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简易雪旺氏细胞培养方法及用于凋亡实验的研究 

曾赵军 李昌琪“ 伍校琼“ 罗学港“ 曾志成“ 

【摘要】 目的 寻找一种快速简他的雪旺氏细胞培养方法以期获碍研究神经再生的维【胞材料并用于细胞橱亡的宴验研究一 

方法 承用两次差速贴壁结台 A仆c法虢得雪旺[e匀lj胞，加八过氧化氢井经 1％的碘化吡啶(P1)染色观察雪旺氏细胞凋亡的情况。 

结果 采用该法能获得较缒n0雪旺氏细胞；加人过氧化姜后盔 1％的磺化吡啶(PI)染色雪 lJ十氏细她有不同程度的捌 亡 =结论 过 

氧化氢产生的氧⋯ 基能诱导细胞晌 ，提示在神经组织的乜 伤过程c 神经胶质细胞的凋亡可能与氧 自由基损伤有关 
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近年来研究表明，雪旺氏细胞在神经损伤与修复 

过程中，通过分裂增殖及分泌多种活性物质 ，尤其是神 

经营养因子( )，对神经元存活和死亡 、轴突的再 

生、髓鞘的形成及信号传递具确重要作用“ 。因此，可 

将雪旺氏细胞直接移植到受损的周围神经或采用基因 

修饰的雪旺氏细胞移植到受损的中枢神经系统．以达 

到修复损伤、促进神经再生的目的。雪旺氏细胞组织 

来源主要是周围神经和背根神经节组织。培养的关键 

在于去除混杂在其中的成纤维细胞，以获得较纯的雪 

旺氏细胞。本实验采用阿糖胞苷(Ara-c)结合不同时 

间差逮贴壁法分离、纯化雪旺氏细胞并用于细胞凋亡 

的实验研究．． 

材料与方法 

一

、 培养液：DMEM干粉 10 g(GIBCO公司)， 

NaHCO~3 7 g，加亚沸水至 1 O0O Hd搅拌充分溶解，通 

人 co2调节 f)H值至 7．0后，用 0．22坤 的微孔滤膜过 

滤除菌，分装，4℃保存 使用时加人胎牛血清和抗生 

素，使培养基含血清浓度为 20％，青霉素 100 u， ．链 

霉素 100 Hd。 

二、分离纯化雪旺氏细胞及培养 ：选用新生2—5 d 

的 sD乳鼠8～10只，无菌条件下取双侧坐骨神经及臂 

丛神经，放人无钙、镁离子的灭菌 Hm~k's液巾，将其剪 

成0．I～0 3 em长的小段，仔细地去除神经外膜，将其 
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剪成 0 1 CD1×0 1 cm×0．1 cm的小块，然后移至涂有 

鼠尾胶原的培养瓶内，间隔接种组织块，将培养瓶底壁 

用少许培养液润湿，放人 37。C、5％ co2培养箱内静置 

4～5 h后加入含20％血清的培养基静置培养，待组织 

块贴壁后换液。为快速去除分裂的成纤维细胞，分别 

在组织块贴壁后 45～60 min后吸取培养瓶内培养液 

(含未贴壁细胞)，接种于另外的含鼠尾胶原的培养瓶 

内(A)，30～45 mln后再次吸取(A)培养瓶内培养液 

(古未贴壁细胞)，接种于另外的含鼠尾胶原的培养瓶 

内(B1)，24 h后将(B )培养瓶更换为含阿糖胞苷(终浓 

度为10—5)的培养液培养48 h，而后洗净阿糖胞苷，更 

换为含 20％血清的培养基静置培养 2—3 d。另外 

组培养瓶( )仍用普通培养液培养 

三、雪旺氏细胞传代培养：使用含阿糖胞苷培养液 

培养的细胞，观察有无明显成纤维细胞生长，待细胞长 

满瓶底或细胞生长达 80％融合后，吸去瓶内培养液， 

用无钙、镁离子的灭菌 Hanks液清洗一次，加入新鲜配 

制的0．125％的胰蛋 白酶 1 ml，润湿长有细胞的瓶壁， 

37。C消化2～3 min，镜下观察，当细胞突起回缩，胞体 

变圆后轻轻吸去消化液，缓缓加入有血清的培养液 3 
～ 5 rnl终止消化并用玻璃吸管吹打瓶壁 lO～15次，使 

细胞脱落，记数后按一定比例(1：2)进行传代，继续放 

人 37。c、5％ CO：培养箱内静置培养。 

四、培养细胞的观察：原代培养及传代培养的细胞 
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在倒置显微镜下观察，比较 A、B．、 二种培养瓶内细 

胞的生长情况并摄影 

五、免疫组织化学染色鉴定：将细胞接种于盖玻 

片，培养 2 d后弃去培养液，用灭菌的 H：mk％液清洗一 

次，加入 4％多聚甲醛 4cc固定 2～3 h，PBS清洗 3次 

后浸入 10％的蔗糖溶液中4。c保存 24 h或直接进行 

S一100免疫组化染色(ABC法)。 

六 -细胞凋亡的研究：将传代培养的雪旺氏细胞(F4 

代)培养液中加入2．00％的过氧化氢，使其终浓度分别 

为0．9．2．5％-Ol50％，1．oo％；于 37。C、5％ CO,培养箱内继 

续静置培养 24 h后，加入 1％的碘化吡啶(PI)继续静置 

培养 4～6 h，荧光显微镜(Nikon)下观察并扪照。 

结 果 

一

、 细胞的生长情况：A、 瓶内培养细胞 4～5 d 

后生长呈放射状，此时生长的细胞为雪旺氏细胞(70％ 
～ 80％)和成纤维细胞 (20％)；雪旺氏细胞多数呈梭 

形，胞体较小，有两个细长的突起，而成纤维细胞胞体 

较大，扁平，多为不规则形或多角形，有时为梭形(图 

1，2) B2瓶内培养细胞4～5 d后生长呈团块状，此时 

生长的细胞多为雪旺氏细胞，胞体较小，呈梭形，有两 

个细长的突起，常呈线状、阿状排列。成纤维细胞极 

少，单个散在。8 d后雪旺氏细胞生长速度变慢，细胞 

形态仍正常。有少许皱缩细胞浮于培养液中 传代培 

养的细胞基本为纯净的雪旺氏细胞(图3)。 

图 1，2 A、B1培养瓶内培养细胞：为雪旺氏细胞c 一80％)和 

成纤维细胞f∞％)：雪旺氏细胞多数呈梭形。胞体较 

小，有两个细长的突起，而成纤维细胞胞体较大，扁 

平，多为不规则形或多角形。放大倍数 1O0× 
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图3 B2培养瓶内培养细胞 ：多为雪旺氏细胞 ．胞体较小， 

呈梭形，有两个细长的突起，常呈线状、网状排列 成纤维 

细胞极少，单个散在。放太倍数 100 x 

二、S-100免疫组化染色：A．1j．瓶_匈培养细胞 ~1(30 

免疫组化染色阳性率为60％～80％，附降细胞呈黄棕色， 

胞体较小，有两个细长的突起，梭形，R瓶内培养细胞及 

传代细胞 S-100免疫组化染色m 率明显多于 A、B．组， 

为93％～98％，显微镜下基本布满整个视野 

三、细胞罚亡的研究：传代培养的雪旺氏细胞(F4 

代)培养液中加入 2 00％的过氧化氢．于37。C、5％CO, 

培养箱内继续静置培养 24 h后，加入 1％的碘化毗啶 

(PI)继续静置培养 4～6 h，荧光显微镜(Nikon)下观察 

发现过氧化氢终浓度分别为0 25％，0 50％，1 00％的 

培养雪旺氏细胞有不同程度的凋亡，橱亡细胞在荧光 

显微镜下呈现浓的亮黄乜，胞体有不同程度的皱缩或 

变圆；而正常雪旺氏细胞则为浅绿色，棱形(图4)。 

图4 过氧化氢终浓度为 0．50％的雪旺氏细胞经 1％的碘 

化吡啶染色显示雪旺氏细胞有不同程度的凋亡．凋 

亡细胞在荧光显微镜下呈现浓的亮黄色，胞体有不 

同程度的皱缩或变圆；而正常雪旺氏细胞则为浅绿 

色，梭形。放大倍数 188× 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


268 

周围神经再生时，雪旺氏细胞是神经营养因子的 

主要来源，这些神经营养因子及其它活性物质刺激雪 

旺氏细胞有丝分裂，通过表达相关原癌基同，如 C—ju．、 

8cl一2、c—rrb,c P50等调节细胞激酶磷酸化过程．促进神 

经元存活及轴突再生 鼎近日外研究者将 -hwann 

细胞种植到受损脊髓、脑干等部位，发现 Schwam,细胞 

也能诱导中枢轴突的生长，促进神经元再生 。而移 

植技术的运用需要大量的雪旺氏细胞 因此，需要一 

种快速简单的雪旺氏细胞培养方法来提供细胞材料 

雪旺氏细胞培养有多种方法，培养的关键在于如何去 

除成纤维细胞，尽可能地纯化雪旺氏细胞 而常用的 

ra一12、Fdu抗有丝分裂法 、差速贴壁法、免疫抗体选择 

法虽各有特点，但都存在或多或少的缺点，有的步骤繁 

杂或成本高，有的去除成纤维细胞数虽有限 。本实 

验采用两次差速贴壁结台 Am—c去除成纤维细胞，材 

斟易得，步骤简单，纯化效果较好，为神经再生的研究 

打下了基础。雪旺氏细胞除分泌神经营养因子 NTFs 

外、还能产生不同的细胞粘附分 l『(CAMs)，如 N．CAM、 

N．Ca~mdn、Ll／Ng、CAM、MAG等，这 粘附分子在神经 

元存活、轴突生氏中有--一定的诱导作用并调节其生长 

速度和方向。此外，还可分泌细胞外基质(ECb1)，如层 

粘连蛋白、I～1V型胶原，他们郁参 与神经再生微环境 

的构成，能促进轴突生长 。。 。在雪旺氏细胞培养中， 

取材神经组织内成纤维细胞难以除尽，而成纤维细胞 

生长贴壁要快于雪旺氏细胞，短期内生长成片，使雪旺 

氏细胞纯度降低。采用两次差速贴壁结合 Afa—c法能 

去除绝大部分的成纤维细胞，获得较纯的雪_』千氏细胞， 

s．1(x】免疫组化染色结果证实了这一点。 

我们在上述雪旺氏细胞培养液中加入微量的过氧 

化氢，经 1％的碘化毗啶(ei)染色后发现培养的雪旺氏 

细胞有不同程度的凋亡。而微量的过氧化氢是体内产 

生氧自由基的载体，已有文献报道过氧化氢产生的氧 

自由基能诱导细胞的凋亡 “⋯。我们的实验也提示在 

神经组织的创伤过程中有神经胶质细胞的凋亡可能与 

氧自由基损伤有关。因此，我们推测如果在神经修复 

与再生的过程中，对创伤的神经组织给予适当的抗氧 

自由基治疗将有利于神经的修复与再生。总之，运用 
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两次差速贴壁结台 Ara c法培养雪旺氏细胞是一种快 

速简便有效的方法，为以后的神经再生与掬亡的研究 

奠定了实验基础 
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