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电离辐射对神经干细胞分化的影响  

刘 萍  涂 彧 
（苏州大学医学部放射医学与公共卫生学院  苏州 215123） 

摘要  为了研究电离辐射对神经干细胞分化的影响，用无血清培养技术对神经干细胞进行培养，在传代后

将神经干细胞分为 4 组，分别用 0 Gy、0.5 Gy、1 Gy、2 Gy γ射线进行照射，在不撤除 EGF、bFGF 条件下

对细胞进行培养，7 d 后用免疫荧光方法对细胞进行巢蛋白（Nestin）检测。用同样的方法对神经干细胞

进行照射，在培养基撤除 EGF 和 bFGF 后，用免疫荧光对神经元特异性烯醇化酶（NSE）、神经胶质纤维

酸性蛋白（GFAP）进行检测。培养的神经干细胞在经一定剂量射线照射后，与空白对照组比较，nestin

阳性细胞较未经照射的细胞阳性率降低；经过照射的神经干细胞分化为神经元细胞的比例较未经照射的

细胞增加。结果表明，电离辐射具有诱导神经干细胞分化的作用。电离辐射使神经干细胞分化为神经元的

比例增加。 
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近年来人类神经干细胞的分离培养为中枢神经

系统功能重建和神经再生提供了较大的应用前景[1]，

解决神经干细胞的定向分化问题是其应用于中枢神

经系统移植的关键[2,3]。神经干细胞的分化主要受自

身基因调控和外来信号的调控。许多细胞外信号分

子通过细胞膜介导级联反应或核受体介导作用影响

神经干细胞的分化，进而影响早期中枢神经系统的

发育[4,5]。通过本实验研究，可以进一步了解电离辐

射对神经干细胞分化的影响。 

1 材料与方法 

1.1 材料及主要仪器 

1.1.1 SD 新生大鼠  由苏州大学实验动物中心提供。 

1.1.2 主要试剂  DMEM/F12 培养基、B27、表皮生

长因子（EGF）、成纤维细胞生长因子（bFGF）均

购于 invitrogen 公司；小鼠抗大鼠巢蛋白（nestin）

单克隆抗体（美国 Chemicon 公司）；TRITC、FITC

标记的二抗（美国 Chemicon 公司）；胶质纤维酸性

蛋白（GFAP）抗体、神经元烯醇化酶（NSE）抗体、

DAPI 为（美国 R﹠D 进口分装）。 

1.2 实验方法 

1.2.1 神经干细胞原代培养  取新生 24 h 内的 SD
大鼠，经 75%酒精浸泡 1 min，在无菌条件下断头，

剪开头皮及颅骨，分离出大脑半球，D-Hank 液漂洗

3 次，用显微镊剥除脑膜及血管，用刀片将脑组织

切碎，移入离心管，吸管吹打至细胞液浑浊看不到

组织碎片，1000 r/min 离心 5 min 后弃上清，加入无

血清培养基（DMEM/F12、2%B27、EGF20 ng/mL、
bFGF20 ng/mL），轻轻吹打混匀细胞，经 200 目筛

网过滤制成单细胞悬液，计数，以 105/mL 接种于培

养瓶中，置 37℃、5%CO2 培养箱中培养，2—3 d
换液 1 次，6—7 d 传代。 
1.2.2 神经干细胞的鉴定  取第 2 代培养 5 d 神经干

细胞，接种于经 0.1%多聚赖氨酸包被过夜的 24 孔

板中的盖玻片上，培养 24 h，吸去培养基，用

0.01MPBS 洗 3 次，4%多聚甲醛常温固定 20 min，
0.01MPBS 洗 3 次后 0.1%Triton-X100 的 PBS 液中

孵育 10 min，PBS 漂洗后 5%山羊血清 PBS 液 37℃
孵育 1 h，加入 1 抗 nestin 抗体（1：200），4℃冰

箱孵育过夜，PBS 漂洗后加入 FITC 标记的双抗

37 ℃避光孵育 1 h，PBS 漂洗晾干后，50%甘油封

片，荧光显微镜观察及照相。 
1.2.3 电离辐射对神经干细胞分化的诱导  将神经

干细胞第 2 代传代后，分为 5 组，分别经 0 Gy、
0.5 Gy、1 Gy、2 Gy γ射线照射，将照射后的神经

干细胞分别种植于放有经多聚赖氨酸处理的 24 孔

板中的盖玻片上培养，培养基中继续加入 EGF 和

bFGF等刺激神经干细胞生长的丝裂元，继续培养 7 d
后，用 nestin 通过免疫荧光的方法检测神经干细胞阳

性率，检测 γ射线对神经干细胞贴壁培养的影响。 
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1.2.4 电离辐射对神经干细胞分化的影响  将神经

干细胞经第 2 代传代后，分成 5 组，分别经过 0 Gy、

0.5 Gy、1 Gy、2 Gy γ射线照射，将照射后的神经

干细胞分别种植于经多聚赖氨酸处理的 24 孔板中

的盖玻片上，培养液中撤除 EGF 和 bFGF 细胞因子，

继续培养7 d后，用免疫荧光的方法检测NSE、GFAP

的阳性率，以反应神经元及星形胶质细胞比例，观

察 γ射线对神经干细胞分化的影响。 

1.2.5 细胞计数与统计学处理  细胞免疫荧光染色

后，用 DAPI 染色，DAPI 为一种可以穿透细胞膜的

蓝色荧光染料，和双链 DNA 结合后可产生比 DAPI

自身强 20 多倍的荧光，故可以用 DAPI 来确定细胞

的总数。在共聚焦显微镜下，每张盖玻片上随机取

10 个不同视野，计数 DAPI 阳性的细胞核数目及每

种细胞特异性标记阳性的细胞数，神经干细胞阳性

率=巢蛋白阳性细胞数/DAPI 阳性细胞数，以此类

推。取 10 个百分比的平均值作为一次实验的阳性

数，重复实验 5 次。记录结果用 ±s 表示，采用 t

检验进行各组阳性率的比较，统计软件为 SAS 8.0，

p<0.05 差异为有统计学意义。 

2 结果 

2.1 细胞培养 

原代细胞接种后，在相差显微镜下观察为悬浮

的圆形细胞，边界清楚，折光性强，单个存在。接

种 2—3 d 后，单个细胞减少，可见大多数细胞分裂

成小的细胞团，由单个细胞增殖而来，为神经干细

胞。随时间推移，细胞数目迅速增加，到 7 d 时生

长数十个甚至上百个细胞的集落，呈球形、桑葚状，

折光性强（见图 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  Neurospheres (×200) 

2.2 神经干细胞鉴定 

培养的细胞克隆贴壁24 h后进行干细胞特异性

抗体 nestin 免疫荧光染色，结果显示在原代培养形

成的神经球中大部分细胞表达呈 nestin 阳性，传代

培养后形成的细胞克隆，仍表达 nestin 阳性（见图

2），说明所培养细胞为神经干细胞。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2  The NSCs of nestin positive in the condition of  
suspension culture (×200) 

2.3 电离辐射对神经干细胞分化的诱导 

经射线照射后，神经干细胞贴壁培养中，神经

干细胞逐渐贴壁，细胞逐渐长出 2 个及 2 个以上突

起，并随培养时间的增加，突起逐渐增长，细胞之

间呈网状，7 d 后，经免疫荧光检测 nestin 阳性率结

果显示（见图 3），各组均可见 nestin 阳性的神经干

细胞，阳性率见表 1，各照射组与未照射组比较，

各照射组 nestin 阳性率较未照射组降低，有统计学

差异（p<0.05），并随着照射剂量的加大，nestin 阳

性率逐渐降低。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3  The NSCs of nestin positive in the condition of  
adherent culture 

Table 1  The percentage of nestin in different dose group             
( x ±s) 

Irradiation 
dose 

0 Gy 0.5 Gy 1 Gy 2 Gy 

Nestin per-
centage/ % 

86.2±6.8 78.2±4.5(1) 70.1±2.5(1) 58.6±2.7(1)

Note: n=5, (1) p<0.05, vs. 0 Gy 

2.4 电离辐射对神经干细胞分化的影响 

经不同剂量 γ 射线照射后的第二代神经干细胞
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单细胞悬液，去除刺激神经干细胞生长的丝裂元后，

神经干细胞逐渐贴壁分化，长出具有 1—2 个突起的

神经元样细胞和具有多个突起的胶质样细胞，并随

培养时间的增加，突起逐渐增长，培养 7 d 后，用

免疫荧光方法检测细胞内 NSE、GFAP 及 nestin 阳

性率，进而统计神经元、星形胶质细胞及神经干细

胞的百分比（见图 4 和图 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4  The neurons of NSE positive 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5  The astrocyte of GFAP positive 

其阳性率见表 2，GFAP、NSE 阳性率各照射组

与未照射组比较，各照射组 NSE 阳性细胞数较未照

射组阳性细胞数明显增加，且 GFAP 阳性细胞数较

未照射组比较明显减少，经照射后神经元细胞比例

增加，胶质细胞比例降低，有统计学差异（p<0.05），

各组均未见 nestin 阳性的神经干细胞。 

            Table 2  The percentage of GFAP and NSE in different radiation absorbed dose group             ( x ±s) 

Irradiation dose 0 Gy 0.5 Gy 1 Gy 2 Gy 

GFAP percentage / % 60.8±4.8 53.0±3.6 (1)   49.8±2.5 (1)    46.4±2.1 (1) 

NSE percentage / % 36.5±5.8 45.8±7.9 (2) 47.3±5.0 (2)   50.7±2.9 (2) 

Note: n=5, (1) p<0.05, vs. 0 Gy; n=5, (2) p<0.05, vs. 0 Gy 

3 讨论 

神经干细胞的分化受内源性和外源性两种因素

的影响，其内因主要受基因调节，外因受各种因子、

微环境、化学诱导剂等影响。邓红[6]、王飞[7]、Laeng[8]

等分别对全反式视黄醇、全反式维甲酸、丙戊酸钠

等进行研究，结果表明具有诱导神经干细胞向神经

元分化的作用。文献[9]报道，2 Gy 剂量的放射线

可以刺激人体静态巨噬细胞进一步分化为有活性

的巨噬细胞，从而发挥抗滤泡性淋巴瘤的作用。

Liu 等[10]，发现 75 mGyX 射线对鼠全身照射后可增

加细胞表面 TCR/CD3 分子的表达，说明其可以提高

胸腺的迅速成熟和分化。因此说明，某些外部因素

可以直接或间接影响神经干细胞的分化。 

本实验用 γ 射线诱导神经干细胞分化，结果显

示，神经干细胞经照射后继续用含有丝裂原 EGF 和

bFGF 的培养基培养，在一定剂量范围内照射组较

未照射组神经干细胞分化率增加，即神经干细胞标

记物 nestin 阳性率降低，神经干细胞比率减少，而

进入分化阶段的细胞增多。说明 γ 射线作为一种外

部因素具有促进干细胞分化的功能。同时，在神经

干细胞分化研究中，神经干细胞照射后，去除丝裂

原后，神经干细胞进入分化阶段，培养 7 d 后，在

一定剂量范围内，照射组较未照射组相比，神经元

的比例增加，且随着剂量的增加，星形胶质细胞的

比例也降低，说明一定剂量范围内，电离辐射能使

神经干细胞分化为神经元的比例增加。因此，电离

辐射作为一种外部因素同样对神经干细胞的分化产

生影响。 

辐射可以刺激细胞的分化，有研究表明 LDR

可以诱导正常体细胞发生适应性反应，其中一个很

重要的机制就是促进大剂量放射治疗引起的非成

熟、幼稚化的、原始的细胞进一步分化为成熟的细

胞[11]。通过本实验，进一步证明电离辐射对神经干

细胞的分化产生影响。不仅使在含有丝裂原 EGF 和

bFGF 培养条件下神经干细胞的分化比率增加，而

且使在撤除丝裂原后细胞进入分化阶段后各分化细

胞的比例发生改变。如同神经营养因子、化学药物、

微波及细胞因子等对神经干细胞分化的影响一样，

其分化机制仍是十分不清楚。人类中枢神经系统发
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育和分化是一个复杂的过程，这一过程包括多潜能

细胞分化为神经干细胞、神经干细胞分化为神经前

体细胞、神经前体细胞进一步分化为成熟神经元和

胶质细胞等几个阶段。这几个阶段涉及多种信号传

导途径的启动和大量不同基因的表达，因此寻找启

动神经发育分化的相关信号传导途径和基因，分析

它们在神经分化的哪个阶段发挥作用，对于了解

各因素对神经干细胞分化的分子机制具有重要意

义[12]，同样也是我们实验进一步研究的方向。 

神经干细胞具有多向分化的潜能，其具体分化

方向受分化微环境的影响很大，许多体内外实验都

表明不同的诱导分化微环境可以产生不同比率、不

同类型的神经元和胶质细胞[13-15]。目前为止，神经

干细胞的增殖分化机制仍不十分清楚，不管是生长

因子刺激或是移植都无法对神经干细胞的迁移和分

化进行有效的调控，分化成预期的细胞。其分化及

调控机制是复杂的，其调控是由多因素调节的，其

分化是多因素相互作用的结果，因此需要对其机制

进行更深入的研究。 
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Effect of ionizing radiation on the differentiation of neural stem cells  

     LIU Ping  TU Yu 

(School of Radiation Medicine and Public Health, Medical Colleageof Soochow University, Suzhou 215123, China) 

ABSTRACT  In order to investigate the effect of ionizing radiation on neural stem cells differentiation, we cultured 

neural stem cells of newborn rat in serum-free media containing EGF or bFGF .The neural stem cells were divided 

into 4 groups, which were irradiated by γ-rays with doses of 0, 0.5, 1, and 2 Gy. The irradiated cells were cultured 

under the same condition for 7 days, and the nestin content of neural stem cell was detected by immunofluorescence. 

The same method was carried out with irradiated cells in the culture medium after removing EGF, bFGF for 7 days, 

NSE and GFAP expression content and nestin were also detected by immunofluorescence. It has been found that the 

irradiated neural stem cells can express less nestin and differentiate more neurons compared to that of control group. 

Results show that ionizing radiation can induce the differentiation of the neural stem cells and make the neural stem 

cells differentiate more neuron. 

KEYWORDS  Neural stem cell, Ionizing radiation, Differentiation 

CLC  R811.5, R329.2 
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