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摘要  目的:比较机械法和胰酶消化法对胎鼠脊髓源神经干细胞增殖分化的影响。方法: 分别用机械法和胰酶消化法分离

胎鼠脊髓组织获得神经干细胞,应用台盼蓝检测细胞成活率, 用无血清培养技术培养神经干细胞, 应用 MTT 法检测细胞分裂增

殖能力,采用免疫细胞化学法鉴定神经干细胞和分化细胞。结果:机械法获得的细胞数量多于胰酶消化法。细胞经过培养其增

殖能力机械法略强于胰酶消化法,但无统计学意义。培养形成的细胞球Nestin 阳性, 诱导分化后可见NSE 和GFAP阳性细胞。结

论:运用机械法比胰酶消化法分离胎鼠脊髓组织获得神经干细胞方法简单,容易操作, 经过培养细胞增殖能力较强。并可提供健

康的细胞来源。
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ABSTRACT Objective: To compare the difference between mechanical method and trypsinization about fetal rat spinal cord neural stem

cells multiplication and differentiation. Methods: The neural stem cells were isolated by mechanical method and trypsinization and cultivated with

serum- free culture techniques. The survival rate of the cells were detected by trypanblau. The potential of division and expansion of the cells

were analyzed by MTT method. Immunocytochemistry was used to identify neural stem cell and neurons and glia differentiated. Results: There is

no difference obviously about the cellular activity between mechanical method and trypsinization. But the value of mechanical method was higher.

Conclusion: Using mechanical method to isolate fetal rat spinal cord for getting neural stem cells is easier than using trypsinization, which can of-

fer the source of healthy cells.
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  神经干细胞( neural stem cells, NSCS)是近年来神经科学领

域的研究热点之一, 神经干细胞研究不仅可阐明神经发育机

制,而且在神经系统损伤修复和神经退行性疾病的细胞替代

治疗以及基因治疗中都有巨大的应用价值[ 1]。在各项研究

中,能有效的分离培养出脊髓神经干细胞已成为了至关重要

的一步。根据目前文献报道,常用的细胞分离方法有两种, 即

机械分离法和胰酶消化法, 但两种方法的比较未见报道。本

实验对胎鼠脊髓经过两种分离方法获得的神经干细胞进行培

养、观察、鉴定,进行对比研究。探索理想的 NSCS 分离技术,

将为人们更好地研究和使用 NSCS 提供可靠的实验技术依据。

1  材料和方法

1. 1 材料
3 月龄以上成年Wistar大鼠, (由哈尔滨医科大学第二附

属医院实验动物中心提供) ; DMEM / F12( Sigma公司) , 胎牛血

清(杭州四季青生物公司) , 表皮生长因子( EGF )、成纤维细胞

生长因子( bFGF) ( Gibco公司) ; Nestin 单克隆抗体、神经元特异

性烯醇化酶( NSE)、胶质纤维酸性蛋白抗体( GFAP)、MTT(四甲

基偶氮唑蓝)、二甲基亚砜( Sigma公司) ; 胰蛋白酶、SABC 试剂

盒 、DAB显色液( Boster公司)。

1. 2  方法
1. 2. 1 神经干细胞的分离和培养: 孕 13~ 15d Wistar大鼠

颈椎脱臼致死剖腹取出胎鼠, 在无菌条件下分离出脊髓组织,

放入盛有 DMEM / F12培养液的培养皿中并分离出中央管周

围的组织,将其剪成 1mm3的组织块后均匀分成两组。机械分

离法(第一组) : 用抛光的直头细管轻轻吹打 50~ 80 次, 并用

200目筛网过滤, 将收集到的细胞悬液 500rpm 离心 5min, 弃上

清液,加入适量 DMEM / F12 培养液, 轻轻吹打数次即可获得

脊髓神经干细胞的单细胞悬液。胰酶消化法(第二组) : 用 0.

25%胰蛋白酶在 37e 下消化 5~ 10min, 轻轻震荡使其混匀, 依

细胞分离情况加入胰酶抑制剂终止消化, 并用 200 目筛网过

滤, 500rpm 离心 5min, 弃去上清液。加入适量 DEME/ F12 培养

液,轻轻吹打数次制成脊髓神经干细胞的单细胞悬液。两组

分别经台盼蓝染色计数并统计活细胞比例。用神经干细胞培

养液( DEME/ F12 培养液加入 EGF20ng/ ml和 bFGF 20ng/ ml)调

整细胞密度至 2@ 105/ ml,接种于 50ml塑料培养瓶, 置于 37e
5% CO2 培养箱内培养。每天观察记录细胞生活状态。隔 3

天半量补充神经干细胞培养液。当神经细胞球逐渐增大至 50

~ 200个细胞/球时, 进行 Nestin 染色鉴定和传代。传代时将

神经细胞球悬液移至离心管, 经低速离心后,吸弃上清液, 加
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入神经干细胞培养液,吹打 100 次,使之成为单个细胞悬液, 进

行细胞计数和活力观察,调整细胞密度至 2 @ 105/ ml继续种瓶

培养以备后用。

1. 2. 2  MTT 检测法:取两组传代的细胞悬液分别接种于 96 孔

板中, 每 24小时进行一次细胞活力检测, 将 20 Ll MTT ( 5mg/

ml)液加入每孔, 置于 37 e 5% CO2培养箱中继续培养 4 小时。

弃去培养清液加入 100Ll二甲基亚砜, 振荡 10min 使结晶物充

分溶解。应用 Model- 680 型酶标仪上测定各孔光密度 ( OD)

值,检测波长 595nm,参考波长 630nm。

1. 2. 3  神经干细胞的分化和鉴定: 取传代的神经干细胞以 5

@ 104 /片细胞密度种于经多聚赖氨酸包被的玻璃盖玻片上, 滴

加含有 10%胎牛血清的 DMEM / F12 培养液, 分化培养 7 天

后,采用 SABC法作免疫细胞化学染色,神经元、胶质细胞分别

用抗 NSE 抗体、抗 GFAP 抗体来标记。如果作神经干细胞

Nestin 染色,滴加含有 10%胎血清的 DMEM / F12 培养液使克

隆球贴壁, 2h 后即可以进行固定染色,用抗 Nestin 单抗来标记

神经干细胞,操作过程按照试剂盒使用说明书进行。

2  结果

2. 1 细胞形态的观察

机械法分离出的细胞形态呈均匀球形核大而清晰, 细胞

轮廓明显,折光性好, 杂质少, 细胞以单体和少许细胞团形式

悬浮于培养液中(图 1)。胰酶消化分离的部分细胞形态不规

则,轮廓模糊, 杂质较多,细胞悬液中细胞以单体形式出现(图

2)。随着培养时间延长胰酶消化法细胞数量及长势均不如机

械法,酶消化法神经球形成较晚并以小细胞团为主, 形状不规

则且贴壁细胞较多(图 3)。机械法形成的神经球数量多, 形态

规则,折光性好(图 4)。由上述对比可看出, 机械分离法在脊

髓神经干细胞的分离培养中效果较为理想。

2. 2  台盼蓝检测细胞活力
台盼蓝染色的结果显示, 机械分离法获得的脊髓神经干

细胞悬液其细胞成活率是 89%。胰酶消化法获得的细胞成活

率是 77%。

2. 3  MTT比色法检测神经干细胞数目变化情况

经过MTT 比色法检测两组细胞的 OD值在第 4d 时均表现

下降趋势,两组 OD值比较机械分离组始终略高于胰酶消化

组。经 SPSS 统计软件分析得出, 同一时期的两组数据间并无

统计学意义(见附表 ) , 即两种分离方法对细胞的增殖情况的

影响没有明显差别。

附表  MTT 比色法测定不同时期脊髓神经干细胞的 OD值

样本均值 概率值P(双侧)

胰酶消化法 机械分离法 方差齐 方差不齐

第二天 0. 2690? 0. 0134 0. 2837 ? 0. 0214 0. 185 0. 190

第四天 0. 2147? 0. 0272 0. 2380 ? 0. 0385 0. 253 0. 256

第七天 0. 4200? 0. 1694 0. 4237 ? 0. 1087 0. 965 0. 965

2. 4 神经干细胞鉴定及分化结果
胰酶消化组和机械分离组神经干细胞球均表达 Nestin 阳

性(图 5)。传代后神经干细胞分化培养 1 周后, 作免疫细胞化

学染色, 两组细胞均可显示 NSE 阳性(图 6)、GFAP 阳性 (图

7)。

3  讨论

神经干细胞由于具有多向分化潜能, 在中枢神经系统的

损伤修复中具有广泛的应用前景而备受关注。中枢神经系统

内神经干细胞分离方法的探索, 对于深入研究神经干细胞的

生物学特性及其分化机制是一个先决的条件[ 2- 4]。神经干细

胞的分离培养国内外报道以单一酶消化法居多[ 5- 6] , 胰酶消

化法操作相对复杂,酶作用的时间又受温度影响, 故很难掌握

消化的最佳时刻。机械分离法是通过吸管吹打, 筛网过滤来

获取脊髓神经干细胞。在吹打过程中只要注意用力轻柔, 防

止气泡产生即可获得单细胞悬液, 操作方法简单易行并可缩

短细胞分离时间, 经台盼蓝染色活细胞达 89%。发现机械法

细胞球的形成速度比胰酶消化早约 1~ 2d, 说明其中 NSCs 成

分较多或细胞结构破坏较少。而消化酶对 NSCs 生长的影响

作用可能是多方面的,在实践操作中很难把握消化酶的最佳

作用时间, 容易造成细胞膜损伤导致其活性下降, 其次 NSCs

表面具有多种生长因子受体, 消化酶作用于细胞表面可能会

损伤部分细胞膜受体[ 4,7- 9]。实验中也观察到经消化酶作用

后形成的NSCs 球个体大小差异较大, 细胞透明度下降, 表明

细胞增殖活力下降。采用机械吹打分离的细胞球虽然不能获

得满意的单细胞悬液,但可以避免细胞膜受体的化学损伤, 保

持细胞间联系,传代后细胞死亡较少, 克隆球形成较快。培养

液中 bFGF和 EGF对 NSCs 具有促进分裂和增殖的作用, 其它

细胞在这种无血清培养液中无法增殖、生存[ 10]。因此, 随着培

养时间的延续, 在4d 左右出现大量死亡细胞, 然后NSCs 增殖、

聚合形成细胞球。在培养过程中发现神经干细胞球生长时间

过长,体积过大, 中央部分的细胞将会因缺乏营养而死亡, 部

分细胞自行分化, 与相关报道一致[11]。

细胞换液时借鉴富赛里[12]补充培养液而不吸弃, 防止悬

浮生长的NSCs 和细胞生长过程中可能分泌细胞因子随换液

丢失,更适合于 NSCs 的培养。因此, 无论是从操作难易程度,

还是对细胞的损害程度来看, 机械法都要优于胰酶消化法。

MTT比色法是用于检测细胞生长和增殖状况的常用方

法。其原理是当培养细胞中加入 MTT 后, 活细胞中的线粒体

琥珀酸脱氢酶可将 MTT 分子还原, 产生紫色结晶物 MTT 甲

瓒。该结晶物可溶于二甲基亚砜、异丙醇等有机溶剂。由于

结晶形成量与细胞数量及活性有关,故通过比色测定吸收值,

即可间接反应细胞的生长和增殖情况。实验中测得的 OD值

机械组高于胰酶组。其原因可能在于所用于分离神经干细胞

的消化酶对细胞都存在潜在的损害作用。经 SPSS 统计学软

件对实验数据的分析, 用胰酶消化法或机械消化法分离脊髓

神经干细胞对细胞增殖分化影响不明显。但机械法获得的

NSCs 可提供健康的细胞来源。

在本实验中采用无血清培养技术在体外大量扩增了神经

干细胞,通过免疫鉴定表达神经上皮的特异性抗原 Nestin 蛋

白。在特定条件下能分化为神经元和神经胶质细胞, 并表达

相应的标记蛋白 NSE和 GFAP阳性。因此,我们分离培养的细

胞是脊髓来源的神经干细胞。
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