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人胚大脑神经细胞在无血清培养液中的生长特性

庞智玲张文治李兰英

〈天津医学院内分泌研究所细胞室、

70 年代以来大量采用体外培养技术，进行

脑神经细胞分化发育的研究。目前认为原代的

细胞培养物要比多次传代的细胞系更接近体内

神经细胞的正常发育状态[门。血清具有促进体

外培养细胞贴壁和生长的作用，是培养细胞时

不可缺少的成分， 但血清成分尚未完全搞清，

因而必然会影响实验结果的分析。近年来证明

血清可以由已知的人工合成培养液和添加某些

激素、生长因子、微量元素等所代替，称无血

清培养液(Serum-free Medium, SFM)问。

哺乳动物中枢神经细胞用无血清培养液培

养的原代细胞已有报道"'41， 但人胚大脑神经

细胞培养的资料较少[町，且多在培养初期 48 小

时仍使用 一定 的血清。另外 Atterwill 等

(1983)[6 J使用人工合成的无血清培养液培养小

脑神经 细胞只能存活 7 天， 最长者 达 2-3

周。

本文介绍无 血清原 代培养 的大脑神经细

胞，并进行了有关细胞形态和功能的鉴定。

材料和方法

-、材料

1. 人胚z 选择健康的人工流产胎儿(孕期 10至 15

周者共 17 例 ， 16至三 18 周者共 4 例〉大脑半球，共培养
21 次。

2. 无血清培养液g 参照、 Bettenstein 及 Sato[2]

(1979)的方法， 1: 1 混合 DMEM (JIBCO) 和 Ham's

F-12 (Nissui Seiyaku Co.)的人工合成培养液。添

;lJU!是应l京; 5 μgjml 、 人铁传递蛋白 10μgjml、 腐胶100

m moljL ，亚硕酸纳 30 n moljL ，葡萄糖 5 mgjml、 青

霉素 100Ujml，链霉素 100 陆jml， Hepes 缓冲剂 10m

moljL免疫组织化学观察时，加入生理浓度T3(Sigma)

0.20μgjml， pH 值为 7.。一7.2.

3. 鼠尾胶g 按 Borstein(958 )法制备。

4. 血清a 使用新生小牛血清.

5. 试 剂. [2 , 3-3HJ-y-氨基丁酸 (40 居里 jm

moljL, 1 毫居里jml，闪烁液是二氧六环、 PPO

0.5% , POPOP 0.03% 、 主要 5.5%.

二、方法

1. 原代单层培养[7]: 要求脑组织新鲜， 从胎儿娩

出至分离细胞接种子培养器皿， 以 1 小时内为佳。 3

个月内的胎儿取大脑两侧半球. 无菌条件下去净脑膜

及血管， Hank's 液充分洗涤， 剪为 0.5-1 毫米3小块，

加入培养液，悬浮后倾至不锈钢网(孔径 100μm)上，

轻磨脑组织， 收集细胞悬液， 经 0.1%结晶紫染色计

数活细胞。 接种细胞于 25 ml 玻璃培养瓶内，细胞的

最终浓度为 3 x 106jml, 用于液闪计数。 同时接种细

胞于放有盖玻片的 35mm 塑料培养皿 (Linbro.U.酌，

用于观察活细胞形态。将细胞培养皿放入含 5%C02

37"C之饱和湿度温箱内培养。

2. 鉴定方法g

(1) Nikon Diaphot 倒置显微镜相差相下进行活

细胞观察.

(2) 组织学染色s 用硫茧或焦油紫进行尼氏小体

染色， Bodian 银染神经纤维.

(3) 免疫组织化学s 根据 Schmechel (980)改良

的神经特异性烯醇酶(NSE)抗血清 PAP法染色[8]。每

组随机计数 500 个细胞， 计算 NSE 阳性细胞的百分

率。

(4) 电镜s 培养细胞经离心， 去上清液，用 2 . 5%
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多袋甲自董戊二隆磷酸盐缓冲液(pH 7 .4 ) 固定"2 小时，

0.1 mol/L --Jfl附酸饷缓 冲液浸洗， 1 %四氧化饿后

田庄，用1;11 ;支乙醉j脏水， Epon 性12 包埋，醋酸铀拧橡酸

染色。用 JEM-100 X 透射电镜观察标本o.

(5) 口， 3-3H]-y- 氨基丁酸掺入液闪计数2 按

Farb 氏法[91 ， GABA {!K标记物稀释为 0.25 rnCi/ rnl. 

分别测定珩养 3 ， 7 , 10, 14 , 21 天的样品。细胞经

0.2 rnoI/ L NaOH 水f饵，每管取出 0.5 rnl 细胞水解浓

入液闪瓶，再加 5 rnl 闪烁液。 。 液闪计数器 (LKB)

计数.

(6) 蛋白质测定s 按 LowrY(951)法[叫。

(7) 实验分组g

无血?育组s 培养液中不加血清(SFM1 ) ，

接触血清组z 接触血清 48小时后换入无血清培养

液(SFMu) , 
血清组z 培养液中加 10%小牛血清(10% B岛。

培养 48小时后培养液中加入核酸抑制剂阿糖胞

. 苦 0.013 mg/ml，以抑制非神经细胞坐长.

SFM1 和 SFMu 组加入生理浓度 T30

结 果

-、形态学观察

接种的细胞最初呈圆形， 分散分布， 1.5 

至 2 小时后开始贴壁， 胞体直径 5一12 微米，

. 6 小时后细胞形成团簇。细胞突起出现于接种

后的第 3 小时， 多数从团簇内的细胞发出。 突

起伸长的速度较憬， 20 小时时 长度达 20-50

微米、 短者， 7.5 微米。第 8 小时，细胞团簇之

间开始出突起接连。 5 - 6 天，细胞相互间搭

连成片。神经细胞多数呈短检形、 锥形2 月包浆

丰富， 球形胞核位于细胞中央， 核内有球形核

仁，核膜界FEl清楚， 细胞多呈双极型，少数呈

单极型， 可见多极型细启突起上的例棘。星形

胶J贺细胞亘扁平:状， 多边形 ，位于培养物底部。

少突胶民细胞与神经细胞在活{壮观察时不易区

别。成纤维细注2A主梭;形、不规则的三角形。

SFM1 和~ SFMII 与 10%BS 纽相比较，冲经

细胞的形态基本相同，{目前者的突起分化较早 ，

伸展快， 直ñfj长〈见照片 1 一 3 )。

组织学观察， 培养 7 天的神经细胞，胞浆

内显示紫江色的尼氏小体， 最先现于胞膜下，

后遍于整个胞浆，甚至胞突内亦可见到。尼氏

休含景随培养日龄的增加i而增多。成纤维细胞

不着色。 Bodlian 氏银染色显示了培养 14 与 21

天的神经细胞突起呈黑色或黑褐色 〈照片 4-

5 )，因细胞体积较小，光学显微镜下的神经原

纤维不甚清晰。 34 天时，无归j都11的细胞退

化，银着色不理想。

免疫组织化学观察， 培养 3 天的神经细胞

对 NSE 抗血清呈阳性反应， 突起内可见棕褐

色颗粒(照片 6)0 10 天时达 86%以上。 加 Ts
后达 92.50% 士5.47%(表 1 )。 随机测 20 个

NSE 阳性细胞的面积， 求叶，平均值。 NSE 阳

性细胞胞浆随培养日龄而增长〈表 2 ) 。

袤』 体外培养中 NSE 阳性细胞占细胞

总数的百分比

培养日 SFM1 SFM川、3 SFMlT SFMu '1'-' 
龄(天〉

3 68.0士9.3 77.6士 6. 4 74.7士 2.8 85.6士 7.5

7 76.6士 4 .1 79.1士4.4 84.9 ~七 5.2 87.8 士 6.3

10 76.6士 8 . 5 92.5 士5.5 86.0士 10.8 89.5 士 4.5

~ [注〕经双因素方差分析均无显著性(p>O.O日，表
中数值为 军士SE

'居 2

培养日
龄(天〉

3 

T3 对体外培养的 NSE 阳性神

经细胞胞浆茵积的影响

SFM1 SFM1 - 'r 

一一-一→→- -一一一

51.84 士3.16 " 55 . 42土 7.00.

7 5 9.12士 6.87" . 80.76士 20.93"

10 62 . 30 士 14.28 '. 92.36士 11.71".

[注]测量胞体及胞核的长径、 短径， 按 S=T 
A.B 公式求出各向1甜苦t(μin2 ) ，胞{本雨积 -胞核面积=

胞浆面积

.P>0.05 川P<O.Ol

电镜观察，培养t3 天的神经细胞胞浆中 ，粗

丽内质网小，呈点或线状。可见线粒体但体积较

小。核糖体丰富， 弥散分布。胞核圆形或一侧

凹陷， 虽不规则形。 7 一10 天 时粗而内质

网扩张成"小溪"形， 线粒体扩大，啃清楚可见，
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神经突起内清楚可几神经微管及微丝(照片

7 )。
SFM1 组一般存活 10-14 天，部分 7 天后

开始退化、液化，少数生存 14-21 天(图 3 ), 

SFMlI 组存活期比 SFMII 组长F 最长者为10%

BS 组达 30 天左右。

无血清组中枢神经细胞 占主体，约 68-

86% ， 胶质细胞次之F 成纤维细胞最少。 10%

BS 组中非神经细胞较多。

二、功能测定

1. [3HJ-GABA 掺入的液闪测定z

[3HJ-GABA 掺入量各组均随培养日龄的

增加而增长。经回归分析呈线性关系〈见图 1 )。

2. 蛋白质测定z

结果亦呈线性关系，但增长较缓 (见图

2 )。

照片 7 3 个月人胚大脑神经细胞无血清液中培养 5 天， 可见微管、 微丝。
X5 ， OOO(箭头指处〉。右上图示微丝， x 10 ， OOO (剪头指处〉。

. 
25 

飞~ 20 
、，匠, 
t 15 

10 

营2

5 1 υ ，_， 1 ; 2υ 
( )、'

YI-5276+ 752X Y2-1675.6X-7654.6 

回 1 人胚大脑细胞培养物 [3HJ- .GABA摄

取量与培事事天敬的关系

讨论

神经细胞突起伸展，尼氏小体出现，突触

1. 

口
.
。

0. 5 

。
5 10 15 20 (天?

Y=0 .48S+0 . 009X 0.038 

图 2 人胚大脑细胞培养物Lowry蛋白测定结果

及髓鞠形成等是神经细胞分化成熟的标志。在

含血清培养时，原代培养哺乳动物胚胎大脑神

经细胞可分化成熟，与体内相似[11.叫。人胚大

脑神经细胞培养的资料较少I131， 尚未见到早

期人脏、大脑细胞培养物形态学特征的报道。本
、
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实验显示接种后第 3 小时神经细胞伸出突起F

培养 3 天的神经细胞，成熟率达 68一74.72%

以上J 7 天达高峰。此刻已出现尼氏小体、神

经微丝、微管等结构。 ，

在无血清培养液中，细胞增磕减慢，分化

加强[2]。使用无血清培养液的结果: (1) . 抑制

非神经细胞生长，尤其成纤维细胞明显减少，

只见少量胶质细胞。 (2) 突起分化早，伸展快，

与 10%BS 组相比， 无血清培养可以达到纯化

神经细胞促进分化的作用，是神经细胞分化发

育研究的-种较好手段。

神经特异性烯醇酶(NSE)是一种糖酵解同

功酶， 由两种相同的 rr 亚单位组成的二聚体

蛋白质，定位于神经细胞。 NSE 抗血清免疫组

织化学的反应对神经细胞具有特异性，是鉴定

神经细胞的重要依据。

大鼠早期胚胎大脑 NSE 水平很低，含量

随中枢神经系统发育的进展而增多I气与本实

验结果相似。

T3 实验组表明， 生理剂量的 T3 对早期人

胚大脑神经细胞有促进分化成熟的作用〈表

2 )。

y-氨基丁酸 (GABA) 是在谷氨酸脱援酶

(GAD)作用下由 L谷氨酸形成的，仅产生于脊

椎动物中枢神经系统。在脑发育过程中 GABA

及 GAD 的活动不断增加。 GABA 是一种主要

的抑制性神经介质，神经细胞具有特异性摄取

caHJ-GABA 的功能[H]。本实验 [3HJ-GABA

掺入的液闪计数结果与大鼠胚胎的情况相似。

GABA 摄取量的回归分析以及蛋白的测定表

明，培养日龄增长，神经细胞增长虽然不明显，

但 GABA 摄取功能明显增加。

无血清培养易控制因素，能起到纯化神经

细胞，增加分化发育的效应。培养的神经细胞

的特征与体内的相似，是较理想的体外模型。

无血清组的神经细胞存活 7一10 天，最长 14-

21 天，与国外报道类似[15]0 Louis (983)[16] 

以多聚赖氨酸为基质的无血清培养液中添加孕

隅及 17 萨雌二酵，培养中枢神经细胞达 7 周，

/ 

提示延长细胞存活时间是可能的。

摘要

本文介绍无血清培养的人胚大脑细胞在体

外存活 10-14 天，最长可达 21 天F 含血清培

养 48 小时后再置于无血清液中者，存活 2-4

周左右。神经细胞在分化成熟时所具有的形态

学特性与体内相似。神经特异性烯醇酶(NSE)

免疫组织化学法，证实培养 3 天的神经细胞开

始成熟，成熟率逐日增加， 最高达 86% 以上。

10%血清组，培养日龄较长，可达月余，形态

特征与无血清组相似，但非神经细胞数较高。

[3HJ-GABA 特异性摄取功能随培 养日龄增多

而增高。

无血清培养法能产生较多的神经细胞，可

作激素、微量元素、生长因子等对神经细胞分

化发育影响的研究，是一种较好的单因子分析

系统。
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局部异种移植物抗宿主反应在判定小鼠

细胞免疫功能上的应用研究

查去窍 胡 汛* 郑小群Ha j工希明丁仁踹

〈杭州大学生物研究所)

周部异科移撞物抗宿主反陀 (L配al Xeno­

geneic Graft-vs-Host Reaction ， LxGvHR)是在

正常淋巴细胞转移(NLT)反应基础上发展起来

的可用于判定人的细胞免疫水平的生物鉴定注

之一 (1 ， 2 )。 后经 Shohat (1976) 川军1] Mavligit 

(1 979 )川等人的改进，这一技术已被实验免疫

学和肿 瘤免疫学研究所采纳( 5咐。近几年，

LxGvHR 试验常用于检测肿瘤患者的细胞免疫

t功能(8，町， 并研究人的调节性T淋巴细胞的功

能特性(4- 6)。 这一检削方法， 尚未见推广应用

于实验动物(如小鼠〉。 本文报·告， 依照同一原

理和相似的技术，将小鼠淋巴细胞移植于免疫

抑制的豚鼠l支内，可获得类似的效果，达到相

同的目的， 并讨论了小鼠与豚鼠之间发生的

LxGvHR 的免疫学特征，以及这一检测系统的

有效性问题。

材料和方法

(1) 动物

BALB/c 和 Cs7BL 小鼠(纯系)、大鼠和豚鼠(杂种).

均由本所动物兹供应。带瘤鼠为腹腔'移植艾氏腹水痛

(EAC, 2 X 107/只)的 BALB/c 成年雄性小鼠。

(2 ) 局部异种移植物抗宿主反应的诱发

参照 Shohat (1976) [3]及 Mavligit (1979 ) [.]方法

修改。简述如下， 将正常(或带瘤川、民主的牌、 肠系膜

j林目结或胸腺制备成单细胞悬液，以 ACK 缓冲浪(内

含 0.83% NH4Cl )溶i去残存的红细胞，经 Hank's:;p:衡

盐液洗涤后， 细胞重新悬浮于 RPMI-1640 培液中

0.5 X 108/毫升)。 取 0 .2 毫升(3 x 10' 个细胞， 或指

定数)注入 24 小时前经环磷酸胶(CY， 100 毫克/公斤

体重〉免疫抑制处理 (或未处理〉的豚鼠 (或大鼠〉腹部

(毛剃净)皮内。 48 小时后， 以乙隧将豚鼠〈或大鼠)麻

醉要死， 剪下并栩转腹部皮肤， 剥窝肌肉， 即可见移

植局部皮 内有红肿祥特征的 GvH 反应块。 以游标卡

尺量生取其平均直径(mm)o 反应强度均以反应块平均

面积(mm3士 S.D.)表示之。

同种异系小鼠之间的移植及 GvHR 观测方法同

J二.

( 3) 异种移植物及其处理方法

1. 异种红细胞(RBC) : 小鼠J，fil.经抗凝处理 ， 洗涤

后kH汗液配制成 RBC 悬液( 1. 5x 108/毫升)。

2 . 热灭活的小国淋巴细胞s 将小鼠脾及淋巴结

(合并〉 的单细胞悬液 (1. 5 x 108/毫升〉 置于 56'C水浴

巾加MIL 45 分钟， 以台盼蓝(0.4% )拒染法，镜检确证

95%以上为死细胞眉备用。

3. 抗 ThY-l 血清预处理小鼠淋巴细胞2 、 以 1 毫

升脾及淋巴结混合的单细胞悬液(1. 5 X 108/毫升)和等

休积的抗 ThY-1 血清(兔抗 C3H 鼠脑血清， 上海生物

制品所产品〉加等体积的血清补体(豚鼠冻干血清， 上

海生物制品所产-品，按 1 : 20 稀释) , 充分j昆合， 置于

37'C温育 30 分钟。 然后， 以 Hank's 液洗涤三次，重

新悬浮于 1 毫升的培液中。

· 中国预防 民学中心卫生研究所。 "浙江
农业大学牧医系。
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