
成年哺乳类动物神经系统通常被看作非再生性组

织 ,但近年来的研究对此提出了疑问。首先 ,人们发现

成年个体海马和室管膜下层细胞具有分裂产生新生神

经元的能力 , 尤其是位于室管膜下层的祖细胞增殖后

可以沿着一条比较固定的路径迁移到嗅脑并分化为中

间神经元
[ 1 , 2]

。其次 ,在 90年代从成年个体脑区分离了

能不断分裂增殖且具有多种分化潜能的细胞群 , 并提

出了神经干细胞的概念
[ 3]
。本实验首次采用单细胞克

隆建立连续细胞系的方法获取大量亚克隆 , 在证实其

自我更新能力和多分化潜能基础上 , 使用胚胎早期细

胞特异性抗原 Nestin ,证明我们所分离的细胞群为神
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经干细胞 , 以期为进一步使用和研究神经干细胞奠定

基础 。

1 材料与方法

1.1 实验动物
Wistar大鼠 ,由第三军医大学动物实验中心提供 。

1.2 细胞培养试剂和抗体
DMEM/F12和 B27(Gibco)、bFGF(Sigma)、胎牛血清(杭州四

季青生物材料研究所)。抗 Nestin IgG(Mckay RDG惠赠 ,USA)、5-

嗅尿嘧啶及其抗体(Bromodeoxyuridine , BrdU , Fluka公司提供)、抗

NeuN IgG(Neuronal Nuclei , NeuN , 由 Dr Mcburney惠赠 , USA)、抗

GFAP 和 2 , 3-环核甘酸磷酸二脂酶 IgG(Cyclic Nucleotide Phos-

phohydrolase , CNP)由 Promega公司提供 。

1.3 实验方法
1.3.1 神经干细胞的分离和传代 分别取成年大鼠(4月大

小)纹状体和孕鼠(16 d胎儿)皮层组织 ,吸管吹打机械分离制作

单细胞悬液 ,台盼蓝染色后细胞计数 ,于每培养瓶中(75 ml培养
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提 要 目的:从成年大鼠纹状体区和胎鼠皮层分离并鉴定神经干细胞 。方法:利用无血清培养和单细胞克

隆技术在成年大鼠纹状体区和胎鼠皮层分离具有单细胞克隆能力的细胞群 , 选取单个克隆进行连续传代培养获

得大量亚克隆 ,采用免疫荧光细胞化学技术检测克隆细胞 Nestin抗原和分化后特异性成熟神经细胞抗原的表达 。

结果:从纹状体区和皮层分离的细胞群具有连续克隆能力 , 胚胎早期细胞抗原-Nestin抗原阳性 , 分化后的细胞表

达神经元 、星形胶质细胞和少突胶质细胞的特异性抗原 。结论:我们分离的细胞具有自我更新能力和多分化潜能 ,

属于胚胎早期细胞 ,有很强的增殖能力 ,是中枢神经系统的干细胞 。
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Abstract Objective:To isolate the neural stem cells from the striatum of adult rats and the cor-

tex of rat embryoes.Methods:Neural cells , which are able to form single-cell cloning , were isolated from

the striatum of adult rats and the cortex of rat embryoes with serum-free incubation and single-cell cloning

technique.A single clone was incubated in consecutive generations in order to obtain large numbers of sub-

clones.Immunofluorescence technique was employed to detect Nestin antigen and specific antigen of ma-

ture neural cells after the clone was differentiated.Results:The neural cells isolated from the striatum of

adult rats and the cortex of rat embryoes showed the expression of Nestin antigen and were able to

differentiate into neurons , astrocytes and oligodendrocytes.Conclusion:Our cell line belongs to neural

precursor and is multipotent , which has the ability to undergo self-renew.So , they are the stem cells of

the central nervous system.
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瓶)加入 5×105 个细胞 ,使用 DMEM/F12(1∶1)加 B27的无血

清培养基 ,同时加用 bFGF(20 ng/ml)。待原代克隆形成后再次

机械分离克隆制作单细胞悬液 , 每培养瓶中加入 5×10
4
个细

胞 。此后每 5 ～ 7 d机械分离克隆传代一次 ,方法同前 。

1.3.2 单细胞克隆及连续传代 单细胞克隆采用有限稀

释法 。具体方法见参考文献[ 5] 。选取最初只有一个细胞长成

的单细胞克隆 , 机械分离成单细胞悬液 ,将一个克隆的所有细

胞种入 25 ml培养瓶中培养(培养基同前),待次代克隆长成后

连续传代。

1.3.3 BrdU标记 将 BrdU溶于无血清培养基 , 过滤除菌

后种入上述的细胞克隆 (BrdU终浓度为 5 μmol/L), 培养 7 d

待新的克隆后转移到培养板中 (预先置有多聚赖氨酸涂布盖

玻片),贴壁 2 h行 BrdU抗体免疫荧光染色 。

1.3.4 克隆诱导分化 选取部分上述的细胞克隆种植于

预先置有多聚赖氨酸涂布盖玻片的 24孔培养板 , 并加入有血

清培养基(5%的胎牛血清+DMEM/F12), 分别于 2 h后和 7 d

后行免疫荧光实验 。

1.3.5 免疫荧光单标和双标实验 将贴壁 2 h的细胞克

隆行 Nestin免疫荧光单标染色 。将来自单细胞的克隆培养 7 d

后行免疫荧光单标染色 ,来自混合细胞培养的克隆培养 7 d后

行免疫荧光双标染色 , 具体方法参照蔡文琴教授的方法进行

(针对 NeuN、GFAP和 CNP)。

2 结果

2.1 克隆分析
无论是成年大鼠纹状体还是孕鼠皮层的原代培养细胞在

上述的无血清培养基中生长 2 d后大部分细胞死亡 ,部分细胞

分裂形成 2 ～ 4个细胞的细胞团 , 并随时间的推移细胞数目迅

速增加 , 到 7 d时生长成为数十个细胞到数百个细胞的集落 ,

这些集落均成悬浮球形生长 ,细胞形态规则 ,未见到明显的突

起生长 ,见图 1。原代克隆的次代培养及其亚克隆过程中 ,仍出

现与原代培养相同的大量次代克隆 。

图 1 在无血清培养液中呈悬浮球形生长的克隆 (×400)

Fig 1 A floating clone in sorum-free media (×400)

采用有限稀释法标记仅有一个细胞的培养孔并动态观察 , 结

果显示单个细胞在培养 2 ～ 3 d后分裂为 2 ～ 4个细胞的小克隆 ,

4 ～ 5 d出现 10 ～ 40个细胞的中等大小的克隆 , 7～ 10 d均发展为

上百个细胞的大克隆 , 细胞形态同前 。在原代培养中克隆形成率

约为 0.5%～ 1%之间 , 而次代克隆及随后的亚克隆中克隆形成率

则明显升高 ,波动在 10%～ 20%之间 。经传代 20代后的细胞仍具

有克隆能力 。成年大鼠纹状体与孕鼠皮层的克隆过程基本相同 ,

但孕鼠的克隆形成率稍高 。

2.2 Nestin抗原的表达和 BrdU标记
成年大鼠纹状体和孕鼠皮层的原代克隆及其亚克隆在有多

聚赖氨酸涂布的盖玻片上贴壁 2 h后行 Nestin的免疫荧光染色 ,

结果显示克隆呈 Nestin抗原阳性 , 见图 2。在传代 20代后的克隆

仍显示为 Nestin抗原阳性 。在克隆培养 7 d(有血清培养)后行

Nestin免疫荧光染色 ,未见到任何 Nestin阳性细胞 。BrdU标记表明

克隆的大部分细胞为 BrdU阳性细胞 。

图 2 克隆细胞呈 Nestin阳性 (FITC×200)

Fig 2 Nestin positive cells of clone (FITC×200)

2.3 诱导分化结果
成年大鼠和孕鼠原代克隆及其亚克隆贴壁 2 ～ 4 h后即发现

有突起从团块边缘长出 , 2 d后即有不同形态的细胞从克隆周围

出现 ,7 d后出现大量不同形态的分裂增殖新生神经细胞 。细胞主

要呈出 3种形态 , 即具有一个或两个长突起胞体呈圆形或椭圆形

的神经元样细胞 , 具有多个细突起且不断分枝的少突胶质细胞样

细胞和具有多个粗长突起的星形胶质细胞样细胞 。

免疫荧光单标和双标染色证实了克隆细胞的多分化潜能 。

NeuN抗体为特异性识别神经元的核抗体 , 在原代克隆 、亚克隆后

代及单细胞克隆后代的细胞核内均得到显示 。GFAP阳性细胞显

示了星形胶质细胞的粗长突起和多角形胞体 。CNP为少突胶质细

胞的特异性抗原 ,在本实验中亦见到了较多的 CNP阳性细胞 。免

疫荧光双标证实了不同类型细胞的同时存在 。

3 讨论

1992年 , Reynolds和Weiss从成年小鼠纹状体分离



28 第 三 军 医 大 学 学 报 第 22卷

了能在体外不断分裂增殖 , 具有多种分化潜能的细胞

群 , 并由此引发了中枢神经系统是否存在神经干细胞

(Neural stem cell)的争论
[ 3 ～ 5]

。作为干细胞 ,根据 Mckay

1997年在 Science 上发表的文章认为 ,就是指具有分化

为神经元细胞 、星形胶质细胞 、少突胶质细胞的能力 ,

能自我更新并足以提供大量脑组织细胞的细胞
[6]
。祖

细胞(Neural progenitor)是相对于干细胞而言 ,其分化能

力和自我维持 、自我更新能力受到限制 ,仅具有单潜能

或双潜能分化能力或其干细胞样特性只能维持较短的

时间 。而前体细胞(Neural precursor)则是一个不太严格

的术语 , 即某种前体细胞是在发育进程中较另一种细

胞处于更早的阶段 ,可以统称干细胞和祖细胞
[ 4 ～ 7]

。总
之 , 自我更新和多分化潜能是神经干细胞的两个基本

属性 。

自我更新是神经干细胞的一个基本属性 。本实验
中分离的细胞群显然具有很强的自我更新能力 , 在成

年大鼠纹状体和胎儿皮层的原代克隆及其亚克隆实验

中发现部分细胞具有克隆能力 , 在连续传代培养中依
旧维持了这种克隆能力 ,即使是传代 20代(>5月)后

仍具有形成克隆的能力 。为排除多细胞聚集产生类似
集落的可能性 , 我们采用了单细胞克隆的方法证明单

个细胞能够分裂增殖成为克隆。尽管在Hulspas的实验

中单细胞克隆未能成功 , 但我们的实验结果和
Reynolds等的结果相同 , 即单细胞克隆是完全可能的
[ 3 ,5 , 8]

。克隆形成率实验表明一个克隆中大部分细胞不

可避免死亡和分化(可能为祖细胞和成熟细胞), 但仍
有 10%～ 20%的细胞具有克隆能力 , 表明这部分细胞

具有自我更新能力 。

同时 , 我们使用免疫单标和双标染色证明了克隆
细胞具有分化为神经元 、星形胶质细胞和少突胶质细

胞的能力 ,即多分化潜能 ,这与多家实验室的结果相同
[ 3 ～ 5]

。但事实上 ,即使是使用免疫三标染色也不能完全
证明其多分化潜能 , 因为在混合细胞培养中单潜能克

隆的细胞完全有可能离开原来的克隆并聚集到其它克

隆而形成混杂的集落 , 更何况在体外诱导分化过程中
细胞可以长入相邻的克隆。为确实证明神经干细胞的

多分化潜能 , 本实验使用单个细胞形成的克隆连续传

代得到大量克隆以证实单个细胞的多分化潜能 , 国内
外尚未见有类似报道。此外 , 我们尚使用神经上皮的

特异性抗原———Nestin的抗体来证明我们所分离的细

胞为胚胎早期细胞 , 因为 Nestin的表达起始于神经板

的形成 , 在神经迁移及神经分化开始后逐渐消失[ 9] 。

BrdU标记实验亦表明克隆的大部分细胞为分裂增殖

产生的新生神经细胞。因此 , 本实验中分离的细胞群

具有自我更新能力和多分化潜能 , 具备了神经干细胞

的基本属性 ,是中枢神经系统的干细胞 。

神经干细胞的分离为神经发育研究和中枢神经功

能重建提供了一条新的思路 。从神经板的出现 、 神经

管的形成到脑泡的发育都经历了从神经干细胞到祖细

胞再到成熟神经细胞的发育过程 ,因此 ,研究神经干细

胞和祖细胞的增殖 、迁移和分化将为阐明神经系统发

育的机制提供有力的证据
[1 ,2 ,7]

。其次 ,神经干细胞的出
现为神经退行性疾病如帕金森病 、阿尔海默病的功能

重建带来了希望 ,无论是作为脑组织移植的供体 ,还是

作为体内诱导分化的靶细胞 , 神经干细胞都为中枢神
经系统功能重建和神经再生提供了一条新的途径
[ 2 ,10]

。尽管目前尚不能诱导神经干细胞特异性地 、完全

地分化为某种特定的神经元 , 但随着人们为胚胎发育
机制认识的不断加深和新的细胞因子 、化学信号的不

断发现 ,必将推动上述研究的进一步深入。
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