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新生小鼠神经干细胞体外培养、分化及鉴定
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摘  要：目的= =简化神经干细胞原代培养的取材及步骤，明确体外定向诱导分化条件，为进一步神经干细胞移植相关实验提

供基础条件。方法= =新生 OQ= h昆明种小鼠无菌条件下冰上取大脑组织，经机械分离加胰酶消化吹打后，加入含有碱性成纤

维细胞生长因子、表皮细胞生长因子和 _OT的 ajbjLcNO培养基中培养；加入不同浓度胎牛血清诱导其分化，应用免疫荧

光技术行巢蛋白、胶质纤维酸性蛋白、微管相关蛋白 O染色，对培养细胞鉴定。结果= =新生小鼠提取神经干细胞可形成神经

球，并稳定增殖传代，经诱导可定向分化为神经元及星形胶质细胞。结论= =新生小鼠较胎鼠取材简单，可培养高质量神经干

细胞，血清浓度同向星型胶质细胞方向的分化概率呈正相关。
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神经干细胞（neìr~l= stem= cellsI=kp`s）是一种

特定的干细胞，其基本生物学特性是自我更新能力

和向神经细胞多向分化能力，可在多种刺激因素下

分化为神经元、星型胶质细胞及少突胶质细胞xNJPz。

根据神经功能受损的恢复机制、神经元的不可再生

性、体内内源性神经干细胞数量稀少的原因，当代

研究采用干细胞移植治疗以恢复或重建受损的中枢

神经系统结构和功能xQz。神经干细胞治疗是一种重要

的新型治疗方法，用于治疗神经系统损伤和退行性

病变是近期研究热点xRz。本实验简化神经干细胞原代

培养的取材及步骤，明确体外定向诱导分化条件，

为进一步神经干细胞移植相关实验提供基础条件。
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N= =材料和方法=
NKN= =材料=
NKNKN= =实验动物= =新生OQ=h昆明种小鼠由军事医学

科学院动物中心提供，动物合格证号：p`uhJ（军）

OMMVJMMP。=
NKNKO= =主要试剂及耗材= = ajbjLcNO（NWN）培养基

（美国 dábco公司），_OT复合物（美国 dábco公司），

碱性成纤维细胞生长因子 bcdc、表皮细胞生长因

子 bdc（美国 meérotech 公司），胎牛血清（c_p）
（美国 págm~公司），多聚赖氨酸（美国 págm~公司），

m_p 溶液（eóclone 公司），MKORB= qróésánLbaqA
（eóclone 公司），青霉素J链霉素溶液（eóclone 公

司），巢蛋白（nestán）、胶质纤维酸性蛋白（dcAm）、
微管相关蛋白 O（jAmJO）抗体（美国jálláéore公
司），cfq`山羊抗兔 fgd（eHi）抗体、cfq`山羊

抗鼠 fgd（eHi）抗体（康为世纪公司）。OR=cmO细
胞培养瓶、OQ孔板、NR=mi离心管（nest公司）。=
NKO= =方法=
NKOKN= =神经干细胞分离及培养= =新生OQ=h昆明种小

鼠断头处死，头部冰冻后 m_p溶液中漂洗去血迹，

无菌条件下冰上取出双侧大脑，放入盛有 m_p溶液

培养皿中漂洗，仔细剥离脑膜及血管后将脑组织剪

碎至 O=mm左右，加入 MKORB=qróésánLbaqA=O=mi，
PT℃消化 NM=mán后用枪头轻柔吹打，加入 NMB=c_p
终止消化，OMM 目筛网滤过后成细胞悬液，将细胞

悬液 N= MMM= rLmán离心 R= mán，弃上清后加入 O= mi=
m_p清洗细胞，将细胞悬液再次 N=MMM=rLmán离心 R=
mán，弃上清，加入神经干细胞完全培养基

（ajbjLcNO、OM=ngLmi=bcdc、OM=ngLmi=bdc、OM=
ngLmi=_OT、NMM=rLmi青霉素、NMM=μgLmi链霉素），

以细胞浓度为 O×NMSLmi 接种于 OR= cmO细胞培养

瓶，PT℃、RB= `lO条件下培养，每 O= d 补充 N 次
bcdcHbdc，每 Q=d半量换液，T=d左右传代。=
NKOKO= =神经干细胞传代培养= =无菌条件下将细胞悬

液转移至离心管中，N=MMM=rLmán离心 R=mán后弃上

清，加入 MKMRB=qróésánLbaqA复合消化酶= RMM=μi，
PT℃消化 NM= mán后用枪头轻柔吹打 OM次左右，加

入 O=mi=m_p稀释消化酶，N=MMM=rLmán离心 R=mán后
弃上清，加入神经干细胞完全培养基重悬细胞，调

整细胞浓度为 O×NMSLmi。=
NKOKP= =神经干细胞诱导分化= =事先将 OQ 孔板以多

聚赖氨酸包被，将细胞浓度调整为 N×NMRLmi接种

至 OQ孔板，c_p按 MB、NB、PB、RB、TB、NMB=

S个浓度组，每组 Q个孔加入并标记，PT℃、RB=`lO
条件下培养 O=d后，MB组加入 NMBc_p，P=h后行免

疫荧光法鉴定。

NKOK4= =神经干细胞及分化细胞免疫荧光法鉴定：①

取出孔板，吸出上清，m_p清洗 O次。②QB多聚甲

醛固定 PM=mán，后 m_p慢速摇床清洗（RMM=μiL孔×

R=mán×P次）。③MKNB=qráton=uJNMM通透 OM=mán，后

m_p慢速摇床清洗（RMM=μiL孔×R=mán×P次）。④

用封闭液（m_p含 PB=_pA）室温封闭 N=h，后吸出

上清液，给与 NWORM稀释的一抗（分别包括 nestán、
dcAm、jAmJO抗体），湿盒中 Q℃过夜孵育。⑤吸

出抗体后 m_p慢速摇床清洗（RMM=μiL孔×R=mán×P
次），加入 NWUM稀释的山羊抗鼠 fgd、山羊抗兔 fgd
的 cfq`荧光二抗，室温避光孵育 N=h。⑥吸出二抗

后，避光 m_p慢速摇床清洗（RMM=μiL孔×R=mán×P
次），加入 aAmf进行细胞核染色，室温避光孵育 R=
mán。⑦m_p慢速摇床清洗（RMM= μiL孔×R= mán×P
次），加入抗荧光淬灭封片剂，荧光显微镜下观察细

胞影像。

O= =结果=
OKN= =神经干细胞原代培养结果=

分离来自新生OQ=h小鼠脑组织的细胞培养于无

血清神经干细胞完全培养基中（ajbjLcNO、OM=
ngLmi=bcdc、OM=ngLmi=bdc、OM=ngLmi=_OT、NMM=
rLmi青霉素、NMM=μgLmi链霉素），OQ=h后可见单

个悬浮细胞、不规则悬浮细胞团及部分贴壁细胞（图

NA），O～P= d后可见由不同数目细胞组成的，大小

不等的细胞球，形态规则，细胞的折光性强，无突

起形成，称之为神经细胞球（neìroséhere），呈悬浮

生长（图 N_）。T=d后可见大量神经细胞球，部分神

经细胞球可见中心变暗并且细胞生长状态不良，如

约一半以上神经细胞球出现这种状况需要及时传

代，传代使用胰酶消化结合机械吹打的方法，将细

胞团吹散为悬浮单细胞，传代 QU=h后仍可聚集为神

经细胞球（图 N）。= =
OKO= =神经干细胞诱导分化及免疫荧光法鉴定结果=

神经干细胞接种至 OQ孔板并以此按分组浓度

加入 c_p，QU=h后 PB、RB、TB、NMB=c_p组可

见细胞球贴壁并长出突起（图 N），大量细胞迁出

神经球并分化，每个浓度组均行 nestán、dcAm、
jAmJO 免疫荧光法鉴定，结果为 MB、NB组表达

nestán，PB、RB组表达 jAmJO，TB、NMB组表达

dcAm（图 O）。=
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AJ细胞分离培养 OQ=h后；_J细胞培养 P=d后；̀ J细胞传代培养 O=d
后；aJ细胞诱导分化后=

图 N= =培养细胞倒置显微镜观察=
cigKN= = lbserv~tion=of=cultured=cells=under=inverted=

microscope=

图 O= =培养细胞及诱导分化细胞鉴定结果=
cigKO= = fdentific~tion=of=cultured=cells=~nd=induced=

differenti~tion=cells=

P= =讨论=
神经系统具有组织复杂性和再生困难性，一旦

有损伤则形成不可逆性的神经功能破坏，严重影响

患者健康及生活xSz。神经系统损伤时会启动自我修

复，但成年人内源性 kp`s 较少，且损伤自我修复

多分化为胶质细胞，对促进神经功能恢复的作用有

限，在这种情况下，外源性 kp`s移植非常重要xTz。

神经干细胞移植能通过减轻损伤后的脑水肿、细胞

凋亡和炎症反应，以及促进内生性的神经再生等方

式刺激其神经功能恢复xUz。=
本实验采用新生 OQ=h小鼠，在取材时较胎鼠容

易，且全程在冰上进行，可以维持细胞活性，培养

基选择 ajbj=LcNO=ENWNF，含有丰富营养和维生素，

_OT、bcdc、bdc可促进细胞有丝分裂及长期生存，

添加合适浓度双抗防止细胞污染。因 kp`s 需一定

时间聚集成团，并且细胞受外界温度环境影响较大，

所以换液不宜频繁且需半量换液；kp`s 传代主要

采用胰酶消化或机械吹打方式xVz，因神经球结合紧

密，单独采用任意一种方法不能使神经球分散，故

传代采用胰酶消化结合机械吹打的方式。实验结果

可见经此方法培养的 kp`s 生长状态良好并可连续

传代。在诱导 kp`s 方面采用不同浓度血清诱导，

并对诱导后分化细胞行免疫荧光法鉴定，结果表明

血清浓度同神经干细胞向星型胶质细胞方向的分化

概率呈正相关，免疫荧光法结果表达 nestán、dcAm
及jAmJO。综上所述，本实验通过改进、优化实验

方法，成功体外培养了新生 OQ=h小鼠神经干细胞，

并且生长状态和生物学特性良好稳定，为进一步研

究神经干细胞移植及临床应用奠定基础。
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