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新生大鼠神经干细胞的分离培养

贾延吉力，杨于嘉，宋建辉，刘丽旭，刘杰波，郑湘榕

（中南大学湘雅医院儿科，湖南 长沙 !7###=）

［摘 要］ 目的 探讨新生大鼠神经干细胞的分离培养方法及其外源报告基因在神经干细胞中的表达情

况。方法 采用无血清细胞培养技术，间接免疫细胞化学染色法及其绿色荧光蛋白转导技术。结果 从新生大鼠

脑组织分离的细胞具有连续克隆能力，表达神经上皮干细胞蛋白，诱导分化后的细胞表达成熟神经细胞和星形胶

质细胞特异性的蛋白。绿色荧光蛋白报告基因转导神经干细胞后能够有效表达。结论 该方法分离培养的神经

干细胞保持了干细胞的未分化属性，具有自我更新、增殖能力和多分化潜能，而且外源报告基因在神经干细胞中能

够有效表达。
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胚胎和成年哺乳动物脑内均存在神经干细胞，

此类细胞具有不断分裂增殖和多分化潜能的生物学

特性，如能被定向诱导分化为某种神经细胞以替代

损伤的神经细胞，无疑将为中枢神经系统细胞移植

和基因治疗带来新的希望［7］。因此，利用细胞培养

技术分离的神经干细胞成为近年神经科学研究热点

之一。以往研究供体多选择胚胎小鼠或成年大鼠脑

组织的某些部位（如：纹状体）分离神经干细胞［"，:］，

步骤较为繁琐。我们采用新生大鼠作为供体，建立

了一种较为简单的神经干细胞分离培养方法，现总

结报道如下。

? 材料和方法

? 4? 主要试剂

USVS 培养基，W"<，脂质体 X&-)M+K*6S@5V 购自

C&QK)W>X 公司；胎牛血清购自 GJK3)’+ 公司；成纤维

生长因子 "（M&Q1)Q30I* N1)P*% M0K*)1 "，YCY"），表皮生

长 因 子（ +-&/+1,03 N1)P*% M0K*)1，VCY）购 自 .+-1)
H+K%V$ 公 司；小 鼠 抗 大 鼠 神 经 上 皮 干 细 胞 蛋 白

（’+D1)+-&*%+3&03 I*+, K+33 -1)*+&’，’+I*&’）单克隆抗体

购自 $%+,&K)’ 公司；小鼠抗大鼠 S6. 8 7Q，S6. 8
"，5+D5，H0D，CY6.，E 8 7## 单克隆抗体购自 5+)B
,01Z+1I 公 司；山 羊 抗 小 鼠 $J: 抗 体，C!7=，
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!"#$%&’(()*+，碘化丙啶（,-）购自 ./012 公司；绿色

荧光蛋白（03%%4 567"3%&#%4’ 83"’%/4，9:,）真核表达质

粒（8;9:, < =>）购自 ?6"4%’%#$ 公司；其余试剂均为

国产分析纯。

! @" 实验动物

新生 .A 大鼠（清洁级）B C ( D，由本校动物实验

中心提供。

! @# 新生大鼠神经干细胞的分离培养

无菌条件下取新生大鼠全脑，保留嗅脑，去除小

脑，A < !24E& 液冲洗干净，仔细剥离血管和脑膜，剪

碎，加 B @)*F胰酶 (GH消化 >B C >* 1/4，*BB 0 离心

I 1/4，去除上清液，加入神经干细胞培养基（AJ;J
培养基，K)G，>B 40 L 16 :9:)，>B 40 L 16 ;9:），吹打成

为单细胞悬液，按照 > C ) M >B* 个 L 16 的比例接种于

塑料培养瓶，置于 (GH，*F?N) 培养箱中悬浮培养。

整个分离过程在 (B 1/4 内完成。每隔 G D 传代，最长

传至 + 代。原代或传代培养 G) $ 后取少量细胞进行

!"#$%&’(()*+ < ,- 荧光双染色鉴定细胞存活情况。

! @$ 单细胞克隆及连续传代

参考刘仕勇等［(］的方法，取原代克隆稀释制作

的单细胞悬液，加入 OP 孔培养板，动态观察克隆形

成情况。当形成单克隆后，传代形成次克隆，然后连

续传代，最后得到单个细胞的亚克隆，进行免疫荧光

和分化实验。

! @% 神经干细胞的诱导分化

各代细胞接种预先置有鼠尾胶原涂布盖玻片的

P 孔培养板，加入有血清的培养基（AJ;J 培养基，

)BF胎牛血清），分别于 )I $，( D，G D 后行间接免疫

荧光细胞化学染色检测。

! @& 间接免疫荧光细胞化学染色

各代细胞 IF多聚甲醛固定，B @ *F!)N) < 甲醇

液处理 (B 1/4，>F牛血清白蛋白 < B@ (FQ3/’"4 R <
>BB (GH处理 (B 1/4。加入各种一抗（工作效价均为

>：>BB C )BB）(GH孵育 (B 1/4 后置于 IH的冰箱 )I
$，再加入山羊抗小鼠 ?S(（>：PI）(GH处理 (B 1/4，

B @B> 1"6 L T ,K. 充分冲洗以终止反应。对照实验采

用 B @B> 1"6 L T ,K. 和正常牛血清分别替代第一抗体

进行免疫荧光染色，用 B @ B> 1"6 L T ,K. 替代二抗进

行染色。

! @’ 9:, 转导

质粒 A=U 转导由脂质体介导［I］，方法简述如下：

转导前分别将 *!0 8;9:, < => 质粒 A=U 及 >B!6
T/8"5%#’UJ-=;脂质体加入 )BB!6 AJ;J 无血清培养

基中，室温放置 I* 1/4，然后加入 ) 16 AJ;J 无血清

培养基混匀。转导时用无血清培养基漂洗取原代神

经干细胞 > C ) 次，加入 A=U < 脂质体混合物，(GH处

理 * $ 后，加等体积的神经干细胞培养基过夜。)I C
I+ $ 后 9I>+ 筛选阳性克隆。

" 结果

" @! 生长情况

新生大鼠原代神经细胞在神经干细胞培养基生

长 )I $ 后大部分细胞死亡，形成大量的细胞碎片。

但是原代培养中更为明显的是，部分细胞很快聚集

或 L和分裂形成细胞团（ V )I $），即原代克隆，每个

克隆从 ) C I 个到数十个细胞不等。随时间的推移

细胞数目迅速增加，G D 时生长成为数十个细胞到数

百个细胞的克隆，生长特点为悬浮，球形，形态规则，

折光性强，无突起生长，其间夹杂有大量的散在细胞

和细胞碎片（图 >，见封"）。!"#$%&’(()*+ < ,- 染色

发现原代克隆中绝大多数为活细胞（ W +BF），混有

少量坏死和凋亡的细胞；而散在的细胞多为坏死的

细胞（GBF C +BF），少 量 为 凋 亡 的 细 胞（>BF C
)BF）。在原代培养中克隆形成率较低，在 *F C
+F之间。

传代后出现与原代培养相同的大量次代克隆，

同时克隆形成率明显升高，为 >BF C )BF。次代克

隆在亚克隆培养过程中均出现相类似的过程，而且

保持了较高的克隆形成率，为 >BF C )BF。

" @" 单细胞克隆及连续传代

原代克隆制备的单细胞悬液，其次代克隆形成

率为（>) @ ) X I @ >）F，以后各代的亚克隆形成率在

>BF C )BF之间波动。

" @# 神经干细胞的诱导分化及鉴定

原代及各代克隆接种于涂有鼠尾胶原的培养板

后，绝大多数细胞在 )I $ 内贴壁，并且从细胞团边缘

伸出突起。诱导分化 ) C ( D 后可以见到部分神经样

细胞和突起；G D 后出现大量形态不同、新生的神经细

胞或神经胶质细胞，原有的细胞团消失。

间接免疫荧光细胞化学染色发现，神经干细胞

标记蛋白 4%&’/4 在原代、次代、亚克隆及其单细胞克

隆均有表达，而且诱导分化 )I $ 内 4%&’/4 表达仍然

很强，诱导 ( D 后 4%&’/4 表达消失。其余的蛋白在原

代、次代、亚克隆和单细胞克隆均无表达，诱导分化

( D 后 JU, < >Y，JU, < )，=%7=，Q27 表达很弱，G D
后部分分化的细胞出现表达（图 )，见封"）。9:U,，

. < >BB 诱导分化 ( D 后出现表达，G D 后许多分化细

胞表达上述蛋白（图 (，见封"），说明神经干细胞具

有多种分化潜能。
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! !" "#$ 转导

"#$转导原代神经干细胞%& ’ 后，（()!)*+&!(）,的

细胞克隆发出绿色荧光蛋白（图 &，见封!）。选择阳性

克隆传代后的次克隆保持了绿色荧光特性，但是亚

克隆培养过程中绿色荧光有一定程度的衰减，第 &
代阳性克隆降至（%& ! % * - ! .）,。此外，转导后的神

经干细胞诱导分化后仍能够发出绿色荧光。

# 讨论

神经干细胞与成熟的神经细胞和神经胶质细胞

在生物学特性上明显不同："具有自我更新（/012 3
4050671）的 能 力；#具 有 多 分 化 潜 能（ 8194:8;<05=
<:71:<>），可以分化为神经细胞，星形胶质细胞，甚至

造血系统的各系细胞等；$这些能力可以持续很长

时间；%在疾病或外界因素刺激下有一定的反应

性［)］。其中，自我更新和多分化潜能最为重要。

本研究分离培养的神经干细胞显然具有自我更

新能力，通过连续传代和单细胞克隆实验，证明子代

细胞能够保持亲代细胞的干细胞属性，如分裂增殖

能力、多分化潜能和表达特异性蛋白 50/<:5。同时，

本研究显示各代克隆细胞在一定条件下，均具有分

化为成熟的神经细胞和星形胶质细胞的能力，即多

分化潜能。而且在诱导分化过程中，随时间的延长，

50/<:5 的表达逐步消失，与此同时，出现成熟神经细

胞标记蛋白 ?@$ 3 +A，?@$ 3 %，B09B，C79 和成熟星

形胶质细胞标记蛋白 "#@$，D 3 +EE 的表达，并逐步

增强，符合神经干细胞分化规律［)］。因此，本研究中

分离的细胞具备了神经干细胞的基本属性，属于中

枢神经系统的干细胞。

以往神经干细胞供体来源多采用胚胎或成熟脑

组织的某些部位，如纹状体，海马齿状回，脊髓等。虽

然胚胎小鼠神经干细胞较多，但是脑组织绝对量少，

细胞获得率有限［%］。成年大鼠纹状体分离方法较复

杂，细胞获得率仍然有限［F］。新生大鼠的神经干细胞

数量介于前两者之间，但是分离方法简单，细胞获得

率高。而且我们在预实验中发现，不同天数的新生大

鼠神经干细胞获得率也不尽相同，出生天数越小，细

胞获得率越高。出生超过 - G，原代细胞克隆率远低

于 +,，不适合采用本研究的分离方法。

神经干细胞培养多采用无血清培养技术［(］，主

要目的是去除血清中可能诱导神经干细胞分化的生

长因子等干扰因素，同时添加了 #"#% 和 H"# 两种

生长因子。#"#% 和 H"# 在神经干细胞增殖及分化

中的作用尚不清楚。已证实 #"#% 不仅是啮齿类动

物神经干细胞的有丝分裂原，也能够促进细胞分化

并决定分化方向。H"# 同样参与调节神经干细胞分

裂增殖。但两者作用不同，#"#% 对能分化成神经细

胞、胶质细胞和胶质前体细胞多潜能的神经干细胞

有增 殖 作 用，H"# 仅 刺 激 胶 质 前 体 细 胞 的 增 殖；

#"#% 在胚胎发育早期可维持神经干细胞生存，促进

其增殖作用，H"# 在发育较晚期促进神经干细胞增

殖和分化［-］。本研究在血清培养基中同时添加了这

两种生长因子，主要目的是维持神经干细胞的稳定，

促进增殖，抑制分化。撤离这两种生长因子，恢复有

血清的培养状态后，神经干细胞迅速分化为神经细

胞和神经胶质细胞等。

报告基因 "#$ 是一种结构稳定、在受到蓝色或

紫外光照射时可自发发出荧光的特殊蛋白质，可以

用于活细胞标记。常用的方法如脂质体，逆转录病

毒，腺病毒均可介导 "#$ 基因转导。"#$ 阳性细胞

不需要其他共刺激因子、底物或其他基因产物的协

助，直接用荧光显微镜或流式细胞仪即可检测［&］。

本研究采用脂质体介导 "#$ 转导，对原代神经干细

胞的生物学行为没有明显影响，而且传代和诱导分

化后在一定时间范围内有效表达。因此可以利用神

经干细胞作为一种广谱的细胞载体，导入外源性基

因，脑移植后进行神经系统疾病的基因治疗。
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