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乳鼠坐骨神经植块法的雪旺氏细胞培养 *
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摘要 目的：改善并建立一种新的大鼠雪旺氏细胞（SCs）的培养方法，为研究外周神经损伤修复模型及其它外周神经相关实验提供

高纯度、多数量的 SCs。方法：麻醉后显微镜下解剖并分离新生 3天内 SD大鼠的坐骨神经，采取植块培养的方法，显微镜下尽量

剥除坐骨神经纤维外膜，并梳理松解坐骨神经的神经纤维束。梳理后剪碎坐骨神经，每小块种植于培养皿中，使用纯血清培养 4

小时,再加入正常的 DMEM/F12培养基，消化培养 2-3代。最后用 S-100及 GFAP免疫荧光染色进行纯度鉴定。结果：本实验在总

结前人实验的基础上，联合创新采用坐骨神经外膜剥除、神经内膜梳理、纯血清培养以及胰酶差速消化等方法，短时间内获得 SCs

的纯度可达 99 %以上，可用于进一步对雪旺氏细胞的功能进行研究。结论：这种选用乳鼠坐骨神经植块、血清培养的方法简单易

操作，无需额外的生长因子及抑制因子，可在短期内获得大量高纯度的 SCs。
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Culture of Schwann Cells from Sciatic Nerve of Newborn Rat in Vitro *

To improve and establish a new culture method of Schwann cells (SCs), and to provide a high purity and

majority of Schwann cells for the study of peripheral nerve injury and other relative researches. Newborn 3 days SD rat sciatic

nerve were dissected and isolated under anaesthesia, taking the method of block culture to microscopic stripe of epineurium and comb

endoneurium. After cutting, the explants were cultured in pure serum for 4 hours, and then added normal DMEN/F12 medium to culture.

After 2-3 generations of digest and culture, finally, S-100 and GFAP immunohistochemistry were used to determine the purity.

The purity of Schwann cells was above 99 % after sciatic nerve explant and serum culture. This method is simple and easy

to operate, and it can obtain a large number of Schwann cells in a short time without additional growth factors and inhibitors.
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前言

雪旺氏细胞（SCs）是外周神经系统的基本胶质细胞，在外

周神经的发育形成及神经冲动传导过程中发挥重要的作用。各

种因素导致外周神经损伤时，SCs发挥着重要的作用[1，2]，如糖

尿病和肿瘤[3-5]。目前对 SCs的研究十分有限，进一步的研究亟

需进行，其中雪旺氏细胞的提取是研究雪旺氏细胞功能至关重

要的一步。SCs的体外培养是从本世纪初开始兴起的技术，当

前雪旺氏细胞的提取大致分为二类，一类是通过外周神经（多

为坐骨神经）提取，另一类是经组织提取或者干细胞诱导分化
[6，7]。组织中存在的神经多为神经末梢，包绕神经的雪旺氏细胞

含量极低，因而限制了该方法的普及。干细胞诱导分化是近年

来新兴的方法，但是干细胞的生存条件比一般细胞更为苛刻，

且诱导分化过程存在诸多的不可控性，一般采用干细胞与雪旺

氏细胞共培养的方法诱导干细胞分化为雪旺氏细胞系，故该方

法仍需进一步探索。通过外周神经雪旺氏细胞是经典的方法，

其步骤包含外周神经块的获取，胰酶的消化，以及进一步的分

离纯化，该方法获得雪旺氏细胞的周期较长，细胞的纯度也较

低，因而 SCs快速简便的提取方法亟需改进。本文作者综合分

析了以往细胞的培养方法,并进行了创新优化，得到一种简易

的、稳定的、高纯度多产的 SCs培养方法。

1 材料和方法

1.1 动物和材料

SD新生鼠由上海交通大学附属新华医院实验动物中心提

供。胎牛血清购自 Gibco公司；PBST、DAPI、抗荧光淬灭剂、

CCK8试剂盒及 0.25 %胰酶 Trypsin购自中国碧云天公司；细

胞培养箱购自 Thermo公司；PS（青霉素 +链霉素）、盖玻片、载

玻片购自生工；DMEM/F-12、6 cm皿、10 cm皿、6孔板购自 Hy-

clon 公司；S-100 抗体购自美国 Abcam公司；GFAP抗体购自
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图 1 SCs从组织块中爬出

a:植块 24小时后雪旺氏细胞开始长出，b: 48小时后细胞明显从组织块中长出，大的黑点为坐骨神经块，

c: 72小时候雪旺氏细胞基本长满了培养皿底面

Fig.1 Schwann cells grow from the explant

a: the schwann cells begin to grow after 24 hours, b: the schwann cells grow significantly from tissue block after 48 hours, large black spot refers to sciatic

nerve block, c: the schwann cells filled with petri dish bottom

武汉博仕特生物公司；二抗购自美国 Jackson公司；光学显微

镜、荧光显微镜购自 Leica公司；全自动酶标仪（BIO-RAD550）

购自美国 bio-rad公司。

1.2 方法

1.2.1 雪旺氏细胞培养步骤 取生后 3天内 SD大鼠，酒精浸

泡消毒，断头处死，超净工作台内显微镜下取双侧坐骨神经，置

于含 1 %双抗的 DPBS中。离体坐骨神经外膜及神经束膜均含

有大量的成纤维细胞，取材完毕后，显微镜下仔细剥除坐骨神

经的神经外膜，并用极细的显微镊梳理神经束，尽量分开神经

束膜，使得神经束膜内的神经纤维束暴露，以利于雪旺氏细胞

的长出。DPBS清洗 3遍后用眼科剪将其剪成尽可能小的碎

块。尽量除去碎块上的 DPBS，利用碎块与六孔板底的表面张

力使碎块仅仅贴附在板底，每孔 5-8个小块，间隔 5 mm左右。

植块完毕后加入纯的 FBS至淹没碎块，注意此时的植块应牢

固贴在板底，不应悬浮在血清中，接着将细胞放在 5 %的 CO2

培养箱中培养四小时，再加入含 10 % FBS、1 % PS 的

DMEM/F-12培养基继续培养。每天观察细胞的生长情况。当细

胞从 6孔板中的碎块中长出至贴近融合时（3-5天），利用雪旺

氏细胞和成纤维细胞贴壁强弱的差异，用 0.25%胰酶消化（约 8

min）离心并重悬铺板于 10 cm培养皿中，使其继续生长。每

2-3天换液一次，细胞长至约 80 %融合度是继续消化传代培

养，第二次及以后消化时间约 3 min。取前 6代的细胞进行鉴定

及相关功能学实验。

1.2.2 雪旺氏细胞免疫荧光细胞 S-100、GFAP染色 取第三

代培养的 SCs爬片，细胞贴壁后 4 %多聚甲醛固定 15 min；

PBS清洗后用 0.25 % Triton通透细胞 10 min；PBS清洗后用含

5 %二抗同种属血清的 PBST封闭半小时；分别加入 S-100抗

体（1：500）、GFAP抗体（1：250），室温孵育 1h；PBS清洗三次，

加入二抗（1：750）室温避光孵育 1 h；PBS冲洗后加入 DAPI(1:

50)避光孵育 5 min；PBS再次冲洗后加入抗荧光淬灭剂，封片。

荧光显微镜下观察拍照。

1.2.3 雪旺氏细胞增殖活力检测 采用 CCK 8细胞增殖试剂

盒检测。取第三代或之后的细胞铺板于 96孔板中，1000 cell/

孔。细胞贴壁后换液以去除未贴壁的细胞，在第 24 h、48 h、72 h

分别向每孔加入 10 滋L CCK 8试剂，细胞培养箱孵育二小时后

测 450 nm处的吸光值。将获得的吸光值绘制成柱形图。

1.3 统计学分析

每组数据来自 3次独立的实验，以均值± 标准差表示，差

异比较采用单因素方差分析，采用 GraphPad Prism 7软件进行

统计学分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 雪旺氏细胞倒置显微镜下分析

倒置显微镜下细胞形态分析观察，可见坐骨神经碎块的边

缘逐渐有细胞爬出。第一代原始培养的 SCs极性较明显，细胞

呈梭形，细长，两尖端指向同一方向，核呈卵圆形。间或有少量

的成纤维细胞，细胞扁平，形状不规则，无明显极性。差速消化

传代 2代后成纤维细胞基本消失（图 1）。

2.2 雪旺氏细胞免疫荧光纯度鉴定

传代至第三代的 SCs爬片行 S-100、GFAP免疫荧光鉴定，

细胞核 DAPI染色成蓝色，S-100、GFAP在细胞质中染色呈绿

色，二者合成显示 SCs的纯度达 100%（图 2）。

2.3 雪旺氏细胞增殖检测

细胞铺板 24小时后,细胞基本贴壁，此时给各孔的细胞进

行换液，分别在换液 24 h、48 h、72 h在培养孔中加入 CCK 8试

剂测定吸光度，可见吸光度由平均 0.5上升为 0.7再到 0.9,存

在明显的统计学差异。吸光度的变化间接反应雪旺氏细胞的增

殖,该上升曲线说明雪旺氏细胞增殖活跃（图 3）。

3 讨论

雪旺氏细胞是外围神经系统的神经胶质细胞，其功能在于

支持神经元。雪旺氏细胞包绕运动和感觉神经形成有髓或无髓
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图 2 SCs的免疫荧光鉴定：a、d为 DAPI染色，b、e分别为 S-100和 GFAP染色，c、f为二者的合并图。

Fig. 2 Identification of Schwann cells by immunofluorescence: both a and d are DAPI , b and e resprent S-100 and GFAP , c and f are merged pictures

图 3 SCs增殖图

Fig. 3 The diagram of cell proliferation

Note: Data are expressed as x ± SD.

神经纤维，确保神经冲动的正确传传导。此外，雪旺氏细胞通过

产生神经营养因子，如脑源性神经营养因子(BDNF)、神经胶质

细胞源性神经营养因子(GDNF)、睫状神经营养因子(CNTF)和

神经养因子 3、4/ 5和 6( NT-3, NT-4/5, NT-6)等多种生长因子
[8-12]，促进神经的营养以及再生修复。

病理情况下的神经系统疾病往往伴随着雪旺氏细胞的再

生修复障碍，如多发性硬化，其特点是炎症活动导致包裹轴突

的髓鞘被破坏[13]。另外，引起外周神经病变的格林 -巴利综合

征,一般包括两种不同的临床病理类型：急性炎症脱髓鞘神经

神经病变 (AIDP)，急性运动或运动和感觉轴神经病变(AM-

SAN)。其中 AIDP的特点在周围神经系统中分布有脱髓鞘病

灶，而在 AMSAN这种病变尤其突出分布于脊神经根。对于

AIDP来说，最重要的原因可能是免疫系统对包裹神经纤维髓

鞘的免疫攻击，而在 AMSAN中可能是一个抗体介导的对轴突

的攻击[14]。神经损伤的研究过程中发现，周围神经损伤发生频

率较高，占所有创伤性伤害的 3 %[15]。在大多数情况下，由于神

经的自我再生能力差，手术干预是必要的，然而这又是耗时且

不完全的，如 Griffin MF所述[16]，手术干预可能会导致更多的

神经功能以及其他功能损害，所以手术治疗神经损伤不是首

选。目前较好的神经损伤治疗方法是自体移植，但存在诸多局

限性，如供体资源的短缺以及这种侵入性治疗对捐赠者身体部

分功能的不利影响[17]。所以研究雪旺氏细胞的功能以及探索其

在神经损伤修复中的作用是强烈推荐的[18]。当前认为雪旺氏细

胞在周围神经的再生中担任着一个重要的角色[19]，周围神经损

伤后，SCs通过帮助受损轴突的清除以及为神经再生提供物质

支持创造了一个合适的轴突生长环境。

据报道雪旺氏细胞缓慢的生长速度是再生医学应用过程

中的主要限制之一[20]，因而提升雪旺氏细胞的扩散能力对于构

建组织工程神经非常重要，目前已有针对雪旺氏细胞的研究发

现白介素 1茁和丹参酮 IIA能明显促进细胞的增殖[21,22]。虽然这

些药物能够促进细胞的增殖，但细胞的增殖周期仍有一定的限

制，难以得到大量的雪旺氏细胞，因而急需一种方法能够在短

时间内获得大量的雪旺氏细胞，其中原代雪旺氏细胞的培养是

重要的途径之一。

传统的雪旺氏细胞培养方法主要包括植块法、酶消化法、

加入细胞因子培养法[23-27]。新兴的雪旺氏细胞培养有骨髓间充

质干细胞诱导分化[28,29]、皮肤雪旺氏前提细胞提取[30]等方法。虽

然这些新的技术方法不断出现，但得到的细胞功能仍与原代提

取的细胞存在差异，且操作过程十分复杂。同时原代细胞易污

染等问题不可避免，这促使了传统雪旺氏细胞培养方法的进一

步完善。本作者总结了前人在细胞培养过程中的经验：先前的

细胞提取方法是利用成纤维细胞和雪旺氏细胞贴壁及增殖能

力存在差异这一特点，在培养液中加入阿糖胞苷抑制成纤维细

胞增殖，加入 forskolin激活细胞内腺苷酸环化酶，促进雪旺氏

细胞有丝分裂进而加快细胞增殖。虽然这能增加雪旺氏细胞的

纯度，但阿糖胞苷和 forskolin并非单一作用于一种细胞，雪旺

氏细胞和成纤维细胞同时受到影响，最终使得整个细胞增殖周

期延长，雪旺氏细胞的绝对数量也相应减少。本人改进了细胞

提取的实验方法，在取得坐骨神经后剥除了坐骨神经的神经外

膜，同时梳理并分离神经束膜，剪碎坐骨神经植块后联合采取

纯血清短时间培养及胰酶差速消化这二种方法，最终可在短时
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间内获得大量高纯度的雪旺氏细胞。该方法避免了购买成本昂

贵的细胞因子以及繁琐的操作步骤，大大缩短了细胞增殖的时

间，明显地提高了细胞的纯度和产量。

该雪旺氏细胞提取方法，植块神经外膜的剥除是雪旺氏细

胞提取的基础，梳理神经束膜是关键的一步，纯血清培养以及

胰酶差速消化这些步骤在增加雪旺氏细胞的数量和速度中尤

为重要。坐骨神经植块剪碎在纯血清培养一段时间后，植块能

牢固贴在培养皿中，雪旺氏细胞能很快从植块中 "爬 "出,而且

成纤维细胞的数量极少。可能的原因是纯血清中含有足量的细

胞因子及特殊血清成分，这些成分能够明显增加 "爬 "出来细

胞的贴壁能力，在这种情况下促进雪旺氏细胞增殖，抑制成纤

维细胞的长出，这点从第一次植块胰酶消化需要的时间明显长

于传代细胞消化所需的时间可以看出。一般的原代细胞培养过

程需要多聚赖氨酸包被培养皿，该改进的实验操作方法免去了

此项预处理，简化了步骤，节约了成本。

综上，联合采用坐骨神经外膜剥除、神经内膜梳理、纯血清

培养以及胰酶差速消化等方法，使得该细胞提取方法得到的雪

旺氏细胞几乎不含成纤维细胞，短时间雪旺氏细胞获得量大、

纯度高。且操作方法简单易行，能大大节省成本并缩短提取雪

旺氏细胞的时间，为更好地研究神经科学的基础与临床搭建了

新的桥梁，故该方法简便可行值得进一步推广。
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