
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.16 JUN.2014

脂肪干细胞上清液培养雪旺细胞的实验研究 *
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摘要 目的：研究应用脂肪干细胞上清液培养新生小鼠雪旺细胞的可行性。方法：取新生(出生 5 -7天) C57BL/6小鼠的坐骨神经，

采用 0.2%的复合胶原酶 NB4消化法分离获取细胞，然后应用雪旺细胞条件培养基(SCCM)和 C57BL/6小鼠的脂肪干细胞上清液
(ADSC-CM)分别培养雪旺细胞。用 0.2%复合胶原酶 NB4差速分离纯化这两种方法培养的雪旺细胞，每 48 h纯化 1次，共进行 2

次纯化。应用 P75免疫荧光染色方法鉴别两组 P2代雪旺细胞并比较两组雪旺细胞的纯度和生长情况。结果：脂肪干细胞上清液

培养的雪旺细胞纯化两次后，数量明显增多，其纯度与雪旺细胞条件培养基相比没有明显差异（P＞ 0.05）。结论：脂肪干细胞上清
液可以较好的培养雪旺细胞，可以作为一种新的廉价方便的培养基代替雪旺细胞条件培养基来培养许雪旺细胞。
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An Experimental Study on Cultivating Schwann Cells in the Supernatant of
the Culture Medium of Adipose-derived Stem cells(ADSC-CM)*

To explore the possibility of cultivating newborn mouse's schwann cells in the supernatant of the culture

medium of Adipose-derived stem cells (ADSC-CM). Sciatic nerves were harvested from 5 to 7 day-old C57BL/6 mice.Sciatic
nerves were digested with 0.2%compound collagenase NB4 to obtain schwann cells. Schwann cells were cultured in two culture medium,

one is conditional medium of Schwann cells (SCCM), the other is supernatant of the culture medium of Adipose-derived stem cells

(ADSC-CM). 0.2% compound col1agenase NB4 was used to purify these schwann cells by differential isolation once every 48 hours for

two times total. P75 fluorescent immunostaining was performed to determine the purity and growth situation of schwann cells.

After two times purification, the numbers of these schwann cells in ADSC-CM were significantly improved, and the differences of purity

of these two methods cultured schwann cells were not statistically significant（P＞ 0.05）. ADSC-CM can have a good effect

on culture schwann cells. As a new cheap convenient culture medium, it can replace SCCM to culture schwann cells.
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前言

雪旺细胞(schwann cell, SC)是周围神经的胶质细胞,能够

分泌多种神经营养因子和细胞外基质，营养神经元和促进轴突

髓鞘化[1]，与周围神经的发生、发育、形态和功能方面密切相

关[2]。目前培养雪旺细胞多用专门的雪旺细胞培养基（SCCM，

含 10%FBS、10 滋g/ml 成纤维细胞生长因子、10 滋g/ml hereg-

ulin-茁-1、2 滋M forskolin、100 U/ml青霉素、100 U/ml 链霉素和
低糖 DMEM）[3]，但此培养基价格昂贵，配制繁琐，应用受限。大

量研究证实脂肪干细胞能够分泌多种生长因子[4]，因此我们尝

试应用脂肪干细胞上清液作为培养基培养雪旺细胞，并且取得

了满意的效果。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂
5~7 d龄 C57BL/6小鼠 20只(上海中科院试验动物养殖中

心)、DMEM培养基(Gibco)、复合胶原酶 NB4(Serva)、胎牛血清
(FBS，Hyclone)、磷酸盐缓冲液 (PBS，pH7.2)、0.25%trypsin-ED-

TA(Gibco)、雪旺细胞培养液(SCCM)、兔抗 S100茁 多克隆抗体
（Dake，UK）兔抗 P75NTR多克隆抗体（Abcam，UK）。
1.2 方法
1.2.1 脂肪干细胞的取材
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小鼠颈椎脱臼处死，置于 75%酒精中浸泡 10 min后，无菌

条件下取其皮下脂肪组织，置入一次性离心管中，向管中加入

含 2%FBS的冷 PBS洗去血液。剪碎至 1 mm× 1 mm× 1 mm

大小,加入 0.2%复合胶原酶 NB4(用 DMEM培养基配制)放入

二氧化碳培养箱中孵育。每隔 5 min振荡 1次，消化约 1.5 h后

反复吹打约 3 min，充分分散组织。以 1500 rpm、37℃、离心 5

min，弃上清，加入 DMEM培养基 8 mL重悬细胞，按大约 1×

103/cm2密度将细胞接种到培养瓶中，置于 37℃、5% CO2孵育

箱培养。

1.2.2 脂肪干细胞上清液的收集

待原代细胞长满至培养瓶底的 80%左右，吸去上清液，放

入 -20℃ 保存待用。 PBS 漂洗一次后，加 37℃ 、0.25%

trypsin-EDTA消化约 2分钟，轻轻拍打瓶壁促进细胞从瓶底脱

离，加入含血清的 DMEM培养基终止 trypsin—EDTA消化，收

集吹打后所得细胞，以 1500 rpm、37℃、离心 5 min，用培养液重

悬，1:2的比例进行传代接种，置于 37℃、5%CO2培养箱继续培

养，每 2 d换液一次，将上清液吸去，放入 -20℃保存待用。待细

胞增殖并覆盖瓶底 80%左右时，用同样方法消化传代，收集上

清液，放入 -20℃保存待用。

1.2.3 雪旺细胞的培养和纯化
1）细胞培养瓶的铺盘：用 DMEM 培养液配制的 400

滋g/ml层粘蛋白(1aminin)按 100 滋g/cm2比例加入培养瓶中，放

在 37℃培养箱过夜后，吸出 laminin，培养瓶置于 4℃无菌保存

备用。

2)取材：实验分两组，SCCM组为对照组，脂肪干细胞上清

液组为实验组，每组均取 10只 5～ 7 d小鼠的双侧坐骨神经约
8 mm。将小鼠颈椎脱臼处死后，置于 75%酒精中浸泡 10 min，

无菌条件下取双侧坐骨神经，置入一次性离心管中。每管放置

20段坐骨神经。向管中加入含 2% FBS的冷 PBS洗去血液。解

剖显微镜下，尽量剔除神经外膜，加入 0.2%复合胶原酶 NB4

(用 DMEM培养基配制)，放入二氧化碳培养箱中孵育。每隔 5

min振荡 1次，消化约 1.5 h。然后反复吹打约 3 min，充分分

散组织。以 1500 rpm离心 5 min，弃上清。实验组中加入含 10%

FBS的脂肪干细胞上清液 3 mL重悬细胞，对照组中加入含

10%FBS的 SCCM培养基 3 mL重悬细胞。两组均按细胞数

1.5× 104/cm2，接种于 4个 25 cm2细胞培养瓶，置于 37℃、5%

CO2孵育箱培养。

3)初步纯化：细胞培养 48 h左右，细胞已基本全部贴壁。

吸去培养液，加入 2 mL 0.2%中性蛋白酶，置于 37℃、5% CO2

培养箱中孵育 10~20min，轻轻振荡拍打后，移入 15 mL离心管

中，离心 1500 rpm、5 min后，弃上清。实验组中加入含 10 %FBS

的脂肪干细胞上清液 3 mL重悬细胞，对照组中加入含 10 %

FBS的 SCCM培养基 3 mL重悬细胞。按细胞数 1.5× 104/cm2，

接种于培养瓶中置于 37℃、5 % CO2孵育箱培养。

4）进一步纯化：待雪旺细胞培养 48 h后，用 0.2 %中性蛋

白酶重复步骤 3纯化雪旺细胞。

1.2.4 雪旺细胞的鉴定

雪旺细胞经两次纯化后，接种到 6孔板中，置于 37℃、5%

CO2孵育箱中培养至细胞长成单层时，PBS漂洗 3次，用 4%多

聚甲醛固定 20 min，PBS 漂洗 3 次，10%羊血清 37℃封闭 30

min，然后加入 P75抗体(1:500，一抗，兔抗鼠)，置于 4℃冰箱过
夜，加入羊抗兔抗体(1:500二抗，荧光素标记)，37℃避光作用
45 min，加入 DAPI染核 10 s。
1.3 统计学分析

分别从实验组和对照组中随机取 10张 100倍视野相片计

数，蓝色荧光的细胞核为细胞总数，以红色荧光的雪旺细胞除

以细胞总数，得到雪旺细胞的纯度，并对两组雪旺细胞纯度进

行统计学比较。

2 结果

2.1 细胞培养和纯化

细胞根据形态不同分为雪旺细胞和成纤维细胞，雪旺细胞

呈梭形，双极或三级样，中部较亮，折光性强。成纤维细胞胞体

扁平、体积较大、折光性差。从图 1 可发现脂肪干细胞上清液
（ADSC-CM）组和 SCCM 组的 P0 雪旺细胞数量（100，107）和

纯度（60%,62%）均不高，两组中均有多量的成纤维细胞。两组

细胞分别培养 48 h后，均用 0.2%NB4纯化，作用 15-20min，大

多数雪旺细胞漂起，变圆变亮，而成纤维细胞没有明显变化。经

过两次纯化后，两组雪旺细胞数量（250，220）和纯度（91%，
89%）均明显增加，成纤维细胞则明显减少。

2.2 雪旺细胞的鉴定

细胞纯化两次后用雪旺细胞特异性标志物 P75，标记雪旺

细胞。两组在荧光显微镜下可见雪旺细胞胞核为蓝色，较小，胞

体为红色，双极或三极(图 2)，与根据形态判断雪旺细胞的结果

相吻合。成纤维细胞呈扁平多角形，胞核及核仁清晰，大而不透

光，胞浆不着色，多位于雪旺细胞下。两次纯化以后雪旺细胞的

数量明显增加而成纤维细胞数量则明显减少。

图 1 原代雪旺细胞的分离纯化和扩增（× 40）

Fig. 1 Cell separation , purification and expansion of primary schwann

cells(× 40)

A：脂肪干细胞上清液（ADSC-CM）培养 48 h的原代 P0细胞。

B：SCCM培养基培养 48 h的原代 P0细胞。C：应用脂肪干细胞上清

液培养的 P2代细胞。D：SCCM培养基培养的 P2代细胞。（红色箭

头所示为雪旺细胞，黄色箭头所示为成纤维细胞，标尺为 100 滋m）

A: 48 h of primary cells in ADSC-CM. B: 48 h of primary cells in SCCM.

C: P2 cells in ADSC-CM. D: P2 cells in SCCM.(Red arrows represent

schwann cells, yellow arrows represent fibroblast, scale bar 100 滋m)
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2.3 雪旺细胞纯度计算

培养的雪旺细胞经免疫荧光染色后进行纯度计算，纯度值

以均数± 标准差表示，全部数据采用 SPSS13.0统计软件进行

处理，两组间均数比较采用 t检验，P＜ 0.05为差异有统计学意

义。两组第二代(P2)细胞的纯度均显著高于原代未纯化细胞

（表 1)，差异有统计学意义(P＜ 0.05)；两组间比较，原代(P0)和

第二代（P2）细胞纯度差异无统计学意义 (P＞ 0.05)（表 1）。
表 1 两组雪旺细胞的纯度比较(n=10)

Table 1 Comparison of the purity of schwann cells between two groups

3 讨论

雪旺细胞作为周围神经系统的主要细胞形态，能够包绕轴

突形成髓鞘，对周围神经系统功能有着非常重要的作用。雪旺

细胞之间能够形成郎飞结，促进神经动作电位的快速传导。当

神经受损发生 wallerian变性时，雪旺细胞能够和巨噬细胞一

起吞噬髓鞘碎片并且在神经基膜管内形成纵向排列的柱状细

胞突起或特有的 Bungner带指引轴突向靶器官再生[5]。神经受

损后，雪旺细胞中的神经营养因子如脑源性神经营养因子[6]，睫

状神经营养因子[7]，碱性成纤维细胞生长因子都会有明显升高

从而促进轴突出芽生长[8]。

雪旺细胞作为种子细胞，在周围神经的损伤修复中起着关

键作用[9]。工程化的周围神经损伤修复中，只有在合成导管或者

生物导管中加入足够量的雪旺细胞，才能够明显促进周围神经

的再生[10]。研究发现雪旺细胞数量上至少达到 1× 106/100滋L才
能够保证其保护神经元、促进神经轴突再生的作用[11]。Brockes

等[12]研究发现移植的外源性雪旺细胞中如果混杂有成纤维细

胞，会显著阻止雪旺细胞介导的轴突再生。因此神经损伤修复

中所需的雪旺细胞必须要大量而且高纯度。

目前雪旺细胞取材多来自新生和成年动物的周围神经，由

于取材来源有限所以要求我们在体外能够扩增出大量的雪旺

细胞以满足临床需要。而雪旺细胞在培养过程中一直混杂有成

纤维细胞[13]，且成纤维细胞的生长速度明显快于雪旺细胞。因

此用普通的低糖 DMEM+10%FBS培养基会更加促进成纤维
细胞的生长导致雪旺细胞的生长相对受抑制，从而无法获得大

量高纯度的雪旺细胞。其他方法如无血清培养法、组织块差速

贴壁法等，多存在成本昂贵，方法繁冗等特点 [14]。1996年，
Casella等[3]研究发现在低糖 DMEM 里加入 heregulin/forskolin

生长因子能够更好的培养雪旺细胞，所以目前培养雪旺细胞多

采用条件培养基 SCCM（含 10%FBS、10 滋g/ml成纤维细胞生
长因子、10 滋g/ml heregulin-茁-1、2 滋M forskolin、100 U/ml 青霉
素、100 U/ml链霉素和低糖 DMEM）[3]。此培养基能够更好地促

进雪旺细胞生长，但这种 SCCM条件培养基的三种生长因子
价格均较昂贵，浓度配制也较繁琐。因此寻找一种更加高效、快

速、经济的雪旺细胞培养基来培养雪旺细胞具有重要研究意

义。

Yoshihiro等[4]研究发现脂肪干细胞能够分泌多种生长因

子包括 BDNF、NGF、VGF等，这些生长因子对雪旺细胞的生长
具有明显促进作用[15-17]。将脂肪干细胞移植到受损坐骨神经能

够促进神经再生[18,19]。所以本实验试用脂肪干细胞上清液来培

养雪旺细胞，用 89 %复合胶原酶 NB4差速分离纯化这两种方
法培养的雪旺细胞[20]，并对雪旺细胞的生长特点，表型鉴定进

行了研究。我们发现纯化两次后雪旺细胞的表型并没有发生改

变，仍然表达雪旺细胞的特异性标志 P75，同时其数量和纯度
都有非常明显的提高，和 SCCM培养基培养的雪旺细胞在统
计学上无显著性差异。

在脂肪干细胞培养的各种实验研究中，实验者多数时候将

其上清液舍去，造成不必要的浪费。本实验研究表明，可以将舍

弃的脂肪干细胞上清液收集起来，代替昂贵的雪旺细胞条件培

养基，从而更加经济、方便、高效的获得大量的雪旺细胞。
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