
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.23 AGU.2014

*基金项目：国家自然科学基金项目（31170932）

作者简介：王洋（1989-），女，硕士研究生，主要研究方向：整形外科，手外科，周围神经组织工程，电话：18817821662，E-mail：catshep@163.com

△通讯作者：沈尊理，教授，博士 E-mail：zunlishen@163.com

（收稿日期：2014-01-13 接受日期：2014-02-10）

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2014.23.002

神经脊来源许旺细胞的体外培养研究 *
王 洋 1 沈尊理 1△ 金羽青 1 刘璋寅 1 陈露露 1 杨晓楠 2 王刚阳 1

(1上海交通大学附属上海市第一人民医院整形外科 上海 200080；2上海交通大学附属上海市第九人民医院整复外科 上海 200011)

摘要 目的：探讨坐骨神经中神经脊来源的许旺细胞所占的比率。方法：将 Wnt1-Cre+/-与 Rosa-EGFP+/-小鼠杂交，获取
Wnt1/EGFP小鼠，其所有起源于神经脊的细胞都有 EGFP蛋白表达。取其坐骨神经，经过消化分离纯化，获得许旺细胞。进行抗
GFP免疫荧光染色和流式分析的检测。结果：根据 P1代许旺细胞的形态学观察，其纯度约为 60%。抗 GFP免疫荧光染色显示，并
非所有的许旺细胞均呈阳性。P3代许旺细胞的纯度约为 99%，流式细胞术分析显示约 65%左右的 GFP阳性率。结论：小鼠坐骨神
经中的许旺细胞在体外培养提纯后，神经脊起源的许旺细胞占总许旺细胞的比例约为 65%。
关键词：许旺细胞；神经脊；起源

中图分类号：Q21 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）23-4406-03

Research of Schwann Cell Derived from Nerve Crest in Vitro*

To investigate the percentage of Schwann cells arose from neural crest in a rate model.
Wnt1-Cre+/-with Rosa-EGFP+/-mice were mated to get the Wnt1/EGFP mice, whose cells were originated from neural crest with GFP
labelling among their prognance. Then the sciatic nerve were taken out and digested. Schwann cells were harvested and cultivated. The
purified Schwann cells were used to do immunofluoresence staining and flow cytometry analysis. In P1 passage of Schwann
cells, the purity was 60% and not all Schwann cells were positively labelled in anti-GFP immunofluoresence. In P3 passage of Schwann
cells, the purity was 99%, and about 65% of them originated from neural crest in flow cytometry analysis. About 65% of
Schwann cells in vitro arose from neural crest in sciatic nerves in mice.

Schwann cell; Neural crest; Origin

前言

1904年，Harrison通过青蛙胚胎神经脊移除实验奠定了许
旺细胞起源于神经脊学说的基础[1]。在随后的一个多世纪，很多

学者相继证明绝大多数许旺细胞起源于神经脊[3-5]。近来，有文

献证明，脊髓前根的许旺细胞来源于胚胎期腹侧神经管[1]、背根

神经节中的卫星细胞和许旺细胞，是在神经脊迁移完成之后，

从神经上皮细胞转化而来[7]。2004年，Joseph在Wnt1-laz小鼠
坐骨神经横断面免疫组化染色中发现有神经脊示踪标记物

茁-gal阴性的许旺细胞存在于坐骨神经中，提示周围神经的许
旺细胞可能并非完全来自于神经脊[2]。但神经脊来源的许旺细

胞在总的许旺细胞中所占的比例，目前还无相关研究报道。因

此，我们利用转基因Wnt1/EGFP小鼠，示踪神经脊来源的许旺
细胞，来进一步探究此问题。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要试剂

1.1.1 实验动物 Wnt1-Cre 转基因小鼠和 Rosa-EGFP条件报
告 小 鼠 都 曾 经 被 应 用 过 [2]， 我 们 把 Wnt1-Cre+/- 与
Rosa-EGFP+/-小鼠杂交，从后代中挑选出 Wnt1/EGFP小鼠(双
阳性)，通过 PCR 检测双阳性小鼠的基因型，其中用来检测
Wnt1-cre 基因的 5' 和 3' 的引物是 1 (5'-ATTCTCCCAC-
CGTCAGTACG-3') 和 2 (5'-CGTTTTCTGAGCATACCTG-
GA-3')(南京大学模式动物研究所)。在本课题中，我们应用的实
验动物为出生 5-7 d及成年的Wnt1/EGFP小鼠(南京大学模式
动物研究所) 以及作为阴性对照的出生 5-7 d的 C57BL/6小鼠
(上海动物实验资源中心 )。
1.1.2 主要试剂 实验试剂包括 DMEM 低糖培养基 (Gibeo，
USA)、复合胶原酶 NB4(Serva，Germany)、中性蛋白酶 Dispase
II(Riche，USA)、FBS(Hyclone，Australia)、许旺细胞培养液 (SC-
CM，Schwann cells culture medium 含 b-FGF 0.1 mg/ml (Pepro-
tech，USA)、heregulin-茁-1 0.1 mg/ml (Peprotech，USA)、2 滋M
forskolin (Cayman，USA)、10% FBS、100 U/ml青霉素、100 U/ml
链霉素和低糖 DMEM)。
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1.2 实验方法
1.2.1 坐骨神经取材及冰冻切片 将 Wnt1/EGFP 小鼠 3只颈
椎脱臼处死后，无菌条件下取双侧坐骨神经约 1 cm长段，用含
2 %FBS的冷 PBS洗去血液，用 4 %多聚甲醛加 10 %蔗糖溶液
4℃固定 2小时，30 %蔗糖 4℃过夜脱水，CT 包埋后常规纵断
面冰冻切片，切片厚度为 10 滋m。
1.2.2 许旺细胞的培养和纯化 取材：将 5-7 天Wnt1/EGFP及
C57BL/6小鼠 10只颈椎脱臼处死后，置于 75 %乙醇中浸泡 10
min，无菌条件下取双侧坐骨神经，用含 2 %FBS的冷 PBS洗去
血液。加入 2 mL0.2 %复合胶原酶 NB4和 2 mL 0.2 %中性蛋白
酶 DispaseII(均用低糖 DMEM培养基配制)，放入 CO2培养箱

中，37℃消化大约 1 h 20 min。然后反复吹打约 3 min，充分分散
组织。以 1500 rpm离心 5 min后弃上清。加入 SCCM培养基 3
ml，重悬细胞。分成 3个 25 cm2细胞培养瓶，置于 37℃、5％
CO2孵育箱中培养。

许旺细胞的纯化：细胞培养 48 h 后，吸弃培养液，加入 3
mL 37℃ PBS，清洗一次后，再加入 2 mL 0.2%中性蛋白酶 Dis-
paseII，置于 CO2培养箱中孵育约 20 min，轻轻振荡拍打后，移
入 15 mL离心管中，以 1500rpm离心 5 min 后弃上清。加入
SCCM培养基 3 mL重悬细胞，然后接种在 1个 25cm2培养皿

染色备用及一个 75 cm2培养皿中，置于 37℃、5% CO2培养箱

中继续培养。每培养 48 h重复上述步骤纯化细胞，共纯化 3
次。最后一次将细胞接种在 75 cm2培养皿中置于 37℃、5% CO2

培养箱中培养 48 h[10]。

1.2.3 许旺细胞抗 GFP染色 体外培养细胞：体外培养 96 h
的许旺细胞 (P1 代)，PBS漂洗 3 次，用 4%多聚甲醛固定 20
min，PBS 漂洗 3 次，用 0.3% Triton 破膜 20 min，PBS 漂洗 3
次，10%正常山羊血清封闭液封闭 30 min，加 GFP抗体(1：200，
一抗，兔抗鼠，Abcam)，置于 4℃冰箱过夜，加入羊抗兔抗体(二
抗，荧光素标记)，37℃避光孵育 45 min，加入 DAPI染核 20 s。
然后荧光封片剂封片。

坐骨神经冰冻切片：PBS 水化 30min 洗去 OCT 包埋剂
(opti-mum cutting temperature compound)，用 0.3% Triton破膜
20 min，PBS漂洗 3次，10%正常山羊血清封闭液封闭 30 min，
加 GFP抗体(1：500，一抗，兔抗鼠，Abcam)，置于 4℃冰箱过夜，
加入羊抗兔抗体(二抗，荧光素标记)，37℃避光孵育 45 min，加
入 DAPI染核 20 s。然后荧光封片剂封片。
1.2.4 用流式细胞仪分析纯化的许旺细胞 将 P3 代纯化的
Wnt1/EGFDP及 C57BL/6许旺细胞，吸弃培养液，加入 3 mL
37℃ PBS，清洗一次后，再加入 2 mL 0.2%中性蛋白酶 Dispa-
seII，置于 CO2培养箱中孵育约 20 min，轻轻振荡拍打后，移入
15 mL离心管中，以 1500 rpm离心 5 min后弃上清，用 1ml
PBS重悬浮，后用流式分析仪进行分析。

2 结果

2.1 坐骨神经抗 GFP免疫荧光染色
在坐骨神经纵切面上(图 1)，红色为 GFP 阳性的细胞，蓝

色为细胞核，可见红色的组织基本呈现条形状，但之间有交叉。

根据文献报导[2]，神经脊在迁移到外周神经之后，不仅会分化形

成许旺细胞，还会分化形成内膜成纤维细胞。这一点有力地证

明了本研究模型的可靠性，即 GFP特异性的标记了起源于神
经脊的细胞。

2.2 体外培养坐骨神经中的许旺细胞和成纤维细胞
将Wnt1/EGFP 5-7天幼鼠坐骨神经取下，消化并进行体外

培养。P1代的许旺细胞中仍然混有较多的成纤维细胞，许旺细
胞纯度约为 60%左右。抗 GFP染色(图 2)显示：大多数许旺细
胞都是 GFP阳性，为神经脊来源。但也有 GFP阴性的许旺细胞
存在(星形)，为非神经脊来源。另外，绝大多数成纤维细胞为
GFP阴性，但也存在 GFP阳性的细胞(箭头)，可能为以往文献
中描述的内膜成纤维细胞。

2.3 流式分析体外培养提纯的许旺细胞
将 C57BL/6和Wnt1/EGFP P3代纯度约为 99 %许旺细胞

进行流式分析(图 3)，发现野生型 C57BL/6小鼠的许旺细胞并
没有绿色荧光，而Wnt1/EGFP小鼠约有 65%的许旺细胞为绿
色荧光阳性。

图 1 成年Wnt1/EGFP小鼠坐骨神经冰冻切片抗 GFP染色（红色）。

标尺 100 滋m

Fig. 1 GFP immunofluoresence of frozen section from sciatic nerve of

adult Wnt1-EGFP mice.scale bar: 200滋m

图 2 成年Wnt1/EGFP小鼠坐骨神经细胞体外培养抗 GFP染色，图 A
为抗 GFP染色（红），图 B为其白光图。标尺 200 滋m

Fig. 2 GFP immunofluoresence of sciatic nerve cells of Wnt1-EGFP
mice. Picture A showed the immunofluoresence of GFP while Picture B

was in the white light. scale bar: 200 滋m

图 3 P3代纯化的许旺细胞进行流式分析 A为 C57BL/6;B为

Wnt1/EGFP

Fig. 3 Flow cytometry analysis of P3 purified Schwann cell. Figure A

stands for C57BL/6 mice while figure B stands for Wnt1/EGFP mice
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3 讨论

Wnt1基因最先在胚胎时期神经板靠近中脑处表达，随着
神经管的关闭，其表达区域主要集中在中脑和后脑前部，并形

成了一个紧密的环形的管峡。改变Wnt1基因将导致中脑和后
脑前部的缺失[8]，第一个神经脊细胞也起源于胚胎时期的中脑

或者后脑区域[9]。我们将Wnt1-cre小鼠与 Rosa-EGFP小鼠杂交
并挑选出的Wnt1/EGFP双阳性的子代，当Wnt1基因的启动子
被启动时，EGFP基因就会被启动，从而表达 EGFP蛋白。利用
此工具可以示踪神经脊的发育迁移及其衍生的细胞。

在体外培养的情况下，通过免疫荧光染色，我们看到了存

在 GFP蛋白表达阴性的许旺细胞，说明有的许旺细胞并非神
经脊来源。许旺细胞纯化后，流式细胞仪检测表达，发现 GFP
细胞阳性比率在 65%左右。当然这一结果是许旺细胞在体外经
过了三代的纯化培养，许旺细胞自身亦有增殖的情况下检查到

的，并不一定能准确反映小鼠体内坐骨神经中神经脊来源的许

旺细胞所占的比率。在体外培养的成纤维细胞中，也存在 GFP
阳性的细胞，说明坐骨神经中部分成纤维来源于神经脊，外周

神经的成纤维细胞在神经的发育[15,16]和再生[13,14]中都有重要意

义。当然，坐骨神经中非神经脊来源的许旺细胞，究竟从何来源

以及这些不同起源的许旺细胞是否存在差异，还需做进一步研

究。

长期以来，人们一直在探索更好的修复外周神经的方法
[11,12,21]，种子细胞(许旺细胞)的获取一直是个难题。我们的研究
显示，除了神经脊，许旺细胞还存在其他的起源。如果能进一步

发现和验证这些起源，或许我们会更容易获得许旺细胞，从而

对修复外周神经再生发挥重要作用。因此，研究许旺细胞的起

源将会对许旺细胞应用于神经的再生具有重要意义[17,18,21]，也可

能对一些神经肿瘤(如神经纤维瘤)机制的研究产生作用[19]。
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