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小鼠胚胎神经干细胞的体外培养与鉴定
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　　［摘　要］　目的　通过改进和优化神经干细胞（ＮＳＣｓ）的体外培养方法，为进一步研究 ＮＳＣｓ的生物学行为提
供基础。方法　孕 １４ｄ的美国癌症研究所（ＩＣＲ）小鼠，无菌条件下剪取前脑皮质，采用机械法分离原代细胞进行
培养，采用机械法复合酶消化法对原代细胞进行传代和培养。以 １％ 胎牛血清诱导分化。应用免疫荧光方法行巢
蛋白（ｎｅｓｔｉｎ），β微管蛋白Ⅲ（βｔｕｂｕｌｉｎⅢ），胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）染色，对培养的细胞进行鉴定。结果　从胚
胎小鼠前脑皮质中分离得到的细胞具有连续传代形成克隆球的能力，克隆球呈 ｎｅｓｔｉｎ免疫反应阳性；加入胎牛血
清可诱导分化为 βｔｕｂｕｌｉｎⅢ 和 ＧＦＡＰ阳性细胞。结论　 机械法分离胚胎小鼠前脑皮质细胞，机械法复合酶消化
法对原代细胞进行传代和培养，能够成功获得胚胎小鼠前脑的ＮＳＣｓ。
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　　神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）是中枢神
经系统内具有自我更新能力和多向分化潜能的细

胞［１２］。现已发现，多种类型的中枢神经系统损伤

后，ＮＳＣｓ被激活并有利于组织的损伤修复和功能恢
复［３６］。因此，研究ＮＳＣｓ的生物学对于神经系统损
伤修复和退行性病变的治疗具有重要意义［７］。近

年来，ＮＳＣｓ体外培养中营养因子的添加方案趋于能

够将不同组织来源的 ＮＳＣｓ进行一体化培养，但代
价昂贵、步骤繁琐。本研究利用孕 １４ｄ的美国癌症
研究所（ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣａｎｃｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，ＩＣＲ）小鼠前脑
皮质细胞，采用机械法分离原代细胞进行培养和鉴

定，机械法复合酶消化法对原代细胞进行传代培养

和鉴定，拟改进和优化胚胎小鼠 ＮＳＣｓ的分离培养
方法，为后续研究 ＮＳＣｓ的生物学行为奠定基础。
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１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂
孕１４ｄ的 ＩＣＲ小鼠，由西安交通大学医学院动物

实验中心提供。ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基 （ＧＩＢＣＯ，
ＵＳＡ），ｂＦＧＦ（ＧＩＢＣＯ，ＵＳＡ），ＥＧＦ（ＧＩＢＣＯ，ＵＳＡ），
Ｎ２添加剂（ＧＩＢＣＯ，ＵＳＡ），Ｂ２７添加剂（ＧＩＢＣＯ，
ＵＳＡ），胎牛血清（Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ），兔抗小鼠 ｎｅｓｔｉｎ
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ），兔抗小鼠 βｔｕｂｕｌｉｎⅢ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，
ＵＳＡ），兔抗小鼠 ＧＦＡＰ（Ｎｅｏｍａｒｋｅｒｓ，ＵＳＡ），ＦＩＴＣ
标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（北京中杉生物技术公司），
ＴＲＩＴＣ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（北京中杉生物技术公
司），多聚赖氨酸（ＳＩＧＭＡ，ＵＳＡ）。
１．２　ＮＳＣｓ分离及原代培养

将ＩＣＲ孕鼠用 １０％水合氯醛麻醉后剖开腹腔，
无菌条件下取出胚胎置于冷 ０．０１ＭＰＢＳ（ｐＨ７．４）
溶液中清洗 ２遍，在 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养基中剥
离头皮及颅骨，解剖显微镜下剥除脑膜。剪取部分

前脑皮质置于另一含有少许冷 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）
容器中，轻柔吹打３０次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ６ｍｉｎ，弃
上清，用 ＮＳＣｓ培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２中含２％ Ｎ２、１％
Ｂ２７、ｂＦＧＦ２０ｎｇ／ｍＬ、ＥＧＦ２０ｎｇ／ｍＬ、肝素 ２５μｇ／ｍＬ、
青霉素 １００Ｕ／ｍＬ、链霉素 １００Ｕ／ｍＬ）重悬细胞，以
２×１０５／ｍＬ的密度将细胞接种于５０ｃｍ２玻璃培养瓶
中，２４ｈ后追加 １ｍＬＮＳＣｓ培养基，以后隔日半量
换液，培养 ４～６ｄ后传代，培养条件为 ３７℃，５％
ＣＯ２浓度，ｐＨ７．４。
１．３　ＮＳＣｓ的传代培养

将原代培养形成的克隆球收集到离心管中，

６００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ冲洗，再次离心
后按每瓶细胞加入 １ｍＬ含 ０．０１％ 的胰蛋白酶和
２００μＭＥＤＴＡ的复合消化液，３７℃ 消化５ｍｉｎ，轻柔
吹打３０次，加 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）至 １０ｍＬ终止消
化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ，弃上清，继续加 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２（１∶１）培养基清洗一次，离心，弃上清，加 ＮＳＣｓ
培养基重悬细胞，调整细胞密度为 ２×１０５／ｍＬ。
１．４　神经球的鉴定

将 ＮＳＣｓ克隆球收集于离心管中，６００ｒ／ｍｉｎ离
心 ５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ冲洗 ２次，吸取少许滴于明
胶处理过的载玻片上，４％多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ，
３７℃ 烤干，０．０１ＭＰＢＳ清洗后行 ｎｅｓｔｉｎ免疫细胞化
学染色。步骤如下：ＰＢＳ清洗后的细胞标本入 ２％
Ｈ２Ｏ２１０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；入 ０．３％
Ｔｒｉｔｏｎ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；正常羊血清

封闭３０ｍｉｎ，滴加兔抗小鼠 ｎｅｓｔｉｎ（１∶１０００），４℃ 孵
育过夜，ＰＢＳ洗 ３次，每次５ｍｉｎ；滴加 ＦＩＴＣ标记的
山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２００），室温孵育 ４ｈ；ＰＢＳ洗 ３次，
每次 ５ｍｉｎ；滴加 ＰＩ（１∶１０００），室温孵育 ５ｍｉｎ；
０．０１ＭＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；中性甘油封片，激
光共聚焦显微镜观察并照相。以 ＰＢＳ取代一抗作
为阴性对照。

１．５　ＮＳＣｓ的分化
将传代后 的 细 胞 种 于 放 有 多 聚 赖 氨 酸

（１０μｇ／ｍＬ）预处理玻片的２４孔板中，每孔加含１％
胎牛血清的培养基５００μＬ，细胞总数以每孔１×１０４

左右，３７℃，５％ ＣＯ２浓度孵箱中孵育，９６ｈ后行
βｔｕｂｕｌｉｎⅢ（１∶１０００）、ＧＦＡＰ（１∶４００）的免疫细胞化
学染色。除所用一抗、二抗不同和采用 ＤＡＰＩ
（１∶１０００）显示细胞核外其余步骤同上。

２　结果

２．１　ＮＳＣｓ原代培养
分离来自孕１４ｄＩＣＲ小鼠前脑皮质的细胞接

种于 ＮＳＣｓ培养基后为单个圆形亮点（图１Ａ）；培养
２４ｈ后，可见大量形态不规则的细胞团以及部分贴
于瓶壁生长的细胞（图１Ｂ），３～４ｄ后，细胞团生长
为克隆球，大小不一，呈球形，无突起，悬浮生长，折

光性好（图１Ｄ）。
２．２　ＮＳＣｓ传代培养

原代生长的克隆球经过酶消化后成为单细胞

（图 １Ｅ），随着时间推移逐渐分裂形成新的克隆球
（图１Ｆ～Ｈ），说明分离的细胞能够自我更新和复
制，并有可传代培养的能力。

２．３　克隆球的 ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光染色
免疫荧光染色结果显示，克隆球内细胞浆被染

成绿色，而细胞核被 ＰＩ染成红色，说明克隆球细胞
呈 ｎｅｓｔｉｎ免疫反应阳性（图 ２Ａ），提示体外培养的
细胞为 ＮＳＣｓ。
２．４　ＮＳＣｓ的分化结果

将培养的细胞用分化培养基重悬，以 １００μＬ
的体积滴于玻片上，２ｈ后倒置相差显微镜下观察
到细胞贴于玻璃片上，补全分化培养基至 ５００μＬ。
２４ｈ后细胞表面发生突起，并随着时间推移突起逐
渐增多变长，不同细胞的突起彼此相互交联成网（图

２Ｃ），９６ｈ后进行免疫荧光染色显示，培养的细胞呈
ＧＦＡＰ（图２Ｂ）或 βｔｕｂｕｌｉｎⅢ（图２Ｄ）免疫反应阳性，
提示培养的细胞分化为星形胶质细胞和神经元。

·５４２·
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　　图１　培养细胞的倒置相差显微镜观察　Ａ：细胞分离后接种于培养基中（×２０）；Ｂ：细胞培养１ｄ（×２０）；
Ｃ：细胞培养２ｄ（×２０）；Ｄ：细胞培养３ｄ（×２０）；Ｅ：细胞传代后接种于培养基中（×１０）；Ｆ：细胞传代后培养１ｄ

（×４０）；Ｇ：细胞传代后培养２ｄ（×４０）；Ｈ：细胞传代后培养３ｄ（×４０）。显示培养的细胞具有形成＂克隆球＂的能

力，提示分离培养的细胞为ＮＳＣｓ。

　　图２　培养细胞的鉴定结果　Ａ：克隆球细胞呈 ｎｅｓｔｉｎ免疫反应阳性（×２０）；Ｂ：培养的细胞呈 ＧＦＡＰ免疫
反应阳性（×４０）；Ｃ：培养的细胞呈βｔｕｂｕｌｉｎⅢ免疫反应阳性（×４０）。

３　讨论

ＮＳＣｓ拥有自我更新倾向并能在体外培养条件
下形成“神经球”，它可能为中枢神经系统损伤，如

脑缺血和缺氧的修复提供新策略［８］。本研究以

Ｒｅｙｎｏｌｄｓ等［９］１９９２年建立的 ＮＳＣｓ培养方法为基
础，以小鼠胚胎前脑皮质为来源，并改进和优化操作

方法，培养获得了较纯的、能够快速增殖的多潜能

ＮＳＣｓ。Ｎｅｓｔｉｎ是第六种中间纤维蛋白，特异性的表
达于神经外胚层，在干细胞增殖旺盛的阶段大量表

达，对维持 ＮＳＣｓ的多分化潜能有重要意义［１０１１］，本

研究发现，培养的神经球细胞表达 ｎｅｓｔｉｎ。ＧＦＡＰ是
星形胶质细胞内特有的骨架蛋白，属中间丝的一种

成分，被公认为星形胶质细胞的特征性标志物［１２］，

而 β微管蛋白（βｔｕｂｕｌｉｎⅢ）是神经元中含量最多
的蛋白［１３］。本研究采用分化培养基培养传代的细

胞，贴壁后得到 ＧＦＡＰ阳性或 βｔｕｂｕｌｉｎⅢ 阳性细
胞，说明培养的细胞表达 ＮＳＣｓ的标志并具有良好
·６４２·
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的向星形胶质细胞和神经元分化的潜能。

体外培养条件下，ＮＳＣｓ的行为受多种因素，如
来源物的种属和生长发育时期、生长介质、传代方法

等的影响［１］。近年来，ＮＳＣｓ培养中营养因子的添加
方案趋于能够将胚胎鼠、新生鼠、成年鼠的 ＮＳＣｓ进
行一体化培养，但代价极其昂贵。鉴于胚胎鼠 ＮＳＣｓ
相对新生鼠尤其是成年鼠更易存活，本研究选择了

培养小鼠胚胎 ＮＳＣｓ；同时在原代培养中，舍弃了腐
氨等非必须的添加物对胚胎鼠 ＮＳＣｓ的影响并去除
了繁琐的酶消化方法。此外，在培养细胞的分化实

验中，常用 １％ ～１０％ 的血清进行诱导，目的是为
了使细胞易于贴壁，但高浓度血清有促进干细胞向

胶质细胞方向分化的能力，干扰正常的细胞分化比

例，本研究采用最低的血清浓度以尽量减轻其对分

化表型比例的影响。对于 ＮＳＣｓ的传代方法，主要
有机械法和酶消化法［１２，１４］，这两种方法各有其优缺

点。酶消化法步骤繁琐，耗时长，涉及多次离心、洗

涤使得细胞在不同的器皿中转移，损失与损伤颇大

且酶对细胞的伤害较大，使得分离后的细胞状态恢

复较慢，２４ｈ后观察可见一个细胞分裂为几个的不
规则球体，甚至很多细胞仍维持单细胞形态；机械分

离法步骤简单，损失损伤细胞都比较少，分离后的细

胞状态恢复快，２４ｈ后常见到很多细胞聚集在一起
形成的细胞球，缩短了传代所需时间，减少了为提高

ＮＳＣｓ比例而提高传代次数所需时间太长的影响，更
容易大规模快速扩增细胞。酶消化法更适合结构致

密的组织或是准备处理前的一次传代，容易得到单

细胞，以利于干预因素均衡的作用在所有细胞上，减

少差异；而靠机械分离不容易将细胞剥下来，加大吹

打力度会对细胞损伤较大。本研究在原代培养及第

一次传代时采用的是机械分离法，第二次传代时采

用酶消化法，结果显示，传代的细胞保持了 ＮＳＣｓ的
特性。

综上所述，本实验通过改进和优化操作方法，

成功分离培养了小鼠胚胎前脑皮质的ＮＳＣｓ，为后续
研究低氧条件下 ＮＳＣｓ的生物学行为以及药物干预
的影响提供基础。
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