
    图1      图2       图3
图1 BMSCs呈“放气球样”黏附于表面(×10);图2 BMSCs
在三维支架上为球形,保持活跃增殖能力(×2000);图3 HE
染色可见支架呈网状结构,BMSCs呈圆形,处于支架纤维的孔

隙内(×40)

组织,如骨[5]、软骨[6]、肝[7]等,其高度增殖能力可满足组织工

程种子细胞的需要。本实验以BMSCs为种子细胞,采用全骨

髓贴壁法,在传统的二维培养体系和三维培养体系中进行体外

培养,探讨两种微环境对BMSCs生物学特性的影响。实验表

明,采用壳聚糖、β-甘油磷酸钠为原料,羟乙基纤维素为交联

剂制备的三维支架为纵横交错的网格纤维样结构,纤维间孔隙

内含无色透明胶冻样物质。将BMSCs接种于三维支架中,细
胞不仅沿着支架纤维表面黏附生长,还渗入孔隙内的胶冻状物

质。干细胞有对称分裂和不对称分裂两种形式,与三维支架联

合培养的BMSCs,大部分细胞在培养过程中以对称分裂方式为

主,分裂增殖活跃,细胞数量迅速增加。提示以壳聚糖为主要

原料配制形成的三维支架,细胞毒性低,理化性质稳定,并且

BMSCs与支架生物相容性良好。三维支架是提供BMSCs生长

的良好载体,有利于促进BMSCs粘附、分裂、增殖。在传统二

维培养体系中,BMSCs培养虽贴壁生长,并在第3d开始大量

增殖,但二维培养体系不足以模拟体内三维微环境,因此在培

养10d后细胞开始变形,胞浆宽大呈扁平状。干细胞具有“环
境依赖性分化”特性[8],细胞的分裂或分化,与其所在的微环境

有密切的关系。微环境中的细胞、细胞外基质、细胞因子、蛋白

等对干细胞的分化有一定的影响。将BMSCs在两种微环境中

的培养进行对比,传统二维培养体系存在BMSCs纯度较低、易
分化等问题。在三维培养体系中,支架、胶冻状物质、BMSCs、
相关的细胞因子共同构成三维培养体系的微环境,与BMSCs
共培养具良好的组织相容性,BMSCs表现出活跃的增殖能力。
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SOX2在成年小鼠室周器官细胞的表达及其意义

陈金绪1,陈月新2,颜池1

(1.广西科技大学医学院解剖组胚教研室,广西 柳州 545106 E-mail:gxcjx@126.com;
2.广西玉林市第一人民医院检验科,广西 玉林 537000)

摘 要:目的 探讨SOX2在成年小鼠室周器官(CVOs)细胞的表达及其意义。方法 应用免疫组织化学法检测成年

C57BL/6小鼠脑CVOs细胞中SOX2的表达情况。结果 SOX2在最后区(AP)、正中隆起(ME)、穹窿下器(SFO)、联合

下器(SCO)和脉络丛(ChP)细胞均有强表达,且室管膜上皮细胞几乎都100%阳性表达SOX2,除SCO外,CVOs表达

SOX2阳性的细胞数量明显少于侧脑室的室下区表达SOX2阳性的细胞数量(P<0.05)。结论 在成年小鼠脑CVOs
分布有大量的SOX2阳性细胞,表明成年小鼠CVOs可能存在具有增殖和分化潜能的神经干细胞和/或神经祖细胞。
关键词:SOX2;小鼠;室周器官
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  SOX2属于SOX(sry-relatedHMGbox)基因家族中的一
员,定位在染色体的3q26.3-q27位点上。它是一种高度保守
的转录因子,具有调节胚胎干细胞自我更新的作用,是目前研
究发现的唯一对维持胚胎干细胞分化潜能起重要作用的SOX
基因,也是诱导成体细胞成为多能干细胞的一种关键因子[1-2]。
从胚胎到成年,SOX2在中枢神经系统(centralnervoussystem,
CNS)中的多能神经干细胞中持续表达,从而可以将SOX2作为
分辨神经干细胞和神经祖细胞的生物标志物[3]。而成年脑的

许多部位,如大脑皮层、小脑、脊髓等存在有神经干细胞和/或
神经祖细胞,可以增殖分化为神经元和/或胶质细胞[4-5]。室周
器官(circumventricularorgans,CVOs)是位于第三、第四脑室室
壁上的微小器官,由特化的室管膜细胞组成,血脑屏障缺乏,其
主要功能是参与调节脑脊液分泌、传递脑与脑脊液和血液之间
的信息,包括终板血管器(organumvasculosumoflaminatermi-
nalis,OVLT)、穹窿下器(subfornicalorgan,SFO)、正 中 隆 起
(medianeminence,ME)、联 合 下 器 (subcommissuralorgan,
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SCO)、最后区(areapostrema,AP)、松果体(pinealgland,PIN)、
脉络丛(choroidplexus,ChP)、神经垂体(neurohypophysis,NH)
这八个器官[6-7]。本研究旨在检测SOX2在CVOs的表达情
况,并探讨其意义。
1 材料和方法

1.1 实验动物 成年C57BL/6小鼠,6只,8~9周龄,雄性,体
质量(18~23)g,购于我校实验动物中心。
1.2 标本制备 给予小鼠戊巴比妥钠40mg/kg腹腔注射,麻
醉后固定在鼠板操作台上,开胸经心脏灌注固定,先灌注50ml
37℃预热生理盐水,然后再灌注4℃预冷的4%多聚甲醛磷酸
缓冲液(0.1mol/L,pH7.2~7.4),待动物四肢僵硬,结束灌
注,取出整脑,小心剔除脑膜,浸入4%多聚甲醛固定8~12h,
梯度乙醇脱水,浸蜡和包埋,修整组织块,连续切片,切片厚度
为5μm,烤干后备用。
1.3 免疫组织化学显色 石蜡切片常规脱蜡,梯度乙醇水化,
柠檬酸抗原修复液进行抗原修复,血清(SIGMA公司,美国)封
闭30min,PBS冲洗,滴加多克隆山羊抗SOX2抗体(1∶200稀
释,Santa公司,美国),切片放入湿盒4℃过夜孵育。PBS冲
洗,滴加二抗(1∶100稀释,中杉金桥公司,中国北京),37℃孵
育30min,PBS冲洗,室温下DAB显色5min,PBS冲洗,苏木
精复染5min,PBS冲洗,脱水,透明,抗荧光淬灭树胶封片。O-
lympusIX73显微照相系统观察。显微镜下,细胞核呈棕褐色
者为阳性细胞。
1.4 统计学方法 采用SPSS13.0forwindows统计软件包进
行数据的分析处理。计量资料表示为(췍x±s),采用 Oneway
ANOVA方差分析进行组间比较,组间两两比较采用SNK法。
2 结果

几乎所有的侧脑室室管膜细胞核均强阳性表达SOX2,细
胞核为棕褐色圆形或卵圆形;室下区2~4层细胞密集表达阳
性SOX2,细胞核多为圆形或卵圆形,少量为长椭圆形;近侧脑
室的前外侧角迁移带密集表达强阳性SOX2,细胞核多为卵圆
形,少量细胞核为长椭圆形或三角形,阳性细胞占(96.95±
1.35)%。与AP区、ME、ChP的SOX2阳性细胞百分比相比,
差异有统计学意义(P<0.05)。

在AP区,SOX2强阳性细胞占(49.11±2.83)%,散在分
布,细胞核多为卵圆形或椭圆形,少量的为圆形;AP区腹侧脊
髓中央管的室管膜上皮细胞几乎全部都表达强阳性SOX2。

在 ME,室管膜带的细胞几乎100%表达强阳性SOX2,而
内带和外 带 的 强 阳 性 SOX2细 胞 则 散 在 分 布,占(49.45±
2.41)%;紧邻 ME处的第三侧脑室的室管膜上皮细胞几乎

100%表达强阳性SOX2,层数不等,细胞核多为长椭圆形。
在SFO,室 管 膜 的 上 皮 层 细 胞 几 乎100%表 达 强 阳 性

SOX2,其内部SOX2强阳性细胞散在分布,细胞核多为卵圆
形,阳性细胞占(58.03±0.50)%。在SCO分布有多层密集的
强阳性SOX2细胞,细胞核多为卵圆形,阳性细胞占(98.17±
0.91)%;紧邻SCO的室管膜上皮细胞几乎100%表达强阳性

SOX2。与侧脑室室下区比较,AP、ME、SFO、ChP的SOX2阳
性细胞百分比,差异有统计学意义(P<0.05),见表1。

在ChP的上皮细胞中,较密集地分布着强阳性SOX2细
胞,细胞核多为圆形,阳性细胞占(68.18±4.73)%。
3 讨论

SOX2属于SOX(sry-relatedHMGbox)基因家族中的一
员,定位在染色体的3q26.3-q27位点上。它是一种高度保守
的转录因子,具有调节胚胎干细胞自我更新的作用,是目前研
究发现的唯一对维持胚胎干细胞分化潜能起重要作用的SOX
基因,也是诱导成体细胞成为多能干细胞的一种关键因子。
CVOs参与多项体内调节功能,涉及到心血管、体液平衡、饮食、
神经免疫、丘脑释放激素的神经内分泌、脑脊液的形成及循环
等的调节;CVOs也与多种常见疾病有关系,如高血压、心衰、肥
胖、脑积水、垂体功能障碍等[8-9]。

表1 各室周器官与侧脑室室下区SOX2阳性细胞比较

部位 百分比(%)

侧脑室室下区 96.95±1.35
AP 49.11±2.83a

ME 49.45±2.41a

SFO 58.03±0.50a

SCO 98.17±0.91
ChP 68.18±4.73a

 注:总体比较,F=465.100,P <0.001;a:与侧脑室室下区

比较,P<0.05

  SOX2与CVOs的神经生发和病理改变有着密切的关系。
Fauquier等[10]研究报道显示成年小鼠的垂体内表达SOX2的
祖细胞可以分化为垂体内所有类型的细胞。有研究指出,不管
是在胚胎期还是成年期,SOX2基因杂合丢失,都可导致垂体功
能减退、内分泌功能障碍以及垂体形态异常[11],Ferri等[12]报道
了SOX2基因突变的小鼠和杂合子SOX2突变的人都出现了海
马趾闭锁,并推断认为这是因神经干细胞的丢失所致。Bennett
等[13]采用原位杂交技术和体外培养技术研究证实在 OVLT和

ME存在有SOX2神经干细胞,且能够向嗅球迁移,表达早期神
经元与成熟神经元的标志物,这意味着在成年脑的CVOs具有
神经修复功能。因此,研究CVOs在不同生理和病理状态下的
细胞表达SOX2情况,对于揭示CVOs调节正常生理功能时的
机体生理功能和疾病状态下的病理和病理生理变化具有重要
意义。

本组研究结果显示,在成年小鼠的脑 CVOs中,最后区
(AP)、正中隆起(ME)、穹窿下器(SFO)、联合下器(SCO)和脉
络丛(ChP)中均有大量的细胞强阳性表达SOX2,且具有的共
同特点是,室管膜上皮细胞几乎都100%阳性表达SOX2,而在
器官内部则散在分布SOX2阳性细胞。这一结果符合 Ferri
等[12]和郝庆卵等[14]报道的实验结果。有研究显示,神经干细
胞的增殖和分化能力与其所处微环境关系密切[15],本组研究显
示,除SCO外,CVOs表达SOX2阳性的细胞数量明显少于侧
脑室的室下区(神经发生区)表达SOX2阳性的细胞数量,这意
味着CVOs的神经发生功能和/或神经干细胞的增殖分化能力
低于侧脑室室下区。而SCO处的SOX2阳性细胞数量与室下
区的SOX2阳性细胞数量百分比差异无统计学意义,是因为

SCO是一种室管膜CVOs,因而其表达SOX2阳性细胞的数量
与室管膜上皮的阳性SOX2细胞数量一致。Bennett等[16]实验
研究指出成年小鼠和大鼠的脑CVOs也发现有表达SOX2的
阳性细胞,且这些细胞经体外培养后,可增殖和分化为神经元
与神经胶质细胞。

当然,并不是所有的成年小鼠CVOs表达SOX2的细胞都
是具有增殖和分化潜能的神经干细胞和/或祖细胞[17]。据估
计,具有这种潜能的细胞比例仅占0.03%~0.05%,这个比例
与研究报道的体外培养细胞球的增殖频度基本一致,绝大多数

SOX2阳性细胞染色所显示的是剩余蛋白,而非持续的转录蛋
白[10]。Marz等[18]研究报道指出,有些成年脑室下区与嗅球细
胞表达SOX2,但不表达Nestin,而Nestin是特异性的表达在神
经上皮干细胞上一种特 征 性 分 子 标 记 物,这 就 意 味 着 表 达

SOX2的细胞不一定都是神经干细胞和/或神经祖细胞。需要
在活体内双标检测SOX2/Nestin和SOX2/BrdU或者在体外采
用细胞培养鉴定技术,才能进一步证实CVOs表达SOX2的细
胞是否为神经干细胞和/或神经祖细胞[19]。
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古钩藤提取液对小鼠急性肝损伤的保护作用①

董妹灵,潘乔丹,阮艳娥,黄元河②,方晓燕,陆丹丹
(右江民族医学院,广西 百色 533000 E-mail:13006968055@163.com)

摘 要:目的 研究古钩藤提取液对四氯化碳(CCl4)所致小鼠急性肝损伤的保护作用。方法 将昆明种小白鼠分成6
组:四氯化碳损伤模型组、联苯双酯组(0.10g·kg-1)、正常对照组及古钩藤提取液的高、中、低剂量组(30、22.5、15g·
kg-1)。古钩藤提取液高、中、低剂量组每日灌胃给药1次,共7d,末次灌胃给药后除正常组外,其余所有小鼠予腹腔注

射0.15%CCl420ml·kg-11次,20h后处死全部小鼠,收集肝组织及血清标本,测定小鼠血清丙氨酸转氨酶(ALT)和
天冬氨酸转氨酶(AST)活性;测定肝匀浆中丙二醛(MDA)含量和超氧化物歧化酶(SOD)活性;计算肝指数并同时对肝

组织进行病理学检查。结果 古钩藤提取液高、中剂量组能降低CCl4 所致肝损伤小鼠的血清ALT、AST值升高(P<
0.01),降低肝匀浆中 MDA的含量(P<0.01),增强SOD的活性(P<0.01),具有明显的剂量依赖性。通过病理学切

片观察,古钩藤提取液高、中剂量组能显著改善肝组织的病理变化(P<0.05或P<0.01)。结论 古钩藤提取液对

CCl4 造成的小鼠急性肝损伤具有显著的保护作用。
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  古钩藤(CryptolepisbuchananiiRoem.etSchult),又名海 上霸王、白叶藤、牛角藤、大暗消等等,为萝藦科植物。具有舒
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