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大鼠胎儿神经干细胞的分离、培养及诱导分化
Ξ
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　　[摘　要 ]　为了探讨神经干细胞 (N eural stem cells,N SC s)在体外培养中的生物学特性,研究不同细胞因子对

N SC s分化的影响,试验对大鼠胎儿神经干细胞进行了分离培养,并研究了 10, 50和 100 ngömL 的神经生长因子

(nerve grow th facto r,N GF)、脑源性神经营养因子 (b rain derived neruo troph ic facto r,BDN F)和胶质源性神经生长

因子 (glia l cell line2derived neuro troph ic facto r, GDN F)对N SC s的定向诱导分化作用。结果表明,大鼠胎儿N SC s

可在体外增殖并形成典型的神经球,指数增长期在传代后的第 4～ 5天; 10和 50 ngömL 的N GF、BDN F 和 GDN F

对N SC s的诱导分化作用不明显, 100 ngömL 的N GF、BDN F 和GDN F 可诱导N SC s分化为神经元或胶质细胞。说

明N GF 和BDN F 可诱导N SC s向神经元方向分化, GDN F 诱导其向胶质细胞分化。
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Abstract: To discu ss the characterist ics of neu ra l stem cells b io logic cu ltu red in v itro and ob serve the

effect of d ifferen t grow th facto rs on the differen t ia t ion of N SC s, the neu ra l stem cells of ra t feta l w as seper2
ated and cu ltu red, and then they w ere direct ional induced by N GF, BDN F and GDN F in the concen tra t ion

grads of 10 ngömL , 50 ngömL and 100 ngömL in the serum free m edium and also iden t if ied. T he resu lt sug2
gest tha t w hen cu ltu red in v itro,N SC s can fo rm typ ica l spheres and p ro lifera te, and the exponen t ia l grow th

occu rred at the 4th- 5th day after N SC s passaged, the effect of the neu ra l facto rs w as no t obviou sly in low

concen tra t ion s of 10 ngömL o r 50 ngömL , bu t the N SC s can be differen t ia ted in to neu ron s and glia l cells

w hen they are cu ltu red in the m edium supp lied w ith 100 ngömL N GF, BDN F o r GDN F. So in the serum

free m edium supp lied w ith 20 ngömL EGF and bFGF, the grow th characterist ic of N SC s w ou ld be defin ite2
ly influenced, and N GF and BDN F cou ld accelera te N SC s differen t ia t ing in to neu ron s, how ever GDN F cou ld

induce them to glia l cells.
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　　自 1992年R eyno lds等[1 ]从成年鼠脑纹状体中

首次分离出能在体外持续增殖且具有向神经元及星

形胶质细胞分化潜能的神经干细胞 (N eu ra l stem

cells, N SC s)后,人们又从其他成年哺乳动物的中枢

神经系统中成功分离得到N SC s。N SC s实际上是一

个不均一的细胞群体,包括神经干细胞、神经元祖细

胞和神经胶质细胞祖细胞,其广泛存在于胚胎和成

体哺乳动物中枢神经系统 (cen tra l nervou s system ,

CN S)的脑室系统和脊髓组织中,具有自我更新和增

殖能力,表达特殊标志蛋白巢蛋白 (N est in)。在体外

适当条件下, N SC s 可进行自我更新并增殖达到临

床应用的数量,可以进行体内外生物学特性的鉴定、
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冷冻保存、或者备用于临床治疗。当N SC s移植到成

体CN S 时,其可与宿主组织发生结合,并根据所在

部位的微环境分化为任意一种主要的CN S 细胞类

型 (神经元、星形胶质细胞或少突胶质细胞)。这些特

性使N SC s有望成为一种良好的细胞来源用于治疗

神经系统疾病,如神经退行性疾病和脊髓损伤等。然

而,要将N SC s用于临床,还必须在应用前依据靶组

织神经细胞的类型对N SC s进行准确的定向诱导分

化,并进行体外生物学特性研究及动物模型试验。目

前, N SC s的定向分化已成为研究人员关注的焦点。

为此,本试验对大鼠胎儿大脑皮层源性N SC s进行分

离培养,并探讨其在血清和不同生长因子作用下的分

化情况,以期为N SC s的进一步临床应用提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　怀孕 14～ 16 d 的 SD 大鼠,购自

第四军医大学试验动物中心。

1. 1. 2　主要试剂　磷酸盐缓冲液 (PBS) , D 2M EM ö

F12 和B 27 supp lem en ts 购自 G IBCO 公司; 新生牛

血清 (NBS )、碱性成纤维生长因子 ( bFGF 或

FGF2)、IT S 复合物 ( IT S)和牛血清白蛋白 (BSA )

均购自 S IGM A ; 表皮生长因子 (EGF)、神经生长因

子 (N GF)、脑源性神经营养因子 (BDN F)、胶质细胞

源性神经营养因子 (GDN F )、小鼠抗N est in 单克隆

抗体 (N est in)、M ou se an t i2beta2T ubu lin monoclon2
al an t ibody 和小鼠抗胶质纤维酸性蛋白单克隆抗体

(GFA P)均购自CH ENM ICON 公司; 免疫组化染色

试剂盒H isto sta inTM 2P lu s K its, 购自北京中杉金桥

生物技术有限公司。

1. 2. 3　N SC s 培养液　细胞生长培养液为添加

B 27, 20 ngömL EGF, 20 ngömL bFGF, 10 ngömL

IT S, 0. 1 göL BSA , 100 IU ömL 青霉素, 100 IU ömL

链霉素的D 2M EM öF12; 血清诱导培养时的培养液

为添加体积分数 5% NBS, 100 IU ömL 青霉素, 100

IU ömL 链霉素的D 2M EM öF12。

1. 2　大鼠胎儿N SC s的分离

断颈法处死大鼠, 取其胎儿, 分离胎儿肌肉组

织,取出整根脊柱,用双抗 PBS冲洗 3次; 然后剪开

脊柱,分离脊髓鞘膜,取出脊髓组织,洗去血细胞;再

在含双抗的 PBS中清洗以去除非脊髓组织,分离出

胎儿脊髓,剪成小块,用机械法将组织碎块轻轻吹打

成单细胞,用孔径为 75 Λm 滤纱过滤,收集单细胞,

铺皿生长。

1. 3　大鼠胎儿N SC s的传代培养及多能性鉴定

　　在添加体积分数 10% NBS的D 2M EM öF12中

扩散细胞, 以至少 1×104 mL - 1细胞密度铺于 60

mm 培养皿中培养; 第 2天,将过渡培养液换为生长

培养液继续培养,每 3～ 4 d 换液一次,如果细胞密

度低,则半量换液。待N SC s生长形成较大的N SC s

球样集落 (约 200 个细胞)时,用自制的玻璃吸管收

集于 10 mL 带盖离心管中,用 0. 5 göL 的胰蛋白酶
吹打消化成较小的N SC s集落 (约十几个细胞) ,用

等体积含体积分数 10% NBS 的D 2M EM öF12 中

和, 500 g 离心 5 m in,弃上清液,添加生长培养液制

成细胞悬液,接种于质量分数 0. 1%明胶包被的培

养皿中进行传代。将形成的小神经球样N SC s集落

用自制玻璃吸管移到鼠尾胶原包被的 96孔板中,每

孔 3～ 4 个, 用含体积分数 5% NBS 的D 2M EM ö

F12诱导分化培养 3 d 左右,用质量浓度 40 göL 多
聚甲醛固定, 按照免疫组化试剂盒说明, 用N est in

(体积比 1∶200 倍稀释)、Β2T ub lin (体积比 1∶500

倍稀释) 和 GFA P (体积比 1∶200 倍稀释) 鉴定

N SC s及其分化的神经元和星型胶质细胞。

1. 4　大鼠胎儿N SC s生长曲线的绘制

将来自单克隆的大鼠胎儿N SC s 消化成单细

胞,并以单克隆密度 (122孔培养板, 1×103 mL - 1)接

种于 96孔板培养。终止培养前 4 h 每孔加入M T T

溶液 20 ΛL (M T T 最终质量浓度为 1 m gömL ) , 吸

出溶液, 加入溶解液DM SO 200 ΛL 使得产物充分

溶解,在酶标仪上测定各孔的OD 值 (波长 590 nm ,

参比波长 630 nm )。

1. 5　大鼠胎儿N SC s的诱导分化及免疫组化鉴定

将经过鉴定的来自单克隆的大鼠胎儿N SC s小

神经球样集落用自制的玻璃管接种到鼠尾胶原包被

的 96孔板中,每孔 2～ 3个,分别用含 10, 50和 100

ngömL 的N GF、BDN F 和 GDN F 培养液诱导培养

3～ 4 d。终止诱导培养后,用 PBS洗一次, 40 göL 多
聚甲醛固定,进行免疫组化染色鉴定。

2　结果与分析

2. 1　大鼠胎儿N SC s的培养特性

　　来源于大鼠胎儿脊髓组织的原代细胞培养 2～

3 d 时,可观察到由十几个到几十个细胞聚集形成

的球形集落 (图 1 A ) ,继续培养,细胞球会进一步增

大; 在原代培养中有时候也有小部分细胞呈半贴壁

生长,未贴壁的神经球体部分隆起较高; 继续培养,

小部分贴壁的细胞球便会一边增大一边分化 (图 1
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B )。分化的神经元和胶质细胞以细胞球为中心成辐

射状分布,最后相互交织形成特有的神经细胞网状

结构 (图 1 C)。

图 1　大鼠胎儿N SC s培养特性
A. 原代细胞聚集形成的神经球 (50×) ;B. 部分贴壁生长的神经球 (100×) ; C. 神经细胞网状结构 (50×)

F ig. 1　N SC s of rat cu ltu ring characterist ics
A. o rig inal cells congregate in to neural spheres (50×) ; B. part of N SC s adhering the w all (100×) ;

C. N SC s fo rm reticu late structu re (50×)

2. 2　大鼠胎儿N SC s的多能性

血清诱导培养时, N SC s 可自发分化为神经系

统中主要的神经细胞类型,如神经元和胶质细胞等。

添加体积分数 5% NBS诱导液诱导时,神经球贴壁

迁移较快,在接种 24 h 左右就可观察到贴壁的神经

球细胞开始伸出突起; 第 3 天便可看到神经球大部

分细胞已分化为神经系统中的神经元、少突胶质细

胞和星形胶质细胞等 (图 2 A ) ; 大鼠胎儿N SC s (图

2 B )及其分化的神经元 (图 2 C )和星型胶质细胞

(图 2 D )免疫细胞化学染色均呈褐色,判为阳性。

图 2　大鼠N SC s生物学特性鉴定结果
A. N SC s血清诱导 72 h (100×) ; B. N estin阳性N SC s(100×) ; C. 分化的 Β2T ublin阳性神经元 (200×) ;

D. GFA P 阳性神经胶质细胞 (200×)

F ig. 2　 Iden tificat ion of rat N SC s characterist ic
A. N SC s induced by NBS fo r 72 h (100×) ; B. N SC s stain ing is N estin po sit ive (100×) ; C. differen tiated neurons stain ing is

Β2T ublin po sit ive (200×) ; D. differen tiated astroglial stain ing is GFA P po sit ive (200×)

图 3　大鼠胎儿N SC s的生长曲线

F ig. 3　N eural stem cells grow th curve

2. 3　大鼠胎儿N SC s的生长曲线

由图 3可以看出,在第 2天细胞有部分死亡,在

第 4～ 5天,细胞生长达到指数生长期,此时应该及

时进行换液或传代。

2. 4　大鼠胎儿N SC s的诱导分化及免疫组化鉴定

结果

2. 4. 1　诱导分化　分别在含有 100 ngömL 细胞因

子N GF、BDN F 和 GDN F 的培养液中诱导 24 h 后,

贴壁的神经球周围开始有各种不同形态的细胞向外

迁移, 随着时间的延长, 细胞不断向神经球外周迁

移; 48～ 72 h 后,添加N GF 和BDN F 的诱导培养液

中, N SC s主要分化为神经元 (图 4 A、B ) ,而在添加

GDN F 的诱导培养液中, N SC s主要分化为少突胶

质细胞 (图 4 C)。在添加 10和 50 ngömL N GF、BD 2
N F 和GDN F 溶液中,大鼠胎儿N SC s的分化特征不
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明显。结果表明,N GF、BDN F 和GDN F 对体外培养 的大鼠胎儿N SC s均有不同程度的诱导分化作用。

图 4　不同细胞因子诱导分化的大鼠胎儿N SC s (×100)

A. 100 ngömL N GF 诱导 72 h 的大鼠胎儿N SC s; B. 100 ngömL BDN F 诱导

72 h 的大鼠胎儿N SC s; C. 100 ngömL GDN F 诱导 72 h 的大鼠胎儿N SC s

F ig. 4　D ifferen tia t ion of rat feta l N SC s in the differen t cytok ines (×100)

A. N SC s induced by 100 ngömL N GF fo r 72 h; B. N SC s induced by 100 ngömL N GF

fo r 72 h; C. N SC s induced by 100 ngömL N GF fo r 72 h

2. 4. 2　免疫组化鉴定　在添加有不同细胞因子的

无血清培养液中, N SC s 的分化方向受高浓度细胞

因子的影响。在添加 100 ngömL N GF 和BDN F 的

无血清培养液中,N SC s Β2T ub lin 染色呈阳性,表明

其主要向神经元分化 (图 5 A , B ) ; 而在添加 100

ngömL GDN F 的培养液中N SC s GFA P 染色呈阳

性,表明其主要向胶质细胞分化 (图 5 C)。

图 5　不同细胞因子诱导分化大鼠N SC s鉴定结果 (×200)

A. N GF 诱导的N SC s, Β2T ublin染色呈阳性; B. BDN F 诱导的N SC s, Β2T ublin染色呈阳性;

C. GDN F 诱导的N SC s, GFA P 染色呈阳性

F ig. 5　 Iden tificat ion of rat N SC s differen tia t ion in differen t cytok ines (×200)

A. N SC s induced by N GF and Β2T ublin stain ing po sit ive; B. N SC s induced by BDN F and

Β2T ublin stain ing po sit ive; C. N SC s induced by GDN F and GFA P stain ing po sit ive

3　讨　论

神经干细胞的分化是目前神经学科研究的一个

重要方面,在不同因子、不同微环境条件下其分化方

向也不同[2 ]。N SC s的生存微环境决定了干细胞分

化的命运,同一来源的N SC s移植到不同的分化部

位其分化结果也不相同,但均与接受移植部位的细

胞相似[3 ] ,其最终分化命运决定于其所在部位的壁

龛[4 ] ,在体外培养条件下则取决于培养液的组分。在

N SC s分化过程中,因子类物质起着很重要的作用。

有研究表明, EGF 和 bFGF 是神经干细胞增殖

的丝裂原,由于它们的存在,神经干细胞得以不断的

更新增殖,去除丝裂原后则神经干细胞进入自行分

化阶段[5 ]。所以本试验在培养液中添加了较高浓度

的 EGF 和 bFGF (20 ngömL ) ,以利于神经干细胞增

殖。本试验发现,N GF、BDN F 和 GDN F 在 10和 50

ngömL 时,对神经干细胞体外短期内的诱导分化效

果不明显,但当其质量浓度增大为 100 ngömL 时,

则对神经干细胞有一定的诱导作用。N GF 是最早被

纯化并确定了分子结构的典型细胞因子,兼有神经

元营养因子 (N eu ro troph ic facto rs, N T F s)和促进

神经突起生长因子 (N eu rite p romo ting facto rs,

N PF s)双重作用[6 ]。N GF 是神经系统中重要的生物

活性物质之一,对神经系统的正常发育及促进再生

等方面均有重要的生物学作用,可诱导N SC s向胆

碱能神经元分化[728 ] ,还可促进新生动物中枢胆碱能
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神经元的发育成熟[9210 ] ,并对交感、感觉及中枢胆碱

能神经元具有营养作用。本试验发现,N GF 主要促

进神经干细胞向神经元方向分化。BDN F 对神经干

细胞的分化有促进作用, 可使神经干细胞分化为

GABA 能神经元的比例达 70% [11 ] , 加入 BDN F、

IGF21 ( In su lin2like Grow th Facto r21)主要诱导神

经干细胞向神经元方向分化,其机理可能是通过上

调干细胞后代中转录因子 B rn24 而起作用[6 ]。

GDN F 是L in 等首次从大鼠细胞来源的B 49 细胞

株的条件培养基中分离纯化得到的[12 ] ,目前对其诱

导分化作用结果报道不一。有研究表明, GDN F 对

多巴胺能神经元有特异性营养作用,能促进体内外

多巴胺能神经元分化, 使神经元胞体增大、轴突延

长[13214 ]。但也有文献报道, GDN F 主要诱导N SC s向

神经胶质细胞和少突胶质细胞分化[15 ]。本试验发

现,高浓度的 GDN F 可诱导神经干细胞向神经胶质

细胞方向分化。

目前,对N SC s的定向分化及干细胞可塑性研

究还处于探索阶段, N SC s 在不同体内外微环境中

的增殖和定向分化还不能完全控制,还有待于进一

步研究其增殖和分化的信号激活途径等,进而实现

对N SC s的调控。
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