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三种方法建立神经元与星形胶质细胞
共培养模型的对比研究
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　　［摘　要］　目的　比较神经元和星形胶质细胞共培养的３种不同方法，旨在获得高纯度的神经元。方法　采
用新生大鼠作为神经元和星形胶质细胞体外培养的细胞来源，用混合培养、Ｂａｎｋｅｒ共培养方法和插入式培养皿的
方法建立神经元和星形胶质细胞共培养模型。结果　混合培养的神经元和星形胶质细胞同时生长在一个盖玻片
上，不易控制胶质细胞的生长速度，神经元纯度不高；Ｂａｎｋｅｒ共培养方法和插入式培养皿的方法均可获得高纯度的
神经元，但 Ｂａｎｋｅｒ程序复杂；插入式培养皿的方法简化了 Ｂａｎｋｅｒ共培养程序。结论　 利用插入式培养皿建立神
经元和星形胶质细胞共培养体系，是一种值得推广的可用于体外细胞共培养相关研究工作的有效方法。
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　　星形胶质细胞（ａｓｔｒｏｃｙｔｅ，ＡＳ）始终伴随着神经
元的整个发育过程，神经元ＡＳ之间的相互作用对
于中枢神经系统的功能非常重要。因此，建立良好

的神经元和ＡＳ共培养模型是体外研究神经系统疾
病的重要手段之一，也是对神经系统损伤进行细胞

分子水平研究的基础。目前国内外常用的神经元与

ＡＳ共同培养方法有 ３种：混合培养（即神经元原代
培养）［１］、Ｂａｎｋｅｒ共培养方法［２］和插入式培养皿的

方法［３４］。本研究分别采用上述 ３种共培养方法进
行神经元和ＡＳ细胞的共培养，通过比较 ３种方法
下神经元和 ＡＳ纯度的差异，旨在获得一种操作简

单、高效稳定的神经元和星形胶质细胞共培养方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物
出生＜３ｄ健康ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，由四

川大学华西实验动物中心提供，许可证号２００４Ａ０６７，清
洁级，雌雄不限。

１．２　主要试剂与仪器
ＤＭＥＭ基础培养液、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ（ＮＢ）ｍｅｄｉｕｍ
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和Ｂ２７ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ购自 Ｇｉｂｃｏ公司，Ｌ谷氨酰胺、胰
蛋白酶、新生胎牛血清、多聚赖氨酸均为 Ｓｉｇｍａ产
品，小鼠抗 ＭＡＰ２单克隆抗体（ＭｏｕｓｅＡｎｔｉＭＡＰ２）购
自Ａｂｃａｍ公司，兔抗大鼠胶质纤维酸性蛋白（Ｒａｂｂｉｔ
ＡｎｔｉＧＦＡＰ）购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＦＩＴＣ（异硫氰酸荧
光素）标记的山羊抗小鼠荧光二抗和 ＴＲＩＴＣ（罗丹
明）标记的山羊抗兔荧光二抗为北京中杉公司产

品。主要仪器：插入式培养皿（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），超净工
作台、解剖显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）、ＣＯ２培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ）、
三气培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ），ＮｉｋｏｎＴｉＥ全自动倒置显微图
像工作站。

１．３　方法
１．３．１　混合培养　　按照 Ｃａｒｌｓｏｎ等［５］的方法，取

新生 ＳＤ大鼠无菌条件下分离出双侧海马，剔除软
脑膜及血管，加入终浓度为 ０．１２５％胰蛋白酶３７℃
水浴震荡消化１５ｍｉｎ后，吸去胰酶，解剖液洗涤２
次后，加入含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基终止
消化，吹打成细胞悬液，用培养液调整细胞悬液的细

胞密度为１×１０５／ｍＬ。用移液器吸取５００μＬ细胞
悬液植于２４孔板内已包被多聚赖氨酸的盖玻片上，
ＣＯ２培养箱中（３７℃，５％ＣＯ２，９５％空气）贴壁 ４ｈ
后，换为含５％胎牛血清、２％ Ｂ２７的 ＮＢ培养基继
续培养，以后每３ｄ换液１次。在整个培养过程中，
不加抑制ＡＳ生长及增殖的药物。培养５ｄ后取盖
玻片进行神经元纯度鉴定。实验重复 ３次。
１．３．２　改良的Ｂａｎｋｅｒ培养　　即利用胶质细胞滋
养层进行分离式原代神经元培养［１］，按照 Ｙｉｎ等［６］

的方法进行皮层ＡＳ培养。生后３ｄ内的ＳＤ大鼠断
头取脑，分离大脑皮层并用终浓度为０．１２５％胰蛋
白酶３７℃水浴震荡消化后，以 ＤＭＥＭ种植液为培
养基，按照１×１０５／ｍＬ的密度种植于多聚赖氨酸包
被的６孔板中，２４ｈ后换液，每隔５～７ｄ换液。待
８０％的细胞融合时，传代纯化 ＡＳ。将纯化的 ＡＳ以
１．０×１０５／ｃｍ２的密度接种到处理过的６孔板及盖玻
片上，放入３７℃ 含５％ＣＯ２的培养箱中培养３～４ｄ。
待 ＡＳ长满至底面积７０％ ～８０％时，将培养液更换
为 ＮＢ＋Ｂ２７无血清培养基，２４ｈ后进行海马神经元
培养，共培养５ｄ后取盖玻片进行ＡＳ纯度鉴定。处
理供神经元生长所需盖玻片 Ｂａｎｋｅｒ培养方法是用
滴管蘸取融化的石蜡，将融化的石蜡点在每个用多

聚赖氨酸处理过的无菌盖玻片上，每张盖玻片上点

３个蜡点并使之呈三角型分布，紫外线照射消毒备
用；改良的 Ｂａｎｋｅｒ培养方法是在６孔板或者培养皿
的底面四角分别滴入高度约为２ｍｍ的石蜡，以支

持盖玻片建立共培养体系，然后置超净工作台内用

紫外线灯照射 ３ｈ以上。改良的 Ｂａｎｋｅｒ培养方法
更容易建立共培养体系，并且利于盖玻片上的神经

元进行下一步实验，如膜片钳实验等［７］。

神经元和ＡＳ共培养参照申军现等［８］方法的基

础上略作改进进行海马神经元的培养。取 ２４ｈ内
新生 ＳＤ大鼠，７５％ 酒精消毒，断头取脑放入冰浴的
解剖液中。显微镜下分离双侧海马，剔除软脑膜及

血管，加入终浓度为０．１２５％ 胰蛋白酶３７℃ 水浴震
荡消化 １５ｍｉｎ后，吸去胰酶，解剖液洗涤两次后，加
入含１０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基吹打成细胞悬
液，通过 ７０μｍ筛网过滤后用培养液调整细胞悬液
的细胞密度为 １×１０５／ｍＬ，种植于上述处理好的盖
玻片上。贴壁 ４ｈ后，将盖玻片翻转并移到含有
ＡＳ的６孔板内，使神经元面向ＡＳ，并将培养基换为
ＮＢ＋Ｂ２７无血清培养基继续培养。以后每隔３ｄ半
量换液，共培养 ５ｄ后取盖玻片进行神经元纯度鉴
定。实验重复 ３次。
１．３．３　利用插入式培养皿进行神经元和 ＡＳ的共
培养［９］插入式细胞培养皿，又名细胞培养小室，其

使用方法为将纯化的 ＡＳ直接接种于插入式培养皿
的微孔膜上（孔径为０．４μｍ，直径为３０ｍｍ），按上
述海马神经元培养的方法将神经元接种于 ６孔板
中的盖玻片上，神经元贴壁 ４ｈ后将接种有 ＡＳ的
插入式培养皿插入接种有神经元爬片的 ６孔板中。
根据实验目的的不同，也可以将 ＡＳ种于 ６孔板上，
将神经元种于插入式培养皿上，并选取不同时间点

在荧光显微镜下观察神经元形态特征的变化并照

相。实验重复 ３次。
１．４　培养神经元和ＡＳ的免疫荧光鉴定

本研究采用 ＭＡＰ２、ＧＦＡＰ和 ＤＡＰＩ对以上混合
培养及分离培养的细胞进行免疫三标染色和免疫荧

光鉴定。具体方法为：０．０１ＭＰＢＳ冲洗细胞爬片２
次，４％多聚甲醛室温固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ充分洗涤后
用 ０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００４℃打孔１５ｍｉｎ，５％羊血清封
闭 ３０ｍｉｎ，滴加一抗：标记神经元用小鼠抗 ＭＡＰ２
单克隆抗体，工作稀释度为 １∶２００；标记 ＡＳ用兔抗
ＧＦＡＰ多克隆抗体，工作稀释度为 １∶１０００，湿盒中
４℃ 孵育过夜。次日 ＰＢＳ洗涤后滴加 ＦＩＴＣ标记的
抗小鼠及 ＴＲＩＴＣ标记的抗兔荧光二抗，工作稀释度
分别为 １∶２００和 １∶１０００，室温孵育 ２ｈ，ＤＡＰＩ染核
５ｍｉｎ，ＰＢＳ充分洗涤后用用抗荧光淬灭封片剂和指
甲油封片，ＮｉｋｏｎＴｉＥ全自动倒置显微图像工作站进
行观察并照相。
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２　结果

上述 ３种培养方法均重复了３次，每次均观察
到相似的下述改变。采用混合的胶质细胞培养的方

法培养 ５ｄ后，可见混合培养细胞中有较多的 ＡＳ
（＞１０％），神经元和 ＡＳ同时生长在 １个培养界面
上，ＡＳ的突起延伸充填在神经元胞体及其突起之间
（图１Ａ）。图１Ｂ为利用改良的 Ｂａｎｋｅｒ培养方法培
养 ５ｄ的神经元，可见神经元生长状态良好、纯度高
（＞９５％）、突起多而密集，明显高于其他报道［２，１０］，

但尚未形成神经网络。图１Ｃ为利用插入式培养皿
培养 ５ｄ的神经元，可见神经元细胞突起已形成了
较多分支，其发育状态与 Ｂａｎｋｅｒ培养方法培养 ５ｄ
的神经元未见明显差异。利用插入式培养皿培养

７ｄ后，可见神经元分化成熟，突起增多，伸长，粗
大，形态多样，相互交织成网状并开始形成神经细胞

网络，细胞纯度和突起长度与改良的 Ｂａｎｋｅｒ培养方
法相比无明显差别。图１Ｄ为利用插入式培养皿传
代纯化后培养７ｄ的ＡＳ细胞，可见细胞呈星形或多
角形，胞质丰富，形状不规则，胞突多而长，细胞分化

成熟。

　　图１　３种不同培养方法培养的海马神经元和ＡＳ的纯度的免疫荧光染色鉴定（×４００）　Ａ、Ｂ、Ｃ分别为混合培养、
改良Ｂａｎｋｅｒ培养及利用插入式培养皿培养５ｄ的海马神经元，Ｄ为利用插入式培养皿传代纯化后培养７ｄ的 ＡＳ细胞。ＧＦＡＰ（红

色）标记星形胶质细胞，ＭＡＰ２（绿色）标记神经元，ＤＡＰＩ（蓝色）标记细胞核。

３　讨论

神经元原代培养是体外研究神经系统疾病的重

要手段之一，也是对神经系统损伤进行细胞分子水

平研究的基础。建立神经元和 ＡＳ共培养模型对研
究神经系统疾病，特别是 ＡＳ在神经元发育、损伤和
修复中的作用尤为重要。

目前存在的神经元和 ＡＳ共培养方法有３种：
第１种为神经元和 ＡＳ混合培养的方法，即神经细
胞的原代培养。该方法的优点是神经元和 ＡＳ同时
生长在１个培养层面上，ＡＳ的突起延伸充填在神经
元胞体及其突起之间，适用于某些电生理学的研究。

但由于该方法不易控制ＡＳ生长，经常发生 ＡＳ过度
生长的情况，严重影响神经元生长状态，因此本实验

使用不含血清的ＮＢ加Ｂ２７培养液来抑制神经胶质
细胞的生长，取得了较好的效果；另一方面，正因为

神经元和 ＡＳ生长在同 １个盖玻片上，使该方法在
神经元形态学、免疫细胞化学及细胞原位杂交等实

验上的应用也受到一定的限制［２］。

２０世纪 ８０年代初，Ｇｏｓｌｉｎ等［１１］建立了神经元

低密度培养方法，其特点是采用 ＡＳ与神经元立体
共培养，ＡＳ滋养层可以支持神经元在低密度培养条
件下存活，可能与 ＡＳ能分泌某些促神经元存活生
长的因子有关，其具体机制尚不清楚。该方法在国

际上广泛采用，已被用于观察单个神经元的发育成

熟，极性化和轴突形成；观察突触形成、突触功能的

电生理研究；受体功能和信号转导机制的研究

等［１２］。但是传统的 Ｂａｎｋｅｒ共培养方法需要在盖玻
片上安放 １～２ｍｍ高的支持物以建立共培养体系，
不利于盖玻片上的神经元进行下一步实验，同时，培

养基中需添加Ｎ２补剂和１０％血清，而血清成分复
杂，容易对实验造成干扰。因此，刘利等［７］改良了

Ｂａｎｋｅｒ培养方法，利用烙铁将石蜡安放在培养板的
底面而不是盖玻片上，这样更容易建立共培养体系，

另外，应用 Ｂ２７补剂代替 Ｎ２补剂，并将血清比例降
为５％，因为 Ｂ２７补剂是血清的良好替代物，含有多
种抗氧化剂，具有保护神经元的作用［１３］。改良的

Ｂａｎｋｅｒ培养方法克服了 ＡＳ生长不易控制的问题，
神经元和ＡＳ生长在同一细胞外液的不同平面上，
神经元获得稳定 ＡＳ支持的同时又得到了纯化；此
外，长有神经元的盖玻片可从培养皿中自由取出用

·６８９·
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于免疫细胞化学、细胞原位杂交以及膜片钳等方面

的实验。该方法的不足是需要蜡点作为支持物，石

蜡需要预先融化，且蜡点需要在紫外灯下照射消毒

后方可使用，前期准备工作多而繁琐。

近年来，随着高分子材料技术的发展，新型微孔

底膜插入式培养皿的发明，为进行体外细胞共培养

提供了技术支持。插入式细胞培养皿又名细胞培养

小室、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室等，底部滤膜材质为聚苯二甲酸
乙二醇酯（ｐｏｌｙｔｈｙｌｅｎｅｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＰＥＴ），膜表面经
过钛酸酯偶联剂（ｔｉｔａｎａｔｅｃｏｕｐｌｉｎｇａｇｅｎｔ，ＴＣ）处理，
改善了细胞的贴壁性；另外，插入式细胞培养皿包含

有透明的 Ｂｉｏｐｏｒｅ膜，可直接透过膜观察细胞。利
用插入式培养皿可将ＡＳ或神经元接种于可通透性
的ＰＥＴ膜上，直径为１２ｍｍ和３０ｍｍ的插入式细胞
培养皿可悬挂于 ２４孔或 ６孔板上，其原理是将 ＡＳ
和神经元在同一培养基中的两个层面上进行培养，

ＡＳ和神经元分泌的各种细胞因子和营养物质可以
通过插入式培养皿的微孔膜在细胞间进行交换。纯

化的ＡＳ向培养基中释放大量的神经营养因子以供
神经元生长所需，又不会阻碍神经元的生长。插入

式培养皿为悬挂式设计，方便移液管操作，而且插入

皿会自动归位。本研究参照申军现等［８］的方法，利

用插入式培养皿成功建立了 ＡＳ和神经元的共培养
体系，获得了高纯度的神经元，其纯度与改良的

Ｂａｎｋｅｒ培养分法所获得的类似。
另外，本研究采用ＮＢ＋Ｂ２７无血清培养基作为

共培养体系的培养基。这是因为胎牛血清具有不稳

定性，且胎牛血清存在的情况下，ＡＳ大量快速增殖，
严重影响神经元的生长，而 Ｂ２７无血清细胞培养基
则不存在上述问题。Ｂ２７中含有谷酰胺、胰岛素、转
铁蛋白、黄体酮、腐胺等细胞生长所必须的因子，是

血清的良好替代物，还含有多种抗氧化剂和微量元

素，具有保护神经元的作用［１３］；而且，无血清培养液

成分构成清楚，有利于实验条件的稳定，利于研究特

定因素对体外培养神经元的影响［１４］。另一方面，在

不加入细胞分裂抑制剂的条件下，ＮＢ培养体系可
使神经元培养的纯度控制在８５％ 以上［４，１５］；同时，

无血清培养基也使神经元的生长环境更接近正常生

理状态。但同时也应注意到，无血清条件和 Ｂ２７均
不利于ＡＳ的生长，因此，采用这种培养基只适合于
神经元和ＡＳ短期共培养的研究。

综上所述，插入式培养皿共培养方法既克服了

混合培养的缺点，又简化了 Ｂａｎｋｅｒ共培养程序，操
作简便，是一种值得推广的可用于体外细胞共培养

相关研究工作的有效工具。
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