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　　　丙戊酸促进小鼠神经干细胞分化

成神经元及其影响机制
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摘要：　为了探究丙戊酸（ＶＰＡ）促进小鼠神经干细胞（ＮＳＣｓ）分化成神经元的可能机制，从小鼠脑中分离神经

干细胞并进行传代培养，再将其在不同类型分化培养基中重新接种，诱导细胞分化为神经元，用免疫荧光染色

检测神经元特异性标志物的表达情况，并采用ｑＲＴＰＣＲ分析研究 ＶＰＡ处理前、后 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路

中关键分子表达水平。结果表明：分离后传代培养的ＮＳＣｓ悬液内Ｎｅｓｔｉｎ和Ｐａｘ６阳性细胞比例居高，分化后

细胞呈现出显著神经元形态，且神经元标志物β微管蛋白（ＴＵＪ１）、双皮质素（ＤＣＸ）和微管相关蛋白２

（ＭＡＰ２）在分化后表达水平显著提高；与正常组相比，ＶＰＡ处理组中犠狀狋３α，β犮犪狋犲狀犻狀和犮狔犮犾犻狀犇１的ｍＲＮＡ

相对表达量上升，狆２１的ｍＲＮＡ相对表达量降低；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的抑制剂ＦＨ５３５能显著减弱ＶＰＡ

中ＮＳＣｓ分化成神经元的过程。
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ａｎｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２（ＭＡＰ２）ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．
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ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ狆２１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＶＰＡｔｒｅａｔｅｄ
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ｔｉｏｎｏｆＮＳＣｓｉｎｔｏｎｅｕｒｏｎｓｉｎＶＰＡ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｎｅｕｒｏｎｓ；ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎ；ｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｐａｔｈｗａｙ

神经干细胞（ＮＳＣｓ）是在胚胎、新生儿和成人大脑中产生神经元和神经胶质细胞的主要祖细胞
［１］，

是多潜能的前体细胞，能作为神经球在培养基中生长和自我更新很长一段时间，同时保持稳定以产生成

熟的功能性脑细胞［２］，在神经系统疾病的治疗中发挥着独特的作用。随着对神经发育的了解和干细胞

技术的进步，可以通过不同来源获得ＮＳＣｓ，并有目的地将其分化为特定的神经谱系细胞，从而替代某

些神经系统疾病中丢失的特定细胞，为治疗神经退行性疾病提供了新的方法［３］。ＮＳＣｓ的分化受到多

种因素的调节，包括生长和转录因子、表观遗传调节剂、微核糖核酸（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）和细胞外基质成分的

作用等［４］。除这些内在特征和外在信号的调节外，化学物质也可以调节ＮＳＣｓ的分化进程。

丙戊酸（ＶＰＡ）是一种用于治疗神经疾病的药物，研究表明ＶＰＡ对神经具有保护作用。这种作用

的潜在机制是上调抗凋亡蛋白（Ｂｃｌ２）的表达，从而产生神经营养效应
［５］。ＶＰＡ 是一种细胞外信号调

节激酶（ＥＲＫ）通路激活剂，它可以通过激活ＥＲＫ调节转录因子ＡＰ１功能，也可以作为神经营养因子

促进神经元分化和神经元存活。ＶＰＡ还能增加ＥＲＫ通路调控的基因的表达，包括生长锥相关蛋白和

Ｂｃｌ２，促进神经突生长和细胞存活，增强去甲肾上腺素的摄取和释放
［６］。Ｈｓｉｅｈ等

［７］的研究表明，在

ＶＰＡ上调的神经元特异性基因中存在一种神经源性的基本螺旋环螺旋转录因子（ＮｅｕｒｏＤ），它能够诱

导神经元，如诱导成年海马神经祖细胞的神经元分化，也能抑制神经胶质分化，如星形胶质细胞和少突

胶质细胞。ＶＰＡ在神经元分化中发挥着重要作用，但是ＶＰＡ对ＮＳＣｓ的影响尚不清楚。因此，本文从

小鼠中分离ＮＳＣｓ，经过不同培养基重新接种使其分化成神经元，探究ＶＰＡ诱导ＮＳＣｓ分化的可能影

响机制。

１　实验材料

１．１　动物和试剂

昆明种小鼠购自福州吴氏试验动物研究中心，试验动物使用许可证号：ＳＣＸＫ（闽）２０１６０００２。

ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＴＭＰｌｕｓ培养基、Ｂ２７ＴＭＰｌｕｓ添加物、γ分泌酶抑制剂（ＤＡＰＴ）（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；优等

胎牛血清（ＦＢＳ）（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；培养细胞／细菌总ＲＮＡ提取试剂盒（北京天根生化科技有限公

司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒（日本ＴＡＫＡＲＡ公

司）；ｉＴａｑＵｎｉｅｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎ超混合液（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；β巯基还原剂、体积分数４％的组织

细胞固定液（北京索莱宝生物科技有限公司）；双皮质素（ＤＣＸ）抗体、β微管蛋白（ＴＵＪ１）抗体（英国Ａｂ

ｃａｍ公司）；抗荧光淬灭剂（上海碧云天生物技术有限公司）；山羊抗小鼠二抗Ｃｙ３（美国Ｊａｃｋｓｏｎ公司）；

丙戊酸（ＶＰＡ）、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、ＴｒｉｔｏｎＸ１００聚乙二醇辛基苯基醚（美国Ｓｉｇｍａ公司）；Ｎｅｓｔｉｎ单

克隆抗体、Ｐａｘ６单克隆抗体、ＭｏｕｓｅＩｇＧ１ＩｓｏｔｙｐｅＣｏｎｔｒｏｌ（同型对照）、ＤｙＬｉｇｈｔ４８８偶联山羊抗小鼠

ＩｇＧ二抗（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；引物（上海生工生物工程股份有限公司）；ＮｅｕｒｏＣｕｌｔＮＳＣ增殖补充

剂、ＮｅｕｒｏＣｕｌｔＮＳＣ基础培养基（加拿大ＳｔｅｍＣｅｌｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；ＦＧＦ２（ｂＦＧＦ）、表皮生长因子

（ＥＧＦ）（美国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司）；ＦＨ５３５拮抗剂（美国ＥＭＤＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

１．２　实验设备

台式低温高速离心机（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；流式细胞仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；倒置荧光显微镜

（德国莱卡公司）；荧光定量ＰＣＲ仪、ＰＣＲ仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）；高速离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司）；涡旋震荡器（德国ＩＫＡ公司）；超微量分光光度计（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
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２　实验方法

２．１　溶液配制

完全培养液：将５０ｍＬＮｅｕｒｏＣｕｌｔＮＳＣ增殖补充剂添加到４５０ｍＬＮｅｕｒｏＣｕｌｔＮＳＣ基础培养基中，

加入２０μＬ５００μｇ·Ｌ
－１的ＥＧＦ和１０００μＬ１００μｇ·ｍＬ

－１的ＦＧＦ２，于４℃下储存。

对照组为诱导分化第０天的细胞，其他各组别神经干细胞需在相应的培养基中诱导分化１０ｄ。正

常（ＮＯＲ）组细胞培养基由ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＴＭＰｌｕｓ培养基、体积分数２％的Ｂ２７ＴＭ Ｐｌｕｓ添加物和体积分数

０．１％的ＤＡＰＴ组成；实验（ＥＸＰ）组细胞培养基由ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＴＭ Ｐｌｕｓ培养基、体积分数２％的Ｂ２７ＴＭ

Ｐｌｕｓ添加物、体积分数０．１％的ＤＡＰＴ和０．７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＶＰＡ
［８］组成；ＶＰＡ＋ＦＨ５３５（ＡＮＴ）组细胞

培养基由ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＴＭＰｌｕｓ培养基、体积分数２％的Ｂ２７ＴＭ Ｐｌｕｓ添加物、体积分数０．１％的ＤＡＰＴ、

０．７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＶＰＡ和ＦＨ５３５拮抗剂构成。

２．２　神经干细胞的分离培养

取出生第１５天的小鼠脑组织，先用生理盐水冲洗至洗涤液澄清，再用体积分数７５％的酒精洗涤，

最后用生理盐水冲洗３次；将端脑快速解剖分离并转移至５０ｍＬ离心管中，用枪头吹至浑浊。加入完

全培养液，２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，重复２次。向离心管中加入１ｍＬ完全培养液，吹打至没有可见

细胞团块；将细胞按照每１５ｍＬ１．０×１０７ 个的密度接种于Ｔ７５瓶中，置于细胞培养箱中培养。

２．３　神经干细胞传代

神经干细胞培养７ｄ后可以观察到神经球，将其收集至离心管中，离心弃上清，加入 Ａｃｃｕｔａｓｅ酶，

重悬细胞球后，将离心管放置于恒温震荡箱中孵育２０ｍｉｎ。吹打细胞液至无肉眼可见的团块，向离心

管中加入生理盐水使消化终止，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，去上清，再加入完全培养液重悬，使沉淀分

散为单细胞悬液。将细胞以每１５ｍＬ１．０×１０６ 个的密度接种于Ｔ７５瓶中，放置于培养箱中培养。

２．４　定向分化

用Ｌａｍｉｎｉｎ包被２４孔板，置于培养箱内过夜，在接种细胞前，用磷酸缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２４孔板。

将第２代神经干细胞的神经球消化为单细胞，再用神经元分化培养基重悬细胞，按每孔５００μＬ４×１０
４

个细胞接种于２４孔板，放置于３７℃，体积分数５％的ＣＯ２ 培养箱中培养。每隔３ｄ换液１次，换液采

取半量换液原则，观察细胞状态诱导１０ｄ。

２．５　流式细胞术

将细胞固定、透化，然后用Ｎｅｓｔｉｎ，Ｐａｘ６单克隆抗体、小鼠ＩｇＧ１同种型对照分别与体积分数５％的

ＢＳＡ以体积比１∶１００稀释。将一抗在冰上孵育１ｈ后，用ＤｙＬｉｇｈｔ４８８偶联的山羊抗小鼠ＩｇＧ二抗在

冰上以１∶５００的稀释度对细胞进行染色１ｈ。每个样品采集了１×１０５ 个细胞。

２．６　狇犚犜犘犆犚

在培养０和１０ｄ时，分别检测各组犜犝犑１，犇犆犡和微管相关蛋白２（犕犃犘２）的ｍＲＮＡ相对表达量，

检测各组 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路中关键分子犠狀狋３α，β犮犪狋犲狀犻狀，犮狔犮犾犻狀犇１，狆２１ 的 ｍＲＮＡ相对表达

量。对ＲＮＡ样品进行提取，使用微量分光光度计测量ＲＮＡ浓度。对ＲＮＡ进行纯化及反转录，结果

采用２ΔΔ犆狋法进行相对定量。ＰＣＲ引物序列，如表１所示。表１中：犌犃犘犇犎 为管家基因。

表１　ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰＣＲ

基因名称 引物序列 （５′３′） 基因名称 引物序列 （５′３′）

犜犝犑１

犇犆犡

犕犃犘２

犠狀狋３α

Ｆ：ＣＧＣＣＡＴＧＴＴＣＡＧＡＣＧＣＡＡＧ

Ｒ：ＣＴＣＧＧＡＣＡＣＣＡＧＧＴＣＧＴＴＣＡ

Ｆ：ＧＡＧＴＧＧＧＧＣＴＴＴＣＧＡＧＴＧＡＴ

Ｒ：ＴＧＧＴＧＧＡＡＣＣＡＣＡＧＣＡＡＣＴＴ

Ｆ：ＡＡＧＴＧＧＴＧＡＣＴＴＧＧＣＴＣＡＧＧ

Ｒ：ＧＧＧＡＧＧＡＴＧＧＡＧＧＡＡＧＧＴＣＴ

Ｆ：ＧＣＣＧＴＣＡＣＡＴＧＣＡＣＣＴＣＡＡ

Ｒ：ＧＣＴＣＴＧＴＧＧＧＣＡＣＣＴＴＧＡＡＧ

β犮犪狋犲狀犻狀

犮狔犮犾犻狀犇１

狆２１

犌犃犘犇犎

Ｆ：ＧＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＡＧＴＧＣＴＧＡ

Ｒ：ＡＣＴＣＧＧＧＴＣＴＧＴＣＡＧＧＴＧＡＧ

Ｆ：ＴＧＧＡＧＣＣＣＣＴＧＡＡＧＡＡＧＡＧ

Ｒ：ＡＡＧＴＧＣＧＴＴＧＴＧＣＧＧＴＡＧＣ

Ｆ：ＣＴＧＣＴＣＣＣＴＴＣＣＴＣＡＧＡＣ

Ｒ：ＴＧＡＧＧＴＡＧＧＡＣＣＡＧＧＡＡＡＣＣ

Ｆ：ＡＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ

Ｒ：ＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴＣＣ
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２．７　免疫荧光染色

诱导１０ｄ后，去除孔板中培养液，再用体积分数４％的多聚甲醛（ＰＦＡ）固定１０ｍｉｎ，吸出，洗涤。

加入体积分数０．３％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００，室温固定１０ｍｉｎ，吸出，洗涤。每孔加体积分数３％的ＢＳＡ室温

封闭１ｈ；加入体积分数３％ＢＳＡ稀释后的ＴＵＪ１抗体（体积比为１∶３００）和ＤＣＸ抗体（体积比为１∶

３００），对照组加入等量体积分数３％的ＢＳＡ，４℃孵育过夜。吸去一抗，洗涤；再加入体积分数３％ＢＳＡ

稀释后的山羊抗小鼠二抗Ｃｙ３（体积比为１∶５００），避光孵育１ｈ，吸出，洗涤；加入５滴抗荧光淬灭剂

（含ＤＡＰＩ），室温避光放置５ｍｉｎ，荧光显微镜观察拍照。

２．８　统计学分析

采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ６软件作图
［９］，所有数据均用均值±标准差（狓±狊）表示。采用ＳＰＳＳ１８．０软

件对原始数据进行正态性检验，并对服从正态分布的连续变量进行单因素方差分析；然后进行方差齐假

设事后检验，对方差不齐的数据使用 Ｗｅｌｃｈ校正的两独立样本狋检验评价组间参数的显著性。检验水

准α设为０．０５。与对照（ＣＯＮ）组相比，上标“”“”“”分别表示犘＜０．０５，犘＜０．０１，犘＜

０．００１；与正常（ＮＯＲ）组相比，上标“＃”“＃＃”“＃＃＃”分别表示犘＜０．０５，犘＜０．０１，犘＜０．００１；与实

验（ＥＸＰ）组相比，上标“＄”“＄＄”“＄＄＄”分别表示犘＜０．０５，犘＜０．０１，犘＜０．００１。

３　实验结果与分析

３．１　神经干细胞分离培养及标志物检测

采用神经球技术从人神经组织中分离出神经干细胞，经体外培养并传代可以观察到细胞聚集生长，

并形成球状（图１）。

（ａ）细胞第１次传代培养７ｄ后　　　　　　　　　（ｂ）细胞第２次传代培养７ｄ后

图１　体外培养的ＮＳＣｓ形态

Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＮＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄ犻狀狏犻狋狉狅

许多标志物与ＮＳＣｓ相关，这些标志物包括ＳＯＸ２
［１０］，Ｎｅｓｔｉｎ

［１１］和Ｐａｘ６
［１２］等。使用单细胞分析鉴

定ＮＳＣｓ标志物，通过采用流式细胞术对神经干细胞胞内标志物 Ｎｅｓｔｉｎ和Ｐａｘ６进行检测。Ｎｅｓｔｉｎ，

Ｐａｘ６在神经干细胞内的表达峰图，如图２所示。图２中：犆为细胞计数；犐为荧光强度。由此可知，传代

培养后，细胞悬液内具有高比例的Ｎｅｓｔｉｎ和Ｐａｘ６阳性细胞。

　（ａ）Ｎｅｓｔｉｎ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）Ｐａｘ６

图２　Ｎｅｓｔｉｎ，Ｐａｘ６在神经干细胞内的表达峰图

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｅａｋｄｉａｇｒａｍｓｏｆＮｅｓｔｉｎ，Ｐａｘ６ｉｎｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

３．２　诱导后神经元形态

通过种板使细胞呈贴壁生长，采用分化培养基对神经干细胞进行诱导，可观察到许多细胞表现出神
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经元形态［１３］，具有小的圆形细胞体，延伸出长突起。

为了探究分化培养基能否将神经干细胞诱导为神经元，对诱导后的细胞进行免疫荧光染色处理，检

测神经元特异性标志物ＴＵＪ１，ＤＣＸ。ＴＵＪ１，ＤＣＸ在体外分化细胞中的表达，如图３所示。图３中：红

色为ＴＵＪ１，ＤＣＸ免疫荧光染色；蓝色为ＤＡＰＩ染色。ＮＯＲ组和ＥＸＰ组诱导培养后的细胞ＴＵＪ１和

ＤＣＸ抗体染色的阳性率对比，如图４所示。图４中：η为免疫荧光阳性率。

（ａ）ＮＯＲ组　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＥＸＰ组

图３　免疫荧光检测神经干细胞的分化情况

Ｆｉｇ．３　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

图４　诱导培养后的细胞ＴＵＪ１和

ＤＣＸ抗体染色的阳性率

Ｆｉｇ．４　ＰｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆＴＵＪ１ａｎｄＤＣＸ

ａｎｔｉｂｏｄｙｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅ

由图３，４可知：ＮＯＲ组和ＥＸＰ组的ＮＳＣｓ都成功分化

成神经元；与ＮＯＲ组相比，ＥＸＰ组培养的细胞，ＮＳＣｓ分化

的细胞表达神经元特异性标志物ＴＵＪ１，ＤＣＸ更显著。结果

表明，分化培养基和丙戊酸都促进 ＮＳＣｓ向神经元的分化，

ＥＸＰ组中ＮＳＣｓ分化的神经元数量远高于正常组，分化效果

更佳，模拟了体内神经干细胞向神经元进化的过程。

３．３　诱导前、后神经元标志物基因表达量变化

为了进一步检测 ＴＵＪ１，ＤＣＸ，ＭＡＰ２在神经干细胞分

化过程中的表达情况，提取诱导０ｄ和１０ｄ后细胞中的

ＲＮＡ，通过ｑＲＴＰＣＲ检测，得到神经元标志物基因 ｍＲＮＡ

相对表达量，如图５所示。

图５　神经元标志物基因ｍＲＮＡ相对表达量

Ｆｉｇ．５　ＲｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｍａｒｋｅｒｇｅｎｅｓ

由图５可知：与 ＣＯＮ 组相比，ＮＯＲ 组和 ＥＸＰ组中

犜犝犑１，犇犆犡，犕犃犘２的ｍＲＮＡ在分化过程中表达水平都显

著提高，标志物基因表达水平的差异具有统计学意义（犘＜

０．００１）；与ＮＯＲ组相比，ＥＸＰ组中犜犝犑１，犇犆犡 和犕犃犘２

的ｍＲＮＡ表达水平的差异具有统计学意义（犘＜０．００１）。

３．４　犠狀狋／β犮犪狋犲狀犻狀信号通路中关键分子在分化中的表达

ＶＰＡ能够促进 ＮＳＣｓ向神经元的分化，为进一步探究

ＶＰＡ在 ＮＳＣｓ分化过程中可能的影响机制，选取 Ｗｎｔ／β

ｃａｔｅｎｉｎ信号通路中关键分子犠狀狋３α和β犮犪狋犲狀犻狀为评价指

标，通过ＲＴｑＰＣＲ检测犠狀狋３α和β犮犪狋犲狀犻狀的ｍＲＮＡ相对

表达量，结果如图６（ａ），（ｂ）所示。由图６（ａ）可知：与ＣＯＮ

组相比，ＮＯＲ组和ＥＸＰ组中犠狀狋３α的ｍＲＮＡ相对表达量均高于对照组；与ＮＯＲ组相比，ＥＸＰ组的

ＶＰＡ可以增加细胞中犠狀狋３α的ｍＲＮＡ相对表达量；然而，在加入ＦＨ５３５后，与ＥＸＰ组相比，ＡＮＴ组

中犠狀狋３α的ｍＲＮＡ相对表达量下降。由图６（ｂ）可知：与ＣＯＮ组相比，ＮＯＲ组和ＥＸＰ组中β犮犪狋犲狀犻狀

的ｍＲＮＡ相对表达量明显提高；与ＮＯＲ组相比，ＥＸＰ组中β犮犪狋犲狀犻狀的ｍＲＮＡ表达提高更显著；加入

ＦＨ５３５拮抗剂后，ＡＮＴ组中β犮犪狋犲狀犻狀的ｍＲＮＡ表达下降，但是表达水平仍然高于ＣＯＮ组。

此外，实验还探究了丙戊酸对分化细胞中细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１表达的影响，结果如图６（ｃ）所示。

由图６（ｃ）可知：与ＣＯＮ组相比，ＮＳＣｓ分化后的细胞中犮狔犮犾犻狀犇１的ｍＲＮＡ相对表达量显著提升（犘＜

０．００１），ＥＸＰ组中犮狔犮犾犻狀犇１的ｍＲＮＡ相对表达量显著高于ＮＯＲ组（犘＜０．００１）；加入ＦＨ５３５拮抗剂
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后，ＡＮＴ组中犮狔犮犾犻狀犇１的ｍＲＮＡ相对表达量下降（犘＜０．００１），表达水平低于ＥＸＰ组，但高于ＣＯＮ

组。由图６（ｄ）可知：与ＣＯＮ组相比，ＮＯＲ组和ＥＸＰ组中狆２１的ｍＲＮＡ相对表达量均显著下降，且与

ＮＯＲ组相比，ＥＸＰ组中狆２１的ｍＲＮＡ相对表达量更低，加入ＦＨ５３５拮抗剂后，ＡＮＴ组狆２１的ｍＲＮＡ

相对表达量提高，但仍低于ＣＯＮ组。

　　（ａ）犠狀狋３α　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）β犮犪狋犲狀犻狀

　（ｃ）犮狔犮犾犻狀犇１　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　（ｄ）狆２１

图６　分化前、后 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路关键分子的ｍＲＮＡ相对表达量

Ｆｉｇ．６　ＲｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｋｅｙｍｏｌｅｃｕｌｅｓｏｆＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

４　结论

神经干细胞存在于胚胎发育期间和成人中枢神经系统 （ＣＮＳ）的某些区域
［１４］，它们能够自我更新，

同时保留对神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞３个主要中枢神经系统谱系的分化潜力
［１５］。动物成

人ＮＳＣｓ促进损伤或患病中枢神经系统的修复是一种很有前途的方法。通过从小鼠脑部分离神经干细

胞，使用补充有生长因子的培养基分离和扩增ＮＳＣｓ，流式细胞术结果显示，分离后传代培养的神经干

细胞细胞表面标记物Ｎｅｓｔｉｎ，Ｐａｘ６表达显著，可得到高纯度的神经干细胞，再将神经干细胞通过分化培

养基处理，诱导其向着神经元方向分化，模拟体内ＮＳＣｓ的分化进程。研究表明，无论是正常组还是实

验组，ＮＳＣｓ分化后细胞中犜犝犑１，犇犆犡，犕犃犘２的ｍＲＮＡ相对表达量均显著升高，且分化后细胞经免

疫荧光染色呈现出显著神经元形态。

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路调节多种发育过程，如细胞增殖、细胞分化和细胞迁移等
［１６］。在经典信号通路

中，在 Ｗｎｔ配体存在的情况下，细胞表面的 Ｗｎｔ配体和受体结合后会诱发散乱，导致复合物（ＡＸＩＮ，

ＧＳＫ３β，ＣＫ１，ＡＰＣ）向受体聚集
［１６］。随后，ＧＳＫ３β的磷酸化和抑制确保了细胞膜βｃａｔｅｎｉｎ浓度的升

高。细胞质中未磷酸化的βｃａｔｅｎｉｎ迁移到细胞核并聚集，与Ｔ细胞特异性因子（ＴＣＦ）或淋巴细胞增强

子结合因子（ＬＥＦ）及共激活因子（如Ｐｙｇｏｐｕｓ和Ｂｃｌ９）相互作用，触发 Ｗｎｔ靶基因（如犮犕狔犮，犆犇

犓犖１犃 和犮狔犮犾犻狀犇１）表达，导致ＴＣＦ／ＬＥＦ靶基因上调。具有高度多向性及多功能的超转录因子（ＴＦ）

ｃＭｙｃ通过靶向多达１５％的基因来控制多种细胞功能，对细胞增殖、分化、凋亡和新陈代谢具有广泛影

响［１７］。不同的细胞因子和激素可促进ｃＭｙｃ蛋白水平的稳定，进而激活依赖于ｃＭｙｃ的靶基因的核转

录活化，例如，参与细胞周期调控的基因包括细胞周期蛋白Ｄ１，Ｄ２，Ｂ１，细胞周期蛋白依赖性激酶４

（ＣＤＫ４）和ＣＤＫ抑制剂ｐ２１，ｐ２７
［１７］。除此之外，显性活性形式的βｃａｔｅｎｉｎ的表达促进径向胶质细胞
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（ＲＧ）自我更新和抑制中间祖细胞（ＩＰ）产生
［１８］。ＩＰ在中期神经发生期间产生大量的神经元，并且在晚

期神经发生期间可能作为唯一的神经元生成祖细胞库［１９］，所以 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路在调节ＩＰ行为中也

起着必要的作用。Ｗｏｏｄｈｅａｄ等
［２０］指出，βｃａｔｅｎｉｎ的局灶性消融促进ＲＧ细胞周期退出和神经元分化。

Ｋｕｗａｈａｒａ等
［２１］研究表明，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路通过Ｎｍｙｃ和神经源性转录因子Ｎｇｎ１／２促进神经元分

化。总之，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路在神经细胞分化中发挥重要作用，通过对比发现，正常组与添加ＶＰＡ组

都会导致神经元分化，分化结束伴随着神经元细胞数量的增加及犠狀狋３α和β犮犪狋犲狀犻狀的表达量上升，但

是与ＣＯＮ组相比，添加ＶＰＡ组中分化产生的神经元数更多，犠狀狋３α和β犮犪狋犲狀犻狀表达量也更高，然而，

再加入拮抗剂后，这种作用明显减弱，犠狀狋３α和β犮犪狋犲狀犻狀的表达量明显降低，因此认为ＶＰＡ介导的神

经元分化是由于激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路导致的。

细胞周期调节剂细胞周期蛋白依赖性激酶 （ＣＤＫ）主要存在于多个４级复合物中，每个复合物都含

有ＣＤＫ、细胞周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）、增殖细胞核抗原和ｐ２１蛋白。通过ｐ２１的分子克隆和第４级细胞周期

激酶复合物的体外重建研究表明，ｐ２１的过表达可以抑制ｃｙｃｌｉｎ或ＣＤＫ家族成员的活性，进而抑制细

胞的增殖，ｐ２１是细胞周期蛋白激酶的通用抑制剂
［２２］。在实验中，除了 Ｗｎｔ３α和βｃａｔｅｎｉｎ外，还伴随

着犮狔犮犾犻狀犇１和狆２１ｍＲＮＡ相对表达量的变化，与对照组相比，分化后的细胞中犮狔犮犾犻狀犇１的 ｍＲＮＡ

相对表达量上升；与正常组相比，添加ＶＰＡ组ＮＳＣｓ分化后的细胞中犮狔犮犾犻狀犇１的ｍＲＮＡ表达更为显

著，但是狆２１的ｍＲＮＡ相对表达量下降；然而在加入拮抗剂后，呈现出相反的趋势。ＶＰＡ介导的神经

元的分化可以通过激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路转录调控靶基因犮犕狔犮和犮狔犮犾犻狀犇１，一方面，犮犕狔犮可

以通过下调ｐ２１蛋白解除其过表达对细胞周期蛋白激酶的抑制作用，促进细胞分裂增殖；另一方面，

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路也可以直接增强靶基因犮狔犮犾犻狀犇１的ｍＲＮＡ相对表达量，最终促进ＮＳＣｓ细胞

增殖和分化为神经元。

综上所述，ＶＰＡ介导ＮＳＣｓ分化为神经元的可能机制如下：ＶＰＡ先通过激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号

通路，促进 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路中关键分子β犮犪狋犲狀犻狀，犠狀狋３α的ｍＲＮＡ表达水平，再通过调控 Ｗｎｔ

靶基因犮犕狔犮等，抑制ｐ２１蛋白的表达，促进细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达，进而诱导ＮＳＣｓ的增殖分

化。研究发现，经过ＶＰＡ处理的培养基更容易诱导ＮＳＣｓ分化成神经元，实验探究了其可能的影响机

制，为进一步探究ＶＰＡ诱导后的神经元功能提供了可能，促进了神经元在再生医学到药物筛选等应用

中的进一步研究。
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