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淫羊藿素诱导小鼠胚胎干细胞体外
定向分化为神经细胞

朱丹雁，张翔南，杜 悦，陈 燕，王志强，楼宜嘉

(浙江大学药学院药理毒理与生化药学研究所，浙江杭州310058)

[摘 要] 目的：采用淫羊藿素(icaritin，ICT)改变小鼠胚胎干细胞(embryonic stem cell，ES细

胞)体外培养微环境，论证ICT提高ES细胞体外定向分化为神经细胞的效应。方法：采用拟胚体培

养法，评价ICT对ES细胞体外定向分化为神经细胞的诱导作用；并利用RT—PCR法和免疫荧光法

鉴定神经细胞特异基因和蛋白表达谱。结果：ICT在10_7mol／L浓度时，对ES细胞定向分化为神经

细胞表型呈现最佳诱导效应，在分化d 8+8时，分化率高达80％(P<o．001)，并呈良好的量效和时

效关系。分化神经表型者表达神经元特异性微管蛋白(B—tubulin 111)基因和神经胶质细胞特异性胶

质纤维酸性蛋白(GFAP)基因，同时伴有神经前体细胞特异性标志蛋白(nestin)及p—tubulinⅢ和

GFAP特异性蛋白阳性表达。结论：应用拟胚体培养微环境调控法，ICT可诱导小鼠ES细胞定向分

化为神经细胞，并与神经发育依赖性特异基因和蛋白表达呈正相关。
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Directed differentiation of mouse embryonic stem cells into neuronal

cells induced by icaritin in vitro

ZHU Dan—yan，ZHANG Xiang—nan，DU Yue，et al(Institute of Pharmacology&Toxicology and

Biochemical Pharmaceutics，College of Pharmaceutical Sciences，Zhejiang University，Hangzhou

310058，C矗ina)

[Abstract]0bjective：To evaluate the inductive effects of icaritin(ICT)on the directed

differentiation of mouse embryonic stem(ES)cells into neuronal cells in vitro．Methods：ES cells

were cultured with embryoid body(EB)formation cultures，ICT in different concentrations was

added in the cultural media and the ceils were harvested in several differentiation phases．The

expression spectrums of neuronal cell——specific genes and proteins were verified by semi——

quantitative RT—PCR and immunocytochemistry analysis，respectively．Results：Differentiation of

neurocyte phenotype from ES cells was promoted by ICT in a concentration——and time——dependent

manner．ICT at 10—7mol／L significantly enhanced the differentiation toward neuronal cells，and up

to 80％of EBs outgrowth in d 8+8 incubation．The gene expressions of p—tubulinⅢin neuron

and GFAP in glialcells were detected in neuronal cell phenotype derived from EBs．Furthermore，

收稿日期：2007—03—04修回日期：2007—04—11

基金项目：国家自然科学基金项目(No．30600762，No．30672564)；浙江省自然科学基金项目(No．Y206473)；浙江

省中医药科技计划项目(No．2006Y009)；中国博士后科学基金资助项目(No．2005038640)．

作者简介：朱丹雁(1977一)，女，博士后，讲师，主要从事干细胞生物学研究；Email：zdyzxb@zju．edu．cn．

   



浙江大学学报(医学版) 第36卷

nestin was detected in precursor cells，B—tubulinⅢand GFAP were detected in the generated

precursor neurocytes immunocytochemically．Conclusion：Directed differentiation of neurons is

facilitated by ICT in EB formation culture，which is associated with the expression of

developmental—dependent gene and protein．

[Key words] EPIMEDIUM BREVICORNUM／pharmacol；Neurons；Stem cells；Cells，

cultured；Cell differentiation／drug eff；Fluoroimmunoassay

[J Zhejiang Univ(Medical Sci)，2007，36(3)：217—223．]

小鼠胚胎干细胞(embryonic stem cells，

ES细胞)系能在体外不断自我更新，并具有多

种分化潜能。合适的微环境可使ES细胞分化成

外胚层，进而定向分化为神经元和神经胶质细

胞。该分化潜能用于中枢神经系统退行性病变

的细胞替代治疗及药物介入细胞替代治疗的前

景已引起关注[1]。经典的ES细胞定向分化为神

经细胞有拟胚体形成法和单层黏附培养法瞳_3]。

维A酸(retinoic acid，RA)作为工具药，常用于

诱导神经细胞分化[41；另外，基质细胞诱导L50和

遗传工程口1均可促进ES细胞向神经细胞分化。

鉴于ES细胞自发定向分化神经细胞率较低，探

索药物改善分化所需微环境，促进ES细胞定向

分化为神经细胞，无论对阐明药物诱导分化过

程关键基因和蛋白表达谱，还是发现新型促神

经细胞分化剂均具有重要意义。

淫羊藿素(icaritin，ICT)为5，7一二羟基一4’

甲氧基一8一异戊烯基黄酮(图1)，具有雌激素样活

性和抗氧化活性[7]，尚能通过抗凋亡作用保护大

鼠原代培养神经细胞免受Ap肽损伤[8]，具有防

治神经退行性改变的作用。为论证其是否也具有

潜在的诱导ES细胞定向分化为神经细胞的作

用，本研究采用拟胚体培养法，利用ES细胞对微

环境变化非常敏感的特征，通过ICT改变ES细

胞培养的微环境，探索ICT介导ES细胞体外定

向分化为神经细胞的效应，阐明ICT在诱导分化

过程中关键基因和蛋白的表达谱，为其可能成为

促神经细胞分化剂提供实验依据。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 细胞系：ES—D3细胞株购自American

H

0Me

OH O

淫羊藿素

(5，7-二羟基一4’甲氧基一8一异戊烯基黄酮)

图1 ICT的化学结构式

Fig．1 Chemical structure of ICT

Type Culture Collection。

1．1．2 药物：ICT按文献[93制备，纯度≥

99％；RA为Sigma(St．Louis，MO，USA)公司

产品。

1．1．3 主要试剂：高糖DMEM、DMEM／F12、

胎牛血清、N2和B27为Gibco(Burlington，

Ontario，Canada)公司产品；丝裂霉素C为日本

Kyowa Hakko Kogyo公司产品(Tokyo，

Japan)；PCR相关试剂均购自上海生物工程技

术服务有限公司；小鼠白血病抑制因子

(1eukaemia inhibitory factor，LIF)、单克隆小

鼠抗nestin(clone number MAB353)和单克隆

小鼠抗GFAP(GFAP，clone number MAB360)

均为Chemicon公司产品；p一巯基乙醇(p—Me)、

多聚鸟氨酸及层粘连蛋白、单克隆小鼠抗

13-tubulinⅢ(clone number T2200)为Sigma公

司产品；异硫氰酸荧光素标记山羊抗小鼠IgG

和罗丹明标记的山羊抗小鼠IgG为Rockland

公司产品。

1．1．4主要仪器：C02孵箱(Forma 3111)，超

净工作台(Forma 1851)，PCR仪(BIO RAD)，
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凝胶成像系统(BIO RAD)，ECP3000三恒电泳

仪(北京六一仪器厂)，荧光倒置显微镜

(LEICA MPS 30型)。

1．2方法

1．2．1 ICT诱导ES细胞分化培养：常规法进

行ES细胞支持培养和传代EIO]。ES细胞用分化

培养液I(含高糖DMEM、非必需氨基酸、10％

胎牛血清、不含LIF)制成单细胞悬液，按约600

个／30 tA细胞接种于培养皿盖内表面，翻转后

形成悬滴，置于培养箱中3 d。将已形成拟胚体

(embryoid bodies，EBs)的悬滴转入盛有10 m1

分化培养液I的培养皿内，继续悬浮培养1 d。

第二天加入受试药物与EBs悬浮共培养4 d，分

组如下：ICT终浓度分别为10_7mol·L_。、10_8

mol·L～、10叫mol·L叫组，阳性对照组为RA

5×10_7mol·L～，阴性对照组为0．1％DMSO

溶剂。再将EBs转入预铺多聚鸟氨酸及层粘连

蛋白的96孔板内(每孔放置1个EB)，每孔加入

100肛1分化培养液Ⅱ(含DMEM／F12、N2／

B27、1％胎牛血清，不含LIF)及受试药物(图

2)。此时开始用倒置显微镜每天观察细胞，以捕

获出现神经样细胞(细胞突起长度为胞体直径

的5倍以上)的最初时间。将ES细胞脱离饲养

层进行悬滴培养当天记为d 0，EBs转移到96孔

板贴壁培养时为d 8，此后依次以d 8+咒(，2—0

～10)表示不同分化时间点。拍摄不同分化阶段

细胞形态学照片。用结晶紫活细胞染色：吸弃上

清液，以37℃，pH 7．4的PBS洗涤3次，加入

0．2％结晶紫溶液(内含0．2％乙醇)染色1 min，

洗涤后，在倒置显微镜下观察细胞形态，摄片。

按以下公式计算神经细胞分化率[11I：神经细胞

分化百分率=(出现神经样细胞EBs个数／EBs

总个数)×loO％，并以此百分率和时间做出量

效关系和时效关系曲线，作为评价ICT对ES细

胞定向分化为神经细胞诱导效应的指标。上述

实验重复6次。

1．2．2 RT～PCR法检测神经细胞特异基因：

收集分化d 8+2、d 8+6时，经不同浓度药物处

理的神经细胞，按照Trizol reagent说明书提取

总mRNA。引物序列[1¨与实验条件见表1。

图2 ICT诱导ES细胞定向分化为神经细胞的实验流程

Fig．2 Procedure of directed differentiation of neurons from mouse ES cells induced by ICT

表1引物序列和PCR反应条件

Table 1 Primers and conditions for RT—PCR

PCR反应体系：94℃变性30 S，72‘C延伸60

S，p—tubulinⅢ、GFAP、口一actin退火温度分别是

58‘C、58 C、55℃，分别循环40、40、30轮，末次

循环后72℃再延伸10 min，4 7C冷却保存。PCR
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产物1．5％琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像系统观

察及拍照分析。

1．2．3 免疫荧光法检测神经细胞特异蛋白表

达：采用免疫荧光法鉴定神经前体细胞特异性

标志蛋白nestin，神经元特异性蛋白B—tubulinⅢ

和神经胶质细胞特异性蛋白GFAP的表达。根据

PCR结果，收集分化d 8+2和d 8+6的

10-7mol·L_1ICT组细胞样本，用纯冷甲醇固

定10 min，再用牛血清封闭30 min，然后加入一

抗：单克隆鼠抗nestin，1：100稀释；单克隆鼠抗

GFAP，1：200稀释；单克隆鼠抗B—tubulin III，1

：100稀释，4”C孵育过夜。第二天加入二抗：异

硫氰酸荧光素标记的抗小鼠IgG或罗丹明标记

的抗小鼠IgG，1：1 000稀释，37℃孵育1．5 h。无

荧光甘油封片后用荧光显微镜观察，拍照记录。

1．3统计方法采用SPSS 10．0 for Windows

统计软件，数据均以i士S表示，采用one—way

ANOVA分析，若有差异两两比较采用LSD

法，P<0．05为有统计学显著性差异。

2结 果

2．1分化过程不同时相细胞形态学ES细胞

呈集落状贴壁生长，未分化克隆呈长梭形或卵

圆形，形似鸟巢或岛屿，排列紧密，细胞之间界

限不清(图3A)。经分化培养后形成的EBs呈立

体球形结构(图3B)。EBs贴壁培养后，从克隆

边缘分化出神经样细胞，细胞胞体小，呈短梭

形，三角形，折光性强，细胞大多伸展，形成细长

的细胞突起，相互交织成网状。当细胞突起的长

度为胞体直径5倍以上时，将其认定为神经样

细胞表型(图3C、D)，供计算分化率用。活神经

细胞结晶紫染色呈紫色(图3E、F)。

2．2 ICT诱导定向分化效应ICT能显著提

高ES细胞定向分化为神经细胞，且具有一定量

效和时效关系。当EBs分别与10～、10～、10_9

mol·L-1ICT共培养后，在d 8+0～d 8+10分

化时相内，神经细胞分化率不断提高，在d 8+8

时分化率最高，分别为80％、65％、50％，均显著

高于溶剂对照组(40％)。其中10-7 mol·L1

ICT组在分化d 8+2时与阴性对照组比有显著

性差异(P<0．01，图4)。

2．3 ICT诱导神经元特异基因表达 结果显

A：ES细胞在小鼠胚胎成纤维细胞上形成的克

隆(箭头所示)；B：悬浮的拟胚体；C和D：由拟胚体

分化成神经细胞(D图放大取自C图矩形框区域)；

E和F：结晶紫染色神经细胞(F图放大取自E图矩

形框区域)。A、B、C、E×100，D、F×400

图3 ES细胞分化神经细胞过程形态特征

Fig．3 Morphogenesis characteristics du—

ring the course of neuronal cell

differentiation from mouse ES cells
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d 8+0 d 8+2 d 8+4 d 8+6 d 8+8 d 8+10

t／d

×：10—7 mol·L一1ICT组(n一121 EBs)；△：

10 8mol·L一1ICT组(，z一127 EBs)；▲：10—9tool·

L一1ICT组(”一112 EBs)；■：5y!?7tool·L 1RA

组(”一99 EBs)为阳性对照；◆：0．1％DMSO溶剂

组(n一109 EBs)为阴性对照(至±s)。V5阴性对照

组，。P<0．05，～P<0．01，⋯P<0．001
图4 ICT诱导ES细胞体外定向分化为神

经细胞的量效和时效关系

Fig．4 Dose—and time—effect relationships

of ICT on the directional differentia—

tion of ES cells into neuronal cells
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示，在分化d 8+2时争tubulinⅢ和GFAP基因

开始表达，表达量呈分化时间依赖性。当10_7

mol·L_1ICT或5×10'7mol·L11RA分别与

皿Ⅲ}1
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1．6

EBs共孵育后，在d 8+2时t9-tubulinⅢ和

GFAP表达量与阴性对照组比较明显增加，表

达量随分化时间延长而增加(尸<O．05，图5)。
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A：PCR产物凝胶电泳图；B和C：t3-tubulinⅢ和GFAP mRNA相对表达半定量分析，以p—actin为内

参(”一3，至士5)。US阴性对照组，’P<O．05，一P<O．01，⋯P<O．001
图5 ES细胞源的神经细胞B—tubulinⅢ和GFAP mRNA表达

Fig．5 Expressions of|3一tubulinⅢand GFAP mRNA of EBs analyzed by semi—

quantitative RT—PCR

2．4 ICT诱导神经细胞特异蛋白表达 当

EBs贴壁培养2 d时，10叫mol·L-1ICT组绝大

部分细胞nestin表达阳性，证明该细胞具有神

经前体细胞特性。至分化d 8+6，出现有GFAP

阳性的神经胶质细胞及B—tubulinⅢ阳性的神

经元，其中以13-tubulinⅢ阳性细胞最为多见，

呈现红色荧光，多分布于克隆边缘，胞体为圆

形、椭圆形，突起为一个至数个，长度基本为胞

体5倍以上，其细长突起彼此相连交织成复杂

的网状，提示为不同分化阶段的神经元；少数细

胞表达神经胶质细胞标志物GFAP，呈现绿色

荧光，上述结果确证呈神经细胞表型者为不同

类型神经细胞(图6)。

3讨 论

ES细胞体外分化为神经细胞的潜能用于

中枢神经系统退行性改变的细胞替代治疗以及

药物介入细胞替代治疗的前景已引起关注Ⅲ。
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A、D、G：DAPI核染；B：分化d 8+2神经前体细胞标志蛋白nestin阳性表达；C：A、B图叠加；E：

分化d 8+6神经元特异性蛋白]3-tubulin in阳性表达；F：D、E图叠加。H：分化d 8+6神经胶质细胞特

异性蛋白GFAP阳性表达；I：G、H图叠加(A、B、C×100；D、E、F、G、H、I×400)

图6 ICT(10_7m01．L_1)诱导ES细胞分化为神经细胞表型的特异蛋白阳性表达谱

Fig．6 Positive immunostaining of neurocytes directed differentiation from EBs

treated with ICT 10-7 mol·L1

主要研究成果集中在使诱导步骤逐渐简化，诱

导时间逐渐缩短，神经细胞发生途径越来越接

近体内神经细胞分化[1 2|，但药物诱导上述分化

过程的报道甚少。为此，本研究采用拟胚体培养

法，利用ES细胞对微环境变化非常敏感特征，

探索ICT诱导ES细胞体外定向分化为神经细

胞效应，同时评价ICT诱导分化过程关键基因

和蛋白的表达谱，为其可能成为促神经细胞分

化剂提供实验依据。

本实验体系控制在适合药效评价环境，使

神经细胞自发分化率达40％左右，有利于药物

诱导分化作用充分体现。以细胞突起长度为胞

体直径5倍以上的神经样细胞表型作为形态学

评价指标，同时评价相应分化过程的关键基因

和蛋白表达谱。结果表明，ICT诱导ES细胞定

向分化为神经细胞呈良好的量效关系，在10_7

tool·L-1浓度下具有最佳诱导效应，提示以该

浓度的ICT改变培养微环境，可获得促进ES细

胞定向分化神经细胞的满意效果。时效关系研

究表明，EBs贴壁2 d后ICT即能显著诱导其定

向分化为神经细胞，且在贴壁培养8 d时达到

最大分化率，提示在EBs贴壁培养后的第1～8

天，是ICT诱导分化的最佳时间。

本研究除鉴定神经细胞表型常规指标(细

胞突起的长度为胞体直径5倍以上)外，还根据

神经细胞表型形成过程，分别检测了分化早期

(d 8+2)和分化后期(d 8+6)的神经细胞特异

性基因和蛋白表达谱。结果显示神经细胞在分

化过程中分别表达了神经前体细胞(d 8+2)、

神经元和神经胶质细胞(d 8+6)特异性标志基
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因和蛋白，呈现严格的发育时相依赖关系。上述

特征符合胚胎外胚层神经发育过程，经前体细

胞，继而以神经元为主，辅以少量胶质细胞的特

征口]。在分化培养过程用ICT处理后，能增加神

经细胞特异性基因的表达，多数ES细胞可转变

为神经元表型细胞，多个神经元之间可形成网

络，少数是神经胶质细胞。这提示ICT诱导神经

元表型细胞分化，是基于诱导神经特异基因和

蛋白表达上调所致。上述结果为进一步研究相

关机制提供了依据。
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