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人正常神经组织许旺细胞的体外培养*★ 
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Abstract 
 
BACKGROUND: Peripheral nerve tissue engineering needs a large number of Schwann cells. In previous studies, lack of normal 
human nervous tissue, so animal (rat, rabbit, et al) nervous tissues are commonly used to isolate Schwann cells, but as 
xeno-cells it is limited in clinical application.  
OBJECTIVE: To investigate an effective technique for isolation, cultivation and purification of human Schwann cells of normal 
peripheral nerves cultured in vitro.  
METHODS: Normal peripheral nerves were obtained from the surgery of cerebral palsy patients. Schwann cells were cultured 
with enzymatic digestion culture method and differential attachment method. Tissues were cut into pieces and incubated in 
medium supplemented with fetal bovine serum, collagenase and Dispase enzyme, centrifuged. Tissue blocks were placed in the 
medium, triturated into monoplast suspension, and then moved into a DMEM Petri dish containing polylysine, supplemented with 
basic fibroblast growth factor. When adherent cells were confluent about 85%-90%, cells could subculture. Schwann cells were 
counted by Trypan Blue coloring method at 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. The purity of Schwann cells was identified through S-100 
protein immunohistochemistry staining.   
RESULTS AND CONCLUSION: More than 0.5×108/L Schwann cells were detected after four days under a microscope. 
Following the third passage, the number of Schwann cells was over 9×108/L. The purity of Schwann cell population was up to 
85%. Results suggested that plenty and purified human Schwann cells could be obtained by enzymatic digestion culture and 
differential attachment methods in a short time, which can be used for the source of peripheral nerve tissue engineering. 
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摘要 
 

背景：周围神经组织工程所需要的许旺细胞数量巨大。在以往的研究中，由于正常人神经组织的缺乏，常选用大鼠、兔等

动物神经组织分离许旺细胞进行培养，而作为异种细胞在临床的应用相对受限。 

目的：体外培养人正常周围神经的许旺细胞，寻找一种 佳的获取、培养、纯化的方法。 

方法：切取脑瘫患者周围神经缩窄术中的正常周围神经，以消化培养法为主，结合差速贴壁法纯化培养许旺细胞。将神经

组织剪成碎块，接种于含胎牛血清、胶原酶、Dispase 酶的培养液中消化培养，离心，将组织块加入培养基中，吹打成单细

胞悬液，再移入有多聚赖氨酸的 DMEM 培养皿中，加入碱性成纤维细胞生长因子培养，当贴壁细胞覆盖培养皿达 85%~90%

即可开始传代培养。锥虫蓝染色对培养后的第 2，3，4，5，6，7，8，9，10 天不同时间许旺细胞进行计数，并经 S-100

蛋白免疫组织化学染色鉴定计算细胞纯度。  

结果与结论：4 d 后镜下可见基本为纯净的许旺细胞，密度在 0.5×108 L-1
以上。传 3 代后，许旺细胞计数可达到 9×108 L-1

以上；许旺细胞纯度达 85 %以上。结果表明，以消化培养法结合差速贴壁方法培养许旺细胞所需时间短，可获得较高纯度

的人许旺细胞，能够为进一步的神经组织工程提供细胞来源。 

关键词：许旺细胞；细胞培养；神经组织；人；组织工程 
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0  引言 

 

长期以来外周神经损伤后，尤其是形成局

部缺损后，如何引导近端神经轴突生长跨越损

伤段，使其与远端相连，始终是医学界难以解

决的一个难题。“自体神经移植”被认为是此

类损伤治疗的金标准[1]。近年来由于神经科学

研究的深入和组织工程学的发展，利用组织工

程化、有生物活性的神经替代物，替代来源有

限的自体神经移植修复周围祌经缺损取得了

重要进展[2-5]。周围神经组织工程的构建包括支

架材料、细胞外基质、种子细胞以及诱导和促进

生长的因子等几部分[6-7]。其中许旺细胞作为周

围神经组织工程修复中的核心种子细胞，越来越

受到人们的重视。周围神经组织工程所需要的许

旺细胞数量往往非常巨大，它的体外培养、纯化

及扩增就显得尤为重要[8-9]。在以往的研究中，

由于正常人神经组织的缺乏，常选用大鼠、兔等

动物神经组织分离许旺细胞进行培养，而作为异

种细胞在临床的应用相对受限[10-11]。为尽快向临

床过渡，需要将研究重点放在人来源的许旺细胞
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研究上，以更有效的减少免疫排斥反应[12-13]。实

验以人正常周围神经为材料，探索人许旺细胞分

离纯化、培养及保存，为神经组织工程的研究和

临床细胞治疗的应用提供细胞学基础。 

 

1 材料和方法  

 

设计：单一样本观察。 

时间及地点：实验于2008-08/2009-06在清

华大学生物系神经生物学实验室(国家级重点实

验室，BSL-2级)及清华大学玉泉医院神经中心

实验室完成。 

材料：以脑瘫患者周围神经缩窄术中切取的

正常周围神经(根据国务院《医疗机构管理条例》

规定[14]，患者家属自愿、知情同意并签署同意书)

为实验材料，分离培养人许旺细胞。共选取16

人次，10男6女，平均神经片段8 mm[15-16]。 

主要仪器和试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

许旺细胞的分离：原代许旺细胞的分离、纯化

和培养：经周围神经缩窄术后切除的废用神经组

织，放置于培养液中转至试验工作台，置于无菌

培养皿中分离，应用游丝镊剔除包绕脂肪，在显

微镜下抽离神经组织，然后将神经组织移入培养

皿中，用眼科剪将组织反复剪成大小约0.2 mm2

的小碎块；将收集的神经碎块接种于含体积分数

为15%胎牛血清、2.5 g/L胶原酶、Dispase酶

(1.25 U/mL)的培养液中，置于 37 ℃ CO2细胞

培养箱内消化过夜。消化24 h后将组织块离心 

(1 200 r/min)5min，将上清液全部吸出，组织块

加入适量的培养基中，吹打成单细胞悬液，移入

有多聚赖氨酸的DMEM培养皿中，加入FGF-2 

(100 μg/L)，继续中CO2细胞培养箱培养，使细

胞贴壁生长[17-18]。每隔48 h换液，并在相差显微

镜下观察，当细胞平铺皿底(6~8 d)，当贴壁细

胞覆盖培养皿达85%~90%即可开始传代。 

许旺细胞的传代：倒置显微镜下见许旺细胞

大部分变圆，脱离培养皿底部浮起，缓缓加入

体积分数为10%胎牛血清终止消化，轻轻吹

打，收集滤液，离心 (1 200 r/min)5 min，弃

上清后稀释分别加入新的涂有多聚赖氨酸的

培养皿中，37 ℃恒温培养，每24 h在光镜下观

察生长及计数，每48 h半量换液。  

许旺细胞生长曲线的绘制：计数各培养皿中

的活细胞数：①选取：许旺细胞在培养后的第 

2，3，4，5，6，7，8，9，10天，分别各取 4

个培养皿，按传代方法见许旺细胞浮起后脱离

培养皿底部后，吸出培养基，取9滴细胞悬液

移入小试管中，加1滴4 g/L锥虫蓝液，混匀。

②计数：在3 min内，用计数板分别计数活细

胞和死细胞(镜下观察，死细胞淡蓝色，活细胞

拒染)。算出每毫升的细胞数，并绘制成曲线图。   

S-100蛋白免疫组织化学鉴定：培养完成后

(三四代)后液氮冰冻保存备用，保存前的许旺

细胞行S-100蛋白免疫组织化学染色鉴定。高

倍镜下细胞计数，计算 S-100阳性细胞率作为

许旺细胞纯度[19]。  

主要观察指标：①许旺细胞培养结果。②

许旺细胞的生长曲线。③不同时间许旺细胞的

计数。④许旺细胞传代结果。 

设计、实施、评估者：实验设计为第二作

者，干预实施为第一、三、四、五作者，评估

为第六作者。所有实施者均统一培训，采用盲

法评估。 

 

2 结果  

 

2.1 许旺细胞培养结果  光镜下观察可见培

养的许旺细胞胞体呈典型的“纺锤形”，狭窄，

细胞聚合在一起呈端对端、极对极、肩并肩排

列，S-100染色阳性为许旺细胞，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

主要仪器和试剂 

                                  

倒置相差显微镜，二氧化碳细胞 

培养箱      

海尔冰箱，湘仪离心机，DMEM  

(dulbecco modified ealge’s  

medium)培养基 

体积分数为 20%胎牛血清      

碱性成纤维细胞生长因子(FGF-2)  

牛脑垂体蛋白质粗提液(BPE)     

Dispase 酶(1.25 U/mL Neutral  

protease,grade II)(Roche)、 

2 g/L 胶原酶、2.5 g/L 胰蛋白酶 

来源 

 

Forma Scientific

 

Mediatech 

 

 

GIBCO 

Stemcell 

Mediatech 

Figure 1  S-100 positive Schwann cells cultured 
in vitro (Microscope, ×400) 

图 1  体外培养的许旺细胞呈 S-100 阳性染色
(显微镜，×400) 
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成纤维细胞的胞体较大，呈扁平状，多角形，染色

阴性或核浅淡。 

2.2 许旺细胞的生长曲线  不同时间许旺细胞的计数

见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

许旺细胞生长曲线见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 许旺细胞传代结果  在悬浮状态的许旺细胞偏圆

(呈圆形、透亮)，在培养皿中培养约3 h左右许旺细胞开

始贴壁，渐伸出突起，20~24 h许旺细胞即生长铺满皿

底，多形成细长梭形，多聚赖氨酸纯化作用明显，镜下

可见基本为纯净的许旺细胞，占细胞总数的85%以上，

密度在0.5×108 L-1以上。传代后，许旺细胞计数可达到

9 ×108 L-1以上。 

 

3 讨论 

 

许旺细胞是周围神经的主要结构和功能细胞，在神

经再生过程中起重要作用。目前认为许旺细胞在神经修

复过程中，通过不同机制促进神经再生。许旺细胞能够

形成类似于纤维蛋白基质的条索，神经轴突可以沿着许

旺细胞形成的条索再生。与此同时，许旺细胞能够分泌

或促进产生细胞外基质(如层粘连蛋白)和生长因子(如

神经生长因子)，为神经细胞和非神经细胞的早期生长提

供微环境[20-23]。 

1906年  Harrison首次发表了许旺细胞的培养技

术，目前按许旺细胞培养形式主要可分为单层细胞培

养法和组织块培养法两种模式[24-26]。实验中采用以消

化培养法为主，结合差速贴壁法来培养较纯净的许旺

细胞[27-28]。通过胰蛋白酶和中性蛋白酶，利用成纤维细

胞比许旺细胞更易被胰蛋白酶消化的特点,而达到许旺

细胞与组织块分离纯化,由于消化时间短,对许旺细胞几

乎没有什么影响[29]。利用在预铺多聚赖氨酸的培养瓶中,

成纤维细胞比许旺细胞更易贴壁的特点,来达到进一步

纯化的目的[30]。同时适当的加入生长因子(碱性成纤维

细胞生长因子)也起到了促进细胞生长的目的[31-32]。 

目前对于正常人外周神经许旺细胞的分离培养取

材来源有限，在充分尊重患者知情同意的情况下利用手

术废弃的正常神经组织，保证了实验用材料。实验的目

的在于探讨人许旺细胞分离、培养及纯化。在实验中，

作者的经验是：①在取材后尽量缩短体外时间，减少细

胞的非实验死亡。②组织块在裁剪过程中既要减少对神

经组织的钳夹，又要保证组织块尽量的小，否则组织块

较大难以消化，从而带来大量许旺细胞的流失。③综合

消化培养法和差速贴壁法能够加快许旺细胞的分离纯

化时间，提高细胞分离的纯度。④传代时细胞本身贴壁

并不十分的牢靠，因此在传代过程中胰酶消化的时间不

宜过长，以免造成消化过度影响细胞的活力；适当结合

轻微拍打及吹打，要缓慢，避免用力直接吹打细胞，造

成不应有的细胞损伤。 

在各种实验中，许旺细胞的纯度(可能含有成纤维细

胞)、来源(来源于新生儿或成人、自体或异种)、许旺细

胞培养基以及许旺细胞混悬液的细胞密度都成为影响

神经修复的因素[33]。如何能快速、有效的获取大量纯化

的许旺细胞成为了提高神经修复效率的关键。本实验许

旺细胞纯度在85%以上，数量在(9~11)×108L-1，能够满

足下一步动物实验所需移植的需求，但作为临床应用还

需要更高和更稳定的纯度。另外如何进行细胞的冷冻保

存，以及复苏后是否能够真正保证许旺细胞的存活数

量，这也需要进一步探索和研究。 
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表 1  不同时间许旺细胞的计数 
Table 1  Number of Schwann cells at various time points 
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_
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Culture time (d) 
 

Cell concentration (1×108 /L) 
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4 7.092±0.158 
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8 11.235±0.143 
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Figure 2  Growth curve of Schwann cells 
图 2  许旺细胞的生长曲线 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：课 题 受 清 华 -裕 元 医 学 科 学 研 究 基 金
（20240000562）资助，课题：许旺细胞与神经导管复合
体移植治疗周围神经损伤。 

利益冲突：无利益冲突。 

课题的创新点：以脑瘫患儿周围神经缩窄术中切除的周
围神经为研究材料，在无法律、伦理等约束前提下对人尤其
是正常人施万细胞进行系统研究，其研究结果更具实用价
值。 

课题评估的“金标准” ：实验以 S-100 蛋白免疫组织
化学鉴定，计算 S-100 阳性细胞率作为许旺细胞纯度检测
的“金标准”。 

设计或课题的偏倚与不足：细胞纯度对于临床应用还需
要进一步提高。 

提供临床借鉴的价值：人许旺细胞的培养、纯化更接近
临床应用，同种细胞较异种细胞能够减少临床应用的排异反
应。通过综合应用消化培养法结合差速贴壁法来培养较纯净
的许旺细胞，初步研究人许旺细胞的分离培养，为细胞库建
立及作为种子细胞应用于外周神经修复进行先期研究。 


