
ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００９６４６９．２０１９．０３．００６ ◇药学研究◇

碱性成纤维细胞因子对 ＳＤ大鼠表皮干细胞
分化为神经干细胞的影响
许正伟，贺宝荣，刘团江，郭华，郝定均

作者单位：西安交通大学附属红会医院脊柱外科，陕西 西安　７１００５４
通信作者：郝定均，男，主任医师，博士生导师，研究方向为脊柱外科，Ｅｍａｉｌ：ｙｉｎｇｌｉｌｉｓａｎ＠１６３．ｃｏｍ

基金项目：陕西省科学技术研究发展计划社会发展攻关类计划（２０１４Ｋ１１０２０１０６）

摘要：目的　研究碱性成纤维细胞因子（ｂＦＧＦ）对大鼠表皮干细胞分化为神经细胞的影响。方法　分离获得饲养了１～３天的
新生ＳＤ大鼠表皮基底层组织，利用１０ｍｉｎ快速贴壁法消化、分离获得表皮干细胞，于倒置显微镜下观察表皮干细胞的形态。
培养表皮干细胞的培养基为ＫＳＦＭ，然后按照不同密度表皮干细胞进行分组处理（０．１×１０７／ｍＬ，０．３×１０７／ｍＬ，０．５×１０７／ｍＬ，
０．１×１０６／ｍＬ），每组加入２０ｎｇ／ｍＬ的ｂＦＧＦ，利用细胞免疫组织化学法检测细胞标志物Ｎｅｓｔｉｎ和 ＮＳＥ的变化，以及观察细胞
形态发生的变化。结果　成功分离得到ＳＤ大鼠表皮干细胞；ｂＦＧＦ诱导后，０．３×１０７／ｍＬ组和０．１×１０７／ｍＬ组细胞第３天即
可见细胞开始伸展生长，在约１周时细胞开始分化成神经细胞；且在细胞形态发生双极化改变的数目趋势上也具有一致性；
Ｎｅｓｔｉｎ和ＮＳＥ检测均呈阳性表达。结论　ｂＦＧＦ有助于诱导表皮干细胞向神经细胞的分化，而且该诱导作用具有一定的细胞
密度依赖性。
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　　中枢神经系统损伤会导致神经元的坏死或变
性，这些受损的神经元由于无法再生和修复，会给

病人留下偏瘫或者截瘫的严重生理后遗症，为病人

家庭和社会带来了沉重的负担。神经干细胞因其独

特的优势，在神经系统损伤性疾病的基因或细胞治疗

中具有广阔的临床应用前景。作为来源于皮肤的表

皮干细胞，由于其材料来源丰富且获取方便，合适培

养体系下在体外还能够实现快速增殖、长期存活且与

机体具有良好的相容性，亦不存在违反伦理道德的问

题，成为治疗神经系统疾病的优良材料［１］。

碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）是一种广谱的微量活性蛋
白［２］，具有广泛的生物学作用，在皮肤创伤治疗、神

经组织的发育和血管的形成受损以及组织的修复

与再生过程中具有十分重要的作用［３］。ｂＦＧＦ作为
一种能够促进有丝分裂活性的蛋白，可诱导神经分

化［３］，对神经元具有促进增殖的活性［４］。此外，

ｂＦＧＦ对于表皮创伤的愈合以及上皮的形成也具有
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重要调节作用［５］。研究表明，ｂＦＧＦ可以促进表皮
细胞的多向分化，在创伤面的修复过程中促进“层

次性”分化［６］。那么，ｂＦＧＦ是否也影响了表皮干细
胞向神经细胞分化的行为过程？为此，本研究自

２０１５年１１月至２０１６年１１月分离、培养获得ＳＤ大
鼠背部表皮干细胞，在不同密度的表皮干细胞实验

组中加入 ｂＦＧＦ作为诱导剂，通过观察细胞分化的
形态、数目变化以及免疫组化鉴定，探究ｂＦＧＦ对表
皮干细胞向神经细胞分化的影响作用。

１　资料与方法
１．１　实验动物与材料　出生后生长１～３ｄ的清洁
级ＳＤ大鼠１０只，雌雄不限［源自西安交通大学实
验动物中心，许可证号：ＳＹＸＫ（陕）２０１５００２］。本
研究中对于大鼠的处理符合动物伦理学标准。

ＫＦＳＭ培养基、大鼠来源Ⅳ型胶原、胰酶
（０．２５％）、中性蛋白酶（０．１５％）大豆蛋白和碱性成
纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）购自 ＧＩＢＣＯ公司；Ｎｅｓ
ｔｉｎ抗体（兔抗大鼠，多抗）和 ＮＳＥ抗体（兔抗大鼠，
多抗）购自 Ａｂｃａｍ公司；ＨＥ染色试剂盒和 ＰＢＳ缓
冲液购自北京索莱宝科技有限公司；Ｄｈａｎｋ′ｓ缓冲
液（Ｈｙｃｌｏｎｅ）购自成都君海生物科技有限公司。
１．２　表皮干细胞的分离、培养与鉴定　实验前，将
所需要的器械进行消毒处理，整个操作在无菌环境

中进行。取出生３ｄ的ＳＤ大鼠，颈椎脱臼处死后取
背部含毛囊皮肤，先后用含双抗的ＤＨａｎｋ′ｓ液和不
含有双抗的ＤＨａｎｋ′ｓ液洗涤３遍，清洗后的组织再
置于含有中性蛋白酶（０．１５％）的消化液中于８℃
的环境下过夜处理。第２天分离得到含毛囊皮肤
的表皮，切碎后用０．２５％的胰酶消化处理。１０ｍｉｎ
后加入等体积的大豆蛋白液（０．２５％）终止消化。
３００目过滤、离心、弃上清，再悬浮于 ＫＳＦＭ培养基
中洗涤一次重新悬浮。细胞计数，密度调成０．５×
１０７／ｍＬ，再向六孔板（Ⅳ型胶原８℃过夜处理）没空
中个加入２ｍＬ细胞悬浮液，３７℃培养１０ｍｉｎ。吸
出培养液，用 ＤＨａｎｋ′ｓ液轻柔洗涤３次，再每孔加
入２ｍＬＫＳＦＭ培养基，置于培养箱（３７℃，５％
ＣＯ２）中培养。

在倒置显微镜下，２００倍视野下每日观察细胞
形态和数目变化。行常规ＨＥ染色，鉴定表皮细胞。
１．３　ｂＦＧＦ对不同密度表皮干细胞的诱导　以表
皮干细胞的密度不同共分为４组，密度分别为０．１
×１０７／ｍＬ、０．３×１０７／ｍＬ、０．５×１０７／ｍＬ、０．１×１０６／
ｍＬ。每个浓度设置３个重复（３个六孔板），每孔中
分别加入２ｍＬ对应密度的细胞悬液。然后将培养
板置于３７℃的环境中温育１０ｍｉｎ，立即移除培养

液，再用ＤＨａｎｋ′ｓ液轻柔洗涤３遍。每孔中再加入
２ｍＬ含有ｂＦＧＦ（２０ｎｇ／ｍＬ）［６］的ＫＳＦＭ培养基，于
培养箱（３７℃，５％ ＣＯ２）中培养。
１．４　诱导后细胞形态数目的变化统计　４组不同
浓度的表皮干细胞，各组每天随机取６个孔在倒置
显微镜下观察细胞形态的变化，利用分割法计算视

野内形态发生变化的细胞数量，并计算平均值。

１．５　细胞免疫组织化学法鉴定　待细胞培养到一
周，且细胞融合达到８０％后，取出盖玻片，各组细胞
行常规细胞免疫组织化学法鉴定，其中 Ｎｅｓｔｉｎ抗体
最佳浓度为 １∶２５０，ＮＳＥ抗体最佳使用浓度为
１∶５００，每组实验设置３个重复。
１．６　统计学方法　数据统计处理采用 ＳＰＳＳ１９．０
分析软件。细胞计数为视野分割法，观测结果采用

ｘ±ｓ表示。检验水准α＝０．０５。
２　结果
２．１　表皮干细胞的分离、培养与鉴定　ＫＳＦＭ培
养基环境下，２４ｈ内大多数细胞出现向四周伸展生
长的现象，细胞多呈圆形或者多角形，但未发生形

变，且均匀分布，贴壁细胞少（图１Ａ）。在第 ３～４
天，大部分细胞开始呈现克隆样生长、变大，约在第

５天细胞出现８０％融合，细胞形态变大且清晰，呈现
长圆形，胞核较大，核质比例大，视野内细胞成“铺路

石样”形态（图１Ｂ）。ＨＥ染色，细胞呈椭圆形或多角
形，细胞着色均匀，细胞质染成红色，细胞核为蓝色；

细胞密度较大，整体呈现“铺路石样”形态（图１Ｃ）。

　　注：Ａ为表皮干细胞生长２４ｈ时的形态（×４００）；Ｂ为表皮干细

胞生长５ｄ时的形态（×２００）；Ｃ为ＨＥ染色鉴定（×４００）

图１　ＫＳＦＭ培养基培养的表皮干细胞形态观察

２．２　诱导后细胞形态变化　ｂＦＧＦ诱导后，０．３×
１０７／ｍＬ组（图２Ａ）和０．１×１０７／ｍＬ组（图２Ｂ）的表
皮干细胞形态发生很大变化。在第３天即可以看
到细胞开始发生伸展性生长，呈多角形或短棒状形

态，且分布较均匀。在第７天左右，可以观察到细
胞生长均匀，大小一致，体积小，且呈克隆生长，细

胞形态大部分呈多角形或者椭圆形，形态发生双极

或多级改变的细胞数目随着培养时间逐渐增多，呈

神经细胞形态，且细胞分布均匀。０．５×１０７／ｍＬ组
在第３天时，形态发生双极或多极变化的表皮干细
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胞数量出现高峰，然后逐渐减少直到消失；０．１×
１０６／ｍＬ组的表皮干细胞一直未出现形态改变的现
象，也未发现细胞进行了伸展生长。

　　注：Ａ为０．１×１０７／ｍＬ组；Ｂ为０．３×１０７／ｍＬ组

图２　ｂＦＧＦ诱导后细胞形态变化（×２００）

２．３　诱导后细胞形态数目的变化　加入 ｂＦＧＦ诱
导后，每天观察表皮干细胞发生形态变化的细胞数

量，持续观察 １周。结果显示，在 ｂＦＧＦ诱导作用
下，０．１×１０７／ｍＬ组和０．３×１０７／ｍＬ组的表皮干细
胞发生双极或多极形态改变的细胞数量增多，且随

着培养时间的延长而增多；０．５×１０７／ｍＬ组表皮干细
胞在第３天时，发生双极或多极形态变化的细胞数量
达到最大值，然后逐渐减少直至消失。０．１×１０６／ｍＬ
组表皮干细胞未发现有形态改变的现象（图３）。

图３　ｂＦＧＦ诱导后不同密度表皮干细胞形态变化趋势

２．４　细胞免疫组织化学法鉴定　ｂＦＧＦ诱导后，表
皮干细胞发生向神经细胞分化现象，细胞体积变

大，部分细胞的形态呈现出梭形，另有部分细胞形

态出现双极或多极化形态变化，而巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）
染色细胞质呈显棕黄色，神经元特异性烯醇化酶

（ＮＳＥ）染色细胞质呈显棕黄色，两种标志物的免疫
组化染色结果均呈阳性（图４）。

图４　细胞免疫组织化学鉴定Ｎｅｓｔｉｎ和ＮＳＥ显阳性（×２００）

３　讨论
皮肤干细胞是一类具有高度增殖、多向分化潜

能，且自我更新能力和修复能力强的一种成体干细

胞，也是目前研究比较多的一类成体干细胞［７］。目

前，对于皮肤干细胞的定位、种类和数量的研究并

不明确，在已发现的６种皮肤干细胞中，有表皮干
细胞（ＥｐｉｄｅｒｍａｌＳｔｅｍＣｅｌｌｓ，ＥＳＣｓ）和毛囊干细胞
（ＦｏｌｌｉｌａｒＳｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ，ＦＳＣｓ）的研究报道相对较
多［８９］。普遍认为表皮干细胞主要存在于表皮基底

层和毛囊隆突区这两个生理区域，本研究中，我们

取ＳＤ大鼠背部含毛囊皮肤，利用快速贴壁法［１０］，

成功消化、分离得到表皮细胞，这些细胞胞核较大，

核质比例大，且在培养中有大量克隆形成。表皮干

细胞在维持上皮的再生与平衡方面起着重要作用，

在损伤皮肤的修复与治疗、肿瘤和炎症反应中都具

有巨大的临床应用价值［１１１２］。而表皮干细胞能够诱

导分化形成神经细胞的研究，也可能为治疗中枢神经

系统损伤疾病带来福音。代学良等［１３］通过慢病毒介

导Ｎｇｎ２基因转染ＳＤ大鼠皮肤源性前体细胞，成功
制备出再程序化的皮肤来源神经干细胞。Ｈｕ等［１４］

将表皮干细胞移植入挫伤脊髓神经，结果显示植入的

表皮干细胞有助于促进感觉神经的连接和触觉神经

的修复。对于表皮干细胞向神经系分化所涉及到的

信号通路和关键因子，已成为当前的研究热门。

ｂＦＧＦ是构成成纤维细胞生长因子（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＦＧＦ）家族的主要成单元之一［１５１６］，广

泛分布于人体组织中，是一种广谱的微量活性蛋

白［２］。ｂＦＧＦ具有广泛的生物学作用，其靶细胞有
神经元、成纤维细胞、内皮细胞和表皮细胞等，在皮

肤创伤治疗、神经组织的发育和血管的形成受损以

及组织的修复与再生过程中具有十分重要的作

用［３，１７］。ｂＦＧＦ诱导所涉及的信号途径是绝大多数
正常细胞发育所必须的，目前的研究表明，ｂＦＧＦ与
受体结合后主要是通过四种信号通路发挥作用，蛋

白激酶Ｃ途径（ＰＫＣ），Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ途径，蛋
白酪氨酸激酶／信号转导子及转录激活子途径
（ＪＡＫ／ＳＴＡＴ）和 磷 脂 酰 肌 醇３激 酶 途 径

（ＰＩ３Ｋ）［１８１９］。ｂＦＧＦ作为一种能够促进有丝分裂活
性的蛋白，可诱导神经分化［３］，对神经元具有促进

增殖的活性［４］。Ｙａｎｇ等［２０］的研究发现 ｂＦＧＦ能够
显著促进人类的胚胎干细胞分化形成多巴胺能神

经元。Ｄｕｏｂｌｅｓ等［２１］发现大鼠坐骨神经损坏后，钙

离子结合蛋白（Ｓ１００ｂｅｔａ）能够通过促进受损伤神经
周边的细胞大量分泌 ｂＦＧＦ，从而达到自我修复受
损神经的目的。此外，ｂＦＧＦ对于表皮创伤的愈合
以及上皮的形成也具有重要调节作用［５］。研究表

明，ｂＦＧＦ可以促进表皮细胞的多向分化，在创伤面
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的修复过程中能够促进“层次性”分化［６］。同时，有

研究认为，ｂＦＧＦ的作用存在浓度决定作用效果的
情况，较低浓度的 ｂＦＧＦ有利于骨髓间充质干细胞
向神经前体细胞的分化。本研究中，ｂＦＧＦ的浓度
为２０ｎｇ／ｍＬ时，有助于表皮干细胞向神经细胞的
分化［２２］，在第３天即可以看到细胞开始发生伸展性
生长，细胞呈双极或多极形态改变。

本研究中，我们选取新生 ＳＤ大鼠作为实验材
料，取其背部含毛囊皮肤，利用快速贴壁法成功消

化、分离得到表皮细胞。在浓度为２０ｎｇ／ｍＬ的 ｂＦ
ＧＦ诱导下，０．３×１０７／ｍＬ组和０．１×１０７／ｍＬ组的表
皮干细胞形态发生很大变化，在第３天即可以看到
细胞开始发生伸展性生长，在第７天左右，可以观
察到细胞生长均匀，细胞形态基本一致，体积小且

呈克隆生长，而且细胞形态大多呈多角形或者椭圆

形，形态发生双极或多级改变的细胞数目随着培养

时间逐渐增多，呈神经细胞形态，且细胞分布均匀。

这初步说明，在ｂＦＧＦ的诱导下，表皮干细胞开始向
神经细胞发生分化。通过调节表皮干细胞的密度

进行诱导实验发现，０．１×１０７／ｍＬ组和０．３×１０７／
ｍＬ组的表皮干细胞发生双极或多极形态变化的细
胞数量随着培养时间的延长而增多。ＮＳＥ［２３］和
Ｎｅｓｔｉｎ［２４］作为神经元样细胞的生物标志物已经被广
泛的研究和应用。本研究中，０．１×１０７／ｍＬ组和０．３
×１０７／ｍＬ组实验细胞免疫组织化学鉴定结果显示
ＮＳＥ和Ｎｅｓｔｉｎ显阳性，初步分析为神经元样细胞。
细胞密度改变所引起的分化异同，可能是由于细胞

接触距离的不同导致０．１×１０７／ｍＬ组和０．３×１０７／
ｍＬ组细胞启动了与表皮干细胞的分化相关的
Ｎｏｔｃｈ信号转导通路，进而导致激发了表皮干细胞
的定向分化潜能，发生向神经细胞分化的现象。

作为来源于哺乳动物皮肤的表皮干细胞，由于其

材料来源丰富且获取方便，合适培养体系下在体外还

能够实现快速增殖、长期存活且与机体具有良好的相

容性，亦不存在违反伦理道德的问题，因此为神经系

统疾病的细胞和基因治疗带来了新的希望。本研究

结果显示，在ＳＤ大鼠中ｂＦＧＦ能够促进表皮干细胞
分化为神经细胞，这为后续解析ＳＤ大鼠表皮干细胞
向神经细胞分化的机制提供了一定的理论参考。
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