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外胚间充质干细胞的体外分离培养与鉴定*☆ 

李  兵，费  舟，胡世颉，林  伟，李  侠，胡学安，王  冰 

 

 

文章亮点：实验在体外成功分离培养外胚间充质干细胞，并采用低亲和力神经生长因子受体作为磁珠分离的细胞表

面标志对其进行分选，结果提示体外分离经磁珠筛选纯化扩增的细胞证实为外胚间充质干细胞，其具有干细胞特征。 

关键词：外胚间充质干细胞；干细胞；神经嵴细胞；分离培养；鉴定；表型 

 

摘要 

背景：外胚间充质干细胞不仅可以作为组织工程研究的一种新种子细胞，而且可以为临床神经系统肿瘤提供一种新

的治疗策略。 

目的：体外分离外胚间充质干细胞，对其进行磁珠筛选、形态及超微结构观察、神经干细胞表型鉴定及生长增殖能

力检测。 

方法：从 SD 胎鼠的上下颌突分离出外胚间充质干细胞进行原代培养，培养液中加入磁珠包被的低亲和力神经生长

因子受体抗体，进行磁珠筛选纯化。 

结果与结论：经磁珠筛选后的外胚间充质干细胞呈“成纤维细胞样”细胞，为长梭形，漩涡状生长；透射电子显微

镜显示主要为间充质样细胞，形状不规则，细胞增殖活性高，处于未分化状态；免疫组织化学染色结果显示人自然

杀伤细胞 1、波形蛋白、S-100在细胞浆中呈阳性表达，而细胞角蛋白则为阴性；生长曲线显示呈“S”形，第 3天

进入对数生长期，第 6天进入平台期，其倍增时间 TD=40.28 h。提示体外分离经磁珠筛选纯化扩增的细胞证实为外

胚间充质干细胞，其具有干细胞特征。 

 

 

In vitro isolation, cultivation and identification of ecto-mesenchymal stem cells    

 

Li Bing, Fei Zhou, Hu Shi-jie, Lin Wei, Li Xia, Hu Xue-an, Wang Bing 

 

Abstract 

BACKGROUND: Ecto-mesenchymal stem cells are not only a new kind of seed cells in tissue engineering research, but 

also an innovative therapeutic strategy for tumors in clinical nervous system. 

OBJECTIVE: To observe morphology and ultrastructure, identify nerve stem cell marker and test the ability of growth 

and the proliferation of in vitro isolated ecto-mesenchymal stem cells. 

METHODS: Ecto-mesenchymal stem cells were enzymatically isolated from the first branchial arch of rat embryo and 

maintained in an undifferentiated state with beads coated low affinity nerve growth factor receptor antibody. Then they 

were purified by magnetic activated cell sorting.  

RESULTS AND CONCLUSION: Ecto-mesenchymal stem cells after purification by magnetic activated cell sorting grew 

like swirls and were fibroblast-like and long spindle-shaped. The ultrastructure of ecto-mesenchymal stem cells was 

characterized by mesenchymal-like cells with irregular shape, undifferentiation and high activity of proliferation. 

Immunohistochemical staining manifested that ecto-mesenchymal stem cells expressed human natural killer cells-1, 

Vimentin and S-100 but not cytokeratin. Ecto-mesenchymal stem cells grew into the exponential phase after cultured 

for 3 days, and reached to plateau phase after cultured for 6 days. The growth curve was “S” like and the doubling time 

was 40.28 hours. The evidence suggested that the cells in vitro cultured and purified by magnetic activated cell sorting 

were undifferentiated ecto-mesenchymal stem cells with stem cell characteristics. 

 

Li B, Fei Z, Hu SJ, Lin W, Li X, Hu XA, Wang B. In vitro isolation, cultivation and identification of ecto-mesenchymal 

stem cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(45):8435-8439.     
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0  引言 

 

神经嵴是脊椎动物胚胎发育过程中的一个

暂时性结构，起源于神经板两侧神经褶，神经

嵴来源于外胚层，是机体内最具多分化潜能性

的结构之一，它的衍生物具有3个胚层衍生物结

构的性质。颅神经嵴细胞向腹外侧迁移，到达

颌突的中胚层后，这些细胞被称为外胚间充质

干细胞，有研究证实外胚间充质干细胞具有多

项分化潜能
[1-6]
。但是只有获得高纯度的外胚间

充质干细胞，才能对其生物学特性进行深入研

究，因此获得高纯度的外胚间充质干细胞是今

后研究的基础。课题组之前通过流式细胞仪分

析体外培养的外胚间充质细胞中外胚间充质干

细胞的数量非常少，所以如何在体外分离扩增

外胚间充质干细胞就显得尤为重要。实验采用

磁珠分选原代细胞中低亲和力神经生长因子受

体阳性的细胞，从而分离和扩增外胚间充质干

细胞，该方法分离过程对目的细胞的损伤小，

故分选所得细胞可以供继续研究使用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：观察性实验。 

时间及地点：实验于2011年3至10月在解放

军第四军医大学西京医院神经外科实验室完成。 

材料：  

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验动物：清洁级Sprague Dawley(SD)孕鼠

5只，妊娠十一二天(以雌雄同笼后见阴栓当日

正午记为0.5 d)，由解放军第四军医大学动物中

心提供，实验动物许可证号 SCXK-( 军 ) 

2007-007。 

实验方法： 

SD大鼠外胚间充质干细胞的原代培养：断颈处

死妊娠12.5 d的SD大鼠，无菌条件下剖腹取出

胎鼠，置PBS中切取胎鼠上下颌突，切成大小

为0.1 mm×0.1 mm×0.1 mm左右的小块，用

0.25%胰蛋白酶液37 ℃消化8 min，轻轻吹打，

使组织块松散，直至消失变为单细胞悬液，加

入等量含血清的DMEM培养液终止消化，轻轻

吹打混匀，800 r/min离心6 min，弃上清，加入

含有10
6
 U/L白血病抑制因子的DMEM-F12培养

液使细胞重悬，经75 μm的滤网过滤后，以去除

聚集的细胞团和未消化的组织，也可以去除体积

较大的细胞，然后分装入培养瓶中，加入适量的

培养液，置于体积分数为5%CO2，37 ℃饱和湿

度的孵箱中40 min左右，在倒置显微镜下观察

大部分细胞已经贴壁，弃上清，再加入新鲜的

含有白血病抑制因子的培养液继续培养，隔日

观察细胞生长状况，两三天消化进行磁珠筛选。 

磁珠筛选法纯化外胚间充质干细胞：实验采用

间接法免疫磁珠分离，一抗为兔抗低亲和力神

经生长因子受体，首先清洗磁珠，剧烈振荡磁

珠以充分混匀；将磁珠移至离心管内并放置磁

力架上静置2 min后，去除上清；加入含有0.1%

血清的PBS清洗，重复上一步骤，清洗3次后重

悬备用。 

细胞分离：原代细胞用含有0.1%血清的PBS

重悬，加入低亲和力神经生长因子受体抗体，  

4 ℃孵育30 min，然后用含有0.1%血清的PBS

清洗3次，去除残留的抗体；细胞再次重悬，按

照1×10
11

 L
-1
的浓度加入磁珠(使用前轻晃混匀

磁珠)，2-8 ℃孵育60 min；将分离管置于磁力

架上，静置2 min，然后缓缓的弃去上清液；用

含有0.1%血清的PBS重悬清洗2次，最后弃去

上清。加入磁珠分离液(0.2 mol/L PH2柠檬酸

盐)，轻晃混匀2 min，混匀后置于磁力架上，

静置2 min，取上清液；重复几次以去除残余的

磁珠，将上清接种到培养液中。 

形态学观察：每日在倒置显微镜下观察细胞

试剂及仪器 来源 

低糖 DMEM-F12培养基(1∶1) 

体积分数为 15%小牛血清  

 

白血病抑制因子  

LSAB 加强型免疫组织化学试剂

盒，抗大鼠波形丝蛋白多克隆抗

体，抗大鼠细胞角蛋白多克隆抗

体，抗大鼠 S-100多克隆抗体，

抗 Nestin单抗  

抗大鼠人自然杀伤细胞 1(CD57)单

克隆抗体，兔抗大鼠低亲和力神

经生长因子受体，抗人自然杀伤

细胞 1(CD57)单克隆抗体  

羊抗兔磁珠试剂盒  

CO2孵箱  

倒置相差显微镜和照相系统   

Gibco 

浙江金华清湖犊牛 

利用研究所 

Chemicon 

DAKO 

 

 

 

 

Santa Cruz Bio 

 

 

 

Dynal biotech 

Heraeus 

OLYMPUS 
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TD=Δtlog2/logNt-logN0 

生长情况和细胞形态并照相。 

透射电子显微镜观察：取磁珠筛选后第3代细胞，消化

收集细胞，离心，浸洗，戊二醛固定，包埋，脱水，常

规制作超薄切片，做透射电子显微镜观测。 

免疫细胞化学法鉴定细胞表型特性：取磁珠筛选后第3

代细胞爬片，将生长状况良好的第3代细胞接种于预先

处理消毒过的小盖玻片(8 mm×8 mm)上，37 ℃孵箱中

孵育24 h，用0.1 mol/L PBS洗涤3次后，体积分数为95%

乙醇固定2 h，梯度乙醇脱水。LSAB加强型免疫组织化

学试剂盒说明书进行细胞的免疫组织化学染色，检测人

自然杀伤细胞1、波形蛋白、细胞角蛋白、S-100的表达。

免疫组织化学试剂盒进行细胞染色步骤如下：0.3% 

Triton X-100，15 min，增加细胞通透性；0.01 mol/L PBS

振洗5 min×3；体积分数为3%过氧化氢30 min，以消除

内源性过氧化物酶活性；0.01 mol/L PBS振洗5 min×3；

10%正常牛血清白蛋白室温封闭30 min，以阻断非特异

性结合；倾去血清，滴加适当稀释的抗体，4 ℃过夜。

37 ℃复温1 h，0.01 mol/L PBS振洗5 min×3；滴加生物

素标记二抗，37 ℃，30 min。PBS洗5 min×3；滴加辣

根酶标记链霉卵白素，37 ℃，30 min，PBS洗5 min×3。

DAB显色液，镜下控制显色，苏木精复染，二甲苯透明、

封固。光镜下观察。 

生长曲线及群体倍增时间：取磁珠筛选后的第3代细

胞，以1×10
4
/孔接种于24孔板，每组设3个复孔。每日

分别取1组，用0.25%胰蛋白酶和1% EDTA各0.5 mL消

化形成细胞悬液，混匀。取少量细胞悬液，滴于细胞计

数板上，在倒置显微镜下计数，每孔计3次，取其平均

值。然后以时间(d)为横坐标，细胞数为纵坐标，绘制生

长曲线。细胞群体倍增时间计算公式： 

 

 

Δ t=t-t0，t0：培养起始时间；t：培养终止时间；

N0：培养起始细胞数；Nt：培养终止细胞数。 

主要观察指标：磁珠分选后原代及传代外胚间充质

干细胞形态，及透射电子显微镜观察超微结构；免疫细

胞化学法鉴定细胞表型人自然杀伤细胞1、波形蛋白、

细胞角蛋白、S-100的表达；绘制生长曲线，计算群体

倍增时间。 

   

2  结果 

 

2.1  磁珠筛选后的细胞生长状态  磁珠筛选后的SD大

鼠外胚间充质干细胞在37 ℃孵箱中培养40 min后，大

部分细胞已贴壁，弃上清和未贴壁的悬浮细胞，加入新

鲜培养液，两三个小时后细胞开始伸展，次日细胞全部

伸展开，大部分呈星形，核为卵圆形、位于胞质中央，

呈栅栏样生长，似成纤维细胞样细胞。每3-5 d传代1次。

细胞呈旋涡状生长，随培养时间的延长更加明显，见图

1。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  细胞超微结构  透射电子显微镜下观察显示外胚

间充质干细胞主要为间充质样细胞，形状不规则，呈多

突起的星形或梭形，突起不规则；核、浆比例大；核仁

明显，大、靠边；常染色质多，异染色质少；含有大量

的线粒体及少量粗面内质网及核糖体。提示细胞增殖活

性高，处于未分化状态，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  免疫细胞化学法鉴定细胞表型特性  磁珠筛选后

第3代细胞经免疫细胞化学染色结果显示，人自然杀伤

Figure 2  Ultrastructure of the third passage of low affinity 
nerve growth factor receptor antibody cells (×7 500) 

图 2  低亲和力神经生长因子受体阳性细胞第 3代超微结构 
(×7 500) 

Figure 1  Morphology of positive low affinity nerve growth factor 
receptor antibody (LNGFR

+
) cells after magnetic 

activated cell sorting (×100) 
图 1  磁珠分选低亲和力神经生长因子受体阳性细胞形态观

察(×100) 

a: Morphology of LNGFR
+
 cells after cultured for 12 h  

b: Morphology of LNGFR
+
 cells after passaged to the third generation  
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细胞1、波形蛋白、S-100在细胞浆中呈阳性表达(衬染)，

而细胞角蛋白为阴性(胞浆无着色)，见图3。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  生长曲线和群体倍增时间  细胞计数结果，在接

种后1 d，细胞数量有所下降，但在接种后2 d开始增加，

到第3天进入对数生长期，第6天进入平台期，第8天开

始下降，整个曲线呈“S”形，见图4。根据公式推算出

SD大鼠外胚间充质干细胞的倍增时间TD=40.28 h。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

外胚间充质干细胞是颅神经嵴细胞迁移到达面突

中胚层时形成的，是一种具有多向分化潜能的细胞，从

谱系方面来看，它既有外胚层神经干细胞的一些表型，

又具有中胚层的表型特征，这为其在多向分化方面提供

了可能性。在过去的研究中已经证实具有成骨原性、成

软骨原性、神经源性、牙源性、生肌源性
[1-6]
。如能建立

稳定的颌突外胚间充质干细胞的体外培养模型，对于研

究中枢神经系统免疫机制以及定向诱导分化将起到一

定的推动作用，目前关于成体外胚间充质干细胞的研究

也越来越受到重视
[7-8]
。 

免疫磁珠分离干细胞是比较有效的分离纯化方 

法
[9-10]

，其应用日趋广泛，尤其在免疫学检测、细胞分

离、蛋白质纯化等方面取得巨大的进展。这一方法的核

心是在磁珠表面包被具有免疫反应原性的抗体，直接与

靶细胞的抗原分子或与事先结合在靶细胞表面的抗原

进行抗原抗体反应，在细胞表面形成玫瑰花结，这些细

胞一旦在强大的磁场下，就会与其他未被结合的细胞分

离，具有超强顺磁性的磁珠脱离磁场后立即消失磁性，

这样就可以提取或去除所标记的细胞，从而达到阳性或

阴性选择细胞的目的，细胞分离是免疫磁珠目前应用最

主要的一个方面。免疫磁珠分离细胞的作用方式有两

种：直接法和间接法，本实验采用的是间接法免疫磁珠

分离细胞。低亲和力的神经生长因子受体已经被很多研

究证明是神经嵴干细胞的标志
[5]
；另外，磁珠分离所需

的细胞标志必需是位于细胞膜上，这样磁珠才能与之结

合，从而分离细胞，因此本实验采用低亲和力神经生长

因子受体作为磁珠分离的细胞表面标志。 

初步的形态学观察外胚间充质干细胞为成纤维样

细胞，大部分细胞呈星形，细胞核为卵圆形、位于胞质

中央。通过对磁珠分离前后的细胞计数，发现原代细胞

中外胚间充质干细胞的数量较少，大约只有5%。在培

养了6代之后超微结构观察显示大多数外胚间充质干细

胞处于未分化状态，此时干细胞的比例很高。说明磁珠

筛选法可以起到分离纯化扩增外胚间充质干细胞的作

用。 

免疫细胞化学染色显示，抗波形蛋白着色较强，

S-100着色较浅，抗细胞角蛋白染色为阴性，显示其间

充质特性及神经嵴来源。而抗人自然杀伤细胞1的着色

则较为特别，细胞均有着色，但着色程度有差别，大部

分细胞着色较深，少部分细胞着色较浅。人自然杀伤细

胞1为迁移中神经嵴细胞的特异性抗体
[11]
，在其他的中

胚层细胞和内、外胚层的细胞中几乎不表达，因而用抗

人自然杀伤细胞1单抗可以将来源于颅神经嵴的外胚间

充质干细胞和其他细胞分开
[12]
。 

为了保持细胞的未分化状态，本实验在培养液中加

入了白血病抑制因子。在干细胞的培养中，为抑制分化

常使用滋养层细胞，如成纤维细胞。但操作繁琐，观察

不便，且不能保持培养细胞的纯净并可能带来外源性病

Figure 4  Growth curve of passage 3 ecto-mesenchymal 
stem cells (×100) 

图 4  第 3代外胚间充质干细胞细胞生长曲线(×100) 
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Figure 3  Phenotype identification of passage 3 
ecto-mesenchymal stem cells (×100) 

图 3  第 3代外胚间充质干细胞细胞表型鉴定(×100) 

a: Negative anti-cytokeratin staining  b: Positive anti-natural killer cells 

staining  

c: Positive anti-Vimentin staining  d: Positive anti S-100 staining  
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毒污染而越来越少用。而白血病抑制因子可有效抑制分

化
[13]
。白血病抑制因子是一典型的多功能生长因子，对

细胞的生长、增殖与分化有广泛的作用，而其最显著的

生物学功能则是体外抑制胚胎干细胞的分化，维持胚胎

干细胞的增殖和多能性。 

实验在体外成功分离外胚间充质干细胞并进行磁

珠分选，同时观察了其体外生长特性和神经干细胞特

征，为下一步深入研究外胚间充质干细胞治疗神经系统

肿瘤打下了良好的基础。 
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