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胆红素对神经干细胞活性和增殖的影响研究
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摘要:目的　 探究胆红素对神经干细胞(ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＮＳＣｓ)活性和增殖的影响ꎮ 方法　 分离培养小鼠 ＮＳＣｓꎬ加入不同浓

度的胆红素ꎬ培养 ２ ｄ 后行活 / 死细胞染色ꎻ培养 ７ ｄ 后行神经球形成、Ｋｉ￣６７ 检测和转录组测序分析以探究胆红素对 ＮＳＣｓ 活

性和增殖的影响ꎮ 结果 　 １.７１ ~ ６.８４ μｍｏｌ / Ｌ 胆红素对 ＮＳＣｓ 的活性无影响ꎬ１３.６８ μｍｏｌ / Ｌ 胆红素降低了 ＮＳＣｓ 的活性ꎮ
０.１７~６.８４ μｍｏｌ / Ｌ胆红素促进 ＮＳＣｓ 的增殖ꎬ当胆红素的浓度达到 １３.６８ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ促进增殖的作用消失ꎮ 胆红素促进了

ＮＳＣｓ 的 Ｋｉ￣６７ 表达ꎮ 转录组结果显示胆红素组 １８４ 个基因上调表达和 １００ 个基因下调表达ꎬ差异基因与“细胞群体增殖调

节”等生物学过程和 ＰＩ３Ｋ￣ＡＫＴ 等信号通路相关ꎮ 结论 　 高浓度的胆红素对 ＮＳＣｓ 具有毒性作用ꎬ低浓度的胆红素不影响

ＮＳＣｓ 活性ꎬ并促进 ＮＳＣｓ 增殖ꎮ
关键词:胆红素ꎻ神经干细胞ꎻ增殖ꎻ转录组测序

中图分类号:Ｒ７６４.４　 　 　 文献标志码:Ａ　 　 　 文章编号:１６７３￣３７７０(２０２４)０４￣０００１￣０６

引用格式:吴翠萍ꎬ朱一丹ꎬ李春燕ꎬ等. 胆红素对神经干细胞活性和增殖的影响研究[ Ｊ] . 山东大学耳鼻喉眼学报ꎬ２０２４ꎬ ３８
(４):１￣６. ＷＵ Ｃｕｉｐｉｎｇꎬ ＺＨＵ Ｙｉｄａｎꎬ ＬＩ Ｃｈｕｎｙａｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０２４ꎬ ３８(４):１￣６.

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

ＷＵ Ｃｕｉｐｉｎｇꎬ ＺＨＵ Ｙｉｄａｎꎬ ＬＩ Ｃｈｕｎｙａｎꎬ ＹＩＮ Ｓｈａｎｋａｉ
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ￣Ｈｅａｄ ａｎｄ Ｎｅｃｋ Ｓｕｒｇｅｒｙꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｓｉｘｔｈ Ｐｅｏｐｌｅ̓ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊｉａｏ Ｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉ￣
ｔｙ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ / Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｌｅｅｐ Ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ Ｂｒｅａｔｈｉｎｇ / Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊｉａｏ Ｔｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２００２３３ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｏｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ (ＮＳＣ) ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｍｏｕｓｅ ＮＳＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎꎬ ａｎｄ ｌｉｖｅ￣ｄｅａｄ ｃｅｌｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ
ａｆｔｅｒ ２ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅꎻ ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅ ａｓｓａｙꎬ Ｋｉ￣６７ ａｓｓａｙꎬ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｏ ｉｎ￣
ｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｏｎ ＮＳＣ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １.７１￣６.８４ μｍｏｌ / Ｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｈａｄ ｎｏ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＮＳＣ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ｗｈｉｌｅ １３.６８ μｍｏｌ / Ｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＮＳＣ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ. Ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ０.１７￣６.８４ μｍｏｌ / Ｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｐｒｏｍｏ￣
ｔｅｄ ＮＳＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｉｓ ｐｒｏ￣ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒｅａｃｈｅｄ １３.６８ μｍｏｌ / Ｌ. Ｂｉｌｉｒｕ￣
ｂｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｋｉ￣６７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＳＣｓ. ＲＮＡ Ｓｅｑ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ １８４ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ １００ ｇｅｎｅｓ. Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ “ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ”
ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ. ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｅｖｅｒａｌ ｐａｔｈｗａｙｓꎬ
ｓｕｃｈ ａｓ ｔｈｅ “ＰＩ３Ｋ￣ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ” . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｈｉｇｈ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｔｏｘｉｃ ｔｏ ＮＳＣｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｌｏｗ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＮＳＣ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＮＳＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｂｉｌｉｒｕｂｉｎꎻ Ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ

　 　 胆红素脑病是常见的新生儿神经系统疾病ꎬ听
觉系统对胆红素尤其敏感[１]ꎬ高胆红素血症已被世
界卫生组织纳入导致听力障碍最为常见的致病因素
之一[２]ꎮ 目前针对已经发生的胆红素神经毒性尚
无有效防治措施[３]ꎮ 干细胞移植是极具潜力的神
经系统疾病干预策略ꎬ一项临床研究报道自体骨髓

源性造血干细胞移植治疗改善了黄疸患者的交谈能
力、力量及排尿排便的能力[４]ꎮ 另一项动物研究报
道脂肪干细胞移植改善了胆红素脑病模型大鼠的行
走障碍及听觉脑干反应损伤[５]ꎬ这些研究提示干细
胞治疗有望应用于胆红素脑病的治疗ꎮ

神经干细胞(ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＮＳＣｓ)移植可通
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过多种机制(包括替代受损神经元、分泌神经营养
因子等)来促进神经系统损伤的修复ꎬ目前已被运
用在中风、阿尔茨海默病、帕金森等神经损伤和神经
退行性疾病的治疗研究中[６￣８]ꎮ Ｙａｎｇ 等[９￣１０] 将神经
前体细胞移植到黄疸 Ｇｕｎｎ 大鼠的基底节来治疗核
黄疸引起的肌张力障碍ꎬ发现与非黄疸大鼠相比ꎬ在
黄疸大鼠脑中移植细胞的存活率更高ꎬ并且移植细
胞可通过广泛的神经纤维连接宿主苍白球ꎬ提示
ＮＳＣｓ 移植在胆红素脑病治疗中具有广阔前景ꎮ

移植 ＮＳＣｓ 在脑内的长期存活和增殖是达到功
能修复的先决条件ꎬ了解脑内病理环境对移植 ＮＳＣｓ
的影响对提高其移植效率具有重要意义ꎮ 然而ꎬ胆
红素脑病患者脑内具有高浓度的胆红素ꎬ这种病理
微环境对 ＮＳＣｓ 的影响尚未明确ꎮ 为了明确胆红素
对 ＮＳＣｓ 的影响ꎬ本研究探索不同浓度胆红素对
ＮＳＣｓ 活性和增殖的影响ꎬ并进行了转录组分析以
探索胆红素对 ＮＳＣｓ 基因表达的影响ꎬ从而为建立
胆红素脑病患者特殊病理微环境下的 ＮＳＣｓ 移植策
略提供实验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验材料与试剂
Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠购自上海杰思捷公司ꎻ木瓜蛋

白酶购自美国 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ 公司ꎻ高糖 ＤＭＥＭ 培养
基、ＤＭＥＭ/ Ｆ１２ 培养基、Ｂ２７ 添加剂、胎牛血清购自
美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＮ２ 添加剂、ＤＮａｓｅ Ｉ 购自加拿大
ＳＴＥＭＣＥＬＬ 公司ꎻ表皮生长因子( ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒꎬ ＥＧＦ)、 碱性成纤维生长因子 ( ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣ｂａｓｉｃꎬ ｂＦＧＦ)购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公
司ꎻ基质胶购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎻＡｃｃｕｔａｓｅ、胆红素
(Ｂ４１２６)、Ｏｌｉｇ２ 抗体(ＭＡＢＮ５０)、维甲酸、ＤＡＰＩ 染
色封片剂购自美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻ磷酸缓冲盐
溶液( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)、４％多聚甲
醛、ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００、山羊血清购自上海生工生物工程有
限 公 司ꎻ Ｎｅｓｔｉｎ 抗 体 ( ａｂ６１４２ )、 Ｋｉ￣６７ 抗 体
(ａｂ１５５８０)、Ｔｕｊ１ 抗体( ａｂ５２６２３)、荧光二抗购自英
国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＧＦＡＰ 抗体(３６７０) 购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻ活 /死荧光染色试剂购
自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司ꎮ
１.２　 ＮＳＣｓ 分离与培养

取胚胎期第 １３.５ 天(Ｅ１３.５)的 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 胎鼠
皮质ꎬ置于含 ２０ Ｕ / ｍＬ 木瓜蛋白酶和 ２０ Ｕ / ｍＬ
Ｄｎａｓｅ Ｉ 的高糖 ＤＭＥＭ 培养基中消化 ３０ ｍｉｎꎬ轻轻
吹打 １０ 余次后离心ꎬ细胞沉淀用高糖 ＤＭＥＭ 培养
基清洗 １ 次ꎬ用 ４０ μｍ 细胞筛网过滤细胞ꎬ加入增殖培
养基(含 ２％ Ｂ２７ꎬ１％ Ｎ２ꎬ２０ ｎｇ / ｍＬ ｂＦＧＦꎬ２０ ｎｇ / ｍＬ
ＥＧＦ 的高糖 ＤＭＥＭ 培养基)ꎬ于悬浮 ６ 孔板中培养ꎮ
每隔 ３~４ ｄ 用 Ａｃｃｕｔａｓｅ 消化传代ꎮ

１.３　 ＮＳＣｓ 鉴定
为验证 ＮＳＣｓ 干性ꎬ取生长良好的神经球接种

于基质胶包被的爬片(基质胶:ＰＢＳ＝ １ ∶２００ꎬ３７ ℃包
被 ３０ ｍｉｎ)ꎬ贴壁 ２ ｈ 后进行 Ｎｅｓｔｉｎ、Ｋｉ￣６７ 免疫荧光
染色ꎮ 为验证 ＮＳＣｓ 分化能力ꎬ将 ＮＳＣｓ 单细胞悬液
接种于基质胶包被的爬片ꎬ在分化培养基(含 ２％
Ｂ２７、１％胎牛血清、１ μｍｏｌ / Ｌ 维甲酸的 ＤＭＥＭ/ Ｆ１２
培养基)中分化 ７ ｄ 后进行 Ｔｕｊ１、ＧＦＡＰ 和 Ｏｌｉｇ２ 免
疫荧光染色ꎮ 吸弃细胞培养基后ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 １ 遍
细胞ꎬ加入 ４％多聚甲醛室温固定 １５ ｍｉｎꎻＰＢＳ 洗 ３
次ꎬ加入 ０.５％ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ꎬ于室温通透 １０ ｍｉｎꎻＰＢＳ
洗 ３ 次ꎬ加入 ５％山羊血清ꎬ于 ３７ ℃封闭 ３０ ｍｉｎꎻ分
别加入一抗 Ｎｅｓｔｉｎ ( １ ∶ ２００)、Ｋｉ￣６７ ( １ ∶ ２００)、Ｔｕｊ１
(１ ∶５００)、ＧＦＡＰ(１ ∶３００)和 Ｏｌｉｇ２(１ ∶３００)ꎬ于 ４ ℃孵
育过夜ꎻＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ加入二抗抗鼠 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀅺
－４８８(１ ∶５００)ꎬ抗兔 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀅺￣５５５(１ ∶５００)ꎬ于
室温避光孵育 １ ｈꎻＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ用含 ＤＡＰＩ 染液的
封片剂封片ꎮ 于普通荧光显微镜或共聚焦显微镜下
观察拍摄ꎮ
１.４　 胆红素处理

用二甲基亚砜(ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬ ＤＭＳＯ)溶
解胆 红 素 粉 末 至 ０.１７、 ０. ８６、 １. ７１、 ３. ４２、 ６. ８４、
１３.６８ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ分装后于－２０ ℃避光保存ꎮ 实验组
中以培养基 ∶胆红素储存液 ＝ １ ０００ ∶１加入相应浓度
的胆红素储存液ꎬ即胆红素终浓度为 ０.１７、０.８６、１.７１、
３.４２、６.８４、１３.６８ μｍｏｌ / Ｌꎮ 空白对照组加入等体积
ＰＢＳꎬ载体对照组加入等体积 ＤＭＳＯꎮ 胆红素见光易
分解ꎬ全程应避光处理ꎮ
１.５　 活死细胞荧光染色

神经细胞球消化后接种于提前包被好基质胶的
培养皿底进行培养ꎮ 待细胞贴壁良好后加入胆红素
或 ＤＭＳＯꎬ４８ ｈ 后吸弃培养基ꎬ加入 １ ｍＬ 含 １ μＬ
活 /死染液的 ＰＢＳ 溶液ꎬ避光孵育 ５ ｍｉｎ 后ꎬ弃去染
液ꎬ加入 ＰＢＳ 后立即于荧光显微镜下观察拍照ꎮ 每
个样本取任意 ３ 个视野(５９０ μｍ×５９０ μｍ)拍摄ꎬ用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计数细胞ꎬ活细胞比例 ＝活细胞数目 /
(活细胞数目＋死细胞数目)ꎮ
１.６　 神经球增殖实验

于 ９６ 孔板每孔中加入 １００ μＬ 含两倍终浓度胆
红素或 ＤＭＳＯ 的增殖培养基ꎬ再接种 １×１０４ / ｍＬ 单
细胞 ＮＳＣｓ 悬液 １００ μＬꎬ每组 ３ 个复孔ꎮ 培养 ７ ｄ 后
于光学显微镜下拍摄每孔细胞球的生长情况ꎮ 用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量所有球体直径ꎬ为减少测量误差ꎬ
筛选直径 ２０ μｍ 以上的球体进行数量与直径分析ꎮ
１.７　 Ｋｉ￣６７ 表达检测

将 ＮＳＣｓ 按照 ２ ５００ /孔接种于 ２４ 孔爬片ꎬ贴壁
培养 ７ ｄ 后按照上述 １.３ 中的步骤进行 Ｋｉ￣６７ 免疫
荧光染色ꎮ 以 ２×１０４ / ｍＬ 将 ＮＳＣｓ 接种于悬浮培养
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６ 孔板ꎬ增殖 ７ ｄ 后收集神经球进行实时荧光定量聚
合酶链反应( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＲＴ￣ｑＰＣＲ) 检测 Ｋｉ￣６７ 表达情况ꎮ 采用
ＲＮＡ 抽提试剂盒(上海碧云天公司)提取 ＲＮＡꎬ 反
转录后得到 ｃＤＮＡꎬ用 ＳＹＢＲ 染料(南京诺微赞公
司) 进 行 ＰＣＲ 扩 增ꎮ 引 物 序 列 Ｋｉ￣６７: 正 向 ５′￣
ＴＧＡＧＴＧＡＴＡＣＡＧＧＣＴＣＣＧＴＡＣ￣３′ꎻ 反 向 ５′￣ＴＴＴ￣
ＧＣＴＧＣＡＴＴＣＣＧＡＧＴＡＣＴＧ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ: 正 向 ５′￣Ａ￣
ＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣＴ￣３′ꎻ 反 向 ５′￣ＴＧＧＡＡ￣
ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＣＴＴ￣３′ꎮ 每组 ３ 个样本ꎬ每样本设
置 ３ 个复孔ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为对照ꎬ用 ２－△△ＣＴ法分析基
因表达的相对定量ꎮ
１.８　 转录组测序及分析

取神经球实验中增殖 ７ ｄ 的 ＤＭＳＯ 对照组及
３.４ μｍｏｌ / Ｌ胆红素实验组 ＮＳＣｓ 进行转录组测序ꎬ
每 ３ 个复孔作为一个样本ꎬ每组各 ３ 个样本ꎮ 转录
组测序和分析由上海欧易生物技术有限公司进行ꎮ
提取样本总 ＲＮＡꎬ质检后总 ＲＮＡ 使用 Ｓｍａｒｔｅｒ 扩增
试剂反转录并扩增 ｃＤＮＡꎬｃＤＮＡ 采用 Ｔｎ５ 转座酶
法建库:首先采用转座酶随机打断 ｃＤＮＡ 的同时对
打断片段加上测序接头ꎬ随后用部分测序接头序列
为引物对文库进行扩增富集ꎬ磁珠纯化扩增好的文
库并用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 质检合格后ꎬ使用
Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａ ６００ 测序仪进行测序ꎬ产生 １５０ ｂｐ 的

的双端数据ꎮ 选择 Ｐ 值<０.０５ 且 ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ>２ 或
ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ<０.５ 的基因为差异表达基因ꎮ 对差异表
达基因进行基因本体论 ( ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)、
ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ
１.９　 统计学处理

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.３.１ 软件进行数据分析
及作图ꎮ 数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 两组比较采用非配对 ｔ
检验ꎬ多组比较采用单因素方差分析ꎬ组间比较采用
Ｄｕｎｎｅｔｔ 检验ꎬ检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 原代 ＮＳＣｓ 的培养及鉴定
分离自 Ｅ１３.５ 胎鼠皮质的单细胞在 ＮＳＣｓ 增

殖培养基中经过增殖、聚集逐渐形成神经球体(图
１)ꎮ 将神经球体贴壁后进行免疫荧光染色(图 １)ꎬ
(９０.３１±２.４１)％的细胞呈现 ＮＳＣｓ 标记物 Ｎｅｓｔｉｎ 阳
性ꎬ提示球体大部分细胞为 ＮＳＣｓꎬ并有 ( ４５. ９ ±
１０.５７)％表达增殖标记物 Ｋｉ￣６７ꎬ提示细胞处于增殖
期ꎮ 细胞呈现以球体为中心ꎬ径向向外迁移ꎬ反映了
良好的 ＮＳＣｓ 迁移能力ꎮ 在分化培养基中培养 ７ ｄ
后ꎬＮＳＣｓ 可以分化为 Ｔｕｊ１ 阳性的神经元ꎬＧＦＡＰ 阳
性的星形胶质细胞以及 Ｏｌｉｇ２ 阳性的少突胶质细胞
(图 １)ꎬ表明培养的 ＮＳＣｓ 具有分化潜能ꎮ

图 １　 ＮＳＣｓ 的培养与鉴定图像
Ａ￣Ｂ:增殖 １ ｄ 和 ３ ｄ 的神经球光镜图(１０×)ꎻ Ｃ:神经球免疫荧光染色图像(２０×)ꎬＮＳＣｓ 标记物 Ｎｅｓｔｉｎꎬ增殖标记物
Ｋｉ￣６７ꎻ Ｄ￣Ｆ:ＮＳＣｓ 诱导分化 ７ ｄ 后的免疫荧光染色图像(２０×)ꎬ神经元标记物 Ｔｕｊ１、星形胶质细胞标记物 ＧＦＡＰ、少突胶
质细胞标记物 Ｏｌｉｇ２

Ｆｉｇｕｒｅ １ Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＮＳＣ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ.
Ａ￣Ｂ: Ｏｐｔｉｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ａｆｔｅｒ １ ｄａｙｓ ａｎｄ ３ ｄａｙｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ (１０×)ꎻ Ｃ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉ￣
ｎｉｎｇ ｉｍａｇｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ＮＳＣ ｍａｒｋｅｒ Ｎｅｓｔｉｎ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒ Ｋｉ￣６７ (２０×)ꎻ Ｄ￣Ｆ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍａｒｋｅｒ Ｔｕｊ１ꎬ ｔｈｅ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ｍａｒｋｅｒ ＧＦＡＰꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅ ｍａｒｋｅｒ Ｏｌｉｇ２ ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ (２０×)
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２.２　 胆红素对 ＮＳＣｓ 活性的影响
ＮＳＣｓ 暴露于 ０.１％ ＤＭＳＯ 或不同浓度的胆红

素 ４８ ｈ 后ꎬ与 ＤＭＳＯ 对照组活细胞比例(９８.４２ ±
０.２９)％相比ꎬ１.７１、３.４２、６.８４ μｍｏｌ / Ｌ 的胆红素对
ＮＳＣｓ 细胞的活细胞比例并无影响ꎬ差异无统计学

意义(Ｐ＝ ０.７８２ ７ꎬ０.９９８ ８ꎬ０.９８８ ３)ꎮ 当胆红素浓度
升高到 １３. ６８ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＮＳＣｓ 活细胞比例下降
(９５.５５±０.３３)％ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎬ见
图 ２ꎮ

图 ２　 胆红素处理 ４８ ｈ 后 ＮＳＣｓ 的活死染色荧光图像
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｉｖｅ￣ｄｅａｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＮＳＣｓ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

２.３　 胆红素对 ＮＳＣｓ 增殖的影响
在神经球实验中ꎬＮＳＣｓ 由单细胞不断增殖、聚集

形成神经球体ꎬＮＳＣｓ 的数目随着球体的数量、体积的
增大而增多ꎬ反映了 ＮＳＣｓ 的增殖情况ꎮ 与空白对照
组球体数量(２２.００±３.４６)个相比ꎬ０.１７~６.８４ μｍｏｌ / Ｌ
胆红素组球体数量均明显增加ꎬ其中 ３.４２ μｍｏｌ / Ｌ
组球体数量最多(５５.６７±８.１５)个ꎻ与空白对照组平
均直径(６９.０９±１５.６２)μｍ 相比ꎬ３.４２、６.８４ μｍｏｌ / Ｌ
组增加了平均球体直径ꎬ分别是(９８.１９±１０.１５)μｍꎬ

(１１８.３０±４.７９)μｍꎬ差异具有统计学意义(Ｐ＝ ０.０２２ ８ꎬ
０.０００ ３)ꎬ提示 ０.１７~ ６.８４ μｍｏｌ / Ｌ 胆红素促进 ＮＳＣｓ
增殖ꎮ 当胆红素浓度升高至 １３.６８ μｍｏｌ / Ｌꎬ球体数
量与空白对照组差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.９６３ ０)ꎬ
并且 可 观 察 到 大 量 停 滞 生 长 的 单 细 胞ꎬ 提 示
１３.６８ μｍｏｌ / Ｌ胆红素对 ＮＳＣｓ 的毒性作用可能已经
抑制了其促增殖的作用ꎬ见图 ３ꎮ 以上结果提示ꎬ低
浓度的胆红素促进 ＮＳＣｓ 增殖ꎬ而高浓度的胆红素
对 ＮＳＣｓ 具有毒性作用ꎮ

图 ３　 不同浓度胆红素条件下ꎬＮＳＣｓ 增殖 ７ ｄ 后的光镜图(４×)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｏｐｔｉｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ７ ｄ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ (４×)

２.４　 胆红素对 ＮＳＣｓ Ｋｉ￣６７ 表达的影响
根据神经球实验结果ꎬ我们选择促进 ＮＳＣｓ 增

殖作用最明显的胆红素浓度(３.４２ μｍｏｌ / Ｌ)来进一

步验证胆红素对 ＮＳＣｓ 增殖的影响ꎮ 我们检测了
ＤＭＳＯ 组和 ３.４２ μｍｏｌ / Ｌ 胆红素组 ＮＳＣｓ 增殖抗原

Ｋｉ￣６７ 的表达情况ꎮ 免疫荧光染色结果显示ꎬ胆红
素组 Ｋｉ￣６７ 阳性细胞比例(４１.１９±１２.３５)％为 ＤＭ￣
ＳＯ 组(２１.１６±７.３４)％的 １.９ 倍ꎬ差异具有统计学意

义(Ｐ<０.００１)ꎬ见图 ４ꎮ 胆红素组的 Ｋｉ￣６７ ｍＲＮＡ 表
达量为 ＤＭＳＯ 组的 １.９ 倍ꎬ差异具有统计学意义
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(Ｐ＝ ０.００２ ７)ꎬ见图 ４ꎮ 这些结果进一步验证了胆红 素促进 ＮＳＣｓ 的增殖ꎮ

图 ４　 增殖标记物 Ｋｉ￣６７ 表达
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒ Ｋｉ￣６７

２.５　 胆红素对 ＮＳＣｓ 转录组的影响

为了探究胆红素对 ＮＳＣｓ 影响的潜在机制ꎬ我
们对胆红素组和 ＤＭＳＯ 组的 ＮＳＣｓ 进行转录组测

序ꎮ 火山图(图 ５Ａ)显示了两组 ＮＳＣｓ 差异表达基

因的整体分布情况ꎬ共有 １８４ 个基因上调表达和

１００ 个基因下调表达ꎮ 对差异表达基因进行 ＧＯ 生

物过程富集分析ꎬ结果提示差异表达基因主要富集

在细胞群增殖调节、细胞￣细胞信号转导、跨膜受体

蛋白酪氨酸激酶信号传导途径、活性氧代谢过程、对
缺氧反应等生物过程(图 ５Ｂ)ꎮ 富集到“细胞群增

殖调节”的基因包括 Ａｌｋ、Ａｔｆ５、Ｅｃｒｇ４、Ｅｇｌｎ３、Ｋｌｆ４、
Ｐｒｄｍ１、Ｐｒｇ４、Ｓｈｈ、Ｓｌｃ７ａ１１、Ｔｘｎｉｐ(图 ５Ｃ)ꎮ 对差异

表达基因进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎬ结果显示胆红

素主要影响的信号通路包括钙信号通路、ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ
信号通路、黏着斑、Ｒａｐ１ 信号通路、ＥＣＭ￣受体相互

作用(图 ５Ｄ)ꎮ

图 ５　 胆红素组与 ＤＭＳＯ 组的转录组分析
Ａ:差异基因筛选火山图ꎻＢ:ＧＯ 功能生物学过程富集分析ꎻＣ:“细胞群增殖调节”的差异基因热图ꎻＤ:ＫＥＧＧ 通路富集
分析

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ａｎｄ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ
Ａ: Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎻ Ｂ: ＧＯ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｃ: Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｆｏｒ “ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ”ꎻ Ｄ: ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｒａｎｋｅｄ ｂｙ Ｐ
ｖａｌｕｅ ｉｎ ａｓｃｅｎｄｉｎｇ ｏｒｄｅｒ
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３　 讨　 论

胆红素的神经毒性作用与其浓度具有密切关

系ꎮ 在新生儿黄疸中ꎬ胆红素神经损伤多见于血清

总胆红素高于 ３４２ μｍｏｌ / Ｌ 的新生儿[１１]ꎮ 既往研究

报道ꎬ新生儿高胆红素血症中ꎬ脑脊液中的胆红素水

平约为血清总胆红素的 １％ ~３％ꎬ而在酸中毒、败血

症等影响血－脑脊液屏障功能的病理情况下ꎬ进入

脑中的胆红素水平会更高[１２]ꎮ 因此ꎬ我们设置了

(１.７１~１３.６８)μｍｏｌ / Ｌ胆红素浓度梯度ꎬ以模拟新生

儿高胆红素血症时脑内的胆红素水平ꎮ 既往研究报

道ꎬ(６.１~５０.０)μｍｏｌ / Ｌ 的胆红素引起 ＮＳＣｓ 代谢及

ＤＮＡ 的损伤ꎬ活性降低以及凋亡增加[１３￣１４]ꎬ这些研

究采用的胆红素浓度均较高ꎬ可能忽视了低浓度胆

红素对 ＮＳＣｓ 的潜在影响ꎬ导致了与上述 Ｙａｎｇ 等发

现的黄疸大鼠脑中 ＮＳＣｓ 存活率更高并不相符ꎮ 考

虑到低浓度胆红素对 ＮＳＣｓ 增殖的影响还未有研究

报道ꎬ因此我们在神经球实验中增设了更低浓度的

胆红素组别(０.１７、０.８６ μｍｏｌ / Ｌ)以模拟体内生理情

况下的胆红素水平ꎮ
本研究结果表明高浓度胆红素对 ＮＳＣｓ 具有毒

性ꎬ而低浓度的胆红素不影响 ＮＳＣｓ 活性ꎬ并促进

ＮＳＣｓ 增殖ꎮ 在神经球实验中ꎬ１３.６８ μｍｏｌ / Ｌ 胆红

素虽然增加了神经球平均直径ꎬ但是神经球数量与

对照组无明显差异ꎬ明显少于较低浓度胆红素组ꎬ提
示高浓度胆红素的毒性作用已经抑制了其促增殖作

用ꎮ 转录组测序为胆红素促进 ＮＳＣｓ 增殖的潜在机

制提供了线索ꎮ 胆红素影响了 Ａｌｋ、 Ａｔｆ５、 Ｋｌｆ４、
Ｅｃｒｇ４、Ｓｈｈ 等与 ＮＳＣｓ 的增殖分化调控相关基因的

表达ꎬ 可能是胆红素促增殖作用的调控靶点ꎮ
ＫＥＧＧ 提示胆红素影响了多条细胞内信号转导途

径ꎬ其中 ＰＩ３Ｋ￣ＡＫＴ 通路参与调控细胞增殖、存活等

功能ꎬ与 ＮＳＣｓ 增殖分化、大脑发育相关[１５]ꎬ可能介

导了胆红素促增殖作用ꎬ有待未来进一步研究ꎮ
探索胆红素对 ＮＳＣｓ 的影响对胆红素脑病的

ＮＳＣｓ 移植具有重要指导意义ꎮ 高浓度胆红素对

ＮＳＣｓ 的毒性作用提示应重视对血清及脑脊液中胆

红素水平的监测及调控ꎬ避免在高浓度胆红素条件

下进行移植ꎬ以提供更安全的移植细胞微环境ꎻ而适

度升高的胆红素可以促进 ＮＳＣｓ 增殖ꎬ可能有利于

ＮＳＣｓ 在脑内的长期存活ꎬ提高移植效率ꎮ 本研究

的不足是尚未探讨胆红素对于 ＮＳＣｓ 分化的影响ꎬ
以及未进行在体实验验证ꎬ有待未来进一步探索ꎮ
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