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摘要 目的：研究氯倍他索（Clo）对鼻粘膜外胚层间充质干细胞（EMSCs）向神经样细胞分化的影响。方法：

贴壁筛选法分离培养EMSCs，免疫荧光法鉴定体外扩增的EMSCs；MTT法检测Clo对EMSCs增殖能力的

影响；成神经样细胞诱导实验分为Clo组、音猬因子（SHH）组和空白对照组，采用全反式维甲酸（ATRA）诱

导各组细胞向神经样细胞分化；倒置显微镜观察细胞形态的变化；免疫荧光和免疫印迹方法检测神经元细

胞相关蛋白。结果：体外分离培养的 EMSCs 高表达间充质干细胞和神经嵴源干细胞标志物 Vimentin 和

Nestin。各组EMSCs成神经样细胞诱导7 d后，Clo组和SHH组EMSCs呈现双极和多极的典型神经样细胞

形态并且高表达神经元细胞相关蛋白。Clo组EMSCs表达 SHH和 SMO的水平明显高于空白对照组，与

SHH组比较差异无统计学意义（P>0.05）；Clo可促进EMSCs分泌内源性脑神经营养因子（BDNF）和神经生

长因子（NGF）。结论：Clo可通过激活SHH信号通路和上调内源性神经营养因子水平促进EMSCs向神经样

细胞分化。
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Abstract Objective: To study the effect of Clobetasol propionate (Clo) on the differentiation of nasal

mesenchymal stem cells (EMSCs) into neuron-like cells. Methods: EMSCs were isolated and cultured by the

adherent screening method, and the EMSCs amplified in vitro were identified by immunofluorescence. The

effect of Clo on the proliferation of EMSCs was examined by MTT assay. Induced neuroblast-like cells were

divided into the Clo group, Sonic hedgehog (SHH) group, and control group. All-trans retinoic acid (ATRA) was

used to induce differentiation into neuron-like cells. Changes in cell morphology were observed under inverted

microscope, and detection of neuronal cell-associated proteins was accomplished by immunohistochemistry and

immunoblot methods. Results: EMSCs isolated and cultured in vitro displayed high expression levels of

mesenchymal and neural stem cell markers vimentin and nestin. After induction of EMSCs into neuroblast-like

cells for 7 days, the EMSCs in the Clo and SHH groups showed bipolar and multipolar typical neuron-like cell

morphology and high expression of neuronal cell-associated proteins. At the same time, the expression levels of

SHH and SMO in the EMSCs of the Clo group were significantly higher than those of the control group, and

there was no significant difference compared with that of the SHH group (P>0.05). Data showed that Clo could

promote the secretion of endogenous brain derived neurotrophic factor (BDNF) and nerve growth factor (NGF)

by EMSCs. Conclusion: Clo can promote the differentiation of EMSCs into neuron-like cells by activating the

SHH signaling pathway and up-regulating the levels of endogenous neurotrophic factors.

Key words nasal ectomesenchymal stem cells; Clobetasol; neuron-like cells; sonic hedgehog

脊髓损伤（spine cord injury，SCI）是脊

椎骨折最严重的并发症，常导致脊椎损伤部

位以下的肢体瘫痪，高位SCI甚至会导致患

者四肢全瘫[1]。SCI及其并发症不仅给患者

带来极大的身心痛苦，同时也给社会带来

巨大的经济负担。现阶段治疗 SCI 的医疗

措施较为局限，一般治疗方法包括急性损

伤期使用大剂量的糖皮质激素冲击疗法和

急诊手术摘除脊椎骨碎片以解除对脊髓的

压迫[2]。然而，这些保守治疗手段收获的效

果较差，只有极少部分患者可恢复脊髓功

能。因此，SCI的治疗是医疗工作人员急需

攻克的难题。

在动物SCI损伤模型中，层出不穷的新
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兴治疗理念和治疗手段给治愈SCI带来新的希望。在

这些方法中，干细胞移植疗法是科研工作者研究的热

点，干细胞疗法中常用种子细胞包括骨髓间充质干细胞

（bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs）、嗅鞘

细胞（Olfactory ensheathing cells，OECs）和神经干细胞

（neural stem cells，NSCs）[3,4]。各类干细胞均有其利弊，

比如 BMSCs 具有分泌多种神经营养因子和促进 SCI

功能修复的潜能，然而该细胞取材较为困难[5]；神经嵴

来源的 OECs 移植治疗 SCI 已取得巨大的成功，但是

OECs取材同样面临着破坏嗅觉的困扰；NSCs则被作

为研究中枢神经系统损伤的最佳研究对象[6]。在笔者

以往的研究中，笔者发现下鼻甲呼吸粘膜固有层含有

丰富的外胚层间充质干细胞（ectomesenchymal stem

cells，EMSCs），其来源于胚胎时期的神经嵴，该细胞保

留多向分化潜能[7]。

最近的相关文献报道多种小分子化合物具有激活

音猬因子（sonic hedgehog，SHH）信号通路的功能 [8,9]，

SHH信号通路的激活不仅有利于各类干细胞向神经样

细胞分化形成神经网络结构，而且可促进细胞增殖[10]。

氯倍他索（Clobetasol Propionate，Clo）是强效的局部皮

质激素，临床上常用于治疗湿疹、唇疱疹、牛皮癣和硬

化性苔癣[10]。研究表明，Clo可通过激活 SHH 信号通

路促进神经祖细胞增殖 [11]，并且 Clo 可促进少突胶质

细胞前体细胞向成熟少突胶质细胞分化[12,13]。值得注

意的是，体内实验同样证实Clo具有拮抗脱髓鞘病变

的功能[14,15]。以往的研究表明Clo可能具有SHH样功

能[16]。然而，Clo 是否可促进 EMSCs 向神经样细胞分

化，尚无具体报道。本研究通过体外培养EMSCs，分

别用Clo和SHH诱导EMSCs向神经样细胞分化；通过

数据对比表明，Clo 可能通过 SHH 信号通路促进

EMSCs向神经样细胞分化。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SD大鼠 10只，雌雄不限，由江苏大

学动物实验中心提供。

1.1.2 主要试剂和材料 全反式维甲酸（all-trans-reti-

noicacid，ATRA）、0.25%胰酶购自美国 Sigma 公司；

Neurobasal培养基、胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）

购自美国Gibco公司；Western-blot仪购自美国Bio-rad

公 司 ；GAP-43 和 MAP2 购 自 美 国 Abcam 公 司 ，

TUBB3、β-tubulin、Nestin、Vimentin和所有二抗购自武

汉博士德公司；SHH和Smoothened (SMO)抗体购自美

国R&D生物公司；神经生长因子（nerve growth factor，

NGF）和脑源性神经营养因子( brain derived neurotro-

phic factor，BDNF )抗体由美国 Santa Cruz公司提供；

所用其他试剂及实验所需仪器均为江苏大学基础研究

所2408实验室提供。

1.2 方法

1.2.1 鼻粘膜 EMSCs 的分离、原代培养及传代 将

SD 大鼠处死，解剖充分暴露大鼠下鼻甲，完整取出

鼻中隔并分离全层鼻粘膜，弃去鼻中隔软骨；漂洗鼻

粘膜 3 次，洗去血红细胞，然后用眼科剪充分剪碎，

组织碎片大约 1 mm2大小，然后接种于细胞培养瓶，

加入4 mL 10% FBS的DMEM/F12（含青霉素100 U/mL

和链霉素100 U/mL），置于CO2培养箱内（37 ℃，5% CO2，

饱和湿度）培养。每隔2 d半量换液，当细胞铺满瓶底

85%时，标记为第一代并进行消化传代；本研究选用第3

代EMSCs进行所有的实验。

1.2.2 EMSCs表面标志鉴定 取培养的第 3代细胞，

接种于96孔板，待细胞铺满培养板底的75%时，用4%

多聚甲醛 4 ℃固定 8 h，然后 2% BSA 封闭 30 min，

0.1% Triton 破膜 30 min，PBS 洗 3 遍，加入一抗 Nestin

和Vimentin，4 ℃孵育过夜；然后加入荧光二抗，37 ℃

孵育1 h，DAPI染核，甘油封片后于荧光显微镜下拍摄

图片。

1.2.3 MTT 实验 EMSCs 接种于 96 孔板，设计测定

Clo 浓度分别为 0、2.5、5、7.5、10、12.5、15 μmol/L；用

PBS 洗去未贴壁的细胞，然后每孔加入 0.01 mo1/L

MTT 溶液100 μL，37 ℃孵育4 h；移除培养基后每孔加

入二甲基亚砜 500 μL，充分震荡 10 min后，转入 96 孔

板，选择波长460 nm，测定各孔光吸收值（OD值）。同

时测定对照组吸光值，每组复4孔，以上实验重复至少

3遍，计算每组吸光值均数和标准误进行统计学分析。

1.2.4 EMSCs向神经样细胞分化的诱导方法 EMSCs

接种于 6和 96孔细胞培养板，当细胞铺满培养板底的

60%时，弃去培养液，PBS 洗 2 次，加入 DMEM/F12 饥

饿处理4 h；然后加入诱导培养液（Neurobasal medium+

ATRA），随机分为空白对照组、Clo组和SHH组，空白对

照组加入等体积PBS。 MTT实验结果表明5 μmol/L的

Clo促进EMSCs增殖能力最强（见结果 2.2），Clo组选

定 Clo 浓度为 5 μmol/L，SHH 组 SHH 浓度为 20 ng/

mL。倒置显微镜下记录细胞形态变化；诱导72 h后换

用完全培养基继续培养，继续培养4 d后收取6孔板内

的细胞蛋白和固定96孔板内的细胞。

1.2.5 成神经样细胞诱导分化 免疫荧光和Western-
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blot方法检测神经元细胞相关蛋白表达，免疫荧光步

骤同上。收取蛋白具体步骤：使用二巯基乙醇+

Loading buff（1∶20）提取液，冰上收取各组细胞蛋白；

刮取各组蛋白置于EP管中，水浴煮沸 10 min，超声裂

解后 4 ℃ 10 000 r/min 离心 10 min，取上清。蛋白电

泳步骤：样品蛋白上样于 10% SDS-PAGE，100 V恒压

90 min，350 mA 恒流转膜 90 min；3% 脱脂奶粉封闭

1 h；将膜分别与对应的一抗GAP-43、β-tubulin、MAP2、

SHH、SMO和TUBB3 4 ℃孵育过夜；TBST 漂洗 3次，

10 min/次。加入抗兔或抗鼠 IgG-HRP ( 1 ∶5 000) ，

37 ℃孵育 1 h，TBST 漂洗 3 次，10 min/次。用超敏

ECL发光液显示阳性条带，在Typhoon系统上扫描结

果。Image J软件分析灰度值。

1.2.6 Clo 作用 EMSCs 实验 考虑到神经营养因子

在成神经分化中的重要性，以及为了进一步探讨 Clo

促进 EMSCs 向神经样细胞分化的潜在机制，将 Clo

以 5 μmol/L 直接作用于饥饿处理 4 h的EMSCs，同时

设定对照组；通过免疫荧光和Western-blot检测EMSCs

表达BDNF、NGF的水平。

1.3 统计学处理

采用SPSS 22.0统计学软件分析数据，计量资料以

（均数±标准误）表示，单因素方差分析，P＜0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 EMSCs的鉴定

贴壁的EMSCs呈长梭形，鱼群样，形态均匀；免疫

荧光结果显示 90%的EMSCs 表达Nestin和Vimentin，

提示获得较高纯度的EMSCs（图1）。

2.2 MTT实验结果

MTT 实验结果显示低浓度的 Clo 可促进 EMSCs

增殖；相反，高浓度的Clo则抑制EMSCs增殖；数据显

示5 μmol/L为最适增殖浓度（图2）。

2.3 免疫荧光结果

Clo 和 SHH 组的 EMSCs 诱导 72 h 后可见 EMSCs

细胞体变圆，细胞体周围出现长的突起，对照组

EMSCs形态未发生明显改变；免疫荧光数据显示Clo

和 SHH 组 EMSCs 高表达 GAP-43、TUBB3 和 MAP-2，

对照组表达GAP-43、TUBB3和MAP-2相对较弱；免疫

荧光数据显示 Clo 组与 SHH 组 EMSCs 表达 GAP-43、

TUBB3和MAP-2无明显差异（图3）。

2.4 Western-blot结果

Clo 组和 SHH 组 EMSCs 表达 GAP-43、TUBB3 和

MAP-2 水平高于对照组，SHH 和 SMO 的表达水平也

较对照组高，差异有统计学意义（P<0.05）；Clo 组和

A B C

注：A示第三代EMSCs；B、C示间充质干细胞和神经嵴源

干细胞标志物Vimentin和Nestin（免疫荧光染色，标尺=25 μm）

图1 EMSCs鉴定

Clo浓度/(μmol/L)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

46
0

nm
处

O
D
值
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注：与0 μmol/L比较，①P＜0.05，②P＜0.01

图2 不同浓度Clo对EMSCs增殖的影响

图3 免疫荧光示各组EMSCs成神经样细胞分化结果（免疫荧

光染色，标尺=25 μm）
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SHH 组表达上述相关蛋白的水平差异无统计学意义

（P>0.05）（图4）。

2.5 Clo促进EMSCs表达神经营养因子

免疫荧光（图5A）和Western-blot（图5B）结果显示

Clo可促进EMSCs分泌BDNF和NGF。

3 讨论

EMSCs属于多功能干细胞，实验证明该细胞在体

外特殊的培养环境中可被诱导分化其他类型细胞，这

些不同胚层系的细胞包括神经样细胞（神经元样细胞

和胶质样细胞）、成骨和软骨细胞以及脂肪细胞。笔者

课题组发现SD大鼠EMSCs具有取材简便，贴壁筛选

法培养出的EMSCs纯度高等特点。另外，笔者进一步

发现人的下鼻甲呼吸粘膜部同样存在该细胞，并且该

细胞取材对供体鼻部几乎没有破坏性损伤[17]。

Clo是临床上常用的皮质类固醇激素，最近研究表

明，Clo 具有激活 SHH 信号通路样的功能 [15]。本研究

通过 MTT 实验证实低浓度的 Clo 可有效促进 EMSCs

增殖，高浓度Clo则抑制EMSCs增殖，这可能与药物毒

性有关。本研究发现 Clo 组和 SHH 组的 EMSCs 表达

SHH和Hedgehog（Hh）信号通路中的关键受体SMO蛋

白的水平高于对照组，这说明Clo可能具有激活SHH

信号通路的能力并且与 SHH 组相比无明显差异；同

时，数据表明 5 μmol/L的Clo与 20 ng/mL的SHH可能

具有相同的功效。尽管Clo促进EMSCs增殖的具体机

制尚未完全阐述，但SHH信号通路的激活可能是其原

因之一。

注：与对照组比较，①P＜0.05，②P＜0.01

图4 EMSCs成神经样细胞诱导培养7 d后3组表达神经元细胞

相关蛋白的水平
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注：与对照组比较，①P＜0.05，②P＜0.01

图5 Clo作用EMSCs后，免疫荧光标记（A，免疫荧光染色，标

尺=25 μm）和Western-blot（B）检测EMSCs表达神经营养因子

BDNF和NGF的水平
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筛选出最适浓度后，选择 5 μmol/L 的 Clo 作用于

EMSCs，结合ATRA神经样细胞诱导分化培养基诱导

分化7 d。倒置显微镜观察3组细胞形态学改变，对照

组细胞形态改变不明显，Clo和SHH组细胞出现细胞

体变圆，伸出长突起的典型性神经样细胞形态，形态学

的改变在一定程度上可认为EMSCs已向神经样细胞

分化。本研究通过免疫荧光标记神经元相关蛋白

TUBB3、MAP-2 和 GAP-43；TUBB3 是微管蛋白家族，

几乎仅在神经元细胞表达，是公认的神经元细胞标志

性蛋白；MAP-2是神经元细胞特异性细胞骨架蛋白，在

神经元细胞发育过程中具有稳定树状突的作用；

GAP-43是神经组织特异性的蛋白质，该蛋白被认为在

神经突形成，再生和可塑性中起关键作用[18,19]。本研究

发现Clo组和SHH组均高表达神经元细胞相关蛋白，

这说明Clo可有效促进EMSCs向神经样细胞分化。与

此同时，本研究发现Clo和SHH组表达相关蛋白之间

无明显差异，SHH和SMO的上调提示Clo可能具有激

活 SHH信号通路的能力，SHH和 SMO则是形成神经

网络以及神经轴突再生强效促进因素[20]，SHH和SMO

表达水平的增高提示Clo促进EMSCs向神经样细胞分

化通过激活SHH信号通路导致。以往研究报道Clo可

激活SMO受体，从而促进神经祖细胞增殖[15]；鉴于Clo

此特性，本研究首次报道Clo不仅可促进EMSCs增殖，

同时，研究数据提示 5 µmol/L 的 Clo 与 20 ng/mL 的

SHH在促进EMSCs向神经样细胞分化的功能上无明

显差异。

笔者以往的研究报道 EMSCs 可表达内源性

BDNG 和 NGF；BDNF 不仅可支持中枢和外周神经系

统的神经元细胞存活，而且可促进神经元细胞分化和

突触再生；NGF主要涉及神经细胞（神经元）的生长以

及维持，增殖和存活 [21,22]。免疫荧光和 Western blot 数

据显示Clo可刺激EMSCs表达内源性BDNF和NGF，

两种神经营养因子表达水平的增高，从另一个角度阐

释Clo促进EMSCs向神经样细胞分化的原因。

综上所述，Clo可通过SHH信号促进EMSCs向神

经样细胞分化，作为临床常用的皮质类固醇药物，Clo

可能为细胞移植治疗中枢神经系统损伤提供新的治疗

理念。然而，本研究尚有不足之处，比如缺乏抑制试验

反面证明Clo可激活SHH信号通路以及缺乏体内验证

实验；关于应用Clo治疗SCI相关的研究，笔者课题组

将继续深入探讨。
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