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自动化神经组织单细胞悬液制备探索性实验教学实践
宋兴辉1  沈浩2  陈瑾1,2*

(1浙江大学医学院公共技术平台, 杭州 310058; 2浙江中医药大学医学技术学院, 杭州 310053)

摘要      组织单细胞悬液制备是细胞生物学中的基础技能, 常用的组织解离方法有机械法和酶

法, 不同解离方法在细胞得率和细胞活性上差异较大。在神经科学的各个研究领域, 包括发育研究、

疾病病理生理学、药物和毒素筛选, 以及神经疾病动物模型的移植等均需要使用分离的单细胞。然

而神经组织细胞间紧密的黏附性及轴突和树突的易碎性阻碍单细胞的获得。自动化组织处理器结

合机械法与酶法双重作用可获得高质量的细胞悬液。利用这一技术开展自主设计型神经组织单细

胞悬液制备实验, 以提升学生综合分析应用能力, 拓展对前沿科学技术的认识。通过科研与教学相

融合的方式, 更好地激发医学生的学习热情, 提高医学生的科研素质, 实现研究型与创新型人才培养

的目标。
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Exploratory Experimental Teaching Practice on Automatic Neural Tissue 
Dissociation to Viable Single Cells
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Abstract       Single cell suspension preparation is a basic skill in Cell Biology. Commonly tissues are dis-
sociated by mechanical and enzymatic methods. Different dissociation methods vary greatly in cell yield and cell 
viability. Neural single cell suspensions are in active use for a myriad of research applications, including the study 
of development, disease pathophysiology, drug and toxin screening, and grafting in animal models of neurological 
disorders. However, the acquisition of neural single cells is hampered due to the tight adhesion between neurons 
and the fragility of axons and dendrites. Automatic tissue dissociator combines the mechanical and enzymatic meth-
ods and can obtain high-quality cell suspensions. This technology is used to carry out a self-designed experiment of 
neural single cell suspension preparation, which is helpful to enhance students’ comprehensive analysis and applica-
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细胞培养是细胞生物学实验教学的重要环节, 
它让细胞功能和进程的研究更具可操作性, 很好地

弥补了体内实验的不足。原代细胞相较细胞系保

持了细胞在体内的许多重要标志和功能, 是细胞生

物学研究不可或缺的材料。获取原代细胞常用的

组织解离方法有机械法和酶法, 不同解离方法在细

胞得率和细胞活性上差异较大[1]。优化实验方案获

取高质量单细胞至关重要, 不合适的组织解离可能

降低细胞功能和分子实验中获得的数据质量, 产生

实验伪象。

在神经科学中, 对脑肿瘤和正常脑组织的分

子生物学、免疫学、生理学的研究均需要使用分

离的单细胞。数百种神经细胞和神经胶质细胞类

型已被描述, 大脑或脊髓中的每种特定细胞类型

都有一系列细胞表面分子或分子决定因素, 通过

它们可以识别和表征细胞。借助单细胞分析技术

研究异质细胞群体间相互作用介导的生物学过程

极大推动了神经科学研究的发展, 如流式细胞术, 
而这些技术都依赖于组织单细胞悬液的制备[2]。

然而由于神经细胞体和成千上万的突触紧密结合, 
以及轴突和树突的易断裂阻碍了神经组织单细胞

的获得。近年来, 通过不断优化消化酶组合及消化

条件, 对于神经组织单细胞解离的方法研究成效

显著, 借助gentleMACS组织处理系统, 可有效结合

机械法和酶法, 起到双重解离作用, 达到较好的解

离效果[3]。

在传统细胞培养的教学中, 因操作困难较少涉

及原代细胞的获取培养, 学生缺少相关知识技能的

锻炼; 少数原代细胞培养的教学以常见的淋巴细胞

或肝细胞为主, 有较成熟的操作方法, 一般细胞得

率较高, 但学生很难真正体验到方法探索带来的学

习乐趣, 也缺失从分析实验失败原因而改进方法的

过程中获得提升分析问题解决问题能力的机会。因

此, 为激发学生的探索精神并培养团队协作能力, 利
用全自动组织处理系统开展自主设计型神经组织单

细胞悬液制备实验, 让学生构建全自动组织机械剪

切程序, 探索最优酶解条件。这些前沿技术的开展, 

一方面推动细胞生物学实验教学内容的革新, 紧跟

科研需求, 使学生能学以致用; 另一方面, 实验自主

设计探索学习有助于培养学生的综合科研能力, 为
细胞生物学研究型人才的培养提供新的科研训练内

容。

1   实验原理
1.1   单细胞悬液制备

单细胞悬液制备一方面需有效地从胞外基质

中释放细胞, 另一方面限制对细胞活性和表面修饰

蛋白结构进行改造, 目前实体组织单细胞悬液制备

方法有机械法和酶消化法。机械法包括研磨法、剪

碎法、匀浆法等, 主要通过给予组织较大的压力, 使
细胞从组织中释放出来, 但手动机械解离组织由于

吹打幅度和速度差异导致活细胞得率的波动, 重复

性较差。酶消化法主要是水解组织间的胶原纤维和

黏多糖物质, 分开细胞间的紧密连接, 达到制备单细

胞悬液的目的, 但酶孵育条件较难控制, 实体组织细

胞易黏连成团, 产率较低[4]。

酶消化能力具有组织特异性, 胶原蛋白酶对胶

原中Pro-X-Gly-Pro序列的中性氨基酸和甘氨酸间的

肽键有特异性水解作用; 中性水解酶可水解非极性

氨基酸残基N-端肽键; 而胰蛋白酶可裂解赖氨酸和

精氨酸残基C-端侧链多肽[5]。已有研究表明, 在小鼠

脑和脊柱少突胶质细胞群解离中, Accutase酶解细胞

得率较高(1.6×106个/350 mg脑组织), 同时, 少突胶质

细胞表面抗原完整性保持较好[6]。由神经干细胞和

前体细胞团聚形成的神经球的解离研究表明, 通过

Accutase、Trypsin/EDTA、TrypLE单一处理结合机

械研磨或多种酶相继处理更有利于将团聚细胞块解

离成单一细胞悬液[4]。

1.2   gentleMACS组织处理系统

gentleMACS组织处理系统可从任何组织中获

得单细胞悬液, 具有标准化的组织解离程序, 能提高

下游分析的重复性和可靠性。该系统可实现机械法

和酶法的整合, 运用特制组织解离管, 使得组织在定

子和转子间实现机械剪切。系统配置程序设计功能, 

tion capabilities, and expand their understanding of cutting-edge science and technology. The integration of scien-
tific research and teaching can better stimulate the learning enthusiasm of medical students, improve their scientific 
research quality, and achieve the goal of culticating research-oriented and innovative talents.
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可根据组织特点设计转速、加速度、循环数, 控制

机械力作用。同时配备加热模块, 在低转速条件下

进行酶孵育, 同步实现机械解离与酶解离。

2   教学设计与安排
2.1   教学目的

(1)知识目标: 掌握组织单细胞解离的基本操作

步骤;
(2)能力目标: 学会组织单细胞解离的实验条件

设计与改进, 探索最优化的解离方法;
(3)素质目标: 在自主设计探索过程中, 培养分

析问题与解决问题的能力, 以及团队协作能力, 提升

科研的严谨性(图1)。
2.2   教学重难点

(1)教学重点: 神经组织单细胞悬液制备的酶法

和机械法的建立;
(2)教学难点: 单细胞制备操作中人为损伤的避

免, 以及最优化解离方案的筛选。

2.3   实验材料与设备

(1)实验材料包括: C57BL/6小鼠(7周、雌性, 由
浙江大学动物实验中心提供 )、Hank’s平衡盐溶液

(Hank’s balanced salt solution, HBSS)(Thermo Fisher
公司 )、Accutase酶 (Thermo Fisher公司 )、Collage-
nase酶(Sigma-Aldrich公司)、Papain酶(Sigma-Aldrich
公司)、Trypsin/EDTA酶(Thermo Fisher公司)。 

(2)实验仪器包括 : gentleMACS组织处理系统

(Miltenyi公司 )、超净工作台 (Thermo Fisher公司 )、

倒置荧光显微镜(ZEISS公司)、组织解离管(Miltenyi
公司 )、70 μm过滤器 (Miltenyi公司 )、低温离心机

(Eppendorf公司 )、移液枪 (Eppendorf公司 )、无菌离

心管(Axygen公司)、无菌枪头(Axygen公司)、35 mm
培养皿(Corning公司)。
2.4   教学安排

(1)学时安排 : 本实验教学重点是启发学生探索

不同酶解条件的筛选以期获得最佳解离效果。目前

报道的组织解离酶较多 , 而酶解条件又有不同组合 , 
课堂上的有限学时无法对每种酶解原理一一阐述。

同时 gentleMACS组织处理器的操作使用若仅通过

课堂演示效果不佳 , 且学生占用课堂时间熟悉仪器

操作会影响后续实验进度。因此 , 关于组织酶解理

论基础、方案设计及仪器操作学习可在课前自主完

成, 课堂教学4学时完成不同酶解条件实验及结果分

析。

(2)课前准备 : 小鼠脑组织由老师或助教于课前

准备好 , 称取每份脑组织400 mg。所有动物实验均

通过浙江大学实验动物福利伦理审查委员会批准。

(3)实验分组与教学实施 : 根据实验目的进行分

组, 按4种解离酶分成4个大组。在4个大组内再根据

设计的实验条件分小组 , 建议3人为1个小组 (表1)。
实验前1周, 教师布置半开放自主设计性实验的内容

及设计要求、实施时间及考核方法。以组为单位进

行资料查阅与分析、实验方案讨论与设计、实验准

备及实施, 按规定时间提交实验内容的可行性报告。

课堂上老师对实验原理及实验要求进行讲解 , 并对

图1   课程目标评价

Fig.1   Evaluation of course objectives

Goals conversion

Knowledge converting capability Capability converting  to quality
- Experiment introduction
- Class question
- Group task

- Experiment design
- Team collaboration
- Discussion
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学生的实验设计进行评判, 然后学生开始实验, 分工

合作 , 完成所有设计内容 ; 实验结束后 , 同组学生共

享实验结果, 并经过分析和讨论得出实验结论, 汇总

实验报告 (图 2)。实验教学的评估体系分为预习报

告 (30%)、基本操作 (20%)、数据处理 (10%)与实验

报告 (40%)这几个方面。实验报告重点阐明测试酶

的解离原理、解离条件、解离结果分析及思考题回

答。

3   实验步骤
(1)将新鲜神经组织 (脑组织或脊髓组织 , 本文

以大脑为例 )放入 10 cm的培养皿中 , 并加入 1 mL 
HBSS, 保持大脑湿润。使用15T手术刀刀片将大脑

组织切成体积小于1 mm×1 mm×1 mm的碎块。

(2)将脑组织碎块转移至组织解离管 , 根据消化

酶工作浓度配置解离液 , 向解离管加入2 mL酶工作

液。

(3)旋紧组织解离管 , 上下颠倒混匀组织块与酶

解离液, 使组织块落在解离管的定子与转子间, 避免

黏在管壁上。随后将解离管倒置插入 gentleMACS
组织处理系统通道上。

(4)设置解离程序, 选择管类型为C管, 根据设计

程序 , 选择转速 spin、加速度 ramp、循环数 loop, 点
击添加。选择输入所需的参数, 点击OK(图3)。

(5)解离结束后重悬样品 , 经过70 μm过滤器过

滤后 , 收集细胞滤液至 50 mL离心管。加入 10 mL 
HBSS清洗过滤器, 以免细胞残留。

(6)将细胞悬液于室温下以1 680 r/min离心10 min, 
小心弃去上清。

(7)加入预冷的碎片去除溶液 (Miltenyi), 混匀后

加入4 mL PBS, 于4 °C、16 800 r/min离心10 min, 去
除PBS和中间碎片层, 再加入PBS至终体积为15 mL, 
混匀, 于4 °C、5 544 r/min离心10 min, 小心弃去上清。

(8)加 1 mL HBSS重悬细胞 , 取 45 μL细胞悬

液 , 加入0.40%锥虫蓝染液5 μL, 使锥虫蓝终浓度为

0.04%。死细胞被染成蓝黑色, 用细胞计数板在显微

镜下分别对活细胞和死细胞进行计数。计算细胞得

率和活性。

图2   实验教学实施

Fig.2   Implementation of experimental teaching
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Accutase: 10, 20, 30 min; 37 °C
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Trypsin/EDTA: 10, 20, 30 min; 37 °C

Spin: ±200-±4 000 r/min

Ramp: 2 000 r/min
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表1   实验分组

Table 1   Groups of the experiment

转速/r⋅min–1    
Spin /r⋅min–1 

Accutase酶解时间/min Collagenase酶解时间/min Papain酶解时间/min Trypsin/EDTA酶解时间/min

Accutase hydrolysis time /min Collagenase hydrolysis time /min Papain hydrolysis time /min Trypsin/EDTA hydrolysis time /min

10 20 30 10 20 30 10 20 30 10 20 30

1 500 Group 1 Group 4 Group 7 Group 10

2 000 Group 2 Group 5 Group 8 Group 11

2 500 Group 3 Group 6 Group 9 Group 12
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4   实验结果分析与讨论
4.1   神经组织酶解离的敏感性差异规律

脑组织酶解后活细胞计数结果如图 4所示 , 每
克脑组织平均含3.2×105个细胞。脑组织对不同酶的

敏感性存在差异 , 对Papain酶最为敏感 , 活细胞得率

最高 , 解离效果最好 ; 对Collagenase和Accutase 2种
酶敏感性差异不大, 但对Trypsin/EDTA酶不敏感, 解
离效果最差。这与神经元细胞体外培养过程中 , 用
Trypsin对细胞进行解离不同。体外培养细胞主要

通过分泌细胞外基质及其表面表达的黏附因子而相

互作用 , 原始组织间则主要通过胶原纤维和黏多糖

物质紧密连接, 消化酶作用物质不同, 同时有研究表

明 , 单独纯化的胰蛋白酶通常对组织解离效果不佳 , 
Trypsin/EDTA处理导致DNA释放使得细胞悬液变黏

稠, 因此不建议用Trypsin/EDTA来处理细胞[4]。

相较于肝、肺等组织, 神经组织细胞间紧密的

黏附性及轴突和树突的易碎性, 使得神经组织解离

单细胞的得率仍较低; 且对于不同来源的组织, 或获

取不同的目的细胞, 其解离条件均有差异, 如在少突

胶质细胞群的解离过程中, Accutase酶解细胞得率较

高, 而Collagenase D加DNase I的酶组合可同时获得

较高得率的神经细胞和浸润的血细胞[6-7]。由此, 分
离神经元细胞核被作为制备神经组织单细胞悬液的

常用方法, 用于研究核移植、核小体结构、基因表

现及转录调控过程等[8-9]。对教学来说, 制备细胞核

程序过于复杂, 学生不易操作, 而且不好进行质控。

4.2   自动化神经组织解离程序建立

借助gentleMACS组织处理系统 , 对不同酶处理

时间和不同机械剪切速度条件进行组合 , 评价解离效

果, 结果表明, 酶处理时间影响单细胞得率, 30 min解
离时间的效果最佳 ; 机械剪切速度也影响活细胞比

例, 在2 000 r/min处理条件下解离效果最优(图4)。根

据结果可获得制备神经组织单细胞悬液的优化方案 , 
选用Papain或Accutase处理30 min, 结合2 000 r/min的
机械剪切速度可获得较高活细胞得率。该实验方法

探索了机械法与酶解法双重作用的最优组合方案 , 以
提高神经组织解离效率 ; 通过程序控制解离过程 , 减
少人为机械操作的误差 , 提高下游分析的重复性和可

靠性 ; 且全程在密闭解离管中进行 , 能保证细胞处理

的无菌性和学生安全。由于实验教学时间、材料等

的限制 , 并未对所有影响条件进行筛选实验 , 如不同

酶组合的解离效果、机械剪切力的循环数改变等 , 有
待进一步探索。

 

5   实验教学探讨
5.1   自主设计实验开设的创新性

细胞生物学实验教学是对理论教学的重要补

充与实践, 学生通过实验验证理论知识, 培养学习的

兴趣与探索精神。以往实验教学以验证性实验为

主, 具有成熟的操作步骤, 学生根据老师提供的实验

方案按部就班操作即可, 实验结果也已被验证, 实验

报告千篇一律。这种模式不可避免地压抑了学生的

图3   神经组织解离程序设计示例

Fig.3   Example of neural tissue dissociation program design
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创新思维, 使学生不能真正融入实验。如何以恰当

的方式激发学生主动思考, 锻炼发现问题、解决问

题的能力, 是本科细胞生物学实验教学的改革重点。

本文提出利用全自动组织处理系统, 自主设计神经

组织单细胞解离方案, 探索最优解离条件。该教学

方法最大的特点是实验前没有标准的实验方案, 老
师只提供实验原理与总体设计思路, 具体通过学生

分组完成实验设计、探索分析, 最终得出结论。这

种半开放式设计实验能充分调动学生的参与感, 培
养学生科学设计的严谨性、科学分析问题与解决问

题的能力, 同时促进团队合作交流[10]。全自动组织

处理系统的编程模块也给实验带来了乐趣。从学生

总结中了解到, 半开放设计性实验受到了学生的普

遍欢迎, 他们对于该类实验的评价是能够调动自主

学习的积极性; 从某种程度上模拟了科研实验的过

程, 能够培养科学思维能力及创新意识。

5.2   实验项目的科学前沿性和综合研究性

学生科学素养的培养是实验教学的一大目标, 将
新颖性的科研实验和基础性的教学实验相结合 , 以科

研成果促进教学改革。根据细胞生物学的特点 , 其实

验项目应体现科学前沿性和综合性、实际应用性和

颜色从蓝色 –绿色–红色表示活细胞数增加。

The color from blue to green to red indicated an increase in the number of viable cells.

图4   不同解离条件下神经组织活细胞数

Fig.4   Viable neural cells under different dissociation conditions 
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研究性 [11]。本实验以神经组织为研究对象 , 一是基于

神经科学近年来在单细胞层面的热点研究 , 二是由于

神经组织细胞间紧密的黏附性及轴突和树突的易碎

性 , 使得单细胞悬液制备有一定难度 , 具有实验探索

的意义。对于失败结果, 学生进行独立分析, 查阅资料, 
提出改进方案 ; 对于成功结果 , 可直接应用于神经科

学研究 , 最大限度地增强学生的自主性与参与度 , 提
高学生独立分析、创新思维和实践应用能力。相信

这种“以科研促教学”的模式可以不断推动细胞生物

学的教学改革, 从而培养出研究型和创新型的人才。

5.3   以大型仪器设备为支撑 , 促进大型仪器的资

源共享

传统实验教学以手工法为主 , 在此应用实验平

台大型仪器资源 , 大型仪器设备承载了研究和开发

的先进理念 , 同时也是先进制造和分析技术的集中

体现 , 有利于拓展学生对前沿研究技术的了解 , 增
强了实验教学的新颖性、实用性、前瞻性 , 也提升

了学生的动手能力和学习兴趣。本实验引入 gen-
tleMACS组织处理系统 , 将酶孵育与机械剪切同步

在仪器上完成。大型仪器在使用上有一定难度 , 这
恰好适用于开放 /半开放式实验教学 , 学生利用课外
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时间参加讲座、查阅资料、参与操作培训 , 掌握基

本技能, 提高实验教学效果, 培养发现问题、分析问

题和解决问题的能力, 启迪创新性思维, 提高综合应

用知识的能力 , 为课堂综合性、设计性实验的开展

奠定基础。在课外前沿技术学习过程中 , 合理安排

实验时间和实验顺序 , 从而使学生能最大限度地使

用先进的实验设备, 也能激发学生的科研兴趣, 加强

学生的专业技能 , 同时促进高校大型仪器的资源共

享 [12]。大型仪器参与实践教学 , 不仅是让学生共享

实验资源 , 更重要的是将 “研究、创新、合作 ”的理

念贯穿到课程设置、课程讲授、实验能力训练、结

果分析等各个环节中的全新教学模式中。在实验教

学过程中 , 嵌入高端的系统硬件和软件条件、前沿

的课程理论与实验教学内容、一流技术的教师队伍、

高水平科研与技术开发 , 从而构建开放、共享、综

合的实践教学平台[13]。
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