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摘 要
:

【目的】探讨胚胎干细胞 ( E s c S
)源性神经干细胞 (N s c S

) 与海马源性 N s c
s
的培养条件与分化特性

,

并进行 比较研究
。

【方法】将拟胚体阶段视黄酸及视网膜 M沮 e :
细胞诱导 的 E cs

s
和 自 60 只 B A L B / 。

胎 鼠海 马组

织分 离的细胞 (每次实验取 10 只 )
,

分别在 N SC s
选择性培养基 中进行 N SC s

培养筛选
,

观察细胞 形态变化
,

RT
一

P C R 法检测 N es it n
基 因表 达

,

免疫细胞化学法 检测 N es t in 等 N SC
s
特异性标志物

,

对其分化后 细胞检测

M aP Z
、

aG p 43
、

N 2F 00
、

5 100
、

c FA P 神经组织细胞标志抗原
,

并对 6 次诱导结果进行观察比较
。

【结果】初级诱导的
E SC S

及海马细胞
,

在 N SC
S
选择性培养基中培养

,

均形成大量呈 N es t in 抗原 阳性
,

整合 B dr U
,

表达 N e
ist

n
基 因的

神经球样结构
,

且具有体外扩增传代及分化为神经元及神经胶质样细胞的能力
。

但 E SC
s
源性 N SC

,
增殖力更强

,

且分化细胞 中 N FZoo 阳性细胞率 42
.

1% 士 3
.

6% 高于海马源性 N S C
s
分化细胞 中 NF 2 0 0 阳性细胞率 1 8 7% 士

5
.

%1
,

尸 < 0
.

0 1
。

【结论】体外诱导可获得 E s c
。
源性 N s c

S ,

与海马源性 N s c
、
相 比有更强的增殖力和 向神经元分

化的潜能
,

可作为干细胞移植治疗青光眼等神经变性疾病研究新的种子细胞
。
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神经干细胞 (
n e u r a l S t e m 。 e l l s

,

N S C s
)是神经系

统的先祖细胞
,

可分化为神经元
、

神经胶质细胞和

少突胶质细胞
,

具有 自我更新
、

增殖力强及多向分

化的特性
。

虽然成年体内某些部位潜伏有 N S C。 ,

但

因数量少无法发挥代偿作用
。

因此
,

目前多采用组

织分离 N S C s 后体外扩增再移植
。

这已用于帕金森

病等神经变性疾病的研究
,

但仍存在取材困难及扩

增能力有限等问题
。

胚胎干细胞 (
e m b yr on ic st e m

c el ls
,

E SC s
) 具有分化全能性及体外无 限扩增能

力
,

易于基因操作等特点
,

有望成为 N S C s 的新来

源
。

本研究将 E S C s 源性 N S C s
与海马源性 N SC s 的

培养与分化特性进行 比较观察
,

为青光眼等神经疾

病的治疗提供新思路
。

1 材料与方法

1
.

1 材 料

细胞
: B A L B / C E S 细胞株 川

,

E 18 B A LB / 。 胎

鼠 ( 中山大 学 实 验动 物中心 )
。

E S C s 培 养基
:

D M E M + 2 0 0 m L / L FB S + 0
.

5 5 m m o l / L p
一

M E + 10
6

I U / L L I F ( G ib e 。
公 司 ) ; 拟胚体 (

e m b yr o n i c b o d y
,

E B )培养基
: D M E M + 2 0 0 m L / L FB S + 0

.

5 5 m m o l /

L p
一

M E ; N S C s
选 择 性培 养基

: DM E M / F 1 2 + 2 0

m L / L B 2 7 + Zo n g / m L b Fe F ( P
e p or t e e h 公 司 ) ;

N S C s
分化培养基

: D M E M / F 12 + 10 m L / L N Z + 1 0

m L / L F B s
。

消化液 ( 2
.

5 9 / L 胰酶 + 0
.

1 9 / L E D
-

T A )
,

中止液 ot
.

1 9 / L 胰酶抑制剂
+ 0

.

1 9 / L DN A

酶
+ D M E M / F 1 2 )

,

视 黄 酸 ( er t i n o id a e id
,

R A )

( s i gm a 公司 )
。

单克 隆抗体
: N e s ti n

( e h e m i e o n
公

司 )
,

NF Z o o
、

B r d u
、

M a p Z ( 5 1脚
a
公 司 )

,

5 2 0 0

( N
e o m a kr e r s

公 司 )
,

多 克 隆抗体 e a p 4 3
、

G FA P

( s an t a e ur z e 公司 )
,

二抗
: c y 3

一

g o a t a n t i m o u s e Ig e

( K P L 公 司 )
。

T五2 0 1
、

二 步 法 R T 一 P C R 试 剂 盒

( I
n v i t or g e n

公司 )
。

引物
: a e ti n

( 5 6 9 b p ) ; N e s ti n
( 3 2 7

b p )由上海生工生物工程技术服务有限公司合成
。

1
.

2 E S C s 源性 N S C s 的培养 12 ,

E SC s 克隆消化为单细胞后
,

以 2 x 10
5

c/ 时 的

密度种植于无粘附性的玻璃培养瓶中
,

用 E B 培养

基进行 E B 的悬浮培养
。

Z d 后换液
,

同时加人 1

林m ol / L R A 并与 B A L B / C 新生 鼠视 网膜 M ul e r 细

胞共培养
,

诱导 Z d
。

培养 4 d 的 E B 以 2 x 10
5 / e m Z

的密度种植于 12 孔板
。

经 24 h 培养
,

细胞贴壁后

换为 N SC s
选择性培养基

。

每 日换液进行 N SC S 的

筛选培养扩增 7 d
。

1
.

3 海马源性 N SC s 的培养
〔 3 ,

将 10 只 E 18 B A LB / c
胎 鼠取脑剥离脑膜

,

分

离出海马
。

漂洗后剪碎
,

37
“

C 消化 10 m in
,

中止液

中止消化后
,

离心去上清
,

加人 N S C s 培养基
,

2 00

目滤网过滤
,

使成单细胞
。

以 2 x l护 / C m Z

的密度种

于培养瓶 中
,

每 3 d 半量换液
。

1
.

4 E S C s 源性及海马源性 N S C s 的分化与鉴定

收集培养 7 d 的细 胞克隆球
,

消化为单细胞

后
,

加入上述 N S C s 选择性培养基继续传代培养
,

观

察体外扩增能力 ;取培养 7 d 的 N SC s 用 RT
一

PC R 法

检测 N S C s
标志 N e s t i n

基 因的表达
[ 4 ]。 用 10 卜m o l / L

B dr U 标 记 24 h 后 固定
,

免疫细 胞 化 学 法进 行

N es it n
抗原 l5] 及细胞增殖期标志 B dr U

、

成熟神经组

织细胞标志抗原 N FZOO
、

M A P Z
、

G A 4P 3
、

5 10 0
、

G F A P

等的检测 ; 将培养 7 d 的细胞克隆球
,

改用 N S C s
分

化培养基
,

进行分化培养 7 d
。

固定后免疫荧光细胞

化学法检测 N es it n 、

成熟神经元特异性标志抗原

N ZF oo
、

M AZP
、

G A4P 3
,

神经胶质细胞标志抗原 S -

10 0
、

G FA P 的表达
。

1
.

5 细胞计数与统计学处理

细胞免疫荧光染色后
,

随机选取 or 个非重叠视

野 ( 10 0 x )
,

计算荧光显微镜下免疫荧光阳性细胞数

占同一视野相差显微镜下总细胞数的百分比
,

取 10

个百分比的平均值作为一次实验的阳性率
。

重复实

验 6 次
。

记录结果用均数 士标准差 ( 无土
:
)表示

,

采用

t 检验进行两组神经元样细胞阳性率的比较
。

2 结 果

2
.

1 E SC s
源性 N S C s 的培养与分化特性

E S C s
消化为单细胞后

,

在 E B 培养基中形成悬

浮态生长的 E B 克隆球
。

将经初级诱导悬浮培养 4 d

的 E B 种植于培养板上
,

经 24 h 培养
,

E B 贴壁且周

边有展平趋势
。

换为 N S C s 选择性培养基后第 l 天
,

E B 周围上皮样细胞迁移形成 圆晕
。

第 2 一 4 天
,

E B

表面及周边大量上皮样细胞死亡脱落
,

中央可见致

密而透亮的细胞克隆球生成
。

随后球体逐渐增大
,

克

隆球数量增多
,

部分悬浮于培养基 中
。 7 d 时形成大

量形态规则一致
,

折光力强的细胞克隆球 (图 1 )
。

筛选培养 7 d 的细胞克隆球
,

N es it n 基 因呈高
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但
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。

因此
,

目前多采用组
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。

这已用于帕金森
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,

但仍存在取材困难及扩
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。
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,
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,
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。
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培养与分化特性进行 比较观察
,

为青光眼等神经疾
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,
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N S C s
分化培养基
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.
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( 5 6 9 b p ) ; N e s ti n
( 3 2 7
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。

1
.

2 E S C s 源性 N S C s 的培养 12 ,

E SC s 克隆消化为单细胞后
,

以 2 x 10
5

c/ 时 的

密度种植于无粘附性的玻璃培养瓶中
,

用 E B 培养

基进行 E B 的悬浮培养
。

Z d 后换液
,

同时加人 1

林m ol / L R A 并与 B A L B / C 新生 鼠视 网膜 M ul e r 细

胞共培养
,

诱导 Z d
。

培养 4 d 的 E B 以 2 x 10
5 / e m Z

的密度种植于 12 孔板
。

经 24 h 培养
,

细胞贴壁后

换为 N SC s
选择性培养基

。

每 日换液进行 N SC S 的

筛选培养扩增 7 d
。

1
.

3 海马源性 N SC s 的培养
〔 3 ,

将 10 只 E 18 B A LB / c
胎 鼠取脑剥离脑膜

,

分

离出海马
。

漂洗后剪碎
,

37
“

C 消化 10 m in
,

中止液

中止消化后
,

离心去上清
,

加人 N S C s 培养基
,

2 00

目滤网过滤
,

使成单细胞
。

以 2 x l护 / C m Z

的密度种

于培养瓶 中
,

每 3 d 半量换液
。

1
.

4 E S C s 源性及海马源性 N S C s 的分化与鉴定

收集培养 7 d 的细 胞克隆球
,

消化为单细胞

后
,

加入上述 N S C s 选择性培养基继续传代培养
,

观

察体外扩增能力 ;取培养 7 d 的 N SC s 用 RT
一

PC R 法

检测 N S C s
标志 N e s t i n

基 因的表达
[ 4 ]。 用 10 卜m o l / L

B dr U 标 记 24 h 后 固定
,

免疫细 胞 化 学 法进 行

N es it n
抗原 l5] 及细胞增殖期标志 B dr U

、

成熟神经组

织细胞标志抗原 N FZOO
、

M A P Z
、

G A 4P 3
、

5 10 0
、

G F A P

等的检测 ; 将培养 7 d 的细胞克隆球
,

改用 N S C s
分

化培养基
,

进行分化培养 7 d
。

固定后免疫荧光细胞

化学法检测 N es it n 、

成熟神经元特异性标志抗原

N ZF oo
、

M AZP
、

G A4P 3
,

神经胶质细胞标志抗原 S -

10 0
、

G FA P 的表达
。

1
.

5 细胞计数与统计学处理

细胞免疫荧光染色后
,

随机选取 or 个非重叠视

野 ( 10 0 x )
,

计算荧光显微镜下免疫荧光阳性细胞数

占同一视野相差显微镜下总细胞数的百分比
,

取 10

个百分比的平均值作为一次实验的阳性率
。

重复实

验 6 次
。

记录结果用均数 士标准差 ( 无土
:
)表示

,

采用

t 检验进行两组神经元样细胞阳性率的比较
。

2 结 果

2
.

1 E SC s
源性 N S C s 的培养与分化特性

E S C s
消化为单细胞后

,

在 E B 培养基中形成悬

浮态生长的 E B 克隆球
。

将经初级诱导悬浮培养 4 d

的 E B 种植于培养板上
,

经 24 h 培养
,

E B 贴壁且周

边有展平趋势
。

换为 N S C s 选择性培养基后第 l 天
,

E B 周围上皮样细胞迁移形成 圆晕
。

第 2 一 4 天
,

E B

表面及周边大量上皮样细胞死亡脱落
,

中央可见致

密而透亮的细胞克隆球生成
。

随后球体逐渐增大
,

克

隆球数量增多
,

部分悬浮于培养基 中
。 7 d 时形成大

量形态规则一致
,

折光力强的细胞克隆球 (图 1 )
。

筛选培养 7 d 的细胞克隆球
,

N es it n 基 因呈高
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④具有 自我更新及体外扩增传代能力 ; ⑤可分化为

神经元及神经胶质细胞
。

其次
,

二者均可通过 N S sC

无血清选择 性培养基体外培养获得
。

体外诱导

E S C s 向 N S C s
分化的研究刚刚起步

,

目前多采用

o ka b e
等建立的 IT S F n

无血清培养系统 【̀ , ,

其诱导

时间较长
,

需经十余天
。

本研究首次在 R A 对 E B 初

级诱导后
,

借鉴海马分离 N SC s
培养方法

,

进行神经

谱系干细胞的筛选培养扩增
,

7 d 即可获得大量纯

度高的 N SC s ,

缩短了体外培养的时间
,

减少了基因

改变的机率
。

另一 方面
,

本研究中 E SC s 源性与海 马源性

N S C s 比较又有许多不同点
。

首先
,

就培养特性而

言
,

E S C s 源性 N S C s
来源广

,

免疫源性低
,

易于基 因

操作
。

本研究发现
,

E S C s 源性 N S C s 可在贴壁及悬

浮两种状态下生长
,

而海马源性 N S Cs 只能呈悬浮

态生长
,

贴壁后 即使在 N SC s
培养基中也极 易分

化
。

这表 明 E S C , 源性 N SC。
有更强的保持未分化

状态并进行体外培养扩增的能力
。

但由于 E SC s 的

潜在致瘤性
,

其来源的 N S C s 安全性不及海马源性

N SC
s ,

今后 可通过定向分化和纯化予 以克服
。

其

次
,

就分化特性而言
,

E S C s 源性 N SC 。 可塑性更强
,

且分化细胞中神经元比例高于海马源性 N S C s
之神

经元比例
。

已有学者将海马源性 NS C s 植人损伤的

大 鼠视网膜
,

未能测及视网膜特异性标志
,

分析海

马源性 N S C s 可能存在分化能力的时空限定性
`7 ]

。

E S sC 源性 N SC 。
分化后细胞类型多样

,

形态上与海

马源性 N S C S 相 比尚不成熟
,

可塑性更强
,

易于对体

内移植微环境产生应答
。

3
.

2 E S C s 源性与海马源性 N S C s 的临床应用前景

青光眼是世界上第二位不可逆致盲性眼病
,

其

视功能损害 以视网膜神经节细胞 (
r
iet

n al g an isl on

c
ell

s ,

R G C s
)的丧失为主要特征

,

目前的治疗措施只

能遏制部分早期疾病的发展
,

对于大部分 R G C s 已

严重损害的晚期及绝对期患者
,

只有获取大量具有

R G C s
特性的细胞才可能从根本上解决问题

`8 9 ’ 。 近

年来利用干细胞 向神经组织细胞定向分化的研究

取得了很大进展
,

如我们 已往的研究发现
,

将胚胎

干细胞注入特定的眼内环境
,

可以形成视网膜样结

构
,

产生 R G C s
样细胞 ￡’ 0, 川

,

为青光眼视神经损害

的治疗提供了新的契机
。

而体外诱导的 E S C S 源性

N SC
s ,

较 E S C s 安全性高 161
、

更易向神经元细胞定

向分化
,

存活力及增殖分化潜能远高于终末阶段的

细胞
,

且避免了海马源性 N S Cs 取材及可塑性上的

限定性
,

有望为青光眼等视网膜神经病变细胞移植

提供新的种子细胞
。

目前
,

干细胞在神经再生领域的应用仍然存在

许多问题
,

如移植细胞的免疫源性
、

永生化及纯化
、

与宿主建立有序整合
、

实现有效功能连接等
。

利用

E S C ,
易于基因操作的特点

,

联合基因调控或治疗

性克隆的方法
,

将使建立具有低免疫源性或无免疫

源性的永生化 N S C s 系成为可能
。

因此
,

与海马源性

N SC s 相 比
,

E SC。
源性 N SC。

在神经再生与修复的

基础研究与临床治疗 中可能具有更为广阔的应用

前景
。
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