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周围神经组织液对大鼠EPI-NCSCs体外分化的影响
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摘要      为了探讨周围神经组织环境因素对EPI-NCSCs(epidermal neural crest stem cells)分化

的影响, 该文用坐骨神经组织提取液为环境因素, 对体外培养的EPI-NCSCs进行分化诱导。以正

常培养的EPI-NCSCs为对照组, 细胞培养液成分为: DMEM/F12、10% FBS、2% B27、20 ng/mL 
bFGF。在细胞培养液中添加1%周围神经组织液作为实验组。MTT结果显示, 周围神经组织液对

EPI-NCSCs的活性和增殖无影响; 对照组和实验组EPI-NCSCs都呈多种形态。RT-PCR分析显示, 在
对照组和实验组中EPI-NCSCs均表达GFAP、S-100、β-III Tubulin(Tuj1), 但在实验组中, 这3种蛋白

的表达量均高于对照组。免疫组化分析显示, 在对照组中, EPI-NCSCs同时表现了雪旺细胞和早期

神经元的鉴定特征; 在实验组中, EPI-NCSCs没有神经元的鉴定特征, 只表达雪旺氏细胞的鉴定特

征。这表明, 周围神经组织液可以诱导体外培养的EPI-NCSCs向雪旺氏细胞分化。
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Abstract       In order to explore environmental factors of peripheral nerve for EPI-NCSCs differentiation, we used 
sciatic nerve tissue extract as inducing factors for EPI-NCSCs (epidermal neural crest stem cells) in vitro differentiation. 
Normal culture EPI-NCSCs were used as control in culture medium containing DMEM/F12, 10% FBS (fetal bovine se-
rum), 2% B27 and 20 ng/mL bFGF (basic fibroblast growth factor). Peripheral nerve tissue fluid (1%) was added to cell 
culture medium as the experiment group. MTT showed that peripheral nerve tissue fluid added into culture medium had 
no effect on the survive and proliferation of EPI-NCSCs compared with those of the control group; EPI-NCSCs showed 
different morphology in the control group and experiment group; RT-PCR analysis showed that GFAP, S-100 and β-III 
Tubulin (Tuj1) were expressed in the control group and experiment group. However, the expression levels of three pro-
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teins in the experiment group were higher than those in the control group. Immunohistochemical analysis revealed that 
in the control group EPI-NCSCs appeared to be β-III Tubulin positive. In the experiment group, EPI-NCSCs were S-100 
and GFAP positive through immuocytochemistry. All these results demonstrated that peripheral nerve tissue fluid (1%) 
could be added to culture medium to induce EPI-NCSCs to differentiate towards Schwann cells in vitro.

Key  words        epidermal neural crest stem cells; Schwann cell; peripheral nerve; differentiation; glial fibril-
lary acidic protein

干细胞因其具有多种分化潜能[1-2], 被广泛应用

于动物组织和器官的再生研究中。干细胞的分化

方向受多种因素的影响[1-3], 其中细胞所处的环境因

素是所有因素中的重要因素[4]。表皮神经嵴干细胞

(epidermal neural crest stem cells, EPI-NCSCs)取材方

便, 便于分离纯化, 体外增殖快, 具有多种分化潜能, 
从而受到再生医学领域的广泛关注[5]。坐骨神经组

织提取液除含有神经纤维、神经膜等有关蛋白外, 
雪旺氏细胞分泌物也包含其中, 可用于环境因素对

EPI-NCSCs体外分化的影响的研究。以往鲜有坐骨

神经提取液对EPI-NCSCs分化影响的研究报道, 为
此本文用坐骨神经组织提取液作为环境因素, 在体

外培养观察及其对EPI-NCSCs分化诱导, 为后续周

围神经损伤修复研究提供体外实验证据。

1   材料与方法
1.1   EPI-NCSCs的原代培养鉴定与免疫细胞化学

(S-100、GFAP、β-III Tubulin)分析

按照参考文献[6], 取1只GFP SD大鼠(雌性, 体
重200 g, 由第三军医大学大坪医院实验动物中心提

供), 过量麻醉致死, 取其触须垫, 解剖出完整毛囊, 
切除毛囊球部, 剖开结缔组织鞘, 取出毛囊外根鞘, 
保持隆突部的完整。置于被鼠尾胶原包埋过的培

养皿中, 25 min后加入1.5 mL培养液(含DMEM/F12、
10% FBS、2% B27、20 ng/mL bFGF), 37 °C、5% 
CO2条件下培养。3 d后半量换液, 6 d后剔除毛囊, 
0.25%胰蛋白酶消化传代培养, 培养液同前, 每3 d换
液一次。

将黏附有细胞的载玻片用PBS漂洗3次, 用4%
多聚甲醛常温下固定30 min, PBS漂洗3次, 每次

5 min, 用3% BSA室温封闭30 min, 倾去液体, 加入

小鼠抗大鼠Nestin(1:100, Abcam, 美国)和兔抗大鼠

SOX10(1:1 000, Abcam, 美国), 4 °C孵育过夜。PBS
漂洗3次, 每次10 min。加入Alexa Flour 594山羊抗

兔IgG(1:50, 上海碧云天生物技术有限公司)和Cy5山

羊抗小鼠IgG(1:50, 上海碧云天生物技术有限公司), 
37 °C孵育1 h。PBS漂洗3次, 每次10 min。室温晾干

避光, 抗荧光淬灭剂(上海碧云天生物技术有限公司)
封片。BX50型荧光显微镜(Olymbus, 日本)下观察。 

培养1周时, 用PBS漂洗3次, 而后4%多聚甲醛

常温下固定30 min, PBS漂洗3次, 每次5 min, 用3% 
BSA(Biosharp, 韩国)室温封闭30 min, 倾去液体, 加入

小鼠抗大鼠GFAP(Abcam, 美国)、小鼠抗大鼠S-100-
(Abcam, 美国)、小鼠抗大鼠β-III Tubulin(Sigma, 美
国), 4 °C孵育过夜。PBS漂洗3次, 每次10 min。加入

TRITC山羊抗小鼠IgG(1:100, 上海碧云天生物技术

有限公司), 37 °C孵育1 h。PBS漂洗3次, 每次10 min。
最后用5 μg/mL的Hoechst33342(Sigma, 美国)工作液

37 °C孵育30 min染细胞核,  PBS漂洗3次, 每次10 min; 
室温晾干避光, 抗荧光淬灭剂(上海碧云天生物技术

有限公司)封片。荧光显微镜下观察。

1.2   周围神经组织液的制备

取普通SD大鼠(220 g, 第三军医大学大坪医院

实验动物中心)8只, 用3%戊巴比妥钠(Sigma, 美国)
麻醉致死, 在无菌条件下取出两侧坐骨神经, 剪碎

后匀浆, 用离心机(TDL-50B医用台式离心机, 上海) 
3 000 r/min离心10 min, 保留上清液, 用0.22 μm过滤

膜过滤除菌, 4 °C保存备用。

1.3   周围神经组织液对EPI-NCSCs体外分化的影响

1.3.1   实验分组      以正常培养的EPI-NCSCs为对

照组, 细胞培养液成分为: DMEM/F12(GIBCO, 美
国)、10% FBS(GIBCO, 美国)、2% B27(Sigma, 美国)、
20 ng/mL bFGF(Sigma, 美国)。实验组: 在细胞培养

液中添加1%周围神经组织液。培养1周后进行检测。

1.3.2   形态学观察      将密度为1×106/mL的细胞悬

液接种到被鼠尾胶原包被的盖玻片上, 在37 °C、5% 
CO2孵箱内培养。培养1周后, 用0.1 mol/L PBS漂洗3
次, 荧光显微镜观察。同时, 爬片上的细胞用0.1 mol/L 
PBS漂洗3次, 2.5%戊二醛固定, 酒精脱水和叔丁醇

置换, 再喷金, 扫描电子显微镜进行观察。
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1.3.3   MTT分析      用鼠尾胶原蛋白I型(生友生物

技术有限公司, 中国)包埋96孔板后, 用γ射线照射灭

菌, 接种浓度为1×106/mL的细胞悬液(n=3)。在37 °C、
5% CO2条件下分别培养1, 3, 5, 7 d, 去上清液, 加入

MTT工 作 液100 μL(含DMEM/F12+20% FBS培 养

基稀释, 终浓度为1 mg/mL) 37 °C孵育4 h, 再加入

150 μL二甲基亚砜(上海生工生物工程有限公司)溶
液, DDHZ-300台式恒温振荡器37 °C震荡孵育30 min, 
直至结晶产物完全溶解, 用未经处理的96孔板为对照

组。用全波长酶标测定仪(Thermo, USA)在570 nm波

长处检测其D值。 
1.3.4   RT-PCR(S-100, GFAP, β-III Tubulin)      收集6
孔细胞, 移入1.5 mL EP管中, 加1 mL Trizol(北京天

根生化科技有限公司), 冰上裂解20 min, 加1/5体积

(0.2 mL)氯仿(成都市科龙化工试剂厂), 漩涡振荡混匀; 
4 °C、15 000 r/min离心5 min; 转上层水相(约400 μL)于
另一1.5 mL EP管中; 加等体积异丙醇(成都市科龙化

工试剂厂)(约400 μL), 振荡混匀; 4 °C、15 000 r/min离
心20 min; 弃上清, 加冰预冷的75%乙醇(重庆川东化

工有限公司) 1 mL; 4 °C、15 000 r/min离心5 min; 弃上

清, 加无水乙醇(重庆川东化工有限公司) 1 mL; 4 °C、
15 000 r/min离心5 min; 弃上清, 空气干燥5~10 min; 
溶于40 μL 1‰ DEPC(罗氏, 美国)水中, –70 °C保存

待用。C-DNA制备用Rever Tre Ace-a-逆转录试剂盒

(ToYoBo公司, 日本)。
根据GenBank上所查S-100、GFAP、β-III Tubu-

lin序列, 用GeneTool软件设计引物, 上游引物分别列

于表1。
在定量PCR体系中加入2.0 μL cDNA、目的基

因上下引物各0.5 μL、10 μL 2×SYBR Green、7.0 μL 
ddH2O, 每个样本3个复孔, 加完样后上荧光定量PCR
仪反应。反应条件为: 94 °C 5 min; 94 °C 30 s, 57 °C 

30 s, 72 °C 30 s, 40个循环; 72 °C 10 min。PCR反应

结束后, 每个样本取10 μL进行琼脂糖凝胶电泳, 拍
照分析比较目的基因在细胞中表达情况。

2   结果
2.1   原代培养的EPI-NCSCs

GFP-SD大鼠毛囊在体外培养6 d后, 从毛囊

隆突区处爬出很多细胞(图1A)。经第一次传代后, 
GFP来源的EPI-NCSCs细胞在荧光显微镜下被激发

出绿色荧光(图1B), 用小鼠抗大鼠Nestin(图1D)和兔

抗大鼠SOX10(图1E)荧光免疫组化鉴定, 胞浆分别

被激发出蓝色和红荧光, 从而确定原代培养的细胞

为EPI-NCSCs。
2.2   MTT

在1周的培养期内, 正常培养的对照组和实验

组EPI-NCSCs的体外增殖速率及趋势无显著差异

(P>0.05)(图2)。
2.3   RT-PCR分析

对照组(正常培养基)和实验组细胞都表达

GFAP、S-100、β-III Tubulin(Tuj1), 但在实验组中, 
这三种基因的表达量均高于对照组(P<0.05)(图3)。
2.4   EPI-NCSCs形态学观察

经过3 d的体外培养, 对照组的EPI-NCSCs(图
4A和图4A1)细胞形态为不规则形, 细胞长度介于

60~110 μm, 细胞核直经在10~20 μm之间。实验组细

胞形态(图4B和图4B1)与对照组无明显区别。

2.5   免疫细胞化学分析

经过1周的体外培养, 在荧光显微镜不同波长

下对EPI-NCSCs表达GFAP的情况进行观察(图5)。
同一视野, 对照组EPI-NCSCs显示GFAP为阴性(图
5C), 实验组EPI-NCSCs表达GFAP(图5C1)。

由于图5A~5C和图5A1~5C1分别是在同一视野

表1   三种蛋白基因上下引物游序列

Table 1    The forward and reverse primer sequence of three genes

基因                              引物序列(5′→3′)                                                     产物大小(bp)
Gene                              Primer sequence (5′→3′)                                         Size (bp)

S-100                             F: ACG CCA CTG CCG AGG AGG 
                                       R: GGG AGG ACA GAG CCA AGT GGA            281
GFAP                            F: CCC TCC CCC ACA GCG AAT C 
                                       R: GCC CTC CTC TGT CCG TGT CCT A            194
β-III Tubulin                  F: GCC CTC CAT CCC CAC AAC
                                       R: CAG CTT CCG AGA GGG TAC ACT AA        191
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图2  MTT分析

Fig.2  MTT analysis
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示Tuj1(β-III Tubulin)基因在对照组和实验组中表达量; D: 三种基因的相对表达量。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较。

A: the expression of GFAP mRNA in the control and experiment group by RT-PCR; B: the expression of S-100 mRNA in the control and experiment 
group by RT-PCR; C: the expression of Tuj1(β-III Tubulin) mRNA in the control and experiment group by RT-PCR; D: the relative expression quantifi-
cation of the three genes. *P<0.05, **P<0.01 vs control group. 

图3   RT-PCR检测S-100、GFAP、β-III Tubulin mRNA的表达

Fig.3   RT-PCR analysis of S-100, GFAP and β-III Tubulin mRNA expression
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A: 3 d时细胞从毛囊爬出来; B: 荧光显微镜结果(GFP); C: 相差显微镜结果; D: Nestin免疫组化鉴定; E: SOX10免疫组化鉴定; F: GFP/Nestin/SOX10。
A: after 3 days, cells were emigrated from hair follicle; B: GFP expression in cells; C: phase contrast image; D: Nestin expression in EPI-NCSCs; E: 
SOX10 expression in EPI-NCSCs; F: GFP/Nestin/SOX10.

图1  EPI-NCSCs的原代培养及鉴定

Fig.1  Primary culture and identification of EPI-NCSC

A B C

D E F

100 µm 80 µm 80 µm

80 µm80 µm 80 µm

下的图像, 实验组和对照组的细胞数量可以分别从

图5A、图5B和图5A1、图5B1中计算出来。分别与

图5C和图5C1中的GFAP阳性细胞数量进行比较, 由
此可以估算出对照组中EPI-NCSCs的GFAP阳性率

为7%, 实验组中EPI-NCSCs的GFAP阳性率为95%。

体外培养1 w时, 用S-100酸性钙结合蛋白免疫

组合试剂盒处理后, 对照组EPI-NCSCs表达S-100细
胞数占0%(图6A~图6C)。而实验组EPI-NCSCs(图
6A1~图6C1)阳性率为90%。
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A: 对照组荧光显微镜结果; B: 实验组荧光显微镜结果; A1: 对照组扫描电镜结果; B1: 实验组扫描电镜结果。

A: control group observation by fluorescence microscopy; B: experiment group observation by fluorescence microscopy; A1: control group observation 
by SEM; B1: experiment group observation by SEM.

图4  细胞形态

Fig.4  Cell morphology

A: 对照组GFP; B: 对照组Hoechst33342染核; C: 对照组GFAP; A1: 实验组GFP; B1: 实验组Hoechst33342染核; C1: 实验组GFAP。
A: GFP of control group; B: Nuclear stained by Hoechst33342 in control group; C: GFAP expression in control group; A1: GFP of experiment group; 
B1: Nuclear stained by Hoechst33342 in experiment group; C1: GFAP expression in experiment group.

图5  胶质纤维酸性蛋白(GFAP)免疫组化鉴定

Fig.5  GFAP immunohistochemistry identification
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A: 对照组GFAP; B: 对照组Hoechst33342染核; C: 对照组S-100; A1: 实验组GFP; B1: 实验组Hoechst33342染核; C1: 实验组S-100。
A: GFP of control group; B: nuclear stained by Hoechst33342 in control group; C: S-100 expression in control group; A1: GFP of experiment group; 
B1: nuclear stained by Hoechst33342 in experiment group; C1: S-100 expression in experiment group.

图6  酸性钙结合蛋白(S-100)免疫组化鉴定

Fig.6  S-100 immunohistochemistry identification 

A: 对照组GFP; B: 对照组Hoechst33342染核; C: 对照组β-III Tubulin(Tuj1);  A1: 实验组GFP; B1: 实验组Hoechst33342染核; C1: 实验组β-III 
Tubulin(Tuj1)。
A: GFP of control group; B: nuclear stained by Hoechst33342 in control group; C: β-III Tubulin (Tuj1) expression in control group; A1: GFP of experi-
ment group; B1: nuclear stained by Hoechst33342 in experiment group; C1: β-III Tubulin (Tuj1) expression in experiment group.

图7  β-III Tubulin神经特异性微管蛋白免疫组化鉴定

Fig.7  β-III Tubulin immunohistochemistry identification
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体 外 培 养1 w时, 对 照 组EPI-NCSCs(图7A~
图7C)表达β-III Tubulin的细胞百分比为52%, 实验

组EPI-NCSCs表 达β-III Tubulin的 细 胞 百 分 比 为

33%(图7A1~图7C1)。

3   讨论
Nestin是神经干细胞的标志物[7-8], 在本研究中

原代培养的细胞为Nestin阳性, 本文所用培养方法与

Amoh等[6]的培养方法相同, 由此可确定所培养的细
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胞为EPI-NCSCs。
β-III Tubulin为早期神经元标志物[7], 在对照

组中表达β-III Tubulin的细胞数占52%, 实验组表达

β-III Tubulin细胞数为33%, 即正常培养条件下EPI-
NCSCs向早期神经元分化细胞数占优势, 而在在培

养液中添加1%周围神经组织液后EPI-NCSCs向神

经元分化的趋势被阻止。卢静等[13]曾报道神经嵴干

细胞(NCSCs)应用雪旺氏细胞培养液时, 可诱导神

经嵴干细胞分化形成较多成熟神经元, 胶质细胞比

例可达0.75:1。神经嵴干细胞的分化是通过胞内、

外众多成份相互作用起作用。已证实表皮生长因子

(epidermal growth factor, EGF)、碱性成纤维细胞生

长因子(basic fibroblast growth factor, bFGF)能够促进

神经嵴干细胞增殖, 白血病抑制因子(leukaemia in-
hibitor factor, LIF)能够维持干细胞状态。促进神经

嵴干细胞向神经元分化的细胞因子主要有: BDNF、
BMP2/4等, 而促进神经嵴干细胞向神经胶质细胞分

化的细胞因子主要有neuregulin。这些影响因素在

神经嵴干细胞增殖分化中的作用并不是孤立的, 因
子之间、因子与细胞外基质相互作用、细胞之间、

神经嵴干细胞所处的不同细胞阶段以及迁移部位都

会影响神经嵴干细胞的增殖分化。

雪旺氏细胞早期从前体转化为成熟体的时

候均表达Sox10[9], S-100是雪旺氏细胞的标志物[8], 
GFAP是神经胶质细胞的标志物[7]。本实验中, 正常

培养的EPI-NCSCs为Sox10阳性, 表达GFAP的细胞

占7%, S-100阳性率为0%, 即不表现出向雪旺氏细胞

分化的趋势。实验组EPI-NCSCs表达GFAP的细胞

数占95%, S-100阳性率为90%, 即周围神经组织液可

诱导EPI-NCSCs向雪旺氏细胞分化。

神经嵴干细胞可以在体外大量扩增, 且与神

经系统具有高度的同源性, 其修复周围神经损伤的

应用前景最为广阔。虽然可以从不同年龄不同部

位的神经组织取材, 但其生物学特性存在明显差

别, 成体神经嵴干细胞分化形成胶质细胞较神经

元多[14-15], 早期胚胎的神经嵴干细胞分化成神经元

的比例较大[16-17]。Aquino JB等[18]将boundary cap来
源的神经嵴干细胞移植入离断的坐骨神经共培养

时, 发现神经嵴干细胞可形成大量成熟的雪旺氏细

胞, 进而改善神经再生的微环境, 促进周围神经再

生和功能恢复。Yasuyuki等[6]报道, EPI-NCSCs在体

外培养条件下有48%细胞分化为神经元, 30%的细

胞分化为神经胶质细胞, 还有其他细胞如角质细胞

(18%)、平滑肌细胞(2%)、黑色素细胞(2%)等。将

EPI-NCSCs移植至小鼠坐骨神经缺损处可使其转分

化为雪旺细胞[8]。本文正常培养的EPI-NCSCs和实

验组EPI-NCSCs的形态多样, 形态无明显差异。

本实验通过MTT法观察到加入1%的周围神经

组织液后对EPI-NCSCs存活和增殖没有影响。RT-
PCR分析在对照组和实验组中, EPI-NCSCs表达

S-100、GFAP和β-III Tubulin有差异。实验组EPI-
NCSCs表达GFAP、S-100和β-III Tubulin均高于对照

组。而GFAP和S-100是雪旺氏细胞的标志蛋白, 说
明加入1%的周围神经组织液后EPI-NCSCs有向雪

旺氏细胞分化的趋势。周围神经损伤后再生, 其功

能恢复主要依赖于SCs提供一个神经再生的微环境, 
同时增殖的雪旺细胞在基膜围成的神经膜管内有序

地排列形成一条实心的细胞索Bungner带, 同时再生

轴突进入Bungner带, 随后大部分雪旺细胞凋亡, 存
活的雪旺细胞开始与轴突1:1匹配并包绕轴突形成

髓鞘, 再生轴突延伸至效应器, 重新建立突触联系。

SCs是周围神经的主要结构和功能细胞, 神经损伤

后它对神经再生和功能恢复起着重要的作用[11-12]。

Tessa等[10]报道雪旺氏细胞移植缺损7 mm大鼠坐骨

神经, 6 w后轴突再生。周围神经损伤的修复也需要

神经元再生, 在对照组中EPI-NCSCs有向神经元方

向分化的趋势, 但在实验组, EPI-NCSCs表达的β-III 
Tubulin高于对照组, 所以需要进一步完善调控EPI-
NCSCs分化方向。

EPI-NCSCs是一种具有多向分化潜能的干细

胞, 研究其定向诱导分化的条件, 对于周围神经损伤

修复起到重要作用。本实验的研究结果表明, 周围

神经组织液可以诱导体外培养的EPI-NCSCs向雪旺

氏细胞分化。
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