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神经前体细胞的分离培养及绿色荧光蛋白基因的转染
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摘　要:【目的】为替换中枢神经损伤后死亡的神经元提供方便追踪观察的神经前体细胞。【方法】应用含碱性成纤维生

长因子(bFGF)的无血清培养技术 , 从新生大鼠海马组织分离培养神经前体细胞 ,并借助免疫组织化学技术检测这些细胞巢蛋

白(nestin)的表达以及细胞分化后神经丝蛋白(NF)和胶质原纤维酸性蛋白(GFAP)的表达。采用磷酸钙法将绿色荧光蛋白

(GFP)基因转染目的细胞内。【结果】从海马组织分离的细胞具有分裂能力 ,能表达 nestin。分化后一些细胞能表达 NF , 而另

一些细胞则表达 GFAP。 GFP 基因修饰的细胞能发出荧光。【结论】从海马组织分离的细胞能表达 nestin , 属于神经前体细

胞 ,它们具有明显的增殖能力。有些神经前体细胞已经分化为神经元和神经胶质细胞。 GFP基因已成功转染到神经前体细

胞内 ,并表达了 GFP。
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Abstract:【Object ive】To provide easily tracing and observing neural precursor cells for replacing dead neu-

rons af ter cent ral nervous system injured.【Methods】Neural precurso r cells f rom hippocampic tissue of neonate

rat were isolated and cultured by serum-free medium containing basic fibroblastg row th factor(bFGF).The ex-

pression of nestin of the cells and the expression of neurofilament(NF)or glial fibrillary acidic pro tein(GFAP)

of differentiated cells w ere detected by immunohistochemistry.The gene of g reen fluorescence protein (GFP)

was t ransfected to the target cells wi th calcium phosphate transfection.【Results】The cells f rom hippocampic

tissue had the potential of proliferation and expressed nestin.Some differentiated cells showed NF-posi tive , oth-

ers were GFAP-positive.The cells modified by GFP gene showed fluorescence.【Conclusion】The cells f rom

hippocampic tissue of neonate rat cultured in vit ro belong to the neural precursor cells w hich can express nestin

and have the po tential of proliferation.Some neural precursor cells had differentiated into neurons and neurog lial

cells.The GFP gene has been successfully t ransfected to the neural precursor cells and effectively expressed.
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　　在成年哺乳动物脑内某些区域如室管膜 、室

管膜下层和海马仍存在着神经前体细胞。它们是

一种具有自我更新能力和多分化潜能的干细胞 ,在

特定条件下则具有明显的分裂能力 ,产生许多子代

细胞[ 1 , 2] 。在促分裂因子如碱性成纤维生长因子

(bFGF)的作用下 ,神经前体细胞能分裂增殖 。这
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些神经前体细胞能被诱导分化成神经元或神经胶

质细胞[ 3 ～ 6] 。中枢神经损伤引起的神经元死亡一

般是不能通过神经元的分裂增殖途径来替换 ,但有

可能通过新生或成年动物中枢神经内存在的神经

前体细胞增殖和分化来替换死亡的神经元 。本研

究从中枢神经分离出神经前体细胞 ,借助体外培养

扩增并转染绿色荧光蛋白(green fluo rescence pro-

tein , GFP)基因 ,为替换中枢神经损伤后死亡的神

经元提供方便追踪观察的神经前体细胞 。

1　材料和方法

1.1　神经前体细胞的分离及传代

取生后 3 d SD 大鼠(中山医科大学动物实验

中心提供)海马组织 , D-Hanks 液漂洗 , 剪碎 , 用

1.25 g/L 胰蛋白酶(Sigma)消化 15 min(恒温 37

℃)。用 D-Hanks液清洗 2次 ,去除胰蛋白酶 ,再加

入 4 mL DMEM/F12[含体积分数为 2%B27(Gib-

co)和 2 μg/ L bFGF(Sigma)]培养液 ,吸管反复吹

打约 50次 ,经220目铜网滤过后调整细胞密度为 5

×105 个/mL 进行培养 。每 4 天换一次培养液。

每 6 ～ 9 d机械分离细胞克隆球传代一次。

1.2　神经前体细胞及其分化的检测

两个月后取出部分传代细胞克隆球种植在预

先涂有多聚赖氨酸的培养皿中 ,并加入含血清培养

基[ DMEM/F12+体积分数为 20%的胎牛血清(杭

州四季青生物材料研究所)] 。在细胞贴壁生长 2 h

后用巢蛋白(nestin)免疫组织化学方法检测一部分

细胞 ,另一部分贴壁生长的细胞在 6 d后分别用神

经丝蛋白(NF)和胶质原纤维酸性蛋白(GFAP)免

疫组织化学方法检测 。

1.3　GFP基因的转染

取对数生长期的细胞(1×107个),离心 ,弃上

清 ,用 2 mL PBS洗涤细胞 ,再将细胞重悬于 25 μL

HBS溶液内 ,加入混匀的质粒 PEGFP-C1(该质粒

由本校动物实验中心陈系古教授提供)-磷酸钙沉

淀物 ,并吹打一次使之均匀 ,置室温 10 min。然后

加入 5 mL 无血清培养液 ,再转移到 50 mL 培养瓶

内 ,37 ℃体积分数为 5% CO2 温箱培养 2 h 。500

r/min离心 5 min(离心半径为 8 cm),收集细胞 ,用

PBS洗涤细胞一次 ,加 5 mL 无血清培养液重悬细

胞 ,在培养箱培养。48 h后将原培养液更换成筛选

培养液[含 G418(Sigma)350 mg/L] ,维持筛选 15

d。此后将基因转染细胞放在倒置荧光显微镜下观

察。

2　结　果

2.1　神经前体细胞的生长情况

在无血清培养的情况下 ,从新生大鼠海马组织

分离培养的原代细胞在 24 h 内大部分死亡 ,仅少

部分细胞分裂增殖形成细胞克隆球 ,并呈悬浮态生

长。随着细胞分裂 ,克隆球增大 ,单个细胞则呈圆

形 ,无突起生长 。两周后 ,细胞数量迅速增多 ,肉眼

也可见细胞克隆球。每 6 ～ 9 d机械分离细胞克隆

球传代一次 。经多次传代后的细胞形态与原代相

似(图 1)。

2.2　神经前体细胞的 Nestin表达及其分化

传代 60 d后取出细胞克隆球种植在涂有多聚

赖氨酸的培养皿中 ,加入含血清培养液培养。一部

分细胞克隆球在培养 2 h 后 ,可见少量细胞外迁生

长。用免疫组化法染色 ,结果显示细胞集落呈现

nestin阳性反应(图 3),单个细胞胞质被染成棕黄

色 ,表明它们是神经前体细胞 。另一部分细胞克隆

球在培养 12 h后 ,其中的细胞外迁生长明显 ,有些

细胞长出细长突起 ,细胞集落间的突起相互连接

(图 2)。继续培养到第 6天 ,用免疫组化法染色 ,

显示一些细胞呈现 NF 阳性反应 ,其胞体较小 ,呈

圆形或椭圆形 ,伸出 2 ～ 3个突起 ,细胞核轮廓圆形

浅染(图 4)。而另一些则表现为 GFAP 阳性染色 ,

细胞体较大 ,呈三角形或多边形 ,具有多个突起 ,细

胞核轮廓不清(图 5)。这些表明前者已分化成神

经元 ,后者则分化为神经胶质细胞 。

2.3　神经前体细胞的 GFP表达

经G418筛选后获得的 GFP 基因修饰神经前

体细胞 , 在倒置荧光显微镜下一些细胞能发出绿

色荧光(图 6), 这提示 GFP 基因已成功地转染到

神经前体细胞内 ,并表达了GFP 。

3　讨　论

神经前体细胞一般是泛指那些处于成熟神经

元更早期的细胞 ,它们在特定的环境下能够分化为

神经元或神经胶质细胞 。Temple
[ 7]
是最早从 13 d

胚胎大鼠脑隔区取出少量细胞进行培养的学者 ,他

发现由单细胞分裂增殖而来的细胞能发育成神经
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元及神经胶质细胞。后来的研究观察到 , 在

bFGF[ 3]和表皮生长因子(EGF)[ 4]的作用下 ,神经

前体细胞能够分裂增殖 ,并能从单个细胞分裂增殖

形成单细胞克隆球。本研究虽然没有应用单细胞

克隆技术得到单细胞克隆球 ,但从我们培养的细胞

分裂增殖状态来看 ,是具有神经前体细胞的特征

的 ,即在 bFGF 的作用下 ,细胞增殖旺盛 ,连续 180

d(每 6 ～ 9 d机械分离细胞克隆球传代 1次)细胞

生长状态依然很好 ,并且在它们分化前用免疫组化

法可检测出有 nestin的表达 ,这进一步证实它们是

神经前体细胞。一般认为 nestin存在于神经前体

细胞的胞质中 ,是一种中间丝蛋白 ,待神经前体细

胞分化成神经元或神经胶质细胞后 ,这种中间丝蛋

白就会从细胞质中逐渐消失
[ 8]
;然而分化成熟的神

经元和神经胶质细胞则分别出现另两种中间丝蛋

白:NF 和 GFAP。本研究用免疫组化法也检测到

由神经前体细胞分化而来的神经元有 NF 的表达 ,

神经胶质细胞则有 GFAP 的表达。

本研究的其中一个意义是 , 能为中枢神经损

伤引起的神经元死亡提供治疗策略。已有文献报

道
[ 9]
,将由胚胎干细胞分化而来的大量神经前体细

胞移植到大鼠脊髓损伤处 。2 ～ 5 周后进行免疫组

化检测 ,发现神经前体细胞已分化为神经元和神经

胶质细胞 ,并在脊髓内迁移了 8 mm(离移植处),这

时可观察到后肢功能有部分恢复。本研究结果表

明 ,从新生鼠海马组织分离培养神经前体细胞的方

法方便可行 ,可为我们下一步进行脊髓损伤后的细

胞治疗提供很好的目的细胞 ,去替换死亡的神经元

并形成神经元网络以及使再生的神经纤维再髓鞘

化 ,促进损伤的脊髓结构和功能的修复。为了更方

便地观察植入脊髓损伤处的神经前体细胞迁移和

分化为神经元或神经胶质细胞的情况 ,本研究已成

功地将报告基因-GFP 基因转入前体细胞内 ,并发

出绿色荧光。但用磷酸钙方法转染 GFP 基因效率

较低 ,还不能大量制备带有 GFP 的神经前体细胞 ,

还有待进一步改善基因转染方法。
(本文图 1 ～ 6 见插页 3)
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·简　讯·

广州抗癌协会成立神经肿瘤专业委员会

2001 年 5月 25日至 5 月 27 日 ,“ 2001 广州肿瘤学术大会”在广州金城宾馆召开。会议期间(5 月 27 日)举行了“神经肿瘤

专题报告会” , 就神经胶质瘤治疗的难点和对策 、影像诊断 、显微外科手术治疗 、放射治疗 、化疗 、生物治疗等进行了研讨。同

时成立了“神经肿瘤专业委员会” ———我国第一个神经肿瘤学术组织。学会选举了第一届学术委员会 , 委员都是神经肿瘤基

础研究和临床相关学科(神经外科 、神经病理 、神经影像 、神经放疗 、肿瘤化疗 、生物治疗)的专家 、教授。 主任委员为中山医科

大学肿瘤防治中心神经外科/神经肿瘤科陈忠平教授。

(学　讯)
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