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摘要：目的 观察大鼠雪旺细胞系RSC96细胞条件培养液（RSC96-CM）对少突胶质前体细胞（OPCs）增殖的影响，探讨其作

用机制。方法 应用免疫粘附法从胚胎15d的 SD 大鼠脊髓分离OPCs，应用BrdU掺入实验检测OPCs的增殖，应用RT-PCR

技术检测PDGF-AA和 bFGF在RSC96细胞的表达，应用ELISA技术检测RSC96-CM 中PDGF-AA和 bFGF蛋白的浓度，以

特异性抑制剂阻断观察PDGF-AA和 bFGF在RSC96-CM诱导OPCs增殖中的作用，以特异性抑制剂观察ERK和 JNK信号

途径在RSC96-CM诱导OPCs增殖中的作用。结果 不同浓度的RSC96-CM培养的OPCs，其BrdU+细胞的比例与对照组相

比均显著增加（P<0.05），其中，在含 50% RSC96-CM的培养液中培养的OPCs的BrdU+细胞的比例达高峰。RT-PCR证实

RSC96细胞显著表达PDGF-AA和bFGF的mRNAs，ELISA结果发现，RSC96-CM中PDGF-AA和bFGF的蛋白浓度分别是

我们前期报道的B104CM中PDGF-AA和bFGF的蛋白水平的0.87倍和0.92倍。PDGFR的特异性抑制剂AG1295 和bFGFR

特异性抑制剂 PD173074均显著降低RSC96-CM诱导的OPCs增殖；此外，Erk1/2特异性抑制剂U0126和 JNK特异性抑制

SP600125的预孵也显著降低RSC96-CM诱导的BrdU+ OPCs的比例（P<0.01）。结论 RSC96-CM显著诱导OPCs的增殖，其通

过RSC96分泌的PDGF-AA和bFGF激活Erk1/2和JNK信号途径而发挥作用；RSC96-CM也可以作为OPCs常规培养的扩增剂。
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Abstract: Objective To investigate the effect of conditioned medium from rat RSC96 cells (RSC96-CM) on the proliferation of
oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) and explore the underlying mechanism. Methods OPCs isolated from the spinal
cords of SD rats of embryonic day 15 using immunopanning were treated with RSC96-CM. The proliferation of OPCs was
detected using 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) incorporation assay. The mRNA expressions of PDGF-AA and bFGF in RSC96
cells were detected using RT-PCR, and their protein concentrations in RSC96-CM were detected with enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). The effects of PDGF-AA and bFGF in RSC96-CM on OPC proliferation and the roles of ERK
and JNK signaling pathways in RSC96-CM-induced OPC proliferation were determined by application of their specific
inhibitors. Results The percentage of BrdU+ OPCs was significantly increased in response to treatment with RSC96-CM (P<
0.05), reaching the peak level when 50% RSC96-CM was added in the cell culture. RSC96 cells expressed a substantial amount
of PDGF-AA and bFGF mRNAs, and PDGF-AA and bFGF protein concentrations in RSC96-CM were higher than those in a
conditioned medium (B104CM) we used previously by 0.87 and 0.92 folds, respectively. Both the specific inhibitor of PDGFR
signal pathway (AG1295) and the specific inhibitor of bFGFR signal pathway (PD173074) significantly attenuated

RSC96-CM-induced OPC proliferation. The specific
inhibitors of ERK signal pathway (U0126) and JNK
signal pathway (SP600125) significantly decreased the
percentage of BrdU + cells in RSC96-CM-induced
OPCs (P<0.01). Conclusion RSC96-CM can effectively
promote OPC proliferation, possibly as a result of
PDGF-AA and bFGF secretion by RSC96 cells to
activate ERK1/2 and JNK signaling pathways. RSC96-
CM can be used as a routine stimulator for promoting
OPC proliferation.
Keywords: RSC96 cells; conditioned medium; oligo-
dendrocyte progenitor cells; cell proliferation
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少突胶质细胞（OLs）是中枢神经系统的髓鞘形

成细胞［1-2］，少突胶质前体细胞（OPCs）是OLs的前体细

胞［1-3］，OPCs表达特异性标志A2B5、NG2和PDGFRa，

体外培养的OPCs在无血清条件下分化为OLs，而在血

清存在条件下分化为II型星型胶质细胞［4-6］。众所周知，

在体外培养中，大鼠神经母细胞瘤细胞株B104的条件

培养液（B104CM）促进OPCs的增殖，被广泛用于体外

OPCs的培养与扩增［7-8］。研究证明B104CM通过分泌的

PDGF-AA和碱性纤维细胞生长因子（bFGF）［9］激活细

胞外调节蛋白激酶［10］和 JNK［11］信号途径诱导 OPCs

的增殖。

雪旺细胞是周围神经系统的髓鞘形成细胞［12-14］。

SCs在体内外均促进OPCs的增殖［15］，并证明SCs也是

通过分泌 PDGF-AA 和 bFGF 诱导 OPCs 增殖［16］。

RSC96是永生化的大鼠来源的雪旺细胞株［17-18］，用其制

备的条件培养液（RSC96-CM）是否也像B104CM一样

可促进OPCs的增殖尚不清楚，如果可以，将找到除

B104CM以外的另一个简单易制备的OPCs体外扩增

剂，为OPCs体外生物学特性和临床细胞移植治疗神经

退行性疾病等研究提供大量的细胞来源。因此，在本研究

中，我们进一步观察RSC96的条件培养液（RSC96-CM）

对OPCs增殖的影响，并探讨了其作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料和试剂

SD孕鼠（上海杰思捷实验动物有限公司，合格证编

号为2010002603672）。

主要试剂：DMEM/F12、bFGF、TRIzol 为美国

Invitrogen 公司产品，PDGF-AA、AG1295、ELISA kits

为美国 R&D 公司产品，Hoechst 33342、PD173074、

U0126、SP600125 为 Sigma 公司产品，Anti-A2B5 抗

体、Anti-NG2抗体、Anti-GFAP抗体均购自Chemincon

公司，Anti-Rip抗体由美国印第安纳大学徐晓明教授惠

赠，荧光素标记的二抗购自 Jackson ImmunoResearch

公司，引物合成来自日本TakaRa公司，其他试剂均为国

产分析纯。

1.2 实验方法

1.2.1 OPCs的分离、培养和鉴定 按照课题组分离OPCs

的常规方法［10-12, 15-16］，使用A2B5抗体从胚胎15 d的 SD

大鼠脊髓分离出OPCs，OPCs 种于多聚赖氨酸Poly-

D-lysine（PDL）包被的10×12 cm 培养皿内，培养液包含

DMEM/F12、1 × N2、1 × B27、PDGF-AA（10 ng/mL）和

bFGF（20 ng/mL）。5~7 d后细胞传代，所有实验均使

用第2次传代（P2）的OPCs。P2代OPCs种于PDL包

被的盖玻片上，常规培养2~3 d后鉴定OPCs的纯度；

在无血清的DMEM/F12中培养诱导OPCs向OLs分

化，在含10%血清的DMEM/F12中培养诱导OPCs向

Ⅱ型星型胶质细胞分化，5 d后鉴定OPCs的双向分化

潜能。以 PBS洗涤细胞后用 4%的多聚甲醛固定细

胞，细胞加封闭液（含 10% 正常驴血清，0.3%

Trixton-X100的PBS），室温封闭 1 h后再分别与一抗

A2B5、NG2、Rip（均1∶100）和GFAP（1∶200）在4 ℃孵

育过夜，第2天再分别与罗丹明或异硫氰酸荧光素标

记的二抗在 37 ℃孵育 1 h。洗涤后，用含有Hoechst

33342的封片液封片后在Olympus IX71荧光显微镜

下观察拍照。

1.2.2 RSC96 的 条 件 培 养 液（RSC96-CM）的 制 备

RSC96 细胞系培养于含 10%胎牛血清的（FCS)的

DMEM中。为制备RSC96-CM，以Hank's 液洗涤培养

的RSC96细胞两次，并改为无血清的DMEM继续培

养。3 d后，收集培养上清，过滤后储存于-20 ℃冰箱中

备用。

1.2.3 BrdU掺入实验 P2代OPCs种于PDL包被的盖

玻片上，常规培养1~2 d后撤除 bFGF和PDGFAA，继续

培养24 h，然后分别加入不同浓度比例（0，10%，30%，

50% 和 100%）的RSC96-CM和BrdU（10 µmol/L），16

小时后固定细胞。为鉴定各种可能参与的信号途径，细

胞在加入RSC96-CM前分别与AG1295（PDGFR信号

的特异性抑制剂，5 µmol/L）、PD173074（bFGFR信号

的特异性抑制剂，2 µmol/L）、U0126（ERK信号的特异

性抑制剂，20 µmol/L）、SP600125（JNK信号的特异性

抑制剂，20 µmol/L）预孵45 min。细胞固定后，以1 N

HCl 37 ℃ 处理40 min 使DNA变性，加入BrdU（1∶80）

和A2B5抗体（1∶200）4 ℃孵育过夜，再加入荧光标记的

二抗37 ℃孵育1 h，封片后在Olympus IX71荧光显微

镜下观察拍照。

1.2.4 逆转录PCR（RT-PCR） 按照试剂盒操作说明，应

用TRIzol 试剂抽提RSC96细胞总 RNA，并RNA 逆转

录为 cDNA，进行RT–PCR分析，以β-actin 作为内参

照。根据PDGF-AA、bFGF和β-actin的基因全长序列

分别设计引物（TakaRa, Japan）。PDGF-AA引物：上游

引物 5'-TGTGCCCATCCGCAGGAAGAG-3'，下游引

物5'-TTGGCCACCTTGACACTGCG-3'，长度225 bp；

bFGF 引物：上游引物 5'-GGCTTCTTCCTGCGCAT

CCA-3'，下游引物 5'-GCTCTTAGCAGACATTGGAA

GA-3'，长度 353 bp；β-actin 引物：上游引物 5'-ATTG

TAACCAACTGGGACG-3'，下游引物 5'-TTGCCGA

TAGTGATGACCT-3'，长度533 bp。

1.2.5 RSC96-CM中PDGF-AA和bFGF蛋白浓度的检

测 按照试剂盒操作说明，应用 ELISA 试剂盒检测

RSC96-CM中PDGF-AA和bFGF 蛋白的浓度，每个样

本检测3次，取平均值。
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1.3 统计学处理

采用SPSS 16.0统计软件进行统计学分析。结果

以均数±标准差的形式表示。组间比较采用单因素方差

分析（One-Way ANOVA），两组之间比较采用 t检验，P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 OPCs培养和鉴定

OPCs显示对称的双极或三极突起（图1 A），表达

特异性标志 A2B5（图 1B）和 NG2（图 1C）。在不含

PDGF-AA和bFGF的无血清分化培养液中培养5d后，

大多数细胞表达成熟少突胶质细胞的特异性标志Rip，

并带有多极的细胞突起（图1 D）；但在含10%血清的分

化培养液中培养5 d后，几乎所有的OPCs 分化为典型

的纤维型星形胶质细胞形态，表达星形胶质细胞特异性

标志GFAP（图1E）。

2.2 RSC96-CM诱导OPCs增殖

应用BrdU掺入实验检测OPCs的增殖，如图2所

示，在含有10%、30%、50%和100% RSC96-CM的培养

液中培养的 OPCs，其 BrdU +细胞的比例分别为

（43.49 ± 3.56）%，（80.18 ± 5.78）%，（91.02 ± 4.46）%和

（90.20±4.29）%，与对照组相比（11.64±3.56）%均显著增

加。其中，在含 50% RSC96-CM的培养液中培养的

OPCs的BrdU+细胞的比例达高峰（图2D，F）。

2.3 PDGF-AA 和 bFGF 在 RSC96 细胞的表达及其在

RSC96-CM中的蛋白浓度

应用RT-PCR分析，我们证实RSC96细胞显著表达

PDGF-AA和bFGF的mRNAs（图3A）。我们进一步应

用ELISA检测了RSC96-CM中PDGF-AA和bFGF的

蛋白水平，发现 PDGF-AA和bFGF的蛋白浓度分别达

到20.42±3.88 ng/mL和11.94±2.85 ng/mL，分别是我们

前期报道的B104CM中PDGF-AA和bFGF的蛋白水平

的0.87倍和0.92倍（图3B）。

2.4 PDGF-AA 和 bFGF 是 介 导 RSC96-CM 诱 导 的

OPCs增殖的关键因子

为鉴定是否 PDGF-AA 和 bFGF 是介导 RSC96-

CM诱导的OPCs增殖的关键因子，我们观察了PDGFR

信号的特异性抑制剂 AG1295 和bFGFR特异性抑制

剂 PD173074 能否阻断或降低 RSC96-CM 诱导的

OPCs增殖。结果表明，AG1295 和PD173074 均显著

降低RSC96-CM诱导的OPCs增殖，BrdU+细胞的比例

从89.05±5.76%（图4B）分别减低到40.59±4.29%（图

图1 OPCs的形态学和免疫细胞化学鉴定
Fig.1 Morphological and immunocytochemical characteristics of
OPCs. A: Phase-contrast photomicrograph of OPCs cultured in
growth medium; B: Cells that were immunopositive for A2B5
(green); C：Cells that were immunopositive for NG2 (Red); D:
When cultured in FBS-free differentiation medium for 5 days,
OPCs differentiated into Rip-positive oligodendrocytes (green); E:
When cultured in differentiation medium containing 10% FBS for
5 days, OPCs differentiated into GFAP-positive type II astrocytes
(green); Cells in B-E were counterstained with Hoechst 33342
(blue). Scale bar =25 μm.
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图2 RSC96-CM诱导OPCs的增殖
Fig.2 RSC96-CM promotes the proliferation of cultured OPCs in
vitro. A-E: Brdu-positive OPCs when the cells were cultured for 3
days in control (A), 10% (B), 30% (C), 50% (D) and 100% (E)
RSC96-CM. F: Quantitative analysis of BrdU + cells in A2B5 +
OPCs. Data presented are Mean ± SD (n=5). *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 vs control. Scale bar =25 μm.
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4C，F；P<0.01）和36.28 ± 3.25%（图4D，F；P<0.01）。此

外，AG1295和PD173074 的联合应用几乎阻断了所有

OPCs 的增殖（图 4E，F；P<0.001)。这些结果表明，

PDGF-AA和bFGF是介导RSC96-CM诱导的OPCs增

殖的关键因子。

2.5 RSC96 诱导的 OPCs 增殖涉及 ERK 和 JNK 信号

途径

结果表明，Erk1/2特异性抑制剂U0126和 JNK特

异性抑制SP600125的预孵OPCs后，RSC96-CM诱导

的BrdU+ OPCs的比例从89.95%（图5B，F；P<0.01）分

别降低到 30.32%（图5C，F；P<0.01）和35.25%（图5D，

F；P<0.01）。此外，U0126和SP600125的联合应用几乎

阻断了所有OPCs的增殖（图5E，F；P<0.001）。这些结

果表明，RSC96-CM通过激活Erk1/2和 JNK信号途径

诱导OPCs增殖。

3 讨论

我们的前期研究发现，大鼠SCs及其培养上清可在

体内外诱导 OPCs 增殖［15］，其机制是通过分泌

PDGF-AA和bFGF发挥作用［16］。在本研究中，我们探

讨了大鼠雪旺细胞株RSC96-CM对OPCs增殖的影响，

以期找到另外一种类似B104CM的简便、易得、经济的

OPCs体外培养扩增的刺激剂。

我们从胚胎15 d的大鼠脊髓分离培养了OPCs，证

明几乎全部表达OPCs特异性表面标志A2B5和NG2，

这些细胞在不同条件下可分化为成熟少突胶质细胞和

纤维型星形胶质细胞，具有其特有的分化潜能，证明其

有较高的纯度。并检测了RSC96-CM对OPCs增殖的

影响，结果证实不同浓度的RSC96-CM均不同程度地

明显促进OPCs的增殖，尤其当加入50% 的RSC96-CM

时增殖作用最为显著。这个结果表明，RSC96-CM与

B104CM、SCM一样，同样具有促进OPCs增殖的作用。

PDGF-AA和bFGF是OPCs增殖的重要丝裂原［4, 19］，

我们先前的报道证明 B104 细胞和 SCs 均通过分泌

PDGF-AA和bFGF 诱导OPCs增殖［9］，推测RSC96细胞

也通过相同的机制来发挥作用。RSC96细胞同样显著表

达PDGF-AA和bFGF的 mRNA，其蛋白水平在RSC96-

CM中浓度也较高，接近其在B104CM中的浓度。因为

OPCs 同样表达 PDGF-AA 和 bFGF 的受体［9, 20-21］。

AG1295［17, 22-24］和 PD173074［25-28］分 别 是 PDGFR 和

bFGFR 信号途径的特异性抑制剂，本研究中应用

AG1295和PD173074分别阻断PDGFR和bFGFR信号

途径，结果发现 AG1295 和 PD173074 均显著降低

图3 PDGF-AA和bFGF mRNA在RSC96细胞的表
达及其蛋白在RSC96-CM中的水平
Fig.3 Expressions of PDGF-AA and bFGF mRNAs in
RSC96 cells (A) and their protein concentrations in
RSC96-CM determined by ELISA (B).
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图4 PDGF-AA和bFGF抑制剂对RSC96-CM诱导的OPCs增
殖的影响
Fig.4 Effects of the inhibitors of PDGF-AA and bFGF on RSC96-
CM-induced OPC proliferation. A-E: Effects of pre-incubation
with AG1295 (C), PD173074 (D) or AG1295 + PD173074 (E) on
OPC proliferation induced by RSC96-CM analyzed using BrdU
incorporation assay; F: Quantification of Brdu-positive OPCs (n=
5). **P<0.01, ***P<0.001 vs control. Scale bar=25 μm.
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RSC96-CM诱导的OPCs增殖，尤其是两者联合使用，

几乎阻断了所有的OPC增殖，这些结果表明，虽然与

B104-CM相比，RSC96-CM中PDGF-AA和bFGF的蛋

白水平稍低，但足以刺激OPCs的增殖，与B104细胞和

SCs 一样，RSC96 细胞也是通过分泌 PDGF-AA 和

bFGF 诱导OPCs增殖。

Erk1/2、JNK等丝裂原激活的蛋白激酶（MAPKs）的

活化是细胞生长、分化和针对各种外部刺激最迅速的反

应事件，在细胞的生长、增殖等活动中起重要作用［29］。

我们先前的研究发现，B104CM诱导OPCs的增殖的过

程要求激活ERK［10］和JNK［11］信号途径。本实验中，我们

同样发现，Erk1/2和JNK信号途径被相应的抑制剂阻断

后，RSC96-CM诱导的OPCs增殖明显减低。这些结果

表明，RSC96-CM通过启动Erk1/2和JNK信号途径诱

导OPCs增殖。

综上所述，我们的研究证实，RSC96-CM具有显

著促进OPCs的增殖，其作用机制是通过RSC96分泌的

PDGF-AA和bFGF激活Erk1/2和JNK信号途径。

由于 RSC96 细胞系培养简单，RSC96-CM 像

B104CM一样容易制备，RSC96-CM也可以作为OPCs

常规培养的扩增剂，这为OPCs体外培养、扩增找到了另

一种新的替代物，为OPCs体外生物学特性和临床细胞

移植治疗神经退行性疾病等研究提供大量的细胞来源。
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