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ＧＦＰ标记成年大鼠表皮神经嵴干细胞的分离培养与形态学特征
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　　摘　要：目的　建立绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记大鼠表皮神经嵴干细胞（ＥＰＩＮＣＳＣ）的分离培养方法，为ＥＰＩＮＣＳＣ在体移植研究

脊髓损伤修复奠定基础。方法　分离成年ＧＦＰ大鼠胡须毛囊，取毛囊隆突部贴附于胶原包被的培养板上。在培养第４天有大量细

胞游出，取出贴附的毛囊隆突部，细胞传代培养。细胞采用ＳＯＸ１０和Ｎｅｓｔｉｎ免疫细胞化学染色鉴定，并计算细胞纯度。结果　ＥＰＩ

ＮＣＳＣ在胶原基质上从隆突部游出，细胞为圆形或梭形，呈强绿色荧光。免疫细胞化学染色ＳＯＸ１０和Ｎｅｓｔｉｎ双阳性，纯度在９９％以

上。结论　本实验方法简便易行，能分离出高纯度的ＧＦＰＥＰＩＮＣＳＣ，可作为一种有效的工具细胞用于损伤脊髓修复研究。
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　　脊髓损伤修复是神经科学领域的研究难题，目前用于修复

的研究方法多为细胞替代疗法和组织工程疗法［１２］。表皮神经

嵴干细胞（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｎｅｕｒａｌｃｒｅｓｔｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＥＰＩＮＣＳＣ）来源于

胚胎神经嵴，具有体外扩增能力，可分化为多种神经嵴细胞衍

生物。而ＥＰＩＮＣＳＣ又存在于成熟动物体内毛囊隆突部，取材

方便，损伤小，可用于自体移植，不涉及免疫原性和伦理道德问

题［３］。但是，关于ＥＩＰＮＣＳＣ国内外的研究对象多为小鼠。本

研究选用绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记成年大鼠ＥＰＩＮＣＳＣ为细

胞来源，分离培养出的ＥＰＩＮＣＳＣ具有天然绿色荧光，有利于

后期在体实验观察，为细胞替代疗法治疗脊髓损伤修复的研究

提供了一种新的种子细胞 。

１　材料与方法

１．１　实验动物　成年清洁级 ＧＦＰ转基因大鼠（由香港大学

ＷｕｗｕＴｉａｎ教授协议赠送），体质量２００ｇ左右，雌雄不拘。

１．２　主要实验试剂　Ｂ２７（ＧＩＢＣＯ，美国）；碱性成纤维生长因

子（ｂＦＧＦ，ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ，美国）；９１１天鸡胚提取物（ＵＳＢｉｏ

ｌｏｇｉｃａｌ，美国）；鼠尾胶原（ＳＩＧＭＡ，美国）；胰蛋白酶（ＧＩＢＣＯ，美

国）；兔单克隆抗体ＳＯＸ１０（Ａｂｃａｍ，美国）；鼠多克隆抗体 Ｎｅｓ

ｔｉｎ（Ａｂｃａｍ，美国）；ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ５９４驴抗兔（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ，

美国）；ＣＹ５山羊抗小鼠（碧云天，中国）。

１．３　ＧＦＰ大鼠ＥＰＩＮＣＳＣ的原代培养

１．３．１　分离培养　３％戊巴比妥纳（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻

醉，断头，消毒后无菌条件下取其触须垫，并逐个分离单个完整

毛囊（裹有结缔组织鞘），置于４℃预冷的ＤＨａｎｋｓ液中（青、

链霉素各１００Ｕ／Ｌ）。手术显微镜下用手术刀纵向剖开颈须

囊，避免损坏毛球。有血液留出，反复用ＤＨａｎｋｓ冲洗血迹，

直至干净。在海绵窦上的层面做横向切口，紧接着在紧贴皮肤

的环形窦内层面做第２个横向切口。用镊子打开已剖开的胶

原蛋白囊，把囊内的毛囊隆突部挪出。把毛囊隆突部放入新的

ＤＨａｎｋｓ液中清洗，确保无其他组织的污染。将毛囊隆突部贴

附于培养皿中（事先涂以鼠尾胶原），去掉多余的培养液。培养

３０ｍｉｎ后加入培养液（含ＤＭＥＭ／Ｆ１２，１０％胎牛血清，５％鸡胚

提取物，２％Ｂ２７，１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ），３７℃，５％ＣＯ２ 孵箱静置培

养。４ｄ后剔除毛囊，０．２５％胰酶消化传代培养，培养液同前，

每隔２ｄ换液１次。

１．３．２　形态学观察　每隔２ｄ在倒置显微镜和荧光显微镜下

观察不同时期的 ＥＰＩＮＣＳＣ的形态，并摄片记录细胞生长

情况。

１．４　免疫细胞化学染色及纯度检测　采用ＳＯＸ１０
［４５］和Ｎｅｓ

ｔｉｎ
［６］免疫荧光双染标记，鉴定ＥＰＩＮＣＳＣ并检测其纯度。免疫
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细胞化学染色鉴定在６孔培养板内进行。设空白对照组１孔，

实验组５孔，空白对照组用０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

代替一抗，其余步骤不变。ＥＰＩＮＣＳＣ传代培养至８０％时用

ＰＢＳ洗３次，４％多聚甲醛室温下固定３０ｍｉｎ；１％ＢＳＡ室温封

闭３０ｍｉｎ；加入一抗混合工作液（小鼠抗 Ｎｅｓｔｉｎ，１∶１００；兔抗

ＳＯＸ１０，１∶１０００）４ ℃ 冰箱过夜 （＞１８ｈ）；二 抗 （Ａｌｅｘａ

Ｆｌｏｕｒ５９４标记的驴抗兔ＩｇＧ，１∶５００；ＣＹ５标记的山羊抗小鼠

ＩｇＧ，１∶３００）３７℃避光孵育１ｈ（除封闭外，其余步骤后均需

ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ），晾干封片，荧光显微镜不同发射波

长下观察。纯度检测：用荧光倒置显微镜观察相同视野不同发

射波长下阳性细胞数，每孔随机选择３个视野进行阳性细胞计

数，细胞的纯度为Ｎｅｓｔｉｎ和ＳＯＸ１０双阳性细胞数与相同视野

绿色荧光细胞数的比值，取均值。

２　结　　果

２．１　形态学观察　光镜观察：整个细胞培养观察期，ＧＦＰ大鼠

来源的ＥＰＩＮＣＳＣ在荧光显微镜下均可观察到有天然稳定的亮

绿色荧光。毛囊隆突贴块培养２ｄ后可见０～１５个细胞从隆突

部爬出，３ｄ后约１２０个细胞，４ｄ后细胞明显增多。细胞以隆突

部为中心向外周伸展，刚从隆突部游出或刚分裂出的细胞为圆

形，很快便伸出突起呈梭形，镜下观察常可见细胞的分裂象，呈

哑铃形，见封２图１。传代培养的细胞周边光晕较强，细胞形态

更为多样，以圆形居多，也可见梭形和三角形。

２．２　免疫细胞化学染色及纯度检测结果　传代培养后，细胞

长至８０％，进行免疫细胞化学染色鉴定。结果显示：实验组细

胞呈ＳＯＸ１０和Ｎｅｓｔｉｎ免疫反应阳性，空白对照组为阴性。实

验组绝大部分细胞膜、细胞质及突起呈现红色和蓝色荧光，细

胞核无阳性表达，见封３图２。在显微镜下随机选择３０个视

野分别记数ＳＯＸ１０和Ｎｅｓｔｉｎ染色双阳性细胞数和ＧＦＰ阳性

细胞数。ＳＯＸ１０和 Ｎｅｓｔｉｎ细胞代表ＥＰＩＮＣＳＣ，ＧＦＰ阳性细

胞代表总细胞数，ＥＰＩＮＣＳＣ纯度为两者之比。最终计算该方

法培养ＥＰＩＮＣＳＣ纯度可达９９％以上。

３　讨　　论

２００４年ＳｉｅｂｅｒＢｌｕｍ在成年小鼠毛囊隆突内发现了一种

神经嵴来源的多潜能干细胞，该细胞结合了胚胎干细胞和成熟

干细胞的优势［７］，具有高度生理可塑性和体外扩增能力，体外

可扩增至数百万倍，仍有８０％维持干细胞标记未分化。在特

殊培养条件下可定向诱导分化，如人骨成形蛋白２的存在诱

导ＥＰＩＮＣＳＣ优先分化为骨／软骨细胞，神经调节蛋白１诱导

分化为施万细胞。在 ｍＲＮＡ水平上，ＥＰＩＮＣＳＣ和胚胎干细

胞有高度类似的基因表型，表达 Ｍｙｃ、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、Ｌｉｎ２８等

基因。

目前细胞替代疗法是脊髓损伤修复的热点之一，而ＥＰＩ

ＮＣＳＣ作为一种在成熟毛囊区域的胚胎衍生物，其显示了几个

吸引人的特性：（１）ＥＰＩＮＣＳＣ作为一种多能干细胞，能够分化

为多种神经嵴衍生物，包括神经元，神经支持细胞，平滑肌细

胞，骨／软骨细胞和黑素细胞。（２）具有体外增殖分裂能力，但

在受体组织内不会致瘤。（３）表达多种神经营养因子和其他营

养因子、血管源性因子和细胞外蛋白酶，具有支持细胞存活、血

管再生和调节瘢痕形成的能力。（４）可自体取材用于自体移

植，这也避免了移植排斥反应和伦理学问题［８１０］。这些特性奠

定了其作为种子细胞在脊髓损伤修复中的重要作用。

ＥＰＩＮＣＳＣ位于毛囊隆突部，是由胚胎神经嵴细胞来源的

是一种多能干细胞。该细胞不仅存在于触须毛囊，也存在于背

部皮肤毛囊。然而，依照常规方法培养背部皮肤毛囊形成两种

类型的快速生长集落，包括了嵴来源细胞和非嵴细胞。因为这

个原因，本研究选择这种特殊毛囊。隆突部是毛囊外根鞘内的

一个特殊区域，能够产生皮肤、头发和皮脂腺［１１］。事实上毛囊

隆突部包含了两种类型的细胞，表皮干细胞和ＥＰＩＮＣＳＣ。本

实验之前尝试了将毛囊接种在普通培养板或包被多聚赖胺酸

的培养板上，均未获得成功。之后改良实验方法，利用 ＥＰＩ

ＮＣＳＣ具有区别于表皮干细胞在胶原基质上生长及迁移的独

特能力，采用胶原包被培养板。隆突部的移植改变了干细胞生

存环境，从而激活了ＥＰＩＮＣＳＣ的增殖和迁移能力。移植后

２～４ｄ，ＥＰＩＮＣＳＣ区别于表皮干细胞开始从移植的隆突部中

迁移到胶原基质上，然后快速扩增，从而轻松获得高纯度的

细胞［１２］。

目前对ＥＰＩＮＣＳＣ的研究国内罕见相关文献报道，而国外

的研究对象多为小鼠。本实验选用了ＧＦＰ转基因大鼠为细胞

来源，分离的细胞具有天然稳定的绿色荧光标记，使得日后研

究细胞移植后的存活、迁移和分布的观察都更为直观、简便。

高纯度ＧＦＰ来源的ＥＰＩＮＣＳＣ的成功提取为进一步利用ＥＰＩ

ＮＣＳＣ进行相关领域的研究奠定了重要的方法学基础。

ＥＰＩＮＣＳＣ的发现为脊髓损伤的细胞替代治疗或转基因

治疗带来了新的尝试，但ＥＰＩＮＣＳＣ的研究中仍有许多问题亟

待解决，如ＥＰＩＮＣＳＣ定向分化的诱导信号通路及其相关作用

机制；移植后ＥＰＩＮＣＳＣ的功能状态及移植后迁移、分化的调

控等，这些问题有待下一步研究解决。
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与 ＨＳＶ２病毒感染对照组比较，其余各多肽处理组的临床症

状轻且病情发展缓慢。ＨＤ５／Ｎ处理组的临床症状最轻，外阴

感染症状评分显著低于病毒对照组与 ＨＤ５／Ａｃｍ处理组（犘＜

０．０１），见图４。表明 ＨＤ５／Ｎ 多肽在体内可发挥显著的抗

ＨＳＶ２感染作用，而 ＨＤ５／Ａｃｍ的体内治疗效果并不明显。

３　讨　　论

防御素是一类由中性粒细胞和上皮细胞产生、富含半胱氨

酸的内源阳离子抗微生物肽，借助二硫键由α螺旋、β片层和

肽环形成的三维立体结构。近年来研究发现，大部分防御素都

具有抗真菌、抗螺旋体以及抗病毒的作用。研究表明防御素分

子可以通过阻碍病毒颗粒黏附和侵入靶细胞、抑制病毒复制以

及直接破坏病毒包膜等多环节、多层次发挥抗病毒作用，这就

使得防御素被用来进行抗病毒时基本不会产生耐药现象［８９］。

因此，防御素的研制与开发在病毒感染防治方面有良好的应用

前景。

人防御素分子内含有三对二硫键，α、β防御素的三对二硫

键的连接方式是不同的。α防御素连接方式为１６，２４，３５；β
防御素连接方式为１５，２４，３６。既往人们认为，防御素的抗

微生物活性不仅受时间、ｐＨ 值、离子强度和温度等因素的影

响，而且还与分子内二硫键的紧密程度有关［１０］。但近来有研

究表明，ＨＢＤ３的抗菌作用不受分子内二硫键存在与否的影

响，但却与其中的某些半胱氨酸存在与否密切相关。

ＨＤ５主要由小肠Ｐｅｎｅｔｈ细胞、女性生殖道和男性尿道黏

膜上皮分泌。而 ＨＳＶ２主要的感染途径是生殖道，其感染与

先天性畸形、流产、宫颈癌、脑炎等多种疾病相关。因此，推测

ＨＤ５可能对肠道致病菌和生殖道传播病毒具有显著抑制作

用，从而参与肠道菌群稳态和生殖道免疫功能的调节［１１１２］。

本实验室前期对 ＨＤ５多肽抗 ＨＳＶ２病毒的作用效果和起效

环节进行了初步探讨，结果表明 ＨＤ５多肽在体外具有显著的

抗 ＨＳＶ２感染活性，其作用机制主要是通过干扰病毒对宿主

细胞的黏附、侵入而发挥作用。为了探索二硫键及半胱氨酸对

ＨＤ５多肽抗病毒活性的影响，本次实验在前期实验结果基础

上，分别观察３种不同构型的 ＨＤ５多肽在体外和体内的抗

ＨＳＶ２感染作用。结果发现半胱氨酸被丙氨酸替换的 ＨＤ５

多肽基本失去抗 ＨＳＶ２病毒能力，ＨＤ５／Ｎ及 ＨＤ５／Ａｃｍ在

体外均有显著的抗 ＨＳＶ２病毒感染作用，但 ＨＤ５／Ｎ的体内

抗 ＨＳＶ２病毒的作用显著强于 ＨＤ５／Ａｃｍ。体外研究结果表

明 ＨＤ５分子中的半胱氨酸残基在其抗病毒作用中占有重要

位置，对于体内 ＨＤ５／Ａｃｍ的抗病毒作用显著减弱的原因，本

研究推测可能是因为二硫键缺失后 ＨＤ５结构不稳定，在体内

多种酶的作用下容易被降解，但具体机制尚需以后进一步的研

究证实。

综上所述，本研究通过体外细胞实验及体内动物实验证实

了不同构型 ＨＤ５多肽抗病毒作用的差异，为 ＨＤ５多肽的进

一步开发和合理应用提供了一定的理论依据。
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ＮＯＤ２ｍｕｔａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓｉｎｉｌｅａｌＣｒｏｈｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｇｕｔ，

２００９，５８（６）：８８４８８４．

［１２］ＫｌｏｔｍａｎＭＥ，ＣｈａｎｇＴＬ．Ｄｅｆｅｎｓｉｎｓｉｎｉｎｎａｔｅａｎｔｉｖｉｒａｌｉｍ

ｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，２００６，６（６）：４４７４５６．

（收稿日期：２０１２０２１４　修回日期：２０１２０９２９）

（上接第３４７２页）

　　 ＣｒｅｓｔＳｔｅｍＣｅｌｌｓ（ＥＰＩＮＣＳＣ）ａｎｄＰｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ［Ｊ］．Ｓｔｅｍ

ＣｅｌｌＲｅｖ，２００８，４（４）：２５６２６０．

［１０］刘芳，许家军，张传森，等．成年大鼠毛囊神经嵴干细胞的

培养、鉴定及初步诱导分化［Ｊ］．解剖学杂志，２００６，２９

（５）：６４７６４９．

［１１］ＨｕＹＦ，ＧｏｕｒａｂＫ，ＷｅｌｌｓＣ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｎｅｕｒａｌｃｒｅｓｔ

ｓｔｅｍｃｅｌｌ（ＥＰＩＮＣＳＣ）ｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｅｎｓｏｒｙｆｕｎｃ

ｔｉｏｎｉｎａｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌ

Ｒｅｖ，２０１０，６（２）：１８６１９８．

［１２］ＴｕｍｂａｒＴ，ＧｕａｓｃｈＧ，ＧｒｅｃｏＶ，ｅｔａｌ．Ｄｅｆｉｎｉｎｇｔｈｅｅｐｉｔｈｅ

ｌｉａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｎｉｃｈｅｉｎｓｋｉｎ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００４，３０３（５６５６）：

３５９３６３．

［１３］ＳｉｅｂｅｒＢｌｕｍＭ，ＧｒｉｍＭ．Ｔｈｅａｄｕｌｔｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅ：ｃｒａｄｌｅｆｏｒ

ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｎｅｕｒａｌｃｒｅｓｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｒｔｈＤｅｆｅｃｔｓＲｅ

ｓｅａｒｃｈＰａｒｔＣ（ＥｍｂｒｙｏＴｏｄａｙ），２００４，７２（２）：１６２１７２．

（收稿日期：２０１２０２０８　修回日期：２０１２０９２３）
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