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多聚赖氨酸和明胶对神经干细胞增殖和分化的影响*
孙 黎1，张 力2，胡晓峰3，张 辉2，罗 强1，王新生1，朱登祥1，薄爱华1

Effect of polylysine and gelatin on proliferation and differentiation of neural stem cells

Sun Li1, Zhang Li2, Hu Xiao-feng3, Zhang Hui2, Luo Qiang1, Wang Xin-sheng1, Zhu Deng-xiang1, Bo Ai-hua1

Abstract

BACKGROUND: Currently, there are plenty of the investigations regarding the induced differentiation of neural stem cells (NSCs) in
vitro, but the process of differentiation is difficult to control, many methods are complicated to operate, and the proportions of
differentiation are very low.
OBJECTIVE: To discuss in vitro cultivation of rat embryonic forebrain NSCs and to observe the differentiation rule of NSCs.
METHODS: The forebrains were isolated from fetal rats under aseptic conditions, to prepare monocell suspension, and cultured
with DMEM/F12 medium containing N2 at the density of 1×1011/L. In the process of cultivating, BrdU was added to mark NSC
spheres. The induced differentiation experiment was divided into three groups: polylysine culture plate, gelatin plate and no plate
culture groups. 20% volume fraction of embryonic bovine serum was used to stimulate the differentiation. Immunohistochemistry
method was applied to detect the level of nestin and BrdU, as well as NSCs differentiation into nerve cells in the serum induction.
RESULTS AND CONCLUSION: The cells presented the NSC-like growth and continuous proliferative capacity, they can
subculture. Nestin and BrdU were both positive in passaged neurospheres. The inducing differentiation effect of the polylysine
culture plate group and the gelatin plate group was greater than no plate culture group (P < 0.01), and the polylysine culture plate
group had a little higher percentage of neurons differentiating than the gelatin plate group (P > 0.05). The result of
immunohistochemistry was glial fibrillary acidic protein-positive and microtubule-associated protein-2-positive. Rat embryonic
forebrain is full of NSCs. The polylysine and the gelatin as cells holder in inducing NSCs differentiation can improve NSCs
differentiation and mostly differentiate into the astrocytes through differentiation observation.

Sun L, Zhang L, Hu XF, Zhang H, Luo Q, Wang XS, Zhu DX, Bo AH.Effect of polylysine and gelatin on proliferation and
differentiation of neural stem cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(47): 8755-8758.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：目前大鼠神经干细胞体外诱导分化的研究报道诸多，但其分化过程很难控制，很多实验的操作方法复杂，分化比率也很低。

目的：探索大鼠胚胎前脑神经干细胞体外原代及传代培养方法，并观察其分化规律。

方法：胎鼠在无菌条件下分离出前脑，制备单细胞悬液，以 1×1011L-1接种于含 N2的 DMEM/F12培养基中培养，传代培养

过程中加入 BrdU，标记神经干细胞球。诱导分化实验分为多聚赖氨酸铺板组、明胶铺板组和无铺板组。采用体积分数 20%
胎牛血清刺激其分化。免疫细胞化学检测 nestin、BrdU及在血清诱导条件下神经干细胞向神经细胞分化的能力。

结果与结论：细胞呈神经干细胞样生长，具有连续增殖能力，可以传代培养。传代神经球中的细胞均呈 nestin阳性和 BrdU
阳性。多聚赖氨酸铺板组和明胶铺板组贴壁后分化为神经细胞能力强于无铺板组 (P < 0.01)。多聚赖氨酸铺板组略强于明胶

铺板组(P > 0.05)。神经谱系标记物神经胶质纤维酸性蛋白和微管相关蛋白 2的免疫细胞化学结果均阳性。结果表明，大鼠

胚胎前脑富含神经干细胞，其分化观察，多聚赖氨酸和明胶在诱导神经干细胞分化中作为细胞贴壁支持物提高分化细胞数

量的作用，且多分化为星形胶质细胞。

关键词：多聚赖氨酸；神经干细胞；明胶；增殖分化；体外培养
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0 引言

神经干细胞的发现，使人们对神经系统的

发生、再生以及神经系统疾病治疗有了新的认

识，为神经系统疾病治疗开拓了新的前景[1-4]。

在适宜的体外培养条件下，从胚胎和成年动物

包括人的中枢神经系统培养得到的神经干细胞

可以分化成神经胶质细胞和各种类型的神经

元。神经干细胞存在固有的增殖分化规律，类

似于胚胎中枢神经系统自然发育过程，培养方

法的改进和细胞因子的刺激只能部分影响神经

干细胞的成熟过程[5]。本课题利用无血清培养技

术，在含N2的DMEM/F12培养基中加入表皮生长

因子(epidermal growth factor，EGF)和碱性成纤

维生长因子(basic fibroblast growth factor，bFGF
培养胎鼠前脑组织，将得到的神经干细胞，以

多聚赖氨酸铺板或明胶铺板，胎牛血清刺激，

观察分化规律，为深入研究神经干细胞的特性

及分化机制提供基础。
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1 材料和方法

设计：单一样本观察。

时间及地点：实验于2008-05/2009-10在
河北北方学院实验中心完成。

材料：清洁级Wistar孕16 d鼠2只，由中国

医学科学院实验动物研究所提供，动物质量许

可证编号：SCXK(京)2005-0013。实验过程中

对动物处置符合2006年科学技术部发布的《关

于善待实验动物的指导性意见》[6]。

试剂：

实验方法：

细胞培养[7]：取16 d Wistar胎鼠在无菌条件

下取脑，分离出前脑，制成单细胞悬液。接种

于盛有5 mL含N2的DMEM/F12培养基的50 mL
培养瓶中，接种密度为1×1011 L-1，加EGF(终浓

度为 20 μg/L)和bFGF(终浓度为10 μg/L)。待原

代克隆形成后机械分离成单细胞悬液，按上述

条件继续培养。以后每两三天半量换液，5~7 d
分离传代1次。

nestin抗原免疫细胞化学鉴定：取部分神经球

和单细胞悬液，离心后直接涂片检测或者均匀

地接种到预先置有涂布多聚赖氨酸盖玻片的6
孔培养板中，并加入含有体积分数20%胎牛血

清的DMEM/F12培养基，孵育2 h后行nestin免疫

细胞化学鉴定。

BrdU标记及其检测[8]：将BrdU加入传代培养

的细胞培养基中，终浓度为6 mg/L，同时加入

EGF(终浓度为 20 μg/L)和 bFGF(终浓度为

10 μg/L)，按上述条件继续培养5 d。新克隆形

成后，将神经球均匀地接种到预先置放涂有多

聚赖氨酸盖玻片的6孔培养板中，待神经球贴壁

2 h后行免疫细胞化学鉴定。

制板与诱导分化实验分组：

诱导分化实验分组：多聚赖氨酸铺板组、

明胶铺板组和无铺板组。取5 mg的poly-l-lysine
加入50 mL PBS液，即为100 mg/L的储备液

-20 ℃保存，用时4倍稀释配制25 mg/L的多聚

赖氨酸溶液。取0.2 g明胶溶于100 mL三蒸水中

消毒灭菌，配制成2 g/L明胶。两种溶液分别均

匀铺板。方法：用加样器将24孔板中加入

100 μL，水平振荡板底，使平铺于各孔，静置

于室温超净工作台，紫外照射6 h。接种细胞

前D-Hanks液冲洗3次。加入含有体积分数

20%FBS的培养液，37 ℃，体积分数5%CO2

饱和湿度培养箱中孵育4 h后使用。无铺板组

只加入含有体积分数 20%FBS的培养液，

37 ℃，体积分数5%CO2饱和湿度培养箱孵育

4 h使用。

神经细胞免疫细胞化学检测：取克隆细胞球,
制成单细胞悬液,接种到预先置放涂有浓度为

25 mg/L的多聚赖氨酸盖玻片的24孔培养板

中，并加入含有体积分数20%胎牛血清的

DMEM/F12培养基，动态观察10 d神经干细胞

分化情况及形态学变化。按上述条件继续培养

10 d后行神经胶质纤维酸性蛋白和微管相关

蛋白2免疫细胞化学检测。明胶铺板组同此方

法操作。

主要观察指标：①细胞培养结果。②nestin
抗原的表达。③BrdU标记及检测结果。④诱导

分化结果。⑤免疫细胞化学检测结果。

设计、实施、评估者：实验由第一、四作

者设计，第二、三、五、七作者实施，第六、

八作者进行结果评估，均经过系统培训，未使

用盲法评估。

统计学分析：计量资料采用平
_

x±s表示，用

SPSS 11.0统计软件进行t 检验，以P < 0.05表
示差异有显著性意义，P < 0.01表示差异有非

常显著性意义。

2 结果

2.1 细胞培养结果 原代培养的前脑细胞成

透亮的圆球形，悬浮生长,细胞形态规则,边界

清楚,体积较小，折光性较强,胞浆颜色较深，

核/浆比值大，1周左右培养瓶中出现有许多由

数十到数百个细胞组成的呈悬浮生长的细胞

球。

传代的神经干细胞培养出现与原代培养

相同的克隆细胞球，细胞形态不变，见图1。
传代后，加入血清分化10 d，有突起从贴壁细

胞缘团边长出，并铺展开来。

试剂 来源

DMEM/F12(1∶1)培养基、 Gibco公司

N2无血清添加剂、胎牛血清

EGF、bFGF、poly-l-lysine、 Sigma公司

青链双抗、兔抗鼠多克隆

nestin 抗体、BrdU、小鼠抗

大鼠 BrdU单克隆抗体、

兔抗鼠神经胶质纤维酸性蛋白

多克隆抗体、小鼠抗大鼠微管

相关蛋白 2单克隆抗体

明胶、SABC试剂盒和 武汉博士德

DAB显色试剂盒 生物工程公司
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2.2 nestin抗原的表达 直接涂片检测的神经球未发

现有突起从细胞团边缘长出，其形态保持完好。贴附

于盖玻片上的神经球2 h后发现有突起从细胞团边缘

长出，发现传代的神经球中的细胞均呈现nestin阳性，

表明培养得到的神经球中的细胞具有胚胎源性。见图

2。

2.3 BrdU标记及检测结果 加入BrdU 5 d后可见新

的克隆球已经形成，之后将神经球均匀地接种到预先

置放涂有多聚赖氨酸盖玻片的6孔培养板中。待克隆球

贴壁后，免疫组织化学显示新形成克隆球中的细胞均

为BrdU阳性，表明克隆球具有不断分裂增殖的生物学

特性。见图3。

2.4 诱导分化结果 细胞贴壁后形态变为不规则，部

分细胞长出突起；有的突起相互交织成网状，建立起形

态上的联系。多聚赖氨酸铺板组和明胶铺板组贴壁后分

化为神经元及神经胶质细胞能力强于无铺板组 (P <
0.01)。多聚赖氨酸铺板组略强于明胶铺板组(P > 0.05)。
见图4，5。

2.5 免疫细胞化学检测结果 在从培养基中除去EGF
和bFGF之后,加入FBS进行有血清培养的条件下，神经

干细胞能分化出神经元或神经胶质细胞。免疫组织化学

及免疫荧光检测显示细胞分化后呈神经胶质纤维酸性

蛋白、微管相关蛋白2阳性反应，胞浆被染成棕黄色，

经苏木精复染，细胞核染成蓝紫色。见图6。

Figure 5 The differentiation at 10 d by using serum after
passage culture (Morphological observation, ×200)

图 5 分化实验组传代后血清分化 10 d形态学动态观察
(×200)

Figure 3 BrdU-positive cells demonstrate the proliferating
capacity of neural stem cells
(Immunohistochemistry, ×200)

图 3 BrdU阳性细胞显示神经干细胞的增殖能力(免疫组
织化学，×200)

Figure 4 The differentiation using serum at 10 d after
passage culture (Morphological observation, ×200)

图 4 传代后血清分化 10 d形态学观察 (×200)

Figure 1 Morphological observation of neural stem cells of
primary culture 7 d (×400)

图 1 原代培养 7 d的神经干细胞形态学观察(×400)

Figure 2 Nestin-positive after the smear of monocell
suspension (Immunohistochemistry, ×200)

图 2 单细胞悬液涂片后 nestin阳性(免疫组织化学，×200)

a: Polylysine culture plate group b: Gelatin plate group

c: No plate culture group

Polylysine culture plate group

Gelatin plate group

No plate culture group100

80

60

40

20

0
1 4 7 10
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3 讨论

实验结果表明，从胎鼠分离培养出的神经干细胞在

无血清培养条件下，由EGF和bFGF刺激后，这种神经

干细胞能不断分裂增殖，形成神经球；在同样条件下，

能不断传代形成新的神经球。

在体外贴壁分化过程中nestin的表达越来越少，出

现了神经元的标志性蛋白——星形胶质细胞特征性蛋

白-神经胶质纤维酸性蛋白和微管相关蛋白2。免疫组织

化学结果与免疫荧光结果均为阳性。证明了培养得到的

细胞具有较强的增殖能力，而且具有多向分化潜能，能

够分化为神经元和胶质细胞。

中间丝蛋白nestin已作为神经干细胞的特征性生物

学标志被广泛应用于神经干细胞的鉴定[9]。作者在神经干

细胞生长的稳定增殖期，即原代培养或传代培养的7~
10 d，获取神经干细胞克隆球，对克隆球和贴壁分化的细

胞进行免疫组织化学及荧光染色，细胞球均为nestin阳
性。表明本实验中培养得到的细胞为神经干细胞。

多分化潜能是神经干细胞的一个基本属性，在从培养

基中除去EGF和bFGF之后，加入FBS进行有血清培养的

条件下，神经干细胞能分化出神经元或神经胶质细胞。

最新研究发现胶质细胞除作为神经元赖以生存的“土

壤”，给神经元提供营养代谢支持外，还在癫痈、脑外伤、

脑缺血和Alzheiner病等神经系统疾病的发病过程中起着

至关重要的作用[10-15]。本实验中观察到在有多聚赖氨酸和

明胶的培养板上贴壁生长的细胞生长速度先慢后快，多聚

赖氨酸铺板组和明胶铺板组贴壁后分化为神经元及神经

胶质细胞能力强于无铺板组(P < 0.01)。多聚赖氨酸铺板

组略强于明胶铺板组(P > 0.05)。细胞之间结合紧密，说

明贴壁状态下加入多聚赖氨酸、明胶能够促进神经干细胞

增殖。观察培养10 d的干细胞球分化，发现多聚赖氨酸能

够诱导神经干细胞分化且多为星形胶质细胞。神经干细胞

取材时和神经球传代时，都需要将聚集在一起的细胞分

散。很多报道采用酶消化法分散细胞团，本实验经过反复

实验比较发现，酶消化短时间无法使细胞团完全分散，延

长消化时间却使细胞粘连成索状(DNA释出所致)或大量

死亡。本实验用巴氏吸管反复机械吹打(10~20次)，手法

尽量轻柔，并采用400目细胞筛网过滤，神经干细胞生长

良好，经传代后仍具有增殖和分化能力。
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来自本文课题的更多信息--

基金资助：课题为河北省教育厅资助课题(2007304)，课
题名称：胚胎神经干细胞修复脑创伤的实验研究。

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。

课题的创新点：实验分离培养了胎鼠前脑神经干细胞，

证实其具有自我更新和多分化潜能，多聚赖氨酸和明胶在诱导

神经干细胞分化中作为细胞贴壁支持物提高分化细胞数量的

作用，且多为星形胶质细胞。

课题评估的“金标准”：检测神经干细胞在体外的存活、

增殖和分化时，分别采用 nestin，BrdU，神经胶质纤维酸性

蛋白，微管相关蛋白 2免疫组织化学。

设计或课题的偏倚与不足：细胞在体外培养条件下增殖

分化良好，植入后受体内微环境、内源性诱导因子等作用，其

增殖、迁移、分化状况难以准确分析。拟在后续实验中检测其

分化为神经元的细胞，分析其分化潜能，并进一步观察基因表

达情况。

提供临床借鉴的价值：实验为深入研究神经干细胞的特

性及分化机制提供基础。

Figure 6 The differentiation of neural stem cells in vitro
(Immunohistochemistry, ×400)

图 6 体外诱导后神经干细胞的分化(免疫组织化学，×400)

a: Glial fibrillary acidic protein b: Microtubule-associated protein-2


