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In order to set up an ex vivo culture procudure oblaining IXS from peripheral blo:对， periphera l blα对 cells were ∞llected 

fr，αn h臼l thy volunteers. Plastic-adherent peripheral blα对 mononuclear cells( PBMNCs) we陀 cultu red in PRM I 1640 mediun1 

∞ntaining autologous plasma , rhGM-CSF , rhIL-4 and rhTNFαat 3 T'C ,5 % c:üz humidified atmosphere. After 10 days of 

cullure we ∞llected 1缸苞e quanti ty of cells exhibiti ng a characteristic dendritic cell morphology and polential capabi li ty to slim

ulale allogeneic lymph∞yte proliferation . Cytomelric analysis showed lhat some 30 % of cells expressed HLA cla'>S- II al1l igen 

HL八 DR and lhe characleristic marker of malure [X二s CDla. About 5 x 105 cells ∞uld be oblained from 1 x 107PBMl'lCs of 

h巳a l lhy volunl优r. The advanlages o[ lhe pr∞edure were higher 因主 product ion ， less reagents needed in culture s)"item , un

laboured pr∞edure and unex阳sure to xenc毡en i c antigen. All these are sui table for pur归se in the setting of cl inical praclice 
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日臭神经革肖细胞的培养纯化及体外生长特性 祷

杨浩 王春婷程华玲鞠躬

(第四军医大学全军神经科学研究所细胞生物学研究室 西安 710032) 

神经再生的问题一直是困扰着神经科技工

作者的难题，近年来， 随着神经细胞生物学 、分

子生物学、神经生理学、神经移植的飞速发展，

使得中枢神经系统(CNS)损伤与再生的研究有

了突破性的进展。 嗅神经轴'细胞 (o]factory en 

sh eathing cells , OECs)作为一种具有 CNS 星形

胶质细胞、少突胶质细胞和外周神 经 系统

(PNS)雪旺氏细胞特性的特殊细胞类型，已被

广泛用于神经系统(NS)损伤的细胞移植研究。

OECs 以它独具一格细胞学特性使得 CNS 再生

潜力得以发挥，已有研究表明 [ 1 - 7] 移植在中枢

神经损伤处的 OECs 能形成细胞桥引导神经突

起生长，并向很远距离延伸 。 使中枢神经损伤

得以修复。 OECs作为移植材料，其需求量大，

纯度要求高，活性要求好，因此必须通过体外培

养纯化获得 ， 本实验通过观察成年大鼠 OECS

的体外生长特性，比较不同时期细胞的活性，结

合嗅球组织的细胞生长和细胞学等特性得出了

一种简单 、快捷的纯化方案 ，为移植提供了活性

较好的 OECS。

材料和方法

1 材料和试剂

2 . 5 月的 SD 大鼠(第四军医大学实验动物中心提

供 ) ， DFI2 培养基 ， 胎牛血 ?古 (FCS) (GIBCO 产品) , 

Forskol i n ，牛垂体提取液 (BPE) 、阿糖胞背(Ara-C) ，膜

蛋白酶，膜蛋白酶终止剂， EDTA ， DM白， M了r ， Poly-L

lysi ne(SIGMA 产品) ， DI -仅2日 ， p75抗体 ， 25cm2 塑料培

本文 2000 年 7 月 30 日收到， 12 月 5 日接受 。
祷国家"973 "课题资助项目 。
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养瓶(NUNC 公司产品)。

2. OECS 的培养

在无菌的条件下，分离 2.5 月的雄性 SD 大鼠的嗅

球，弃除软脑膜，分离嗅神经层及嗅球颗粒层 ，用Dl

SGH(因为无钙续离子的 Pucks 液，也H 为煎糖，萄葡

糖和 HEPES 的缓冲液)清洗 2 次，然后用 0 . 125% 的膜

蛋白酶消化，于 37'C培养箱，作用 25min。 接着用膜蛋

白酶终止剂作用 8min ，于 800rpm 离心 5min，再加入无

血消的 DFI 2培养基清洗一次。 最后用含 20% 的 FCS

的 DFI2培养基将其制成单，细胞悬液， 以 1 x 106 1:口让 的

密度接种在经 Poly-L- I ysine 处理过的 25cm2 塑料培养

瓶中，于 3TC ， 5% 的二氧化碳培养箱中进行培养，培养

3 天后进行半盘换液，再培养 2 天用 10 % FCS 的培养

基进行换液。 1 -2 天后进行纯化。

3.0ECS 的纯化

在培养好的细胞中先加入 Ara-C，其作用浓度为

10 - 5 mol儿，作用 36 - 48hrs 后，换上新鲜的培养基，继

续培养 1 天，弃去培养基，用元钙筷离子的 Hanks ìi夜清

洗 2 次，然后用 0. 125% 的膜酶 +0 . 02%EDTA 消化 3

- 5min，消化时在倒置相差显微镜下观察 ， 待细胞突起

因缩，胞体变圆，立刻加入纯血清终止，其血清终浓度

为 20% 。 作用 5min 后，用火焰抛光的弯头滴管轻轻吹

打瓶壁，细胞悬液于 800叩m 离心 5min，弃上清，用条件

培养液(10%FCS+ 20μmollL Forskolin + 20罔Iml 的

BPE+DFI2 )制成单细胞悬液，接种培养瓶中 ， 37'C ,5% 

的二氧化碳培养箱中继续培养， 30min 后，将培养上消

连同未贴壁细胞进行转种。 再过 30 min 重复上一步

骤。

4. 免疫细胞化学染色及 OECs 纯度检测

将纯化好的 OECs 继续培养 2 天 ， 4 天、 14 天 、 20

天、25 天、30 天， 35 天，弃掉上清，用 O. 01molIL PBS 清

洗 3 次，接着用 4%多聚甲应固定 1h ， 再用 PBS 清洗 3

次，然后甲醇双氧水处理 10 min ， PBS 消洗后，加 p75蛋

白羊抗血清，按 ABC法进行染色。将染色的细胞于明

视野和相差显微镜观察，随机选视野并记数 OECs 阳'性
细胞的百分率。

5 形态学观察

将培养不同时间的正常 OECs 于 OLYMPUS 倒置

相差显微镜下进行形态观察，观察其形态及结构的变

化，并进行比较。

6 纯化的 OECS在培养不同时间的活力检测

将培养 2 天、4 天、 14 天、 20 天、 25 天、 30 天、 35 天

的 OECS用山区;H 清洗 2 次，用 0. 125 % 的膜蛋白酶

十 O . 02%EDTA 消化 3-5min 后，终止消化，元血清的

DFI 2清洗细胞 2 次，用含 lO%FC'S 的 OFI 2培养基将其

制成单细胞悬液，以 1 X 105 /ml 的密度接种 96 孔板中，

每孔 100μ1 ， 培养 24h 后，每孔加入 10μl 的 MTT，作用

的终浓度为 5mg/时，继续培养 4 小时后，弃上清，每孔

加入 100μl 的 OMSO ， 轻微震荡使细胞上蓝色结晶充分

溶解，最后于 Oynatech MR4000 型的酶链免疫检测仪

测其 00值，检测波长 570nm 参考波长 630nnlo

结 果

1. OECs 的形态学观察
OECS在接种 24 小时大部分已经贴壁，呈

球形，周围有云状物质分布 ; 培养 2 天，大部分

呈现圆球形，有少量的双极细胞，还有胞体呈现

三角形的细胞，其突起短小(图版图 A) o 4 天

后，大部分细胞胞体发亮，呈现三角形、梭形，细

胞发出纤细的突起，躁状的生长锥样结构明显，

还有一些巨噬细胞状的细胞，胞体内有黑色颗

粒的物质分布，胞核清楚，另外还有一些胞体发

暗，折光性较差的扁平细胞，胞体有几个伪足，

这种细胞可能是早期的成纤维细胞。 培养 5 天

双极细胞增加，胞体较亮 ， 突起变长，生长锥样

结构明显，此时，巨噬细胞状细胞的明显可见，

形状不规则。 6 天后， 大部分细胞呈现双极或

三极细胞，形态与 Schwann 氏细胞相似。 细胞

密度增大，巨噬细胞状细胞胞体变圆，变小 。 背

底有成纤维细胞存在，胞体较大，其立体感、折

光性较差(图版图 B ) 。 培养 7 天，双极细胞与

三极细胞连成网络状，有些细胞由圆形变成梭

形， 巨噬状细胞也向条梭状形态转变，其短粗的

突起末端伪足明显 。 呈现三角形胞体较小突起

不明显的细胞，可能是成纤维细胞。 8 天后，细

胞逐渐从细胞群迁移出，双极细胞，三极细胞巳

伸出较长突起 ， 巨噬状细胞消失，背底有成纤维

出现 ，其胞体比较大，立体感不强，呈现薄纱状

结构(图版图 C) 。 纯化后培养 2 天，主要是双

极 ，三极细胞 ，胞体立体感强，折光性好，背景清

楚，偶见成纤维细胞出现。 纯化培养 4 天细胞

与 2 天细胞形态相似，但细胞呈现联状的伪足

较以前都明显(图版图 0) 0 10 天时，细胞与培
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天、35 天的细胞活力呈现下降趋势。 其中 20

天 以后下降明显，见图表 2。
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司、同梢养时间 (大〉

论

OECs是一种处于中枢与外周神经系统过

渡区的鞠细胞，其功能极为活跃，它除了分泌

NGF , NT3 , NT4 , BDNF 等[8-10) 营养因子以外，

同时还能分泌 FN ， LI' Tenacisn , Laminin , NCM 

等[ 11 - 1 5 ]细胞外基质和粘附分子，这一细胞学特

性使得其成为 CNS 系统损伤与再生用来移植

倍受亲睐的后选细胞。 本实验以成年大鼠作为

实验材料，这个时期大鼠的 OB 发育分化成熟，

大部分星形胶质细胞已从 OB 的深处迁至嗅束

之间 ，而且成年期 OB 的星形胶质细胞不易存

活，因此在分离培养嗅球 OECs 的体系中，污染

的细胞主要是成纤维细胞和极少量的小胶质细

胞，存活的星形胶质细胞也很少。 于是给下一

步细胞纯化及 OECs 生长的研究带来有利条

件。

纯化细胞的方法较多，一般有差速贴壁，化

学药物法，梯度离心法，免疫亲和吸附法。 以后

者纯化效果最好，其纯度可达 99% 以上， 是目

前普遍采用的方法之一。 但是此法步骤较为繁

琐，费用高 ，同时细胞经过反复清洗，活性下降，

于是给下一步培养带来了一定的困难。 于是对

于需求量较大的细胞学实验研究不宜采用 。 成

纤维细胞作为 OECs 培养体系中最棘手的污染

细胞，它的分裂增殖速度极快， 一般约为 2 - 3

天，远远超出 OECs 的分裂增殖速度，并且其侵

士
ω

讨

OECs经纯化后培养不同时间的活力

20 10 

杂川
{
子

物

养 4 天情况基本一致，到了 14 天， 细胞呈现双

极，三极结构，走向不一致，双极细胞胞体折光

性很强与前面形态一致。 纯化后培养 20 天突

起上有许多短小的棘突，也有少量的成纤维细

胞(图版 E) 。 培养 25 天后 ，胞体变小，有成纤

维细胞侵润，也有胞体较暗折光性小的条梭状

细胞(图版图 F) 。 培养 30 天后，有些细胞突起

回缩，胞体变圆，有颗粒状物质分布，其棘突更

加明显。 培养到 35 天细胞胞体逐渐不规则且

胞体变小，有些细胞形似少突胶质细胞，棘突变

短，成纤维细胞侵润明显(图版图 G) 。

2. OECs 细胞化学染色及纯度检测
将培养不同时间纯化的细胞经染色，结果

发现 : 纯化后培养 2 天的细胞，几乎都呈阳性，

其胞膜着色较深，形态呈条梭状和三角形。 4

天染色更深.阳性细胞形态与 2 天基本一致，

10 ， 14 天细胞也有着色深浅不一的情况，形态

基本与 2 ， 4 天-致(图版图 H) o 20 天后的细

胞染色变淡，胞膜着色呈点状分布 ，较 14 天前

细胞着色浅(图版图1) 。 纯度检测，具体如下:

将同一视野的 OECs阳性细胞在显微镜明视野

下进行计数，然后将显微镜调至相差下对此视

野下的所有细胞进行计数，计算阳性细胞所占

百分比，这种百分比即为 OECs 的纯度。 同时

观察井统计不同时期 OECs 的纯度，结果发现 2

- 20 天的细胞纯度可达 95% 0 20 天 以后细胞

纯度纯度降至 85% ，见图表 1 。

不同培养时间(大)

OECs经过纯化后随培养时间延长纯度的变化

3. 不同培养时间 OECs 的活力
2 天 、 4 天 、 10 天、 14 天、 20 天、 25 天、 30

生
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蚀面积大口 本实验根据其与 OECs 有丝分裂的

时象差 ，利用Ara-C 处理 48 小时 ， 这样能有效

将大部分成纤维去除。 残余的成纤维利用其贴

壁能力较 OECs 强的生物学特性，经过两次差

速贴壁，可基本将其除出 。 随后给予 Forskoli n

和 BPE 剌激，可以有效地促使 OECs的生长分

裂。

Forskol in 是一种腺昔酸环化酶的激活剂，

活化的腺昔酸环化酶能使 ATP 转变成 cAMP ，

cAMP 是蛋白激酶 A(PKA) 的激活剂， PKA 能

使磷醋酶 C上的丝氨酸残基磷酸化，从而引起

靶细胞的生物学反应;细胞分泌、细胞通透性变

化 、细胞分裂、线粒体氧化磷酸化以及各种酶促

反应。 同时 BPE 的介入也对 OECs产生了生

物学效应，这种效应是促 OECs 存活生长 ，促增

殖效应，于是二者协同作用于 OECs，使得经过

酶剥蚀、不利条件刺激(细胞清洗、反复差速)后

的细胞活性下降不至于太大。 其次 ， 本实验还

采用了 DMSO 溶解 Forskolin ，使培养液中含有

一定量的 DM白。 有资料报道[ 1 6.17 J . 一定量的

DMSO对神经系统有保护轴突及髓轴'作用，减

少水肿，促进神经周围血液流速，同时也有稳定

细胞溶酶体膜和清除自由基之功效。 在细胞消

化，差速贴壁过程中，细胞难免受机械和化学作

用的损伤 ， 在这种对氧敏感的细胞培养体系中，

自由基产生和溶酶体崩解有可能发生 ， 因 此

DMSO 介入进一步减少了细胞的损伤。

OECs在培养 3- 4 天时呈现巨噬细胞状，

条梭状，形态不规则状， 5 天以后基本与雪旺氏

细胞形态相近，呈现条梭状结构。 经过纯化再

培养 4 -20 天 ，细胞还保持雪旺氏细胞的双极

和三极形态，走向基本一致 ， 生长旺盛，活性好，

p75染色较深 ，而 20 天 以后细胞突起上长出许

多棘突 ，并且突起僵直，随培养时间延长 ， 突起

许多都变短而且僵硬，棘突多，许多形似少突胶

质细胞，并且细胞活性下降 ，染色变浅，这现象

可能是细胞衰老的表现。 也可能是细胞表型发

生了转化。 同时培养晚期，也有少量成纤维侵

润 。 不利于作移植实验。 以上这种细胞变化现

象，可能提示:纯化的 OECs 在体外长期培养，

有可能是缺乏其他胶质细胞介导营养信息有

关，才导致衰老，形态变化，以致于丧失在体的

一些细胞学特性。 这说明 OECs要长期维持其

全部的生物学特征可能需要其他细胞的参与支

持作用。

摘要

采用原代培养的方法，从 2.5 月成年大鼠

的嗅球分离培养嗅神经鞠细胞(OECs) ，培养 6

天后，用阿糖胞昔 ( Ara-C) 抑制， 差速贴壁，

ForsJ王olin 和 BPE 营养物质处理。 根据P75 蛋

白免疫细胞化学染色和形态学特征分析了所得

细胞的纯度。 同时对不同培养时期的 OECs 的

形态进行观察和纯化后的活力测定。实验结果

显示: ( 1 )这种纯化方法简单，经济，快捷，所得

的 OECs纯度可达 95% 以上，并且随培养时间

延长，细胞仍保持较高的纯度。 (2)在培养早期

2 天到 5 天主要以巨噬细胞状、多极状、不规则

状为主，培养中期 7 天到 20 天主要以扁平的双

极、三极为主。 晚期 20 天以后呈现双极、三极

形态，其突起上有许多细小的棘突 。 ( 3)其中以

培养早中期细胞的活力较好，培养 20 天以后，

细胞活力较差。本研究为以 OECs作为移植材

料对促进神经再生的研究获得丰富的细胞来源

奠定了基础。

关键词: 嗅神经销细胞纯化细胞培养
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CHARACTERIZATIONS AND PURIFICATION OF ENSHEATHING 
CELLS IN VITRO FROM ADULT RAT 

Y ANG Hao W ANG Chun Ting CHENG Hua Ling JU Gong 

( Institute of Neurosciences , PLA , The Fourth MiLitary Medical Uni四门ity ， Xi' an 710032 ) 

ABSTRACf 

Primarily cultured o!factory ensheathing cells were dissc汇iated from 2. 5 month old rat. Nter being cultured 6 days in 

vitro , purification of olfactory ensheathing cells( OECs)was developed with cyt，岱ine arabinoside( Ara-C) treatment and differ

ential adhesion method. OECs were stimulated to propagate by BPE and forskolin. Then the purity of OECs was determined 

ac∞rding to immunostaining positively for P75 at different time. At the same time ,OECs morphological f.臼ture was observed 

perform时 under phase ∞ntrast micros∞阳， and propenies o[ OECs in vitro were analysed. Furthermore , viabili ty of OECs at 

distinct time in vitro after purificat ion w岱岱皑白d by MTT assays. The results demonstrated that ( l )More than 95% cells 

are OECs in this culture system , and highly enriched population of OECs still keep with prolongation o[ culture time(2) In 2 

lO 5 days in vitro , Ce lls ex.hibit three distinct morphological feaωres ， which are macrophage- li ke , multij刀lar and irr喀ular

shaped. In 5 to 8 days of cuture , the majority of cells show flat bi阳lar and tri阳lar. When being cultured over 20 days , mainly 

the bipolar and multi阳lar cells remain in the culture , Which processes ∞ntain abundant tiny spin岱. (3)At the day of 2 to 20 

in vitro ， OECs萨克优ss high vial刀 li ty ， and the viabil ity decrease with the culture time. This experiment laid a foundation for 

studying the promotion o[ neural regeneration using OECs as a candidate. 

Key wo时s:OlfactoηI enshωthing cells Purification Cell culture 

图版说明

A. 培养 2 天，大部分呈现困球形，有少量的双极细胞，还有胞体呈现三角形的细胞 x 130 

B.6 天后，大部分细胞呈现双极或三极细胞。 细胞密度增大，巨噬细胞状细胞胞体变圆，变小( .&. ) 。 背底有成纤维

细胞存在，胞体较大(↑) 0 x 130 

C.8 天后，细胞逐渐长开，双极细胞，三极细胞已伸出较长突起，巨噬状细胞消失，背底有成纤维出现，呈现薄纱状

结构。 x 130 

D 纯化培养 4 天细胞与 2 天细胞形态相似，但细胞呈现躁状的生长锥样结构较以前都明显(L:>.) 0 x 130 

E 纯化后培养 20 天突起上有许多短小的棘突 ，胞体折光性特强，也有少量的成纤维细胞( '&' ) 0 x 250 

F 培养 25 天后，胞体变小，有成纤维细胞侵润(L:>.) ，也有胞体较暗折光性小的条梭状细胞 ( .&. ) 0 x 250 

G. 培养到 35 天细胞胞体逐渐不规则且胞体变小，有些细胞形似少突胶质细胞( ↑ ) ，棘突变短，成纤维细胞侵润明

显(L:>.) 0 x 130 

H. 10 ， 14 天细胞， p75蛋白染色也有着色深浅不一的情况，形态基本与 2 、4 天一致。 x 130 

1. 20 天后的细胞染色变淡，胞膜着色不一 ，较 14 天前细胞着色浅。 x 130 
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