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神经干细胞克隆球中干细胞的比例变化
王晓静 1，张衡 2 *

(山东大学医学院， I 细胞生物学研究所; 2 生理学研究所， 济南 2 5 0012 )

摘 要: 为了定量研究神经干细胞体外产生的克隆结构 "neurospheres " 中 千细胞的比例变化，利用

无血清培养、 细胞克隆培养技术及免疫细胞化学染色方法，观察不同代数神经干细胞克隆球中 nestin 阳性细

胞的比例 。 发现随着传代次数增加，克隆球中 nestin 阳性细胞的比例也在显著减少 ( P<0.OO1 )。 提示在体外

培养体系中， 形成的克隆球具有异质性，并且在不同代数间神经干细胞的比例也显著不同 。
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自从 1992 年 Reynolds[ l]提出神经干细胞的概念

以来，神经干细胞的研究是近年来生命科学研究的

热点之一。 神经干细胞的发现彻底改变了人们以往

认为中枢神经系统神经元不能再生的认识，给神经

科学研究带来了曙光，并为神经系统疾病与损伤修

复的研究提供了一种新的治疗策略。 神经干细胞可

直接用于细胞治疗或作为基因治疗的载体来治疗神

经系统疾病如帕金森病、脊髓损伤等。本研究从胚

胎大鼠前脑分离神经干细胞，按照本实验室建立的

一套完整的方法[2，3]来定量地观察悬浮的克隆球中神

经干细胞的比例，为进一步分离、纯化神经干细胞

来进行基因治疗及细胞移植提供数据依据。

1 材料与方法
1. 1 动物与试剂

Wistar 孕大鼠(孕 13.5d) 由山东大学西校区实验 e

动物中心提供。 DMEMlF12(1 : 1)和 B27 为 Gibcol 公司

产品， bFGF和 EGF为 Peprotech 公司产品，抗 nestin

IgG 为 Chemicon 公司产品。

1.2 取材及原代培养

按照本实验室所建立的具体实验步骤，用无血清

培养液[2， 3 ] (DMEM/F12 1: 1, 20ng/ml EGF, 20ng/ml 

bFGF, 2% B 27 )培养神经干细胞， 3 天换液一次。

1.3 传代培养

离心收集原代培养 7d 的神经干细胞克隆球，用

Paster 吸管吹打进行机械分离，用无血清培养液重

新稀释为单细胞悬液 ， 台盼蓝染色并记数活细胞，

将细胞悬液按 104 个 Iml 密度(活细胞数〉传代培

养 ， 每隔 3 天换液一次 ， 此后每隔 7d ，机械分离

传代 1 次，方法向前。另取部分单细胞悬液做免疫

细胞化学染色及细胞克隆培养。

1.4 nestin 免疫细胞化学染色

分别取 Po 、 P 1 、 P 3 、 Ps(Po 原代; P 1 传代第一
代 ; P3 传代第三代 ; PS 传代第五代)形成的神经干
细胞克隆球机械分离的单细胞悬液滴在无菌盖玻片

上，冷风吹干 ， O,0 1mo l/L PBS(pH 7 . 2)洗涤; 4% 

多聚甲醒固定 15min; 0 .01mollL PBS 冲洗 3 次，

每次 5min; 3% 过氧化氢 / 甲醇室温下作用 5min ，

0.01mol几 PBS 冲洗 3 次，每次 5min; 滴加 10% 正

常山羊血清室温封闭 20min ， 吸去多余液体，加入

一抗(nestin 小鼠单抗 Chemicon， 1 : 1 000 稀释)放入

湿盒中， 4 0C过夜 ; 0.01 mol/l PBS 冲洗 3 次，每次

5min; 加入二抗(山羊抗鼠 IgG) ， 37 0C温育 20min;

0.01mol/L PBS 冲洗 3 次， 每次 5min; 滴加 SABC ，

37 0C温育 20min; 0.01mol/L PBS 冲洗 3 次，每次

5min; 滴加 DAB 显色剂 ， 镜下观察显色情况，并

用蒸馆水及时终止显色: 梯度酒精脱水， 二甲苯透

明后树胶封片，显微镜下观察、 记数 nestin 阳性细

胞，随机选取 30 个视野 ， 计算阳性细胞比率 。
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图 1 (A)刚接种的细胞(400x) ; (B )培养 24h 后的细胞出现分裂相(400吟; (c)体外培养 5 天形成直径大小不同的神经干细胞球(200x)

1.5 细胞克隆培养

分别取 Po 、 P 1 、 P3 、 PS 形成的神经干细胞克隆
球，机械吹打成单细胞，加无血清培养液用有限稀

释法进行稀释到 1-2 个细胞 110μl 工作液，再将 10μl

工作液加入 96 孔板中，每孔加 200μl 培养液培养，

接种 2小时后检查每孔中的细胞数目 ， 只记数含有单

个细胞的孔(多于 1 个细胞或无细胞的孔弃之不用) , 

37'C , 5%C02 条件下静置培养 7d ， 再观察单个细胞

的孔中形成克隆的情况，计算克隆形成率 ， 克隆形

成率=克隆形成孔数/ 单细胞孔数 x 100 % 。

1.6 统计学分析

组间差异显著分析用 χ2 检验 ， 各代均与原代 Po

进行组间比较 。

2 结果
2.1 细胞形态观察

前脑组织经膜酶消化成单细胞后，用无血清培

养液调整细胞密度后，接种于 60mm 培养皿中，倒

置相差显微镜下细胞折光性强 ， 周边有清晰的光晕

(图 1A)，培养 24h 后，可看到悬浮在培养液中单个

细胞分裂相(图 1B) 。 随着原代培养时间的推移，细

胞分裂相逐渐多见，开始出现神经干细胞克隆球，

在原代培养到 5-6 天时，培养液中可见到悬浮的大

小不一的神经干细胞克隆球，从几个到几百个细胞

不等(图 1 C ) 。

2.2 nestin 阳性细胞的鉴定

为了定量地记数神经干细胞克隆球中 nestin ~日性

细胞，我们把原代培养及传代培养得到的神经干细

胞克隆球机械吹散为单细胞再做免疫细胞化学染色

(图 2)，结果显示不同代数之间， nestin 阳性细胞的

比例显著不同。随着传代次数增加 ， nestin 阳性细

胞的比例在显著下降(表 1) 。

2.3 细胞克隆形成率分析

接种于 96 孔板中的细胞，接种 2h 后确定只含

有单个细胞的孔，井做标记计数单细胞数目。培养
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图 2 nestin 免疫细胞化学染色(400x)

表 1 不同代数神经干细胞克隆球中 nestin 阳性细胞的比例

代数 阳性细胞数 细胞总数 阳性细胞比率(%)

Po 3096 6588 47.0 

P, 3527 6731 52.5*** 

P
3 

1703 6452 26.4*** 

P. 312 6230 5.0*** 

*** P<O .OOL P ， 、 P 3 、 P，分别与 P。进行组间比较。

图 3 细胞克隆培养形成的 P5 代神经干细胞克隆球(400x)

表 2 不同代数细胞克隆形成率

代数 单细胞接种孔数 克隆形成孔数 克隆形成率(%)

Po 11 2 52 46.4 

P , 100 52 52.0 

P
3 

115 30 26.1*** 

P 120 6 5.0*** 

*** P <O.OOI , P ，、 P 3 、 P 5 分别与 P。进行组间比较 。

7 天后 ， 再对己做标记的含有单个细胞的孔进行观

察 ， 发现有的孔中单个细胞增殖形成了克隆球(图
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匀， 呈悬浮状态生长;而有的孔中细胞贴壁呈分化

细胞状(神经细胞或神经胶质细胞).有突起自胞体

向外伸出: 还有的孔中细胞既不增殖，也不分化，

仍是单细胞的状态，这种情况比较少见。随着传代

次数的增加， 克隆球中神经干细胞的数量在下降，

从而导致克隆形成率显著下降(表 2) 。

3 讨论

神经干细胞是指能自我更新、具有分化为神经

元、 星形胶质细胞、少突胶质细胞能力的细胞，它

具有干细胞样基本生物学属性，表达特异标志蛋白

nestin [4) 。 分离发育中及成年大鼠各脑区细胞进行体

外培养，己证实胎脑的脑室周围、皮质、海马、

隔区等处广泛存在神经干细胞，而成年脑内神经干

细胞分布于室下区 、 纹状体、海马齿状回、嗅球

等处 [ 5) 。

神经干细胞是一种终身具有自我更新能力的细

胞，即通过对称性或不对称性分裂产生新的神经干

细胞。 对称性分裂是指一个神经干细胞经过一次分

裂产生两个完全相同的子代神经干细胞:不对称性

分裂是指一个神经干细胞经过一次分裂产生两个不

同的子代细胞，即一个神经干细胞和一个神经祖细

胞(neural progenitor cell). 祖细胞是相对于干细胞

而言 ， 其分化能力和自我更新能力受到一定限制，

仅具有单向或双向分化潜能，或其干细胞特性只能

维持较短的时间 。 在发育时间上，应是神经干细胞

早于神经祖细胞。 前体细胞(neural precursor cell)则

是一个不太严格的术语，是指一类在发育进展中较

其它细胞处于更早阶段的细胞，可统称干细胞和祖

细胞。 神经祖细胞可自发分化产生成神经元细胞和

成胶质细胞等 ， 从而生成神经元及神经胶质细胞。

不对称性分裂方式的存在导致了神经干细胞克隆球

的异质性， 即有干细胞也有处于不同分化阶段的神

经祖细胞[6 ) 。

本研究联合应用免疫细胞化学染色及细胞克隆

培养技术来定量地研究不同代数之间神经干细胞克

隆球中神经干细胞的比例。 Nestin(巢蛋白)是一种VI

类中间纤维 ， 是哺乳动物神经干细胞的主要细胞骨

架蛋白 ， 被看作是神经干细胞的标记物。 在神经系

统发育过程中. nestin 表达逐渐下调[7 ) 。 目前尚无

特异的标志物对全能的神经干细胞和单潜能或多潜

能的神经祖细胞进行区分。 以前只是用神经干细胞

克隆球做抗 nestin 免疫细胞化学染色，只能定性地

看到克隆球中有 nestin 阳性的细胞存在，不能定量

记数。本研究中应用将克隆球吹打成单细胞再做免

疫细胞化学染色及单克隆培养技术能定量地研究原

代培养及传代培养得到的神经干细胞克隆球中 nestin

阳性细胞的比率，发现随着传代次数的增加，神经

干细胞克隆球中 nestin 阳性细胞的比率在显著下降

( P<O.OOl ) . 且两种方法得出 的比值在每一代大

致是相同的 。 但是在两种方法中 . P 1 克隆球中的
nestin 阳性细胞比例以及克隆形成率都高于 Po ' 我

们通过免疫细胞化学染色观察到，在原代培养中除

了神经干细胞自我更新形成克隆球外，也有少量的

神经细胞相互粘连形成球状结构， 其中没有神经干

细胞，它们不能在神经干细胞的无血清培养液中长

期生存，所以在传代培养中几乎没有这些神经细

胞，所有的克隆球都是由神经干细胞增殖而成的，

但是在原代收集悬浮的克隆球时把这一部分细胞也

包括在内，从而导致 P。中 nestin 阳性细胞数值及克隆

形成率低于 P 1 0 Reynolds [8)原代培养形成的 spheres

中含有 20% 能形成次级 sphere 的 EGF反应的细胞与

本文大约是 45 % 的结果不相符，其主要原因可能

是，根据文献报道[9)在 鼠类前脑生发层及其成年残

区和室管膜下区存在分别对 FGF及 EGF反应的干细

胞群，当在体外培养体系中含有 EGF 时，就会产

生直径比较大的神经干细胞克隆球 : 存在 FGF 时，

产生的神经干细胞克隆球比较小:若 EGF和 FGF 同

时存在时，则两种类型的克隆球都会出现。 我们的

培养体系中生长因子 EGF 、 bFGF 联合应用， 在培

养液中可见到大小不等悬浮的神经干细胞克隆球，

培养得到的是 EGF 和 bFGF 反应的两类干细胞，而

Reynolds 培养体系中只加入 EGF . 培养得到的只是

EGF 反应的神经干细胞， 因此我们计数得到的神经

干细胞的比例比他们的高很多 。

由以上的结果，可以得知在神经干细胞克隆球

中只有一部分细胞是 nestin 阳性细胞，根据神经干

细胞不对称分裂的特点及文献报道[8)可知，克隆球

中其余的细胞是处于不同分化阶段的神经祖细胞 。

在现在的体外培养体系中 ， 虽然加入生长因子 EGF

和 bFGF. 随着传代次数的增加， 克隆球中 nestin

阳性细胞的比例显著下降， 也就是说体外神经干细

胞随着传代代数的增加， 干细胞比例减小，这与体

内随着神经干细胞增殖次数的增加，神经干细胞的

终末分化逐渐增加相一致。 体外培养的神经干细胞

表现出来的这种现象对于神经干细胞在临床疾病治
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疗中的实际应用是一个障碍，这说明在目前的培养

体系中神经干细胞只具有有限的增殖能力 ， 因此，

探索更完善的培养方法来保持体外神经干细胞的增

殖和干细胞特性是一件十分有意义的工作 ， 而本文

则为该项研究提供了一个可靠的、 易于操作的检测

神经干细胞比例的方法 。

对中枢神经系统的损伤或病变部位实行神经干

细胞替代或转基因治疗是新发展起来并极有前景的

神经病学治疗战略，但这些方法需要高纯度的神经

干细胞。根据我们的研究结果 ， 在 P 1 形成的神经
干细胞克隆球中干细胞的比例是很高的 ， 可以用这

时候形成的克隆球直接进行细胞移植或基因治疗 。

神经干细胞的诱导、分化、迁移机制还有待进一步

研究，神经干细胞的临床应用更有很多问题需要解

决， 但我们相信，神经干细胞在神经系统疾病与损

伤的治疗方面的应用前景是良好的 。
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The Different Percentage of N eural Stem Cells in N eurospheres 

WANG Xiao Jing 1, ZHANG Heng2* 
( lInstitute of Cell Biology, Shandong University Medical School, Jinan 250012; 2Institute of Physiology, Shandong 

Universi砂 Medical School, Jinan 250012, China ) 

Abstract: To study the different percentage of neural stem cells quantitatively in clonal structures , 

"neurospheres", which are generated by neural stem cells (NSCs) in v itro. The percentage of nestin-positive cells 

in neurospheres of different passages was observed by the technology of serum free and cell clone culturing and 

immunocytochernistry. W e found that the more the passages, the less is the percentage of nestin-positive cells in 

neurospheres . It suggests that the neurosphers generated in v itro system are heterogeneous, and the percentage of 

neural stem cells in neurospheres varies significantly in different passages. 
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