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猪神经干细胞分离培养研究进展 *
汪亦男 丛义梅 张鑫淼 胡 魁 刘忠华△

（东北农业大学胚胎工程实验室 黑龙江 哈尔滨 150030）

摘要：神经干细胞用于神经学临床修复和基础理论研究的前提是首先完成神经干细胞的体外分离、培养、纯化并大量扩增。鼠、
人、猪中都已成功分离出神经干细胞并已尝试用于动物神经系统损伤等疾病的治疗，尽管在鼠和人上的研究很多，相对于鼠神经

干细胞在神经学临床应用上的局限和人神经干细胞在材料来源上的不便，猪作为神经干细胞临床应用和基础研究的模式动物有

很大的潜力。但关于猪神经干细胞体外分离培养的研究非常少，本文对这方面的研究进展做一综述。
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ABSTRACT: The premise of neural stem cells used for clinical therapy in neuroscience and fundamental research is to accomplish

isolation, culture, purification and amplification in vitro firstly. Some attempts have been taken to use them for repairing injuries and
curing diseases in nervous system of model animals with the success of neural stem cells isolation from mice, human beings and porcine.
Although more research about neural stem cells from mice and human beings has been reported, porcine would become more desirable
model animal on fundamental and exploratory development because of a basic limitation of neurological applications on the use of rodent
cell cultures and scarce source of human neural stem cells. Some research has revealed the possibility that porcine neural tissue would be
an alternative source to human xenografted cells for transplantation in neurodegenerative disorders, but research about isolation and cul-
ture of porcine neural stem cells in vitro is parum. This article mainly discusses the recent advancement about this aspect.
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前言

神经干细胞是一种组织源干细胞，能自我更新并提供大量

脑组织细胞的一类细胞的总称,具有分化为神经元、星形胶质

细胞和少突胶质细胞的能力，有如下特点：（1）具有自我维持和

更新能力，这是指在某一确定部位保持稳定的数量,和 / 或在必

要时进行增殖的能力。（2）具有多向分化潜能,可生成中枢神经

系统内各种类型分化成熟的子代细胞[1]；（3）处于高度未分化状

态，缺乏己分化细胞的抗原标志；（4）终生具有增殖分裂能力,
在有损伤或局部环境信号变化的刺激下可以增殖[2]。神经干细

胞的应用前景广泛：（1） 可通过体内移植实现受损部位的组织

重建和功能恢复；（2）利用神经干细胞缺乏免疫源性，可较顺利

地与宿主组织整合的特点，将其作为治疗性基因载体；（3）构建

各种不同类型的神经干细胞株，用于神经生理、神经药理及神

经病理等基础性研究[3]。目前，在鼠和人上，已从成年期和胎儿

期的多个部位分离出神经干细胞；采用免疫磁珠分离法或流式

细胞仪分选法利用细胞表面标记纯化神经干细胞；培养方法也

有多种，发展出悬浮培养法、贴壁培养法及生物反应器培养法；

在细胞移植治疗、基因载体治疗、神经损伤再生方面，通过动物

试验已取得一些成果。相比之下，猪作为模式动物由于可畜养，

器官大小与人的相似，免疫学和演化上与人接近，遗传与疾病

研究资料丰富等特点而备受青睐。本文总结分析了近几年来国

内外关于猪神经干细胞的基础研究（分离、培养、鉴定）的进展。

1 猪神经干细胞分离培养总体进展

神经分化是胚层特化后发生的早期胚胎事件，在发育的神

经系统中存在多种不同类型的多能细胞，有胚胎干细胞、成体

干细胞、视网膜干细胞、下丘脑 - 垂体干细胞、神经嵴干细胞、
基板干细胞，不同脑区的细胞都具有多能性并且有共同特征,
具有某些特异性的标志，如在体内或体外增殖需要成纤维细胞

生长因子，表达巢素等标志性抗原[4]。成体内也存在神经发生和

胶质发生，并受外部环境的调节。成体内存在的多能细胞参与

了正在进行的神经 - 胶质发生。由于每个区域存在不止一种类

型的多能细胞，体外分离培养获得的细胞群体多是异质性的，

因此，" 神经前体细胞 " 用来概括所有可分裂的多能细胞，涵盖

了干细胞和祖细胞两个阶段的细胞。祖细胞是由神经干细胞分
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化而来的中间态细胞，其分化能力和自我维持、自我更新能力

受到限制,仅具有单潜能或双潜能分化能力或其干细胞样特征

只能维持较短的时间。在早期的研究中，分离的都是猪神经前

体细胞用于体内细胞移植治疗，直至 2009 年，郑月茂等从胎猪

脑组织中首次分离出猪神经干细胞，提示从猪胎儿脑组织分离

神经干细胞具有可行性和有效性[5]。同年，该实验室还获得了转

EGFP 的猪神经干细胞，证明了细胞在表达 EGFP 的同时仍具

有多向分化潜能，为 EGFP 对猪神经干细胞进行标记、追踪，作

为示踪标记进行猪神经干细胞体内移植的研究奠定基础[6]。
影响神经干细胞分离培养效果的因素很多，下面从组织来

源、个体年龄和培养体系三方面来介绍。

2 不同组织来源对神经干细胞分离培养的影响

鼠和人上的研究表明，神经干细胞可来源于多种组织，从

脑、脊髓、骨髓、脐血、脂肪组织和脐带等均可分离得到神经干

细胞，并可诱导分化为其他细胞。神经干细胞来源部位不同，其

分离培养的方法及其特性均不同。目前，有研究表明可从胎龄

30 天的猪胎儿脑组织和妊娠 35-50 天的胎猪背部皮肤获得神

经干细胞[7]，两种神经干细胞完全培养液中生长因子的浓度不

同，提示二者对生长因子的依赖性有差异，是处于发育不同阶

段的神经干细胞，但并未有研究来直接比较二者的差异。
神经干细胞的组织来源广泛，体外分离培养方法各异，各

有其优缺点[8]：胚胎脑组织来源的神经干细胞获取较容易，数量

大，但局限于实验研究，要获取人类胎儿脑组织往往十分困难，

除受技术条件、来源和数量的限制外，还涉及伦理道德、组织免

疫排斥反应等一系列问题，使得人胚神经干细胞的临床应用受

到制约；骨髓间充质干细胞来源广泛，容易获得，分离培养增殖

速度快，不必进行永生化就能获得足够的细胞用于移植，避免

了从脑部获取细胞所造成的损伤。骨髓间充质干细胞具有较强

的自我增殖、多分化潜能、低免疫原性、迁移能力和良好的组织

整合性的生物学特性。因此，体外诱导骨髓基质干细胞分化为

神经干细胞成为神经科学研究的热点之一；脂肪间充质干细胞

诱导分化为神经干细胞的方法与骨髓相同，由于脂肪组织来源

更广泛，不产生排斥反应，避免了干细胞来源所引起的争议，也

成为目前关注热点之一；脐血具有以下明显的优点：①来源丰

富，易于获取；②采集方便，对供者无巨大痛苦；③脐血中免疫

系统处于原始阶段，移植后免疫排斥反应小；④脐血中存在较

原始的造血干细胞、间质干细胞以及内皮干细胞等，具有更强

的增殖、分化能力；⑤脐血中各种病毒感染机会相对少。因此脐

血 MSC 可能成为细胞移植治疗神经系统疾病的一种很好的细

胞源，有着广阔的临床应用前景。

3 个体年龄对神经干细胞分离培养的影响

在胚胎期，可从鼠和人的多个不同脑区分离获得神经干细

胞，至成年期，哺乳动物中枢神经系统内神经干细胞的位置被

确认的目前有两处，分别是脑室下区和海马齿状回颗粒细胞下

区。在鼠上的研究结果表明神经干细胞的发育具有时限性，神

经干细胞的发生高峰在胚胎期，而大量的胶质细胞主要产生于

出生后的一个月，早期的胎儿神经组织中神经干细胞比例很

高，至出生时只有室周区、纹状体区含有一定比例的干细胞。个

体的年龄也会影响神经干细胞的增殖能力，根据冯敏等[9]的实

验发现，3-18 周人胚胎大脑皮层和神经管组织中存在能在体外

增殖分化的神经干细胞，但其增殖能力随胎龄的增加而逐步减

弱。分析从 30 天的胎猪脑部和 3 月龄成猪脑的室下区取材培

养获得的神经球，前者不仅表达干细胞标记，同时也表达定向

分化的祖细胞标记[10]，表明成猪神经球内的多潜能细胞更趋于

成熟，分化潜能受到限制；同时，胎猪神经球可检测到 cyclin D2
的表达，成猪不能，表明胎猪神经干细胞比成体神经球培养物

扩增水平更高。

4 培养体系对神经干细胞分离培养的影响

神经干细胞体外培养扩增过程中，EGF 和 FGF 是普遍添

加的两种生长因子，区别主要在于添加生长因子浓度的不同。
不同时期分离得到的干细胞对两种生长因子的依赖性存在差

异。脊髓和胚胎发生早期的干细胞需要 FGF 才能生存，现在，

胚胎 FGF- 依赖性神经上皮干细胞和稍后出现的 EGF- 依赖性

神经球已建立了直接的谱系关系。细胞培养和嵌合鼠实验证明

FGF 依赖性细胞产生 EGF 依赖性细胞[4]，研究发现，最初只存

在 FGF 依赖性的细胞，但随后出现了对 EGF(来自 FGF 依赖的

细胞)和 FGF 分别具有依赖性的细胞。目前，这些研究结果尚未

在猪上证实。
培养液的另一区别是营养成分的不同，在猪神经前体细胞

培养过程中，有三种添加物(B27，N2，BIT9500)被分别或组合使

用，B27 主要由 21 种物质组成，N2 含有其中的 6 种成分，

BIT9500 含有 N2 6 种成分中的 3 种。在大鼠海马区成体神经

干细胞的扩增实验上已证实 B27 的培养效果最优，其次是

BIT9500，添加 N2 进行扩增的细胞成球率极低[11]。但在猪上并

未系统的比较过三种添加物的扩增效率，因此，如要大量扩增

细胞，培养液成分还有待优化。

5 猪神经干细胞的鉴定

目前，神经干细胞的鉴定主要依据三个方面，持续的自我

更新和增殖能力、多能性干细胞标记的表达以及可分化为中枢

神经系统内三种主要的细胞类型（神经细胞、星形胶质细胞和

少突胶质细胞）。从形态学上观察，无血清悬浮培养条件下神经

干细胞会形成神经球，随着培养时间的延长，球体直径增大，细

胞数量增多，将神经球消化成单细胞传代培养，单细胞分裂增

殖再次形成神经球；贴壁培养条件下神经干细胞以单层贴壁细

胞的形式增殖，由于分离的时间、部位、包被基质和神经干细胞

种类的不同，贴壁细胞的形态也不尽相同，无论以哪种方式扩

增培养，神经干细胞的干性维持稳定不变。体外培养的神经干

细胞鉴定依据的标记应用最广泛的主要是 Nestin。Nestin 属于

第Ⅳ类中间丝蛋白, 仅在胚胎早期神经上皮表达, 出生后停止

表达。在神经前体细胞最先表达的是 Nestin, Vimentin 次之, 随

后两者共存。一旦神经前体细胞朝向终末方向分化, Nestin 便

停止表达。Vimentin 是一种波形蛋白, 属于第Ⅲ类中间丝蛋白。
由于波形蛋白的表达比较早, 起始于神经迁移完成时, 分化完

成后表达下降, 因此也被一些人作为神经祖细胞的标志物。
GFAP 属于第Ⅲ类中间纤维, 是星形胶质细胞的标志蛋白，报

道发现位于室管膜下区表达 GFAP 的细胞显示出神经干细胞
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的特性，因此有人提出也可用来标示部分神经干细胞。此外，有

研究表明胎儿脑内神经祖细胞的维持需要 Hes1 的表达 [12]；

Sox2 阳性的海马祖细胞可在体内生成神经元和星形胶质细胞[13]；

对比表达 GFAP 的成体神经干细胞，CD133 阳性的室管膜细胞

代表了另一种哺乳动物干细胞群体，也许他们的休眠性更强[14]。
总之，现在的研究证实神经干细胞存在于发育和成年大脑的多

个脑区，不同脑区的细胞都具有多能性并且有共同特征，可根

据对生长因子的依赖性、分离的时间、细胞表面受体标志、转录

因子的表达以及分化为特定类型细胞的能力而相互区别[4]。

6 展望

通过对异体移植细胞的长期跟踪，检测细胞的存活水平和

整合情况，T.P. Harrower 等首次证明扩增后猪神经前体细胞异

体移植到帕金森模式鼠脑中后，可长期存活并发育成熟整合到

宿主脑组织内，提示猪神经干细胞作为人神经系统疾病细胞移

植治疗替代物的极大可能性[15]；转 EGFP 的猪神经干细胞可用

于核移植生产克隆动物，选取猪的神经干细胞、羊水来源的干

细胞、胎儿成纤维细胞、成体成纤维细胞和乳腺上皮细胞共 5
种细胞系来比较核移植重构胚的体外发育能力和体内妊娠率，

结果表明干细胞核移植重构胚的桑葚胚形成比率和妊娠率远

高于体细胞核移植重构胚的体外和体内发育能力[16]。目前的研

究结果表明了猪神经干细胞在细胞替代治疗和克隆动物生产

方面的优势，但还有很多问题亟待解决：如何获取大量可以用

于移植的神经干细胞，如何保障神经干细胞移植后的安全性，

如何解决异体移植免疫排斥反应，如何系统地对神经干细胞进

行分类和鉴定，神经干细胞自我更新、增殖、分化和重编程的机

制是什么，如何调控神经干细胞定向分化成所需要的细胞类型

等等，只有理论研究的日益加深和完善，才能促进应用的发展，

保证应用的安全性和高效性。
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