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Nurr-1基因转染促进脂肪干细胞的神经分化 *
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摘要 目的：研究孤儿核受体相关基因 1（Nurr-1）对脂肪干细胞（adipose tissue-derived stem cells，ADSC）向神经元方向分化的潜在
作用。方法：流式细胞术与成骨、成脂诱导技术鉴定脂肪干细胞；Nurrr-1基因转染脂肪干细胞后，应用神经特异性标志物 MAP-2，
茁-tubulin的免疫荧光染色评估其向神经方向分化的能力。结果：流式细胞术结果表明培养的细胞 CD29，CD44表达 90%以上，
CD45，CD90表达均低于 1.5%，经过诱导后，油红 O、茜素红 S染色均呈阳性，表明所培养的细胞为脂肪干细胞；慢病毒转染
Nurr-1基因后，免疫荧光染色检测 MAP-2，茁-tubulin的免疫荧光强度显著增加；RT-PCR结果显示 Nurr-1转染的脂肪干细胞的
MAP-2、茁-tubulin、NF200的表达量显著提高。结论：Nurr-1基因转染能促进脂肪干细胞向神经方向分化，为神经损伤和神经退行
性病变的治疗提供了新途径。
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Enhanced Neural Differentiation of Adipose Tissue-Derived Stem Cells by
Nurr-1 Gene Transfection*

To explore the role of Nurr-1 gene over-expression in neuronal differentiation of adipose tissue-derived
stem cells (ADSCs). The characterization of ADSCs was performed with flow cytometric technology, adipogenic induction and
osteogenic induction. The differentiation of ADSCs into neuron-like cells was examined by immunofluorescence staining and RT-PCR.
The gene expression of microtubule-associated protein 2 (MAP-2), 茁-tubulin and neurofilaments 200 (NF-200), was examined by
RT-PCR. The proliferation of cells after Nurr-1 gene transfection was characterized using a CCK-8 assay. Flow cytometric anal-
ysis demonstrated that cells were positive for CD90 and CD29, but only 0.3% of the cells were positive for CD31 and 1.2% of the cells
were positive for CD45. After differentiation into adipocytes, the cells were stained with Oil Red O, and red colored lipid vacuoles were
visualized. After osteogenic differentiation, the cells were stained with Alizarin-Red-S, and an immense production of mineral deposits
was displayed. The MAP-2 and 茁-tubulin were positive in Nurr-1 group after immunofluorescence staining. The gene and protein ex-
pression of MAP-2 and 茁-tubulin was significantly enhanced compared with control group. Nurr-1 gene transfection is able
to enhance the neuronal differentiation of ADSCs, which highlights the potential application in the treatment of neurodegenerative dis-
eases and neurotrauma in nervous system.
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前言

神经损伤与神经退行性病变造成病灶区域大量神经元损

伤或死亡[1,2]。以往研究应用药物、手术等治疗方法改善此类损

伤的症状，减少神经元丢失，但效果不太理想[3-5]。目前，干细胞

疗法被广泛应用于神经损伤部位[6-8]。在各种类型的干细胞中，

ADSCs以其来源丰富、易取材、分化能力强等优点引起越来越

多的重视[9,10]。但因其自发向神经方向分化的能力低，因此，寻

找一种方法能够促进脂肪干细胞向神经方向分化，用以治疗中

枢神经损伤，具有重大意义。

Nurr-1为孤儿核受体转录因子超家族中的一员，与胚胎发

育、细胞分化以及中脑多巴胺能神经元的发育和存活密切相关，

具有促进多巴胺神经元的分化、成熟、迁移、分化等功能[11-13]。研

究表明，Nurr-1基因在多巴胺能神经元发育分化过程中起关键

作用，而这种作用与细胞外信号调节激酶信号通路有关[14]。实

验证实，在胚胎前体细胞中过表达 Nurr-1基因能促进其向神经
元方向分化，并抑制其向神经胶质细胞方向分化[15]。此外，对骨

髓干细胞（bone marrow mesenchymal stem cells, BMMSCs）进行
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Nurr-1 基因转染，也能促进其向神经方向分化[16]。综上所述，

Nurr-1基因具有促进胚胎前体细胞与 BMMSCs的神经分化作
用，但 Nurr-1基因对 ADSCs向神经分化的作用尚未有文献报

道。本实验选用在大鼠 ADSCs内转染 Nurr-1基因的方法，研

究该基因对 ADSCs神经分化的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料
3-4周健康 Sprague Dawley (SD)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），0.1%

一型胶原酶（Sigma-Aldrich，美国）、PBS、胎牛血清（Gibico，美

国）、FITC-CD31、APC-CD29、PE-CD90、PE-CD45 （B&D，美

国）、地塞米松（Sigma-Aldrich，美国）、胰岛素（Sigma-Aldrich，

美国）、吲哚美辛（Sigma-Aldrich，美国）、IBMX（Sigma-Aldrich，

美国）、油红 O、茁- 甘油磷酸钠、维生素 C、CCK-8 试剂盒、
MAP-2 抗体 （Sigma-Aldrich，美国）、茁-tubulin 抗体（Sig-

ma-Aldrich，美国）。
1.2 实验方法
1.2.1 脂肪干细胞的分离、培养和鉴定 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
其腹股沟部皮下脂肪，PBS冲洗，充分剪碎后，于 1％一型胶原

酶中振荡消化 30-40 min；等量的含 10％ 胎牛血清的
DMEM/DF12 培养基终止消化，1 200 r/min 离心 8 min，去上

清；用含 10％胎牛血清的 DMEM/DF12培养基重悬细胞，以 1

× l05个 /cm2接种于 25 cm2培养瓶，37 ℃、5% CO2、饱和湿度条

件下培养。经 2天换液 1次，细胞增殖、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代的细胞用于实验。
1 × 106 个 /ml 脂 肪 干 细 胞 分 别 加 入 FITC-CD31、

APC-CD29、PE-CD90、PE-CD45抗体，4 ℃孵育 30 min，PBS洗

涤后立即送检，进行流式分子鉴定。成骨、成脂诱导：选用 3～ 5

代大鼠脂肪干细胞，至 80％密度后培养于成骨和成脂诱导培

养液，培养 3周，用茜素红 S染色和油红 O染色鉴定。成骨诱

导培养液的成分为 DMEM/DF12，10%FBS，0.1 滋mol/L地塞米

松，50 滋mol/L维生素 C磷酸脂，10 mmol/L 茁-磷酸甘油钠。成

脂诱导培养液成分为 DMEM/DF12，10%FBS，0.5 mmol/L 1-甲

基 -3-异丁基黄嘌呤，1 滋mol／L地塞米松，10 滋mol/L胰岛素，
200 μ mol/L吲哚美辛。
1.2.2 慢病毒感染脂肪干细胞 取对数生长期的 293T细胞，
2× 106个 /cm2接种于 10 cm2培养皿中，待细胞密度达 60％

-70％时换液，将各质粒和磷酸钙混合液转移至含单层细胞的
培养液中，轻轻混匀，培养 6 h后更换培养基；转染 48 h后收集

病毒上清液，于 4 ℃、4000 r/min离心 10 min；收集离心后的上
清液并过滤；4 ℃，25000 r/min离心 2 h后用无血清培养液溶解

病毒沉淀，-80 0C分装保存备用。将第 3代 ADSCs消化后以
5× 104个 /孔接种于 24孔板中培养，待细胞生长至 70％～

80％汇合时，以 MOI=10加入病毒，感染细胞 24 h后换液，观

察 24、48、72、96 h 后荧光表达情况，同时对其细胞活性进行
CCK-8检测。
1.2.3 免疫荧光染色 培养的细胞加入 4%多聚甲醛溶液

（paraformaldehyde，PFA）固定 20 min；PBS 溶液清洗三遍后，
10%山羊血清封闭 30 min；加入一抗小鼠抗大鼠 茁-tubulin（1：
200），兔抗大鼠 MAP-2（1：200）后 4 oC 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 1 h，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。
1.2.4 RT-PCR检测 分别提取对照组和 Nurr-1基因转染组的

细胞总 RNA，按照逆转录试剂盒说明书将 RNA 逆转录为
MAP-2上游引物 5'AGCCTGCAGCTCTGCCTTTA3'，下游引物
5' CTTCCAGTGCAGCTGTTTGTTC 3'，扩增片段长度为 382

bp；茁-tubulin 上游引物 5' CACACCCGCCACCAGTTCGCA3'，

下游引物 5' GCGGACTGTTACTGAGCTGCG 3'，扩增片段长

度为 278 bp；NF200 上游引物 5'CAGAGTACGCTGCAGTCA-

GAGG3'，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 30 s，40次

循环内 95 ℃变性 5 S、59 ℃退火 30 S、72℃延伸 30 S，反应结

束后进行扩增曲线和溶解曲线的分析。

1.2.5 Western blotting检测 提取对照组和基因转染组蛋白

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、并将膜放 5％脱脂牛奶的封闭液中室温封闭 2 h。洗膜 3

次后加入一抗 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。

1.2.6 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 ADSCs的鉴定与诱导分化

脂肪干细胞具有多向分化潜能，诱导后可向脂肪细胞分

化，油红 O染色后可见镜下红色脂滴（Fig. 1B-a）。在成骨诱导

液环境下培养后，其向成骨细胞分化，茜素红 S染色后，出现广

泛的深红色钙盐沉积物（Fig 1B-b）。经流式细胞仪检测发现，培

养的第三代脂肪干细胞 CD29、CD90的阳性表达率高达 99.9%

和 99.5%，CD31、CD45 的阳性表达率为 0.3%和 1.2%（Fig.

1A），上述结果说明本研究培养的细胞为 ADSCs。
2.2 Nurr-1基因的转染与表达

细胞转染 72 h 后，荧光显微镜下观察 GFP 组和
GFP/Nurr-1组（Fig. 2A），均有绿色荧光标记，并统计了各个时

间段的 Nurr-1 基因转染效率，分别达到 32.1± 4.8%（24 h），
48.9± 5.1%（48 h）, 73.2± 3.8%（72 h）, 75.6± 3.1%（96 h）（Fig.

2B）。蛋白检测表明 Nurr-1在 Nurr-1/GFP组的表达量显著高于

对照组和 GFP组（Fig. 2C）；对其细胞活性进行 CCK-8检测后

发现，基因转染后 12 h、24 h、48 h，Nurr-1组的 CCK-8值分别
为对照组的 33.2% (P< 0.01)、43.6% (P<0.01)、63.6% (P<0.05)，
72 h后，Nurr-1组与对照组没有显著差异（Fig. 2D）。
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图 1脂肪干细胞的鉴定：A:流式细胞分子鉴定 CD29, CD44, CD45和 CD90。B:对脂肪干细胞进行成脂，成骨诱导后，分别进行油红 O，茜素红染

色。比例尺：200 滋m

Fig. 1 The characterization of ADSCs. (A) Flow cytometry of the third passaged ADSCs for CD29, CD44, CD45 and CD90. (B) Histological staining of

ADSCs cultured under (a) adipogenic and (b) osteogenic medium conditions in vitro. ADSCs cultured under adipogenic and osteogenic medium

conditions were stained by Oil Red O and Alizarin Red S, respectively. Scale bar = 200 滋m

2.3 Nurr-1基因转染脂肪干细胞对其神经分化的作用

对 Nurr-1 转染组和对照组进行 MAP-2 及 茁-tubulin双标
免疫荧光检测。如 Fig. 3A所示，对照组中，MAP-2和 茁-tubulin

抗体表达阴性，但在 Nurr-1转染组中 MAP-2和 茁-tubulin抗体

的表达呈强阳性。其中 MAP-2的阳性率为 32.31± 2.46% (P<0.

01)，茁-tubulin的阳性率为 39.72 ± 4.03% (P<0.01)（Fig. 3B）。
2.4 RT-PCR检测

采用 RT-PCR方法检测 Nurr-1基因转染细胞后，神经特异

性标记基因MAP-2、茁-tubulin、NF200的基因表达情况。检测发

现，相比对照组，Nurr-1基因转染组的MAP-2、茁-tubulin、NF200

基因水平显著上升，分别上升了 5.19（P<0.01）、6.03（P<0.01）、
4.01（P<0.01）倍（Fig. 4）。
2.5 Western blotting检测

用 western blotting方法检测 Nurr-1基因转染细胞后，神经

特异性标记分子 MAP-2 和 茁-tubulin 的蛋白表达情况。
Western blotting 条带显示 Nurr-1 组的 MAP-2 和 茁-tubulin 表

达均显著增加，对其进行灰度值测定显示，相比对照组，Nurr-1

基因转染组的 MAP-2和 茁-tubulin蛋白水平显著上升，分别上

升了 4.08（P<0.01）和 4.51（P<0.01）倍（Fig. 5）。

3 讨论

神经元再生是神经损伤修复和神经退行性病变治疗的难

点之一。近年来，随着干细胞研究的迅猛发展，组织工程学和基

因疗法被广泛应用于神经损伤和神经退行性病变。本实验主要

研究了 Nurr-1 基因转染对脂肪干细胞向神经方向分化的作
用。我们对培养的细胞进行流式分子鉴定，发现脂肪干细胞高

表达 CD29、CD44，几乎不表达 CD45、CD90。通过对细胞进行

成脂、成骨诱导，证明本研究所取得的细胞为脂肪干细胞；应用

慢病毒作为载体来进行基因转染，转染效率达到 75.6%，并且

使 Nurr-1基因在细胞内得到稳定表达。同时对转染的细胞进

行免疫荧光染色，发现其 MAP-2，茁-tubulin 染色成阳性，统计

图 2 Nurr-1转染效率检测：A脂肪干细胞分别转染 GFP基因(a, b)和

Nurr-1/GFP基因 (c, d)72h后普通显微镜与荧光显微镜观察。比例尺：

200 滋m。B Nurr-1转染率统计图。C对照组，GFP组，Nurr-1/GFP组

Nurr-1的蛋白表达情况。D不同时间点，对照组，GFP组，Nurr-1/GFP

组的 CCK-8检测。与对照组比较，*P< 0.05, **P< 0.01

Fig. 2 Overexpression of Nurr-1 in ADSCs. (A) ADSCs were transfected

with GFP (a, b) or Nurr-1/GFP gene (c, d) at 72 h. The images showed

transfected cells as viewed by fluorescence (a, c) and phase contrast

microscopy (b, d). Scale bar = 200 滋m. (B) The transfection rates of

ADSCs were calculated. (C) The protein levels of Nurr-1 were determined

for the control group, GFP group, Nurr-1/GFP transfection group. (D) The

CCK-8 values in each group were obtained by averaging the results of four

samples in each group. *P< 0.05, **P< 0.01, one-way ANOVA when

compared to control group.
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图 3 Nurr-1基因转染脂肪干细胞后神经分化检测：A免疫荧光检测。B MAP-2，β -tubulin阳性率检测。与对照组比较，*p < 0.05, **p < 0.01。

Fig. 3 The effect of Nurr-1 over-expression on neuronal differentiation of ADSCs. (A) Localization of neurogenic markers in ADSCs by confocal

microscopy. TRITC labeled MAP-2 and FITC labeled β -tubulin were used for immunohistological analysis. Nuclei were stained with DAPI. Scale bar =

200 ?m. (B) The number of neural marker positive cells was counted. Values shown are mean ± SEM; *p < 0.05, **p < 0.01.

图 4对照组和 Nurr-1基因转染组MAP-2, NF-200和 β -tubulin基因

表达检测。与对照组比较，*P< 0.05, **P< 0.01。

Fig. 4 The mRNA levels of MAP-2, NF-200 and β -tubulin in control

group and Nurr-1 transfection group; *P< 0.05, **P< 0.01.

图 5对照组和 Nurr-1基因转染组 MAP-2和 β -tubulin蛋白表达检

测。与对照组比较，*p < 0.05, **P<0.01。

Fig. 5 The protein levels of MAP-2 and β -tubulin in control group and

Nurr-1 transfection group; *P<0.05, **P<0.01.
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结果表明 MAP-2，茁-tubulin的阳性率相比对照组显著提高。对

转染后的细胞进行基因水平检测，发现 MAP-2，茁-tubulin、
NF200表达量显著增加。综上所述，Nurr-1基因转染脂肪干细

胞，可明显促进其向神经方向分化，使脂肪干细胞能更好的应

用于神经损伤和神经退行性病变。

细胞移植是一种具有广阔前景的治疗方法，可用于治疗神

经损伤和神经退行性病变[17,18]。研究表明，胚胎干细胞，神经干

细胞，骨髓干细胞等已被广泛应用于神经系统疾病的治疗中[19-21]。

相比其他干细胞，脂肪干细胞具有来源广泛，易获得，高分化潜

能等特点[9,10]。迄今为止，很多方法被用于促进脂肪干细胞的神

经分化[22-24]。但分化率依然很低，极大限制了脂肪干细胞的应

用。

Nurr-1基因是来自孤儿核受体家族的一种转录因子，先前

的研究证明 Nurr-1基因在多巴胺能神经元的形成、分化、成熟

中起重要作用[11-13,15]。细胞分子水平的研究表明，在骨髓干细胞

中过表达 Nurr-1能促进骨髓干细胞的神经分化，使细胞呈现

类神经元的形态，并上调神经标志性分子的表达[16]。在胚胎前

体细胞中过表达 Nurr-1 基因后能引起脑源性神经营养因子

（BNDF），胶质细胞源性神经营养因子（GDNF），神经营养蛋白
（NT-3），神经营养蛋白 4和神经营养蛋白 5的表达上调[15]。因

此，Nurr-1基因转染具有促进干细胞神经分化的潜能。本实验

首次证实了 Nurr-1基因转染能促进脂肪干细胞向神经方向分

化，使用慢病毒载体，其转染率高达 75.6%。转染后的细胞在形

态上类似神经细胞，并且引起 MAP-2，茁-tubulin、NF200等神经

标志物的表达上调，表明 Nurr-1基因转染可启动脂肪干细胞
的神经分化，但是关于 Nurr-1转染引起脂肪干细胞神经分化

的机制研究还不清楚。有研究证实，Nurr-1基因的激活与细胞

外信号调节激酶信号通路（ERK）有关[14]，提示 ERK通路的激

活可能与 Nurr-1 基因转染引起的神经分化有关。这种通过
Nurr-1基因转染技术得到的脂肪干细胞为神经损伤和神经退
行性病变提供了新的治疗靶点。
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