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文章亮点： 
1 细胞质膜微囊及其结构蛋白微囊蛋白在肿瘤和内皮细胞中有许多报道，但在神经干细胞研究报道不多。 
2 实验在体外从两种小鼠胚胎脑中都成功获得了神经干细胞，且来源于细胞质膜微囊蛋白 1敲除胎鼠的神经
干细胞及其分化细胞均呈细胞质膜微囊蛋白 1阴性，结果显示可从细胞质膜微囊蛋白 1敲除鼠内获取细胞质
膜微囊蛋白 1缺失神经干细胞；并发现细胞质膜微囊蛋白 1缺失可促进神经球的形成速度和数量。说明细胞
质膜微囊蛋白 1可促进神经干细胞的增殖，并抑制其分化。 
关键词： 
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摘要 
背景：研究发现细胞质膜微囊蛋白 1 在哺乳动物脑内表达，参与脑的正常发育，能影响脑内神经干细胞的增
殖。 
目的：从细胞质膜微囊蛋白 1敲除小鼠脑内获取神经干细胞并观察其生物学特性。 
方法：分别取 E14-E16正常 C57BL/6胚胎小鼠和细胞质膜微囊蛋白 1敲除 C57BL/6胚胎小鼠全脑，采用酶
消化法获得单细胞悬液，置神经干细胞条件培养基中培养，原代培养 7 d后，加入含体积分数 10%胎牛血清
的 DMEM/F12培养基诱导 7 d。 
结果与结论：从两种胎鼠脑内获取的细胞悬液培养 1 d 后较多细胞发生死亡，可见单个细胞漂浮于培基中，
透光度较好，3 d后逐渐形成悬浮生长的多细胞团。传代后培养板底部可见少量细胞发生贴壁，7 d后可见大
量细胞团出现，且细胞质膜微囊蛋白 1 敲除胎鼠源细胞增殖速度更明显。免疫细胞化学检测显示，两种胎鼠
来源细胞团均为巢蛋白阳性，分化细胞可见神经丝蛋白 200、胶质纤维酸性蛋白或O4阳性表达；正常 C57BL/6
胎鼠来源细胞团呈细胞质膜微囊蛋白 1阳性表达，而细胞质膜微囊蛋白 1敲除 C57BL/6胎鼠来源细胞团呈细
胞质膜微囊蛋白 1 表达阴性，且神经干细胞成球速度和成球数量优于正常胎鼠神经干细胞。说明实验成功从
细胞质膜微囊蛋白 1敲除胎鼠脑内培养出细胞质膜微囊蛋白 1缺失神经干细胞，细胞质膜微囊蛋白 1可促进
神经干细胞的增殖，并抑制其分化。 
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Abstract 
BACKGROUND: Caveolin-1 is expressed in mammalian brain and involved in the normal development of the 
brain, which can affect the proliferation of neural stem cells in the brain. 
OBJECTIVE: To acquire neural stem cells from caveolin-1 knockout embryonic mice in vitro and study their 
biological characteristics.  
METHODS: The whole brain was separated from C57BL/6 mice and caveolin-1 knockout C57BL/6 mice 
respectively at encyesis 14-16 days. Single cell suspension was obtained by enzyme digestion, and cultured in 
the conditioned medium of neural stem cells. Following 7 days of primary culture, the cells were induced in 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Ham’s nutrient mixture F-12 containing 10% fetal bovine serum for 7 days.   
RESULTS AND CONCLUSION: The major cells of the cell suspensions from the fetal mouse brain were dead at 
1 day after culture, and some single cells floated in the medium and their transmittance were better, and then they 
gradually formed multicellular balls after 3 days. A small amount of cells were adhered at the bottom of culture 
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plate after passage, and a great amount of cell balls appeared after 7 days. The proliferation rate of neural stem cells 
from caveolin-1 knockout mice was higher than that from normal mice. The cell balls were nestin-positive and their 
differentiated cells was positive for neurofilament 200, glial fibrillary acidic protein or O4, respectively. All of the cells from 
normal mouse brain were positive for caveolin-1, but the cells from caveolin-1 knockout mice were negative for 
caveolin-1 by immunocytochemistry. Moreover, the speed of cell ball formation and the number of cell balls in neural 
stem cells from caveolin-1 knockout mice were better than those from normal mice. Caveolin-1 negative neural stem 
cells were cultured successfully from caveolin-1 knockout mouse brain, and the results show that caveolin-1 can promote 
the proliferation of neural stem cells and inhibit their differentiation in vitro. 
 
Subject headings: stem cells; neural stem cells; caveolins 
Funding: the National Natural Science Foundation of China, No.30873355, 81273989; the Major State Basic Research 
Development Program of China (973 Program), No.2010CB530400; the Open Innovation Platform Project for 
Universities in Hunan Province, No.12K089 
 
Liu BY, Yu Y, Yi J, Chen XM, Cai GX. Culture and biological characteristics of neural stem cells from caveolin-1 knockout 
embryonic mice. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2014;18(23):3739-3744. 

 

0  引言  Introduction 
随着老龄社会到来，神经损伤和退行性疾病发病率不

断增加，据新近统计，中国国民死亡原因之首为脑血管病，

高达22.45%[1]
，而由此造成的认知、运动功能减退给社会、

家庭带来了严重的负担。 
传统观点认为，成年哺乳动物大脑是终末器官，一旦

受到损伤就无法修复。但自20世纪90年起大量实验发现，
成体脑内多个部位如前脑、皮质、海马存在神经干细胞，

一类具有自我增殖和多向分化能力的细胞群，主要以沉默

静止的状态分布于海马颗粒层和侧脑室旁区，并受细胞内

外因素的调控[2-3]
。神经生长因子如表皮生长因子、脑源性

生长因子等参与了神经干细胞增殖、分化的全过程。碱性

成纤维生长因子作为神经干细胞的主要有丝分裂因子，通

常与表皮生长因子联用，在体外维持细胞的生长于增殖
[4]
。 

脑缺血后由于血流的中断、能量匮乏导致细胞缺氧、坏

死，氧自由基大量蓄积，钙超载，释放白细胞介素、肿瘤坏

死因子而引起炎症级联反应，另一方面，机体内在保护机制

可调节脑源性神经营养因子等水平。这些病理生理变化改变

了神经干细胞所处的微环境，进而影响其生物学特性。 
传统观念认为炎症等细胞因子由胶质细胞分泌，诱导免

疫细胞吸附至组织损伤部位以减轻损伤。近来研究发现其在

中枢神经系统中有广泛的非免疫作用，包括调节神经干细胞

的增殖、移行、分化与突触形成
[5-6]
。如肿瘤坏死因子是一种

重要的前炎症因子，在脑缺血损伤后表达明显增高，升高的

肿瘤坏死因子抑制海马神经前体细胞的向神经元分化，促进

向胶质细胞分化
[7-8]
；脑源性神经营养因子与表皮生长因子合

用能显著提高神经干细胞的增殖与移行，促进神经干细胞元

血管迁移至缺血损伤部位
[9-10]
，激发的神经干细胞增殖并移

行至损伤区分化为成熟神经元
[11-12]
，脑缺血后2 d啮齿动物室

旁区分裂细胞达24%，7 d达高峰期，14 d分裂水平与缺血后
2 d相近[13]

，这种现象不仅在成体动物脑内，在老年大鼠也得

到证实，也存在与人类缺血损伤的脑中
[14]
。这些研究为中枢

神经系统再生和功能重建提供了新的可能途径，但除移行至

海马的neuroblasts存活外，其他部位的神经没有存活，且有

内源性神经干细胞分化的神经元不及死亡细胞的0.2%[15-16]
。

因此，如何调控神经干细胞的增殖分化及新生神经细胞的存

活对脑卒中治疗十分重要。 
细胞质膜微囊蛋白1是新近发现的一种膜蛋白，广泛表

达于多种组织细胞表面，最先发现在内皮细胞上，随后发

现在平滑肌细胞和肿瘤细胞上均有表达
[17-18]
，能与具有“细

胞质膜微囊蛋白结合域”的多种信号蛋白质分子如酪氨酸

激酶类膜受体、类固醇激素受体、生长因子受体等结合，

对许多关键性信号分子的活性状态起直接调控作用， 从而
参与细胞分化、增殖等多种病理、生理过程

[19]
。 

目前细胞质膜微囊蛋白1主要研究集中于脂质转运、血
管重建和肿瘤研究等方面，它能促进内皮祖细胞增殖、移

行、分化与血管形成，与肿瘤细胞的的侵袭、迁移有关，

并促进锚地独立的增长
[20-22]
，在神经生物学研究尚处于开始

阶段。研究发现，细胞质膜微囊蛋白1在哺乳动物脑内表达，
参与脑的正常发育

[23]
，能影响脑内神经干细胞的增殖

[24]
。实

验从细胞质膜微囊蛋白1敲除小鼠获取神经干细胞以及细
胞质膜微囊蛋白1对神经干细胞的影响，以期明确神经干细
胞的调控机制。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：体外细胞学实验。 
时间与地点：2011年3月至2012年6月湖南中医药大学

内科实验室完成。 
材料：妊娠14-16 d C57BL/6小鼠由湖南斯莱克景达

实验动物公司提供，许可证号SCXK(湘)2009-0004；细胞
质膜微囊蛋白1基因敲除C57BL/6小鼠购自美国Jackson 
Laboratory，授权号2909619。实验过程中对动物的处置
符合2006年科技部《关于善待实验动物的指导性意见》的
规定

[25]
。 

实验方法： 

神经干细胞条件培养基配置：DMEM/F12(1∶1)加
2%B27、20 μg/L表皮生长因子、20 μg/L碱性成纤维细胞
生长因子和10 mL/L非必须氨基酸。 
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神经干细胞的分离与培养：取妊娠14-16 d(阴栓出现

日作为0 d)C57BL/6或细胞质膜微囊蛋白1敲除小鼠断颈
处死，浸泡于体积分数为75%的乙醇中消毒，无菌条件下
剪开腹部组织，取出胎鼠置于装有75%乙醇的30 mL小烧
杯中，漂洗羊水及血液后，无菌操作依次剪开皮肤、颅骨，

完整取出脑组织，移至培养皿中，用预冷的PBS冲洗3次以
去除血污，转置盛有神经干细胞培养基的培养皿中，去视

束、小脑，以眼科镊小心剥离脑膜和血管。收集脑组织于

离心管中，采用机械吹打的方法，反复吹打将组织制备成

细胞悬液，800 r/min离心5 min，弃上清得到细胞沉淀[26]
。

加入神经干细胞条件培养基重新悬浮细胞沉淀，调整细胞

浓度为2×108 L-1
，接种于6孔板中，置37 ℃、体积分数

5%CO2、饱和湿度环境的恒温培养箱中。待神经干细胞球

形成后，收集至离心管，加入accutase液，同时反复轻柔
均匀吹打，尽量消化细胞，细胞悬液按原培养密度接种到

新的培养瓶，置培养箱中继续培养。 
神经干细胞鉴定：对原代和传代神经干细胞进行巢蛋

白免疫细胞化学检测。取悬浮生长的克隆球，接种于培

养皿中，其中预置经多聚赖氨酸包被过的盖玻片，于培

养基中添加体积分数10%胎牛血清以促进神经球贴壁。
37 ℃，体积分数5%CO2培养2 h后取出盖玻片。吸去培养
基，PBS漂洗3次，5 min/次。40 g/L多聚甲醛固定15 min，
PBS漂洗后进行免疫组织化学检测，具体步骤参考文献
[27]，观察染色情况，待标本显色后倒掉染液，用蒸馏水
充分冲洗以终止染色，干燥后封固，显微镜观察结果并

拍照。 
神经干细胞增殖能力鉴定：采用克隆球计数检测

[28]
：

收集生长期的神经干细胞，采用accutase消化液37 ℃消化
3 min，将神经球机械吹打散开，制成单细胞悬液，调节细
胞浓度为1×106 L-1

，接种于12孔板中，每孔1 mL细胞悬液。
培养3在低倍镜下进行神经球计数，纳入计数的神经球需包
含5个以上细胞。实验重复3次。 
神经干细胞的诱导分化：取第2代培养3 d的神经干细

胞，加入含体积分数为10%胎牛血清的DMEM/F12进行诱
导分化，7 d后细胞贴壁分化后行免疫细胞化学检测，步骤

同神经干细胞巢蛋白检测，分别用1∶500稀释的神经丝蛋
白200、胶质纤维酸性蛋白和O4抗体代替巢蛋白抗体。同
时用正常山羊血清和PBS代替一抗作空白对照以检查免疫
反应的特异性。 
细胞质膜微囊蛋白表达检测：取原代和传代神经干细胞

进行免疫细胞化学法检测，方法同前，用1∶500稀释的细
胞质膜微囊蛋白1抗体代替巢蛋白抗体。 
主要观察指标：神经干细胞的生物学特性，神经干细

胞的鉴定、增殖与分化结果，细胞质膜微囊蛋白1表达结果
及对细胞增殖的影响。 
统计学分析：细胞增殖能力所有数据以x

_

±s表示，由第
2作者应用SPSS 11.0统计软件包对数据进行统计分析，组
间比较用单因素方差分析，P < 0.05被认为差异有显著性
意义。 
 
2  结果  Results  
2.1  神经干细胞生长情况观察结果  两种来源细胞悬液
接种1 d后，镜下可见较多细胞发生死亡，表现为透光度
较差的小点，其间可见单个细胞漂浮于培基中，部分为

数个细胞的聚集，和周围悬浮细胞碎片相比，呈透光度

较好的亮点。原代培养两三天后，悬浮细胞碎片间可见

一定数量的细胞聚集，形态较为规则，多为类圆形或近

圆形，胞体通透，呈悬浮生长，第1次换液后，悬浮细胞
碎片较之前明显减少，神经干细胞生长迅速，可见有较

多细胞团聚集，大小不一，形态各异，呈球型、长椭圆

型或桑葚型悬浮生长。采用accutase消化加机械吹打的
方式传代后，可见呈悬浮生长的单细胞逐渐形成球形克

隆，成球速度快于原代培养，同时可见培养板底部细胞

部分发生分化(图1)。 
2.2  神经干细胞的鉴定结果  免疫细胞化学检测显示，附
着于多聚赖氨酸包埋盖玻片上的细胞球均呈巢蛋白抗原强

阳性(图2)。 
2.3  诱导分化细胞鉴定结果  加入血清诱导2 d后，两组
可见细胞球贴壁，细胞团周围长出长短不一的突起，7 d中
小细胞球基本铺展开，部分细胞移行至一定距离，细胞呈

胞体形态不一带突起的细胞。免疫细胞化学检测显示，两

组细胞可分别呈神经丝蛋白200、胶质纤维酸性蛋白和O4
抗原阳性(图2)。 
2.4  细胞细胞质膜微囊蛋白1表达鉴定  来源于正常胎鼠
的神经干细胞和分化细胞均呈细胞质膜微囊蛋白1阳性表
达，而来源于细胞质膜微囊蛋白1敲除胎鼠的神经干细胞和
分化细胞细胞质膜微囊蛋白1表达均呈阴性(图3)。 
2.5  细胞质膜微囊蛋白1对神经干细胞增殖的影响  采用
克隆球计数的方法对两种来源胚胎神经干细胞进行计数发

现，细胞质膜微囊蛋白1敲除胎鼠神经干细胞成球速度和成
球数量优于正常胎鼠神经干细胞，两组比较差异有显著性

意义(P < 0.05，图3，表1)。 

细胞质膜微囊蛋白1敲除小鼠神经干细胞培养实验用主要试剂： 

试剂 来源 

DMEM/F12(1:1)培养基、胎牛血清、PBS缓冲液 HyClone公司 

非必需氨基酸、B27   Invitrogen Gibco公司 

表皮生长因子、Poly-L-Lysine、 Accutase  Sigma公司 

碱性成纤维细胞生长因子  Millipore公司 

巢蛋白 、神经丝蛋白200、胶质纤维酸性蛋白与 
O4单克隆抗体  

Abcam公司 

细胞质膜微囊蛋白1单克隆抗体  Santa Cruz公司 

SABC试剂盒、AEC显色剂  北京中杉金桥生物公司
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图 1  正常组原代培养小鼠神经干细胞形态 
Figure 1  Morphology of neural stem cells from normal mice after primary culture 
图注：可见有较多细胞团聚集，大小不一，形态各异，呈球型、长椭圆型或桑葚型悬浮生长。 

 A B 

图 2  正常组和敲除组神经干细胞的鉴定及诱导分化细胞鉴定结果(×20) 
Figure 2  Identification of neural stem cells and differentiated cells in the two groups (×20) 
图注：图中 A为正常组 1，2，3，4，5图片分别为 nestin阳性神经球、分化细胞(未进行免疫细胞化学检测)，神经丝蛋白 200阳性细胞、胶质
纤维酸性蛋白阳性细胞和 O4阳性细胞；B敲除组 1，2，3，4，5图片为分别为 nestin阳性神经球、分化细胞(未进行免疫细胞化学检测)，神
经丝蛋白 200阳性细胞、胶质纤维酸性蛋白阳性细胞和 O4阳性细胞。 

 A1 A2  A3 A4 A5 

 B1 B2  B3 B4 B5 

 培养 3 d悬浮生长的神经球(×20)      培养 7 d贴壁分化细胞(×10) 

图 3  细胞质膜微囊蛋白 1对神经干细胞增殖的影响(×10) 
Figure 3  Caveolin-1 effects on proliferation of neural stem cells (×10) 
图注：①A1为正常组细胞质膜微囊蛋白 1免疫细胞化学检测；A2为敲除组细胞质膜微囊蛋白 1免疫细胞化学检测；B1为正常第 3代神
经球；B2为敲除组第 3代神经球队。②A图提示正常胎鼠神经干细胞和分化细胞的细胞质膜微囊蛋白 1均呈阳性表达，敲除胎鼠神经干
细胞和分化细胞的细胞质膜微囊蛋白 1均呈阴性表达；B图提示细胞质膜微囊蛋白 1敲除胎鼠神经干细胞成球速度和成球数量优于正常胎
鼠神经干细胞。 

 A1  A2  B1 B2 
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3  讨论  Discussion 
自1992年Reynods首次在成年小鼠脑内分离培养出

神经干细胞以来，作为一类具有多向分化潜能的细胞，目

前绝大多数哺乳动物脑内均被证实存在，它们在生理状态

下以静止未增殖状态存在，当机体或脑组织受到损伤时被

激活
[29]
，激活后的神经干细胞如何分化是目前研究的重点。

如研究发现，当脑缺血损伤或退行性改变时，神经干细胞

被激活，但只有极少数移行并分化为成熟的神经元，其数

量不足以补偿损伤细胞[30]。细胞分化受细胞内外信号的精

确调控，如神经生长因子、碱性成纤维生长因子细胞外信

号和neuroD等细胞内信号均证实有助于神经干细胞增殖
与存活

[31]
，但内外信号的转导上欠明确。 

Caveolae是细胞质膜表面特异性的内陷微区结构，主
要由脂类和蛋白质组成，参与分子转运、细胞脂质代谢和

信号转导等多种生理过程
[32]
。细胞质膜微囊蛋白是相对分

子质量为22 000的结构蛋白，是细胞质膜结构小窝
(caveolae)的标志蛋白。目前在哺乳动物细胞已确定的细
胞质膜微囊蛋白家族成员有细胞质膜微囊蛋白1、细胞质膜
微囊蛋白2和细胞质膜微囊蛋白3三种分子，细胞质膜微囊
蛋白1作为Caveolae主要蛋白，广泛表达于内皮细胞、脂
肪细胞和心肌细胞等细胞类型中，对维持Caveolae的结构
功能具有重要作用[33]。细胞质膜微囊蛋白1通过其绞手架结
构域能寡聚Ha-RAS、c-Src、eNOS、PKC等多种信号分
子，调节信号转导过程

[34]
，参与了许多生理与病理过程。 

细胞质膜微囊蛋白1在神经系统中分布广泛，在大脑皮
层、小脑、海马、黑质等多个部位都有表达，能影响胚胎

发育中侧线神经丘和脊索发育，调控血脑屏障的功能
[35-36]
，

通过作用于notch信号而调节骨髓间充质细胞向神经元分
化

[37]
。新近发现，细胞质膜微囊蛋白1可表达于胚胎干细胞

源性神经干细胞和培养的神经球
[38]
，细胞质膜微囊蛋白1

敲除能增强成年小鼠脑内室旁区神经干细胞的增殖
[24]
，促

进神经干细胞向胶质细胞分化，抑制向神经元分化
[39-40]
，

但尚未见体外缺失神经干细胞的报道。 
实验在体外从两种小鼠胚胎脑中都成功获得了神经干

细胞，且来源于细胞质膜微囊蛋白1敲除胎鼠的神经干细胞
及其分化细胞均呈细胞质膜微囊蛋白1阴性，结果显示可从
细胞质膜微囊蛋白1敲除鼠内获取细胞质膜微囊蛋白1缺失
神经干细胞；同时实验还发现，细胞质膜微囊蛋白1缺失可

促进神经球的形成速度和数量，提示细胞质膜微囊蛋白1 
能促进神经干细胞的增殖，与体内实验结果相似

[24]
。实验

结果一方面为体外研究细胞质膜微囊蛋白1在神经干细胞
的作用机制提供平台，另一方面也为神经干细胞调控研究

提供了平台。 
 
作者贡献：设计与评估者为第一、五作者，实施者为第二、

三、四作者，评估采用盲法评估。 
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