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两步法分离和培养人羊水来源胚胎间充质干细胞

及其向神经元样细胞诱导分化的实验研究

冯建勋腊晓林马艳毕晓娟 温浩

【摘要】 目的建立两步培养法分离培养人孕中期羊水间充质干细胞(MSCs)的方法，观察羊水MSCs

向神经元样细胞的诱导分化。方法采用改进的两步培养法分离和培养人羊水MSCs，以}巯基乙醇诱导其

向神经元样细胞方向分化；并使用流式细胞术、逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)和免疫细胞化学法研究人羊

水MSCs的生物学特性。结果成功分离、培养和传代出人羊水MSCs。流式细胞术检测人羊水MSCs表达

CD44、CD29、CDl05，不表达CD45、CD34、人白细胞DR抗原(HLA—DR)；免疫荧光法和RT—PCR检测表明，

部分人羊水MSCs表达转录因子Oct一4。两步培养法羊水MSCs集落形成率((15．O士2．3)％]和Oct一4阳性细

胞率((1．2士0．3)％]均高于一步法(分别为(10．o士1．8)％，(o．9士0．2)％，尸均<0．053。羊水MSCs经p巯

基乙醇诱导后细胞形态发生改变，伸出突起并呈神经球样改变；免疫细胞化学法检测显示(54．76士3．65)％的

细胞表达神经元特异性烯醇化酶(NSE)，同时(36．28士4．27)％的细胞表达神经胶质酸性蛋白(GFAP)。结论

人羊水中存在MSCs，两步培养法是一种高效、简便、实用而且不干扰常规产前诊断程序的方法。在体外条件

下，利用p巯基乙醇和适宜的培养液可使羊水MSCs定向分化为神经元。

【关键词】羊水细胞； 间充质干细胞； 转录因子oct一4f 神经元
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[Abstract] Objective To isolate mesenchymal stem cells(MSCs)from second—trimester amniotie

fluid using an improved two—stage culture protocol，and to induee these MSCs into neuron—like ceils．Methods

An improved tWO—stage culture protocol for MSCs from amniotic fluid was developed．MSCs from amniotie

fluid were induced to differentiate with}mercaptoethanol into neuron—like cells．Flow cytometry，reverse

transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)and immunocytochemistry were employed for analysis of

the phenotypic characteristics of the cultured MSCs from amniotic fluid．Results MSCs from amniotic fluid

were successfully isolated，cultured and enriched without interfering with the routine process of fetal

karyotyping．Flow cytometry analysis showed that they were positive for CD44，CD29，and CDl05，but

negative for CD45，CD34，or human leucocyte antigen—DR(HLA—DR)．Importantly，a subpopulation of

transcription factor Oct一4 positive cells could be detectable in the cultured MSCs from amniotic fluid．

Moreover，MSCs from amniotic fluid obtained by two-stage culture protocol showed higher proliferation rate

[(15．O士2．3)％VS．(10．O士1．8)％]and higher Oct一4 positive eell rate E(1．2土O．3)％VS．(O．9士0．2)％，

both P<0．05)．After the induction，MSCs from amniotic fluid displayed processes that fcIrmed extensive

networks．Positive cells for neurone specific enolase(NSE)constituted(54．76士3．65)％，and glial fibrillary

acidic protein(GFAP)(36．28士4．27)％，respectively．Conclusion We demonstrate that human pluripotent

MSCs are present in second—trimester amniotic fluid．The two—stage culture protoeol could be a kind of simple

one with high performance and it does not interfere with the routine fetal karyotyping．MSCs from amniotic

fluid can be induced to differentiate into neuron—like cells in vitro by pmercaptoethanol in optimal medium．
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统损伤和退行性病变提供了有效的移植物，但由于

目前神经干细胞的来源仅限于从胚胎干细胞诱导分

化而来或从胎脑中直接分离而来，很难获得足够的

神经细胞移植物；虽然可利用自体细胞体外培养扩

增后再移植到中枢神经系统内，但中枢神经细胞位

置深在，获取细胞必然对组织造成损伤。因此，寻找

一种新的神经干细胞来源对于促进神经科学领域基
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础与应用研究的发展至关重要。人间充质干细胞

(MSCs)是一种多能细胞，除存在于成人骨髓中外，

外周血、胎盘和足月脐血中也能分离出MSCs[1。2]。

近年来研究提示，人羊水中存在多种MSCs，并能分

化为神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞等，因此

可能成为神经变性疾病移植治疗的种子细胞口3；且

人羊水中还含有转录因子Oct一4阳性细胞，这意味

着人羊水可能成为一种新的多能干细胞来源[4]。本

研究中采用一种不干扰常规产前诊断程序的两步培

养法分离培养人羊水MSCs，并通过体外诱导，对人

孕中期羊水MSCs转化为神经于细胞、进而分化为

神经元及神经胶质细胞进行初步探讨。

1材料与方法

1．1标本来源：10份羊水标本来自本院行产前诊

断或自愿引产的怀孕16"～22周孕妇，在超声引导下

行羊膜腔穿刺取20,一40 ml羊水。取标本前均征得

孕妇本人同意，研究获得新疆医科大学第一附属医

院医学伦理委员会批准。

1．2人羊水MSCs分离、培养法

1．2．1一步培养法(直接贴壁法培养)：取羊水标

本，加入4 ml培养基培养，当出现梭形细胞为主、类

成纤维细胞的MSCs集落且达70％融合后用胰蛋

白酶一乙二胺四乙酸(EDTA)消化，改用含胎牛血清

和碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)的a—MEM培

养基接种培养，记为第1代。细胞生长达到80％融

合时按1 s 4的比例传代。

1．2．2两步培养法：第一步同一步法，将羊水标本

离心、接种、培养，直至出现梭形细胞为主、类成纤维

细胞的MSCs集落。第二步是将上清培养液继续培

养，直至出现梭形细胞为主、类成纤维细胞的MSCs

集落且达70％融合后消化，改用a—MEM培养基，同

样添加bFGF接种培养，记为第1代。

1．3细胞核型分析：用滴片法，按人类细胞遗传学

国际命名体制(ISCN 1995)标准进行核型分析诊断。

1．4羊水MSCs的生长曲线测定：分别取5个两步

和一步培养法90％融合的第3代羊水MSCs，按

2×104个／ml接种于24孔板，从第2日起隔日随机

取3孔细胞计数，取其均值作为当日的细胞数。

1．5羊水MSCs细胞周期测定：分别取5个两步和

一步培养法90％融合的第3代羊水MSCs，按试剂

盒步骤处理细胞，用流式细胞仪检测细胞周期。

1．6羊水MSCs集落形成能力测定：分别取6个两

步和一步培养法90％融合的第3代羊水MSCs，按

10个／ml接种于6孔板，7 d后行瑞士染色，计数孔

内的集落数。集落形成率一平均集落数／种入的细胞

数×100％。

1．7羊水MSCs表面抗原检测：取90％融合的第

3代羊水MSCs，分别加入异硫氰酸荧光素(FITC)

或藻红蛋白(PE)标记的小鼠抗人抗体[CD29、

CD34、CD44、CD45、CDl05、人白细胞DR抗原

(HLA．DR)]，设立阴性对照，用流式细胞仪检测，

CelIQuest软件分析结果。

1．8免疫荧光法检测羊水MSCs中Oct一4表达：分

别取5个两步法和一步培养法90％融合第6代羊

水MSCs，经接种、固定、封闭后，加鼠抗人Oct一4单

克隆抗体(Santa Cruz Biotechnology，美国)，FITC

标记的马抗鼠IgG孵育，二脒基苯基吲哚(DAPI)细

胞核染色，荧光显微镜下观察、拍照、分析。

1．9 逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测羊水

MSCs中Oct一4 mRNA表达：分别取5个两步法和

一步培养法90％融合第6代羊水MSCs，用TRIzol

法抽提细胞总RNA。引物序列：Oct一4(247 bp)上游

57一CGTGAAGCTGGAGAAGGAGAAGCTG一37，下

游5'-CAAGGGCCGCAGCTTACACATGTTC一37；

内参照三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH，450 bp)上

游51_ACCACAGTCCATGCCATCA一3’，下游5'-T

CCACCACCCTGTTGCTGTA一37。常规逆转录，PCR

反应条件：94℃、30 s，58℃、30 s，72℃、30 s，35个

循环；72℃延长10 min。琼脂糖凝胶电泳后用

Smartview软件分析。

1．10羊水MSCs的诱导分化培养[2]：取第3---4代

羊水MSCs接种于涂布多聚赖氨酸的6孔培养板，

待细胞生长至完全融合后，加入预诱导液培养24 h，

去除预诱导液，加入含p巯基乙醇的诱导液，培养

5 h；去除诱导液，加分化维持培养液培养，每隔3 d

换液1次。于不同时间点在倒置相差显微镜下进行

活细胞形态观察，照相并固定细胞，进行神经元特异

性烯醇化酶(NSE)、神经胶质酸性蛋白(GFAP)免

疫细胞化学检查。将细胞用免疫荧光染色后，在荧光

显微镜下随机记数500个细胞，计算阳性细胞百分

率。所用一抗分别为鉴定表达神经元的特异性蛋白

NSE、表达神经干细胞的特异性蛋白Nestin、表达神

经胶质细胞的特异性蛋白GFAP抗体。

1．11统计学方法：采用SPSS 10．0统计软件，数据

以均数土标准差(z士s)表示，两两比较用LSD法，

P<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1羊水MSCs的分离和培养(彩色插页图1)：孕

万方数据



中国危重病急救医学2009年12月第21卷第12期Chin Cdt Care Med，December 2009，V01．21，No．12 ·731·

中期羊水细胞原代培养(一步法)7 d后，可见散在

的梭形细胞为主、类成纤维细胞的MSCs集落114 d

后可达80％以上融合；而两步法第二步培养3 d就

可达80％以上融合。传代细胞在12 h内完全贴壁，

经过1～2 d潜伏期后增殖迅速，培养6～7 d可达

90％融合，细胞排列有一定的方向性，呈漩涡状、辐

射状排列，细胞为长梭形，相互之间界限不清。

2．2羊水MSCs核型分析(图2)：两种培养方法所

得羊水MSCs的染色体核型为正常二倍体核型。

啊2一步法和两步法培养人羊水MSCs核型分析

2．3羊水MSCs生长曲线(图3)：两种培养方法所

得羊水MScs生长曲线均呈“S”形。但两步法羊水

MSCs在(6．1士0．5)d达高峰，显著快于一步法

[(7．2士0．6)d，P=0．035)，且高峰时的细胞计数

((130．0士110．0)×103／m1)显著高于一步法

[(110．0士0．8)×103／ml，P=0．0189，群体倍增时

间也显著快于一步法C(40．2士5．8)h比(48．3士

5．4)h，P一0．015J。

0 l 2 3 4 5 6 7 8

培养时间(d)

叠3一步法和两步法培养人羊水MSCs生长曲线

2．4羊水MSCs细胞周期(图4)：流式细胞仪检测

结果显示两步法培养第3代羊水MSCs时S期细胞

占(14．o士2．3)％，显著多于一步法(9．0士1．4)％

(P----0．031)，提示两步法羊水MSCs增殖较活跃。

圈4流式细胞仪检溯一步法和两步法培养

人羊水MSCs细胞周期

2．5羊水MSCs的集落形成能力(彩色插页图5)：

用两种方法获得的羊水MSCs低密度种植7 d后，

均可形成散在的细胞集落，但两步法集落形成率

((15．O士2．3)％]显著高于一步法[(10．O士1．8)％，

P一0．0219。

2．6羊水MSCs表面抗原特性(彩色插页图6)：流

式细胞仪检测显示，羊水MSCs表达CD44、CD29、

CDl05，而CD34、CD45、HLA—DR表达呈阴性。

2．7羊水MSCs中Oct一4表达(彩色插页图7)：免

疫荧光检测表明羊水中含有Oct一4阳性细胞，两步

法羊水MSCs中Oct一4阳性细胞率((1．2士0．3)％]

显著高于一步法((o．9士0．2)％，P=0．041)。

2．8 羊水MSCs中oct一4 mRNA表达(图8)：

RT—PCR分析表明两种方法获得的羊水MSCs中均

有Oct一4 mRNA表达；但凝胶分析结果显示，两步

法羊水MSCs的吸光度(A)值为4．0-t-0．6，显著高

于一步法(3．0±0．3，P=0．042)。

圈8 RT—PCR检测一步法和棚步法培养人羊水

MSCs中Oct一4mRNA表达

2．9羊水MSCs诱导分化结果(彩色插页图9)：预

诱导后约12 h，细胞由细长梭形变为圆形或短梭

形，伸出不规则短突起，6 h后可见突起逐渐缩短，

形成悬浮生长的细胞球。预诱导24 h进行免疫荧光

染色，神经干细胞的特异性蛋白Nestin表达阳性。

诱导5 h后，绝大多数细胞呈锥形，细胞突起可进一

步伸长，立体感强，部分细胞周围有光晕，类似神经

元。细胞诱导分化后在分化维持培养液中继续培养，

一_【巨＼co_I

x)裁盘霉最
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可维持细胞存活较长的时间，可见细胞胞体呈锥形、

三角形或不规则形，折光性强，有2个或多个突起，

并有突起相互连接交织成网。细胞诱导后5 h进行

免疫荧光染色，扁平的羊水MSCs中NSE表达阴

性，具有神经细胞外形的羊水MSCs中NSE表达

阳性或强阳性，胞核和胞质染色，突起不染色。显微

镜下计数阳性细胞，NSE阳性细胞占细胞总数的

(54．76士3．65)％，GFAP阳性细胞占细胞总数的

(36．28土4．27)％。

3讨论

MSCs是目前千细胞研究领域的热点，是组织

工程重要的种子细胞之一[5]，也是基因治疗的理想

靶细胞[6]。近年来研究发现，羊水细胞中含有多种干

细胞的标记物，且在体外通过特殊的诱导微环境分

化成多种不同类型的细胞，这使羊水来源的干细胞

成为干细胞研究的一个新热点。

但如何从羊水中分离、培养出纯净胎儿MSCs

是近年研究者关注的问题。Gronthos等口1曾根据

MSCs表面表达的STR021和CDl06对其进行分

离，获得了纯度较高的细胞，但数量非常少，其增殖、

分化能力也受到损害，且采用免疫磁珠分离和流式

细胞仪分选价格昂贵。Tsai等h1运用新的两步培养

方法(第一步羊水细胞培养，第二步MSCs培养)从

孕中期(4-～6个月)羊水中分离获得多能MSCs。本

研究中在Tsai等的基础上，采用一种简化的两步培

养法分离和培养羊水MSCs。与直接贴壁分离法

(一步法)进行比较，表明两种方法均能获得大量的

胎儿MSCs，其细胞形态和表面抗原表达均与文献

报道羊水中胎儿MSCs的特点[5’93吻合。且两步法分

离、培养的胎儿MSCs群体倍增时间显著快于一步

法，S期细胞所占比例显著高于一步法，说明两步法

MSCs增殖更加活跃；另外，0ct一4阳性细胞比例也

明显高于一步法。

羊水细胞可以被分为羊膜上皮样细胞、羊水特

异细胞和成纤维细胞样细胞。成纤维细胞样细胞被

认为是来源于间充质组织，通常在常规培养的晚期

出现[4]。而两步培养法不但较常规培养延长，且细胞

在形态学特征上也与成纤维细胞样细胞相似，因此

我们认为羊水干细胞可能来源于间充质组织，两步

法也就较一步法可能得到更多的MSCs。

oct4是转录因子POU家族(包括Pit、0ct、

Unc 3种)中的一员，是决定干细胞全能性和自我更

新能力的关键物质￡l引。羊水细胞中存在Oct一4阳性

的事实提示羊水中含有比Mscs发育更原始，增殖

和分化能力更强，更接近胚胎干细胞的细胞存在，这

可能也是两步培养法获得的羊水MSCs增殖能力显

著强于一步法的原因之一。

2007年Cipriani等[11]发现羊水来源MSCs移

植入正常鼠大脑的多个区域并保持存活，而且在注

入脑缺血模型鼠的脑缺血区外围时具有向损伤区域

迁移的能力。而影响MSCs向神经细胞、胶质细胞系

统定向分化的因素比较复杂，目前诱导MSCs在体

外分化成为神经细胞的方法有抗氧化剂诱导和生长

因子诱导，二者比较，前者较快速、分化率较高，但其

诱导作用机制尚不清楚。研究证实，活性氧在细胞增

殖分化过程中起到第二信使的作用【l引，抗氧化剂是

否通过改变骨髓MSCs内的氧化还原状态使其分化

为神经细胞有待进一步研究。另外，细胞的增殖和分

化受各种生长因子和细胞因子联合作用的影响，在

这些因素中，神经营养因子的作用尤为关键。本实验

中，羊水MSCs经预诱导后可分化为神经干细胞样

细胞，具有与神经干细胞相同的悬浮、成球生长，表

达Nestin的特点，而诱导5 h后，则能够进一步诱

导羊水MSCs向神经细胞方向分化，诱导分化后的

细胞在含有表皮细胞生长因子(EGF)和bFGF的分

化维持培养液中继续培养，可维持细胞存活较长的

时间，说明两步培养法是可行、有效的，来源于羊水

的MSCs具有广谱的分化潜能和显著的可塑性。
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·基层园地·

一起群体氧化乐果和甲胺磷农药重度中毒23例抢救成功报告

韩建云 这天武 陈勇 何永春 朱树杰 谢桂萍 李翠萍 陶红梅 尚春艳 常有能 王红军

【关键词】群体中毒事件；氧化乐果， 甲胺磷， 中毒f应急预案

成功救治23例因食用含氧化乐果、

甲胺磷的汤圆而中毒患者，报告如下。

1艋床资料

1．1一般资料：23例患者中男17例，

女6例；年龄5～81岁，平均56．8岁；均

有出汗，全身乏力，头昏伴恶心、呕吐，双

侧瞳孔直径缩小约0．1～0．2 cm。5例

腹泻；6例呼吸困难}4例意识恍惚，心率

均>62次／rain，最高达154次／rain}

10例双肺可闻及湿哕音；所有患者四肢

肌力有不同程度降低，最低为I级。诊断

标准按照《食物中毒诊断标准及技术处

理总则》(GBl4938—94)进行诊断。

1．2辅助检查：肌酸激酶(CK)186～

1 600 mmol／L，于中毒第3日达高峰}

2例肝功能异常，转氨酶升高；1例肾功

能轻度损害。心电图检查：快速心房颤动

1例，窦性心动过速8例，窦性心律、前

闯壁陈旧性心肌梗死(心梗)1例，窦性

心律13例。入院血钾低手3．5 mmol／L

9侧，最低2．08 mmol／L，其余均正常。

1．3化验结果：省疾病预防控制中心

(CDC)对患者食用汤圆及呕吐物进行检

测，确定患者为氧化乐果、甲胺磷中毒。

1．4治疗：所有患者进行有效洗胃、应

用M胆碱受体阻断剂阿托品与胆碱酯

酶复活剂氯解磷定及自配导泻解磷胃肠

剂；纠正水、电解质紊乱，给予速尿、法莫

替丁、古拉定、血必净注射液、维生素C

DOI：10．3760／cma．j．issn．1003—0603．
2009．12．010

作者单位t652400云南泸西县人民医院

等治疗。6例患者口唇、肢端甲床进行性

发绀，意识不清，呼吸衰竭甚至迅速出现

呼吸停止，给予及时机械通气。

1．5结果治疗：治疗l周后7例痊愈出

院，2周后13例痊愈出院，3周后3例痊

愈出院，1例重症患者呼吸机辅助呼吸

16 d，25 d后康复出院；所有患者呼吸衰

竭改善，肌力恢复正常，无一例死亡。

2救治措施

本院急诊科接诊首批几例中毒患者

后，立即启动重大事故紧急抢救预案，按

抢救分工迅速组成领导指挥组、专家治

疗组、护理抢救组、生命监测组、病情观

察治疗组、呼吸道观察治疗组、血液灌流

(HP)组、后勤保障组。指挥组24 h值

班，统一指挥。专家治疗组每人负责2～

3例患者，制定统一治疗原则。病情观察

治疗组由医师执行治疗方案，动态观察、

评估患者病情。护理组负责接诊、洗胃、

呕吐物取样送检、输液、抽斑等。生命监

测组负责生命体征监测。呼吸道观察治

疗组由麻醉科医师组成，负责患者呼吸

状况监测，有呼吸衰竭者立即行气管插

管机械通气。HP组由血液净化室医师、

护士组成。后勤保障组负责调集病床、洗

胃机、药品及维护正常的抢救秩序，按

“重症先救”的原则，协助医护人员分别

安置患者，为洗胃、输液等快速有序抢救

提供了基本保障。人院3 h内23例患者

均完成洗胃和输液等处理。考虑有机磷

农药中毒，取首次呕吐物送省CDC检

测，确定为氧化乐果、甲胺磷中毒。

催吐、洗胃是抢救口服中毒的关键。

本组23例患者次日均再次洗胃，对其中

20例患者采用HP清除体内毒物；1例

危重患者给予2次HP治疗。确诊后立

即使用氯解磷定，1 h内达到阿托品化

并维持，一般在患者较烦躁时减量。在病

程早期(3～7 d内)每次减量最多为原用

量的1／3，或将用药间隔时间延长1／3，

对于重症患者最好先减量再延长间隔时

间。在病情基本稳定后，可适当增大减量

幅度，改为肌肉注射或口服。在抢救的同

时密切观察生命体征的变化。6例患者

行机械通气，6 h后拔管，仍有3例反复

出现口唇、肢端甲床发绀，意识不清，呼

吸衰竭，行气管切开后延长通气时间。

3讨论

启动重大事故抢救预案为成功救治

奠定了基础，基层县级医院应对突发大

批中毒患者时，调动全院力量，有秩序地

组织抢救工作，对成功抢救起重要作用。

建立健全的急救制度，采取分组救治方

案，既分工又密切协作，是抢救成功的保

证。我们启用了抢救应急预案，将患者和

抢救物资、人员集中在一个地方，统一指

挥，统一抢救，极大程度地提高了抢救成

功率，为抢救生命赢得了宝贵时间。

准确诊断是前提，快速清除毒物及

恰当应用解毒剂是抢救成功的关键，适

时及时机械通气是抢救成功的保障。

(收穰日期：2009—07—30)

(本文编辑z李银平)
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两步法分离和培养人羊水来源胚胎间充质干细胞
及其向神经元样细胞诱导分化的实验研究

(正文见729页)
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图1曼微茸下观察^孕中期羊水MSCs原代培养7d后可见梭形细胞为主、类成纤维细胞的MSCs集落(a)，一步法培养
14d后细胞达80％融合(b)I两步法第二步培养3d细胞即可达80％融合(c)，培养5～7d可达90％融合(d)×50
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图6流式细胞仪检测羊水MSCs表面抗原表达，其中CD44、
HLA·DR表达阴性

CD29、CDl05表达阳性，CD34、CD45、

1tt5显微镜下观察一步法(a)和两步法(b)培养90％融合的第3代羊水MSCs均可形成散在的细胞集落，两步法集落形成率较
一步法显著增高瑞士染色×50 图7荧光显微镜下观察一步法(a)和两步法(b)培养的90％融合的第6代羊水MSCs中含
有Oct·4阳性细胞，两步法Oct一4阳性细胞比例较一步法明显增高免疫荧光×100

勇9荧尤旱微镜下羿骞芋水MSCs体外诱导分化为神经细胞预诱导后24h，形成悬浮生长的细胞球(a) ×100。诱导分垡4。8。h．三．塑擘于细璺嫩导丝墨白Nestin呈田性表达(b)，具有神经细胞外形的羊水MSCs中NSE呈阳性或强阳硅丢这．。
胞核和胞质染色。突起不染色(c)，GFAP呈阳性表达(d)免疫荧光×200。
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