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大鼠神经干细胞分离和培养的实验研究
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【摘要】目的：探索体外培养大鼠神经干细胞( Neur al st em ceus，Nscs)的方法和实验条件，建立一种较为可靠的神经干细胞培

养方法。方法：分别选取孕14～16dsD胎鼠和新生1d的sD大鼠进行神经干细胞培养，采用单纯机械吹打和机械吹打加酶消化丽

种方法进行消化，对培养出的细胞进行神经干细胞、神经元、神经胶质细胞的免疫细胞化学和免疫荧光鉴定。结果：用2种来源

的大鼠培养出的原代细胞，均表达Nest i n，诱导分化后的细胞表达GFAP和MAP- 2。结论：大鼠神经十细胞的原代分离与培养的关

键是单细胞悬液的获得，消化液浓度太高或消化时间太长，容易因消化过度致细胞损伤甚至死亡。胎鼠来源者神经球形成早，

数量多。增殖活力更强，但原代取材过程易被污染。新生鼠来源者鼠源易获得，组织取材过程操作简单，但神经干细胞成球率低。
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NScs是一种原始的未分化细胞，它有和成熟神

经细胞相同的基因，且具有自我增殖和多向分化的

潜能，神经干细胞研究是21世纪生命科学研究的重

要领域。自从Reynol ds等川人从成体脑组织内分离出

NScs以来，此领域的研究已经取得了长足进展，这

不仅给神经损伤的修复及神经系统退行性疾病的

治疗带来了新的希望，而且通过建立体外模型，利用

NScs高度可塑性及对疾病和内环境因素变化的敏

感性，在模拟疾病环境下 观察NSCs的变化，以此来
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诊断神经系统疾病的方法正逐步走向临床。而NSCs

的体外分离与培养正是进行这些研究的基础，为

此，我们探索了大鼠NSCs体外分离与培养方法，现报

道如下。

1材料与方法

1．1 实验动物

孕14—16dSD胎鼠，清洁级新生1dSD大鼠。

1．2培养基

DMEM厅12( 1：1) ( H”l one公司)，2％的％( Invi tmgen公

司)、20f l咖l EGF(Pepmtech公司)和20| l g／ml b—FGF( Pepmt ech
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公司。

1．3组织取材

孕龄14一16dsD孕鼠1只，给予3．5％水合氯醛0．1ml／l【g腹

腔麻醉，橡皮筋将其仰卧固定于硬木板上，消毒腹部皮肤，剪

开腹部 皮肤肌肉，进 入腹腔，暴 露子宫，迅速 分离} f {胎鼠，放

进盛有75％酒精的小烧杯中，移进超净工作台，无菌条件下

取出胎鼠脑组织．放人盛有冰冷的D—Hanks液的培养皿中。

新生1dSD大鼠4只，于一20℃冰箱内放置5mi n，放进盛有

75％酒精的小烧杯中浸泡5mi n，移进超净工作台，无菌条件

下取出大鼠脑组织，放入盛有冰冷的D—H粕ks液的培养皿中。

1．4脑组织的消化

新生1dsD大鼠脑组织采用以下2种方法进行消化，并比较

其消化效果，根据比较的结果，胎鼠来源的脑组织仅采用了

后面一种消化方法。

1．4．1单纯机械吹打用眼科镊仔细分离脑膜，去除脑干和

小脑，剩余组织用眼科剪剪碎，用巴氏吸管反复吹打成乳糜

状，经200目细胞筛过滤，过程中仍用巴氏吸管吹打，获得单

细胞悬液。

1．4．2机械吹打加酶消化脑组织剪碎后加入10倍体积消

化液， 消化液浓度分 别选用0．1％胰蛋白酶一o．02％EDTA消化

液(Hycl one公司)，O．25％胰蛋白酶一0．02％EDTA消化液，0．5％

胰蛋闩酶一o．02％EDTA消化液。37℃孵育15mi n，将细胞液盛

于培养瓶内于倒置屁微镜F观察有较多单细胞时，10％胎牛

血清(杭州四季青公司)终止消化，经200目细胞筛过滤，获得

单细胞悬液。

1．5接种

将机械吹打加酶消化法获得的单细胞悬液用无生长因

子的培养基冲洗2次，1 000r／mi n×5mi n离心，完全培养基毫悬，

分别按5×104个／ml、5×l ( )5个／ml、5×106个，ml密度将细胞接

种于50ml 培养瓶中，置于37cc、5％C0：培养箱中培养。

1．6换液

2—3d后，若细胞生长良好，培养液由红色变微黄， l 000r／mi —

n×5mi n离心后 半量换液。

1．7传代

7～9d后对细胞进行传代。传代前显微镜下随机选取10个

高倍视 野，计算平均 每个视野的 神经球数，用 互±s表示翻。采

用巴氏 吸管轻柔吹打 ，并用0．1％胰蛋白酶一O．02％EDTA消化

液l I I l l 371：孵育10mi n，10％胎牛 血清终止消 化后再行吹 打，

离心，十细胞培养液重悬细胞，按l：1．5比例进行传代，对于神

经干细胞球小于0．5个，HP则不进行分瓶，对神经干细胞球小

于0．1个／HP者合于同时接种的其它培养瓶中。

1．8神经干细胞的鉴定

将生长良好的第3代神经球吹散后爬片，固定，进行神经

上皮干细胞蛋白( Neum印i 山ehel i al st em cel l pmt ei n，Nest i n) (博

士德生物丁程有限公司)的免疫细胞化学染色及免疫荧光染

色鉴定。用含10％胎牛血清的DMEM，F12诱导神经干细胞分

化，7d后行微管相关蛋白一2(Mi crot ubul e associ al ed pmtei n一2，

MAP一2) (博士德生物工程有限公司 )和神经胶质酸f 生蛋白(Gl i al

肪r i l l ar y∽ i di c pmtei n，GFAP) (博士德牛物工程有限公司)的

免疫细胞化学染色及免疫荧光染色分别鉴定神经元和神经

胶质 细胞【31。

1．9统计方法

实验中数据分析采用sPssl 4．0统计软件，平均数用；±s

表示，两 两比较采用LSDl 检验，检 验标准为口=O．05。

2结果

刚接种的细胞为圆形，边缘光滑，折光性强，其

中混有较多双凹圆盘状细胞，次日可见较多红细胞

贴壁，聚集成团，并有较多细胞碎片，贴壁细胞中可

见少量有突起的细胞，悬浮 细胞中可见哑铃状二分

裂细胞及3～4个细胞形成的神经球。3d后可见葡萄

串状和桑椹状细胞球，7～9d后可见新旧不等的葡

萄串状、桑椹状和蜂窝样细胞球(见图1) 。

a．冈4接种的细胞倒置相差显微镜×100；

b．培养第2d，红细胞聚集倒置相差显微镜×200；

c．培养第2d，贴壁的细胞倒置相差显微镜×200；

d．培养第2d。哑铃状分裂的细胞倒置相差显微镜×400；

e．培养第4d，新生神经球倒置相差显微镜×400；

f ．培养第9d，成熟神经球倒置相差显微镜×400

图1 培养中神经干细胞的变化(新生SD大鼠来源，采用机械

吹打加O．25％胰蛋白酶一0．02％EDTA消化液消化)

相同条件下(均采用机械吹打加o．25％胰蛋白酶

一0．02％EDTA消化，按5×105个／“密度接种)的胎鼠
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和新生大鼠脑组织细胞，前者神经球出现的时闻更

早，球体更大，细胞活力更好，7d后，平均每个高倍

视野下神经球计数分别为(8．79±2．31)个／HP，( 3．47±

&82)个缀职缝阕有暖显的统计学差雾c觅图2) 。

a．貉鼠来源酶裤经球镪 遥穗差显徽镱×4∞；

b．新乍鼠来源的神经球倒置相差显微镜×400

网2 2种来源细胞形成神经球比较(采用机械吹打加O．25％

胰蛋白 酶一O。02％E翻陵消化液 酶淡佬培养 筹8d}

原代取材消化过程中，单纯机械吹打和加O．1％

胰蛋白酶一0．02％EDTA消化液得到的单细胞悬液中

食有较多小缀织块，经培莽羼重颏聚集成较大块缰缓，

使其闻的缁胞不能充分获得营养物殿而逐渐衰老死

亡(见图3)。加0．5％胰蛋白酶一0．02％EDTA消化液孵

育者，次日培养瓶巾出现云絮状物质，霹未见有细胞，推

测消讫过凌致缨胞死亡。加0。25％胰蛋白酶一o．92％

EDTA消化液孵育，并在显微镜下控制消化时间者，

细胞生长较好，接种24h后即可看到哑铃状二分裂细

胞，72h后可冕葡萄串状穗桑撩状缨臆球，为本实验原

代取材过程中最佳消化方案。

a．采用单纯机械吹打接种的细胞，与阁1 a采用机械吹打

加酶消化法接种的细胞相比，细胞中有较多组织块倒置棚差

显徽镜×200滂饮毪缨胞聚繁成匿倒置钽熬鼹徽镜(×2∞)

图3消纯举建的表现{胬生SD大鼠来源，莱用单缝枧械欧

打法消化)

薪生鼠来源细胞接种密度为5×l ∥个埘者，
2～强，蕴缨魏及残熟享睾经细胞死亡聪，疆徽镜下可

见活细胞极少，7d后平均神经干细胞球数均小于0．1

个J，HP。新生鼠来源细胞接种密度为5×l O卟／ml 者，

培养l ～2纛时细胞生长矮盛，培养液2霹h惹开始变簧，

需每天换液，而频繁换液导致细胞生长情况逐渐恶

化，已形成的神经球老化速度加快，单个细胞生长

不良，7d后，培养液中仅见衰老的神经球，貌种细胞

经传代后增殖不良而逐渐死亡。接种密度控制在

5×l 伊个 ，ml 者，可基本避免 上述情况，平均2～3f {需

换液1次，7纛着培葬滚缨麓球较多，置经传代后细麓

生长情况 较好。

传代过程中采用单纯机械吹打，所获得的传代

细胞孛J爨残存一定数量的绥臆球，不能充分分散。加

酶消化后的细胞残存细胞球极少，但偶可因酶对细

胞的损伤引起传代后细胞增殖能力降低，成球速度

缓慢，成球 率低，形成的神经 球较小。

形成的棒经球，经嚣esl i n免疫细胞仡学及免疫荧

光染色阳性，证实为神经干细胞。诱导分化后形成

有突起的细胞，经微管相关蛋融一2( MAP一2)和神经

胶旋酸性蛋自免疫细施化学及免疫荧光染色均有

阳性细胞f见图4)，表示获得的NScs是具有分化为神

经元和神经胶质细胞能力的NSCs。

a．胎 鼠米源 神经球( 采用机械 吹打加o．25％ 胰蛋臼 酶一O．02％EDTA消

化液消化，原代培养第7t 1) n酬i n免疫细胞化学染色(×4I [ ) ( ) )；

} J新生 鼠求源神经 球(采用机械 吹打加O．25％胰蛋f气酶 一O．02％EI yrA

消化渡 瀵位，缀 代培赛黎7t l j ne毹i n免疫芡毙染色( x 4∞) ；
e．麓鬣来源分耗绥熬 (诱导分纯 第7d)麓A弘2受疫缓魏纯学染色
(×400)：

d．新生鼠来源分化细(诱导分化第7d) 胞MAP一2免疫细胞化学染色
(×400)：

e．胎鼠涞潦分化细胞( 诱导分化第7d)G队P免疫荧光染色(×400)：
f t 薪囊簸来源懿分纯缁蕤( 诱导分像繁7f 1)GFA彰邑疫绥稳焚龙染色

( x4∞)

图4 N8Cs及分化细胞的染色鉴定

3讨论

实验研究发现，大鼠NScs的原代分离与培养过
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程中关键在于单细胞悬液的获得，其中消化液浓度

的选择獠消化时阀的掌握尤为藿要，浓度太离或消

纯时闼太长， 容易| 天| 消化过度致细胞损 伤甚至死亡，

而浓度太低或消化时问太短，易造成消化不魑致组

织块残黯，细胞容易聚集成团，导致中间的细胞缺

乏营养物质瑟衰老死亡。在参考了以往文献的基础

上，经过反复实验，最后选用机械吹打加O．25％胰蛋

白酶一0．02％EDTA消化液37℃孵育，孵育时间在显微

镜下观察掌握，一般在15mi n左右，结果证实采取这

一方案种植的细胞生长良好。另外，原代取奉考过程

中的污染控制也很重要，一定要保证无菌操作。

在以往的研究中，大鼠神经于细胞的体外培养

既有取树于薪生大飘，也有取謇|予胎鼠印l 。本实验

对2种来源的神经千细胞培养方法进行了比较，采

用相同的消化条件、接种密度、无血清培养撼进行

培养，培养凼的神经球分别进行纲胞表匠抗原№st 扭
免疫组纯染色和荧光染色，均显示为阳性，虽形成

的神经球经传代吹打消化形成鹪细胞后还能重新

生成新的神经球，表明其具有自我更新和增殖能力。

裤经球经胎字蛊清滋合培养诱导分纯后均能形成神

经元和NSCs， 表明培养出的细胞具有多向 分化的潜能，

进一步证实2种方法均能培养出神绛干细胞，但各有优

劣：胎鼠来源 者神经球形成更早，数量更 多，增殖活力

更强，德缀 织取誊孝过程稍 复杂，容易造成取耪 过程孛

细胞被污染，胎鼠的胎龄需要严格控制。新生鼠来

源者鼠源容易获得，组织取材过程操作简单，容易

控麓污染，但神经干缨脆戒球率受低。
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酶等。这一发现鸯众S贪导的认知障碍的l 囊床治疗

提供了一条新的思路。那么提高模型大鼠海马的

RGMa表达水平能否起到与此类似的作用，以及提高

龚何释程度蠢待进一步研究。
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