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丹参注射液诱导大鼠骨髓间充质干细胞分化 

为神经元样细胞的实验研究 

余 勤 ，连俊 兰。，郭 莹 

(1．浙江中医药大学生物工程学系 ，浙江 杭州 310053； 2．杭州市红十字会医院儿科 ，浙江 杭州 310003) 

【摘要】 目的：探讨丹参注射液在体外诱导大鼠骨髓间充质干细胞(rMSCs)向神经元样细胞分化的作用。 

方 法：采用贴壁筛选法分离 rMSCs，并通过不断传代进行纯化和扩增培养。采用含丹参注射液的无血清 

Dulbecco改良Eagle培养基(DMEM)／F一12培养液诱导 rMSCs分化为神经元样细胞，观察不同浓度丹参注射 

液对rMSCs诱导分化为神经元样细胞的影响。通过观察rMSCs经诱导后细胞的形态变化和采用免疫组化方 

法检测神经元特异性核蛋白(NeuN)、神经丝蛋白(NF—M)、胶质纤维酸性蛋白(GFAP)的表达来鉴定神经元 

样细胞 。结果：经丹参注射液诱导后 ，rMSCs胞体收缩，突起伸出，形似神经元；免疫组化显示诱导出的神经元 

样细胞 NeuN、NF—M表达阳性，GFAP阴性。丹参注射液在浓度为 10 ml／L时的诱导作用最为显著。结论：丹 

参注射液可以在体外诱导 rMSCs分化为神经元样细胞，其诱导分化率与丹参注射液的浓度有关。 
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[Abstract] 0bjecfive To investigate the effects of differentiation of rat bone mesenchymal stem cells 

(rMSCs)into neuron—lik e cells with salvia miltiorrhiza injection in vitro．Methods rMSCs were separated 

from rat bone marrow with wall sticking method and expanding，and cultured in vitro．rM SCs were induced to 

differentiate into neuron—like cells with salvia miltiorrhiza injection．The eftte：cts of different dosages of salvia 

miltiorrhiza on differentiation of rMS；Cs into neuron．dike cells wel e observed．Neuron．-like cells were】identified 

with neuron—specific enolase (NeuN)，neurofilament (NF —M )，glial fibrillary acidic protein (GFAP)by 

immunohistochemistry．Results The rMSCs were induced by salvia miltiorrhiza injection to express neurona Jl 

phenotype similar to the cell appearance of neurons with NeuN and NF—M positive at 3 hours，bu t glial 

astrocyte marker GFAP negative．The differentiation wss the most significant when the inducing concentration 

of salvia miltiorrhiza injection was at 1 0 ml／L．Conclusion rMS；Cs can be induced to difife~rentiate into 

neuron—like cells with salvia miltiorrhiza injection．The efficacy of differentiation is correlated with the 

concentration of salvia miltiorrhiza injection． 

【Key words 1 bone mesenchymal stem cells；neuron{salvia miltiorrhiza injection；induction and 

differentiation l rat 

骨髓 间充质干细胞 (mesenchymal stem cells， 

MSCs)具有多向分化潜能，通过一定的诱导条件， 

MSCs能够分化为神经细胞“ 。由于MSCs具有易 

获得，体外培养能快速扩增，移植反应较弱，与宿主 

神经组织能良好整合，并长期存活、多次传代仍有分 

化功能，以及易于转染和长期表达外源性基因等优 

势 。 ，使得它比神经干细胞在治疗神经系统疾病方 
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面的临床价值更大，在组织工程和细胞治疗等方面 

具有广阔的应用前景。丹参注射液是临床上治疗心 

脑血管疾病的常用中药注射剂，具有活血化瘀、凉血 

安神的作用。现代药理研究表明，丹参具有抗氧化、 

抗缺血、改善微循环等功效，且对神经细胞损伤具有 

保护作用“ 。本研究拟从大鼠中分离出大鼠骨髓问 

充质干细胞 (rat mesenchymal stem cells，rMSCs)， 

并通过不断传代进行分化以及体外培养扩增，进行 

探讨丹参注射液对 rMSCs分化为神经元样细胞的 

诱导作用。 
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1 材料和方法 

1．1 动物与试剂 ：健康 Wistar大鼠骨髓 (浙江中医 

药大学动物实验中心提供 ，鼠龄 4～6周 ，体重 120 g 

左右，雌雄不限)；丹参注射液(批号 ：0412106，正大 

青春宝药业有限公司)；1：1 Dulbecco改 良 Eagle 

培养基 (DMEM)／F一12培养液(英 国 Invitrogen公 

司)，胎牛血清 (hycolne corporation，FCS)，质量分 

数为 0．25 的胰蛋 白酶和 1 mmol乙二胺 四乙酸 

(EDTA，Invitrogen公司)，硫代甘油(Sigma公司)， 

碱性 成纤维细胞生长 因子 (bFGF，R&D公 司)；小 

鼠抗 大 鼠神经元 特异性 核蛋 白(neuronal nuclear 

specific protein，NeuN)单克隆抗体 (单抗)，小 鼠抗 

大 鼠神经丝蛋 白 (neurofilment protein，NF—M) 

单 抗，胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白 (glial fibrillary acidic 

protein，GFAP)单抗 (加拿大 Chemicon国际公司)， 

二甲基亚砜 (ak海试剂总厂)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 rMSCs的体外分离和原代培养 ：于无菌条 

件下取正常 Wistar大 鼠的股骨和胫骨，剔除脂肪组 

织，露出骨骺端 ，用 5 ml含体积分数为 10 FCS的 

DMEM／F一12冲出骨髓 ，充分混匀后 ，1 000 r／min 

(离心半径 105 mm)离心 10 min，制成单细胞悬液 。 

细胞重悬于含 10 FCS的 DMEM／F一12培养液 ， 

接种在一次性塑料培养瓶中(通常一只大鼠的双股 

骨骨髓细胞悬液接种在面积 25 cm 的培养瓶中)进 

行，置 37 C、体积分数为 5 的 CO 饱和湿度 CO 

细胞培养箱培养。12 h后弃去未贴壁细胞，磷酸盐 

缓冲液(PBS)清洗 2次 ，更换培养液，以后每 3～4 d 

换液 1次。贴壁细胞接近 80 ～90 融合后，结束 

原代培养。 

1．2．2 rMSCs的传代扩增培养 ：取 出贴壁细胞 接 

近 80 ～90 融合的面积25 cm 塑料培养瓶，采用 

0．25％胰蛋 白酶和 1 mmol EDTA 1～2 ml消化 

2 min，待 细胞形态 开始皱 缩后 ，用含 10 FCS的 

DMEM／F一12培养液约 1．5～2．0 ml终止消化，加 

入 PBS反复轻轻吹打，使细胞充分脱离培养壁，移 

入离心管，1 000 r／min离心 5 min，弃上清 ，加入培 

养液，按 1：3比例传代培养。 

1．2．3 丹参注射液定向诱导作用：用丹参注射液定 

向诱导 rMSCs向神经元样细胞分化 。 

1．2．3．1 bFGF一丹参 注射液诱导组 (实验组)：传 

至细胞培养第 1、3、5代 的 rMSCs按 4×10 ／L接种 

于预先放置有消毒盖玻片的 6孔板 内，制备细胞爬 

片(每孔 2 m1)。当细胞达到 60 ～70 融合时，弃 

培养液 ，加入含 bFGF(10／~g／l )的 DMEM／F一12 

培养液(含 20 FCS)预诱导 24 h后 ，PBS洗 2次， 

加入含不同浓度丹参注射液的 DMEM／F一12诱导 

液后对 rMSCs进行诱导分化 。 

1．2．3．2 空白对照组(对照组 1)：不加任何诱导剂。 

1．2．3．3 硫代甘油诱导对 照组 (对照组 2)：用含 

有 1 mmol／L硫 代 甘 油 的 DMEM／F一12培 养 液 

(含 20 FCS)预诱导 24 h后 ，再加入含 5 mmol／L 

硫代甘油的无血清 DMEM／F一12培养液诱导 5 h。 

1．2．3．4 单用丹参注射液对照组(对照组 3)：不用 

bFGF预诱导，直接用含 10 ml／L丹参注射液 的无 

血清 DMEM／F一12培养液诱导 5 h。 

1．2．3．5 单用 bFGF对照组 (对照组 4)：用bFGF 

预诱导 24 h后 ，不加入后诱导剂 。 

1．2．4 诱导细胞鉴定 ：为进一步明确 rMSCs是否 

分化 为神经元样细 胞，采用神 经元标志物 NeuN、 

NF—M 和 GFAP进行鉴定 。诱导细胞用 40 g／L多 

聚甲醛 固定 15 min，PBS洗涤后加入过氧化物酶阻 

断剂，非免疫性动物羊血清封闭，分别加入NeuN单 

抗 (1：100稀释)、NF—M(1：100稀释 )和 GFAP 

(1：50稀释)单抗 4℃孵育过夜 ，PBS洗涤后加入 

免疫组化检测进 口试剂盒中二抗 Envision显色试 

剂 孵 育 30 min，Tris缓 冲 生理 盐 水 (TBS)洗涤 ， 

3，3'-二氨基联苯胺 (DAB)显色 ，苏木素复染 ，中性 

树胶封固。各诱导组细胞于免疫组化染色后在光镜 

下随机选取 10个非重叠视野(×100)，计算 NeuN、 

NF—M和 GFAP阳性细胞 占总细胞数 的比例。 

1．3 统计学方法 ；结果用均数 土标准差 ( ±5)表 

示 ，t检验 ，SPSS软件分析结果 ，Microsoft Excell绘 

制图表。P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 rMSCs的形 态学 和生长特性 ：大鼠骨髓单个 

核细胞悬液接种于塑料培养瓶后，2～4 h左右细胞 

贴壁 ，贴壁细胞呈圆形 、短梭形或三角形，核位于 中 

央，散在分布于瓶底。12 h更换培养液后，2～3 d出 

现长梭形贴壁细胞(彩色插页图 1)。3～4 d培养瓶 

底圆形细胞减少 ，梭形细胞增多，并可见到少量细胞 

集落形成 。培养 1周左右，细胞密度进一步增加 ，细 

胞接近 80 ～90 融合时原代培养结束(彩色插页 

图 2)。原代培养消化后达(5～6)×10 个细胞 ，扩增 

至 5代时获得 (2～3)×10 个细胞。 

2．2 光镜下观察 rMSCs经诱导后细胞 的形 态变 

化 ：实验组 rMSCs经过预诱导后无形态变化 。经丹 

参 注射液诱导 0．5 h后 ，少数 rMSCs发生形 态变 
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化，在诱导 1～2 h中，rMSCs呈渐进性地向神经元 

样 细胞转化 (彩色插 页图 3)；诱 导 3 h后 ，大多数 

rMSCs胞体收缩成锥形或球形，立体感增强，细胞 

突起变细 、变长，有些长突起末端形成生长锥样的膨 

大及丝性伪足，轴突末端出现一级和二级分支，类似 

树突 ，并可见相互交织，部分细胞周 围有光晕 (彩色 

插页图 4)。诱导 5 h后细胞形态无进一步变化。对 

照组 1细胞形态未见任何变化；对照组 2诱导 3 h 

后 ，多数细胞呈较典型的神经元样细胞形态 ，但诱导 

5 h后部分细胞脱落 ；对照组 3和 4中仅有少量神经 

元样细胞 出现 。 

2．3 免疫组化鉴定(彩色插页图 5，图 6)：免疫组化 

染色结果显示 ，实验组和对照组 2中神经元样细胞 

的胞体及部分突起 NeuN、NF—M 染色呈强阳性 

(棕褐色)，而未分化的扁平 rMSCs为阴性(蓝色)。 

2．3．1 不 同浓度丹参注射液对 NeuN 、NF—M 和 

GFAP阳性细胞率的影响(图 7)：随机计数 1O个视 

野，结果发现，丹参注射液的诱导浓度分别为 1、5、 

10、20和 25 ml／L时，NeuN 阳性细胞 占总细胞 数 

的比例分别为 (7．12±1．34)9／5、(44．22±1．40) 、 

(72．50± 1．84)％、(45．90± 1．97)％、(25．00± 

2．83)％，在一定范围内随着丹参注射液浓度的增 

加 ，NeuN 阳性细胞率增加 ，当诱导浓度为10 ml／L 

时，阳性细胞率最高，但之后随着浓度的增加，NeuN 

阳性细胞率减少 。诱导浓度为 10 ml／L时 ，NF—M 

阳性细胞率亦最高，为(67．6O士3．20)％。GFAP阳 

性细胞率小于 2 。 

静 
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捌 
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丹参注射液浓度(ml／L) 

图7 不同浓度丹参注射液对 NeuN、NF—M 

和GFAP阳性细胞率的影响 

Figure 7 Effects of different concentration of 

salvia miltiorrhiza injection on positive 

rate ofNeuN ，NF —M and GAFP 

2．3．2 丹参注射液(10 ml／L)诱导 rMSCs后对 

NeuN、NF—M 和 GFAP免疫组化阳性细胞率的影 

响(表 1)：实验组与对 照组 1、3、4间 NeuN、NF—M 

阳性细胞率差异均具有显著性(P均<O．05)。对照 

组 1中细胞形态未见任何变化 ；对照组 2中有大量 

神经元样细胞(NeuN、NF—M)；对照组 3有少量神 

经元样细胞 (NeuN、NF—M 阳性细胞率小于 2 )； 

对照组 4有部分神经元样细胞(NeuN 阳性细胞率 

小于 15 )。 

表 1 实验组与各对照组免疫组化阳性细胞率比较( ±s) 

Table 1 Comparison of positive cells rate among 

experiment group and control groups 

detected by immunohistochemistry( 土s) 

组别 
免疫组化 阳性细胞率 ( ) 

NeuN NF—M GFAP 

注 ：与实验组 比较 ：△Pd0．05，与对 照组 2比较 ： Pd0．05 

3 讨 论 

MSCs具有高度自我更新和多向分化能力，不 

仅可以分化为多种间质组织细胞，还可跨越胚层界 

限分化为外胚层的神经细胞，为多种神经系统疾病 

的治疗提供了新思路“ 。为了解中医中药如何在间 

质干细胞研究中发挥作用，近 5年来国内在用中药 

诱导MSCs分化为神经元样细胞方面进行了尝试。 

本课题组已经证实丹参素、丹参酮可在体外成功诱 

导人 MSCs为神经元样细胞 。我们发现人MSCs 

和 rMSCs在贴壁时间、生长速度、形态方面等均有 

差异，为进一步明确丹参注射液对rMSCs体外分化 

为神经元样细胞的作用 ，也为下一步 rMSCs移植 、 

体内应用促 rMSCs诱导分化剂的研究奠定了基础。 

本研究中在从大鼠骨髓中分离rMSCs和体外传代 

培养技术的基础上，证实了丹参注射液具有诱导 

rMSCs转化为神经元样细胞的作用，经 bFGF预诱 

导后，用 10 ml／L诱导 3 h时作用最为显著，其诱导 

作用与丹参注射液的浓度相关。诱导 3 h后 ，大部分 

rMSCs可转变为神经元样细胞，并有轴突和树突出 

现，多个神经元之间可形成网络 。单用 bFGF或丹参 

注射液诱导均不表达此效果，说明bFGF和丹参注 

射液联合应用具有协同作用，整个分化诱导过程是 

连续的、逐步的，省略预诱导期和诱导期都可能影响 

细胞分化率 。 

NeuN是一种神经元特异性核蛋白，是神经元 

细胞的特异性标志之一。NF—M 是神经元特异性中 

间纤维，是一种细胞骨架蛋白，主要定位于神经元， 
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是构成神经元胞体和突起的重要结构。GFAP是星 

形胶质细胞的标志物。本研究结果显示，丹参注射液 

诱导后多数细胞 NeuN、NF—M 阳性 ，GFAP阴性 ， 

表明所诱导 出的细胞为神经元样细胞，而星形胶质 

细胞形成不明显。 

了解 rMSCs的生长特性对选择健康细胞进行 

移植具有重要的指导意义。本研究结果表明，rMSCs 

细胞在传代后 3～5 d进行细胞移植较合适 ，培养时 

间过长不仅不会增加细胞数量，反 而会剥夺细胞生 

长空间 ，消耗 营养成分 ，堆积代谢产物，影响细胞功 

能。同时通过流式细胞术鉴定rMSCs第2、3代已有 

相当高的纯度，且在第 2、3代细胞增殖较快，胞核透 

明，形态均一 。体外诱导结果也显示 了较高的阳性 

率。所以我们认为，选择第 2、3代处于对数增值期的 

rMSCs可能是进行移植实验的最佳时期。 

已有动物实验表 明，MSCs可促进脑 出血及脊 

髓损伤的神经修 复 ，一般认为其作用机制是移植 

的 MSCs本身或刺激宿主细胞分泌神经营养因子的 

营养作用致使神经功能恢复。丹参注射液具有在体 

外诱导 rMSCs向神经元样细胞分化的作用，但在动 

物模型中，移植 rMSCs并同时应用丹参注射液诱 

导 ，能否增加 rMSCs分化为神经元样细胞的阳性转 

化率，促进新生神经元存活；能否更有效地刺激宿主 

细胞分泌神经营养因子 ，促进神经损伤功能恢复；体 

外将从 rMSCs诱导分化形成的神经元样细胞用于 

动物体内是否具有神经元样细胞功能 ；如何提高 中 

药诱导 rMSCs向神经细胞的转化 率以及向神经细 

胞定 向分化的能力；rMSCs诱导分化为神经细胞 的 

确切机制如何等，都是我们下一步需要探索和研究 

的问题 。 
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宣肺透解剂对流感病毒性肺炎小鼠肺部炎症及炎症相关因子的影响 
(正文见198页 ) 

A：正常对照组 。B：病毒感染组；c：宣肺透解剂治疗组 

图1宣肺透解剂对流感病毒FM1感染小鼠呼吸器官炎性病变的影响 (HE，X 66) 
Figure 1 Effect of XTP on inflammatory pathological change of respiratory 

organs in mice infected by influenza virus FM1(HE．X 66) 

丹参注射液诱导大鼠骨髓间质干细胞分化 

为神经元样细胞的实验研究 

图1原代rMSCs培养2 d细胞形态(X 1 00) 
Figure 1 rMSCs after primary culture for 2 days(X 1 00) 

图3丹参注射液诱导1 h时的神经元样细胞(X 1 00) 
Figure 3 Neuron-like cells induced by salvia 

miltiorrhiza injection for 1 hour(X 1 00) 

图5丹参注射液诱导rMSCs分化为神经元样细胞 

NeuN染色阳性(免疫组化，X 200) 
Figure 5 Positive expression of NeuN-stained rMSCs after 

differentiating into neuron-like cells induced by 

salvia miltiorrhiza injection(immunohistochemistry，X 200) 

(正文见210页 ) 

图2原代rMSCs培养细胞接近融合(X 1 00) 

Figure 2 rMSCs reached to amalgamation after primary culture(X 1 00) 

图4丹参注射液诱导3 h时的神经元样细胞(X 1 00) 
Figure 4 Neuron-like cells induced by salvia 

miltiorrhiza injection for 3 hours(X 1 00) 

图6丹参注射液诱导rMSCs分化为神经元样细胞 

NF—M染色阳性(免疫组化，X 200) 
Figure 6 Positive expression of NF—-M—-stained rMSCs after 

differentiating into neuron-like cells induced by salvia 

miltiorrhiza injection(immunohistochemistry，X 200) 
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