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摘　要:【目的】观察外周神经雪旺细胞对视网膜神经细胞成活及突起生长的影响。【方法】取出生 3 ～ 5 d 的 Sprague-

Daw ley 乳鼠的视网膜组织及坐骨神经 , 用酶消化法分别得到视网膜神经细胞和雪旺细胞 , 分别和联合接种于多聚赖氨酸包被

的培养皿 、用含体积分数为 20%胎牛血清(fetal calf serum , FCS)的 BM E(basal medium eagle)培养液进行培养 , 倒置相差显微

镜观察细胞的生长情况;视网膜神经细胞和胶质细胞分别用神经丝蛋白(neurofilament , NF)和胶质纤维酸性蛋白(g lial fibril-

lary acidic protein , GFAP)进行鉴定 ,神经节细胞用 Thy1 .1 鉴定 , 雪旺细胞培养时用阿糖胞苷进行纯化并用 S-100 鉴定 , 扫描

电镜观察共生培养的细胞。【结果】培养的视网膜细胞大部分为神经细胞 , 神经节细胞的数量较少;用阿糖胞苷法处理得到的

绝大多数为雪旺细胞。共生培养的雪旺细胞和视网膜神经细胞可以 3 种方式融合生长:①突起与突起融合;②胞体与胞体融

合;③突起与胞体融合。共生培养的视网膜神经细胞较单纯视网膜神经细胞培养的突起生长快 , 且成活的时间要长。【结论】

体外培养雪旺细胞和视网膜神经细胞可以融合生长 , 前者对后者的突起生长及细胞的成活具有明显的支持和促进作用 , 这种

影响作用可能与雪旺细胞分泌的神经营养因子直接导入视网膜神经细胞而发挥作用有关 。
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The Effects of Schwann Cells on Promoting Neurite

Growth of Rat Retinal Neurons
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(Zhong shan Ophthalmic Center , Sun Yat-sen University of M edical Sciences , Guangzhou 510060 , China)

Abstract:【Objective】To study the ef fects of Schw ann cells on promot ing neurite grow th of rat retinal neu-

rons in vit ro .【Methods】The retinal tissue and sciat ic nerve of new born SD rats were prepared w ith enzymatic

digestion to acquire ret inal neurons and Schw ann cells .These cells were seeded onto the poly-L-lysin covered

dishes in single or in couple , cultured wi th BME w hich contain 20 % fetal calf serum (FCS)and observed under

phase contrast microscope.The neurons , glia cell , gang lion cells and Schw ann cells were ident if ied w ith NF ,

GFAP , Thy1.1 and S-100 respecticvely .The g row th character of cells were examined w ith scanning elect ronic

microscope (SEM).【Results】Most populations of cultured cells w ere retinal neurons , a few number were gan-

g lion cells .Pure Schw ann cells were obtained af ter Ara-c t reatment .Cocultured Schw ann cells and retinal neu-

rons could grow to fuse together in following manner :① neuri te fuse neurite ;② body fuse body and ③ neuri te

fuse body .The neuri te of retina neurons in coculture g roup grow faster and survive longer than that g roup with-

out Schw ann cells g roup .【Conclusion】The Schw ann cells and retinal neurons can g row to fuse together , the

former is effective to the neurite g row th and survival of the latter , which suggest that the neuro trophic factors

secreted by Schw ann cells can enter the body of retinal neurons to make ef fects directly to retinal neurons sur-
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　　视神经是中枢神经的一部分 ,曾认为损伤后

不能再生 。但近年的研究表明:中枢神经受损后可

以有条件再生 ,其条件是需要周围神经的胶质微环

境。本研究通过共生培养的方法为视网膜神经细

胞创造周围神经的胶质微环境 ,观察外周神经雪旺

细胞(Schw ann cells , SCs)对视网膜神经细胞成活

及突起生长的影响作用 ,其目的是了解外周神经细

胞对视网膜神经细胞的影响 ,从而为雪旺细胞的视

网膜移植奠定基础。

1 　材料与方法

1 .1 　实验动物

SD(Sprague-Daw ley)乳鼠 ,生后 3 ～ 5 d ,由中

山医科大学实验动物中心提供 。

1 .2 　视网膜神经细胞的培养与鉴定

取出生 1 ～ 3 d乳鼠浸泡于体积分数为 75 %的

酒精中处死后 ,在无菌状态下挖出眼球 ,将眼球置

入盛有解剖液的培养皿中 ,去除球周筋膜组织 ,洗

净后切开眼球 ,去晶状体及玻璃体 ,将分离到的视

网膜组织收集于离心管中 ,加入 0.25 g/L 的胰蛋

白酶 37 ℃进行水浴消化 15 min ,其间摇动离心管

2 ～ 3次 ,之后加入 0.25 g/ L 的蛋白酶大豆抑制剂

终止消化 ,再加入 0.78 g/L 的 DNaseI作用 1 min ,

1 500 r/min 离心 5 min ,吸去上清液 ,加培养液吹

打数次后再离心 ,细胞计数后以 2 ×106/mL 接种

于事先用 5 mg/L 多聚赖氨酸包被的 24孔培养板 ,

每孔 0.5 mL ,入37 ℃、体积分数为5 %的二氧化碳

培养箱培养 。24 h后加入 10 μmol/ L 的阿糖胞苷

(Ara-c)以抑制非神经细胞的增殖 , Ara-c作用 24 h

后换液 。培养的神经细胞及神经胶质细胞用神经

丝蛋白(neurofilament , NF)和胶质纤维酸性蛋白

(glial fibrillary acidic protein , GFAP)进行鉴定 ,神

经节细胞用 Thy1.1进行鉴定 。

1 .3 　雪旺细胞的培养与鉴定

取新生 3 ～ 5 d SD鼠之坐骨神经和臂丛神经 ,

解剖显微镜下于解剖液中去神经外膜 ,将神经组织

剪碎 , 0.25 g/L 的胰蛋白酶及 DNase消化 45 min ,

用含血清的培养液终止消化 , 1 200 r/min 离心 5

min共两次 ,细胞计数后以 2 ×10
6
/mL 密度接种于

事先用多聚赖氨酸包被的培养瓶 ,入 37 ℃,体积分

数为的 5 %的 CO2 培养箱进行培养 。为去除成纤

维细胞 ,于接种后 24 h 加入阿糖胞苷(Ara-c , Sig-

ma)10
-5

mol/L ,作用 24 ～ 48 h 后换液 ,以后可根

据成纤维细胞的去除情况 ,加入 Ara-c 进行处理。

采用低浓度酶快速消化法进行雪旺细胞的传代及

纯化 ,细胞鉴定用 S-100常规免疫组化染色。

1 .4 　共生培养

分以下 4种情况进行共生培养:①共生培养 Ⅰ

组:视网膜神经细胞与雪旺细胞同时接种;②共生

培养 Ⅱ组:将视网膜神经细胞接种到已长成单层的

雪旺细胞的培养瓶中;③共生培养 Ⅲ组:将未去神

经外膜的雪旺细胞与视网膜神经细胞同时接种于

同一培养瓶;④共生培养Ⅳ组:将雪旺细胞接种到

已有视网膜神经细胞生长的培养瓶 。

1 .5 　观察指标

①每天倒置相差显微镜下观察细胞及其突起

的生长情况以及细胞之间的连接情况并照相;②扫

描电子显微镜观察照相。

2 　结　果

2 .1 　雪旺细胞的原代及传代培养

SCs接种后 2 h 开始贴壁并有突起长出 ,细胞

呈典型的梭形 ,双极 ,细胞核明显 ,胞体有发亮的边

缘等特征而容易辨认 , S-100免疫组化阳性。细胞

生长迅速 , 3 ～ 5 d后便长成网状或栅栏状 ,其中夹

杂有不规则的成纤维细胞生长 ,经 Ara-c 处理后 ,

成纤维细胞所占比例明显减少。经低浓度酶快速

消化法进行雪旺细胞的传代 ,细胞形态及免疫组化

特性同原代。

2 .2 　视网膜神经细胞的原代培养

培养的视网膜神经细胞 2 h 后开始贴壁生长 ,

8 h可见突起长出 ,随着培养时间的延长 ,细胞突起

不断增长 ,细胞呈聚集生长。培养的细胞大部分为

NF 阳性细胞 ,少数为 Thy1.1阳性细胞 , GFAP 阳

性细胞的神经胶质细胞仅占极少数 。

2 .3 　共生培养的结果

2 .3 .1 　雪旺细胞对视网膜神经细胞成活及突起生

长的影响　共生培养组的视网膜神经细胞较单纯
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培养组视网膜神经细胞生长要快 ,表现为细胞突起

的明显增长 ,培养第 3 、6 、12 d视网膜神经细胞突

起的长度见表 1 。平均成活时间较单纯视网膜神

经细胞培养长 ,单纯视网膜神经细胞组的平均成活

时间为(32.0 ±3.5)d ,共生培养 Ⅰ组的平均成活

时间为(40.0 ±4.5)d ,共生培养 Ⅱ组的平均成活

时间为(41.0 ±4.2)d 。经统计分析 ,单纯培养组

与共生培养 Ⅰ 、 Ⅱ组之间有显著性差异(P <

0.01),而共生培养Ⅰ 、Ⅱ组之间差异无显性(P >

0.05)。

表 1 　培养第 3 、6 、12天视网膜神经细胞突起长度

Table 1 　The neurite leng th of retina neurons cultured in

vitro on the 3rd , 6th , 12th day (mm/ mm2)

Retinal neurons

group
Coculture g roup P

3rd day 13 .67 14 .71 >0.05

6th day 15 .88 28 .13 <0.01

12th day 30 .19 37 .14 <0.01

2 .3 .2 　外周神经外膜对视网膜神经细胞成活及突

起生长的影响　共生培养 Ⅲ组的视网膜神经细胞

的生长受到抑制 ,表现为细胞贴壁慢 ,悬浮细胞较

多 ,细胞胞体及其突起的生长迟缓 ,且大部分细胞

逐渐死亡 。

2 .3 .3 　视网膜神经细胞对雪旺细胞生长的影响　

共生培养Ⅳ组瓶中的雪旺细胞的生长较单纯雪旺

细胞的培养瓶中的细胞生长要快 ,表现为细胞突起

平均 95.6 mm ±23.4 mm 长于单纯雪旺细胞的培

养的细胞突起 [ 平均(54.0 ±35.7) mm , P <

0.01] 。

2 .4 　扫描电子显微镜观察结果

共生培养的雪旺细胞和视网膜神经细胞可以

如以下 3种方式融合生长(接触面胞膜消失):①突

起与突起融合;②胞体与胞体融合;③突起与胞体

融合(图 1 ～ 3)。

3 　讨　论

3 .1 　关于细胞培养

3 .1 .1 　视网膜神经细胞培养　视网膜神经细胞属

中枢神经细胞 ,其体外培养是研究视网膜神经节细

胞及其他视网膜神经元生物学特性的基础 ,也是研

究神经细胞与胶质细胞相互间作用的基础 ,同时也

图 1 　视网膜神经细胞与雪旺细胞突起与突起的融合

Fig.1　Neurite fuse neurite of retinal neurons

and Schwann cells(×2 500)

图 2 　视网膜神经细胞与雪旺细胞突起与胞体的融合

Fig.2　Neurite fuse body of retinal neurons

and Schwann cells(×2 500)

图 3 　视网膜神经细胞与雪旺细胞胞体与胞体的融合

Fig.3 　Body fuse body of retinal neurons

and Schwann cells(×2 500)

为观察一些细胞因子及药物对视网膜的影响作用

提供了手段 。我们的研究所培养的视网膜神经细

胞生长良好 ,成活时间达 1 个月以上 ,与国外文献

报道相近
[ 1]

。从培养细胞的鉴定情况来看 ,大部分

为 NF 阳性的神经细胞;少部分为 Thy1.1阳性的
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细胞。这些细胞有较大的的胞体和较粗的细胞突

起 ,提示它们是视网膜神经节细胞;而 GFAP 阳性

的神经胶质细胞较少 ,这与视网膜的组织结构特点

是相吻合的。

3 .1 .2 　雪旺细胞培养　雪旺细胞是外周神经主要

的胶质细胞 ,其典型的细胞形态呈梭形 ,双极 ,细胞

核较清楚 ,胞体有发亮的边缘 ,据此可以进行细胞

鉴定。 S-100是雪旺细胞中的一种钙结合蛋白 ,可

作为鉴定雪旺细胞的依据之一。雪旺细胞于接种

后 2 h开始贴壁 ,其分裂增殖缓慢 ,体外培养时细

胞增倍需要 1周以上[ 2] ,但一些生长因子对其增殖

具有较强的刺激作用 ,如将雪旺细胞接种到已有视

网膜神经细胞生长的培养瓶 ,此瓶中雪旺细胞的生

长较单纯雪旺细胞的培养瓶中的细胞生长要快 ,表

明视网膜神经细胞所分泌的神经营养因子对雪旺

细胞的增殖具有增强作用;这与在体外单纯加入

NGF 能刺激雪旺细胞的增殖的结果是一致的 。

3 .2 　共生培养的雪旺细胞对视网膜神经细胞的影

响

3 .2 .1 　外周神经外膜对视网膜神经细胞的影响　

当把未去神经外膜雪旺细胞与视网膜神经细胞进

行共生培养时 ,雪旺细胞对视网膜神经细胞的生长

具有抑制破坏作用。这是因为神经外膜中含有磷

脂相关的生长抑制因子(MAG)的缘故 , MAG 对神

经细胞的生长具有抑制作用
[ 3 , 4]

。

3 .2 .2 　雪旺细胞对视网膜神经细胞成活及突起生

长的影响　共生培养时(同时接种或将视网膜神经

细胞接种于已有雪旺细胞生长的培养瓶),雪旺细

胞对视网膜神经细胞的突起生长具有促进作用 ,成

活时间也较单纯视网膜神经细胞培养组长 。这与

雪旺细胞能合成 、分泌多种神经营养因子(神经生

长因子 、脑源性神经生长因子 、睫状神经营养因子

等),产生细胞外基质(Ⅰ 、Ⅲ 、Ⅳ、Ⅴ型胶原蛋白 ,层

粘连蛋白 ,纤维连接蛋白等)及细胞粘附因子来维

持神经元的成活 ,诱导 、促进神经系统的再生有

关[ 5 , 6] 。

3 .3 　雪旺细胞与视网膜神经细胞融合生长的意义

扫描电镜观察的结果表明雪旺细胞与视网膜

神经细胞可以以多种方式融合生长 ,表明雪旺细胞

所分泌的物质不仅可在视网膜神经细胞的周围发

挥作用 ,而且可以直接导入视网膜神经细胞而发挥

作用。这对将来临床上用共生性雪旺细胞视网膜

移植来促进中枢神经的再生具有重要的意义[ 7] 。
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