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人胎脑星形胶质细胞原代分离培养及鉴定

Primary culture and identification of human fetal astrocytes
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　　提　要:目的　探索并建立人胎脑星形胶质细胞的原代培养方法。方法　分别以组织块法和消化法分离 、培养和纯

化人胎脑星形胶质细胞 ,并用形态学观察和免疫细胞化学方法进行鉴定。结果　组织块法的培养效果优于消化细胞培养

法;原代培养 、纯化的细胞生长稳定 ,经鉴定为星形胶质细胞。结论　采用组织块法原代培养人胎脑星形胶质细胞 , 简单

易行 、所获细胞纯度高 , 可用于体外星形胶质细胞的进一步研究。

　　星形胶质细胞的形态和功能变化是多种脑疾病过

程中共同的基本改变 ,因此建立一种高效 、稳定的人脑

星形胶质细胞的原代培养方法在脑疾病发生机制和治

疗研究中具有重要意义。目前 ,正常人来源的星形胶

质细胞原代培养方法在国内外文献报道较少 ,且与其

它物种和类型细胞的原代培养相比 ,具有标本来源少 、

及时取材不易 、难以控制细胞纯度并保持细胞性状等

特点
[ 1 , 2]
,培养难度相对较高 。本实验成功地分离 、培

养并纯化了人胎脑星形胶质细胞 ,并运用形态学 、免疫

细胞化学方法进行了初步鉴定 ,为进一步研究星形胶

质细胞的功能奠定基础。

1　材料与方法

1.1　标本来源
　　用于进行星形胶质细胞原代培养的标本来源于我校附属

大坪医院妇产科住院患者自愿引产之胚胎(胎龄 5 个月)。 取

材前征得孕妇同意。于引产后胚胎死亡 1 h 左右取材。

1.2　细胞培养 、纯化
　　无菌条件下于胚胎前囟对应的大脑皮质内取材 , 大小 2 cm

×2 cm×2 cm。以无血清培养基漂洗2 次 , 去脑膜 ,剪碎后加入

30 倍体积的 0.25%胰酶消化 10 min。经 80 μmol L 孔径的不锈

钢网过滤 ,滤出液移入 10 ml离心管 , 1 000 r min , 5 min;取管底

有形成分转入培养瓶中 , 加入含 25%胎牛血清的 F12-DMEM

(Gibco)完全培养基 5 ml ,于 37 ℃,含 5% CO2 混合气体孵箱中

进行培养。取钢网上未滤过部分转入培养瓶中进行组织块培

养 ,先加入 F12-DMEM 完全培养基 5 ml , 缓慢将培养瓶翻转放

置 , 2 h 后再翻转至正常状态。 24 h后换液继续培养。

　　培养 8 d 后 ,以 0.25%胰酶消化并重新贴壁 , 2 h 后弃去悬

浮细胞;之后每隔 3 ～ 4 d 重复上述消化步骤 1次 , 约14 d左右。
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至常规培养后 , 将细胞接种于预铺无菌盖玻片的 6 孔培养板 ,

待第 3天细胞基本汇合后取出细胞爬片 ,常规固定 , 进行鉴定。

1.3　GFAP 免疫细胞化学染色鉴定
　　以星形胶质细胞特异性标志胶质纤维酸性蛋白(GFAP)表

达与否作为鉴定指标之一[3] 。采用 S-P 法。鼠抗人 GFAP 抗

体 、S-P免疫组化试剂盒及显色剂均购自武汉博士德生物工程

有限公司 ,按说明书进行操作 , 染色前细胞经 3%Triton×-100

处理 20 min。以 PBS 代替一抗作为阴性对照 , 阳性对照采用已

知GFAP阳性的人脑星形胶质细胞 ,以胞浆内出现明确棕黄色

反应判定为阳性结果。

2　结果

2.1　形态学观察结果
　　倒置显微镜下观察 , 细胞于 24 h 开始贴壁并伸出突起;两

种培养方式均有细胞贴壁 , 但以组织块接种 , 翻转培养者细胞

量多 ,消化离心所获细胞悬液者贴壁量较少。随着培养时间延

长 ,细胞体积逐渐增大 , 突起伸长;至第 8 天细胞汇合 , 以梭形

或多角形细胞为主 , 有的体积大。反复消化贴壁筛选之后 , 细

胞形态逐渐变得较单一 , 呈梭形或星形 , 突起较长 , 胞质丰富 ,

核大 , 境界清楚。染色质浅 、均匀 , 有 1 ～ 2 个核仁 , 居于核中

央 ,见图 1。

图 1　培养的人胎脑星形胶质细胞　(倒置显微镜×200)
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2.2　免疫细胞化学染色结果
　　绝大多数培养细胞的胞质内可见不同程度的 GFAP 阳性信

号 ,部分细胞突起起始部也有较强表达 , 核阴性 ,见图 2。

图 2　培养细胞胞浆内 GFAP棕黄色反应,呈较强阳性 ,

突起内也有阳性表达　(S-P×200)

3　讨论

　　由于人体体内环境相当复杂 ,影响因素众多 ,而体

外原代培养细胞能在一段时间内保持体内细胞的生长

及功能状况 ,故建立体外细胞模型成为众多实验研究

中一种不可或缺的基本研究方式和材料 。

　　获得高纯度细胞是原代培养成功与否的关键 。通

过本实验 ,我们体会到星形胶质细胞原代培养过程中

应注意以下几点:①取材时间应尽可能早 ,一般死亡超

过3 h后几乎不可能培养成功。 ②取材部位应定位在

大脑的皮质层 ,尽可能避免神经元比较集中的深层部

位 ,如嗅球 、基底节 、海马区等 ,这些部位的神经元具有

较强的分化能力 ,可在体外培养数月之久 。③取材时

还应注意彻底去除软脑膜 ,因软脑膜含较多纤维母细

胞 ,易形成优势生长 。④细胞筛选的时机 、过程十分重

要 ,大脑皮层中细胞种类相对较少 ,真正能对星形胶质

细胞的培养纯度产生影响的是少突胶质细胞
[ 4]
。利用

这两种细胞在贴壁速度和能力上的差别 ,通过对细胞

反复进行贴壁-消化处理 ,能将贴壁能力较差和 或贴

壁时间较长的少突胶质细胞去除。两种细胞贴壁能力

的差异突出表现在培养 2 h左右 ,故筛选时机宜选在

此时 ,太早对星形胶质细胞的损失过大 ,也达不到筛选

的目的;太迟则少突胶质细胞的贴壁率明显增加 。另

外 ,由于正常星形胶质细胞生长速度较慢 ,故第 1次筛

选的时机应视细胞总量及生长情况而定 ,一般在 8 ～

10 d左右 。8 d以前细胞生长较慢 ,10 d之后则出现几

何数字式生长 ,均不利于筛选。优化细胞生长环境也

是成功获得原代培养细胞的重要环节 。常规条件下 ,

很多细胞培养时用新生小牛血清或胎牛血清同样都能

生长 ,仅存在生长速度上的差异;本实验中我们发现星

形胶质细胞对血清的要求非常严格 ,小牛血清浓度加

至30%～ 40%,细胞依然不能达到良好的生长状态 ,

并很快出现老化现象;而胎牛血清即使只有 10%也能

照常生长 。

　　此外 ,相对其它细胞培养而言 ,星形胶质细胞对培

养基酸碱度的要求更高 ,准确保持在 pH 7.2 ～ 7.4是

培养成功的重要保障。并且 ,原代细胞对胰酶无抵抗

作用 ,消化残余的酶对细胞的损伤非常严重 ,因此在细

胞筛选及传代过程中应严格控制消化时间 ,以 5 min

以内最佳。值得一提的是 ,尽管目前星形胶质细胞原

代培养有用 PRMI 1640 、DMEM 及 DMEM-F12等不同培

养基进行的成功例子 ,但实验过程中我们分别用这 3

种培养基进行培养 ,最终只有 DMEM-F12培养成功。

对照成份表发现 ,1640成份远较DMEM-F12复杂 ,造成

这种培养基选择性的具体原因尚不清楚 。

　　对消化细胞培养 、组织块法培养的比较发现 ,消化

细胞培养贴壁率较低 ,其原因我们认为可能与消化细

胞时间过长 ,对细胞结构损伤较大有关;同时因为消化

细胞悬浮于培养基中 ,与瓶底的接触面较小 ,造成贴壁

困难 。
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