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许旺细胞体外培养及纯化的系统性综述

曾燕华 1，郝延磊 2

文题释义：

许旺细胞：是周围神经系统中的神经胶质细胞，沿神经元的突起分布，包裹在神经纤维上，可提供结构支持、传导神经冲动。许旺细胞

可分泌神经生长因子、脑源性神经营养因子、表皮生长因子及成纤维细胞生长因子等，促进受损的神经元修复、轴突再生及再生轴突的

髓鞘化。

组织工程化神经：采用组织工程技术构建的“人工”神经，可作为自体与异体神经的移植替代物，主要涉及种子细胞、细胞外基质和神

经导管材料3个方面，其中种子细胞是该项技术的核心部件。

摘要

目的：许旺细胞能够促进损伤的周围神经再生，可在周围神经组织工程修复中充当种子细胞，其大量高效的培养及纯化是临床治疗周围

神经损伤的基础。文章总结近10年许旺细胞体外培养的相关文献，对许旺细胞培养及纯化的研究进展作一描述性综述，以期为许旺细胞

的体外培养提供参考。

方法：检索有关许旺细胞分离、培养及纯化的文献，以“schwann cells； isolation； culture； purification”为关键词，在PubMed、Web of 
Science 和Medline等数据库进行检索，以“许旺细胞，分离，培养，纯化”为关键词，在CNKI、万方、维普等数据库进行检索。对检索获

得的全部文献阅读、分析、判断，最终纳入符合标准的62篇文献进行归纳总结。

结果：许旺细胞培养的经典方法为组织块培养法、酶消化法。纯化方法包括抗有丝分裂法、免疫选择法、特异黏附法、预变性、冷喷

射、差速贴壁法、层粘连蛋白包被法、低血清法、刺激因子法、荧光激活细胞分选或磁激活细胞分选、免疫抗体包被筛选法、体外冲击

波刺激等。

结论：许旺细胞体外培养及纯化方法多样，每种方法均有其优缺点，如何快速、高效地得到高纯度许旺细胞仍具挑战，可联合多种方法

纯化，尽可能控制许旺细胞增殖的影响因素。
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Abstract
OBJECTIVE: Schwann cells can promote the regeneration of damaged peripheral nerves and serve as seed cells in the engineering repair of peripheral nerve 
tissue. The effective culture and purification of Schwann cells are the basis of clinical treatment for peripheral nerve injury. This paper summarized the literature 
of culture of Schwann cells in vitro in recent ten years and made a descriptive review on the research progress of Schwann cell culture and purification, in order 
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文章快速阅读：

文章描述—

△许旺细胞与干细胞共培

养可诱导干细胞向神

经元样细胞分化，是组

织工程化神经种子细

胞的理想选择；而许

旺细胞为终末期细胞，

增殖能力差，其体外分

离培养及纯化具有很

高难度。

影响因素：

取材来源、动物年龄、

取材部位、培养基、

血清体积分数、酶种

类、消化时间、包被、

细胞密度、刺激因子。

许旺细胞

纯化方法：

抗有丝分裂法、免疫选择法、

重复外植法 ( 组织块 )、特异黏

附法、体内预变性、体外预变性、

冷喷射、差速贴壁法、层粘连

蛋白包被法、低血清法、刺激

因子法、荧光激活细胞分选法

或磁激活细胞分选法、免疫抗

体包被筛选法、体外冲击波刺

激法。
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0   引言  Introduction
许旺细胞由 SCHWANN 于 1839 年

首次发现并命名，其由神经嵴前体细胞

演化而来，经过许旺细胞前体、未成熟

许旺细胞，最终转变为髓鞘和非髓鞘许

旺细胞
[1]
。许旺细胞是周围神经系统的

胶质细胞，在周围神经损伤后的功能恢

复中起着至关重要的作用
[2]
。一方面，

周围神经损伤后，许旺细胞开始去分

化、启动增殖并排列成 Büngner 带引导

轴突再生，同时募集外周循环中的巨噬

细胞移行到受损部位清除髓鞘及轴索碎

片
[3]
；另一方面，许旺细胞可以分泌各

种神经生长因子、黏附因子，促进损伤

后的轴索再生及再生轴索髓鞘化
[4-5]

。

许旺细胞可以在周围神经组织工

程中充当种子细胞
[6-7]

，这项技术的临

床应用需要在短时间内获得大量纯化且

活性稳定的许旺细胞。而在体外培养过

程中，去除成纤维细胞、促进许旺细胞

增殖是获取高纯度许旺细胞的最大难 

题
[8]
。成纤维细胞主要存在于神经膜及

其周围丰富的结缔组织，在分离神经过

程中可机械分离大部分结缔组织，但神

经外膜、束膜及内膜较难完全去除，因

此获取高纯度的许旺细胞需要在后期培

养传代过程中进一步纯化。

1906 年 HARISON 首次发表许旺细

胞的培养技术，1976 年 WOOD[9]
首次

应用抗有丝分裂法抑制成纤维细胞，并

加用牛垂体提取物刺激许旺细胞增殖，

随后 1979 年 BROKES 等
[10]

基于此方法

进行改良，用胰酶及胶原酶消化新生大

鼠的坐骨神经，联合抗有丝分裂及免

疫选择法去除成纤维细胞。1980 年，

ASKANAS 等
[11]

首次在成年鼠中应用植

块法培养出高纯度的许旺细胞，1997

年，JIRSOVÁ 等
[12]

首次报道冷喷射技术，

2009 年，WU 等
[13]

利用差异黏附法分

离纯化出大量许旺细胞。随后的几十年

中，许旺细胞的培养和提纯方法已取得

初步进展，但仍有许多问题有待解决，

如许旺细胞增殖能力有限、周期长、细

胞活性低、细胞纯度不高、在传代培养

中细胞生物学特性不稳定等。文章就近

10 年来许旺细胞提纯及培养的技术进

展作一系统性综述，为许旺细胞的提纯

及培养提供参考。

1   资料和方法   Data and methods
1.1   文献检索   以“schwann cells，iso-

lation，culture，purification”为关键词

在 PubMed、Web of Science 和 Medline

等数据库进行检索，以“许旺细胞，分

离，培养，纯化”为关键词在 CNKI、

万方、维普等数据库进行检索，检索时

间为 2009 至 2020 年。

1.2   纳入与排除标准

纳入标准：涉及许旺细胞体外培

养的相关研究，以及纳入文献中的引用

文献。 

排除标准：与研究目的不相关的

文献；内容重复或观点陈旧性文献。

1.3   文献选取   对资料进行初审，并查

看每篇文献后的引文，重点选择介绍鼠

来源许旺细胞培养与纯化的文献，共收

集到 371 篇相关文献，90 篇文献符合

纳入标准，排除的 281 篇文献多数为内

容陈旧或重复，少数为综述或摘要。符

合纳入标准的 90 篇文献中，涉及许旺

细胞的来源、取材部位及其影响因素、

培养方法、纯化、鉴定等内容，选择其

中的 62 篇作为文章文献。

2   结果  Results 
2.1   许旺细胞培养的影响因素   

2.1.1   细胞来源   目前许旺细胞培养的

宿主来源主要集中在 C57BL/6 小鼠、大

鼠、鸡、犬、兔、猴以及人本身。一般

来说，进化越高级，发育越成熟，许旺

细胞培养难度越大
[14]
。

2.1.2   取材部位   许旺细胞主要的取材

部位是坐骨神经、腓肠神经、背根神经

节及浅表神经。坐骨神经较易获取，但

神经外膜完全剥离较困难，体外分离耗

时较长而影响细胞活性；背根神经节几

乎无神经外膜，获得的许旺细胞的数量、

纯度及活性都优于坐骨神经
[15]
。此外，

有研究显示来源于感觉神经的许旺细胞

的神经生长因子表达水平要优于运动神 

经
[16]
。有学者用体外冲击波分别处理

运动神经来源和感觉神经来源的许旺细

胞，发现体外冲击波可诱导运动神经来

源的许旺细胞增殖，但感觉神经来源的

许旺细胞增殖能力较差，其髓鞘相关因

子的表达显著增加
[17]
。 

2.1.3   动物年龄   动物取材年龄有胚胎

期、新生期、成年期等。许旺细胞在生

长发育的不同阶段及损伤修复过程中表

达的标记不同，表明许旺细胞并不是一

个功能结构同质体，在不同阶段有不同

的增殖能力
[18-19]

。新生动物神经易分离，

且由于其许旺细胞髓鞘还未分化完全，

具有较强的增殖能力，因此许旺细胞的

分离多取材于胚胎及新生动物。成年动

物的正常神经纤维中许旺细胞为终末期

细胞，处于静止期，其贴壁及增殖能力

很弱。但神经受损变性时许旺细胞开始

to provide references for culture of Schwann cells in vitro.
METHODS: Literature related to Schwann cell isolation, culture and purification was retrieved from PubMed, Web of Science, Medline databases, CNKI, 
Wanfang, VIP and other databases. The keywords included “Schwann cells; isolation; culture; purification”. All the papers obtained from the search were read, 
analyzed and judged, and finally 62 papers meeting the standards were included.
RESULTS: The classical methods of Schwann cell culture include tissue block culture and enzyme digestion. Purification methods include mitosis resistance, 
immune selection, specific adhesion, pre degeneration, cold jet, differential adherent, laminin package, low serum, stimulating factor, fluorescence activated 
cell sorting or magnetic activated cell sorting, immunopanning, and extracorporeal shock wave treatment.  
CONCLUSION: Schwann cells can be cultured and purified in various ways in vitro, and each method has its advantages and disadvantages. How to obtain high-
purity Schwann cells quickly and efficiently is still a challenge. Multiple methods can be combined for purification and affective factors can be controlled for 
Schwann cell proliferation as much as possible. 
Key words: stem cells; Schwann cells; tissue engineering; culture; cell sorting; nerve regeneration; extracorporeal shock wave; systematic review
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去分化并大量增殖，产生各种神经生长

因子以利于轴突再生，同时巨噬细胞参

与许旺细胞有丝分裂因子的产生，进一

步加快许旺细胞的增殖
[20]
。因此成年

动物中许旺细胞的培养多应用体内或体

外预变性方法，以使许旺细胞进入去分

化、增殖状态。

2.1.4   酶种类及消化时间   酶消化法包

括单酶和双酶消化法，神经纤维的酶解

是影响细胞产量和活性最重要的步骤。

对于每一种酶制剂，都需要控制和优化

消化解离的时间进程，增加消化时间或

提高酶的浓度可以提高细胞的分离数量，

但可能会损害其增殖能力。新生动物常

用的酶解法是以 1979 年 Brockes 方法为

基础
[10]
，用胰酶、胶原酶消化新生大鼠

的坐骨神经，加入 AraC 抑制成纤维细胞，

抗 Thy1 抗体及补体去除成纤维细胞后，

7 d 时许旺细胞纯度可达 80%-98%( 取决

于初始细胞密度 )，可增殖 6 代，生存

期可达 150 d，传代后密度可达 99.5%。

有研究证明双酶 ( 胰酶联合胶原酶
[21]
；

胶原酶联合中性酶 ) 酶解效果优于单用

胰酶、胶原酶或中性酶
[10，13，22]

，有学

者认为胰酶的消化效果优于胶原酶
[23]
，

也有学者认为胶原酶的消化效果优于胰 

酶
[24]
，最适合的酶浓度及消化时间尚无

明确共识。

2.1.5   包 被   层 粘 连 蛋 白 可 促

进 许 旺 细 胞 的 活 力 和 生 长 速 

度
[24]
。有研究显示，与仅涂有多聚赖

氨酸的培养皿相比，用多聚赖氨酸和层

粘连蛋白顺序包被，黏附性更好，初始

群体的存活率也更高
[25]
。早期许旺细

胞可在层粘连蛋白底物上附着和延伸突

起，而大多数髓鞘碎片仍然漂浮着，这

有利于减少髓鞘碎片的污染
[26]
。

2.1.6   胎牛血清体积分数   不同体积分

数的胎牛血清被认为对培养许旺细胞具

有不同程度的影响。NEEDHAM等
[27]

首次

发现无血清培养基 (S4 medium) 可抑制

成纤维细胞过度生长；KOMIYAMA 等
[28] 

证实胎牛血清体积分数为 2.5% 时，促

进许旺细胞增殖及抑制成纤维细胞的效

果最好。HEDAYATOUR 等
[29]

对比体积

分数为 10%，5%，1.25%，0.625% 胎牛

血清对许旺细胞的影响，发现体积分数

10% 胎牛血清可得到密度最高的许旺细

胞，体积分数 2.5% 胎牛血清可得到最

高纯度的许旺细胞。SHOJAPOUR 等
[8]

对体内预变性的成年小鼠神经酶解后，

分别对比体积分数 2%，5%，10% 胎牛

血清对许旺细胞增殖的影响，发现体积

分数 2% 的胎牛血清可获得最高纯度的

许旺细胞。以上文献显示，低体积分数

的胎牛血清可在一定程度上抑制成纤维

细胞增殖，进而促进许旺细胞生长，但

高德坤等
[30]

发现在纯血清中许旺细胞

能很快从植块中“爬”出，而成纤维细

胞的数量极少，可能的原因是纯血清中

含有足量的细胞因子及特殊血清成分，

这些成分可增加许旺细胞的贴壁能力，

抑制成纤维细胞的长出。

2.1.7   培养基   KOMIYAMA 等
[28]

采用了

最初用于培养少突胶质细胞的 BS 培养

基 (Bottenstein-Sato medium)，并证明该

培养基即使在较低的胎牛血清体积分数

下也能促进许旺细胞的增殖。NIAPOUR

等
[31]
、Kraus 等

[32]
应用了黑素细胞生

长培养基 (MGM) 以防止成纤维细胞增

殖。HAASTERT-TALINI 等 [33]
认为 DMEM

可诱导成纤维细胞过度生长，而用

MGM 代替 DMEM 作为培养基，从预变

性的成年鼠坐骨神经中获得 90% 的许

旺 细 胞。2014，PIETRUCHA-DUTCZAKV

等
[34]

应用了内皮细胞培养基 (EBM-2)，

发现许旺细胞在 EBM-2 培养基中的生

长速度比成纤维细胞快，避免使用抗有

丝分裂剂，最终获得 94%-97% 纯度的

许旺细胞。

此外，许旺细胞对培养基的碱化

高度敏感，碱性条件下细胞存活率降

低，优选在体积分数为 8%-9%CO2 中

( 体积分数为 10%CO2
[19]
，体积分数为

9%CO2
[26]) 孵育细胞以防止 pH 值变化，

操作过程中应避免培养基过度暴露在

空气中而碱化，可用含酚红的缓冲液

来监控 pH 值
[35]
。

2.1.8   初始细胞密度   许旺细胞是自分

泌细胞，一旦它们高密度融合，就会自

分泌各种神经营养因子如神经生长因

子、胰岛素样生长因子、神经刺激素 3

等，可进一步刺激自身增殖及促进轴突

生长
[28]
。HEDAYATPOUR 等

[29]
证明原代

许旺细胞的初始存活率和增殖率取决于

培养中的细胞密度。SASAGASAKO 等
[36]

认为 1 mL 培养基中铺板 104
-105

个细胞

数可得到较多许旺细胞。

2.1.9   刺激因子   可溶性生长因子的发

现，使许旺细胞的大规模培养成为可能，

这些生长因子可维持许旺细胞增殖数

代。Heregulin 可模拟体内与轴突结合

的神经调节素 ( 一种许旺细胞的天然有

丝分裂因子 )，促进许旺细胞的有丝分

裂，有实验证明许旺细胞与 Hereglin-1β

联合移植可促进受损周围神经修复
[37]
。

Forskolin 是腺苷酸环化酶的直接激活

剂，也是细胞内 cAMP 的诱导剂，可抑

制成纤维细胞的 S 期进展，减少成纤维

细胞的污染并与 Heregulin 协同促进许

旺细胞增殖
[38]
。胰岛素样生长因子对

神经细胞具有营养作用。周围神经损伤

后，胰岛素样生长因子在损伤神经中的

表达增加，提示其促进轴突再生
[39]
。

胰岛素作为肽激素，亦是一种神经营养

因子，对维持中枢和外周神经系统中神

经元的稳态有效且关键，胡华麟等
[40]

发现培养基中加入高糖及胰岛素与单纯

高糖环培养基明显有利于许旺细胞的再

生，这表明胰岛素在周围神经的再生中

具有重要作用。

2.2   许旺细胞的纯化  

2.2.1   新生鼠   新生动物来源的许旺细

胞增殖能力明显高于类似条件下培养的

成年动物的细胞，新生鼠在许多研究中

用作许旺细胞培养的动物来源。1991，
KOMIYAMA 等

[41]
对比出生 3，10，30 d

小鼠坐骨神经来源的许旺细胞，发现在

体积分数为 15% 胎牛血清的培养基中，

出生 3 d 小鼠来源的许旺细胞增殖及贴

壁能力最强，且小鼠许旺细胞对胸腺嘧

啶核苷的摄取是同龄大鼠的 3 倍。这表

明大鼠许旺细胞纯化方法可能不同于小

鼠，如抗有丝分裂剂不适用于具有更高

增殖特性的小鼠许旺细胞的纯化，因为

它会同时损害高度增殖的许旺细胞和成

纤维细胞。尽管有研究显示新生小鼠来

源的许旺细胞增殖能力更强，但由于其

神经细小，剥离困难，去除外膜耗费时

间长，且后期的抗有丝分裂法对其活性

损害更大，大部分文献中采用新生大鼠
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作为许旺细胞培养来源。

分离培养方面，新生鼠多采用酶解

法，但酶的浓度、酶解时间及离心步骤

多样，该综述纳入文献涉及的酶种类及

浓度有 0.25% 胰酶、0.125% 胰酶、0.25% 

trypsin-EDTA、0.05% trypsin-EDTA、 

0.1% Ⅰ型胶原酶、0.3% Ⅱ型胶原酶、

4 g/L 胶原酶、10 g/L 胶原酶、0.2%NB4

胶原酶、0.2% Ⅱ型中性酶等，酶解时

间从 5 min 到 60 min 不等。酶解时间过

短，组织消化不完全，不利于细胞分散，

消化时间过长则会损害细胞增殖活性及

质量，根据作者实验室经验，酶解时间

需根据显微镜下的观察结果来确定，在

酶解至组织分散一定程度时，可用巴氏

管轻微吹打。

关于纯化，主要分为抑制成纤维

杂质细胞及促进许旺细胞增殖 2 个方

面，该综述纳入文献中多利用抗有丝分

裂剂阿糖胞苷抑制成纤维杂质细胞，

2018 年 PALOMO IRIGOYEN 等
[1]
联合利

用了阿糖胞苷及低血清法；促进许旺细

胞增殖方面，多在培养基中加入刺激因

子如胰岛素、毛喉素、调节蛋白、神经

调节蛋白等，纯度基本相同。除了在培

养基中添加化学物质之外，一些文献利

用了特殊仪器或技术进一步纯化，如荧

光激活细胞分选法 (FACS) 是将细胞经免

疫荧光染色后放入流式细胞仪中，根据

所染荧光团的类型，可将荧光团偶联抗

体染色细胞彼此分离；磁活化细胞分选

法 (MACS) 是基于细胞表面抗原能与连

接有磁珠的特异性单抗相结合，结合的

细胞在外加磁场作用下被吸附，从而使

细胞得以分离；免疫选择法 (Thy1) 是利

用成纤维细胞上表达 Thy1 抗原而许旺

细胞不表达的原理，后期加入补体可选

择性杀死成纤维细胞。新生鼠各文献的

培养、纯化方式见表 1。

2.2.2   成年鼠   使用成年动物作为许旺

细胞来源更具挑战，一是髓鞘分化完全，

细胞较难分离；二是存在发育成熟的神

经膜及结缔组织，阻碍酶解活性，且富

含成纤维细胞；三是细胞处于静止期，

酶解出的活性细胞产量低，增殖能力差。

因此成年动物神经组织的消化和髓鞘的

去除，往往需要更大程度的机械分离、

更高的酶浓度、更长的消化时间和更多

的髓鞘纯化步骤，而这些会影响细胞的

增殖活性
[26]
。已经证明，这些挑战可通

过体内预变性的步骤来克服，神经发生

华勒变性，许旺细胞进行去分化、增殖

和髓鞘降解，从而在后续培养中获得更

高的许旺细胞活性和产量，减少成纤维

细胞污染
[46]
。

近年来，成年鼠的体外培养方法

有了很大进展，分离的神经即时酶解

后可进行体外预变性，这避免了体内

预变性的 2 次手术步骤的繁杂及不利

因素。但预变性延迟了许旺细胞的释

放，且长期缺氧可能损害许旺细胞的

活性和增殖能力。目前预变性时间并

未统一，KOMIYAMA 等
[28]

预变性 21 d 

获得高纯度许旺细胞。SHOJAPOUR等
[8]
、

NIAPOUR 等
[46]
，KRAUS 等

[32]
认为预变

性 1 周时获得的许旺细胞数量最多，活

性也较好。TOMKO 等
[22]

通过对比预变

性 0，2，4，6 周获得的许旺细胞数量

及活性，认为预变性时间越长，许旺细

胞就越活跃，成纤维细胞的增殖能力就

越差。

2016 年，ANDERSEN 等
[26]

首次联

合酶解法及“滴镀法”进行原代细胞铺

板，从而避免体内或体外预变性的复杂

操作及不利因素，其具体步骤是在显微

镜下用镊子将分离出的神经立即缓慢梳

理为单纤维，再用胶原酶及中性酶将神

经单纤维消化为细胞悬浮液，最后将获

得的细胞悬浮液行“滴镀法”铺板，即

以一定密度逐滴滴在提前包被的培养皿

中。滴镀法可将神经分离成单纤维，促

进酶消化完全，以确保高度活性的单个

细胞释放，在防止髓鞘碎屑附着的同时，

提高了单位表面积的细胞密度，有助于

贴壁细胞的存活
[25-26]

。成年鼠各文献的

培养、纯化方式见表 2。

2.2.3   纯化方法   到目前为止，主要有

以下几种纯化许旺细胞的方法，包括抗

有丝分裂法、免疫选择法、重复外植法、

特异黏附法、体内或体外预变性、冷喷

射技术、差速贴壁法、层粘连蛋白包被

法、低血清法、刺激因子法、荧光激活

细胞分选或磁激活细胞分选、免疫抗体

包被筛选法、体外冲击波刺激法。

这些方法都可以在一定时间富集

不同纯度和产率的许旺细胞，但都存在

一定的不足：①抗有丝分裂剂可抑制成

纤维细胞增殖，但不能去除那些生长在

许旺细胞层下的成纤维细胞，且有报道

显示这些抗有丝分裂剂缺乏特异性，会

对许旺细胞产生一定的毒性，可阻断神

经生长因子转导，影响神经的再生，因

此不适合在临床上推广
[48]
；②免疫选

择法中，利用 Thy 抗体与补体介导的细

胞溶解可以去除成纤维细胞，但对于大

规模的制备来说成本太高，从而限制了

其在临床上的大规模应用；③免疫细胞

分选法、磁性细胞分选法是制备高纯度

许旺细胞的好方法，磁性细胞分选法利

用结合许旺细胞表面特有的 p75 抗原，

在外加磁场的吸引下定向移动，从而达

到分离提纯许旺细胞的目的，但需要昂

贵的抗体和特殊的设备 ( 磁性离心器、

免疫磁珠 )[49]
；④免疫抗体包被筛选法

是 2011 年 Ben Barres 实验室提出用来

分离星形胶质细胞的方法，需要约 6 h

的手动操作时间，该方法得到的细胞可

立即使用，纯度很高，但产量较低，也

更昂贵 ( 抗体及生长因子 )，还需要特

殊仪器 (流式细胞仪 )[45]
；⑤反复植块法、

体内或体外预变性、差异性黏附需要相

对复杂或耗时的操作，可能会导致许旺

细胞丢失，无法在一定的时间达到理想

的细胞产量；⑥冷喷射和差速贴壁技术

是培养许旺细胞的相对简单的方法，但

在短时间内对许旺细胞进行频繁的操作

可能会导致许旺细胞的产量较低，特别

是在初期操作不熟练时。各种纯化方法

的原理及不足见表 3。

体外冲击波刺激法最近被发现在

周围神经再生过程中有积极作用
[50]
，

其最初用于泌尿外科粉碎肾结石，但临

床前和临床研究都表明，体外冲击波疗

法将是再生医学中的一种有效疗法，如

治疗缺血性组织坏死或慢性伤口
[51]
。

HAUSNER 等
[52]

发现在周围神经损伤部

位进行自体神经移植后，体外冲击波直

接照射损伤部位可显著促进功能恢复。

SCHUH 等
[53]

首次证明体外冲击波可显

著提高许旺细胞体外培养纯度和增殖能

力。经体外冲击波疗法处理的神经来源
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表 1 ｜新生鼠的培养纯化方法

发表年份、作者 动物 酶种类、浓度、消化时间 离心 成纤维细胞

抑制因子

刺激因子 纯化方法 传代方法

2018，PALOMO 
IRIGOYEN 等 [1]

新生小鼠 /
大鼠

0.25% 胰酶 +4 g/L Ⅱ型胶

原酶，40 min
4 ℃，200×g，10 min 阿糖胞苷、

低血清

胰岛素、2 μmol/L 毛喉素、
10 μg/L 神经调节蛋白

免疫抗体包被筛选法 -

2017， CHEN 等
[42] P5-7 小鼠 胶原酶 NB4、Dispase Ⅱ，

60 min
600×g，5 min - 2 μmol/L 毛喉素、10 μg/L

调节蛋白

- -

2017，SHEN 等
[43] P1-3 大鼠 1% 胶原酶，20 min+ 0.125% 

胰酶，10 min
4 ℃，210×g，5 min - 2 µmol/L 毛喉素、10 μg/L

调节蛋白

荧光激活细胞分选

法：P75、O4
-

2016，ANDERSEN
等

[26]
新生小鼠 0.1% Ⅰ型胶原酶 +0.25%

胰酶，30 min
- - 10 nmol/L 神经调节蛋白、 

2 μmol/L 毛喉素

磁活化细胞分选：
p75NGFR(+) 和 Thy(-)

-

2015，LIU 等
[44]

新生小鼠 胶原酶
NB4+0.2%Dispase Ⅱ，80 
min

600×g，10 min - 0.1 g/L 成纤维细胞生长因

子、0.1 g/L 调节蛋白、
2 μmol/L 毛喉素

- 0.2%Dispase Ⅱ，
20 min

2013，TAO[45] P2-4 小鼠、

大鼠

10 g/L 胶原酶，30 min+ 
0.25% 胰酶，10 min

- 阿糖胞苷 胰岛素、毛喉素 免疫选择法 (Thy1) 0.05% 胰酶

2009，WEI 等 [23]
新生大鼠 0.3% Ⅱ型胶原酶，

30 min；0.25% trypsin-
EDTA ，5 min

800-1 000 r/min，
5 min

阿糖胞苷 20 μg/L 调节蛋白 1β - 0.05% trypsin-EDTA 

2008，JIN 等
[24] P6-7 小鼠 0.2%NB4 胶原酶，60 min+ 

0.05% trypsin-EDTA
600×g，5 min+10 min - 2 μmol/L 毛喉素 +10 μg/L 

调节蛋白 β
0.05% 胶原酶 NB4，
30-40 min； 0.05%
胰酶 -EDTA，3 min

表 2 ｜成年鼠的培养、纯化方法

发表年份、作者 动物 酶解 / 预变性天数 酶种类、浓度、时间 成纤维细抑制因子 许旺刺激因子 纯化方法 

2018，STRATTON
等

[3]
成年小鼠 体内预变性 8 d 2 g/L 胶原酶，30-40 min 体积分数为 5% 胎牛

血清

50 μg/L 神经调节蛋白，5 μmol/L 
毛喉素

-

2018，ANDERSEN
等

[25]
成年大鼠 立即酶解 + 滴镀法 +

磁性细胞分选法

2.5 g/L 胶原酶Ⅰ +0.5 g/L 
Ⅱ型中性酶，15-18 h

- 调节蛋白，毛喉素 磁性细胞分选

2018，
SHOJAPOUR 等

[8]
成年小鼠 体内预变性 7 d+ 酶

解法 + 低血清法

0.05% 胶原酶 -A ，2 h 体积分数为 2%，5%，
10% 胎牛血清

- -

2016，ANDERSEN
等

[26]
成年大鼠 立即酶解 + 滴镀法 +

磁性细胞分选法

2.5 g/L 胶原酶 Ⅰ + 0.5 g/L 
Ⅱ型中性酶，15-18 h

- 10 nmol/L 神经调节蛋白，
2 μmol/L 毛喉素

磁性细胞分选

2015，NIAPOUR
等

[46]
成年大鼠 体外预变性 10 d+ 酶

解法

0.125% Ⅳ胶原酶 +
1.25 U/mL 中性酶，20 h

2.5% 血清替代物 2 μmol/L 毛喉素，10 nmol/L 调节

蛋白，20 μg/L 碱性成纤维细胞生

长因子，20 μg/L 表皮生长因子

-

2014, PIETRUCHA-
DUTCZAKV 等

[34]
成年大鼠 体内预变性 7 d+ 酶

解法

0.05% 胰酶，37  ℃ 6 h 体积分数为 5% 胎牛

血清

5 mg/L 牛垂体提取物，40 μg/L 调
节蛋白，2.5 μg/L 胰岛素

-

2012，ZHU 等 [47]
新生 / 成
年大鼠

体内预变性 10 d+ 酶

解法

0.03% 中性酶Ⅱ +0.1% 胶

原酶 NB4，20-30 min
- 2 μmol/L 毛喉素，10 μg/L 调节蛋

白

特异黏附法：0.06% 中性酶Ⅱ /  
0.05% 胶原酶 NB4，30 min

2010，NIAPOUR
等

[31]
成年大鼠 体外预变性 14 d+ 酶

解法

0.125% Ⅳ型胶原酶 +
1.25 U/mL 中性酶，20 h

- MGM 培养基，2 μmol/L 毛喉素，
10 μg/L 成纤维细胞生长因子，
5 mg/L 牛垂体提取物

-

表 3 ｜各种纯化方法的原理及不足

纯化方法 原理 缺点

抗有丝分裂 阿糖胞苷是一种嘧啶类抗代谢药物，通过抑制 DNA 合成杀

死增殖细胞

非特异性，对许旺细胞也有损害

免疫选择法 成纤维细胞具有特异性 Thy 抗原，而许旺细胞没有 费时费力、抗体试剂昂贵，不适合大批量应用，且补体的非特异性作用可

降低细胞数量

重复外植法 成纤维细胞比许旺细胞迁移快 周期长，纯度低

差异性黏附法 许旺细胞对低浓度酶或胶原酶更敏感，贴壁能力更弱 消化时间难以掌握，操作较复杂

层粘连蛋白包被法 许旺细胞在生长过程中会黏附在基膜上，而层粘连蛋白是基

膜的主要成分，许旺细胞对于层粘连蛋白有着很强的亲和力

纯度较低

差速贴壁法 成纤维细胞沉降更快，对多聚赖氨酸黏附性更强 周期长，纯度低，时间难掌握，实际应用效果欠佳

体内预变性 神经损伤后发生轴突变性，其产物诱导神经外植体的许旺细

胞去分化、增殖和髓鞘清除

需要 2 次手术，操作复杂，周期长，从 7 d 到 30 d 不等。这一阶段对细胞

质量和生物活性具有潜在不利因素，且个体差异性使预变性时间无法统一

体外预变性 轴突变性的产物诱导神经外植体的许旺细胞去分化、增殖和

髓鞘清除

周期长，从 1 周到数周不等。这一阶段对细胞质量和生物活性具有潜在不

利因素

冷喷射 成纤维细胞更扁平、黏附更牢固，许旺细胞生长在其上层，

且在较冷环境中许旺细胞贴壁能力更弱

对温度要求高，最适温度为 4 ℃

刺激因子法 ( 调节蛋白、毛喉

素、胰岛素、神经生长因子等 )
调节蛋白可模拟体内与轴突结合的神经调节素 ( 许旺细胞的

天然有丝分裂因子 )，促进许旺细胞的有丝分裂。毛喉素、

胰岛素是腺苷酸环化酶的激活剂，可促进许旺细胞增殖

调节蛋白特异性不强，在促进许旺细胞有丝分裂的同时也会促进成纤维细

胞的生长，且试剂较贵。毛喉素的添加影响基因表达

荧光激活细胞分选 (FACS) 或
磁激活细胞分选 (MACS)

利用特异性抗原标志物 费时费力、试剂昂贵，需要特殊仪器 ( 磁珠、细胞分选仪 )

免疫抗体包被筛选 利用特异性抗原标志物 费时费力、试剂昂贵，需要特殊仪器 ( 流式细胞仪 )
体外冲击波刺激 在周围神经损伤后，体外超声波可加速神经再生的速度，其

机制尚不明确，可能与细胞外三磷酸腺苷增加有关

尚不明确
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许旺细胞，培养质量有明显改善，增殖

率及纯度较高，再生表型标记明显。

WEIHS 等
[54]

阐述了体外冲击波疗法可

通过 ATP 释放偶联的细胞外信号调节激

酶 (ERK) 激活来刺激细胞增殖。HERCH-

ER 等
[17]

证明在自体移植物上使用体外

冲击波刺激法处理，可提高感觉神经来

源的许旺细胞的再生能力。

2.2.4   许旺细胞的鉴定   目前，鉴定许

旺细胞的方法主要为细胞形态学观察和

免疫学标记方法。许旺细胞在光镜下体

积小，多为双极，倒置相差显微镜下许

旺细胞多呈长梭形，也可呈现长三角形

或圆形，核为长梭形或椭圆形，胞浆少，

细胞边缘发亮，两端突起细长并相互连

接或排列成束，容易识别
[44]
。

免疫学标记是最重要的鉴定方

法，利用许旺细胞与成纤维细胞所表

达结合的表面抗原不同的原理，S100

和 P75NTR 是最常用的表面标志蛋白。

LIU 等
[44]

分析了许旺细胞特异性标志

物的表达及其与许旺细胞生长阶段的关

系。结果表明，在原代许旺细胞培养早

期，S100 和 P75NTR 的阳性表达率分别

为 (85.84±1.86)% 和 (93.57±3.40)%， 培

养 3 代 (8 d) 后这 2 种标志物的阳性率

为 100%。由于 S100 在早期培养的许旺

细胞中没有完全表达，而且其他多种细

胞，如软骨细胞、脂肪细胞也在体内表

达 S100，因此在培养早期 S100 不能单

独作为鉴定许旺细胞的标记物，而转录

因子 Sox10 在许旺细胞所有阶段中均有

表达，且在体内外均有稳定的表达，不

易受环境影响，因此它可以作为鉴定许

旺细胞的标记物。

3  挑 战 与 前 景  Challenges and 
prospects 

许旺细胞的体外传代及存活时间

仍具挑战，1994，HAYNES 等
[55]

发现许

旺细胞传代 20 代会自发转化；2013 年，

Tao[45]
发现许旺细胞传 5 代后较难转

染或难以形成髓鞘；2018 年， SHOJA-

POUR 等
[8]
发现许旺细胞培养 3 周后会

自发转化进入静止状态，增殖率明显下

降，可选用原代或第 1 代许旺细胞进行

冷冻保存。2018 年，BROOKS 等
[56]

发

现许旺细胞的传代不应超过 4 代，4 代

后生长速度会变慢，并最终停止增殖。

此外，他们解冻了冻存长达 10 年的许

旺细胞，发现解冻后的细胞活性或增殖

能力并没有明显下降。

自体神经移植术是目前治疗周围

神经损伤的主要方法
[57]
，但自体神经

来源有限、需要二次手术且可能有神经

供区并发症，异体或异种神经移植有免

疫排斥反应，难以广泛应用
[58]
。组织

工程化神经是目前研究热点，有潜力成

为替代疗法，但其有效性和局限性仍存

在挑战。研究表明在一个自体静脉神经

导管中，神经再生的上限是 3 cm，若

加上自体许旺细胞，6 cm 的自体静脉

神经导管也能很好地再生神经。这说

明种植在人工神经引导管上的许旺细

胞可以显著促进神经再生
[59-60]

。但自体

许旺细胞的增殖能力有限，不能在超过 

40 mm 的管中构建 Bungner 条带
[61]
。

2016 年，LEVI 等 [62]
利用人类自体神经

断端培养的许旺细胞移植到大段损伤的

坐骨神经处 (7.5 cm)，术后 18 个月的随

访评估显示坐骨神经、感觉和运动功能

恢复，这代表了一种治疗周围神经损伤

的新策略，也是在人类周围神经损伤后

使用自体许旺细胞的首次报道。

总之，许旺细胞可作为组织工程

化神经的种子细胞，在人体神经损伤的

临床治疗中具有重要意义，其体外培养

及纯化方法多样。尽管体外冲击波促进

许旺细胞增殖的机制尚不明确，其对细

胞是否有不良反应还需更多实验证明，

但毋庸置疑，其在许旺细胞的体外培养

中极具前景。文章描述了近年来许旺细

胞体外培养相关技术进展，以期为临床

利用组织工程技术治疗周围神经损伤提

供帮助。
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