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摘　要：目的　研究脑外伤血性脑脊液和脑积水清亮脑脊液对神经干细胞增殖分化的影响。方法　从大鼠脑组织中分
离培养神经干细胞，分别用人的两种脑脊液培养，分为试验组（血性脑脊液组）和对照组（脑积水清亮脑脊液组），于不同

时间观察神经干细胞在两组脑脊液中的生长及增殖分化情况；并应用免疫细胞化学技术对两组脑脊液中神经干细胞的分

化进行鉴定和比较。结果　神经干细胞在两种脑脊液中均能存活并分化，部分细胞悬浮生长达十余天之久。加脑脊液培

养第二天试验组 ＮＳＥ阳性细胞（神经元）的比例比对照组高，有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；培养第十天试验组 ＧＦＡＰ阳性细

胞（星形胶质细胞）的比例比对照组高，ＮＳＥ阳性细胞的比例比对照组低，有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　神经干细胞

在脑外伤血性脑脊液和脑积水清亮脑脊液中均能存活、增殖和分化。两组脑脊液对神经干细胞分化的种类上有差异。
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　　神经干细胞替代治疗中枢神经系统疾病是当
前国内外研究的热点，通过脑脊液移植神经干细胞

是治疗中枢神经系统损伤的非常有前景的途径。

但神经干细胞在脑脊液中的生长情况如何，脑脊液

对神经干细胞的增殖与分化究竟有何影响，通过脑

脊液移植的时机如何，目前相关的报道不多。本实

验通过体外模拟神经干细胞在脑外伤后的血性脑

脊液和外伤后交通性脑积水的清亮脑脊液环境中

生长，探讨两种脑脊液对神经干细胞增殖与分化的

影响，为临床应用研究提供实验基础。

１　材料和方法
１．１　实验动物与试剂

新生 ２４小时 ＳＤ大鼠 ３只，由中南大学实验动
物中心提供。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ），兔抗大
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鼠 ＮｅｕＮ单克隆抗体，兔抗大鼠 ＧＦＡＰ单克隆抗体，
ＳＰ试剂盒（北京中杉生物工程有限公司）。
１．２　原代脑神经干细胞的分离和培养

取新生 ＳＤ大鼠 ３只，７５％乙醇消毒，颈椎脱臼
处死，剪开头皮，分离出脑组织，剔除脑组织内血

管、纤维，放入盛基础培养基的无菌培养皿中，剪

成约 ０．５～１ｍｍ３组织小块，玻璃吸管反复轻柔吹
打，过 ２００目滤网，制成单细胞悬液，以 １０００转／
分离心 ５分钟，去上清液，加无血清培养基 ２ｍｌ重
悬细胞，台盼兰染色计活细胞数，以 ５～１０×１０５

个／ｍｌ密度接种到 ２５ｍｌ培养瓶中，置 ３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度培养箱中培养。此后每三天半量换
液一次，每七天左右传代一次。传代培养纯化的细

胞经 Ｎｅｓｔｉｎ鉴定，显示 Ｎｅｓｔｉｎ免疫反应阳性，表明
所培养的细胞为神经干细胞。

１．３　脑脊液的收集
所有脑脊液均于无菌条件下取自神经外科脑

室 －腹腔分流术中或无菌条件下腰椎穿刺术中，其
中脑积水清亮脑脊液 ６例（外伤后交通性脑积水
患者，伤后一至三个月左右采集，脑脊液细胞数正

常，蛋白 ＜０．５ｇ／Ｌ），闭合性脑挫裂伤血性脑脊液
１５例（脑外伤后一周左右采集，血性脑脊液细胞总
数为２００×１０６／Ｌ～１０００００×１０６／Ｌ，蛋白０．７ｇ／Ｌ
～５．６ｇ／Ｌ，细胞总数 ＜２００×１０６／Ｌ或 ＞１０００００
×１０６／Ｌ及颅内感染者排除在外），标本量约 ５１０
ｍｌ／例，立即分装置于无菌小瓶中，封口后置于 ４℃
冰箱不超过２４小时，或 －２０℃冰箱不超过一周。
１．４　脑脊液和神经干细胞共培养

将第 ３代生长良好的神经干细胞球移入试管，
１０００ｒ／ｍ离心 ５ｍｉｎ后去上清液，加基础培养基
１ｍｌ，吹打干细胞球使分散成单细胞悬液和小的神
经球，调整细胞浓度后种植于 ６孔培养板中，分成
两组，一组添加脑积水清亮脑脊液，另一组添加脑

外伤血性脑脊液（各 ３ｍｌ），继续在 ３７℃、５％ＣＯ２
饱和湿度培养箱中培养，每天观察神经干细胞的生

长情况。

１．５　脑脊液对神经干细胞的诱导分化试验
选取第 ３代生长良好的神经球，１０００ｒ／ｍ离心

５ｍｉｎ后去上清液，加基础培养基 １～２ｍｌ，轻轻吹
打使干细胞球分散，种植于多聚赖氨酸包被的盖玻

片上。试验分组：于 ２４孔培养板中分成两组：试
验组脑外伤血性脑脊液组，对照组脑积水清亮脑脊

液组。每孔添加脑脊液 ０．７５ｍｌ，每天观察其生长
分化情况，５天更换脑脊液，分别于 ２天、５天、１０

天行免疫细胞化学染色检测。

１．６　免疫细胞化学染色
将含有分化细胞的盖玻片取出，用 ＳＰ组织化

学染色试剂盒分别检测 ＮＳＥ、ＧＦＡＰ在分化细胞中
的表达。

１．７　细胞计数
免疫细胞化学染色阳性为棕褐色，阴性对照不

着色，ＮＳＥ（＋）的细胞代表神经元，ＧＦＡＰ（＋）细
胞代表星型胶质细胞，少突胶质细胞因在 ＮＳＣｓ分
化产物中所占比例很少［１］，未行免疫染色。苏木精

复染核呈蓝色的细胞代表总细胞数。倒置相差显

微镜下随机选择五个独立高倍视野计数阳性细胞

及总细胞数，计算各系细胞比例并求其平均数，至

少独立实验四次。残留在神经球中的神经干细胞

因聚合密集，难以计数，排除在外。

１．８　统计学分析
结果采用 ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行分析，所得数

据以均数 ±标准差形式（ｘ±ｓ）表示，数据间差异以
ｔ检验证实，以 Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　神经干细胞与不同脑脊液共培养观察

神经干细胞在脑积水清亮脑脊液和脑外伤血

性脑脊液中均能成活生长。在共培养后约两三小

时，即可看到神经球贴壁并出现分化，随后血性脑

脊液组中的神经球贴壁数量较清亮脑脊液组多，神

经球分化速度更快；２４小时后两组脑脊液中约
８０％ ～９０％的神经球均已贴壁分化，但仍有小部
分神经球未贴壁呈悬浮生长；到第 １０天时，两组
脑脊液中仍可见很少量神经球呈悬浮生长。不同

浓度的血性脑脊液对干细胞的分化也有着影响，脑

脊液微黄，脑脊液常规检查细胞总数仅为上百个

（×１０６／Ｌ）时，此时贴壁分化的神经球比例相对较
少，贴壁的时间晚，悬浮生长的神经球多，与清亮

脑脊液对神经干细胞的作用无明显差别；而当血性

脑脊液中细胞总数为 １０３～１０５（×１０６／Ｌ）之间时，
神经干细胞贴壁分化的速度最快，分化比较彻底。

２．２　不同脑脊液对神经干细胞分化的影响
分别于分化培养 ２天、５天、１０天后做免疫细

胞化学染色，结果显示在两种脑脊液中神经干细胞

均能分化为中枢神经系统的主要细胞：表达 ＮＳＥ
的神经元，表达 ＧＦＡＰ的星形胶质细胞。在血性脑
脊液 中，ＮＳＥ（＋）细 胞 由 开 始 时 的 ３６．６％ ±
４．６２％降至 ２５．２％ ±４．８２％，ＧＦＡＰ（＋）细胞逐渐
增多，从 ６２．０％ ±９．２７％升至 ７２．４％ ±５．７７％。
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在清亮脑脊液培养基中，神经球分化结果如下：游

离在神经球外的单个细胞中 ＮＳＥ（＋）细胞数逐渐
增多，从 ２４．６％ ±７．０２％升至 ３７．４％ ±６．８０％，
而 ＧＦＡＰ（＋）细胞数则从 ７３．６％ ±５．７７％降至
５９．８％ ±６．７６％。统计结果显示，血性脑脊液中
神经干细胞在第 ２天分化为神经元的比例比对照
组高（Ｐ＜０．０５）；分化 ５天两组脑脊液中分化为
神经元和星形胶质细胞的比例差异无显著性；分化

１０天后清亮脑脊液组分化为神经元的比例要高
（Ｐ＜０．０５），而血性脑脊液组分化为星形胶质细

胞的比例要高（Ｐ＜０．０５）。

表１　ＮＳＣｓ在两种脑脊液中不同时间的分化情况（ｎ＝５）

试验组

（ｘ±Ｓ）
对照组

（ｘ±Ｓ）
ＮＳＥ阳性细胞　２ｄ ３６．６％±４．６２％ ２４．６％±７．０２％
　　　　　　　５ｄ ３２．５％±３．４６％ ３３．２％±８．７６％
　　　　　　 １０ｄ ２５．２％±４．８２％ ３７．４％±６．８０％
ＧＦＡＰ阳性细胞　 ２ｄ ６２．０％±９．２７％ ７３．６％±５．７７％
　　　　　　　　５ｄ ６４．０％±３．８１％ ６２．６％±６．１９％
　　　　　　　 １０ｄ ７２．４％±５．７７％ ５９．８％±６．７６％

　　注：与对照组相比，Ｐ＜０．０５。

　　　图 １　ＮＳＣｓ在清亮脑脊液中分化 １天相差显微镜

　　　　（１０×２０）

　　　图 ２　ＮＳＣｓ在血性脑脊液中分化 １天相差显微镜

　　　　（１０×２０）

　　　图 ３　ＮＳＣｓ悬液在清亮脑脊液中培养 ４天相差显
　　　　微镜（１０×２０） 　　　图 ４　ＮＳＣｓ悬液在血性脑脊液中培养 ４天相差显

　　　　微镜（１０×２０）

　　　图 ５　神经干细胞球分化出 ＮＳＥ（＋）细胞光镜
　　　　（ＤＡＢ，１０×４０）

　　　图 ６　神经干细胞球分化出 ＧＦＡＰ（＋）细胞光镜
　　　　（ＤＡＢ，１０×４０）
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３　讨论
本实验将神经干细胞与血性脑脊液和脑积水

脑脊液共培养，目的是比较两种脑脊液对移植细胞

存活、增殖和分化的影响。Ｂｕｄｄｅｎｓｉｅｋ等［２］研究发

现，胎鼠神经干细胞在成人脑脊液中比在标准培养

基中能更好地存活，更好地增殖和分化，脑脊液的

存在导致干细胞更快地丧失自我更新能力，促使神

经干细胞更快地分化，轴索更快更粗地生长，但分

化的细胞更多的是神经胶质细胞，神经元很少，因

此，脑脊液刺激了神经胶质的增生而抑制了神经的

形成。本实验发现神经干细胞能在两种脑脊液中

均能存活、增殖和分化，并发现神经干细胞接种于

两种脑脊液后数小时，均可见到贴壁分化现象，分

化速度快，随时间推移，贴壁分化的细胞明显增

多，最终分化为星形胶质细胞的比例高，结果与之

相似。而实验中部分神经干细胞球悬浮生长达十

余天之久，考虑与脑脊液中的部分物质（如 ＦＧＦ２
等）能促进神经干细胞增殖有关。Ｍａｒｔｉｎ等［３］研究

发现，在脑发育早期，鸡胚胎的脑脊液和血清中存

在 ＦＧＦ２的不同亚型，胚胎脑脊液中的 ＦＧＦ２在体
内和体外均能促使神经上皮干细胞增殖，神经上皮

干细胞能表达低水平的 ＦＧＦ２，胚胎脑脊液中的
ＦＧＦ２主要来源于血清。Ｇｒｅｅｎｗｏｏｄ等［４］研究发现人

和鼠胚胎时期的脉络丛都能表达 ＦＧＦ２。本实验中
神经干细胞虽然增殖作用不明显，考虑与脑脊液量

少，未能及时更换脑脊液有关，而人体内脑脊液处

于不断产生、循环和回流的平衡状态，每天更新 ３
４次，脑脊液总量 １２天全部更新，在体内神经干
细胞在脑脊液中的增殖可能更明显。Ｂａｉ等［５］研究

发现，将神经干细胞悬液注入 ＳＤ大鼠第四脑室，
移植细胞能在脊髓表面形成细胞团，并逐渐增多，

于术后 ５ｄ达到高峰。这种增殖形式均见于脊髓
损伤组和脊髓未损伤组。

本实验还发现神经干细胞在血性脑脊液组贴

壁分化的速度快，最初分化为神经元的比例比对照

组高，随着分化细胞的增多和成熟，最终分化为胶

质细胞的比例比对照组高，神经元所占比例相对较

少。可能与培养时，神经元一般不继续分裂且很容

易死亡，而胶质细胞在培养过程中较易存活且可继

续分裂增殖有关。神经干细胞在脑外伤血性脑脊

液中分化产生胶质细胞比对照组要多，可能与脑外

伤后机体产生一系列反应，脑脊液中促胶质细胞增

生的成分增多有关。脑外伤时，脑屏障受损引起通

透性改变，脑脊液的成分发生相应变化，在损伤的

局部或者整个脑中出现各种细胞因子，主要有：白

介素（ＩＬ）族、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）、干扰素（ＩＦＮ）
等。有研究表明 ＴＮＦα和 ＩＬ６是阻止大脑神经
再生的主要障碍［６］，ＩＬ６增多可诱导神经干细胞向
星形胶质细胞分化［７］。李秋霖等［８］发现大鼠 ＮＳＣｓ
脑内移植能有效降低脑出血模型大鼠脑内 ＩＬ６、
ＴＮＦａ的表达，并能够改善运动神经功能缺损。这
些都说明脑外伤后脑脊液性状的改变是促使神经

干细胞向胶质细胞分化增多神经元分化减少的原

因。Ｙａｎ等［９］研究发现将人胚胎脊髓来源干细胞

鞘注入受伤的裸鼠椎管内，观察到干细胞能分化为

神经元，形成轴索和突触，并与宿主运动神经元建

立广泛联系。椎管的微环境决定了最终分化命运，

损害的存在增加白质中胶质细胞的出现率。本实

验中神经干细胞在两种脑脊液中的分化为神经元

和星形胶质细胞的比例不一样，也说明了不同脑脊

液对神经干细胞的分化有不同影响。

大量研究表明，炎性反应阶段不利于移植细胞

的存活及分化。Ｏｋａｎｏ等［１０］报道脊髓损伤细胞移

植治疗的最佳时间是损伤后 １ ～２周。本试验脑
脊液取材来自外伤后一周，神经干细胞在此脑脊液

中培养能分化出神经元和胶质细胞，也间接说明外

伤一周后可能适合神经干细胞移植。但部分血性

脑脊液浓度高，细胞总数多，神经干细胞生长差，

增殖和分化受到抑制，可能与脑脊液中的炎性因子

过多有关，说明神经干细胞的移植时机是相对的，

需根据外伤后的具体情况决定。

本实验在交通性脑积水脑脊液中培养神经干

细胞，发现神经元分化的比例最终比血性脑脊液组

高。可能与脑脊液中炎性因子少，且含有 ＢＤＮＦ、
ＦＧＦ等因子有关。Ｌａｓｋｅ等［１１］研究发现，脑积水患

者血清中 ＢＤＮＦ的含量比正常血清中的含量明显
要低，但脑脊液中的 ＢＤＮＦ的含量与正常人无明显
差别。目前研究表明 ＢＤＮＦ能促进神经干细胞增
殖［１２］，并能促 ＮＳＣｓ向神经元方向分化。Ｃｏｒｔｉ等［１３］

将脊髓来源的小鼠神经干细胞鞘注入脊髓性肌萎

缩的小鼠模型，鞘注的神经干细胞能迁移到实质并

产生小部分运动神经元，受治疗的小鼠表现出神经

运动功能的改善，延长了生存时间。

脑脊液的成分复杂，既含有促神经干细胞增殖

的物质，也含有促干细胞向不同方向分化的物质，

不同脑脊液性状的变化将对神经干细胞的增殖分

·２２１·
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化产生不同影响。本实验将大鼠神经干细胞分别

与人类脑外伤血性脑脊液和脑积水脑脊液共培养，

发现神经干细胞能在两种脑脊液中存活，增殖和分

化，为神经干细胞移植用于临床提供实验依据。
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