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3～1 8周胎龄人胚胎神经干细胞的分离、培养及增殖 

冯 敏 -，胡 晶z，王莎莉 1，张 苓 ， 

(1．重庆医科大学生理学教研室，重庆 400016；2．重庆医科大学医学检验系实验诊断学教研室 ，重庆 40016； 

3．重庆市南岸区人口与计划生育生殖健康中心) 

【摘 要】目的：在分离、纯化、培养3～l8周胎龄人胚胎神经干细胞(NSC)的基础上，进一步研究3-18周胎龄 NSC的增殖特点。 

方法：从 3～l8周龄流产人胚胎的大脑皮质和神经管组织中分离 NSC，实验分组：A组(3-6周龄 )，B组(7～11周龄 )，C组(12～l8 

周 )；培养、纯化 NSC；以单细胞克隆实验及免疫细胞化学对其进行生物学特性鉴定；计数神经球数 目、直径检测其生长情况。结 

果：从 3-6周流产人胚胎大脑皮层和神经管组织中以及 7一l8周的人胚胎大脑皮层中均分离获得了可在体外生存增殖的NSC， 

经鉴定，该类细胞在生长方式、形态结构、功能特征、表面标志等方面，均具有典型NSC的生物学特征；A组人胚胎 NSC的神经 

球数目和直径均大于 B、c组( O．05 o结论：3～l8周胎龄组 NSC的增殖能力均随胎龄的增加而逐步减弱。 

【关键词】胎龄；人神经干细胞；增殖 
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Isolation，cultivation，purification and proliferation of different gestational age 

hUman embryonic neuraI stem cells 

甩 J7vG M ，e￡nz 

(Department of Physiology，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the proliferation regularity of different gestational age human embryonic neural stem cells after 

them were isolated，cultivated and purified successful1)r．Methods：3-1 8 weeks human embryo were obtained under asepsis con— 

dition，and divided into 3 groups according to gestation age：A group(3~6w)，B group(7-11w)，C group(12-18w)．The each 

group of NSCs were isolated and purified after primary culture，and identified by single—cell clone culture and immunoeyto— 

chemistry．(ICC)To study NSCs growth feature by counting numbers and diameters of neumspheres．Resu／ts：Th e cells could 

survive an d proliferate in vitro which were isolated from 3-6 weeks human emb ryo pallium and neurocanal or 7-18 weeks hu— 

man fetus pallium．Identification of the cells showed that they had the typical feature of NSC biology in many aspects．such as 

growth pattern，morphosis，function feature and surface marker．Th e numb ers and diameters of neumspheres from 3-6w gestation 

age group ale much higher than that from 7-18w gestation age group(P<0．05)．Conclus~n：Succeeded in isolating cells this 

Can survive in vitro for long time from 3~1 8 weeks human emb ryo pallium an d neurocana1．Culture in vitro and identification 

showed the cells were NSCs．Th ere were significant differences in proliferation characteristic of each group，Th e proliferation 

characteristics of little gestation age groups better than big gestation age groups． 

【Key words】Gestation age；NSC；Proliferation 

神经干细胞(Neural stem cell，NSC)是近来神 

经科学领域的研究热点之一，在治疗神经系统损伤 

以及多种神经系统疾病方面具有广阔的临床应用 

前景[11，但人类 NSC来源稀少，增殖缓慢 ，难于在体 

外稳定传代 、扩增 ，使人 NSC的移植的应用受到很 

大限制。本研究从 3～18周流产人胚胎的神经管组 

织或(和)大脑皮层中分离 NSC并进行鉴定 ，在此基 

作者介绍：冯 敏(1976一 )，男，硕士， 

主要研究方向：神经干细胞。 

础上探讨不同胎龄对人胚胎 NSC增殖的影响，为治 

疗神经系统疾病而筛选出较为优化的NSC标本积 

累实验依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 3-18周人工药物流产胎儿 重庆医科大学附属第二 

医院、重庆市妇幼保健院以及重庆市南坪生殖健康中心提供。 
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小磐l细咆 细胞直径约 8一l2 ·．大多旱 个圆球状． 

分散存 郎圩细胞胞质有 大颗粒，少数为不规 

刚 抛啪块 ．直住约 30～4u“，lI．均仃较强 的折光忡 

培养481 后可 少数折光性强的神经球(2～l0个细 
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等的神经球．集薪悬浮生 lt，旱球形 印 形 桑蘸 

状 折光性强． 【成每十九集游的细胞ri]达数 至 

赦雨 1、 l帛代培眷 期一-r 九量 0死 细心及绌Ⅱ世 

碎片 j丕有少量 壁的不规则状细胞，传2～3代后 ． 

细胞碎片 罚̈ 壁̈ 细胞几乎消失 仪和l各个大小不 

等、折圯忡强井涟渐增儿的抻经球 以后每 7天传 

代一次． f4J'i 长期传代可达 I8代 

2 2 人胚 胎 NSC的鉴 定 

2．2 I I；I我 新能力的检测 细胞克隧培养 

多数 N 在培养后24～481]创 舒裂为 !～4 t 

细胞的小克隧 7～l0天均发 为敬 f 数 1 细 

胞的较大的克隆． 消化成单 胞传代后仍能肜成 

克隆球 单十NS{ 胞原f 养时克隆形成率约为 

1嘶．第一代 范降形成率斯20 s％ 

2．2 2 NSC晌酶导分化 

／11 5*FCS礴导神经球分化．4 J1有坤经球贴壁． 

48l 有突起的细胞 臣成．此后分化洲胞逐渐增多，由 

集落发出 旱放射性排列 分化的 胞中．可 _三种 
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m惊黄色 粒沮着．提示为冲璺细胞l圈 1) 

蔓细胞体税较大敬丝多，细胞突 较多I=l桐1， 
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图 7一II周组 』、胚 胎 ． 川 x2ö 

图 10 J：一I 8周组人胚胎 f ．{q(x!fH) 

NSC 刊1绎损伪修复姒埂 刊i绎系统嚷旆的 

治疗中停在L 大的应H1前景 虽然 s‘ 求艨较～J 

泛．赶束迕甫报道执成年 、̂啦崃 j̈藏1导冲蚪前怍 ⋯ 
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中的营养物和溶解的氧的扩散来维持正常代谢。随 

着 NSC的增殖，神经球的形成和体积增加 ，培养细 

胞会因得不到足够的营养物而坏死，所以控制神经 

球大小在坏死临界直径以下是神经干细胞扩增的 

关键[31。实验中我们发现神经球直径超过 2501xm时， 

神经球中心开始陆续出现坏死，此时需要及时分割 

神经球传代培养。传代培养时用连续轻微吹打的方 

法，将直径较大的神经球分割为几个较小的部分， 

而用酶消化的方法虽然可以解离神经球为单细胞， 

但细胞存活力很差，很难保持良好的增殖活性。 

NSC的增殖能力与细胞起源和 自身状态密切 

相关。研究表明，神经细胞发生的时间因动物品种、 

孕期而异，而不同胎龄以及不同部位的人胚胎 NSC 

增殖能力在时间和空间顺序上究竟有何差异，则未 

见报道。本实验通过 3～18周胎龄的人 NSC进行相 

同条件的原代培养和种植密度，来观察 NSC增殖情 

况 ，结果表明：3-6周胎龄组 NSC体外培养 11天 

后，神经球数 目最多，直径最大，出现时间最早。神 

经球达 74．32~7．65个，显著高于 -1 1周胎龄组的 

47．29~14．38个，和 12～18周胎龄组的 24．88~5．01 

个；神经球直径达 342．94~18．3 1 lxm，也显著大于 7～ 

1 1周胎龄组的 251．87~12．66 m和 12～18周胎龄组 

的 142．75~12．62~m；神经球出现时间在 24h以内， 

也显著短于 -11周的48h左右和 12～18周胎龄组 

的 60h左右。这些结果提示 ：不同发育阶段的 NSC 

具有不同的增殖能力，从胎龄越小的胚胎中所获得 

的 NSC增殖能力越强。 

神经干细胞的增殖受着多种因素的影响，通常 

认为丝裂原样生长因子 EGF和 bFGF对神经前体 

细胞均有明显促分裂作用 ，因此它们在调控 NSC 

增殖以及对 NSC特性的维持中起着尤为重要的作 

用is1。我们的前期实验也证实，当培养液中缺乏 EGF 

和 bFGF时，神经球形成非常缓慢，随着培养时间的 

延长，大部分细胞裂解、死亡。近来发现EGF与bFGF 

在调控 NSC增殖中有一定差异 ，NSC上的 FGF和 

EGF的受体类型也不同，它们在调控 NSC增殖分化 

中也起着不同的作用。bFGF主要在胚胎发育早期 

具有维持神经前体细胞的生存和促进其增殖的作 

用，而 EGF主要在发育晚期能促进神经前体细胞增 

殖。Rao[61认为，依赖于 bFGF的神经干细胞发育较 

早，而后形成 EGF敏感的干细胞，最终形成神经球。 

Reimer等171却认为 NSC经 EGF刺激扩增后，再用 

bFGF诱导可增加 NSC和少突胶质细胞的增殖数 

量 ，使正在准备分化的神经元的细胞数量明显减 

少，说明bFGF能调节经EGF扩增后NSC的发育。 

故我们推测，不同胎龄人胚胎 NSC的增殖能力的差 

异可能与 bFGF与 EGF受体的表达存在时空上差 

异有关，但这种差异的具体机制还有待进一步探 

讨。 

(通讯作者：王莎莉，重庆医科大学生理学教研室，邮 

编 ：400016 ) 
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