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大鼠胚胎中脑多巴胺神经元的分离培养与鉴定*★ 
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Isolation, culture and identification of rat embryonic mesencephalic dopaminergic neurons    

Wei Xiao-bing1, Deng Xing-li1, Wang Ying-li2, Yang Zhi-yong2, Li Zhi-gao2, Liu Ru-en3, Li Yu1 

Abstract 
 
BACKGROUND: Nerve cell transplantation therapy is one of the most promising methods to cure Parkinson’s disease. 
OBJECTIVE: To investigate the culture, isolation and identification of rat embryo mesencephalic dopaminergic neurons.  
METHODS: The mesencephalon was dissected from rat embryo at embryonic day 14 (E14). The brain tissue was triturated into a 
fine single-cell suspension. The cells were cultured with the medium containing Neurobasal, B27 supplement, β-mercaptoethanol 
and fetal bovine serum. The cells were identified with RT-PCR as well as immunocytochemistry, respectively. 
RESULTS AND CONCLUSION: The cells survived well in the medium. RT-PCR and immunocytochemistry results showed 
mostly all neurons expressed molecular markers for dopaminergic neurons. The dopaminergic neurons derived from rat 
embryonic mesencephalon were successfully isolated and cultured, which will provide the foundation for the further research 
about cell therapy of Parkinson’s disease. 
 
Wei XB, Deng XL, Wang YL, Yang ZY, Li ZG, Liu RE, Li Y. Isolation, culture and identification of rat embryonic mesencephalic 
dopaminergic neurons.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(36): 6789-6792.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：神经细胞移植治疗是最有希望治愈帕金森病的方法之一。 
目的：探讨大鼠胚胎中脑多巴胺神经元分离、培养与鉴定的方法。 
方法：解剖分离 E14d SD大鼠胚胎中脑组织，制备单细胞悬液，以神经细胞培养液培养，观察其生长情况并进行 RT-PCR
和免疫组织化学鉴定。 
结果与结论：在神经细胞培养液中，细胞生长良好。RT-PCR 和免疫组织化学结果显示大多数细胞表达多巴胺神经元特异
性分子标志。证实实验成功建立了大鼠胚胎中脑多巴胺神经元分离培养与鉴定的方法。 
关键词：多巴胺；神经元；中脑；大鼠；细胞培养 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.36.032 
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0  引言 
 

帕金森病是常见于中老年的神经退行性疾

病，其主要病理改变为中脑黑质致密部神经元

的变性及其导致纹状体内神经递质多巴胺的耗

竭，目前尚无根治疗法
[1-5]
。随由于帕金森病变

区域较为局限，被认为是神经细胞移植治疗最

有希望治愈的中枢神经系统疾病之一
[6-9]
。多巴

胺神经元是最早用于细胞移植治疗帕金森的神

经细胞，已有研究表明多巴胺神经元移植可改

善帕金森患者的症状
[10-11]
。本实验将探讨大鼠

胚胎中脑多巴胺神经元分离、培养与鉴定的方

法，为进一步应用其移植治疗帕金森奠定基础。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞形态学观察。 
时间及地点：于2008-07/2009-10在昆明

医学院第一附属医院完成。 
材料：SPF级E14 SD孕鼠2只，由昆明医

学院实验动物中心提供，动物质量合格证号：

SCXK(滇)2005-0008；实验过程中对动物的处
置符合 2009年《 Ethical issues in animal 
experimentation》相关动物伦理学标准的条例
及3R原则[12]

。 
主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

主要试剂 来源 
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方法： 

大鼠胚胎中脑多巴胺神经元的分离培养
[13-15]

：

2%戊巴比妥钠(40 mg/kg)麻醉SD孕鼠，无菌
解剖分离胚胎中脑组织并剪成1 mm3

的碎块，

0.25 %胰酶消化、火焰抛光吸管吹打、200目
筛网过滤制备单细胞悬液。调整细胞浓度至

2×108 L-1
，接种多聚赖氨酸包被的培养皿，神

经细胞培养液(Neurobasal，B27，1%胎牛血
清，β-巯基乙醇)，37 ℃体积分数5%CO2培养。

原代细胞接种24 h后，向细胞培养液中加入5-
氟脲嘧啶(终浓度达6.7 mg/L)以抑制非神经细
胞的生长，24 h后更换培养液继续培养。每天
观察细胞的生长情况，每3 d半量换液。 

多巴胺神经元的鉴定： 

RT-PCR鉴定 [16-18]
：以EZ Spin Column 

RNA Purification Kit提取细胞总RNA，紫外分光
光度法及甲醛变性Agarose凝胶电泳鉴定RNA
的纯度和完整性。用RevertAidTM First Strand 
cDNA Synthesis Kit，以oligo(dT)18为引物反转
录合成cDNA第1链。然后以上述cDNA第一链为
模板进行PCR扩增，引物序列如下：  nuclear ①

receptor subfamily 4 (Nurr1)：上游引物，
5’-GTC AGC ATT ACG GTG TTC G-3’；下游引
物，5’-CCA TAG AGC CAG TCA GGA G-3’。

 LIM homeobox transcription factor 1 beta ②

(Lmx1b)：上游引物，5’-TAC CAC CTG GGC 
TGT TTC T-3’；下游引物，5’-GAG TTC TGC 
TGC TCT TGC TG-3’。  tyrosine hydroxylase ③

(TH)：上游引物，5’-CTA CTG TCC GCC CGT 
GAT-3’；下游引物，5’-CAG CCC TGC ACC 
ATA AGC-3’。  beta Actin (Actb)④ ：上游引物，

5’-GAG GGA AAT CGT GCG TGA C-3’；下游
引物，5’-CTG GAA GGT GGA CAG TGA G-3’。
反应条件为94 ℃预变性3 min，94  1 min℃ ，  
55  1 min℃ ，72  1 min℃ ，共25个循环，72 ℃
延伸10 min。琼脂糖凝胶电泳鉴定RT-PCR产
物。 
免疫细胞化学鉴定：细胞先后经40 g/L多聚

甲醛固定，0.25% Triton X-100透化，3% BSA
封闭，再依次与兔抗TH抗体、小鼠抗β-Ⅲ - 
tubulin抗体、TRITC标记的山羊抗兔IgG以及
FITC标记的山羊抗小鼠IgG于37 ℃分别孵育，
DAPI染核后封固，激光共聚焦显微镜观察并照
相。 
主要观察指标：①多巴胺神经元的体外培

养的一般生物学特性。 RT② -PCR结果观察有无
多巴胺神经元标志基因Nurr1，Lmx1b和TH 

mRNA的表达及其表达量。③免疫细胞化学染
色观察有无多巴胺神经元标志物β-Ⅲ-tubulin及
TH免疫反应结果。 

   
2  结果 

 
2.1  大鼠胚胎中脑多巴胺神经元的分离培养  
接种12 h后，细胞基本全部贴壁，贴壁细胞呈
圆形，少数经细胞长出一二个突起，形似蝌蚪；

24 h后，细胞均匀分布，胞体呈圆形或椭圆形，
长出突起的细胞增多，突起亦相应延长，但细

胞突起之间的联络尚少；4 d后，部分胞体呈三
角形或多边形，有的神经突起已互相联络；6 d
后，细胞体积进一步增大，胞体呈椭圆形、三

角形或不规则形，立体感强，并分化成双极或

多极细胞，神经突起的主干和分支明显延长并

增粗，相互联系增多；7~11 d，神经细胞突起
进一步增多形成更致密的网络；此后细胞生长

速度减慢，细胞逐渐衰老，随着培养时间的延

长，细胞数量逐渐减少，胞质界限不清，细胞

突起收缩断裂，最后细胞死亡，崩解成碎屑，

见图1。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 

2.2  大鼠胚胎中脑多巴胺神经元的鉴定 
RT-PCR鉴定：RT-PCR结果显示培养细胞表

达中有多巴胺神经元标志基因Nurr1，Lmx1b
和TH mRNA的表达，见图2。 

Figure 1  In vitro cultre of rat ventral midbrain nerve 
cells (×400) 

图 1  大鼠胚胎中脑多巴胺神经元的分离培养(×400)

Nerve cells were isolated from embryonic day 14 rat ventral 
midbrain, and cultured in neurobasal medium supplymented 
with fetal bovine serum, B-27 as well as β-mercaptoethanol. 
Phase-contrast photomicrograph showed cells with extensions 
can be seen at 4d after seeding (A), as time went by, the 
extensions grow long and thick, by which the nerve cells 
interconnected with each other (B) 
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免疫细胞化学鉴定：免疫细胞化学染色显示细胞呈β-

Ⅲ-tubulin、TH免疫反应阳性，TH免疫反应阳性细胞率
达85.7%。TH免疫反应阳性神经元表现为多种形态，胞
体呈梭形或椎体形，并发出单个或多个突起，见图3。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 

3  讨论 

 
多巴胺神经元在中枢神经系统主要集中于A9-中脑

腹侧黑质致密部和A10-中脑腹侧背盖区[19]
。研究表明，

采用E16以后的大鼠胚胎或新生鼠中脑组织进行细胞培
养，仅有不到2.5%的多巴胺神经元能够存活，而应用
E14大鼠胚胎中脑组织进行细胞培养，多巴胺神经元的
存活率可达17%~25%[20]

。此外，已有研究证实大约90%
的多巴胺神经元聚集在E14大鼠胚胎中脑脑曲吻侧背盖
部约1.0 mm3

区域的组织中
[21]
。故本实验选用E14大鼠

胚胎中脑组织进行细胞培养。研究表明，多巴胺神经元

从分散为单个细胞到接种24 h内特别容易死亡，并常表
现出凋亡的特征。因此，若在这段时间内采取适当的措

施抑制多巴胺神经元的凋亡，可一定程度提高多巴胺神

经元的存活率。另有研究表明，适度提高细胞的接种浓

度可增强营养因子的旁分泌作用，从而能提高多巴胺神

经元的存活率
[22]
。本实验采用较高的细胞接种浓度

(5×108 L-1)，以Neurobasal添加B27、胎牛血清和β-巯
基乙醇作为神经细胞培养基，获得了较高纯度的多巴胺

神经元。Neurobasal为美国Gibco公司开发的胚胎神经
细胞专用培养基；B-27添加剂含有维持神经元生长必须
的维生素、激素、胰岛素、转铁蛋白、过氧化氢酶、抗

氧化剂、脂肪酸等
[23]
。在本实验中，E14胚胎中脑多巴

胺神经元在体外培养5 d后逐渐成熟；7~11 d为生长最
为旺盛，此时胞体壮大，胞浆丰富，神经突起粗大、密

集且互相连接成网状；14 d以后胞体变小，轴突收缩，
细胞逐渐衰老，与文献报道一致

[20]
。中脑多巴胺神经元

发育过程中存在两条级联信号通路：Nurr1通路和
Lmx1b-Ptx3通路[24]

。Nurr1对中脑多巴胺神经元的分化
成熟有决定性作用，其通过与TH基因转录增强子的反应
元件结合而激活TH基因的表达。Lmx1b-Ptx3在多巴胺
神经元的存活中起关键作用。研究证实，帕金森患者和

帕金森模型大鼠脑内Lmx1b表达水平均显著降低[25]
。 

本实验RT-PCR结果显示，Nurr1、Lmx1b和辅助性
T细胞基因均在培养细胞内表达，表明培养的细胞中含
有成熟的多巴胺神经元。辅助性T细胞主要分布于中枢
神经系统儿茶酚胺神经元，催化儿茶酚胺类神经递质体

内合成的起始步骤，即L-酪氨酸羟化形成L-DOPA的反
应。与参与儿茶酚胺合成步骤的其他催化酶相比，辅助

性T细胞含量最少、合成速率最低、催化活性最弱且底
物专一性最强，因而是包括多巴胺在内的儿茶酚胺类神

经递质合成的限制酶。通常，TH被认为是多巴胺神经元
的标志蛋白

[26]
。 

为了鉴定培养多巴胺神经元的纯度，实验对培养的

细胞进行了辅助性T细胞免疫细胞化学检测。结果显示
培养7~11 d细胞中辅助性T细胞免疫阳性率细胞率达
85.7%。本实验中显示，辅助性T细胞免疫阳性神经元
表现为多种形态，主要包括梭形的单极或双极神经元和

椎体形的多极神经元，与前人报道一致
[20，27-28]

。综上所

述，本实验成功从大鼠胚胎中脑组织分离得到多巴胺神

Figure 3  Identification of embryonic day 14 rat vental 
midbrain dopaminergic neurons 

图 3  大鼠胚胎中脑多巴胺神经元的鉴定 

Immunofluorescence stain was perforemed to identify the culured nerve 
cells 9 d after in vitro culture. Fluorescence photomicrogragh showed the 
nerve cells were immunoreactive for beta Ⅲ Tubulin (Neuronal Marker, 
A, ×200) and TH (B, ×200). TH immunopositive neurons take different 
shape, including unipolar neurons, bipolar neurons as well as polypolar 
neurons (E, F, ×400). C: DAPI nuclear counterstaining. D: Merge 

500 bp 
 
 
250 bp 

Figure 2  Expression of dopaminergic neuron related factors 
in cultured nerve cells by RT-PCR 

图 2  RT-PCR鉴定多巴胺神经元标志基因在培养细胞中的 
表达 

     1                                                                  2            3        4       5 

1: DNA Marker-C; 2: Nurr1 (429 bp); 3: Lmx1b (464 bp); 4: TH (300 bp); 
5: Actb (445 bp) 
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经元，为进一步应用其开展细胞移植治疗帕金森的研究

奠定基础。 
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