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Wnt信号通路分子在大鼠神经干细胞分化过程中的表达 
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【摘  要】目的  观察Wnt信号通路主要分子[β-连环蛋白（β-catenin）和糖原合酶激酶-3β（GSK-3β）]在神经干细胞

（NSCs）体系的表达及其在增殖和分化过程中的变化，探讨其在神经干细胞分化中可能的调控作用。方法  采用原代

培养方法，自14～16d大鼠胚胎大脑皮质获得含大量细胞团的NSCs体系。应用含10%胎牛血清培养液诱导NSCs分化。

Western印迹检测NSCs在加入胎牛血清12，24，48和72h后，β-catenin与GSK-3β在分化过程中的动态变化。结果  免疫

细胞化学染色显示NSCs细胞团及散在的单个细胞多呈巢蛋白（nestin）阳性，显示NSCs分化过程中两者存在持续表达，

β-catenin分子表达呈现逐渐减少趋势，而GSK-3β分子表达则呈现逐渐增加趋势。结论  提示Wnt信号通路与NSCs的增

殖和分化过程密切相关，呈现出由活跃到逐步抑制的过程，为研究Wnt信号通路参与NSCs增殖分化调控的机制提供了

载体。 
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Expression profiles of Wnt signaling molecules in differentiation process of 
rat neural stem cells 
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【Abstract】 Objective  To determine the expression profiles of main molecules in Wnt signal pathway, β-catenin and glycogen 

synthase kinase-3β (GSK-3β), in the proliferation and differentiation process of neural stem cells (NSCs), and to investigate the 

possible regulating role of these molecules in the process. Methods  The NSCs were isolated and primarily cultured from rat fetus at 

an embryonic age of 14 to 16d according to reported methods. At 12 to 24h after cultured in the medium containing 10% fetal bovine 

serum (FBS), the cells attached and grew gradually. Western blotting was used to measure the protein levels of β-catenin and GSK-3β 

in the cells treated in the FBS medium or control after 12, 24, 48 and 72 hours treatment. Results  Immunofluorescence assay 

indicated that the cultured neurospheres or single cells were positive with nestin. Western blotting results revealed a continuous 

expression of β-catenin and GSK-3β in the differentiation of the cultured NSCs. β-catenin was in a gradual decreasing tendency, 

whereas GSK-3β showed an opposite change. Conclusions  Wnt signaling pathway is involved in the proliferation and 

differentiation of NSCs, and is active first and then gradually inhibited. These confirm the NSCs biological property of the culturing 

cells and provide a model for studying the role of Wnt signaling molecules. 
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Wnt信 号 通 路 是 细 胞 增 殖 分 化 的 关 键 调 控 环

节，β-连环蛋白（β-catenin）是经典Wnt信号通路主

要的胞浆内效应分子，糖原合酶激酶-3β（glycogen 

synthase kinase-3β，GSK-3β）主要作用是使游离的

β-catenin磷酸化 [1]。该通路广泛参与了包括细胞增

殖、细胞命运特化、细胞极性及细胞迁移等生物学

过程，在胚胎发育和肿瘤发生中有着重要作用[2]。

神经干细胞（neural stem cells，NSCs）作为神经系

统组织细胞的前体，有关其增殖分化过程分子机制

的研究是近年神经科学领域备受关注的焦点[3]。目
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前对Wnt信号通路在NSCs增殖、分化与细胞命运决

定等过程中的作用，文献报道存在较大差异。在哺

乳类神经系统，几年来Wnt信号通路对神经管和神

经嵴细胞增殖、凋亡及命运决定的调控作用逐步受

到关注[4]，如早期对神经管及神经嵴等的研究中提

示Wnt信号分子能促进神经前体细胞的增殖与发

生 [5]。本研究旨在探讨Wnt信号通路分子在NSCs的

增殖、分化和命运决定中究竟发挥何种作用，它们

在不同发育阶段或不同的前体细胞类型中是否存在

差异。此方面的研究不仅有助于阐明NSCs的增殖分

化机制，还将有可能为维持NSCs原始增殖状态、阻

止其分化提供新的线索。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

实验用孕13～16d Wistar大鼠共18只，平均体质量

（350±20）g，由第三军医大学实验动物中心提供。 

1.2  主要试剂及仪器 

β-catenin和GSK-3β多克隆抗体（兔血清）为美国

Santa Cruz公司产品，巢蛋白（nestin），胶质原纤维酸

性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP），神经丝

（ neurofilament ） 和 微 管 相 关 蛋 白 （ microtubule 

associated protein，MAP）一抗为美国Sigma公司生产

的小鼠血清来源的单克隆抗体，辣根过氧化物酶标记

羊抗兔IgG，购自武汉博士德公司，蛋白裂解液（RIPA，

PMSF）购自上海申能博彩生物科技公司，DMEM/F12

培养基购自于美国Gibco公司，优质胎牛血清购自于奥

地利PAA公司，胰蛋白酶购自于美国Sigma公司。解剖

显微镜为德国Leica仪器公司产品；高速台式离心机为

Sartorius 1-15 Sigma ， 德 国 ； 液 氮 贮 存 罐 为

YDS-30-125，四川亚西机械厂；紫外分光光度仪为

U-1800 HITACHI，日本；5%CO2 37℃培养孵箱为

Series Ⅱ  3111 型 ， 美 国 ； 超 净 工 作 台 为 Air Tech 

HS-1300-V，中国苏州；凝胶成像分析系统为SK 300，

上 海 生 物 技 术 公 司 ； 数 码 摄 像 系 统 为 OLYMPUS 

DP70，倒置相差显微镜为OLYMPUS IX51，倒置相差

荧光显微镜为OLYMPUS IX70，均日本。 

1.3  大鼠胚胎大脑皮层NSCs的分离培养 

（1）取孕13～16d Wistar大鼠1只，1%的戊巴比

妥钠30mg/kg腹腔注射麻醉后，碘酊和乙醇消毒腹部

皮肤；（2）在准备室内用无菌手术剪依次剪开下腹部

皮肤、肌肉和腹膜，暴露两侧子宫，顺子宫分离至子

宫角处剪下，放入培养皿中，D-Hanks液中漂洗；（3）

依次去掉子宫壁及胎膜，取胎鼠于75%的乙醇中浸泡

进行皮肤消毒；（4）用眼科剪剪开头皮和颅骨，剥离

暴露出胎鼠大脑，取皮质组织；（5）在解剖显微镜下，

去除脑膜，剪成约1.5mm×2.0mm×1.0mm大小的组织

块，置于D-Hanks液中直接吹打成单细胞悬液，种植

入50ml培养瓶中，每瓶细胞数约为1×106个。培养条

件：DMEM/F12＋20ml/L 50×B27＋20ml/L bFGF，

37℃，5%CO2。待原代神经细胞球（neurosphere）形

成较多时（约4～5d）进行传代。本实验中主要使用第

3代和第4代细胞，巢蛋白免疫荧光染色鉴定NSCs性

状。同时用含10%胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）

的DMEM/F12培养液对NSCs进行诱导分化，后分别

以神经元和胶质细胞的特异标志物神经丝及GFAP

抗体鉴定其多向分化潜能。 

1.4  NSCs的传代培养 

将 培 养 的 细 胞 集 落 收 集 入 离 心 管 中 ， 800～

1000r/min离心2～5min，弃上清液，加入少量条件

培养液，用吸管反复吹打细胞集落，尽量使其分散，

计数细胞后（2×106个细胞/瓶）置入50ml培养瓶中，

加NSCs条件培养液6～7ml，置37℃，5%CO2条件下

培养，依据细胞生长快慢进行传代。在传代过程中，

尽量吹散，但也不能过猛，以免影响其克隆的生长。 

1.5  NSCs免疫细胞化学鉴定 

（1）将培养的干细胞团用4%多聚甲醛固定30min

后涂在载玻片上，在37℃孵箱中烘干；（2）0.01mol/L

磷酸盐缓冲液（phosphate buffer solution，PBS）漂洗

5min×3次，0.3%TritonX-100，室温20min，兔抗巢蛋

白IgG，37℃孵育，1h后转入4℃过夜；（3）0.01mol/L 

PBS漂洗5min×3次，FITC-抗兔IgG，37℃，2h；（4）

0.01mol/L PBS漂洗5min×3次，漂洗后甘油封片，在

荧光显微镜下观察。阴性对照：用0.01mol/L PBS或与

二抗同种动物血清代替一抗进行，其他步骤不变。 

1.6  NSCs的分化 

（1）设立NSCs对照组，同时在NSCs培养瓶中加

入含10%FBS清诱导其分化，观察干细胞的变化；（2）

分别于分化12，24，48和72h终止培养，通过相差显微

镜观察NSCs在分化过程中的形态变化，同时成像；（3）

收集NSCs以及诱导分化后12，24，48和72h一共5个时

相点的细胞，先将培养的细胞收集入离心管中，800～

1000r/min离心2～5min，弃上清液；（4）再将收集了细

胞的EP管置于液氮中冷冻5～10min；最后将细胞收集

于1.5ml离心管（即EP管），置-80℃冰箱中冷冻保存，

用于Western blotting实验中提取细胞蛋白。 

1.7  Western blotting 

（1）快速取所需组织，液氮冷冻、研钵粉碎，加

入苯甲磺酰氟（PMSF，每克组织30µl），冰上孵育
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30min；（2）移入离心管，4℃离心（150×g）15min，

取上清；（3）将0.5g/L标准蛋白溶液稀释为6个浓度，

以蛋白浓度为横坐标,以吸光度值为纵坐标作曲线；

（4）考马斯亮蓝染色测定蛋白浓度，取待测样品进行

检测，根据其吸光度值计算蛋白浓度；（5）用图像分

析软件对扫描结果进行分析，得到平均吸光度值。（6）

每个样品取10µl蛋白质加入10µl上样缓冲液，100℃一

起煮沸5min，进行定性SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳；（7）

然后移至PVDF膜上，用含5%脱脂奶粉的TBST缓冲液

冲洗，4℃孵育过夜；（8）PVDF膜在室温下与β-catenin

抗体（1∶2000）孵育1h，漂洗后入生物素化二抗（1∶

2000）室温下孵育1h，每次孵育之间均用TBST缓冲液

冲 洗 3 次 ， 每 次 10min ；（ 9 ） 二 氨 基 联 苯 胺

（3,3’-diaminobenzidine，DAB）显色，扫描记录。 

1.8  统计学处理 

数据分析采用SPSS10.0统计软件包。计量资料的

比较采用t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  NSCs的培养和鉴定 

原代培养细胞在无血清的NSCs培养液中2～3d

内部分死亡，其余大部分逐步分裂形成多细胞的细

胞团，继续培养后细胞生长旺盛，细胞团数目迅速

增多增大，成悬浮球团状生长，无突起。克隆传代

培养后也形成类似于原代的细胞团（图1）。免疫细

胞化学染色显示细胞团及散在的单个细胞多呈巢蛋

白阳性（图2）。血清诱导分化后NSCs团在12h内即

贴壁并开始发出突起，随后有细胞向外迁移，2～3d

内细胞突起即非常明显，彼此连接形成网络，越往

后细胞分散越为明显（图3）。分化的细胞形态多样，

通过细胞特异性抗原的免疫荧光鉴定，部分细胞呈

现GFAP阳性，为星形胶质细胞，部分呈现MAP2阳

性，为神经元。提示所得细胞为具有良好增殖能力

和多向分化潜能的NSCs体系（图4）。 

分化后细胞大致有3种类型：（1）具有数个粗大

突起的星形胶质细胞样细胞，胞体较宽大，折光性弱；

（2）具有1～2个突起，胞体呈圆形或椭圆形的神经

元样细胞，细胞较小，突起短而少，细胞分散排列，

折光性强；（3）具有多个细长突起的少突胶质细胞

样细胞，细胞大小介于前二者之间。 

2.2  NSCs分化过程中Wnt信号分子表达的动态变化 

Western blotting结果显示，在NSCs血清诱导分

化 12 ， 24 ， 48 和 72h 各 组 中 均 存 在 着 β-catenin 和

GSK-3β的持续表达，随着NSCs分化时间的延长，

β-catenin平均吸光度值呈现梯度减少，表示β-catenin

量呈现梯度下降（P＜0.05；图5）。从NSCs对照组

开始，随着NSCs分化时间的延长，GSK-3β平均吸

光度值呈现梯度增加，表示GSK-3β量呈现梯度增加

（P＜0.05；图6）。经统计学处理显示各组之间存

在明显差异。实验结果表明，NSCs在加入10%FBS

以后，伴随NSCs的分化时间逐渐延长，β-catenin在

NSCs分化细胞中的表达呈现梯度减少，而GSK-3β

在NSCs分化细胞中的表达呈现梯度增加。图7为

β-catenin与GSK-3β两类分子动态变化趋势图。 

 

 
图1  培养3d悬浮生长的NSCs 

Figure 1  Neural stem cells cultured for 3 days (×200) 

 

 
图2  NSCs的鉴定 

Figure 2  Identification of neural stem cells by immunofluorescence 
technique using anti-nestin (FITC×200) 

 

 
图3  FBS诱导分化2d的NSCs 

Figure 3  Neural stem cells differentiated for 2 days using 10% 
fetal bovine serum (×200) 



中华老年多器官疾病杂志  2013 年 12 月 28 日 第 12 卷 第 12 期  Chin J Mult Organ Dis Elderly, Vol.12, No.12, Dec 28, 2013  ·935· 

 
图4  诱导分化7d的NSCs的双标鉴定(Anti-MAP2 FITC/ 

Anti-GFAP Cy3) 
Figure 4  Double staining identification of neural stem cells after 
differentiation for 7 days using anti-MAP2 and anti-GFAP Cy3 

(FITC×200) 

 

 
图5  加入10%胎牛血清后NSCs分化过程β-catenin的Western 

blotting分析 
Figure 5  Western blotting analysis of dynamic changes of 

β-catenin in the differentiation of neural stem cells cultured in 
media containing 10% fetal bovine serum 

Along with the extension of the time of differentiation, the level of 
β-catenin decreases gradually 

 

 
图6  加入10%胎牛血清后NSCs分化过程GSK-3β的Western 

blotting分析 
Figure 6  Western blotting analysis of dynamic changes of GSK-3β in 

the differentiation of NSCs cultured in media containing 10% FBS 
Along with the extension of the time of differentiation, the level of 

GSK-3β increases gradually 
 

 
图7  NSCs诱导分化过程中不同时相点GSK-3β与β-catenin的表达 

Figure 7  Dynamic expression of β-catenin and GSK-3β during 
differentiation of cultured NSCs 

 

3  讨  论 

近年来，对NSCs的研究已经成为神经科学领域

的热点，尤其近年研究发现，NSCs不仅存在于胚胎

神经组织，同样存在于成体的中枢神经系统[6]。人

们希望通过阐明NSCs增殖分化的调控机制，使其定

向神经细胞分化，将有可能实现NSCs应用于中枢神

经系统移植或替代治疗，以及发现调控神经发生等

的手段[7]，也有可能为部分中枢神经系统疾病和中

枢神经系统损伤等疾病的治疗带来希望。目前在

NSCs分化调控机制的研究中已获得一些重要线索，

如发现Notch蛋白的主要作用为抑制干细胞的神经

元方向分化，而促进向胶质细胞方向分化，bHLH

基因家族对NSCs的作用与Notch蛋白正好相反[8]。我

们在实验中从胎大鼠大脑皮质获得了NSCs，另外使

用神经上皮细胞的特异性抗原巢蛋白的抗体来证明

我们所分离的细胞为胚胎早期细胞。在利用10%FBS

诱导以后，再使用星形胶质细胞的特异性抗体GFAP

和神经元细胞的特异性抗体即MAP2，来证明所获得

的细胞群可以分化为神经元和星形胶质细胞等多种

神经系统的细胞。因此，本实验中分离的细胞群具

有良好的增殖能力和多项分化的潜能，具备了NSCs

的基本属性，是中枢神经系统的干细胞，为NSCs的

定向分化提供了基础的实验资料。 

目前，尽管关于Wnt蛋白在神经系统早期发育包括

神经前体细胞增殖分化中的调控作用已有一系列的文

献报道，但有关Wnt信号通路下游分子β-catenin和

GSK-3β等在NSCs增殖、分化与细胞命运决定等过

程中的作用，文献报道存在较大差异。如有基于Wnt

信号分子基因敲除的实验观察中显示，Wnt通路的

激活即β-catenin信号分子的表达增强能促进NSCs的

增殖并阻抑其分化[9]，而有在神经嵴细胞及皮质前

体细胞的研究则认为Wnt信号分子主要是NSCs的一

个分化诱导因子[10]。而在Holowacz等[11]的研究中发

现，封闭了β-catenin基因的NSCs也保持着多向分化

潜能，包括有能力可以克隆分化为神经元和神经胶

质细胞。这一研究结果却表明，β-catenin对于NSCs

的增殖和分化不是必须的，但是对于神经前体细胞

的黏附和存活是必须的。因此，在NSCs增殖和分化

过程中，Wnt信号通路分子的表达和动态变化的研

究非常有意义，在各种外源性因素和细胞因子的影

响下，Wnt信号通路在NSCs的增殖和分化过程中，

是部分参与、不参与或者是起决定性作用，对此值

得进一步研究和探讨。 

为 了 更 好 地 阐 明 Wnt 信 号 通 路 中 β-catenin 和

GSK-3β等 调 控 分 子 在 NSCs增 殖 分 化 过 程 中 的 作

用，本实验通过建立离体的NSCs培养体系，首先应

用含10%FBS培养液诱导NSCs分化，为探讨NSCs增

殖和分化的机制提供了稳定的载体，其次观察了

NSCs血清诱导分化过程中主要Wnt信号分子的动态

表 达 变 化 。 结 果 发 现 ， 随 着 NSCs分 化 的 进 行 ，
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β-catenin表达量逐渐减少，而GSK-3β蛋白表达量逐

渐增加；显示了一个Wnt信号通路由活化状态逐步

走向抑制的过程。也提示β-catenin，GSK-3β与NSCs

增殖和分化存在着密切的关系，它们可能是胚胎发

育过程中NSCs增殖与分化的关键调控因子。有的研

究显示脑神经营养因子对于离体的NSCs分化为神

经元和少突胶质细胞的作用，最可能就是通过激活

Wnt信号通路[12]。巨细胞病毒的感染造成大鼠胚胎

神经系统的畸形，被证实显著地抑制NSCs的增殖与

分化，也是通过抑制Wnt信号通路的关键分子的表

达来影响NSCs的分化[13]。这与我们的研究结果是相

一致的，NSCs的分化可能受到众多因素的影响，但

是各种神经营养因子、生长因子、细胞黏附因子和

外源性因素在NSCs分化过程中通过激活Wnt信号通

路的关键点究竟在哪里还有待于进一步的观察，它

的下游调控机制依然没有完全阐述。另外有必要在

进一步干扰和封闭Wnt信号通路后，进行流式细胞

仪监测和计数以继续观察NSCs分化细胞数比例改

变的情况，以进一步论证相关的研究结果。 

Lie等 [14]发现，成年海马NSCs或者神经前体细

胞均表达Wnt蛋白的受体（Fz）和相关信号通路的

调控分子，结合既往一系列研究，显示NSCs具有接

受Wnt信号分子调控的物质基础。血清诱导NSCs分

化代表其逐步失去强大增殖能力与多向分化潜能，

基因水平可理解为部分基因的特异性关闭，而另一

些基因出现表达，β-catenin和GSK-3β在此分化过程

的相反变化即符合这一原则。但血清诱导如何导致

GSK-3β表达的上调，从而导致Wnt信号通路的主要

胞浆内效应分子的抑制，是否也经由Fz受体步骤，

还有待研究。总之，结合其他的各项研究结果，虽

然 有 的 研 究 认 为 NSCs 的 增 殖 和 分 化 可 能 是 通 过

Notch通路、STAT3通路等信号通路在发挥调控作

用，Wnt信号通路仅对于NSCs的黏附作用是必须的。

但是，我们在研究中认为，Wnt信号通路分子一直

调控NSCs的功能和发育，与NSCs的增殖和分化过程

是密切相关的。如果能够激活Wnt信号通路的活动，

是否可以通过调控下游Wnt信号通路分子的表达来

抑制神经发生的过程，从而导致NSCs增殖的加强，

还需要以后的研究加以验证。 
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