子修复病灶［１４］。适

度地抑制星形胶质细胞的产生，促进神经元或少突

胶质细胞的再生，便可以有效地治疗 ＮＤ。２０世纪
９０年代，发育生物学证明，星形胶质细胞、少突胶质
细胞和神经元均由神经干细胞发育分化而来［２］。在

成年健康脑中，神经干细胞处于相对静止的状态；在

疾病状态下，神经干细胞被激活，根据微环境的诱导

而增殖、迁移、分化为缺失的细胞，以修复病灶［１５］。

在ＮＤ动物模型的研究中发现，此时激活的神经干
细胞大多分化为星形胶质细胞，分化为少突胶质细

胞或神经元的比例很低，这与体外研究的结论一

致［３４］。本研究也发现，体外低血清培养可诱导

Ｃ１７２神经干细胞自然分化。因此，适度调控神经
干细胞的定向分化，便可促进少突胶质细胞或神经

元的再生，同时又可抑制星形胶质细胞的过度增殖，

这已成为治疗ＮＤ的新思路。
黄芪多糖是中药黄芪的主要活性成分之一，也

是主要发挥免疫调节作用的成分［１６］。本实验室已

经发现，黄芪多糖具有明显的神经保护作用，在体内

可有效缓解ＭＳ的动物模型———实验性自身免疫性
脑脊髓膜炎（ＥＡＥ）小鼠的神经功能障碍，抑制脊髓
脱髓鞘，抑制外周和中枢免疫系统中过度的炎性反

应；在体外可有效抑制脂多糖诱导的ＢＶ２神经小胶
质细胞的活化，抑制炎性反应递质的分泌［１１］。有研

究发现，黄芪多糖可以促进大鼠原代神经干细胞的

增殖，并保护其免受缺氧诱导的细胞损伤［１７１８］。在

ＰＤ、脑缺血、脑出血以及缺血后再灌注的动物模型
研究中，黄芪多糖被证明还有抑制神经元凋亡的作

用［１９２２］。然而，其对于神经干细胞的定向分化是否
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具有调控作用，能否促进少突胶质细胞或神经元的

再生，至今仍不清楚。研究采用Ｎｅｓｔｉｎ、ＧＦＡＰ、ＭＢＰ、
ＮｅｕＮ分别作为神经干细胞、星形胶质细胞、少突胶
质细胞及神经元的标志性蛋白，通过细胞免疫荧光

染色的方法检测其表达水平，探讨黄芪多糖对

Ｃ１７２神经干细胞体外定向分化的调控作用。本研
究发现，黄芪多糖在０１ｍｇ／ｍＬ的浓度下可有效调
控Ｃ１７２神经干细胞的定向分化。黄芪多糖干预
后，分化模型中的细胞表达 Ｎｅｓｔｉｎ蛋白水平明显下
调，表明此时神经干细胞已不能维持其产生与亲代

细胞相同的子代细胞的能力，失去了干细胞的特征，

而进入分化状态。已分化的细胞中有（２８７３±
８９５）％分化为少突胶质细胞，（１６３６±５０２）％分
化为神经元，分化为星形胶质细胞的比例下降至

（８００±２７２）％，与 ＰＢＳ对照组比较，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。表明黄芪多糖可以抑制 Ｃ１７２
神经干细胞的干性维持，促进其进入分化状态，促进

少突胶质细胞和神经元的再生，抑制星形胶质细胞

的产生。

综合分析 ＮＤ的发病机制、少突胶质细胞和神
经元再生的相关分子信号以及黄芪多糖的作用特

点，以下机制可能参与了黄芪多糖调控神经干细胞

的定向分化过程。１）抗氧化应激。ＮＤ患者均伴有
明显的中枢神经系统氧化还原失衡现象，而少突胶

质细胞和神经元对活性氧物质（ＲｅａｃｔｉｖｅＯｘｙｇｅｎ
Ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、活性氮物质（ＲｅａｃｔｉｖｅＮｉｔｒｏｇｅｎＳｐｅ
ｃｉｅｓ，ＲＮＳ）及各级代谢产物尤为敏感，极易引起死亡
和变性［２３］。有研究发现，黄芪多糖在四氯化碳诱导

的肝炎大鼠模型中，有明显的抗氧化应激作用［２４］。

因此，抗氧化应激可能是其发挥调控作用的机制之

一。２）调节神经免疫反应。中枢神经系统内过度的
免疫反应是ＮＤ的另一病理特点，例如在 ＡＤ和 ＭＳ
患者脑中都存在神经小胶质细胞、Ｔ细胞的异常激
活，它们可形成强大的免疫级联，互相活化，分泌大

量的炎性反应递质和炎性趋化因子，引发少突胶质

细胞和神经元的大面积凋亡［２５］。黄芪多糖已被证

明有显著的调节神经免疫反应的作用，例如它可以

有效抑制脂多糖诱导神经小胶质细胞的活化，抑制

炎性反应递质白细胞介素１β、肿瘤坏死因子α、核
因子κＢ的分泌［１１，２６］。因此，调节神经免疫反应或

成为黄芪多糖调控神经干细胞定向分化的潜在机制

之一。３）调控神经发育相关的信号通路。有研究证
明，ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ、ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ、Ｎｏｔｃｈ、Ｗｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎ、ＭＡＰＫ等是参与胚胎时期神经组织发育的主要

信号通路［２７］。具体地，ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ等通路主要影
响星形胶质细胞的发育，ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ等通路主要
影响少突胶质细胞的生长，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ等通路主
要影响神经元的生长。黄芪多糖有可能是通过调节

这些信号通路的活性，从而促进少突胶质细胞和神

经元的再生，抑制了星形胶质细胞的产生。

本研究通过体外实验，发现黄芪多糖可有效地

调控Ｃ１７２神经干细胞的定向分化，有可能成为治
疗ＮＤ的潜在药物。在此基础上，本研究将进一步
探讨黄芪多糖调控神经干细胞定向分化的细胞分子

机制，以及完善动物实验，以期能为临床上治疗 ＮＤ
提供新的方法。
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