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新生大鼠海马神经干细胞的离体培养及细胞连接的超微结构观察
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　　摘　要：目的　观察体外培养的新生大鼠海马神经干细胞球的超微结构特点。方法　取处于指数期的原代培养７ｄ的新生

大鼠海马神经干细胞，常规制备透射电镜样品后，用日立 Ｈ６００透射电镜观察并摄片。结果　光镜下神经干细胞呈克隆球散在

悬浮于培养基中，Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光阳性；电镜下观察到神经干细胞相互间排列比较松散、核浆比例高，细胞间胞膜增厚，形成特化

的结构，有的胞膜上可见胞吞／胞吐小泡。结论　体外培养的新生大鼠海马神经干细胞间的细胞连接有间隙连接样结构，并可出

现胞吞／胞吐功能，提示细胞间可进行相互交流，传递化学递质或电兴奋活动。
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　　神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）的发现，为中枢神经

系统疾病的治疗带来了新的手段。ＮＳＣｓ是指中枢神经系统

中具有自我更新、自我增殖及多向分化潜能的一类细胞［１］。研

究表明，胚胎、新生及成年哺乳动物的室管膜下区、海马、纹状

体、中脑、臭球和脊髓等部位都存在神经干细胞［２４］。随着

ＮＳＣｓ研究的深入，离体培养的 ＮＳＣｓ已经成为常用的一种的

基础工具。细胞的形态和结构决定其生物学功能，离体培养的

ＮＳＣｓ有着怎样的超微结构，尤其是 ＮＳＣｓ之间的细胞间连接

是怎样的，是否存在互相交流的结构基础，目前报道较少。本

研究在成功分离、培养新生大鼠海马 ＮＳＣｓ的基础上，应用透

射电镜观察ＮＳＣｓ的超微结构及细胞间连接。为深入研究神

经干细胞的生长特性和功能特点提供形态学基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物　新生１ｄＳＤ大鼠，由徐州医学院实验动物中

心提供。

１．２　试剂与仪器　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、Ｂ２７、ｂＦＧＦ和 ＥＧＦ

（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（杭州四季青公司），Ｎｅｓｔｉｎ单克隆抗体

（ＢＤ公司），多聚赖氨酸、ＧＦＡＰ单克隆抗体和βⅢｔｕｂｕｌｉｎ单克

隆抗体（Ｓｉｇｍａ公司），ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（北京中杉金桥

公司）；一次性无菌培养瓶和培养板（ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；二氧化碳培

养箱（Ｔｈｅｒｍｏ３１１１），荧光倒置相差显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７０），超

薄切片机（ＬＫＢ２０８８），透射电镜（ＨＩＴＡＣＨＩＨ６００）。

１．３　实验方法

１．３．１　神经干细胞的分离培养　取新生１ｄ的ＳＤ大鼠，无菌

条件下断头取脑，分离海马组织，置于盛有少量高糖ＤＭＥＭ／

Ｆ１２基础培养液的无菌培养皿中；用眼科剪将组织尽量剪碎，

加入基础培养液５ｍＬ，用巴氏吸管轻柔吹打，４００目筛网过

滤，制成单细胞悬液，离心去上清液，加入含ｂＦＧＦ（２０μｇ／Ｌ）
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和ＥＧＦ（２０μｇ／Ｌ）的ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基２ｍＬ重悬细胞，

台盼蓝染色，细胞计数，以２×１０５ 个细胞／Ｌ接种到２５ｃｍ２ 的

培养瓶中，置３７℃、５％ＣＯ２、９５％空气，平衡湿度培养箱中培

养。２～３ｄ换液１次，倒置显微镜观察细胞形态及生长状况。

１．３．２　神经干细胞的鉴定　选取部分培养的克隆球悬液种植

于铺有多聚赖氨酸盖玻片的２４孔培养板中。１ｈ后取部分盖

玻片进行Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光染色，更换为去除生长因子和血清

浓度为１０％的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基继续培养７ｄ后分别进行

ＧＦＡＰ和βⅢｔｕｂｕｌｉｎ免疫荧光染色。

１．３．３　免疫荧光细胞染色　取贴有细胞且到时间点的盖玻

片：（１）０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗，５ｍｉｎ×３次；（２）４％多聚甲醛固

定，室温１５ｍｉｎ；（３）１０％正常羊血清（含０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００），

室温３０ｍｉｎ；（４）吸弃血清，分别滴加一抗（Ｎｅｓｔｉｎ１∶５００，

ＧＦＡＰ１∶１０００，βⅢｔｕｂｕｌｉｎ１∶８００），抗体用含０．１％的Ｔｒｉ

ｔｏｎＸ１００的０．１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ稀释，４℃过夜；（５）ＦＩＴＣ标记

山羊抗小鼠ＩｇＧ（１∶２００），３７℃１ｈ。除第（３）步骤之外其余

各步完成后均以０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分冲洗。荧光倒置显微

镜下观察、拍照。

１．３．４　透射电镜标本的制作　取原代培养７ｄ的神经干细胞：

（１）３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１５ｍｉｎ后吸去上清，缓慢沿壁加入

２．５％的戊二醛，４℃固定３ｈ；（２）将细胞团块移入青霉素小

瓶，０．１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲洗３次后，浸泡３ｈ，中间每隔２０ｍｉｎ

换洗１次；（３）１％锇酸后固定２ｈ；（４）双蒸水冲洗３次后，浸泡

２ｈ，中间每隔２０ｍｉｎ换洗１次；（５）梯度乙醇／丙酮脱水，依次

加入５０％乙醇、７０％乙醇、８０％乙醇、９０％乙醇、９０％乙醇＋丙

酮、９０％丙酮、１００％丙酮、无水丙酮（含无水硫酸钠的１００％丙

酮），每步１０ｍｉｎ，其中，７０％乙醇中含饱和醋酸铀、无水丙酮过

两道；（６）６１８环氧树脂比无水丙酮（１∶１２ｈ，２∶１３７℃２ｈ，

纯树脂３７℃２ｈ）置换后纯树脂包埋；（７）修块；（８）超薄切片，

片厚５０ｎｍ；（９）柠檬酸铅染色，常温，１０ｍｉｎ；（９）透射电镜观

察、拍片。

２　结　　果

２．１　新生大鼠海马神经干细胞的形态学观察　原代培养１ｄ

时，神经干细胞克隆球很少，几乎看不到，此时可见到折光性很

强的单细胞（图１Ａ）。继续培养３ｄ后，可见到较多克隆球形

成，体积大小不尽相同，形态以球形或卵圆形居多（图１Ｂ）。培

养至７ｄ时，这些克隆球数量进一步增多、体积增大，可见到正

在分裂成两个克隆球的状态（图１Ｃ）。细胞克隆球经Ｎｅｓｔｉｎ免

疫荧光染色呈强阳性，胞浆着色，整个克隆球呈绿色（图１Ｄ）。

加入血清诱导分化７ｄ后见多数细胞紧贴培养瓶并伸出长的

突起，以克隆球为中心向外周呈放射状排列。对诱导分化的神

经干细胞进行ＧＦＡＰ（图１Ｅ）及βⅢｔｕｂｕｌｉｎ（图１Ｆ）免疫荧光染

色均阳性。

２．２　透射电镜观察　电镜下观察到细胞间排列较为疏松，相

邻胞间有空隙（图２Ａ）；大部分神经干细胞胞核较大，胞质较

少，核浆比很高，胞质中有少量较幼稚的线粒体、粗面内质网、

核糖体等细胞器，偶见脂滴（图２Ｂ）；可见到少量正处于分裂末

期的细胞（图２Ｂ）；部分处于克隆球内部的细胞出现空泡样变

性，有的胞核内可见染色质凝集、边集现象，甚至出现凋亡小体

（图２Ｃ）；少量细胞胞质内可观察到类突触样结构和微丝样结

构（图２Ｄ）。在电镜下，有些相邻神经干细胞胞膜增厚，细胞间

隙变窄，形成特化的连接结构（图２Ｅ）；而有些神经干细胞细胞

间隙相对增宽，胞膜无增厚，并可观察到有胞膜上有类似胞吞／

胞吐样的小泡（图２Ｆ）。

　　Ａ：培养１ｄ的神经干细胞，Ｂａｒ＝２００μｍ；Ｂ：培养３ｄ的神经干细胞，Ｂａｒ＝１００μｍ；Ｃ：培养７ｄ的神经干细胞，Ｂａｒ＝１００μｍ；Ｄ：培养７ｄ的神经

干细胞Ｎｅｓｔｉｎ免疫荧光阳性；Ｂａｒ＝１０μｍ；Ｅ：分化的神经干细胞ＧＦＡＰ免疫荧光阳性，Ｂａｒ＝５０μｍ；Ｆ：分化的神经干细胞βⅢｔｕｂｕｌｉｎ免疫荧光阳

性，Ｂａｒ＝５０μｍ。

图１　　新生大鼠海马神经干细胞镜下照片
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　　Ａ：神经干细胞间排列比较松散，Ｂａｒ＝５μｍ；Ｂ：处于分裂末期的神经干细胞，细胞器比较少，脂滴（箭头所示），Ｂａｒ＝１μｍ；Ｃ：神经干细胞球内

部出现凋亡细胞（箭头所示），Ｂａｒ＝２μｍ；Ｄ：某些细胞内可见到微丝样结构（箭头所示），Ｂａｒ＝２μｍ；Ｅ：神经干细胞间的细胞连接，可见胞膜增厚，

出现间隙连接样结构（箭头所示），Ｂａｒ＝２．５μｍ，插图Ｂａｒ＝１００ｎｍ；Ｆ：神经干细胞间的细胞连接，胞膜无增厚，间隙变宽，可见到胞吞／胞吐小泡（箭

头所示），Ｂａｒ＝１μｍ，插图Ｂａｒ＝１００ｎｍ。

图２　　透射电镜下新生大鼠海马神经干细胞

３　讨　　论

制备原代培养ＮＣＳｓ单细胞悬液一般常用机械分离法
［５６］

和酶消化法［７８］。在本实验中，作者使用巴氏吸管吹打机械分

离法。本课题组前期研究发现，使用酶消化法时，若消化时间

短，无法使呈球状生长的细胞团完全分散为单细胞，若延长消

化时间，虽能使细胞团分散为单细胞，但会造成大部分细胞死

亡，相反，机械分离法细胞的成活率和克隆球的形成率均远高

于酶消化法［９］。由此推测是否神经干细胞之间存在着特殊的

连接结构，而用酶消化时破坏了这种细胞连接，导致了细胞生

长缓慢甚至死亡。

细胞连接分为封闭连接、锚定连接和通讯连接（又分为间

隙连接、化学突触和胞间连丝）［１０］。细胞连接的体积很小，只

有在电镜下才能观察到。间隙连接是相邻细胞间允许细胞间

离子，代谢产物和其他信号分子交换的通道。这些细胞间通道

由独特的结构单位间隙连接蛋白组成［１１］。在神经系统的发育

过程中，间隙连接可以使得发育中细胞间进行信息的相互交

换，从而影响到细胞的功能。对细胞的正常增殖和分化起着重

要的调控作用。本实验在电镜下发现，相邻两个神经干细胞之

间的胞膜出现了增厚，在连接处相邻细胞间有极小的缝隙，在

间隙与两层质膜中有少量颗粒并有部分胞膜相互镶嵌，出现了

类似间隙连接样结构；有的神经干细胞细胞间隙稍增宽，胞膜

无增厚，细胞膜上出现了胞吞／胞吐小泡。细胞内的小分子，如

无机盐离子、糖、氨基酸、核苷酸和维生素等有可能通过间隙连

接相互传递，同时，这种连接对细胞也是一种保护，当细胞破损

时，大量钙离子进入，导致间隙连接关闭，以免正常细胞受到伤

害［１２］。

总之，本课题组成功分离培养出新生大鼠海马神经干细

胞，并通过透射电镜对其进行观察，初步揭示了神经干细胞之

间的细胞间连接状态，为神经干细胞的生物学功能的研究提供

了一定的形态学依据。至于细胞间连接中是否有类似间隙连

接蛋白之类的蛋白、可能会是何种类别的蛋白质，以及对神经

干细胞增殖与分化进程的影响如何等，还有待于进一步探索。
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Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ是一种主要由成纤维细胞分泌的细胞外基质蛋

白，在成年正常心肌中不表达，但心脏受到损伤时就会大量表

达［２］。最早研究的主要是其在肿瘤病理进程的作用，还有研究

报道其在皮肤［３］、肾脏及心脏瓣膜［４］、肌肉损伤等条件下亦有

表达。压力负荷、应激、炎症等均可引起骨膜蛋白表达上调。

Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白可与胶原Ⅰ、胶原Ⅴ、粘连蛋白等基质蛋白结

合参与生理性及病理性纤维化的形成［３］。有研究表明，Ｐｅｒｉｏｓ

ｔｉｎ蛋白参与病毒性心肌炎心肌纤维化的发生、发展，并与

ＡｎｇⅡ及ＴＧＦβ１有关
［５］。Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ蛋白还可通过血管生长

调节等途径促进动脉粥样硬化斑块的生长及不稳定性，从而参

与冠心病的发生、发展过程［６］。Ｉｅｋｕｓｈｉ等
［７］在 ＡＭＩ大鼠中使

用缬沙坦治疗后发现，缬沙坦可通过抑制 Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ表达来改

善心功能及心肌梗死后心室重塑。李佳等［８］发现芪苈强心

胶囊和雷米普利均能通过降低心肌梗死区ＰｅｒｉｏｓｔｉｎｍＲＮＡ表

达改善心室重构。然而他汀类药物对ＡＭＩ后心室重构的影响

是否也与Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ信号通路有关，目前仍未见报道。

本研究以检测心肌Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的变化来反映 ＲＯＳ的抗心

肌重构作用。结果发现，与 ＡＭＩ组相比，ＲＯＳ组心肌Ｐｅｒｉｏｓ

ｔｉｎ、ＴＧＦβ１表达明显降低，胶原容积分数降低。实验结果证

实，ＲＯＳ能够降低梗死交界区心肌Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的表达，可改善

ＡＭＩ后心肌重塑，其机制可能为ＲＯＳ通过降低ＴＧＦβ１的水

平，调节Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ的表达，从而减少胶原的沉积，这为治疗

ＡＭＩ后心室重构提供了实验依据，但深入的其他机制尚待进

一步探讨。
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