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Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ在神经干细胞向神经细胞分化过程中表达变化的研究
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　　摘　要：目的　探讨 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ在神经干细胞（ＮＳＣ）向神经细胞分化过程中的表达变化。方法　构建乳鼠海马ＮＳＣ的细

胞培养模型，对ＮＳＣ增殖分化进行形态学观察。细胞分化前后，采用免疫化学染色法分别检测巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）和神经元特异性

烯醇化酶（ＮＳＥ）的表达，以鉴定细胞类型。流式细胞仪检测细胞周期以确定细胞增殖活性。用逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测 ＮＳＣ

中 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ的表达变化情况。结果　从海马分离培养的细胞生长状态良好，有克隆增殖能力，呈Ｎｅｓｔｉｎ表达阳性，细胞分化

后呈ＮＳＥ表达阳性。流式细胞仪检测结果显示，诱导前ＮＳＣ增殖活跃，其Ｓ期的细胞比例明显高于诱导分化各阶段的细胞比例

（犘＜０．０１）。与诱导前ＮＳＣ相比，分化细胞各阶段Ｇ０Ｇ１ 期细胞比例则显著增多（犘＜０．０１），细胞停滞于Ｇ０Ｇ１ 期。ＲＴＰＣＲ结果

表明，Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ在ＮＳＣ诱导分化前后均有表达，与诱导前相比，分化后的各阶段 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ表达量均明显减少（犘＜０．０５），

而分化各阶段 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ表达量差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ的高表达可能与 ＮＳＣ的增殖有关，而

Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ表达的减弱则有利于神经细胞的大量分化。
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　　研究表明，内源性神经干细胞（ＮＳＣ）在信号分子的调控下

能够分化为成熟神经细胞［１］。体内ＮＳＣ的发育受多种信号通

路的调控，但其确切的调控机制仍尚未阐明，其中 Ｎｏｔｃｈ信号

通路是当前的热点之一［２］。作为一个高度保守的信号通路，

Ｎｏｔｃｈ信号在多种细胞的发育过程中作为主要的仲裁信号调

控细胞的生长发育、分化凋亡［３］。Ｈｅｓ１是 Ｎｏｔｃｈ信号通路下

游的一个信号分子，有关Ｈｅｓ１在ＮＳＣ分化过程中作用的研究

报道甚少。本实验选取Ｈｅｓ１作为研究对象，观察其在ＮＳＣ向

神经细胞分化中的表达情况，以了解 Ｈｅｓ１信号分子与增殖分

化的关系，并探讨ＮｏｔｃｈＨｅｓ信号途径在 ＮＳＣ向神经分化中

的调控作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　健康新生（２４ｈ）ＳＤ大鼠，体质量５～６ｇ，

雌雄不限，由新乡医学院动物中心提供，许可证号：ＳＹＸＫ

２００６００１２。对实验动物的处置符合科技部２００６年《关于善待

实验动物的指导性意见》的规定［４］。

１．１．２　主要试剂　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ改良Ｅａｇｌｅ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ

ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）／Ｆ１２培养基、Ｂ２７（Ｇｉｂｃｏ公

司）；ｂＦＧＦ、ＥＧＦ（Ｓｉｇｍａ公司）；ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；兔抗鼠巢

蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）多克隆抗体、兔抗鼠神经元特异性烯醇酶（ＮＳＥ）

多克隆抗体、ＦＩＴＣ标记山羊抗兔ＩｇＧ、ＲａｂｂｉｔＳＰ试剂盒（北京

中杉生物技术有限公司）；碘化丙啶（ＰＩ）、ＲＮａｓｅＡ（碧云天生物

技术研究所）；ＲＮＡ 提取试剂盒、ＰＣＲ 扩增试剂盒、Ｒｅｖｅｒ

ｔＡｉｄＴＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、ＰＣＲＭａｒｋｅｒ［生工生

物工程（上海）股份有限公司合成］。

８４０４ 重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３３期

 基金项目：河南省新乡医学院高学历人才科研资助项目（２００７５０２００２）。作者简介：白瑞樱（１９７８～），讲师，主要从事干细胞分化与调控的

研究。



１．２　方法

１．２．１　ＮＳＣ的分离和传代培养　无菌条件下迅速分离海马

组织，２００目滤网过滤，无血清完全培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋２％

Ｂ２７＋ＥＧＦ２０ｎｇ／ｍＬ＋ｂＦＧＦ２０ｎｇ／ｍＬ）重悬细胞制成单细胞

悬液，调整细胞密度至１×１０５／ｍＬ接种于培养瓶，置于３７℃，

５％ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养。根据细胞生长情况进行传

代。收集生长良好的第３代神经球，分别接种于培养瓶和６孔

板中（孔中预先放置用多聚赖氨酸处理的盖玻片）。６孔板中

的神经球培养４～６ｈ后，进行Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光化学染色。

１．２．２　ＮＳＣ的诱导分化　将第３代神经球机械分离后，用神

经诱导培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋２％Ｂ２７＋１０％ＦＢＳ）重悬细胞，分

别接种于培养瓶和６孔板中（盖玻片处理同上）培养。取分化

细胞进行ＮＳＥ免疫化学染色。

１．２．３　Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光化学染色　取黏附有神经球的盖玻

片，４％多聚甲醛固定，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００孵育，５％ＢＳＡ封闭，

滴加兔抗鼠Ｎｅｓｔｉｎ多克隆抗体（１∶２００），湿盒内４℃过夜，３７

℃孵育。以下操作需避光进行，加入ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔

ＩｇＧ，３７℃孵育，荧光封片剂封片。

１．２．４　ＮＳＥ免疫细胞化学染色　取黏附有分化细胞的盖玻

片，４％多聚甲醛固定，３％Ｈ２Ｏ２，０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００孵育，２％

山羊血清封闭，滴加兔抗鼠 ＮＳＥ（１∶１００），湿盒内４℃过夜，

加入生物素化二抗，３７℃孵育。滴加辣根酶标记链霉卵白素

工作液，ＤＡＢ显色，苏木素复染，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，

中性树胶封片。

１．２．５　细胞增殖活性的测定　收集不同发育阶段的细胞：第

３代ＮＳＣ，诱导分化３ｄ、７ｄ和１０ｄ的细胞，４℃的７０％乙醇固

定透膜２４ｈ，ＲＮａｓｅＡ酶缓冲液（１００μｇ／ｍＬＲＮａｓｅＡ＋２０μｇ／

ｍＬＰＩ）重悬细胞，室温避光孵育３０ｍｉｎ，上机测试。

１．２．６　逆转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）检

测　取上述各阶段细胞，提取细胞ＲＮＡ，用莫洛尼氏鼠白血病

病毒（ｍｏｌｏｎｅｙｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ，ＭＭＬＶ）逆转录酶逆转

录为ｃＤＮＡ，ＰＣＲ检测 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ的表达，βａｃｔｉｎｍＲＮＡ做

内对照。所用引物通过Ｐｒｉｍｅｒ５．０程序自行设计，Ｈｅｓ１ｍＲ

ＮＡ扩增片段（１８６ｂｐ），ＦＰｒｉｍｅｒ：５′ＧＣＡＣＧＡ ＧＣＡ ＧＴＴ

ＣＧＡＡＧＣＴＣ３′，ＲＰｒｉｍｅｒ：５′ＴＴＣＣＡＴ ＴＴＧＣＴＴ ＴＴＡ

ＴＧＴＣＣ３′；βａｃｔｉｎｍＲＮＡ扩增片段（３１５ｂｐ），ＦＰｒｉｍｅｒ：５′

ＴＣＧＴＴＣＧＧＣＣＡＣＡＴＣＧＡＡＡＣＴ３′，ＲＰｒｉｍｅｒ：５′ＧＡＣ

ＧＡＡＴＴＴＧＴＧＧＣＧＧＡＣＧＡＴ３′。循环条件为９４ ℃ ５

ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５１℃５０ｓ，７２℃３０ｓ，共３０个循环，７２℃５

ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳，以Ｂａｎｄｅｒｌｅａｄｅｒ

３．０凝胶图像处理软件进行灰度值分析。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件统计分析，计量资料

以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＮＳＣ的传代和扩增培养　原代细胞接种培养２４ｈ后，多

数细胞死亡，少数细胞分裂增殖。６～９ｄ后细胞增殖成球状，

悬浮生长。传代后，细胞增殖迅速，随培养时间延长，神经球体

积明显增大。Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光化学染色，神经球呈 Ｎｅｓｔｉｎ抗

原阳性（图１Ａ），表明实验分离培养的细胞是ＮＳＣ。

２．２　ＮＳＣ的诱导分化及鉴定　对ＮＳＣ进行诱导培养，１～３ｄ

后神经球贴壁生长，细胞从神经球周围迁出。６～８ｄ后，细胞

外迁生长明显，呈放射状，球体逐渐消失，代之以分散成片的细

胞。１０～１４ｄ后，细胞逐渐分化成熟，细胞突起交织成丛（图

１Ｂ）。ＮＳＥ免疫化学染色，分化细胞呈ＮＳＥ抗原阳性（图１Ｃ），

说明ＮＳＣ能被诱导分化为神经元样细胞。

　　Ａ：Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光阳性的神经球；Ｂ：分化细胞的突起并交互形成网络状；Ｃ：ＮＳＥ免疫染色阳性的神经元样细胞；标尺：３０μｍ。

图１　　ＮＳＣ的增殖分化和免疫染色鉴定

图２　　流式细胞仪检测细胞周期

２．３　细胞增殖活性的测定　ＮＳＣ处于Ｓ期的细胞比例明显

高于诱导分化细胞的比例（犘＜０．０１），与诱导前 ＮＳＣ相比，诱

导分化各阶段Ｇ０Ｇ１ 期的细胞浓度比例显著增多（犘＜０．０１）。

这些结果表明，诱导前ＮＳＣ处于较为活跃的ＤＮＡ合成期，细

胞处于增殖状态。而诱导后，分化细胞发生 Ｇ０Ｇ１ 期阻滞，细

胞增殖发生抑制，细胞处于分化状态。见图２。

２．４　ＮＳＣ分化前后 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ的表达情况　电泳条带灰

度扫描分析结果显示，Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ在 ＮＳＣ诱导分化前、后均

有表达。诱导前，ＮＳＣ中 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ水平为０．４７０±０．００９；

诱导分化３ｄ、７ｄ和１０ｄＨｅｓ１ｍＲＮＡ水平分别为：０．２４１±

０．００６、０．２５６±０．００７及０．２６６±０．００５。与诱导前的 ＮＳＣ相

比，分化细胞的 Ｈｅｓ１ ｍＲＮＡ 的表达量均明显减少（犘＜

０．０５），而分化各阶段之间 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ表达差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

在细胞增殖分化的领域，Ｎｏｔｃｈ信号途径近年来备受关

注［３，５］，Ｈｅｓ１是 Ｎｏｔｃｈ信号的靶基因，属于ｂＨＬＨ 基因家族，

在机体组织细胞系发育过程中短暂表达，与各系组织的发育有
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关［６７］。但 Ｈｅｓ１对成体 ＮＳＣ的调控机制还有待于更深入、细

致的研究。因此，本实验建立体外乳鼠海马 ＮＳＣ增殖和分化

的细胞模型，检测 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ的表达情况，以期观察和探讨

Ｈｅｓ１对ＮＳＣ增殖分化调控的内源性机制。

本实验从乳鼠海马取材获得细胞悬液进行体外培养，细胞

增殖旺盛形成克隆球。免疫荧光化学方法检测增殖细胞 Ｎｅｓ

ｔｉｎ的表达，结果显示克隆球呈 Ｎｅｓｔｉｎ抗原阳性。表明实验分

离克隆的细胞为 ＮＳＣ。实验进一步诱导 ＮＳＣ向神经细胞分

化，ＮＳＣ分化后表现出典型的神经元形态，且细胞多表达神经

元标记蛋白ＮＳＥ，提示ＮＳＣ能被诱导分化为神经元样细胞。

为进一步探讨细胞的增殖与分化状态，采用流式细胞仪观

察诱导前后细胞周期的变化。细胞周期进程受到严密调控，在

Ｓ期与Ｇ１ 期之间存在一个关键的调控点，这是决定细胞究竟

是进入ＤＮＡ合成的Ｓ期，还是选择转入 Ｇ１ 期走向分化的关

键点［８］。实验结果显示，诱导前 ＮＳＣ处于Ｓ期的细胞比例高

于分化细胞Ｓ期的比例（犘＜０．０１），证实 ＮＳＣ具有较强的分

裂增殖能力，细胞处于增殖状态。与诱导前相比，分化各阶段

的Ｇ０Ｇ１ 期细胞比例显著增多（犘＜０．０１），提示诱导过程参与

细胞Ｓ期／Ｇ１ 期的转换，干扰了 ＤＮＡ 合成，使细胞阻滞于

Ｇ０Ｇ１ 期，增殖发生抑制，细胞进入分化状态。

同期，在 ＮＳＣ 增殖分化的过程中，ＲＴＰＣＲ 检测细胞

Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ的表达情况。结果表明，Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ在ＮＳＣ诱

导分化前后均有表达。诱导前，在增殖旺盛的第３代 ＮＳＣ内

Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ表达量较高。说明 Ｈｅｓ１通过基因的转录将

Ｎｏｔｃｈ信号下传，使ＮＳＣ处于活跃的增殖状态，并稳定干细胞

的未分化状态。Ａｒｖｉｄｓｓｏｎ等
［９］通过对脑缺血后受损部位内源

性ＮＳＣ的研究发现，脑缺血后ＮＳＣ的确被ＮｏｔｃｈＨｅｓ途径激

活发生了细胞的增殖和迁移，这与本实验的结果是一致的。与

诱导前相比，转入分化阶段的细胞，其 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ表达较增

殖期明显减少（犘＜０．０５），而分化各阶段之间 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ表

达量差异无统计学意义（犘＞０．０５）。实验中观察到，ＮＳＣ从神

经球迁出分化时，伴随细胞逐步分化成熟的过程，Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ

表达均处于低水平状态。说明ＮＳＣ在向神经细胞分化的过程

中，Ｎｏｔｃｈ信号表达减弱，旁路抑制作用降低，细胞增殖发生抑

制，细胞逐渐进行分化。这与Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ等
［１０］、Ｂａｉ等

［１１］分别在

Ｈｅｓ１基因敲除的小鼠胚胎和鸡胚实验中获得的实验结果有相

似之处，他们指出，胚胎期神经系统发育过程中，Ｈｅｓ１基因敲

除会导致 Ｈｅｓ１蛋白对 ＮＳＣ的旁侧抑制作用缺失，致使 ＮＳＣ

的增殖能力明显下降，而进一步造成干细胞的耗竭，最终出现

神经胚的发育缺陷。

综上所述，作为调控细胞发育的基因，Ｈｅｓ１信号分子在不

同情况下发挥着不同的调控效果。在 ＮＳＣ的克隆增殖阶段，

ＮｏｔｃｈＨｅｓ信号转导途径通过调控 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ高表达，促进

ＮＳＣ的增殖。而在其分化阶段，ＮｏｔｃｈＨｅｓ信号会通过一些调

控机制减弱 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ的表达，从而有利于神经元样细胞的

大量分化。本实验初步观察并探讨了 Ｈｅｓ１ｍＲＮＡ与ＮＳＣ增

殖分化的关系，但Ｈｅｓ１基因在ＮＳＣ中的功能还有许多问题需

要研究［１２１３］，如何人工调控不同时期 Ｈｅｓ１信号的表达，从而

实现对内源性ＮＳＣ增殖分化的调控，对研究 ＮｏｔｃｈＨｅｓ信号

在干细胞发育过程的调控有着重要作用和意义。
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ｓｔｅｍｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇＮｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇ

［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＣｅｌｌｓ，２０１０，５（７）：６８９６９８．

［１３］ＡｕｊｌａＰＫ，ＢｏｒａＡ，ＭｏｎａｈａｎＰ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＮｏｔｃｈｅｆｆｅｃｔｏｒ

ｇｅｎｅＨｅｓ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃｎｅｕｒｏｎｓ，

ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔａｎｄａｘｏｎｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｏｔｈｅｐｉｔｕｉｔａｒｙ

［Ｊ］．ＤｅｖＢｉｏｌ，２０１１，３５３（１）：６１７１．

（收稿日期：２０１３０７１８　修回日期：２０１３０８１５）

（上接第４０４７页）

　　ｓｅａｌｉｎｇｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＡｒｃｈＳｕｒｇ，２００８，１４３（６）：５７５５８０．

［１０］ＫｏｎｔｏｓＭ，ＰｅｔｒｏｕＡ，ＰｒａｓｓａｓＥ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｓｓｕｒｅｄｒｅｓｓｉｎｇ

ｉｎｂｒｅａｓｔｓｕｒｇｅｒｙ：ｉｓｔｈｉｓｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒｓｅｒｏｍａｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢＵＯＮ，２００８，１３（１）：６５６７．

［１１］ＫｕｒｏｉＫ，ＳｈｉｍｏｚｕｍａＫ，ＴａｇｕｃｈｉＴ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅ

ｃｈａｎｉｃａｌｃｌｏｓｕｒｅｏｆｄｅａｄｓｐａｃｅｏｎｓｅｒｏｍａｆｏｒｍａｔｉｏｎａｆｔｅｒ

ｂｒｅａｓｔｓｕｒｇｅｒｙ［Ｊ］．ＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒ，２００６，１３（３）：２６０２６５．

［１２］何兆群．乳晕边缘切口在乳腺纤维腺瘤手术中的应用

［Ｊ］．中华乳腺病杂志，２０１１，５（１）：２５２７．

（收稿日期：２０１３０７２１　修回日期：２０１３０８１９）

０５０４ 重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３３期




