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质膜的张力非常敏感[19] 。

鉴于 ea2+ 是细胞的多功能信使， ea2 + 常常

作为触发信号引起胞吐作用(如神经递质释

放) ，目前已发现细胞膜表面的钙受体不仅对胞

外游离 ea2 + 浓度起调节作用，而且参与某些重

要的生理与病理过程[20] 。 因此，很可能，在胞

吐过程中膜表面的钙受体也参与了膜融合机

制，这方面的问题很值得进一步开展研究。
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神经干细胞和祖细胞

刘仕勇杨辉

(第三军医大学新桥医院神经外科重庆 40∞37)

利用细胞培养技术分离的神经干细胞和祖

细胞是近年来研究的热点之一。 1988 年 Fred

erken 等将癌基因。myc 和 sv 40 大抗原 (sv 40 

large antigen)转人发育中的胚胎细胞而获得了

永生性神经祖细胞(Irnmortalized neural pro

genitor cell ) ，并证明它们在体外培养时具有元

限增殖能力，移植到体内可分化为神经元细胞、

星形胶质细胞和少突胶质细胞。 由于此类细胞

具有干细胞样属性，因此有学者称作神经干细

胞[1.2] 。 此后， Reynolds 等利用无血清细胞培

养直接从胎鼠和成年大鼠分离出具有干细胞属

性的细胞群，由于此类神经干细胞须在具有丝

裂原作用的生长因子剌激下才能维持干细胞特

性，因此被称为生长因子维系的(Growth factor 

extended , GFE)神经干细胞[3-7] 。

一、神经干细胞和祖细胞的定义及其属性

作为干细胞 (stem cell ) ，它应具有以下属

性:(1) 自我维持和自我更新的能力 ;(2)具有多

种分化潜能，能分化为本系大部分类型细胞;

(3)增殖分裂能力 ;(4)这种自我更新能力和多

分化潜能可以维持相当长的时间，甚至终生:

(5)对损伤和疾病具有反应能力[7.8] 。而作为

神经干细胞(neural stem cell) ，据 Mckay1997 年

在Science 上发表的文章，就是指具有分化为神

经元细胞、星形胶质细胞、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[9] 。 祖细胞(neural progenitor)是相对于干

细胞而言，其分化能力和自我维持、自我更新能

感谢张可成先生对本文的指导。
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力受到限制，仅具有单潜能或双潜能分化能力

或其干细胞样特性只能维持较短的时间。而前

体细胞(neural precursor)则是一个不太严格的

术语，即某种前体细胞是在发育进程中较另一

种细胞处于更早的阶段，可统称干细胞和祖细
胞[8 ， 9) 。

自我更新和多分化潜能是神经干细胞的两

个基本属性。 GFE 维系的神经干细胞能在丝

裂原信号的剌激下不断增殖，并维持干细胞特

性，此类因子主要包括表皮生长因子(EGF)和

碱性成纤维细胞生长因子(bFGF) ，也有报道膜

岛素样生长因子(IGF)和转化生长因子(τ'GF)

有类似作用[5 ， 6 ， 13) 。 在永生性神经干细胞系

中，增殖和自我更新的能力更为突出，不使用丝

裂原信号也能维持干细胞属性。 元论是 GFE

干细胞还是永生性干细胞均能在体外分化为三

种主要神经系细胞，使用免疫组化可以显示有

大量神经元标记物(如神经元特异性烯醇化酶、

神经丝蛋白等)、星形胶质细胞标记物(胶质纤

维酸性蛋白)、少突胶质细胞标记物(半乳糖脑

昔试等)的存在，同时亦可见到 TH(酷氨酸楚

化酶)、5-HT(5-经色胶)阳性细胞，电生理实验

证明了谷氨酸、γ，氨基丁酸和乙酷胆碱等神经

递质的存在[卜7) 。 祖细胞的分化潜能相对于

干细胞则受到限制，只具有单潜能或双潜能分

化的能力，如 0-2A ( 01igodentr，∞yte-2 and As

trocyte ， 0-2A)祖细胞只能分化为星形胶质细胞

和少突胶质细胞(13) 。

迄今为止，人们在发育中的胎脑和成年个

体脑区都成功地分离了符合上述定义的神经干

细胞。哺乳类动物如大鼠 ，在胚胎的大部分脑

区，包括皮层、室管膜下层、纹状体、海马、中脑

等区域都存在神经干细胞，而在正常成年大鼠

的纹状体、皮层和室管膜下层也都证实了神经

干细胞的存在[3-7) 。 此外，在人胚的皮层和纹

状体也成功地分离了神经干细胞( 6) 。 值得注

意的是，人们在研究靠近侧脑室的室管膜下层

(Subependymal zo肘 ， SZ) 的细胞时发现 SZ 细

胞可分为两类，一类为正在增殖的祖细胞，另一

类为基本处于静息状态的干细胞，祖细胞存在

时间短，增殖后不断地向外迁移分化或死亡，干

细胞则缓慢分裂，在维持干细胞库稳定的同时
产生祖细胞以补充丢失的祖细胞[10 一 12) 。

目前的神经干细胞多采用元血清细胞培养

和细胞克隆技术分离。培养液在使用合成培养

基的基础上添加谷酌胶、膜岛素、转铁蛋白、黄

体酣、腐胶和具有丝裂原作用的生长因子(如

EGF、bFGF 等 )[3-7 ) 。 待原代克隆形成后挑选

单个克隆机械分离继续进行亚克隆培养，也可

采用单细胞克隆分离。干细胞在无血清培养液

中生长时呈悬浮球形，不贴壁也不生长突起，改

变培养液(有血清培养液)后贴壁分化为成熟神

经细胞。 悬浮的干细胞表达神经上皮细胞的特

异性抗原 Nestin，而元成熟神经细胞抗原的表

达。 Nestin抗原属第凹类中间丝，在神经板上

皮细胞即开始表达，当神经细胞的迁移基本完

成后 Nestin 的表达量开始下降，并随神经细胞

分化的完成而停止表达，已被广泛应用于神经

干细胞的鉴定[刀， 13 ， 15 ) 。此外，波形蛋白的表

达也比较早，起始于神经迁移完成时 ，分化完成

后波形蛋白的表达下降，因此波形蛋白也被一

些人作为祖细胞的标志物。

二、神经干细胞和祖细胞的发育

神经干细胞和祖细胞的分离为我们勾画了

一条从胚胎干细胞到神经干细胞再到神经祖细

胞及成熟神经细胞的粗略分化线条。 从神经板

的出现、神经管的形成到脑泡的发育都经历了

从神经干细胞到祖细胞再到成熟神经细胞的发

育过程，而神经细胞的增殖、迁移与分化则无疑

是此过程中最具代表性的环节。

1.神经干细胞的增殖和自我更新

目前的研究表明，丝裂原信号在增殖过程

中起着相当重要的作用。在体外细胞培养中，

丝裂原信号能使干细胞不断增殖，并使其具有

形成单细胞克隆的能力，撤去丝裂原信号则失

去此能力。 Gritti 曾报道神经干细胞在含

bFGF 的培养液中传代 50 代后仍具有克隆能
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力。在体内实验中，连续 6 天注射 EGF 和

TGF喃α 到事先用3H 胸腺略晓、BrdU(5-澳尿略

院)和LacZ基因标记的前胸区细胞后发现标记

细胞较对照组增加了 18 倍和 14 倍 ， 且分离到

体外形成神经干细胞克隆的数目增加了 3. 7 

倍[16) 。不仅如此，无论是体外培养的干细胞还

是体内的前体细胞都检测到了丝裂原信号受

体，在发育过程中也证实了 bFGF 等因子的存

在。不具有丝裂原作用的其他细胞因子如神经

营养因子虽然也能使前体细胞数目增多，但已

有证据表明此类因子的作用是由于其神经营养

作用避免了细胞死亡而使细胞数目相对增
多[17) 。

丝裂原信号还与神经干细胞的自我更新和

自我维持有关。在体外培养实验中，丝裂原信

号剌激增殖后的细胞仍能维持干细胞属性，原

代培养仅有 1% 的克隆形成率，而在次代培养

中则有 20%的克隆形成率，并在此后保持相对

稳定[5.7) 。体内注射 EGF 后 95% 增殖细胞仍

呈 Nestin 阳性。 事实上，增殖与自我更新并不

是一个相同的概念，因为在干细胞分裂过程中

并不是每次分裂都要产生能自我更新的干细

胞。 神经干细胞的不对称分裂可产生一个干细

胞和一个祖细胞，对称分裂则要么产生两个干

细胞要么产生两个祖细胞(14 ) 。

2. 神经干细胞和祖细胞的迁移

目前已经证实，在神经发育过程中存在两

种类型的迁移。 在发育中的大部分脑区，神经

元的迁移需要放射状胶质细胞的参与，祖细胞

沿着放射状胶质细胞的突起前进，例如在端脑

发育过程中，祖细胞沿着放射状胶质细胞从生

发层向皮层迁移。 另外一种迁移方式则不需要

放射状胶质细胞的参与，它们以切线方式 ( t811喃

gential rnigration)迁移， I!P沿垂直线方向到达目

的地，在到达皮层的祖细胞中有 14% 以这种方

式迁移。据认为，这种切线迁移的引导与迁移

经过的环境有关，可能是来自迁移环境中的信

号引导了祖细胞的迁移[10- 1 2) 。

哺乳动物成年后的大部分脑区不具有产生

新生神经元的能力，但在海马结构的齿状回和
环绕侧脑室的室管膜下层却是例外[10 - 12) 。 这

两个脑区都具有产生神经元的能力，但齿状回

新生神经元产生后不再迁移，而室管膜下层的

祖细胞则沿着侧脑室前角的一条固定路线向嗅

脑迁移。 尽管神经干细胞和祖细胞分布于环绕

侧脑室的室管膜下层，但这些即将随着迁移而

分化为嗅脑中间神经元的祖细胞主要分布在侧

脑室室管膜下层的头侧，尤其是侧脑室头侧的

1-2阳丑的地方，故被称作 sZa (Anterior sub

ventricular zone , SZa )[10 .11) 0 sZa区祖细胞主

要由具有神经元分化潜能的单潜能祖细胞构

成，很少分化为胶质细胞。

在成年个体 sZa区到嗅脑的迁移路线上，

这些正在分化或将要分化为神经元的祖细胞首

尾相连形成一条链状带，周围则被星形胶质细

胞包围。 链状带中的祖细胞能迁移相当长的一

段距离，但并不突破周围的星形胶质细胞鞠而

侵犯脑实质[10.11] 。这些星形胶质细胞在 sZa

祖细胞迁移过程中的作用尚不清楚，有人推测

可能参与了长距离迁移的引导作用，并为神经

元迁移提供体液支持[10) 。令人惊奇的是 sZa

细胞并不向比嗅脑更近的其他区域如纹状体、

前脑迁移，究竟是祖细胞链周围的星形胶质细

胞鞠的作用还是来自迁移环境中信号的影响也

是人们研究的方向 。

3. 神经干细胞和祖细胞的分化

尽管尚存在干细胞自身基因调控和外来信

号调控干细胞分化的分歧，但外来信号在神经

干细胞和祖细胞分化发育中的作用愈来愈多地

受到人们的重视。 在神经干细胞移植试验中发

现移植后干细胞的分化结果与宿主邻近区域细

胞相类似，而且即使是同一来源的神经干细胞

移植到不同部位后其分化结果也各不相同，但

都与受体细胞相似，这证明神经干细胞或祖细

胞在发育过程中受到了外来信号的调控 ，尤其

是受到接触区域外来信号的影响，致使其分化

为与移植区域相类似的细胞[18 -21) 。目前已发

现多种外来信号包括细胞因子、神经营养因子、
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肤类物质(如神经肤)、及一些化学物质(如维甲

酸)有助于神经干细胞和祖细胞的分化，提示这

些信号在神经发育中有着重要的作用。

众多的外来信号在干细胞分化中究竟起着

怎样的作用是人们关注的焦点。一种观点认为

外来信号在干细胞发育分化过程中起选择性作

用(Selective action) ，即这些外来信号只能调控

干细胞及其后代的存活而影响干细胞的分

化[14] 。另一种观点则认为外来信号以指导性

机制(Instructive mechanism) 调控干细胞和祖

细胞的分化，即外来信号能特异性地调控干细

胞的分化，指导干细胞和祖细胞沿着特异性路

线向某一谱系分化。 指导性外来信号可以增加

或减少干细胞选择某一谱系的机会，但并不意

味着它是以全或元的方式参与分化。 在神经

峙，有人发现 BMP2(骨形成蛋白-2 ) 、 GGF(Glia

growth factor , GGF) 和 TGF ß(转化生长因子

ß)以指导性方式诱导神经幡干细胞分化为自主

神经元、雪旺氏细胞和平滑肌细胞[14.22] 。 同

样，睫状神经营养因子也以指导性机制参与干

细胞分化为星形胶质细胞的过程[ 14] 。

在干细胞和祖细胞的诱导实验中发现多种

细胞因子协同诱导比单一细胞因子诱导效果更

佳，在Zao 的实验中，使用 IL-1 (白细胞介素-

1) 、 GDNF(胶质细胞来源的神经营养因子 ) 、

IL-ll 、 LIF( 白血病抑制因子)协同诱导中脑祖

细胞时多巴胶能神经元的分化明显占优，多巴

胶能神经元的比例已占所有神经元细胞的

50% ，占所有细胞 25%[23] 。 此外，在使用一些

成熟或非成熟神经细胞的培养液时也可以诱导

干细胞的分化，并推测可能是由于培养液中含

有神经细胞释放的多种已知或未知信号诱导所

致[剧。除了上述的细胞因子和条件培养液可

以诱导干细胞和祖细胞的分化外 ，在神经干细

胞移植实验中发现移植区域的外来信号也可以
诱导干细胞和祖细胞的分化[ 19 -21.剖 ，25] ， 例如

在帕金森氏病(PD)模型纹状体区多巴胶能神

经元已经毁损情况下，移植神经干细胞可部分

地分化为多巴胶能神经元。 这种移植区域信号

的特异性诱导现象在其他部位也得到了证明，

如在脱髓鞠白质区域，移植祖细胞后大量细胞

分化为少突胶质细胞[剧 。

上述的外来信号在干细胞和祖细胞的发育

分化中起着重要的作用，这并不意味着否定干

细胞自身基因在调控分化发育中的作用。 外来

信号从根本上讲也是有基因产生的，而且神经

干细胞本身就可以产生多种信号调控分化，尤

其是邻近的干细胞和祖细胞可以产生信号调控

其分化。有证据表明神经细胞发育的多样性可

能与干细胞表达多种多样的转录因子有关，不

同转录因子的表达导致不同谱系的分化 ，这也

是目前研究的热点之一[别。此外，神经发育的

次序性似乎也是由干细胞自身决定的，通过受

体表达的次序性在特定的时间只接受特定的信

号从而引起特定的生物学效应[14] 。

三、神经干细胞在中枢功能重建中的作用

以帕金森氏病为代表的中枢退行性疾病是

神经疾病治疗的难点之一。目前的药物对退行

性疾病的长期疗效普遍较差，探索新的治疗途

径已成为人们研究的重点。在众多治疗途径

中，脑组织移植尤其是人们关注的焦点[剧。 但
由于在移植供体源上所面临的障碍限制了其在

临床的应用，迫切需要寻找可大量提供的供体

源[划。 神经干细胞为解决脑组织移植供体源

问题带来了新的希望，它已经具备了成为理想

移植供体的一些条件。

在目前神经移植中，普遍存在移植存活率

低的问题，各家报道在 2% - 20%之间，因此严

重地影响了脑组织移植的疗效[6] 。 已有的研

究表明，神经移植的疗效与供体组织的胎龄有

着密切的关系，愈是年幼的胚胎组织，其分裂能

力愈强，存活率愈高，因此移植更早期的胚胎细

胞具有更大的优越性。 神经干细胞系原始早期

胚胎细胞，具有很强的分裂能力，移植后不仅能

在体内很好地存活，而且能与宿主细胞发生神
经整合[2.11.21.饵，到 。 同时，神经干细胞尚未生

长轴突和树突，具有元氧代谢的特点，能充分耐
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受离体后的恶劣条件。 因此，神经干细胞具有

早期胚胎移植物特性，移植后存活率高，有利于

功能重建。

同时，神经移植的疗效尚与移植量有关。

在帕金森氏病的脑组织移植中，单侧纹状体内

需要 4-8 个胚胎中脑移植物才能有效地改善

临床症状。要在短期内收集这么多的胎脑是不

现实的，而且还会受到伦理和法律的限制，因此

临床迫切需要便于体外操作，能大量提供的供

体组织(6)。神经干细胞具有不断分裂增殖的

能力，能为神经移植提供大量的供体组

织[3 -7) 。不仅如此，神经干细胞来源于神经组

织，在去除丝裂原信号后分化为神经系细胞，不

再具有过度增殖能力，因此移植后不具有致瘤

性(11) 。 此外，神经干细胞系分裂细胞，适合于

目前效果最肯定、方法最成熟的逆转录病毒的

转染，便于基因操作。 总之，神经干细胞已具备

了成为理想神经移植供体的一些条件，将为脑

组织移植治疗神经退行性疾病提供大量、可靠、

方便的供体源。

此外，由于正常成年个体室管膜下层，纹状

体等地方仍存在神经干细胞，这些干细胞在正

常情况下处于静息状态，如能将其在体内诱导

分化以替代上述疾病中缺乏的神经细胞，则将

为神经干细胞的应用提供更为广阔的前
景[2.11.12) 。目前尽管尚不能诱导神经干细胞

特异性地、完全地分化为某种特定神经元，但随

着人们对胚胎发育机制认识的不断加深和新的

细胞因子、化学信号的不断发现，必将推动上述

研究的进一步深人。 因此与此相关的研究是非

常有前途的，也是非常具有挑战性和难度的，更

多的研究将侧重于把神经干细胞作为一种研究

手段或研究模型，甚至将脑组织移植本身也作

为一种研究策略去研究神经发育的机制，探索

诱导神经干细胞分化为神经元治疗神经退行性

疾病的可能性。

摘 要

近年来利用细胞培养技术分离的神经干细

胞和祖细胞为研究神经发育提供了一条新的途

径，研究神经干细胞和祖细胞的增殖、迁移和分

化将为阐明神经发育机制提供有力的证据。 同

时，神经干细胞还为治疗中枢退行性疾病带来了

希望。 无论是作为脑组织移植的供体，还是作为

在体诱导的靶细胞，神经干细胞都为中枢神经系

统功能重建和神经再生提供了新的思路。
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