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神经干细胞移植为神经损伤及神经退行性疾

病，如帕金森病、多发性硬化、脊髓损伤等带来新的

希望，但是异体神经干细胞的来源及伦理问题限制

了其临床应用。随着体细胞重编程技术的出现，自

体细胞重编程获得的多能干细胞（iPSCs）可以很好

地解决干细胞移植中细胞来源问题及免疫排斥等难

题，但是 iPSCs 定向分化效率较低，且存在致瘤性限

制了其应用［1］。近年来，将成体细胞直接重编程为

神经干细胞而不经过 iPSCs 阶段极大降低了移植细

胞的致瘤性［2-3］。其应用前景广阔，但是干细胞移

植后在体内炎性因子如 TNF-α、IL-6 等多种因素作

用下存活率较低，影响了干细胞治疗的效率。

TNF-α 是一种炎性因子，在中枢神经系统中主

要由胶质细胞释放，生理情况下其参与神经突触形

成［4］。有研究发现，在卒中、多发性硬化、阿茨海默

病等患者的中枢神经系统中，TNF-α 的表达量明显

升高［5］。此前的研究认为，TNF-α 可以促进室管膜

下分离的神经干细胞增殖、分化［6］，可以诱导骨髓

间充质干细胞凋亡［7］，而 TNF-α 对人 iNSCs 作用效

果尚未报道，本研究将 TNF-α 对人 iNSCs 作用效果
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【摘要】 目的  观察肿瘤坏死因子（TNF）-α 对人外周血细胞重编程获得的神经干细胞（iNSCs）在

体外增殖、分化的影响。方法  将人外周血单个核细胞重编程获得神经干细胞，使用免疫组化技术，

观察 TNF-α 对其增殖以及向神经元及少突胶质细胞方向分化的作用。结果  低剂量 TNF-α 可以促

进 iNSCs 的增殖，并促进其向神经元及少突胶质细胞方向分化。高剂量 TNF-α 可以导致其凋亡。结论   

不同剂量的 TNF-α 对人 iNSCs 作用不同，这对于人 iNSCs 的应用有重要意义。
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【Abstract】 Objective  To explore the effects of tumor necrosis factor （TNF）-α on proliferation 
and differentiation of human induced neural stem cells （iNSCs） reprogrammed from peripheral blood 
mononuclear cells. Methods  The human peripheral blood mononculear cells were reprogrammed to obtain 
iNSCs. Immunohistochemical technique was used to observe the proliferation of TNF-α and the direction 
of differentiation to neurons and oligodendrocytes. Results  A low dose of TNF-αcan promote iNSCs 
proliferation and differentiate to a oligodendrocyte fate. High dose of TNF-αcan induced apoptosis of iNSCs. 
Conclusions  Different dose of TNF-α has different effect on human iNSCs， which is important for human 
iNSCs application.
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进行研究，以作为 iNSCs 移植的前期研究基础。

一、材料与方法

1. 试 剂：质 粒 Orip/EBNA1 携 带 6 种 外 源 基 因

（OCT4、SOX2、NANOG、LIN28、C-Myc 和 KLF4）、重

组干细胞因子、重组白介素 3、重组胰岛素样生长因

子、LIF、CHIR99021、SB431542 购 自 PeproTech（美

国），重组人促红细胞生素、人全转铁蛋白购自Human，

CD34+购自R&D Systems（美国），Cell Nucleofection Kit

购 自 Lonza （瑞 士），B27、N2 添 加 剂、DMEM/F12、

Neurobasal 培养基购自 Gibco（美国）公司。TNF-α 购

自 Peprotech（美国），一抗 Nestin 购自 BD（美国），Tuj-
1、Oligo2、Ki-67 购自 Millipore（美国），Hoechst33258

购自 Sigma（美国）。成人外周血细胞来源于一男性

志愿者外周静脉血。

2. 方法：（1）iNSCs 的诱导及培养：iNSCs 体外诱

导过程完全参照 Tang 等［2］实验方法操作，所获得

的神经干细胞在神经干细胞培养基中培养，扩增，

传至 5 代。培养基为 Neurobasal 培养基中添加 N2

（10 ng/ml），B27（10 ng/ml），LIF（10 ng/ml），CHIR99021

（3 mmol/ml），SB431542（2 mmol/L），隔日换液，每 5 天 

传 代 一 次。（2）TNF-α 作 用 于 iNSCs：将 传 代 至

第 5 代 的 1×104 iNSCs 接 种 在 PDL/Laminin 包 被

的 24 孔板上，分为 3 组，4 ng/ml TNF-α组，20 ng/ml 

 TNF-α 组，单纯培养基组。培养第 3 天后，细胞

固 定，进 行 免 疫 组 化 染 色，每 组 12 个 孔。 用 于

分 化 的 iNSCs 首 先 接 种 在 24 孔 板 上 的 Coverslip

上，将 含 有 4 ng/ml TNF-α 的 神 经 元 分 化 培 养 基

（Neurobasal+N2+B27）及少突胶质细胞分化培养基

（神经元培养基中加SAG10 ng/ml， 反维甲酸100 ng/ml）

分别培养 7 d，同时设立对照组，7 d 后，固定并进

行免疫组化染色。（3）免疫组化染色：将备染色的

细胞用 Wash Buffer 室温洗 3 次，每次 5 min。使用

4%PFA 室温固定 10 min。吸去 PFA，用 PBS 洗一遍，

然后加入 0.3%Triton 液，每次 5 min，共 3 次。细胞

用 Blocking Buffer 室 温 孵 育 2 h。 细 胞 换 一 抗 混

合液：Antibody Buffer 中加入一抗抗体，加完后放在 

4 ℃冰箱孵育过夜。弃一抗混合液，用 Wash Buffer

室 温 洗 3 次，每 次 5 min。 细 胞 换 二 抗 混 合 液：

Antibody Buffer 中分别加入对应的二抗。室温避光

孵育 2 h。弃二抗混合液，用 Wash Buffer 室温避光

洗 3 遍，每次 5 min。弃液体，用核染液室温避光洗

10 min。弃液体，用 Wash Buffer 室温避光洗 5 min。

用眼科直镊小心夹起载有细胞的圆玻璃片，在载玻

片上涂上防止猝灭剂，封片，室温避光晾干。使用

共聚焦显微镜拍照。将免疫荧光染色后的细胞利用

激光共聚焦显微镜进行采图，每张玻片采集 12 个视

野，计算每张图片中阳性细胞数量所占比例，将 9 次

独立实验的计数结果纳入统计学分析。

3. 统计学方法： 采用 SPSS 19.0 软件进行统计

学分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，实

验组和对照组组间比较采用两独立样本 t 检验。 

P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果

1. 将人外周血单个核细胞重编程为神经干细

胞：见图 1（见本期封三）。在志愿者签字同意后，采

集其外周血 5 ml 并分离其中单个核细胞（图 1A），按

照之前论文所述的方法，在转染后 20 d 左右可见获

得了细胞克隆（图 1B），之后，将该克隆挑出后继续

扩增，传代，在传至第 5 代时，利用免疫组化方法进

行染色，90% 以上的细胞表达神经干细胞标志蛋白

Nestin、Sox1（图 1C）。

2. 不同剂量的 TNF-α 对 iNSCs 的作用效果：见

图 2（见本期封三）。Hoechst33258 染色提示高浓度

TNF-α 可以明显导致细胞死亡，低浓度组与对照组

比较细胞死亡数量差别不明显（图 2A）。而 Ki-67 阳

性率在低浓度组中阳性率较对照组增高，而高浓度

TNF-α 细胞中 Ki-67 阳性率明显下降（图 2B）。

3. 低剂量 TNF-α 可以促进 iNSCs 向神经元及少

突胶质细胞方向分化：见图 3（见本期封三）。免疫组

化染色提示，神经元标志Tuj-1阳性率（图3A）及早期

少突胶质细胞标志Olig2阳性率（图3B）较对照组明显

升高（P ＜ 0.01）。

讨论  体细胞重编程技术可以将体细胞重编程

为多能干细胞，这一技术为自体干细胞移植带来新的

思路。人成纤维细胞是目前最常用的起始细胞［8-9］，

但是获取人体成纤维细胞是一种有创的操作，相比

成纤维细胞获取的方式，采集外周静脉血单个核细

胞是一种几乎无创的，而且外周静脉血单个核细胞

此前已经被重编程获得了 iPSCs［10］。在本研究中将

外周血单个核细胞重编程为诱导神经干细胞，不经

过多能干细胞过程，可以明显降低其致瘤性。因此，

这是一种安全、无创的方法。

TNF-α 是一种可以引起肿瘤出血性坏死的血

清蛋白。它有多种生物学功能，中枢神经系统中，

TNF-α 通 过 TNFR1 与 TNFR2 两 种 受 体 参 与 免 疫

应答，有研究人员使用小鼠室管膜下分离的神经

干细胞研究 TNF-α 的作用机理，发现 TNF-α 通过

TNFR1 受体促进神经干细胞分化，但是大剂量的
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TNF-α 可以促进神经干细胞凋亡［6］。干细胞移植

后体内的存活状态受到移植后内环境的影响，有研

究报道移植后神经干细胞存活率并不高，主要受

到移植后环境中炎性因子的影响，其中 TNF-α 是

机体释放的最常见的炎性因子。因此在体外研究

TNF-α 对 iNSCs 的作用机制是很有必要的。我们

在体外的实验结果证实，低剂量的 TNF-α 可以促

进 iNSCs 增殖，高剂量 TNF-α 可以促进 iNSCs 凋亡，

这说明在移植后减少炎性因子释放，有利于促进

iNSCs 生存。

少突胶质细胞在中枢神经系统炎症及损伤修复

过程中具有重要作用，其主要作用为髓鞘的修复。

脱髓鞘疾病如多发性硬化，婴儿脑室周围软化性疾

病发病后，机体新生少突胶质细胞修复非常有限，

临床治疗效果不佳，有研究人员试图将诱导多能干

细胞 iPSCs 分化为少突胶质细胞移植治疗多发性硬

化，但是将 iPSCs 分化为少突胶质前体细胞周期长，

效率低［11］。也有研究认为在 iPSCs 中转入外源因子

SOX10，Olig2 可以将其加速分化为少突胶质前体细

胞［12］，但是，这种转入慢病毒载体的方法影响了其

实际应用的安全性。将 iNSCs 移植后如何促使其分

化为有功能的少突胶质细胞值得进一步研究。我们

的研究结果认为在低浓度 TNF-α 作用下，可以促进

iNSCs 在体外分化为少突胶质前体细胞，但是，这种

少突胶质前体细胞能否在体内形成有功能的少突胶

质细胞还需要进一步研究。
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