
.9NP' 具有促进血管新生的作用" 从发生学和

组织学的观点来看!血管新生大致可以分为血管发生

和血管新生两种不同类型的过程" 血管发生需要前

体细胞自骨髓向损伤部位的迁移!并对初级血管网进

行重塑
/#0

" .9NP' 对于内皮前体细胞的募集作用在

文献中已有广泛报道!其中内皮前体细胞表面表达的

2c2>H 在细胞向损伤部位的迁移过程中起到了非常

重要的作用
/F0

" 体外实验表明
/"0

!.9NP' 有利于内

皮前体细胞的增殖和迁移!抑制前体细胞的凋亡!增

强 11OP% 和 11OP" 的表达" 研究结果表明!.9N

P' 通过调节血管前体细胞的迁移和募集促进了血

管发生"

综上所述!笔者合成的 Z8P.9NP' PO_:可以成

功的将 .9NP' 通过静脉注射的方式转运至缺血脑

内!实现脑内的表达" .9NP' 可以在 .9NP'L

2c2>H轴的作用下!促进新生血管的发生!构建成熟

的血管网!为脑缺血区域提供血流!促进神经功能的

恢复"
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G !>+<,:;W! Ô+<+73AM! 467+,) 2! !"#$I=5<,77+D5:5T3785-T673;+5) 85-
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不同血清微环境培养的施万细胞增殖状况比较

林!兰!郑亚琳!李鸣镝!黄!达

!!基金项目(国家自然科学基金资助项目-F''#$HHE.

作者单位('&&&E$!北京!中国中医科学院广安门医院

通讯作者(李鸣镝!副主任医师!电子信箱(TR7,,%&&"Y'%GI/5T

摘!要!目的!将不同浓度大鼠血清#'&J胎牛血清培养以及无血清培养的大鼠原代施万细胞的增殖状况进行比较!探讨

适合施万细胞生长的血清微环境" 方法!将所培养的原代施万细胞分成 EJ大鼠血清组#'&J大鼠血清组#'EJ大鼠血清组#

%&J大鼠血清组#'&J胎牛血清组#无血清组!另设不含细胞的空白对照组" 采用 22VPF 细胞增殖试剂!分别于培养后 %H#HF#

#%#"G#'%&^ 对各组的细胞增殖情况进行测定" 结果!EJ大鼠血清组的细胞在 "G^ 内的生长状况与 '&J胎牛血清组相比无显

着差异" 结论!在 "G^ 内!EJ的大鼠血清浓度最适合该细胞生长"

关键词!施万细胞!血清微环境!细胞增殖
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:,-6TT+/-5,)<+-5)T,);I0)@H<C*!Ẑ,5-+*+)37*,),-3;+5) ./̂?3)) /,77:?,-,*-56D,R +);5EJ -3;:,-6T*-56D! '&J -3;:,-6T*-56D!

'EJ -3;:,-6T*-56D! %&J -3;:,-6T*-56D! '&J 8,;37b5<+),:,-6T*-56D! ;̂,:,-6T8-,,*-56D! ;̂,b73)S /5);-57*-56DI22V PF

/,77D-57+8,-3;+5) -,3*,);?3:?:,R ;5;,:;,3/̂ /,77D-57+8,-3;+5) /5)R+;+5) +) ;̂,%H! HF! #%! "G!'%&^I")*79@*!Ẑ,*-5?;̂ :;3;6:58

/,77:R6-+)*"G^! +) EJ -3;:,-6T *-56D ^3R )5:+*)+8+/3);R+88,-,)/,:/5TD3-,R ?+;̂ '&J 8,;37b5<+),:,-6T *-56DI6<:297*8<:

96-+)*"G^! EJ 58-3;:,-6T/5)/,);-3;+5) +:T5:;:6+;3b7,85-;̂,/,77*-5?;̂I

4); D<&C*!./̂?3)) /,77:).,-6TT+/-5,)<+-5)T,);)2,77D-57+8,-3;+5)

!!施万细胞 - ./̂?3)) /,77:!.2:.是周围神经的主

要结构和功能细胞! 在神经再生过程中起重要作用!

是周围神经组织工程的核心" 神经细胞原代培养是

研究神经组织形态结构和功能及其在缺血缺氧等各种

损伤条件下的病理变化的重要方法之一" 近年来!有

关采用何种血清培养更利于神经细胞生长的讨论成为

热点!且各家观点不一" 本实验在贴壁分离法培养

.2:的基础上!对比分析了不同浓度大鼠自身血清#胎

牛血清及无血清微环境下的 .2:增殖状况!旨在为体

外 .2:细胞培养的研究与应用奠定一定的实验基础"

材料与方法

'I实验试剂(

(

型胶原酶 - .+*T3公司 . #胰蛋白酶

-.+*T3公司. #91(1PN'% 细胞培养基 -CA/75),公司. #胎

牛血清-CA/75),公司. #bN@N因子-O,D-5;,/̂公司. #多聚左

旋赖氨酸 -.+*T3公司. #阿糖胞苷- .+*T3公司. #抗 . P'&&

多克隆抗体-.+*T3公司. #细胞培养皿-$&TT! :;,-7+). #细胞

培养箱 -C,-3,6:. #]1ZP% 倒置显微镜 -h7ATD6:.#离心机

-(DD,)R5-82,);-+86*,EH'#>. #22VPF 细胞增殖试剂 -日本

同仁化学研究所."

%I动物(成年 .9大鼠!体重 %E& Q$&&*!雌雄不限" 新生

E 天 .9大鼠 E 只!由广安门医院实验动物中心提供"

$I大鼠施万细胞原代培养(参考连小峰方法取 '& 只新生

E 天 .9大鼠的双侧坐骨神经和臂丛神经!剥除神经外膜! 剪

碎! 加入 'n' 的 &I%EJ胰蛋白酶和 &I&$J胶原酶混合液!置

入含 EJ 2h

%

的 $#u培养箱中消化 $&T+)! 离心! 去上清! 将

含 '&J胎牛血清-N0..的 91(1培养基-含 &I'J的青霉素

及链霉素.加入沉淀物!混匀后均匀种植于培养板中
/'0

" 次日

加入阿糖胞苷-终浓度为 $TT57L_. ! %H^ 后吸除含有阿糖胞

苷的培养液! 加入 '&JN0. 的 91(1培养液 -含 bN@N终浓

度为 %&)*LT7.! 以后每 % Q$ 天换液 ' 次" 待细胞铺满培养

板孔底部 #&J QF&J后传代" . P'&& 细胞免疫组织化学染

色鉴定"

HI大鼠血清制备(大鼠适应性喂养 % 天!禁食 '%^ 后以 %&J

乌拉坦腹腔注射麻醉!腹主动脉取血!将血清过滤除菌备用"

EI干预(取对数生长期的细胞按 E&&& 个L孔细胞接种在

"G 孔板中!用含 '&J胎牛血清的完全培养基在 $#u#EJ 2h

%

培养箱中培养" 待细胞完全贴壁后!吸净原培养液!随机分组

并更换含不同浓度血清的培养液" 共分为 # 组( '&J胎牛血

清组 -=组 . #EJ大鼠血清组 - EJ组 . # '&J大鼠血清组

-'&J组 . # 'EJ大鼠血清组 - 'EJ组 . # %&J大鼠血清组

-%&J组 . #无血清组 -d组 . #空白对照组 -不含细胞 . -V

组. !每组设 G 个复孔" 分别于第 %H#HF##%#"G#'%&^ 时加入

22VPF 细胞增殖试剂!用酶标仪测 h9HE& 值" 实验重复 $

次!详见表 '"

GI统计学方法(数据经 .O.. 'GI& 统计软件进行分析!计

数资料以均数 t标准差-(t<.表示!不同组别不同时间的多组

间比较采用 ?QOR?方差分析!)s&I&E 为差异统计学意义"

结!!果

无血清培养组以及不同浓度大鼠血清培养组施

万细胞数量均随着时间的延长而逐渐递增" 但无血

清培养组#'EJ大鼠血清组#%&J大鼠血清组增殖均

缓慢-图 '."

图 +,不同血清微环境培养的施万细胞生长曲线比较

!

'&J胎牛血清组与 EJ大鼠血清组在 %H#HF#"G^

各时间点相比!细胞增殖无显著差异-)r&I&E.!在

#%^ 点两组相比差异有统计学意义 -)s&I&E.!与

'&J大鼠血清组#'EJ大鼠血清组#%&J大鼠血清组

相比在 HF^ 至 '%&^ 间细胞增殖差异显著 - )s

&I&E.!详见表 '"

讨!!论

目前在各种细胞的体外实验研究中!通常需要在

基础培养基中添加一定的血清!最常见的是胎牛血清

和小牛血清!此外还有鸡血清#羊血清及脐带血清

等
/%0

" 因为血清不仅含有细胞生长必须的蛋白质#

*%$*
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表 +,不同浓度大鼠血清#+TU胎牛血清#无血清培养的施万细胞增殖情况比较-(t<!+ oG.

组别 %H^ HF^ #%^ "G^ '%&^

=组
&I$$% t&I&$"

"

&IFG$ t&I'H&

"

'I'#H t&I%'%

"

%I%&H t&I$HH

"

'IGH$ t&I'F#

"

d组
&IH%$ t&I&#G

$

&IGF# t&I'#%

$

&IE"# t&I'G#

$

&I"&' t&I'&$

$

&IEF# t&I'HE

$

EJ组
&I$H& t&I&#"

"

&I##& t&I'F$

'I$E# t&I%##

$"

%I&F" t&I$E#

"

'I$'" t&I%&"

$"

'&J组
&I%"H t&I&$#

"

&IG$% t&I'%E

$

&I"$H t&I''&

$"

'IHEF t&I%'%

$"

&I#%" t&I&#"

$

'EJ组
&I%"' t&I&$'

"

&IG%% t&I'#%

$

&IFH' t&I'HH

$"

'I&E' t&I&FG

$

&I#&E t&I&"'

$

%&J组
&I%G$ t&I&HE

$"

&IE#% t&I&"%

$

&IF$" t&I'%E

$"

&I"E' t&I'$#

$

&I#'% t&I&"E

$

V组
&I'G$ t&I&&G

$"

&I'G" t&I&&H

$"

&I'GH t&I&&H

$"

&I'#G t&I&'G

$"

&I'G" t&I&&"

$"

!!与 '&J胎牛血清的培养基-=组.比较!

$

)s&I&E)与无血清的培养基-d组.比较!

"

)s&I&E

脂肪#碳水化合物#微量元素等基本营养物质!而且含

有细胞生长因子#贴壁因子!有利于细胞的生长" 由

于血清生化特性的差异!不同的血清类型及不同的血

清浓度必然对不同实验动物的不同细胞类型具有重

要影响" 近年来!有关采用何种血清微环境培养更利

于细胞生长的讨论成为热点!但关于施万细胞的相关

研究报道不多" 暴丽华等
/$0

在联合培养神经上皮干

细胞与施万细胞研究时发现!不同血清浓度对该实验

联合培养的细胞的分化产生不同的影响" 郭涛等
/H0

在施万细胞培养过程中发现血清体积分数是影响细

胞培养效率的主要因素" 从目前国内外研究现状看!

对施万细胞的培养通常采用含 '&J Q%&J胎牛血清

的培养基" 但在现代中药血清药理学研究中!大鼠的

含药血清既作为胎牛血清的替代物又作为药物干预

因素应用在细胞实验中!因此大鼠血清的选择直接影

响试验的效果和可靠程度!我们认为在进行此类中药

血清药理学研究时!必须考虑血清本身所含物质成分

及血清体积等因素对试验的影响" 但根据目前中药

血清药理学研究进展看!中药含药血清的添加浓度还

没有确切的规定!各有关实验所得的结果说法不

一
/E0

" 因此筛选出适合施万细胞生长的大鼠血清浓

度在实验中尤为重要" 本实验表明!单纯运用大鼠自

身血清对施万细胞进行培养是可行的!在 "G^ 内 EJ

大鼠血清培养的施万细胞生长状态与 '&J胎牛血清

培养的施万细胞基本一致!因此我们认为在进行中药

含药血清干预大鼠施万细胞的实验中!可以 EJ的大

鼠含药血清添加量进行观察" 从本实验结果看!虽然

不同浓度的大鼠血清均可促进施万细胞增殖!但细胞

的增殖状况随着培养基中大鼠血清浓度的逐渐增加

而减缓!说明不同浓度的大鼠血清对施万细胞的分化

促进作用逐渐不同!即低血清浓度培养基内施万细胞

特性的维持比高血清浓度培养基内的特性维持的时

间要长!这些结果和刘缘等
/G0

在神经干细胞研究中

的结果一致" 其原因和机制有待进一步研究!初步推

测与血清的复杂成分#与实验动物的种属#细胞的类

型以及细胞的生长阶段均有相关性" 此外!本实验结

果还表明!无血清培养施万细胞增殖不明显!这可能和

大鼠自身血清中的某些特有成分相关!如集落刺激因

子#生长因子等免疫原性更适合大鼠来源的细胞!从而

使细胞内信号转导#基因表达#蛋白合成等过程更紧密

顺利!促进了细胞的增殖及细胞系的维持" 由于本实

验所研究的大鼠血清浓度和作用时间有限!在其范围

以外对施万细胞增殖作用的研究有待进一步深入"
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