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摘要：培养的嗅鞘细胞的最终纯度受到多种因素的影响，如嗅鞘细胞的取材来源、分离方法等等；对培养的嗅鞘细胞进行纯化可

获得高纯度的嗅鞘细胞。纯化嗅鞘细胞的方法有许多种，主要有单纯差速贴壁法、免疫吸附法、化学药物抑制法、无血清饥饿法

等，现在的实验研究更趋向于以上 2-3种方法联合应用对嗅鞘细胞进行纯化，这些联合纯化方案主要是在采用单纯差速贴壁方法

的基础上再次运用其他一种或几种方法进行嗅鞘细胞的纯化。就获取的嗅鞘细胞的最终纯度而言，许多方法取得了可观的效果。

但不同的纯化方法各有利弊，除了价格不同外，不同的纯化方法对嗅鞘细胞的生物活性造成不同程度的影响。因此在选择纯化方

法时，应综合考虑各方面因素，根据研究目的和实际需要选择合理的方案进行纯化。本文通过查阅各数据库中与嗅鞘细胞的分离

培养及纯化有关的文献和其他相关书籍，来探讨纯化嗅鞘细胞的不同方法以及这些纯化方法对嗅鞘细胞最终纯度的影响。
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The Results of Olfactory Ensheathing Cells
from Different Purification Methods*

The final density of olfactory ensheathing cells can be determined by several factors, such as the source and dissociate

methods of cells; high density olfactory ensheathing cells can be got by purificating them. There are many kinds of purification methods

for olfactory ensheathing cells, including Different-Time adherence method, immunosorbent method, chemical drugs method, etc, The

recent researches rend to combine 2 or 3 methods above to purificate the olfactory ensheathing cells, these purification plans combine 1
or several other methods on the basis of Different-Time adherence method.In terms of the final purity of olfactory ensheathing cells, many

methods have got considerable effects. But different purification methods have advantages and disadvantages, in addition to the different

price, different purification methods have different influence to biological activities of olfactory ensheathing cells. So when choosing

purification methods, various aspects should be considered, according to the research purpose and the actual need to select the reasonable

plan for purification. This article researches some literatures and relative books about culturing and purificating the olfactory ensheathing

cells from some database to explore the different methods of purificating the olfactory ensheathing cells and the effects to the olfactory
ensheathing cells, final density of these methods.

Olfactory ensheathing cells; Cultivation; Purification

促进周围神经损伤后再生的方法有多种，且大都在临床上

取得了一定的效果。近些年来的研究表明嗅鞘细胞（olfactory

ensheathing cells, OECs）可以促进中枢轴突的再生[1]。因此有人

提出通过 OECs移植来促进周围神经损伤后再生的方法，并成

为研究热点且被认为有很好的临床应用前景。获取高纯度的移

植所需的 OECs是进行实验研究和临床应用的基础和前提，然

而对取自嗅球或嗅粘膜的 OECs进行培养后含有很多杂质细

胞，这是很难避免的，其中最主要的是成纤维细胞和星形胶质

细胞。因此对取材分离后的 OECs 进行纯化是获取高纯度
OECs的关键。本文主要通过查阅相关文献及书籍，归纳总结几

种不同的纯化 OECs的方法以及最终结果。其中最主要的方法

有差速贴壁法、免疫吸附法、化学药物抑制法等等，尤其是以上

某几种方法的联合应用可以获得理想的高纯度的 OECs。

1 单一纯化方法作用后 OECs纯度
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单独应用差速贴壁法是最早应用于纯化 OECs的方法，此

外还有单纯无血清条件培养液纯化法。

1.1 差速贴壁法

通过差速贴壁纯化法来纯化 OECs最早是由 Nash提出来
的，2001年 Nash本人在其原有的纯化方法的基础上改良成为
18 h+36 h的两次差速纯化法。单纯差速贴壁法原理是根据成

﹑纤维细胞 OECs和星形胶质细胞贴壁时所需要的时间不同，经

过 18 h和 36 h两个时段的差速贴壁后将星形胶质细胞和成纤

维细胞从 OECs中分离出去[2]。原文报道改良 Nash差速贴壁后
OECs纯度可达到 93%。而国内外许多文献报道经 Nash差速

贴壁法纯化后检测 OECs纯度仅有 72%-75%[3]。张鹏等 [4]在

Nash差速贴壁法的基础上再一次改良，发现运用 12 h +24 h的

两时间段差速贴壁法也可以达到原先 18 h + 36 h的纯化结果。

田锋等[5]通过实验在嗅黏膜 OECs的纯化培养过程中将第 1次
差速贴壁的时间改为 24 h，不进行第 2 次差速贴壁,简化了
OECs纯化培养的步骤。将 24 h前贴壁细胞继续培养，除了成

纤维样细胞外，未发现嗅鞘细胞。细胞纯度第 7天可以达到
90%，细胞生长最为旺盛，第 14 d可以达到 85%，细胞数量可以

达到最多。迁荣军等[6]将分离的 OECs只进行 24 h后一次差速

贴壁，鉴定细胞最终纯度平均为 60.41%± 4.32%。李佳等[7]取成

年 SD大鼠嗅球，将分离消化所得细胞悬液进行接种然后分别

于接种后 2 h、6 h和 18 h 3个时间点进行单步骤差速贴壁法去
除成纤维细胞，纯化 OECs，OECs纯度分别为(53± 5)%、（73±
8)%和(69± 13)%，组间差异有统计学意义。

通过实验可以发现差速贴壁法易于操作，可重复性较其他

方法好。但是，有实验发现从不同条件的实验标本培养出来的

细胞状态差异很大。来源于 4～ 6个月龄的实验标本中胎龄较

小、取材耗时短所培养出的细胞的状态好、贴壁快；而胎龄较

大、取材耗时较长时得到的细胞贴壁慢。因此需要根据实验过

程中的观察到的实际情况调整差速贴壁的时间，因此这样就增

加了操作的人为性因素。通过这种方法纯化后 OECs的最终纯

度在 70%-80%左右。
1.2 无血清条件培养液纯化
张鹏等[4]用提前收集并制备的含有同源的 OECs培养上清

液的无血清条件培养液将单细胞混悬液直接种植于装有多聚

赖氮酸包被的盖玻片的培养皿中，孵育两二天后再换成含体积

分数为 0.1胎牛血清 DMEM／F12培养基继续培养 3周，经免

疫组化鉴定后嗅鞘细胞纯度 48%-52%。

应用无血清条件培养液去除杂质细胞具有以下几点优势：

①无血清条件培养液作用缓和，能有效抑制成纤维等杂质细

胞，却对 OECs影响不大。因为在无血清条件培养液的作用时
段内，大部分成纤维细胞处于细胞早期分裂的增殖活性期，此

时细胞对血清的需求量很高，因此成纤维细胞生存和增殖分裂

所需要的营养链可以被无血清培养液有效的阻断[8，9]。这一点在

相关研究中已得到证实。②无血清条件培养液干预纯化法同阿

糖胞苷法相比，作用尺度较好掌握且对 OECs的损伤小。③无
血清条件培养液联合含有大量适合 OECs生存和增殖所需的
营养因子的同源 OECs培养的上清液即可以限制成纤维细胞
的生长，又可以最大限度的保护 OECs。④无血清条件培养液可
以循环持续的收集和制备，大大减小了实验的成本。⑤此纯化

方案没有动用免疫抗体和化学试剂，其因此最后通过纯化得到

的 OECs很好的保持了其原有的生物活性，这就为进一步的
OECs基础研究及临床移植应用排除了诸多不确定的干扰因

素。此方法最大的不足就是纯化后所得 OECs纯度较低，一般

在 50%左右。

2 多种纯化方法联合应用纯化 OECs

主要包括二联纯化方法和三联纯化方法。

2.1 二联纯化方法纯化 OECs

主要是在单纯差速贴壁的基础上联合应用其他一种方法，

如阿糖胞苷法、无血清饥饿法、添加神经营养因子法、胰酶限时

消化法免疫吸附法等等对 OECs进行纯化。

2.1.1 单纯差速贴壁联合阿糖胞苷法纯化 OECs 王斌等[10]将分

离的 OECs差速贴壁 2 d后换液并加入终浓度为 (1× 10-8-1×
10-6)mol/L的阿糖胞苷持续作用 48 h，经免疫染色后发现阳性

反应细胞很少，这与吴卫江等[11]观察结果一致。因为阿糖胞苷

所具有的的毒性作用在抑制成纤维细胞生长的同时也对 OECs

产生了杀伤作用，也可能是因为不同状态的 OECs对阿糖胞苷

有不同的耐受程度。阿糖胞苷对来源于不同实验标本的 OECs

的作用时间和作用浓度不容易把握，因此我们认为用阿糖胞苷

法对 OECs进行纯化培养不太可行。
2.1.2 单纯差速贴壁联合无血清饥饿法纯化 OECs 张鹏等[4]

对分离的 OECs培养后运用改良差速贴壁法（12 h +24 h）联合

无血清饥饿法进行纯化，纯度可达 88%-92%。王斌等[10]将分离

的 OECs差速贴壁 2 d后在倒置显微镜观察，成纤维细胞快速

生长时段内换用无血清的 DMEM/F12 培养基培养,成纤维细

胞脱落后用含有 10%FBS的 DMEM/F12培养基培养。无血清

饥饿法培养至 3～ 6 d时纯度约 90%，9 d时约为 86%，但这种

纯化方法得到的细胞状态差,镜下表现为细胞突起细、弯曲，胞

体小,培养至 12 d时纯度约为 56%,15 d约为 17%。可见此种纯

化方法可使 OECs最高纯度保持在 90%左右。有学者认为无血

清纯化培养法并没有提高 OECs 的纯度 , 但可以起到延长
OECs高纯度持续时间的作用,其缺点是细胞增殖缓慢且状态

下降。

2.1.3 单纯差速贴壁联合间断神经营养因子 3（nourotrofic 3,

NT3）纯化 OECs 多种神经营养因子对体外培养的 OECs具
有明显的促进增殖的作用[12，13]。王斌等[10]将分离的 OECs差速

贴壁 2 d后用含有终浓度为 50ng/mL NT3的 DMEM/F12培养,

48h 后再用含 10%FBS 的 DMEM/F12 培养。即含 NT3 和含
10%FBS的 DMEM/F12培养基间隔 48 h交替使用。间断应用
NT3法培养至 3～ 9 d时 OECs纯度约为 95%，培养至 12 d时

纯度约为 83%，且细胞状态良好，表现为细胞立体感强，细胞胞

体大，突起长且笔直，培养至 15 d纯度约为 66%。历强等[14]运用

同样的方法纯化 OECs，经鉴定后其最大纯度也可达到 95%。

实验过程中发现随着培养时间的延长 OECs分裂增殖能力逐
渐减弱，细胞胞体逐渐变的细小，突起变细、弯曲，折光性逐渐

减弱，甚至有细胞死亡脱落。原因可能是 NT3虽然可以促进
OECs的分裂增殖，但是不能代替血清中的某些成分，从而导致
OECs生长增殖所需的营养成分缺失。在改用含 100 mL/L的
FBS、NT3 的 DMEM/F12 培养基培养时发现成纤维细胞迅速
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增殖,其增殖速度大大超过 OECs的增值速度。这可能是 NT3

与血清中的某种成分结合后发生促进或协同促进作用，使成纤

维细胞迅速增殖，并与 OECs竞争有限的生长环境，从而导致
OECs纯化培养失败。因此选择间断应用 NT3对 OECs进行原
代纯化培养，即用含 NT3的 DMEM/F12培养液培养时 OECs

可以继续分裂增殖，成纤维细胞因为失去了含血清的培养环

境，导致细胞增殖明显减弱，并伴随有少量细胞坏死脱落。当再

改用含血清的培养基培养时，基于前期 OECs的生长状态优于

成纤维细胞，此时便出现 OECs的高密度抑制作用，导致成纤

维细胞增殖不明显，而由于血清的作用 OECs状态渐恢复。当

成纤维细胞开始增殖时继续改用含 NT3 的 DMEM/F12 培养

基培养，这种间断改变培养基成分的纯化方法既可以维持

OECs对成纤维细胞的高密度抑制作用，同时又保证了 OECs

的增殖和活性。由此可见间断应用 NT3法纯化培养 OECs可
以在更长的时间内得到状态良好的高纯度的 OECs。
2.1.4 单纯差速贴壁联合胰酶限时消化法纯化 OECs 徐朝伟

等[15]对分离后培养的 OECs经 6 h、24 h 两次差速贴壁去除杂

质细胞，培养至 12 d左右经胰酶限时消化，留成纤维细胞于瓶

壁，重悬的细胞进行鉴定，其纯度为（83.7± 7.7）%。这与杨博宇
等 [16] 采用差速贴壁与化学药物并胰酶消化法纯化新生大鼠

OECs所得结果类似,纯化后 OECs最终纯度在 80%-90%左右。

胰酶限时消化的基本原理就是根据 OECs与成纤维细胞的贴

壁能力不同，选择合适的胰酶消化时间段，经特定时间的胰酶

消化后，贴壁能力弱的 OECs比贴壁能力相对强的成纤维细胞

要提前脱落，从而弃去贴壁的成纤维细胞。

2.1.5 单纯差速贴壁与免疫吸附法联合纯化 OECs 苗宗宁等
[17]将一定浓度的神经生长因子受体 P75（neuro growth factor re-

ceptor P75,NGFRP75）单抗包被培养皿后，再用含终浓度为 2×
10-7mol/L的阿糖胞苷的 DF12培养基干预，获得最终 OECs最

终纯度为 90%以上。康新等[18]将分离的 OECs培养 7 d后采用
胰酶限时消化法重悬细胞并接种到事先被 P75抗体包被的培

养皿中，最终鉴定 OECs纯度可达 90.40%～ 94.56%。免疫吸附

法的基本原理即根据 NGFRP75 是神经营养因子低亲和力受

体,也是 OECs细胞膜表面特异性的标记物，能与相应的抗体

发生特异性结合[19]。因此，这种高特异性的抗原抗体反应能保

证包被在培养皿上的 NGFRP75抗体可将 OECs吸附在培养皿

的表面。待大量的 OECs贴壁，然后通过培养液的作用使其快

速生长增殖。采用免疫吸附法纯化可以获得较高纯度的 OECs，

缺点是价格昂贵，操作繁琐。

综上所述，以单纯差速贴壁法为基础联合其他方法的二联

纯化方案并非都具有较强的实用性。①差速贴壁联合阿糖胞苷

方案中化学药物 Art-c的应用剂量及作用时段很难控制，且在

抑制成纤维细胞生长的同时对 OECs也造成无法避免的杀伤，

因此很难获得较高纯度的 OECs，实验中不建议应用此方法纯
化。②差速贴壁联合无血清饥饿法的二联纯化方案可使 OECs

最高纯度保持在 90%左右。但有学者认为无血清纯化培养法只
是起到了延长 OECs纯度持续时间的作用，并没有提高 OECs

的纯度,其缺点是细胞状态下降和增殖速度缓慢。③差速贴壁
联合间断应用 NT3的二联纯化方案通过维持 OECs对成纤维
细胞的高密度抑制作用，最终所得 OECs的纯度可在 90%以

上，同时又保证了 OECs的增殖速度和活性。由此可见间断使

用 NT3纯化培养 OECs可以在相对较长的时间内得到状态良
好且高纯度的 OECs。④差速贴壁联合胰酶限时消化的二联纯

化方案可是 OECs纯度保持 80%-90%，且操作方法简便易行，

价格低廉。同差速贴壁联合间断应用 NT3的二联纯化方案具

有较好的实验可行性。⑤应用免疫吸附法的二联纯化方案虽也

可获取 90%左右的 OECs纯度，但操作繁琐且价格昂贵。因此

本人认为各种二联方案的可行性由大到小依次为差速贴壁联

合间断应用 NT3，差速贴壁联合胰酶限时消化，差速贴壁联合

无血清饥饿法，应用免疫吸附法的二联纯化方案，单纯差速贴

壁联合阿糖胞苷法。

2.2 三联纯化方法纯化 OECs

三联纯化方案纯化 OECs的实验少有报导，主要是在差速

贴壁的基础上联合其他两种方法进行纯化。杨博宇等[16]在其实

验中通过比较证实了差速贴壁 +化学药物 +胰酶限时消化法

的三合一操作技术，是一种高效率的纯化培养嗅球 OECs的方

法，通过这种方法纯化 OECs的纯度达 85%以上。本人认为，三

联纯化方案中比较可行的操作是在相对简单的二联纯化方案

的基础上增加一种纯化方法，比如在差速贴壁联合胰酶限时消

化的基础上在并用 NT3的方案是一种理想的纯化方案，但其

结果是否优于其他二联方案仍需通过实验证明。

3 结语

OECs能够促进中枢及周围神经损伤后再生及修复的结论

已经得到证实，此治疗方案应用于临床面临的关键问题是如何

获得高纯的 OECs。近年来，科研工作者们尝试了许多种纯化
OECs的方法并取得了显著的成果。目前的研究现状主要趋向

于在差速贴壁的基础上联合应用其他一种方法的二联纯化方

案来获取高纯度的 OECs, 大量实验证实这些二联纯化方案各

有利弊，可行性不一。而且也有研究人员提出在保证获得高纯

度 OECs的前提下，还应该避免纯化 OECs的方案对 OECs的
活性产生不良影响。本人认为，在选择纯化方法时还应考虑其

他可能影响 OECs最终纯度的因素，比如 OECs的来源[20，21]﹑取

材方法等的不同。有报道称来源于成年 SD大鼠和新生 SD大

鼠的 OECs贴壁时间不同，因此在选择差速贴壁时间段时应考

虑这点。所以 OECs的纯化还应遵循个体化的原则，综合考虑

各方面因素，从而选择一种最合适的纯化方案。
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