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摘要 � 为了建立经济实用的神经干细胞培养方法,以Wistar 大鼠胚龄 14~ 15天的胚胎为实验材

料,选取中枢神经系统的大脑和小脑神经组织, 经 0�125%胰酶消化处理,在生长因子( aFGF 和

bFGF)作用下, 采用无血清培养法进行培养。通过倒置相差显微镜进行观察, 可观察到明显的干

细胞的不对称分裂图像。神经干细胞在培养一段时间后均出现细胞团,细胞团贴壁后可进行分

化,形态上表现为神经元样和神经胶质样细胞。利用激光扫描共聚焦显微镜对其进行鉴定, 可检

测到神经干细胞标志性蛋白 � Nestin蛋白。采用此法可以分离得到具有干细胞特征和多分化潜

能的神经干细胞,建立了一套神经干细胞的分离、培养和鉴定的方法, 这将对更好地理解神经系

统的发育机制, 及临床治疗神经系统疾病具有重要意义。
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� � 近10年的研究表明: 中枢神经系统中存在部

分细胞具有自我修复和增殖、分化为 3种类型成人

脑细胞(神经元、星型胶质细胞和少突胶质细胞)的

能力
[ 1]
。这些细胞具有干细胞的特点, 称为神经干

细胞( neural stem cells, NSCs)。神经干细胞发现最

早、最直接的证据是 Stemple 1992年从神经嵴分离、

鉴定出能产生神经元和雪旺氏细胞的神经嵴干细

胞,这些细胞可以自我更新, 产生同样的具有多分

化潜能的细胞, 还可产生仅能定向生成神经元或胶

质细胞的成神经元细胞或成胶质细胞
[2]
。对于神

经干细胞的定义,Mckay1997年提出神经干细胞就

是指具有分化为神经元、星型胶质细胞和少突胶质

细胞的能力,能自我更新并足以提供大量脑组织细

胞的细胞
[ 3]
。同时,研究表明成年哺乳动物的脑组

织内不仅存在神经干细胞,而且还证实这些神经干

细胞在细胞因子、激素或环境因素的调控下能体外

分裂, 并可进一步分化为神经元或神经胶质细胞,

起到相应的生物学效应。

对于神经干细胞的研究已经成为神经科学领

域引人注目的前沿课题。目前, 已经从鸟类、啮齿

类、灵长类以及人类的胚胎和成年中枢神经系统的

不同部位分离并证实了神经干细胞的存在, 并对其

在不同条件下的增殖、分化特性做了较为深入的研

究,其意义在于:一是更好地了解和掌握神经系统

的发育机制;另一个就是使其在治疗神经系统疾病

方面发挥重要作用。基于此, 对于神经干细胞方面

的研究主要围绕确立神经干细胞的存在部位; 建立

神经干细胞体外培养的方法; 研究神经干细胞在发

育过程中的迁移、分化和发育机制及规律;将培养

得到的神经干细胞用于动物模型及临床实验等课

题而开展的。

这些课题的研究都依赖于神经干细胞的体外

培养这一基本手段。故使神经干细胞在体外维持

其干细胞样特性,即在体外培养、克隆神经干细胞,

已成为研究的热点之一。利用生长因子刺激神经

干细胞增殖是神经干细胞体外培养的常用方

法
[ 4~ 6]
。但是以往的研究报道中, 对培养技术的描

述比较简单,不同的研究小组采用的方法也不尽相

同。本课题基于此, 从提取生长因子入手,通过大

量反复的实验, 建立了一套神经干细胞的分离、培

养和鉴定的方法,成功地从胚胎大鼠的大脑和小脑

分离、培养得到神经干细胞。这对于深入研究神经
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干细胞的增殖、分化、迁移等生物学特性,解决神经

系统发育机制问题和利用神经干细胞治疗神经性

疾病和脑损伤具有重要的意义。

1 � 材料和方法

1�1 � 材 � 料

Wistar雌性大鼠, 体重 200~ 300g, 雌雄鼠交配

见阴道栓后记为胚胎起始日( embryonicday 0, E0) ,

然后饲养 14~ 15d,取其胚胎(胚龄 14~ 15d, E14~

E15)作为实验材料。

1�2 � 试 � 剂
DMEM(高糖) / F�12, B27购于 GiBco 公司; anti�

nstinIgG购于 CHEMICON公司;荧光素 FITC 标记的

二抗购于北京中山公司。

1�3 � 方 � 法
1�3�1 � 成纤维细胞生长因子 FGF 的提取 � 采用

Lobb等的方法从新生牛脑中提取 FGF
[ 7]
。过滤灭

菌,分装后储存于- 80  冰箱。
1�3�2 � 神经干细胞的分离 � 水浸法处死受孕 15d

的Wistar大鼠,无菌条件下分离子宫取出胎鼠, 用

aCSF 液( 4  预冷)冲洗表面血迹, 分离大脑、小脑

组织, 机械剪碎。0�125% 胰蛋白酶 37  下消化
30min,用含 10%小牛血清的 DMEM/F12培养液终

止消化, 800r�min离心 10min,弃上清;加入 DMEM/

F12培养液吹打混匀, 100 目滤网过滤, 800r�min离
心10min,弃上清;反复冲洗 2次,以确保残余的酶

液及血清去除干净。

1�3�3 � 神经干细胞的培养 � 将细胞按 4 ! 10
5�ml

的密度悬浮于含 80ng�ml FGF 的完全培养液中, 接

种于塑料培养皿, 置于 37  的 5% CO2 培养箱中悬

浮培养,每隔 2d换 1次液,约 7d传代。

1�3�4 � 死活细胞的分离 � 取培养的细胞悬液,

800r�min离心 10min,弃上清,加入 2ml的 HPBS�FCS
悬浮沉淀,用 1ml注射器(带 5号针头)用力吹打混

匀, 200r�min温和离心 0�5min, 沉淀聚集物,将上层

活细胞悬液转移, 800r�min 离心 10min, 弃上清, 加

入DMEM/ F12培养液冲洗 2次, 回收细胞, 加入完

全培养液接种培养。

1�3�5 � 免疫细胞化学检测Nestin蛋白 � 将细胞悬

液滴在放有盖玻片(涂有 0�1mg�ml多聚赖氨酸)的

24孔板中, 继续培养 6h, 细胞贴壁后,吸去细胞培

养液, 4% 多聚甲醛溶液室温下固定 15min, 0�01

mol�L PBS冲洗 3次, 每次 5min; 3%过氧化氢�甲醇
溶液(现用现配)室温下作用 5 min, 0�01mol�L PBS

冲洗 3次, 每次 5min; 滴加 10%正常山羊血清封闭

液室温下作用 20min; 吸去多余液体, 加入一抗

( anti�nestin,小鼠抗大鼠)放入湿盒中, 4  低温作用

过夜, 0�01mol�L PBS冲洗 3 次, 每次 5min; 加入相

应的二抗(山羊 IgG, 山羊抗小鼠) , 37  温育 30min,

0�01mol�L PBS冲洗 4次, 每次 5min, 在激光扫描共

聚焦显微镜下观察。同时, 用 A 549细胞作对照试

验。

2 � 结 � 果

2�1 � 细胞的形态学观察
用倒置相差显微镜观察, 可见酶液消化得到的

多为单细胞,细胞多呈圆形或椭圆形,大小不一,边

缘发亮,折光性强。接种后 20h, 部分细胞贴壁,贴

壁细胞为已分化的神经细胞, 培养液中大量存在的

悬浮细胞则是神经干细胞。神经干细胞多为单细

胞,可观察到大量的分裂相和较小的细胞团(图

1a)。培养 2~ 3d后,可见大小不等的细胞团,较小

的细胞团由 4~ 8个细胞组成(图 1b) , 较大的细胞

团则由数十个细胞组成。细胞团中的细胞有的细

胞形态较好,边缘清晰,折光性强, 内部有颗粒状结

构,此为活细胞;有的细胞仅有轮廓,有褶皱折光性

较弱内部无细胞结构,此为死细胞。随着细胞培养

天数的增加,细胞团中死细胞数和细胞碎片逐渐增

加。

2�2 � 细胞具有干细胞样的特征
用倒置相差显微镜观察,发现接种培养 24h左

右,细胞悬液中分裂相最多, 细胞处于生长旺盛阶

段。在众多的分裂相中, 可以观察到部分正在进行

或刚刚完成不对称分裂的细胞。不对称分裂被认

为是干细胞的一个标志性的特征, 即干细胞通过分

裂可产生一个干细胞和一个祖细胞。在实验中可

以在光镜下清楚地观察到不对称分裂(图 2) ,分裂

形成 2个大小形态明显不等的细胞。

2�3 � 细胞 Nestin 蛋白的检测

培养得到的神经干细胞经过免疫细胞化学方

法处理后,在激光扫描共聚焦显微镜下观察可以观

察到明显的绿色荧光,即细胞 Nest in 蛋白表达呈阳

性(图 3) ,而对照组 A549细胞观察不到绿色荧光,蛋

白表达呈阴性。

39第1期 吕 � 欣 等:胚胎大鼠中枢神经系统神经干细胞分离培养方法研究



图 1 � 培养得到的神经干细胞团( 10! 20)

a: 24h时的小细胞团及分裂相; b: 48h时的大细胞团

图 2 � 神经干细胞的不对称分裂图像( 10 ! 20) 图 3 � 神经干细胞 Nestin蛋白阳性的图像

( FITC绿色荧光标记)

2�4 � 细胞具有多种分化潜能
从接种培养的第 2天开始, 在倒置相差显微镜

下就可以观察到贴壁分化的神经细胞(图 4a)。这

些细胞都平铺在培养皿皿底, 较为铺展,形态各异,

多伸有突触。在形态上可观察到神经元和神经胶

质细胞的特征。随着细胞培养天数的增加, 贴壁的

细胞逐渐增多。

2�5 � 细胞团贴壁后逐渐分化
大多数细胞团贴壁后 1d, 便可见少数细胞从

细胞团中游走出来, 多为不规则的多边形, 细胞较

小,突起不明显, 亦有少数细胞呈枣核形, 胞体饱

满,边缘发亮,折光性强, 且伸出细长的突触。继续

培养至 6~ 8d左右,细胞团的细胞基本全部贴壁,

单层平铺于培养皿皿底, 细胞排列紧密,多有突起。

细胞团之间建立了广泛的联系。随着培养时间的

延长,可见皿底出现神经网络样结构(图 4b)。

3 � 讨 � 论

神经干细胞作为干细胞的一种,具有干细胞的

一般特性和重要特征 � 不对称分裂。神经干细胞

增殖的方式包括对称分裂和不对称分裂。对称分

裂指一个神经干细胞分裂形成 2个大小形态相同

的子细胞;不对称分裂指神经干细胞分裂产生 2个

形态大小不等的细胞, 即 1个干细胞和 1 个祖细

胞。祖细胞在外界的刺激因子作用下可向多个细

胞系的终末期分化。对于神经干细胞来说, 通过对

称分裂维持细胞数目的恒定, 通过不对称分裂维持

细胞种类的恒定。实验中,我们利用倒置相差显微

镜直接观察到神经干细胞的不对称分裂的图像,有

力地证明了其干细胞的性质。

神经巢蛋白 (Nestin蛋白)属于第∀类中等纤

维,是哺乳动物神经干细胞的主要细胞骨架。它的

表达起始于神经胚形成时,在神经板上皮细胞就开
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图 4 � 神经干细胞分化潜能( 10! 20)

a:贴壁分化的神经元样细胞; b:神经网络样结构

始表达, 当神经细胞的迁移基本完成后, Nestin 蛋

白的表达量就开始下降, 并随着神经细胞分化的完

成而停止表达
[8]
。因此, Nest in蛋白是神经干细胞

的标志蛋白。实验中,我们利用激光扫描共聚焦显

微镜观察到较好的Nestin蛋白阳性的图像, 有力证

明其神经干细胞的性质。

在实验中, 我们选择了胚龄 14~ 15d( E14~

E15)的胎鼠为实验材料。一般地,按照胚胎发育过

程来看,发育早期较易获得神经干细胞, 且其在体

外培养时干细胞样特征会保持得较为长久, 但是在

实验过程中发现,早期的胚胎(胚龄小于 13d)在操

作上很难较纯地分离出中枢神经系统。更重要的

是,体外培养所必须的生长因子 FGF 的受体表达

峰值出现在胚胎发育的中期
[ 9]
。在 E14~ E15生长

因子的作用能够很好地发挥, 在实验操作上较为容

易,故选择这一时期的胚胎为实验材料。

生长因子是神经干细胞体外培养必须的因素。

一般的研究小组常用的是表皮生长因子( epidermal

growth factor, EGF) 和碱性成纤维生长因子 ( basic

f ibroblast growth factor, bFGF)。但是这两种生长因

子一起使用价格昂贵,且作用效果并不理想。本课

题根据具体情况, 从提取生长因子入手, 从新生牛

脑中提取了成纤维生长因子混合物(包括 aFGF 和

bFGF) ,共同作用于神经干细胞, 作用效果显著, 经

济实惠。但是其具体的作用机理尚不清楚, 有待于

进一步研究。
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Expression of Human beta�IFN Using Yeast Pichia pastoris�
Fermentation Strategy Optimization

LI Ning�li1 � MA An�lun1 � YU Qi�wen1 � SHEN Bai�hua1 � ZHANG Ji�ying1 � NIE Hong
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SHEN Tian�wei1 � XI Bo
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( 1 Shanghai Second Medical University1, Shanghai Inst itute of Immunology1, Shanghai � 200025, China)

(2 Dalian Golden Genetech Com, Dalian � 116001, China� 3 Beijing Zicheng Medicine and Biology Com. Lmt, Beijing � 100071, China )

Abstract � Aim. To study on procession and optimization of large�scale expression of human��interferon in 15 liter

bioreactors with yeast pichia system. Method: How long the glycerol using phase will take with different of density of

seed yeast was studied by inoculating two density of yeast. The best time of starting glycerol feed phase was identified by

dissolved oxygen ( DO) . The methanol concentrat ion was controlled by different feed speed. Optimized pH in yeast

growth phase and protein expression phase were confirmed by compared ��IFN yield in different pH. The collecting time

of high yield of protein was demonstrated by comparing protein concentrat ion in different time after induction phase.

Result : The weight of wet cells could reach 157g�L in 18 hours fermentation.The 219g�L of wet cells could be gotten in

5 hours when starting another glycerol feed by returning DO to 67% .The protein expression was higher using very low

Methanol feed start ing speed( methanol concentration was 0�03%) .The ideal ��IFN yield was gotten using 0�5% of

f inal methanol concentration. pH6�0 was much good for yeast growth during growth phase but high ��IFN will get when

pH3�0 was kept in all of the process of protein expression phase. The high yield of ��IFN was reached after 70 hours

from starting feed methanol. Conclusion: High density seed cells could enhance the growth of yeast. Yeast growth was

faster in glycerol feed phase when start ing to add glycerol at 67% of DO. High protein yield will get by feeding

methanol slowly, kept pH3�0 after methanol feeding. The protein concentration will reach highest peak at 70 hours after

feeding methanol.

Key words � ��INF � Fermentation � Yeast � Pichia Pastoris
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Research About the Isolation and Culture Methods of Neural

Stem Cells from the Embryonic Rat Central Nervous System

LU Xin
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2 � MIAO Jun�ying1*

(1 Inst itute of Developmental Biology School of Life Science, Shangdong University, Jinan � 250100, China)
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Abstract � In the presence of FGF, using serum free culture method to isolate and culture neural stem cells from

embryonic day 14~ 15 of rats cerebra and cerebellum. The inverted phase contrast microscope was applied to observe

the characteristics of neural stem cells, the cells showed stem cell�like unsymmetric division. After attachment, they were

able to differentiate into neuron�like and astrocyte�like cells. And the immunofluorescence was used to detect nestin

ant igen of the cells. Methods are established to isolate and culture neural stem cells. The NSCs maintained the

characteristics of stem cells.

Key words � Neural stem cells � Cell culture � Growth factor

61第1期 李宁丽 等: 酵母菌表达倍菲隆发酵工艺研究


