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摘要 目的：研究不同强度电刺激对脂肪干细胞（adipose tissue-derived stem cells, ADSC）向神经元方向分化的作用。方法：在细胞

电刺激室内对 ADSCs进行电刺激(10Hz, 1h)，强度选用五个强度，分别为 0 V/cm、0.5 V/cm、1.0 V/cm、3.0 V/cm、5.0 V/cm；电刺激

后，对细胞进行流式凋亡检测及 CCK-8活性检测，明确不同电刺激对 ADSCs的影响；同时，应用免疫荧光染色、Western Blotting

评估各组细胞神经特异性标志物 microtubule-associated protein 2 (MAP-2)与 茁-tubulin的表达情况。应用 RT-PCR检测 MAP-2、

茁-tubulin和 neurofilaments 200(NF-200)的 mRNA水平，评价不同强度电刺激对 ADSCs其向神经方向分化的影响。结果：1V/cm

的电刺激，未引起明显的细胞凋亡，同时促进了细胞增殖。此外，1V/cm电刺激后，细胞中的 MAP-2和 茁-tubulin的免疫荧光染色
强度及蛋白含量显著提高；MAP-2、茁-tubulin和 NF-200的 mRNA及蛋白量显著提高。3V/cm及更高强度的电刺激可导致凋亡细

胞数目显著增加。结论：强度为 1V/cm的电刺激可促进脂肪干细胞的增殖，并促进其向神经方向分化，为神经损伤的治疗提供了

新的可行方法。
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Electrical Stimulation Promotes Neural Differentiation of Adipose
Tissue-derived Stem Cells*

To explore the role of electrical stimulation (ES) in neuronal differentiation of adipose tissue-derived stem
cells (ADSCs). Cultured ADSCs were exposed to ES (10Hz, 1h) at different intensities (0 V/cm, 0.5 V/cm, 1.0 V/cm, 3.0 V/cm,

5.0 V/cm). The proliferation of cells was characterized by using a CCK-8 assay. The apoptosis of cells after ES was examined by flow

cytometry. The expression of MAP-2 and 茁-tubulin were detected by immunofluorescence staining and Western blotting, and the mRNA

levels of MAP-2，茁-tubulin and NF-200 were measured by RT-PCR to examine neuronal differentiation of ADSCs. ES at 1V/cm
was shown to promote cell proliferation without increasing the rate of apoptosis. In addition, the immunofluorescence intensity and prot-

ein levels of MAP-2 and 茁-tubulin were significantly increased compared to sham stimulated cells. Further studies showed that the mRN-

A levels of MAP-2, 茁-tubulin and NF-200 were significantly increased by ES at 1 V/cm, while ES at 3V/cm or higher intensities resulted
in more cell apoptosis. ES at 1 V/cm is able to promote the neuronal differentiation of ADSCs and is beneficial for the proli-

feration of ADSCs, which highlights the potential application in the treatment of neurodegenerative diseases and neurotrauma in nervous
system.

Adipose tissue-derived stem cells; Electrical stimulation; Neuronal differentiation; Proliferation

前言

神经损伤及神经退行性病变，尤其是中枢神经病变，可造

成病灶区域大量神经元凋亡或死亡，被认为是目前临床上治疗

的难点[1, 2]。既往尝试多种办法用于治疗此类疾病，但效果均不

太理想[3-5]。目前，干细胞研究的不断深入为中枢神经病变的治

疗带来了新的希望[6-8]。其中，ADSCs以其来源丰富、易取材、分

化能力强等优点受到越来越多的关注[9, 10]。诱导 ADSCs向神经
元方向分化有望为中枢神经病变的治疗提供新的思路，但现有

诱导技术均存在局限性，如细胞毒性或神经分化率低等[11-13]。因

此，寻找一种能够促进脂肪干细胞向神经方向分化的方法，对

中枢神经病变的治疗具有重要意义。
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神经细胞是电兴奋性细胞，对电学信号的刺激非常敏感
[14]。研究发现：电刺激能促进神经分化早期神经轴突的生长[15,

16]。近年来，越来越多的研究开始关注电刺激对干细胞分化的影

响。研究发现，适宜的电刺激可以促进胚胎干细胞及骨髓间充

质干细胞向神经方向分化[17, 18]，表明电刺激在干细胞的神经分

化过程中扮演重要角色。新近研究发现，低频交流电可升高脂

肪干细胞胞浆内钙离子浓度[19]，表明脂肪干细胞也能对电刺激

进行响应，但电刺激对脂肪干细胞向神经方向分化的作用还未

见研究。因此，本实验拟探讨电刺激对脂肪干细胞向神经元方

向分化的影响。

1 材料与方法

1.1 材料
3-4周健康 Sprague Dawley大鼠（由第四军医大学实验动

物中心提供），细胞培养基 DMEM/F12（Gibco，美国），一型胶

原酶（Sigma-Aldrich，美国），PBS，胎牛血清（Gibico，美国），
CCK-8试剂盒，兔抗大鼠 MAP-2抗体（Sigma-Aldrich，美国），

小鼠抗大鼠 茁-tubulin抗体（Sigma-Aldrich，美国）。
1.2 方法
1.2.1 脂肪干细胞的分离、培养及鉴定 取 3周龄的 SD大鼠 2

只，颈椎脱臼处死，75%的酒精浸泡 8 min；无菌条件下取出腹

股沟部皮下脂肪，PBS冲洗，充分剪碎后，于 1%一型胶原酶中

振荡消化 30-40 min；等量 DMEM/DF12培养基(含 10%胎牛血

清)终止消化，1200 r/min离心 8 min后弃上清；用含 10%胎牛

血清的 DMEM/DF12培养基重悬细胞，以 1× 105个 /cm2接种

于 25 cm2培养瓶，37 ℃、5%CO2条件下培养。隔天换液，细胞铺

满至培养瓶底约 80%、接近融合状态时，用 0.25%胰酶 /0.02%
EDTA消化、传代，每 6-7天传代 1次，第 3代至第 5代细胞用

于本研究。

1.2.2 细胞凋亡情况检测 在细胞电刺激模型中，对培养的

ADSCs 细胞进行电刺激 1 h，刺激强度分别为 0 V/cm、0.5

V/cm、1.0 V/cm、3.0 V/cm、5.0 V/cm，刺激频率为 10Hz，继续培

养 24 h用于进行细胞凋亡检测。用 0.25%的胰酶将细胞消化并

制成细胞悬液，2000 rpm离心 5 min，弃上清，用 PBS洗涤细胞

两次，将细胞重悬于 200 滋L标记缓冲液，加入 10 滋L Annexin

V-FITC，轻轻混匀，避光室温反应 15 min,加入 300 滋L标记缓
冲液，结合使用碘化丙啶（PI）拒染法，采用流式细胞仪检测分

析细胞凋亡的百分率。

1.2.3 细胞增殖能力检测 对 ADSCs进行电刺激的方法同上，

电刺激后 24 h、48 h、72 h，以 0.25%胰酶消化刺激后的 ADSCs，

制备单细胞悬液，以 1× 104个 /孔的细胞密度接种于 96孔培
养板中，分别于各孔内加入 10 滋LCCK-8试剂，震荡均匀后置

于培养箱内培养，4 h后用酶标仪于 492nm波长处检测各自吸

光度值，计算各组细胞增殖能力。

1.2.4 免疫荧光染色 电刺激后 24 h，4%多聚甲醛溶液

（paraformaldehyde，PFA）固定细胞 20分钟；PBS溶液清洗三遍

后，10%山羊血清封闭 30min；加入一抗小鼠抗大鼠 茁-tubulin

（1：200），兔抗大鼠 MAP-2（1：200），4 ℃孵育过夜；第二天室温

下复温一小时，洗片后加入山羊抗兔 -TRITC 和山羊抗小鼠
-FITC（1：100），室温下孵育 1h，清洗后进行 DAPI（1：500）染核

，5 min后 PBS溶液清洗；甘油封片，荧光显微镜下观察。
1.2.5 RT-PCR 检测 电刺激后 24h，分别提取各组细胞总
RNA，按照逆转录试剂盒说明书将 RNA 逆转录为 cDNA。
MAP-2上游引物 5’AGCCTGCAGCTCTGCCTTTA 3’，下游
引物 5’CTTCCAGTGCAGCTGTTTGTTC 3’，扩增片段长度
为 382 bp；茁-tubulin 上 游 引 物 5’ CACACCCGC-
CACCAGTTCGCA 3’，下游引物 5’GCGGACTGTTACT-
GAGCTGCG 3’，扩增片段长度为 278 bp；NF200上游引物 5’
CAGAGTACGCTGCAGTCAGAGG 3’， 下 游 引 物 5’
CTCTTGGGCAGAGCGCATAG 3’采 用 SYBR Premix Ex
TaqTM试剂盒，按照说明书进行荧光定量 PCR反应。反应体系
为 20，反应条件为：95 ℃预变性 2.5 min，40次循环内：95 ℃变
性 35 s、59℃退火 30 s、65 ℃延伸 5 s，反应结束后进行扩增曲
线和溶解曲线的分析。

1.2.6 Western blotting检测 电刺激后 24 h，提取各电刺激组
蛋白后，加入等量的 loading buffer，振荡混匀，100℃煮沸 5
min，离心后依次在梳孔中加入蛋白样品，110 V电泳至胶下
缘。取胶、转膜、并将 PVDF膜置于 5%脱脂牛奶的封闭液中室
温封闭 2 h。洗膜 3次，加入一抗 MAP-2，茁-tubulin（1：1000）。洗

膜后加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育 1 h，洗膜并用
辣根过氧化酶 -DAB法染色。当出现明显的棕色蛋白条带后用
三蒸水停止染色。用灰度仪扫描棕色蛋白条带。

1.3 统计学处理
应用 SPSS 15.0软件进行统计分析，计量资料以均数± 标准

误表示，采用单因素方差分析，P <0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同强度电刺激对 ADSCs活力的影响
电刺激后 24 h，48 h，72 h，取各组细胞进行细胞增殖能力

检测。与对照组相比，刺激后 24 h，48 h，96 h，1 V/cm 组的
CCK-8 值分别增加了 32.1 %，35.2%，18.2%，3 V/cm 组的
CCK-8值分别下降了 57.2%，70.6%，86.4%，5 V/cm组的 CCK-8

值分别下降了 78.6%，88.2%，91.8%（图 1），0.5V组和对照组无
显著差异。

2.2 不同强度电刺激对 ADSCs凋亡的影响
采用 Annexin-V和 PI双染法分别检测各组细胞的凋亡情

况，如图 2所示：对照组凋亡率为 1.34± 1.13%；0.5 V/cm组凋
亡率为 2.63± 1.24%；1V/cm 组凋亡率为 2.71± 1.52%，3V/cm
组凋亡率为 60.92± 7.93%，5V/cm组凋亡率为 84.71± 11.20%。
上述结果说明，3V/cm及更高强度电刺激会引起 ADSCs凋亡。
2.3 电刺激对脂肪干细胞神经分化的作用

对各电刺激组进行 MAP-2 及 茁-tubulin 免疫荧光双标检
测。如图 3A所示，对照组中，MAP-2和 茁-tubulin 表达阴性。
0.5V/cm及 1V/cm电刺激后，细胞内 MAP-2和 茁-tubulin的表
达呈中、强阳性。其中 0.5 V/cm 组 MAP-2 阳性细胞率为
10.10± 2.58 % (P< 0.01 vs对照组)，茁-tubulin的阳性细胞率为
12.23± 2.69% (P< 0.01 vs对照组)；1 V/cm电刺激组 MAP-2的
阳性细胞率为 22.13± 2.81% (P< 0.01 vs对照组)，茁-tubulin的
阳性率为 26.04± 3.20% (P< 0.01 vs对照组)；当电刺激强度为
3V/cm和 5V/cm时，细胞凋亡大于 60%，为保证统计结果准确
性，未进行细胞免疫荧光检测。
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应用 RT-PCR方法检测电刺激后各组细胞神经特异性标

记基因MAP-2、茁-tubulin及 NF200的基因表达情况。与比对照

组相比，1V/cm电刺激组的 MAP-2、茁-tubulin、NF200 mRNA水

平显著上升，分别上升了 4.72 倍（P<0.01 vs 对照组，图 4A）、
6.12 倍（P<0.01 vs对照组，图 4B）、3.02 倍（P<0.01 vs 对照组，

图 4C）。0.5 V/cm电刺激组仅 茁-tubulin mRNA 表达显著高于

对照组（P<0.01 vs对照组，图 4B），MAP-2及 NF200 mRNA 表

达水平与对照组无统计学差异（图 4A，C）。3 V/cm电刺激组

茁-tubulin、MAP-2 及 NF200 mRNA 表达水平与对照组均无统

计学差异（图 4）。

图 1 各组 CCK-8吸光度值：（A）24h；（B）48h；（C）72h. (*P<0.05 vs Control组; **P<0.01 vs Control组)

Fig. 1 The CCK-8 assay after ES (A) the CCK-8 values in 24h; (B) the CCK-8 values in 48h; (C) the CCK-8 values in 72h. Values

shown are mean± SEM; *P<0.05, **P< 0.01, one-way ANOVA when compared with control group

图 2 各组细胞流式凋亡检测：(A)对照组. (B) 0.5 V/cm. (C) 1 V/cm. (D)

3 V/cm. (E) 5 V/cm. (F)各组凋亡率统计图(**P<0.01 vs Control组)

Fig. 2 Apoptosis analysis by flow cytometry: (A) Control. (B) 0.5 V/cm.

(C) 1 V/cm. (D) 3 V/cm. (E) 5 V/cm. (F) The percentage of apoptotic cells

in each group was obtained by averaging the results of four flow cytometry

assays in each group

图 3 不同强度的电刺激对 ADSCs神经样分化的影响。（A）激光共聚

焦显微镜下标记有神经特异性标志物的 ADSCs。其中，TRITC标记

MAP-2，FITC标记 茁-tubulin；应用 DAPI标记细胞核。(B)阳性细胞计

数统计图 (**P<0.01)

Fig. 3 The effect of different intensities of ES on neuronal differentiation

of ADSCs. (A) Localization of neurogenic markers in ADSCs by confocal

microscopy. TRITC labeled MAP-2 and FITC labeled 茁-tubulin were used

for immunohistological analysis. Nuclei were stained with DAPI. Scale bar

= 200 滋m. (B) The neural marker positive cells were counted

图 4 各组MAP-2,、NF-200、茁-tubulin的 mRNA水平(*P< 0.05, **P< 0.01)

Fig. 4 The mRNA levels of MAP-2, NF-200 and 茁-tubulin in the control group, 0.5 V/cm group, 1 V/cm group and 3 V/cm group. *P<0.05, **P <0.01
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应用 western blotting方法检测电刺激后各组细胞神经特

异性标记分子MAP-2和 茁-tubulin的蛋白表达情况。1V/cm电
刺激组细胞 MAP-2和 茁-tubulin表达均显著增加，与对照组相

比，1 V/cm组的 MAP-2和 茁-tubulin蛋白含量分别上升了 4.38

倍（P<0.01 vs 对照组，图 5A）和 2.63 倍（P<0.01 vs 对照组，图
5B）。0.5 V/cm及 3V/cm电刺激组 茁-tubulin、MAP-2及 NF200

mRNA表达水平与对照组均无统计学差异（图 5）。

3 讨论

中枢神经再生是目前临床治疗的难点之一。近年来，随着

干细胞研究的迅猛发展，以干细胞为载体的再生医学治疗技术

被广泛应用于神经损伤及神经退行性病变的治疗之中。干细胞

向神经元方向分化比例低，限制了其在中枢神经再生中的应

用。本文主要研究了电刺激对 ADSCs向神经元方向分化的影

响。我们应用不同的电刺激强度刺激培养的 ADSCs，发现强度
为 1V/cm可促进脂肪干细胞，且不引起细胞凋亡，而强度大于
3V/cm的电刺激会导致细胞凋亡明显增加。免疫荧光染色发

现：1V/cm的电刺激可显著提高 MAP-2，β -tubulin阳性细胞的

比例，同时促进 MAP-2、β -tubulin、NF200的表达，说明 1V/cm

的电刺激不仅可以促进 ADSCs的增殖，同时促进 ADSCs向神
经元方向分化，为 ADSCs在神经损伤和神经退行性病变中的

应用提供了新的思路。

中枢神经损伤后神经元不能再生，因此，如何能够修复受

损的中枢神经病变区域一直没有得到很好的解决。鉴于干细胞

具有多向分化的能力，因此，多种干细胞，如胚胎干细胞，神经

干细胞，骨髓干细胞等被尝试应用于这些疾病的治疗中。相比

其他干细胞，ADSCs具有来源广泛，易获得，高分化潜能等特

点[9]。迄今为止，很多方法如神经营养因子诱导、化学诱导、基因

转染等方法均被证实具有一定程度促进 ADSCs向神经元分化

的作用[11]，但这些方法均有其局限性，如分化比例低、对细胞产

生不良影响等，限制了脂肪干细胞在中枢神经再生中的应用，

因此寻找一种对细胞损伤较小，又能促进脂肪干细胞向神经方

向分化的技术成为新的研究热点。

神经元细胞具有电兴奋性，对外界电刺激极为敏感[14]。外

源性电刺激不仅能够促进轴突生长，并且还可引导轴突伸展方

向[15]。在前期的研究中，我们还发现不同强度的电刺激能促进

雪旺细胞和嗅鞘细胞的增殖，增强其分泌功能[20, 21]，对周围神经

损伤的治疗具有重要意义。此外，外源性电刺激还可以促进胚

胎干细胞和骨髓干细胞向神经元方向分化[17]，说明电信号在干

细胞向神经元方向分化的过程中同样具有重要作用，但电刺激

对 ADSCs的作用尚未见相关研究报道。在本研究中，我们首次

尝试应用电刺激来干预 ADSCs的分化，发现 1 V/cm（10 Hz，
1h）的电刺激可以促进细胞内 MAP-2，茁-tubulin和 NF-200的

表达，同时不增加细胞的凋亡；而高于 1 V/cm的电刺激会促进

细胞凋亡。说明适宜强度，如本研究中的 1 V/cm（10Hz，1h），具

有促进 ADSCs向神经元方向分化的能力。除刺激强度外，刺激

频率、刺激时间、电刺激形式（脉冲、正弦波、方波、直流电等）均

可能影响电刺激对 ADSCs的作用，需要在以后的研究中对上

述问题进行详细的研究和论证，以便明确最利于 ADSCs向神

经元方向分化的电刺激参数，用于神经再生相关研究。

通过本研究，我们电刺激可促进脂肪干细胞向神经元方向

分化，为脂肪干细胞用于神经损伤和神经退行性病变的治疗提

供了新思路和新方法。
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