
胚脑神经元冻存和培养的研究进展
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自 1949 年 Polge 等发现冷冻保护剂甘油

后， 冷冻保存技术得到了迅速发展， 目前已能

成功地用于长期保存血细胞 、 精子 、 j民岛 、 骨

髓等组织和细胞，并在临 床上得 到安全使

用 [1)。神经元由于体外生存条件要求高， 易受

冻一融损伤，比其他细胞更难于体外保存。近

1 0 年，随着胚脑移植手术的动物实验 和临床

治疗研究的广泛开展，注意到了胚脑神经元的

冻存及至建立脑细胞库将给脑移植手术带来的

方便， 才逐步涉及了这一领域的研究F 同时，

近几年细胞培养技术和细胞生物学的飞速发

展，也对胚脑神经元的冻存、 培养和移植研究

的进一步开展起了推进作用。 同其他组织、 细

胞的冻存一样，影响胚脑神经元冻存效果的主

要因素是冷冻保护剂的选用及其浓度、 降温和

复温速率、储存温度等[2)。对 冻存后的胚脑神

经元进行培养，一方面为各种冻存方法的比较

研究提供衡量依据;另一方面，可以了解冻存

后的神经元在体外继续生长、分化和递质合成

的情况。下面， 对近几年在这些方面的研究进

展作一概述。

一、冷冻保护剂和冻存液

冷冻保护剂的使用，可以避免在冷冻进程

中细胞内冰晶形成，保护细胞膜和细胞器膜免

受损伤。 冷冻保护剂分为渗透性和非渗透性两

类。不同种类的细胞组织适宜于不同的冷冻保

护剂。渗透性冷冻保护剂二甲基亚枫 (dimeth­

yl sulfoxide DMSO)能快速渗入细胞内，减少

细胞暴露在有害环境的时间， 为胚脑神经元最

理想的冷冻保护剂[飞用甘油或其他冷冻保护

剂来冻存胚脑神经元，细胞存活率极低[4 ) 。由

于 DMSO 对细胞有一定的毒性作用，所以其

浓度的选择也十分重要， 浓度太低起不到冷冻

保护作用，而随着浓度的升高又将增加对细胞

的毒性作用。对于胚脑神经元. DMSO 的浓度

选择在 7一1 0 %CVjV)为最佳 [2户，6)。在冻存前，

必须有一段时间让 DMSO 在细胞内外达到平

衡， 这在冻存组织块时尤其重要[3)0 DMSO 在

常温下对细胞有毒性作 用 ， 这种毒性作用在

4 "C时大为减弱，而 且在 4 oc 时- DMSO 仍能

以较快速度渗入细胞内， 所以冻存前的 DMSO

平衡多在 4 oc 进 行， 一般需 40 分钟至 1 小

时 [ 7)。复苏后必须及时妥善洗除 DMSO，否则 ，

神经元在培养后即使含有极低浓度C< 0 .8 % Vj

V) 的 DMSO ， 也不能继续生长和分化[4)。用培

养液逐步稀释法洗除耍比二次性稀释洗除对细

胞存活更有利。在冻存前和复苏后的一段时

间 ，甚至在低温保存期间 ，胚脑神经元仍需要有

一定的营养支持及合适的液体环境，因此冻存

液的选择也十分重要。 较为理想的是 DMEM

(Dulbecco's Modified Eagle' s Medium ) 和

EMEM (Eagle's Minimal Essential Medium) 

培养液，其他的还有乳酸林格氏液、羊水等问。

冻存液中含有高浓度的胎牛血清或小牛血清也

有利于冻存神经元的存活。

二 、 降温和复温方法

在冷冻进程中， 主要有两种因素造成细胞

损伤z

1.细胞内;水晶形成和主 结晶 前者往

往在降温速率太快时发生， 而重结晶一般是不

适当 的复混所致。

2. 溶质损伤 冷冻使电解质和溶质的
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浓度逐步升高， 对细胞EZ造成压力，从而损伤

细胞膜和细胞桦;同时 ， ì令 ik、也可使细胞的所

有结构失去结构水而致死。

以上两种因素共 同决定了冻存细胞的存

活。:要减少或避免这两种因素对冻存细胞所造

成的损伤，就必须选择一个合适的降温和复活l

速卒， 使得水分有充足的时{日j脱离细胞避免细

胞内冰品形成，同时又不致于因细胞暴露在有

害因子环境的时间延长而致"恪质损伤飞也可.

避免复诅时的重结晶发生。不同类型的细胞和

组织有不同的适宜降温和复讯速率。对于胚脑

神经元的冷冻保存，一般先在 4 0C保持 40 分

钟至 1 小时，使冷冻保护剂在细胞内外达到j平

衡，再 以接近 1 - 2 oC / 分 的速 卒 |降温至

一 70 "C， 然后迅速旨入液氮，能得到长期保存

而不影响其存活率(2 ， 9J。目前最常使用的有两

种降温方法:

1.程序控制降温法 应用电子计算机

程序控制降温装置，可以稳定连续降鼠，能很

好的控制降温速卒，为最理想的降温方法， 但

仪器价格昂贵。

2 . 分段降温法 将细胞、 组织在不同

温级的冰箱或液氮罐口分段|锋活i冷却 ， 或悬挂

于干冰的气第中逐i斩降温。此法不易于精确控

制降温速率， 但简易 、 经济 ， 只要掌握恰当 ，

仍能得到好的冻存效果。

冻存的胚脑神经元多选择在 37"C水陆中

快速复苏， 在室温下的缓慢复温将影响细胞的

存活[2 ， 10J。但 Jensen( 3 J认为，不同部位的胚脑

组织对 复温速率要求不同。如胚脑海马组织以

15 "C/分或 75 "C /分的速率复强得到俱佳效果。

目前为止，还没有对不同结构的胚脑组织的降

温和复温方法进行系统研究的报道。

三、储存温度

细胞内外的重结晶对细胞是致死性的，这

种情况即使在一 100"C这种深低祖条件下也缓

慢发生(IIJ 。而在液氮温度即 一 1 96 "C ， 细胞生物

学进程几乎停止， ;11:避免了重结晶的形成， 因

此冻存的时间别 细胞活性无明显影响。

Silani ( 4 J 、 Robbings [町 、 Mattson[12]等报道胚

脑神经元冻存在液氮中 1 年以上，复苏后仍保

持生长、分化的特性。在 -70 oC一- 90"C冻存胚

脑神经元， 在短WJ 内对细胞活性无明显影响，

但随着冻存时间延长， 细胞存活率将迅速下

降( 13J 。不力11 冷冻保护剂的情况下，在 4 "C- 8 "C

也可以短期保存胚脑神经元( 13J 。由于在 4 0C-

8 "C细胞仍维持较高水平的新陈代谢，且易受

外界环挠影响 ， 从实际和效益观点看， 胚脑神

经元的长期保存及至建立脑细胞库，液氮温度

是最佳选择。

四 、 供体胚龄及其他

一般说来， 胚龄越小的胚脑神经元越能耐

受冻存， 复苏后易于再生长。但若胚龄太小则

由于解剖标志不明显而难以分离出某些特定部

位的组织， 百IJ 随着胚龄增大，神经元的突起长

出并迅速延伸 ， 容易在分离操作和冷冻复苏过

程中受到损伤。 Jensen 等[7 J 认为，冻存大白鼠

胚胎大脑皮层 、 脑干组织，适 宜胚龄为孕 1 5

-17 天，而 ìfI、存海马组织的适宜胚龄较大，

为孕l19天左右，处于这胚龄的大白鼠海马组

织， 其海马锥体细胞的成神经细胞刚好完成最

后一次分裂(14 J 。对于人胚来说，适宜胚龄为

9 -1 2 周。但不易获取这一阶段胚龄的完整

未受污染的人胚。同临床脑组织移植手术一

样，多选用水囊引产的孕 14一18 周人胚脑神

经元来冻存( 12J 。

至今已对胚胎的大脑皮层、脑干、海马、

松果体醋、 中隔 、 前脑基底部、小脑等部位的

神经元进行冻存和培养，由于胚脑各部位组织

结构成分复杂， 细胞发育分化状态不一，对各

种冻融、损伤的耐受也不同， 因此，从理论上

讲， 各部位胚脑神经元应该有不同的适宜冻存

胚龄和冻存方法， 但对此还没有进行系统研究

的报道。

冷冻复苏后的胚脑神经元.对各种外界机

械力的损伤十分敏感， 所以在复苏后至培养期
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间各种步骤的操作必须十分轻柔， 尽量减少离

心和机械研磨对细胞的损伤。同时， 冻存液的

pH 值 、 渗透压和各种电解质的含量也直接影

响冻存神经元的存活。 pH 值选择在 6.8一7 .5

之间，渗透压在 275-400 Mosm范围内 ，的 、 钊l 、

钙肖子和磷酸盐浓度分别在 1 0一30 mmol/L 、

30一70 mmol/L、 1-100μmol/L 和 5-50 m­

mol /L 之间 ， 这些都有利于冻存的胚胎l神经元

培养后的继续生长和分化( 12] 。

五、 冻存胚脑神经元体外培养

1986 年 Kawamoto 和 Barrett ( 13] 首先报道

珩养经冻存胚脑神经元的体外生长情况及冻存

液的 pH 值 、 葡萄糖含量、 渗透压和冷冻保护

剂的使用对其休外生长的影响。此后， 各国学

者分别对人胚和1 鼠胚的大脑皮层 、 海马军1 1脑干

等音15位的神经元进行冻存丰IJ 培养。 他们观察

到，培养冻存的大脑皮层 、 海马等部位的神经

元体外生长情况明显优于脑子神经元， 但都比

未经冻存的差。虽然在复苏后立即进行的活细

胞检测试验显示高的存活卒， 但继续经培养后

存活的细胞一般只有总数的 20 % ， 与培养未

经冻存的相比，只为后者的 60 %左右。这说

明冻一融对细胞造成的损伤， 有部分还不能在

复苏后立即被检测出来，但却影响着细胞在体

外的进一步生长、 发育。在相同培养条件下，

细胞贴壁时间比未经冻存的相对要晚， 在l贴璧

初期 ， 光镜下可以观察到两种不同类型的细

胞。一种细胞的胞体圆而光亮， 有一至数个细

长突起，这种细胞为神经元; 另一种细胞的胞

体逐渐由 困变成大而扁平 ，折光性差 ，这种细胞

主要为胶质细胞，同时也包含极少数的成纤维

细胞 (fibroblasts) 、内皮细胞 (endothelial cells ) 

和软脑膜细胞(leptomeningea l cell s) 。 培养后

继续存活的胚脑细胞中，其形态与培养未经冻

存的胚脑细胞无明显区别，神经元与胶质细胞

的比例也无多大改变(约为 45: 55) (13)。但当冻

存技术不当，如冷冻保护知|浓度太低或但速复

温时， 其比例明显下降，说明神经元比胶质

细胞对冻→融的损伤更加敏感。

培养冻存的胚脑神经元， 其突起长出时间

相对要晚， 但突起生长的速度却相当 (4 ， 9]。一

般在培养 1 天后开始有细小突起长出 ， 1 周后 ，

部分神经元开始建立突fú1\联系，突起也随之停

止延伸。 培养 3 周后， 小部 分神经元开始退

化， 细胞数目也随之逐步减少。但培养 2 月后

仍有部分神经元继续存活( 12]。对培养 1 周后

的神经元进行甲盼紫 (cresyl violet)染色，可

见神经元呈典型的染色特征， 即空j包状的核，

核仁明显，胞浆内有着深紫色的尼氏体。神经

元胞浆内丰富的尼氏体结构，说明冻存的胚脑

神经元也能在体外迅速分化成熟( 15] 。

六 、 特异性酶的表达

和递质合成

耍了ÎUff冻存后的神经元是否保持其特有的

功能， 除了从形态学上观察， 还必须进一步检

测其特异性酶的表达和递质合成情况。用免疫

组化的方法可以显示在神经元的胞体、树突和

轴突上分布的神经元特异性烯醇化酶 (neuron­

al specific enolase NSE ) ， 而胶质细胞则特异

性的显示抗胶质纤维酸性蛋白 (glial f ibrillary 

acidic protein GFAP) 抗体免 疫染色阳性。

Silani 等(4]证实，经冻存的胚脑神经元和胶质

细胞，培养后都分别显示抗 NSE 和抗 GFAP

抗体免疫染色阳性， 其比例与未经冻存的相比

无明显变化。

胚脑组织 ~I二l 各种不同类型的神经元在冻存

后都保存了特异性酶的表达 和递质合成的功

能。对冻存和!未经冻存的胚胎大脑皮层神经

元培 养 后行乙眈阻碱醋酶染色， 均可见染色

阳性的神经元 ， 1I包体和突起内有明显的棕黄色

颗粒。采用放射自血影方法， 了解培养的神经

元对 [ 3HJ:-GABA 的摄取情况， ì东存和未经冻

存的大脑皮层神经元都有 50%以上被不 同t

度标记上， 有的为重度标记， 密集的银颗粒构

成整个细胞的轮廓， 有的为轻度标记，银颗粒
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散在分布于神经元胞体和l 突起上[le] ， 这表明

冻存后大脑皮层中的 GABA 能神经元 仍 然保

持高亲和性、特 异性摄取 GABA 的功能。 以

谷氨酸作为兴奋性神经递 质 的海马锥状神经

元， 对谷氨酸免疫组化显示的阳性反应水平，

在冷冻保存后也未受明显影响[ 7州。但 Robbins

等 ( 9 ] 发现，胚胎中脑黑质 (substantia nigra 

SN)和被 盖腹侧区(ventral tegmen tal area 

VTA) 的多巴胶 (dopamine DA) 能 神 经元， 其

特异性酶一一酷氨酸起化酶 ( tyrosin hydrox­

ylase TH) 的表达一定程度上受 到了冻一融的

影响。 他们对经冻存的孕 9 -12 周 人 胚中脑

SNjVTA 神经元进行培养 ， 7 天后出现 TH 阳

性神经元，但只为总数的 1 %，正常该部位

TH 阳性神经元占 50%。原因可能有I 1. DA 

能神经元更易受到冻一融和机械操作的损伤。

2 . 培养液或冻存液中缺乏 DA 能神 经元适当

的营养因子。 3. 短暂的 TH 阳性表达随着细胞

分化而丧失。

为证实冻存后的胚脑神经元是否仍具有合

成和分泌特异性递质的功能 ， Robbins 等 (9] 用

高压液相色谱电化学 (HPLC)测定方法发现，

冻存的人胚中脑 SNjVTA 神经元， 培养 10 天

后在其培养液中可以测出 DA 递质，而邻近的

非 SNjVTA 区则没有。 Collier川 、 Redmond[ 17 ] , 

等把冻存的 SNjVTA 神经元植入 猴脑纹状体

内 ， 2 个多月后仍可见 TH 阳性细胞存活，用

组织切片法观察到，植入的神经元与宿主脑发

生了整合。 Sauer 等问还证实，移植 冻 存后的

富含 DA 能神经元的 胚 胎中 脑腹 侧 (ventral

mesencephalic VM)组织， 能在一 定程度上纠

正由 6-0HDA 制作的帕金森氏病 (Parkinson's

disease PD )动物模型的病理行为。

总的说来，冻一融对胚脑神经元造成了一

定程度的损伤，但培养后继续存活的神经元 ，

仍保持了神经元的形态学特征和特异性酶的表

达及递质合成的功能 ， 并能在宿主脑内继续生

长、 发育、发生整合。 今后的研究方向在于，

如何进一步完善细胞冷冻生物学技术和培养技

术， 不断提高冻存细胞的生存质量，以逐步过

夜到应用于临床脑移植术治疗。

摘 要

影响胚脑神经元冻存效果的关键因素有z

冷冻保护剂及其浓度、 降温和复温速率、储存

温度等。以 1 0 %DMSO 作为冷冻保护剂，以

接近 1 一 2 0C /分的速率降温， 37'C水浴中快

速复苏，储存在液氮中， 能较好的保证冻存神

经元的存活率。冻存的胚脑神经元， 培养后继

续存活的细胞数比未经冻存的明显减少，但生

长 、 分化情况却无显著差别，仍保持了神经元

的形态学特征和特异性酶的表达及递质合成的

功能， 并能在宿主脑内继续生长、 发育、发生

整合。
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植物病毒的运动蛋白 (Movement Protein ) 

邸永忠王钧

(中国科学院上海植物生理研究所 200032) 

植物病毒一般通过伤 口或媒体(如昆虫)进

入植物细胞，然后经复制、 运转到植物的各部

分组织乃至整个植株。植物病毒在植物体内的

运动分为两种=一种是细胞间运动 (cell-to-cell 

movement) ，即从一个细胞到邻近细胞的运动 ;

另一种是长距离运动 (long-distance moveme­

nt) ，这种运动在维管束组织中进行。植物病

毒的细胞间运动研究较深入。已经知道胞间连

丝是相邻植物细胞间唯一穿过细胞壁的通道，

可能也是病毒细胞间运动的唯一途径。但是胞

间连丝一般只能让小于 lkD 的分子通过， 其

通透范围远小于病毒颗粒，也小于折叠的病毒

核酸分子。这个问题的研究在发现了病毒有自

身编码的蛋白参与细胞间运动之后， 取得 了

很大进展。这里以烟草花叶病毒 (TMV) 的运

动蛋白为主要例子作些介绍。

运动蛋白 的存在

病毒自身编码的蛋白参与病毒细胞间运动

是通过对 TMV 的几株温度敏感突变株 的研究

后发现的[1]。其中 TMV 野生株 L株的一种温

度敏感突变株 Ls1[ 2]能在 24 'C系统感染感病烟

草，而不能在 33'C系统感染烟草， 但仍能在

这种烟草的原生质体中复制j [2 ， 3] 0 L 株和 Lsl 株

TMV 的蛋白在肤谱上只有一处差异[41 ， 后来

发现这一差异发生在 TMV 的 30 kD 蛋白

上肉。 TMV RNA核酸序列推导的氨基酸序

列表明仅 S 株 30 kD 蛋白上 154 位的 Pro 变成

. 了 Lsl 株 30 kD 蛋白上的 Ser。这些结果表明

30 kD 蛋白与 TMV 运动有关。

更为直接的证据来自两方面。一方面是把

TMV 的 RNA 反转录成 cDNA， 在 DNA 水平

上进行基因操作， 用体外定位突变引起 L 株上

与 Lsl 一样的突变， 被点突变的 DNA 体夕l、转

录成 RNA 后感染感病烟草， 结果定位突变的

L 株表型与 Lsl 一样; 30 kD 蛋白基因四种位

点不同的移码突变和一种基因中间大部分缺失

的突变体均使病毒不能感染植株，但能在植株

的原生质体内复制。这证明 TMV 30 kD 蛋白与

病毒运动有关， 而与病毒复制无关[6]。另一方

面是利用转基因技术得到转 30kD 蛋白基因的

感病烟草， TMVLsl 株能在33'C时引起这种烟

草系统感染[汀，这更直接证明 30kD 蛋白参与

TMV 在细胞间的运动， 因此把 30 kD 蛋白称

为运动蛋白 (movement protein, MP) [I]。现

已发现许多病毒也编码运动蛋白 。

运动蛋白的结构和功能

1 .运动蛋白的结构特征

对 TMV 四个株系的 30 kD 蛋白以及烟草

脆裂病毒 (TRV) 的 29 kD 蛋白序列比较后有五

个区域， 1 , rr 区同源性高，蓝， lV , V 区同

源性低[8]。在 I 区， 有一段由疏水氨基酸组

成，两侧为 Gly 和 Asp 的序列， 这段序列与

核昔酸结合蛋 白 (包括一些蛋白激酶)相似。 体

外证明单链核酸结合区在 I 区。病毒运动温度

敏感突变位点和带 Tm 2 基因的番茄丧失对

TMV L 株抗性的突变均发生在 E 区， 认为 E
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