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胚胎神经细胞的培养方法及应用

郝品高英茂管英俊份李盛芳

(山东医科大学组织胚胎学教研室 济南 25001 2) 

在发育神经生物学中 ，神经细胞的增殖、生

长和分化一直是该领域中的研究热点 。 原代培

养的胚胎神经细胞在生长发育方面与体内非常

相似，所以体外培养方法研究细胞因子等因素

对神经细胞的增殖 、 突起生长、识别、突触建立

和递质表型的影响 日 益受到重视。近些年来，培

养方法也在不断改进之中，例如无血清培养、条

件培养和联合培养等[1] 。

自 1907 年 Harrison [2 ]首先成功地用悬浮

培养方法在淋巴血凝块上培养了蛙胚神经管以

来，人们又采用悬液、旋转、集蔼、环流、旋面和

分散单层等方法进行培养都获得成功。但现在

最常用的还是分散单层培养方法。虽然在神经

管细胞培养中， 用 BrdU 免疫荧光方法可检测

到神经上皮细胞有一定分裂增生能力[町 ， 但是

大部分神经上皮细胞在离体后就开始进入分化

状态.取自胚胎晚期及出生后的神经元不再出

现有丝分裂，因此神经元的体外培养只能是原

代培养 (primary c ul ture) 。 要使神经元在体外

存活并维持一段时间，所要求的培养条件和技

术非常严格。

一、早期神经管细胞的

分离和纯化

神经细胞分离纯化的方法主要有:机械分

离、酶消化、密度梯度离心、细胞差速贴壁、核酸

合成拮抗和加入特异性生长因子等方法。材料

来源于 9-1 0 天胎龄的胎鼠，此时胚胎发育处

于神经管闭合期，神经管容易分离。

1.机械和酶消化分离法[川

在无菌条件下取出小 鼠饪振子宫 ， 用无

Ca 2+ _Mg 2+ Hanks 液反复冲洗，在解剖显微镜

下剪开子宫壁 ， 获得胚胎，而后用尖慑仔细剥

离，去除胎膜、视泡、心脏、肢芽，使神经管与周

围组织完全分离 。 也可先用 0.1%的胶原酶消

化 1 5min ，使神经管与周围间充质分开，这样可

使剥离更容易些 。 将剥离好的神经管剪成

1mm3 大小的组织块，贴壁培养。或是加入培养

液用 1ml 吸管反复吹打制成细胞悬液进行培

养，上述为机械分离法 。酶消化法就是将剥离好

的神经管收集入离心管中 ，加入 5ml 0 . 25%膜

蛋白酶中， 37它消化 15- 30min ，用 1m l 吸管轻

轻吹打 20 次，吹打过程中应避免气泡产生。尔

后加入同等体积培养液终止消化，离心 1000 转

/分， 10min ，用双层镜头纸或 200 目 尼龙网过

滤，并以台盼蓝检测死活细胞比例，将活细胞浓

度调至 (5-10) X 105 个/时，加入培养瓶或培

养皿 ， 5 %C02 和 95 %湿度的 37'C培养箱中培

· 挂在坊医学院组织胚胎学教研室。
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养。此方法所获神经细胞纯度在 80%左右，熄

杂少量其他胚层细胞和血细胞。培养 24h 后去

除表面漂浮的死细胞，并换新鲜培养液。在培养

第 2 、 5 天，加入 5μg/ml 的阿糖胞昔抑制杂细

胞的生长，一周换液两次，细胞存活将超过一个

月。

2. 差速贴壁、密度棉度离心法(5)

将膜酶消化过的神经细胞，加入 1 : 11昆合

的 DMEM/F12 培养基并含 10%小牛血清的培

养瓶中， 37 .C 、 5%COz 培养币，非神经细胞很

快贴壁而神经细胞仍悬浮，将悬液倒入离心管，

并用 10ml PBS 冲洗培养瓶，冲洗液并入悬液，

离心 5min.1000 转/分，移去上清，并加入培养

液后反复吹打，重新培养 10一 14h 后，重复前一

过程获取细胞悬液。悬液中加 Perco l l 液至

28时，作密度梯度离 心， 2000 转/分水平离心

15min ，神经上皮细胞在梯度为1. 05g/ml 处形

成可见的细胞带，红细胞则位于管底，细胞碎片

漂浮在上层。仔细收集神经上皮细胞， PBS 冲

洗，最后加入 O. 5ml DNase ( Sigma type 1 

2500u/mg) 及 O. 5ml DMEM/F12 ，室温作用

5min 后离心收集细胞进行培养。 此法所得神经

上皮细胞纯度可超过 95 % 。

神经上皮细胞的分离纯化是早期神经细胞

培养的关键所在。神经上皮细胞纯化可用流式

细胞仪细胞分选技术(6) 和使用限制性培养

液(3) 。免疫手术方法剥离(7)神经管将是最有成

效的方法，但寻找合适的抗体却极为复杂 。

3. 神经崎细胞培养 ( neural crest cell cul­

ture ) 

机械剥离神经管后，在 DMEM 培养液中

贴壁培养 18h ，移去神经管组织，剩下的细胞即

为神经崎细胞(8) 。神经il!香细胞培养对研究神经

峙细胞诱导分化十分重要。

二、培养液

1. 经典配方

(Eagle' s MEM80% - 90% , L-谷氨酌胶

100μg/时，马血清(小牛血清) 10 %-20% ，青霉

素 100u/L ，链霉素 100p.g/L ，葡萄糖 6g/L，

Hepes 10mmol /L 。 配制时均用三蒸水， 7.4%

Na z HC03调 pH 至 7.0 -7. 2 , 2. 2p.m 膜真空抽

滤除菌， 4 .C 保存，一 20 .C可以长期保存。现在国

内多采用 DMEM ，已加有 L-谷氨酌胶，但若培

养液放置两周以上，需加入新的谷氨酷胶。谷氨

酷胶配成 3%浓度，过滤除菌后分装成小瓶，

一 20 .C冷冻贮存问。

2 . 无血清培养液 (serum-free medium) 

血清具有促进体外培养细胞贴壁生长的作

用 。 70 年代以来，人们发现采用人工合成培养

液加入剌激细胞生长的激素，生长因子等，细胞

. 仍可生长。0) 。 无血清培养基为 1 : 1 DME/ 

F12 ，加有 5μg/ml 膜岛素， 100μg/ml 人转铁蛋

白， 0.03μg/ml ~西化俐， 1 0月/ml 氢化考的松，

0.02μg/ml 孕酬， 10μg/ml 丁二股， 3. 9μg/ml 

谷氨酌肢。 Gongalez[lI)介绍了一种方法较为可

行，先用 DMEM/F12 加 10%小牛血清培养 24

小时，改换培养液为 0.7 %小牛血清， 2mmol/

ml 谷氨酌胶 ， 5μg/ml I民岛素， 100μmol/ml 盐

酸丁二股， 30nmol/ml 晒化俐， 100/-(g/ml 人转

铁蛋白，培养 4 天后，改为无血清培养液。这种

过渡性无血清培养将不影响神经细胞正常的贴

壁、生长分化。若研究一些因子对神经细胞生长

分化的影响，可在有血清培养 24 小时后改为无

血清培养。采用无血清培养后的神经细胞一般

存活 7-10 天，最长 14 -21 天。 Louis 报道[IZ)

以多聚赖氨酸为基质的无血清培养液中加孕

剧、 17ß-雌二醇，神经细胞存活最长可达七周。

庞智玲(13)观测了人胚脑神经细胞在无血清培

养液中的生长特性，发现神经细胞分化早，突起

生长快，且非神经细胞生快被抑制，尤其对成纤

维细胞抑制作用明显，胶质细胞也较少见。因无

血清培养即可纯化神经细胞又促其分化，是神

经细胞分化发育研究的一种较好手段。但血清

又是体外培养神经元髓鞠形成的必要条件，无

血情培养的神经元都不能形成髓销。在髓辅形

成中，血清可能提供某种激素或其他未知因
子(14)
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3. 条件培养液和选择性培养;在

将大鼠脊髓、小鼠骨恪肌、肺组织或心肌组

织切成 1mm3 ，每克组织加 10ml 培养液进行培

养，一周后取上清液，加有上述上清液的培养基

即为条件培养基。上清液占培养基的 5% 。这些

组织在培养过程中可能产生一些促使神经细胞

生长分化的因子[1日，所以这种条件培养基能有

效促进神经细胞生长分化。膜岛素、孕酣都可

促进神经细胞生长。 Hiroshi Kitani[3J在实验中

发现 1%小牛血清加 10μg/ml 膜岛素 、 10μg/m l

霍乱毒素、 10-8 mol/L 腆化纳、 10月/ml 转铁蛋

白可使神经细胞数量明显增加，而?昆杂的成纤

维细胞较少，因此这种培养液又称为神经细胞

选择性培养液。

4. 培养基质

为促进神经细胞贴壁生长，培养瓶底常涂

以称作粘着剂的基质薄层。常用基质有小牛胶

原、鼠尾胶、 L-多聚赖氨酸 CSigma. 使用浓度

1. 3μg/cm 2 )、层粘连蛋 白C1aminin.20μg/ml) 、

纤维粘连蛋白 C fibronectin. 20μg/ml)。它们的

贴壁率[16J分别为 50% 、 55% 、 80% 、 95%. 以鼠

尾胶原、多聚赖氨酸为基质，神经细胞呈放射生

长，有成束倾向。在纤维粘连蛋白、层粘连蛋白

上生长的细胞突起有更多分支，形成明显的突

起网。因此，纤维粘连蛋白、层粘连蛋白，对神经

细胞贴壁生长更有利。用60Co 照射 48h 的成纤

维细胞及心肌细胞层也可作为培养基质，又称

滋养细胞层。在交感神经元培养中 .NGF 与心

肌细胞层都是必需的[1气作者在实验中发现，

用 1 : 1 1昆合 RPMIl 640/DMEM 加 10%小牛

血清，神经上皮细胞在未加任何基质的培养瓶

中仍可贴壁生长，与底壁涂有鼠尾胶相比，细胞

贴壁率和存活数都无明显差异，神经细胞可存

活三周以上。单独使用 DMEM 培养时，神经细

胞则不贴壁。

三、培养神经细胞的观察方法

1.形态观测

倒置相差显微镜下可见刚接种的神经上皮

细胞为圆形 .4h 后可见少量神经细胞贴壁 ，培

养 8h 后可见部分细胞长出数微米的突起， 24h

后绝大多数神经细胞贴壁。随着培养时间延长，

胞体逐渐增大，伸出突起的神经细胞逐渐增多、

突起伸长。在相差显微镜下，难以区别培养神经

元的突起是轴突还是树突，因此统称它们为神

经突。培养 5一 7 天的神经元胞体最丰满，周围

晕光明显，突起交织成网络，神经胶质细胞出现

于培养后的 3-4 天，随后大量增殖形成细胞

岛。神经胶质细胞的胞体扁平，核大而圆，因异

染色质少而色浅，胶质细胞周围无晕光，很易与

神经细胞区别，一周后胶质细胞成层铺满瓶底，

神经细胞附在胶质细胞层上。培养三周后，神经

细胞开始退化，胞质中出现颗粒空泡，而后突起

退化、核固缩、崩解。在神经上皮细胞生长过程

中，神经细胞数、突起个数、长度、细胞周长和面

积都可作为观测生长分化的指标。带有缩时摄

影装置 C time-lapse cinema tography ) 的倒置相

差显微镜可动态观测神经上皮细胞的生长、分

化、迁移等。计算机的应用又可对动态发育中的

神经元进行定量分析。扫描、透射电镜可更精细

显示培养细胞的超微结构。扫描电镜观察对迁

移细胞表面的动态变化十分有说服力 。

2. 常规染色法

最常用的染色为苏木素一伊红染色和

Gimsa 染色，可见培养的神经细胞胞核大而圆 ，

核仁 1-2 个，神经胶质细胞为三角形或多边

形，核染色质疏松而染色谈 。 Nissl 染色可识别

神经细胞胞体中的尼氏颗粒，便于区分神经细

胞和胶质细胞。 Bodlan 镀银染色和甲苯胶蓝染

色则主要染神经细胞突起，可观测神经细胞的

生长状况和神经细胞之间的识别。

3. 免疫组化法

利用各类型细胞的特异抗原标记，通过免

疫细胞化学法，可分别显示原代分离培养中的

神经元和神经胶质细胞。神经丝蛋 白 Cneurofi l ­

ament)及神经元特异性烯醇化酶 Cneuron-spe­

cific endase. NSE)可特异标记神经元.NSE 还

可作为早期神经元分化的标志。髓辅碱性蛋白
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标记少突胶质细胞及髓鞠板层，半乳糖脑苦脂

(g lalctocerebroside. GC) 标记少突胶质细胞，

GFAP 标记星形胶质细胞胶质原纤维酸性蛋白

(glial fibrillary ac id ic pro tein . GFAP). S - 100 

蛋白标记 Schwann 细胞。气对不同胚层来惊的

细胞采用单克隆抗体标记[19] ，可便于分析，减

少干扰。例如纤维粘连蛋白 ( fibronectin)抗体

可标记成纤维细胞。

4. 其他方法

鉴别死活细胞方法多采用台盼蓝染色或

MTT 法，免疫电镜、原位杂交 、原位 PCR 等[叫

高新技术也开始应用于培养细胞研究 。

5. 神经细胞原代培养技术的应用

70 年代以来 ，神经培养技术发展迅速，先

后出现神经管、神经崎上皮细胞的原代培养，发

育不同阶段不同部位中枢神经元培养及星形胶

质细胞，少突胶质细胞和 Schwann 细胞纯化的

培养[2 1 叫 。 不同神经元、神经元与神经胶质细

胞、神经元与靶组织的联合培养川剧，为解释

神经元之间的识别、神经元与胶质细胞之间的

关系和突触的形成提供了依据 。 单个神经细胞

培养为研究神经细胞生存做环境和电生理研究

提供了条件[2飞

细胞原代培养技术对于了解各种神经营养

因子、靶摞性物质及内源性激素在神经细胞增

殖、生长、分化过程中的效应，以及各因子之间、

因子与受体之间、营养因子与原癌基因之间的

相互关系，已经或正在发挥着极为重要的作用 。

体外培养神经细胞也‘可以作为病理模型，

以更为直观、动态地观察病理因素和其拮抗因

素对神经细胞的影响[28-3 0J 。

摘 要

体外胚胎神经细胞培养与在体神经细胞在

神经发育生物学的研究中相辅相承，不断推动

神经科学的发展。 神经细胞原代培养涉及神经

细胞的分离纯化、培养基的成分及观测方法等。

本文对国内外近年来胚胎神经细胞的培养方法

及应用进行了简单的综述 。
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