
中国农业科学  2009, 42(9):3305-3313 
Scientia Agricultura Sinica                                                   doi: 10.3864/j.issn.0578-1752.2009.09.037 

 
收稿日期：2008-09-24；接受日期：2009-01-22 
基金项目：国家“863”计划（2004AA213072）、西北农林科技大学科研专项基金（07ZR001） 
作者简介：郑月茂（1972－），男，内蒙古呼和浩特人，副研究员，博士，研究方向为发育生物学。E-mail：zhengyuemao@163.com。赵  雪（1974－），

女，陕西礼泉人，博士研究生，研究方向为分子生物学。E-mail：ylzhaox@163.com。郑月茂和赵雪为本文共同第一作者。通信作者张  涌
（1956－），男，内蒙古呼和浩特人，教授，博士，研究方向为动物胚胎工程。Tel：029-87080085；E-mail：Zhy1956@263.net 

 
 

转 EGFP 基因猪胎儿神经干细胞的体外分化 

郑月茂
1, 2

，赵  雪
1, 2

，贺小英
1, 2

，权富生
1, 2

，刘  军
1, 2

，张  涌
1, 2

 

（1 西北农林科技大学动物医学院，陕西杨凌 712100；2 西北农林科技大学生物工程研究所，陕西杨凌 712100） 

 

摘要：【目的】获得转 EGFP 基因神经干细胞并监测其自我更新、增殖和多向分化潜能；通过用 EGFP 对神经

干细胞进行标记和体外追踪实验，为 EGFP 作为示踪标记对神经干细胞进行体内移植研究奠定基础。【方法】利用

神经干细胞培养技术体系，从胎龄 30 d 猪胎儿脑组织中分离培养神经干细胞，通过脂质体介导转染技术，将 EGFP

基因导入神经干细胞，诱导转基因神经干细胞贴壁分化，观察其体外增殖、分化特点。采用 RT-PCR 技术检测干细

胞和分化细胞表面标志或相关基因。【结果】成功分离培养出神经干细胞，获得转 EGFP 基因神经干细胞，神经干

细胞在表达 EGFP 的同时仍具有多向分化潜能。神经干细胞中 Nestin 表达强阳性，NogoA、DCX、CyclinD2、CD133、

Hes1、Oct4、CD-90、Nanog 和 Sox2 表达阳性；体外诱导的神经干细胞可以分化为星形胶质细胞（表达 GFAP）、

少突胶质细胞（表达 GalC）和神经元细胞（表达 NF、NSE 和 MAP2）；能分化为脂肪细胞（表达 LPL 和 PPARγ-D）、

成骨细胞（表达 Osteonectin 和 Osteocalcin）、肌细胞（表达 myf-5、myf-6 和 myoD）、内皮细胞（表达 CD31、

CD34、CD144 和 eNOS）和软骨细胞（表达 COL2A1）。【结论】从猪胎儿大脑组织分离神经干细胞具有可行性和有效

性，转 EGFP 基因神经干细胞具有自我更新、增殖和多向分化潜能，可以用 EGFP 对神经干细胞进行标记、追踪，

作为示踪标记进行神经干细胞体内移植研究。 
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Abstract: 【Objective】 Despite the increasing importance of the pig as a large animal model, little is known about the porcine 
neural stem cells (NSCs). 【Method】 To evaluate the markers expressed by NSCs, expression of EGFP by the cells and in vitro 
differentiation of the cells, brains were dissected from 30-day fetuses, enzymatically dissociated, and grown in the presence of 
epidermal growth factor, basic fibroblast growth factor etc. Porcine NSCs could be grown as suspended spheres. Plasmid containing 
EGFP gene was transfected into NSCs by lipofection and selected by G418. The positive NSCs were abtained. NSCs were induced 
to differentiate into cell types representing each embryonic germ layer, including cells of adipogenic, osteogenic, myogenic, 
endothelial, neuronal and chondrogenic lineages. 【Result】 Expanded NSCs and differentiated cells were banked or harvested for 
analysis using reverse transcription–polymerase chain reaction (RT-PCR). Cultured porcine NSCs widely expressed Nestin, NogoA, 
DCX, CyclinD2, CD133, Hes1, Oct4, CD-90, Nanog and Sox2. NSCs were differentiated into astrocyte (GFAP+), oligodendrocyte 
(GalC+), neuron (NF+、NSE+ and MAP2+), adipocyte (LPL+ and PPARγ-D+), osteoblast (Osteonectin+ and Osteocalcin+), myocyte 
(myf-5+, myf-6+ and myoD+), endothelium (CD31+, CD34+, CD144+ and eNOS+) and chondrogenic cells (COL2A1+). 【Conclusion】
This study shows that porcine NSCs are broadly multipotent, thus, may be useful in porcine cell transplantation studies potentially 
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leading to the application of this strategy in the setting of nervous system disease and injury. 
Key words: neural stem cells; EGFP gene; markers; differentiation; porcine fetus 
 

0  引言 

【研究意义】神经干细胞（neural stem cells，
NSCs）是指一类具有自我更新、高度增殖和多向分化

潜能的细胞。NSCs 的发现，是神经科学的重大发展，

标志着多年来“中枢神经细胞不可再生”理论的结束，

对神经系统的损伤修复、退行性疾病的治疗以及深入

研究动物的生长发育和分化具有重要意义。【前人研

究进展】1989 年 Anderson 等[1]首先提出了神经干细胞

的概念，并通过试验首先证实 NSCs 的存在，随后

Cattaneo[2]、Reynolds[3]、Gage[4]和 Temple[5]等分别在

Nature及 Science上刊登了有关NSCs的发现及其有关

特性的论著。神经干细胞的发现是神经系统疾病治疗

的一个里程碑，大部分神经缺损是由于疾病或损伤而

使神经系统中的某些类型细胞的数目减少所致，而这

些细胞又不能自我修复，如神经退行性疾病（帕金森

病）和脱髓鞘疾病。由于神经干细胞特有的生物学特

性是既在体外的可持续增殖，又具有多分化的潜能，

给人类多年来一直未能解决的使损伤或病变的中枢神

经组织恢复相应功能的治疗难题提供了可能的途径。

Snyder 等[6]从人胎儿全脑分离出神经干细胞并成功地

灌注入发育中的小鼠大脑后，细胞能存活、迁移，毫

无接缝地与宿主大脑组织连为一体并产生 3 种基本

的神经细胞，这些被灌注的细胞还能替补小鼠小脑神

经元退行性变性神经元缺陷。李庆国等对人胚中脑神

经干细胞的分离、增殖及分化进行了研究[7]。张明等

对神经干细胞诱导分化相关因素进行了研究[8]。杨立

业等研究了神经干细胞体外长期培养和外源基因表 
达[9]。赵慧英等对神经干细胞定向诱导分化条件进行

了研究[10]。迄今为止，国内外的神经科学工作者已经

使用神经干细胞移植技术对脑缺血性疾病、脑出血性

疾病、中枢神经系统创伤[11]、中枢神经系统慢性退变

性疾病（帕金森病[12]、亨廷顿病、阿尔茨海默病）以

及中枢神经系统肿瘤等进行动物治疗试验，展示了十

分诱人的临床应用前景。例如，帕金森病是由于黑质

多巴胺神经元变性引起的，表现为典型的运动功能失

调如僵直、颤抖等。但是，NSCs 在应用上还遇到许

多问题，如目前无论从 NSCs 的来源、特性研究以及

临床应用上，仍存在诸多的问题。例如，NSCs 的研

究、应用、相关技术的发展还受到干细胞来源的影响，

其大部分 NSCs 由胚胎干细胞培养分化而来。胚胎干

细胞有两种分离方法，其一由体外受精治疗不孕症患

者提供的临床需要之余的早期胚胎，其二来自终止妊

娠的死亡胎儿。采用该类来源的 NSCs 进行研究是否

有伦理问题，一直争论不休，且胚胎来源非常有限。

另外，干细胞在动物实验及临床观察时，均发现移植

细胞存活时间较短、存活率不高、治疗效果不确切等

缺陷，帕金森病患者接受移植后数年内症状出现反复。

因而笔者认为，需要对 NSCs 进行更为广泛和深入的

研究，以期在较短时间内取得突破性进展。在探索及

发展人类疾病新疗法的过程中，动物模式扮演着重要

角色。模式动物中以猪具有可畜养、演化上与人类接

近、遗传与疾病研究资料丰富等特点而备受青睐。

Philip 等曾对猪的神经前体细胞进行了研究[13]。【本

研究切入点】本研究的目的是获得转 EGFP（enhanced 
green fluorescence protein）基因神经干细胞并监测其自

我更新、增殖和多向分化潜能；通过用 EGFP 对神经

干细胞进行标记和体外追踪试验。【拟解决的关键问

题】为 EGFP 作为示踪标记对神经干细胞进行体内移

植研究奠定基础，为利用猪神经干细胞建立人类猪疾

病治疗研究模式奠定基础，并为相关研究提供理论基

础和技术保证。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 

除特别说明外，试剂均购自美国 Sigma 公司。含

EGFP 基因的质粒（pEGFP-N1）。G418 购自 MBI 公
司。基质胶（Matrigel）。油红-O 染液。阳离子脂质

体 LipofectamineTM2000 购自 Invitrogen 公司。 
1.1.1  神经干细胞分离培养液配方及主要试剂  基
础液：98 mmol·L-1 Na2SO4、30 mmol·L-1 K2SO4、5.8 
mmol·L-1 MgCl2、0.25 mmol·L-1 CaCl2、1 mmol·L-1 
Hepes、20 mmol·L-1 葡萄糖、0.001 %酚红和 0.125 
mmol·L-1 NaOH。消化液：20 ml 基础液添加 6.4 mg
半胱氨酸和 200 µl 木瓜蛋白酶。浓终止液：6 ml 基础

液添加 60 mg 牛血清白蛋白和 60 mg 胰蛋白酶抑制

剂。稀终止液：9 ml 基础液添加 1 ml 浓终止液。基础

培养液：500 ml 神经培养液（Gibco）添加 100 U·ml-1青
霉素、100 µg·ml-1链霉素和 5 ml 100× L-谷氨酰胺。

储备培养液：48.5 ml基础培养液添加1 ml B27（Gibco）
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和 0.5 ml N2（Gibco）。完全培养液：10 ml 储备培养

液添加 10 µl EGF（100 ng·µl-1）（Gibco）和 10 µl bFGF
（10 ng·µl-1）（Gibco）。 
1.1.2  神经干细胞诱导液配方及主要试剂  诱导对

照培养液：DMEM（低糖）添加 100 U·ml-1青霉素、

100 µg·ml-1链霉素和 10% FBS（神经细胞对照培养液

不添加 FBS）。神经细胞诱导液：对照培养液添加 10% 
FBS 和 25 ng·ml-1 NGF。脂肪细胞诱导液：对照培养

液添加 1 µmol·L-1地塞米松、1 mmol·L-1 3-异丁基-1-
甲基黄嘌呤（IBMX）、10 µg·ml-1胰岛素、0.1 mmol·L-1

左旋维生素 C 和 60 µmol·L-1吲哚美辛。成骨细胞诱导

液：对照培养液添加 100 nmol·L-1 地塞米松、10 
mmol·L-1β-磷酸甘油和 50 µg·ml-1左旋维生素 C。肌细

胞诱导液：对照培养液添加 3 µmol·L-1 5-氮杂胞苷。

内皮细胞诱导液：内皮细胞培养液（Clonetics）添加

10 % FBS、100 U·ml-1青霉素、100 µg·ml-1 链霉素和 2 
ng·ml-1 bFGF。软骨细胞诱导液：DMEM（高糖）

（Invitrogen）添加 2 µg·ml-1 L-谷氨酰胺（Invitrogen）、
100 U·ml-1青霉素、100 µg·ml-1链霉素、1% ITS、100 
nmol·L-1地塞米松、40 µg·ml-1 L-脯氨酸、50 µg·ml-1 左

旋维生素 C、10 ng·ml-1 TGF-β1 和 100 ng·ml-1 IGF-1。 
1.2  主要仪器 

PCR 仪（MJ），分光光度计及各种型号离心机

（SIGMA），凝胶成像分析系统（UVP），CO2恒温

培养箱（Thermo Forma），IMT-2 相差倒置显微镜

（OLYMPUS）。 
1.3  猪胎儿神经干细胞分离培养 

手术采集胎龄 30 d 的猪胎儿脑组织，加入 4 ml
消化液，37 ℃消化，出现絮状物时依次加入 2 ml 稀
终止液和 2 ml 浓终止液，37 ℃静置 2 min；转移絮状

物到另一离心管中，加入 2 ml 储备培养液，轻弹几下

离心管；然后转移絮状物到培养板中，加入 1 ml 完全

培养液，用吸管轻轻反复吹吸，尽量使絮状物分散为

单个细胞。将细胞悬液以 5×104个细胞·ml-1接种于专

用六孔培养板，加入2 ml完全培养液，在37℃、5% CO2

和饱和湿度下培养，细胞球形成后，每 2 d 在培养液

中添加 10 µl EGF（100 ng·L-1）和 10 µl bFGF（10 
ng·L-1）；3 d 以后可以将干细胞球消化分离为单个细

胞进行传代培养，方法同上；冻存大部分细胞，解冻

后培养。 
1.4  将 EGFP 基因导入神经干细胞 

利用脂质体包裹含 EGFP 基因的质粒，将之导  
入神经干细胞，经 G418 筛选获得阳性细胞。转染    

方法按照脂质体 2000 试剂说明书进行，将转染细    
胞于 37℃、5% CO2培养箱孵育，48 h 后用 G418 筛  
选。 
1.5  神经干细胞体外多向诱导分化 

将消化分离为单细胞的第 3 代转基因神经干细胞

接种于 24 孔培养板，分别利用神经细胞诱导液、脂肪

细胞诱导液、成骨细胞诱导液、肌细胞诱导液、内皮

细胞诱导液和软骨细胞诱导液将神经干细胞向神经细

胞、脂肪细胞、成骨细胞、肌细胞、内皮细胞和软骨

细胞诱导分化。将培养板用纤粘连蛋白（除特别说明

外）包被，根据以下方法在 5% CO2、37℃、饱和湿

度的培养箱中对干细胞进行诱导分化培养。每个试验

组设立 3 个重复，添加诱导液；同时设立对照组，添

加对照培养液。各诱导孔每周换液 2 次，诱导 2～4
周后收获细胞，利用 RT-PCR 技术鉴定细胞，检测神

经干细胞和已分化细胞的表面标志或相关基因表达。

分化为神经细胞：以 3×103个细胞/cm2 接种，用对照

培养液培养 2 d 后用诱导液培养。分化为脂肪细胞：

以 3×103个细胞/cm2接种进行诱导培养。培养至第 15
天时用油红-O 染色法检测脂肪滴。分化为成骨细胞：

以 5×104个细胞/孔接种，诱导培养 21 d。分化为肌细

胞：培养板用基质胶包被，以 3×103个细胞/cm2接种，

先用对照培养液培养 12 h 后更换为诱导液培养 24 h，
再用对照培养液继续培养 4 周。分化为内皮细胞：培

养板用基质胶包被，以 3×103个细胞/cm2接种培养，

每 2 d 补充 bFGF。分化为软骨细胞：以 3×103个细

胞/cm2接种，静态培养 2 周。 
1.6  神经干细胞和已分化细胞鉴定 

利用 RT-PCR（ reverse transcription-polymerase 

chain reaction）技术检测神经干细胞和已分化细胞的

表面标志或相关基因 mRNA 的表达。内参照用管家基

因 β-Actin。RT-PCR 操作步骤简述如下：用 Trizol 试
剂（Invitrogen 公司）提取待测细胞的总 RNA；紫外

吸收定量后，进行 RT-PCR 反应，采用 SuperscriptⅢ
（Gibco BRL）试剂盒反转录成 cDNA；以 cDNA 为

模板按照以下程序进行 PCR 扩增（根据 GeneBank 的

cDNA 序列，利用引物设计软件 primer 5.0 设计引物，

委托上海生物工程技术有限公司合成）：95℃预变性

5 min，94℃ 变性 30 s，56℃（引物不同退火温度亦

不同）退火 15 s，72℃延伸 45 s，循环 40 次后，72℃
延伸 5 min。PCR 产物以 1.5%的琼脂糖凝胶进行分离，

溴化乙锭染色后在紫外凝胶成像系统下分析产物条

带。 
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2  结果与分析 

2.1  获得转 EGFP 基因神经干细胞 

从猪胎儿脑组织中分离得到神经干细胞，形成细

胞球，将这些细胞球分离成单细胞并重新以克隆密度

培养，单个细胞又很快形成新的神经球。细胞球形状

比较规则，边界清晰，折光性好，立体感强。神经干

细胞 NogoA、DCX、CyclinD2、CD133、Hes1、Oct4、
CD-90、Nanog 和 Sox2 表达阳性（图 1-A～J），Nestin
表达强阳性（图 1-K）。神经干细胞转染 2 d 后加 G418
进行筛选，阴性细胞生长变缓，逐渐死亡，阳性细胞

克隆逐渐增大，形成阳性细胞球。消化回收转 EGFP 
 

 
 
M 表示 DNA 标记；图 A-J  M 为 50 bp 标记：50，100，150，200，250，300，350（最亮），400，450，500，550，600 bp；图 K M 为 100 bp 标记：

100，200，300，400，500，600，700（最亮），800 bp 
M indicates DNA markers. Fig. A-J M was 50 bp Marker: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 (the brightest), 400, 450, 500, 550, 600 bp; Fig. K M 为 100 bp 
DNA Marker: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700(the brightest), 800 bp 

 

图 1  NSCs 表面标志或相关基因 RT-PCR 产物电泳（图下数字表示产物长度，单位为 bp） 

Fig. 1  NSCs markers by RT-PCR (Sizes of PCR products are shown under the figures) 

 

基因神经干细胞球，扩增培养（图 2）。 
2.2  神经干细胞的多系分化能力 

向神经细胞分化：NSCs 贴壁后分化，部分细胞

胞体增大并出芽（图 3-Ｂ），逐渐发育成为较成熟的

长突出细胞，长突出相互连接，交织成网并建立有神

经纤维样联系（图 3-Ｃ），部分神经细胞呈束状排列

（图 3-D）。分化后的细胞表达 GFAP、GalC、NF、
NSE 和 MAP2 等神经细胞特异性标志（图 3-E～I）。

结果表明，体外诱导的 NSCs 可以分化为星形胶质细

胞（表达 GFAP）、少突胶质细胞（表达 GalC）和神

经元细胞（表达 NF、NSE 和 MAP2），说明 NSCs
可转变为神经的 3 种功能细胞。 

向脂肪细胞分化：NSCs 诱导分化 7 d，少数细胞

表面出现细小的脂滴；14 d 时，原细小脂滴聚合形成

大脂滴，有的细胞表面完全被脂滴覆盖；培养 21 d，
细胞胞浆中充满脂肪小泡（图 4-Ｂ），脂肪细胞呈短

梭形或椭圆形，油红 O 染色显示脂滴为红色（图 4-D），

对照组没有或只有个别细胞油红 O 染色阳性（图

4-C）。分化后的细胞表达 LPL 和 PPARγ-D 等脂肪细

胞表面标志或相关基因（图 4-E，F）。 

向成骨细胞分化：在成骨培养体系中培养 2 周，

神经干细胞由梭形变为多角形（图 7-Ｂ）。分化的细

胞表达Osteonectin和Osteocalcin等成骨细胞表面标志

或相关基因（图 7-C，D）。 
向肌细胞分化:神经干细胞经 5-氮杂胞苷诱导后 3

周，细胞变长呈梭形，长条状（图 8-B，C）。分化后

的细胞表达 myf-5、myf-6 和 myoD 等肌细胞表面标志

或相关基因（图 8-D，E，F）。 
向内皮细胞分化：细胞由圆形逐渐伸展成短梭形，

细胞聚集成细胞簇，簇与簇之间连接，形成网格状；

网格之间连线变细，由节点互相连接，形成网格样结

构（图 7-B）。分化后的细胞表达 CD31、CD34、CD144 
和 eNOS 等内皮细胞特异性标志（图 7-C，D，E，F）。 

向软骨细胞分化：神经干细胞诱导培养 12 h 后少

量贴壁；24 h 后大部分贴壁，贴壁细胞逐渐变成长梭

形（图 8-B）；诱导 1 周后，长梭形的细胞明显向成

软骨的多角形方向变化（图 8-C）；诱导 2 周后，大

部分细胞均已变成多角形（图 8-D）。对照组细胞形

态未见变化（图 8-A）。分化后的细胞表达软骨特异

性标志 COL2A1（图 8-E）。
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10×. A：培养 0 h；B：培养 1 d；C：培养 2 d；D：培养 3 d；E：培养 4 d；F：培养 5 d 

10×. A: Cultured for 0 h; B: Cultured for 1 d; C: Cultured for 2 d; D: Cultured for 3 d; E: Cultured for 4 d; F: Cultured for 5 d 

 

图 2  转 EGFP 基因 NSCs 扩增培养（荧光显微镜下照片） 

Fig. 2  EGFP gene transfected NSCs in culture (under green fluorescence microscope) 

 

 
10×；A：对照组细胞；B，C，D：试验组细胞（C，D 为荧光显微镜下照片）；E-I：神经细胞表面标志或相关基因 RT-PCR 产物电泳结果（图右数

字示产物长度，单位为 bp）；M 为 50 bp DNA 标记：50，100，150，200，250，300，350（最亮），400，450，500，550，600 bp 
10×; A: Control group; B, C, D: Treated group (C, D. under green fluorescence microscope); E-I: Results of neurogenic markers by RT-PCR（Sizes of PCR 
products are shown on the right of the figures）; M indicates size markers (50 bp):50, 100, 150, 200, 250, 300, 350(the brightest), 400, 450, 500, 550, 600 bp 

 

图 3  NSCs 诱导分化为神经细胞 

Fig. 3  Neurogenic differentiation of NSCs in culture 

 

 
A，C：对照组细胞；B，D：试验组细胞；A，B：10×；C，D：油红 O 染色，20×；E，F：脂肪细胞表面标志或相关基因 RT-PCR 产物电泳结果

（图右数字表示产物长度，单位为 bp）；M 为 50 bp DNA 标记：50，100，150，200，250，300，350（最亮），400，450，500，550，600 bp 
A, C: Control group; B, D.Treated group; A, B. 10×; C, D: Oil Red O stained, 20×; E, F: Results of adipogenic markers by RT-PCR (Sizes of PCR products 
are shown on the right of the figures); M indicates DNA markers (50 bp):50, 100, 150, 200, 250, 300, 350(the brightest ) 400, 450, 500, 550, 600 bp 

 

图 4  NSCs 诱导分化为脂肪细胞 

Fig. 4  Adipogenic differentiation of NSCs in culture 

 

       BA C D

Osteonectin Osteocalcin 

225 406 

 
 
20×. A：对照组 B.试验组（荧光显微镜下照片）；C，D：成骨细胞表面标志或相关基因 RT-PCR 产物电泳结果（图右数字表示产物长度，单位为

bp）；M 为 50 bp DNA 标记：50，100，150，200，250，300，350（最亮），400，450，500，550，600 bp 
20×. A: Control group; B: Treated group (under green fluorescence microscope) ; C, D: Results of osteogenic markers by RT-PCR (Sizes of PCR products are 
shown on the right of the figures); M indicates DNA markers (50 bp):50, 100, 150, 200, 250, 300, 350(the brightest), 400, 450, 500, 550, 600 bp 

 

图 5  NSCs 诱导分化为成骨细胞 

Fig. 5  Osteogenic differentiation of NSCs in culture 
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10×. A：对照组；B，C：试验组（C 为荧光显微镜下照片）；D，E，F：肌细胞表面标志或相关基因 RT-PCR 产物电泳结果（图右数字表示产物长

度，单位为 bp）；图 D. M 为 100 bp DNA 标记：100，200，300，400，500，600，700（最亮），800 bp；图 E，F：M 为 50 bp DNA Marker：50，
100，150，200，250，300，350（最亮），400，450，500，550，600 bp 
10×. A: Control group; B, C, D: Treated group (C, D. under green fluorescence microscope); E-I: Results of myogenic markers by RT-PCR (Sizes of PCR 
products are shown on the right of the figures); Fig. L M indicates size markers (100 bp):100, 200, 300, 400, 500, 600, 700(the brightest), 800 bp; Fig. E, F M 
indicates size markers (50 bp):50, 100, 150, 200, 250, 300, 350(the brightest), 400, 450, 500, 550, 600 bp 

 

图 6  NSCs 诱导分化为肌细胞 

Fig. 6  Myogenic differentiation of NSCs in culture 

 

 
10×. A：对照组；B：试验组；C，D，E，F：内皮细胞表面标志或相关基因 RT-PCR 产物电泳结果（图下数字表示产物长度，单位为 bp）；M 为

50 bp DNA 标记：50，100，150，200，250，300，350（最亮），400，450，500，550，600 bp 
10×. A: Control group; B: Treated group; C, D, E, F: Results of endothelial markers by RT-PCR (Sizes of PCR products are shown under the figures); M 
indicates DNA markers (50 bp): 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 (the brightest), 400, 450, 500, 550, 600 bp 

 

图 7  NSCs 诱导分化为内皮细胞 

Fig. 7  Endothelial differentiation of NSCs in culture 

 

 
 
10×. A：对照组；B，C，D：试验组（荧光显微镜下照片）；E：软骨细胞表面标志或相关基因 RT-PCR 产物电泳结果（图右数字示产物长度，单位

为 bp）；M 为 50 bp DNA 标记：50，100，150，200，250，300，350（最亮），400，450，500，550，600 bp 
10×. A: Control group; B, C, D: Treated group(under green fluorescence microscope); E: Results of chondrogenic markers by RT-PCR (Sizes of PCR products 
are shown on the right of the figure); M indicates size markers (50 bp):50, 100, 150, 200, 250, 300, 350(the brightest), 400, 450, 500, 550, 600 bp 

 

图 8  NSCs 诱导分化为软骨细胞 

Fig. 8  Chondrogenic differentiation of NSCs in culture 

 

3  讨论 

神经干细胞是一组具有自我更新并能分化成神经

元、星型胶质细胞与少突胶质细胞等的细胞。现在，

NSCs 通常通过 NSCs 表面标记分子与分化表型的缺

少来鉴定。神经巢蛋白（Nestin）是细胞的骨架蛋白，

是一种中间丝蛋白，主要在神经干细胞表达，随着神

经干细胞逐渐分化成熟，Nestin 表达减弱，故可用于

神经干细胞的鉴定[14]。此外，还有一些与神经干细胞

或神经前体细胞相关的标记，如 Sox2 和 Hes1[15-16]，

cyclin D2 在猪和人的神经前体细胞中都有表达[17]。

Schwartz 等在猪神经前体细胞中检测到的标记有

β-Actin、NogoA、DCX、CyclinD2、Pbx1、Vimentin、
Nucleostemin、Hes1 和 Sox2[13]。本研究检测到的猪胎

儿神经干细胞表面标志或相关基因有 NogoA、DCX、

CyclinD2、CD133、Hes1、Oct4、CD-90、Nanog 和
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Sox2，Nestin 表达强阳性。Oct4、Nanog 和 Sox2 是调

节胚胎干细胞基因转录的 3 个具有代表性的转录因

子，对维持细胞多能性具有重要作用[18]。胚胎干细胞

通过表达一系列的转录因子来抑制促分化基因的表

达，从而能通过防止分化来维持其自我更新能力。胚

胎干细胞在发育过程中的第一个分化是滋养层的形

成。滋养层的形成是由于 Oct4 的表达下调来实现的。

所以，Oct4 的主要功能之一是抑制一系列细胞分化因

子的表达来维持其自我更新。Nanog 基因是促进干细

胞自我更新的重要因子。Nanog 是最新发现的一个在

维持 ES 细胞自我更新和保持全能性中发挥重要作用

的转录因子，独立于白血病抑制因子（ leukemia 
inhibitory factor，LIF）途径和骨形成蛋白（bone 
morphogenetic protein，BMP）途径，与 Oct4，Sox2
共同位于细胞全能性调控网络的顶端[19]。转录因子

Sox2 是 Sox 基因家族的一个成员，由于它在早期胚胎

发生、神经分化和晶状体发育等多种重要的发育事件

中都起着关键的作用，从而引起了越来越广泛的关  
注[20]。CD90（Thy-1）作为肝干细胞与前体细胞标记

物在成熟肝细胞中很少表达，Yang 等[21]在研究肝癌细

胞系中发现 CD90+细胞具有肿瘤干细胞性质，之后又

通过对肝癌组织与肝癌患者外周血的研究发现

CD45-CD90+细胞为肝癌干细胞的标记物。 
神经元特异性烯醇化酶（NSE）是神经元和神经

内分泌细胞所特有的一种酸性蛋白酶，主要存在于大

脑神经元和神经内分泌细胞内，是神经元的特异性标

记物[14]。胶质纤维酸性蛋白（GFA P）属于三型中间

丝蛋白家族成员，为星形胶质细胞特异性蛋白[14]。本

研究结果显示，猪胎儿神经干细胞可以分化为胶质细

胞（表达 GFAP）、少突胶质细胞（表达半乳糖苷神

经酰胺 GalC）和神经元细胞（表达神经丝蛋白 NF、
NSE 和 MAP2），说明 NSC 可转变为神经的 3 种功能

细胞。猪胎儿神经干细胞来源的脂肪细胞表达脂蛋白

脂肪酶（1ipoprotein lipase，LPL）和 PPARγ2D 等脂

肪 细 胞 表 面 标 志 或 相 关 基 因 。 骨 连 接 蛋 白

（osteonectin）由纤维原细胞、成骨细胞、软骨细胞、

上皮细胞和血小板等产生。本研究结果显示，猪胎儿

神经干细胞来源的成骨细胞表达骨连接蛋白

（osteonectin）和骨钙素（osteocalcin，OCN）等成骨

细胞表面标志或相关基因。 
生肌决定基因（myogenic determination gene，

MyoD）家族由 4 个转录因子组成: myoD，myogenin
（myf-4），myf-5 和 myf-6。由于 5-氮杂胞苷是胞嘧

啶核苷的同工异构体，具有去甲基的作用，它可能通

过对 NSCs 的 DNA 中一些胞嘧啶核苷去甲基的作用，

起到了激活表达肌细胞基因的作用[22-23]。本研究结果

显示，猪胎儿神经干细胞来源的肌细胞表达 myf-5、
myf-6 和 myoD 等肌细胞表面标志或相关基因。曹莹

等分离培养的成体干细胞在 bFGF 等诱导下表达内皮

细胞标志 CD31、CD34、CD144 和内皮一氧化氮合成

酶（e-NOS）[24]。本研究结果显示，猪胎儿神经干细

胞来源的内皮细胞表达内皮细胞标志 CD31、CD34、
CD144 和 eNOS。Ⅱ型胶原特异性增殖基因 Col2a1（Ⅱ

型胶原 α1 基因）是软骨细胞增殖时不可取代的，

COL2A1（II 型胶原）也是软骨细胞的特异性标志蛋

白之一。本研究表明，从猪胎儿大脑组织分离的神经

干细胞在向软骨细胞诱导分化后，细胞表达软骨特异

性标志 COL2A1。 
增强型绿色荧光蛋白（EGFP）是一种优化的突变

型绿色荧光蛋白，其荧光比野生型强 35 倍，具有结构

稳定、高效表达、无种系依赖性等特点，更适用于细

胞基因表达和蛋白定位检测及细胞示踪标记。本试验

表明，EGFP 在猪胎儿神经干细胞内的长期表达对细

胞的生长发育没有产生不利影响，这表明，它不但可

以作为一个瞬时表达用的标记物，而且也完全可以用

于长久的高水平表达的标记物。这一研究结果，为

EGFP 作为良好的示踪标记用于体内移植的研究奠定

了坚实基础。 
综上所述，本研究在国内首次对猪胎儿神经干细

胞多向分化潜能进行了较系统的研究；在国内外首次

证实了脂质体转染外源性 EGFP 对 NSCs 分化没有明

显的影响，可以采用脂质体转染 EGFP 的方法标记  
猪胎儿神经干细胞，为 NSCs 的体内追踪和研究找到

了一种成本低廉、操作简单、转染效率高、细胞毒性

小的标记方法，将会推动和促进 NSCs 的广泛深入研

究。 

4  结论 

从猪胎儿大脑组织分离神经干细胞具有可行性和

有效性，神经干细胞具有自我更新、增殖和多向分化

潜能，而且 NSCs 特性稳定，易于获得及扩增，连续

传代培养和冷冻保存后仍具有多向分化潜能，多次传

代后细胞冻存对细胞的存活力无明显影响，多向分化

潜力表现出稳定性，在组织工程中具有良好的应用前

景。可以用 EGFP 对神经干细胞进行标记、追踪，用

于神经干细胞体内移植研究。 
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