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银杏内酯 B 诱导大鼠骨髓间充质细胞分化为神经元样细胞的电生理研究
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摘要 目的：研究银杏内酯 B(GB)诱导大鼠骨髓间充质细胞(MSCs)分化为神经元样细胞的电生理特性。方法：应用膜片钳技术，采

用全细胞记录方式，对由 GB 诱导的大鼠 MSCs 进行诱导前后的电生理功能测定。结果：分化后的神经元样细胞较诱导前细胞的

膜特性有了显著改变(P<0.05)。结论：大鼠 MSCs 经过 GB 诱导能够向功能性神经元方向分化。
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ABSTRACT Objective: To investigate the elctrophysiological properties of differentiation of rat bone marrow stroma cell (MSCs)

induced by Ginkgolide B (GB). Methods: Elctrophysiologica functions of rat MSCs before and after differentiating into neurons-like

cells were induced by GB. Results: The membrance properties changed a lot between differerntiated cell and undifferentiated neuron-like

cell (P<0.05). Conclusion: MSCs can differentiate into functional neurons if induced by GB.
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前言

骨髓间充质干细胞 (mesenchymal stemcells, MSCs)是一类

多能成祖细胞，具有分化成各种细胞的潜能，包括骨骼、心脏、
脂肪、神经细胞等[1-2]。现在对分化后的神经样细胞形态学水平

的鉴定较多，而分化后的神经样细胞是否具有完整的电生理功

能研究较少。银杏内酯 B( GB)作为银杏叶提取物，具有神经保

护及修复的功能,同时还能减轻神经细胞的损伤和凋亡[3-4]，在

体外实验中能诱导神经干细胞分化为神经元[5]，本实验利用膜

片钳技术检测诱导后的神经样细胞的电生理功能 , 研究由

MSCs 分化而成的神经样细胞的钙通道电流。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

SD 大鼠，质量(100-150)g，购自徐州医学院动物实验中心。
EPC-9 膜片钳放大器(HEKA，德国)；微电极拉制仪(PP-83, Nar-

ishige, 日本) ；ALA2VM8 加药装置 (Scientific Instruments，美

国)；倒置相差显微镜(Olympus，日本)；玻璃毛细管(内径 1.6

mm，北京先驱威锋技术开发公司)；超净工作台(AIRTECH，美

国)；细胞培养箱(THERMO，美国)；钙内液(mmol/L)：125 CsCl，

2 MgCl2，20 HEPES，11 EGTA，1 CaCl2，4.5 Mg-ATP，0.3

Li-GTP，CsOH 调节 pH 值至 7.4，过滤除菌，1mL 分装于 EP 管

中，-20℃保存；钙外液(mmol/L)：140 TEA-Cl，5 CaCl2，0.8 Mg-

Cl2，10 HEPES，11 D-glucose，Trisbase 调节 pH 至 7.4，4℃冰箱

保存；标准外液(mmol/L)：130 NaCl，5 KCl, 2 CaCl2，2 MgCl2，10

HEPES, 10 D-glucose，NaOH 调 节 pH 至 7.4，4℃冰 箱 保 存 ；

HEPES、EGTA、TEA-Cl、Mg-ATP、KCl、CsCl、CdCl2、以及

CsF 均 购 自 Sigma 公 司 ，(6)NaCl、MgCl2、CaCl2、D-glucose、
NaOH、KCl、KH2PO4、NaHCO3、Na2HPO4 均 为 国 产 分 析 纯。
DMEM/F12(HYCLONE)，10%胎牛血清(EXCEIL)，青霉素 100

U/mL和链霉素 100 U/mL(Gibco).DMSO(Solarbin)，胰酶 (Sig-

ma)，GB(Sigma)。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 rBMSCs 的分离、培养和纯化 4 周龄 SD 大鼠( 雌雄不限)

，颈椎脱臼处死，无菌条件下分离股骨和胫骨，骨髓冲洗液离心

后用含 10 %胎牛血清的培养基重悬，接种于培养瓶中，置于 3

7℃、5 %CO2，湿饱和恒温培养箱培养 48h 后首次换液，以后每

2 ~ 3 天换液 1 次，细胞达 80%-90%融合后 0.25%胰蛋白酶消

化传代，取 3 代状态良好的细胞进行实验。
1.2.2 定向诱导 rBMSCs 向神经元样细胞分化 将培养的第 3

代 MSCs 收集，以 2.0×105/cm2 的密度接种于预先置有用 100
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mg／L 多聚赖氨酸处理过的盖玻片的 6 孔板中置备细胞爬片。
40mg／LGB 诱导。将培养板置于 37℃、5%CO2 ，饱和湿度的培

养箱中培养，每隔 3 天换液 1 次，培养 7 d。
1.2.3 全细胞膜片钳记录 记录用微电机由玻璃毛细管 （内径

1.6 mm，北京先驱威锋技术开发公司，中国）经 PP-83 型微电极

拉制仪分两次垂直拉制而成。拉制后玻璃微电极尖端直径为

1-2 μm，充灌电极内液后电极阻抗为 4-6 MΩ。用 EPC-9 膜片

钳放大器进行全细胞膜片钳记录，参考电极为 Ag-AgCl 电极，

电流记录和测量采用 pulse+pulsefit 程序（德国 HEKA 公司）进

行控制，刺激频率为 0.1HZ，采集和滤波频率分别为 20HZ 和

3HZ。慢电容（Cs）以及局部串联电阻（Rs），系统电阻、漏电阻和

电容电流均由计算机自动补偿，破膜后稳定 10min 开始记录，

实验过程中将 Rs＜20 MΩ且电流稳定的数据被看作是有效数

据。所有实验均在 22-25℃室温下进行。
1.3 统计学分析

所有数据采用 mean± SE 的形式表示，由 Clampfit（Axon

Instrument Inc，USA）和 Sigmaplot（Jandel Scientifie，CA）软件分

析处理，用配对 t 检验进行统计学分析，P＜0.05 为差异具有统

计学意义。

2 结果

取扩增 3 代的大鼠骨髓 M SCs ,40 mg /L 银杏内酯 B 诱导

1 周后的细胞爬片，分化后的神经样细胞呈长梭型或椭圆形,

较 1 周时的 MSCs 胞体大, 经多次换液体传代后, 杂质明显减

少。选取表面光滑, 胞体呈锥形, 具有长突起的神经元样细胞进

行检测,不同细胞电流幅值存在较大差异。全细胞电压钳记录

模式下，置钳制电压为 -60 mV，给予从 -50mV 到 +30 mV 的去

极化方波，步幅为 10mV 递增，波宽 80ms，可记录到一系列内

向电流，激活阈值在 -30mV，峰值电压在 0mV，未分化细胞的

峰值电流为(1.47±0.15 PA/PF，n=10)，诱导后的神经元样细胞

为(2.17±0.14 PA/PF，n=12)，差异有统计学意义(P<0.05)。这些

都提示该电流为钙电流(ICa)(图 1-2)。

3 讨论

骨髓间充质干细胞(MSCs)是存在于骨髓组织内的一类干

细胞，具有向多种细胞分化的功能，在一定的诱导条件下，可以

分化为星形胶质细胞、神经元细胞、神经胶质细胞以及心肌细

胞，具有体外基因转染率高且传代稳定的特点[6-7]。MSCs 在脑

损伤以及变性病的治疗中发挥重要作用[8]。目前对其的研究目

的主要是用来修复损伤的神经系统，诱导的后的神经元样细胞

是否成熟，电生理技术是一个较为可靠的指标。作为电生理技

术的一种，膜片钳技术为细胞水平和分子水平研究离子通道的

功能开辟了新的途径[9-10]。
离子通道在不同类型的细胞上广泛表达，钙离子在细胞内

信号的传递、神经信号传导以及细胞的分化中起到重要的作

用。细胞外钙离子内流是钙离子发挥细胞内信号传导、参与细

胞电活动等生理功能的主要途径 [11]。电压门控型钙通道

(VGCCs)能够调控钙离子在细胞内的进出，参与各种钙依赖的

病例或生理过程，如：肌肉收缩，神经递质的释放，细胞的分化

及凋亡等[12]。实验表明，VGCCs 的激活使得 KCl 诱导的胞质内

钙离子浓度明显增高[13]。钙信号在细胞功能的成熟中是必不可

少的，早期 MSCs 早期阶段就能检测到钙电流的存在，阻断钙

通道使得其神经元细胞特性受损，说明钙信号与早期的神经分

化有极大的关联性[14]。
本实验应用膜片钳技术对诱导后的神经元样细胞继续检

测。实验证实，经 Neuritin 诱导骨髓基质细胞定向分化的神经

元样细胞具有活跃的电生理特性；5- 氮胞苷对骨髓基质细胞进

行诱导结果表明，检测到外向延迟整流 K+[15]。说明诱导分化条

件对 MSCs 来源的神经元样细胞的成熟度有影响。经 GB 诱导

后得到的神经元样细胞具有电生理的特性。诱导后的神经元样

细胞具有正常神经元细胞的形态及电生理特性，并且记录到有

钙电流的存在。实验发现，经 GB 诱导后的的神经样细胞与未

分化的 MSCS 的膜特性有显著的改变，说明。
获得稳定的 MSCs 是进行实验的前提, 本实验室联合应用

密度梯度离心法及贴壁筛选法, 采用单克隆培养法来分离、培
养 MSCs, 使获得的 MSCs 尽可能为同一细胞来源的, 从而使其

纯度大为提高。
GB 通过阻滞核因子 kappa-B 的激活，能够减少经氧化后

图 2 两组电流的 I-V 曲线示意图

Fig. 2 I-V relationship for the mean of the normalized peak currents in two

groups:● Undifferentiated marrow stroma cell.○ marrow stroma cell

induced by Ginkgolide B

图 1 未分化和分化的 MSGs 细胞的电流特点：A:未分化的 MSGs 细胞

未见明显通道开放；B：GB 诱导分化后的钙电流示意图。两组钙电流

施加一组 -50mV～+ 30 mV，以 10mV 递增，时程为 80ms 的指令电压

Fig.1 Current flow feature of undifferentiated and differentiated marrow

stroma cell
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低密度脂蛋白刺激的血管内皮细胞上炎性蛋白的表达[16]。GB

能够抑制氧化型低密度脂蛋白刺激的炎性蛋白[17]。GB 能够抑

制血小板聚集，并对缺血 / 再灌注大脑损伤有保护作用[18-19]。在

中枢神经系统，GB 能够使损伤后的脊髓白质显著增多，同时减

低促炎性因子 mRNA 的水平[20]。GB 通过缺血再灌注抑制大鼠

脑组织的炎性反应，并能够利用脂多糖对星形细胞进行修复，

并且 GB 通过拮抗 β- 淀粉样蛋白 25-35 的表达和缺血引起的

细胞凋亡对神经元细胞起到保护作用[21]。所以本实验选择 GB

作为诱导剂，诱导出具有明显神经特性的神经元样细胞。
本研究通过全细胞膜片钳对 MSGs 上钙离子通道电流的

研究，初步了解其电生理特性，为神经干细胞细胞分化和调控

提供了理论依据。
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