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摘要　 目的　 探究并优化新生小鼠大脑皮质星形胶质细胞

体外原代培养方法，为星形胶质细胞的体外培养提供更优

解。 方法　 为优化小鼠大脑皮质星形胶质细胞体外培养方

法，取新生 ３ ｄ 的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠大脑皮质组织，去除脑膜和

血管，经胰酶消化后离心，加入高糖的杜氏改良 Ｅａｇｌｅ 培养

基（ＤＭＥＭ）吹打形成细胞悬液。 进一步通过差速贴壁法、十
字交叉手摇法以及恒温振摇法进行纯化，将细胞分别以不同

培养密度接种于多聚赖氨酸包被的培养瓶中，并通过形态学

观察，免疫荧光染色等方法对星形胶质细胞进行纯度鉴定。
结果　 新生小鼠大脑皮质细胞以 ５ × １０６ 个 ／瓶密度接种效

果好，活性高；纯化过程中使用高糖 ＤＭＥＭ 培养基联合差速

贴壁法、十字交叉手摇法及恒温振摇法，星形胶质细胞纯度

可达 ９９％ 。 结论　 成功建立并优化小鼠大脑皮质星形胶质

细胞的原代培养方法。
关键词　 星形胶质细胞；大脑皮质；原代培养；细胞纯化；胶
质纤维酸性蛋白

中图分类号　 Ｒ ３３１
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２４）０５ － ０７７４ － ０６
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２４． ０５． ００５

　 　 星形胶质细胞覆盖整个中枢神经系统，参与突

触形成和成熟、离子和神经递质稳态、血脑屏障以及

神经元代谢等各个方面［１］。 研究［２］ 表明，星形胶质

细胞起源于出生前和出生后早期的神经胶质前体细

胞，根据神经胶质细丝的数量及其形状，可将其分为

两种主要类型：纤维状星形胶质细胞和原生质星形

胶质细胞［３］。
胶质纤维酸性蛋白 （ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏ⁃

ｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）是灵长类和啮齿动物中枢神经系统中星

形胶质细胞的标志蛋白。 其标记的数量和突起长度

的变化通常伴随着星形胶质细胞形态及功能变

化［４］。 小鼠大脑皮质提取的原代星形胶质细胞是

体外实验的良好细胞模型，具有排除混杂因素的优

势。 高纯度、高活性的原代星形胶质细胞在神经系

统疾病、神经药理毒理的体外实验研究必不可

少［５］。 但目前已有的传统纯化培养方法得到的星

形胶质细胞存活率差，传代次数少，纯度低。 该实验

结合已有的星形胶质细胞培养及纯化方法，优化体

外星形胶质细胞提取、分离、纯化等过程以得到理想

纯度的星形胶质细胞。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠购自江苏

省集萃药康生物科技有限公司［实验动物生产许可

证：ＳＣＸＹ（苏）２０１８⁃０００８；使用许可证：ＳＹＸＫ（皖）
２０２０⁃００１］作为亲本，通过繁殖得到新生乳鼠。 ７２ ｈ
内新生乳鼠将用于该实验，雌雄不限。 所有小鼠生

活在恒定温度（２３ ～ ２５ ℃）、１２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗周

期（早 ８：００—晚 ８：００ 光照）中，所有动物实验均经

安徽医科大学临床药理研究所实验动物伦理委员批

准（编号：ＰＺ２０２１００１）。
１． １． ２　 主要试剂与仪器 　 胎牛血清（南京维森特

公司）、０. ２５％胰蛋白酶（北京索莱宝公司）、高糖的

杜氏改良 Ｅａｇｌｅ 培养基 （ ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ
ｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ） （上海 ＶｉｖａＣｅｌｌ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司）、
杜氏改良 Ｅａｇｌｅ 培养基：Ｆ１２ 营养混合液（ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ ／ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｍｉｘｔｕｒｅ Ｆ⁃１２，ＤＭＥＭ ／
Ｆ１２）（上海 ＶｉｖａＣｅｌｌ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司）；青 － 链霉素

混合液（１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素，１００ Ｕ ／ ｍｌ 链霉素）（北京

Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司）；多聚赖氨酸、牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ） （英国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００（北京 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司）；ＧＦＡＰ 单克隆抗

体（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）；山羊抗兔 ＩｇＧ⁃Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
４８８（美国 Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司）。 ２３０６⁃２
型 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养箱（美国 ＳＨＥＬＬＡＢ 公
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司）；恒温培养振荡器（上海智城公司）；３⁃３０Ｋ 型低

温超高速离心机（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＩＸ⁃７１ 型倒置

显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司）； － ８０ ℃超低温冰箱

（合肥美菱公司）；Ｌｅｉｃａ ＴＣＳ ＳＰ８ 型激光共聚焦显微

镜（德国徕卡公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 培养板的预处理　 提前将 ０. ０５％ 多聚赖氨

酸溶液注入用于接种细胞的培养瓶中包被过夜，临
用前用无菌磷酸盐缓冲液（ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）润洗 ３ 次，常温，置于无菌超净台内晾干备用。
１． ２． ２　 培养液的配制　 １０％ＤＭＥＭ 高糖培养基：高
糖 ＤＭＥＭ 加体积分数 １０％胎牛血清、体积分数 １％
青 － 链霉素混合液。 １０％ ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培 养 基：
ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 加体积分数 １０％ 胎牛血清、体积分数

１％青 －链霉素混合液。
１． ２． ３　 剥除软脑膜和提取大脑皮质　 酒精消毒，快
速分离脑组织，置于含有预冷 ＰＢＳ 的培养皿中，显
微镜下剔除脑膜和血管，分离出大脑皮质，放置在加

入预冷的 ＤＭＥＭ 的培养皿中，此过程操作在冰板上

进行。
１． ２． ４　 胰蛋白酶消化　 弃去 ＤＭＥＭ，将小鼠大脑皮

质剪成小碎块，添加 １. ５ ｍｌ 的 ０. ２５％ 胰酶，将其完

全混合，装至 １５ ｍｌ 离心管中，放入 ３７ ℃细胞培养

箱中消化 １０ ｍｉｎ（每 ５ ｍｉｎ 上下摇晃一次将其混

匀），然后向其中加入相同体积的含有 １０％ 胎牛血

清和 １％双抗（青 －链霉素混合液）ＤＭＥＭ 培养基终

止消化。 用移液枪轻轻吹打细胞悬液，直至肉眼看

不见胶状物为止，使用 １００ μｍ 的细胞过滤筛网进

行过滤，将过滤后的细胞悬液以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的速度

离心 ５ ｍｉｎ，倒掉细胞沉淀上的液体，用 １ ｍｌ 新的培

养基重悬细胞沉淀。
１． ２． ５　 培养和纯化　 将细胞悬液加入到未用多聚

赖氨酸包被的细胞瓶中，差速贴壁 １０ ｍｉｎ，吸出剩余

未贴壁的细胞悬液，以 ５ × １０６ 个 ／瓶密度种植于提

前用 ０. ０５％ 多聚赖氨酸包被好的细胞瓶中，３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养。 每隔 ３ ｄ 换液，采用十字手摇法摇晃

培养瓶 ５ ｍｉｎ，细胞密度达到 ９０％以上，将其放入到

３７ ℃恒温摇床振荡 １８ ｈ，设置转速为 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ，然
后将细胞瓶中上清液迅速倾倒，去除细胞碎片，用无

菌 ＰＢＳ 洗 ３ 遍，加入 １ ｍｌ 的 ０. ２５％胰蛋白酶 ３７ ℃
消化，显微镜下观察，细胞出现突触回缩，且大部分

细胞呈悬浮状态，此时加入培养基终止消化。 反复

吹打瓶壁，收集细胞悬液，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ，
收集细胞沉淀，然后准备进行下一步实验（图 １）。

图 １　 小鼠大脑皮质的原代星形胶质细胞提取步骤

Ａ：新生小鼠；Ｂ：剥离颅骨；Ｃ：取出大脑；Ｄ：剔除脑膜和血管；Ｅ：
分离出大脑皮质；Ｆ：剪碎大脑皮质并消化细胞

１． ２． ６　 免疫荧光法鉴定小鼠大脑皮质星形胶质细

胞的纯度　 将恒温振摇纯化后的细胞悬液以 １ ×
１０５ 个 ／ ｍｌ 接种于 ２４ 孔板中的有盖玻片上，培养 ４８
ｈ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，４％ 多聚甲醛固定 ２０
ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，加含有 ５％ ＢＳＡ、０. ５％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ 室温封闭通透 １ ｈ，弃去封闭通

透液，加入 ２００ μｌ 的一抗 ＧＦＡＰ（１ ∶ １ ０００），４ ℃孵

育过夜。 ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，每孔加入 ２００ μｌ
的二抗（１ ∶ ５００），室温避光孵育 １. ５ ｈ。 ＰＢＳ 洗 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ，每孔加入 ２００ μｌ 的 ４′，６⁃二脒基⁃２⁃
苯基吲哚 （４′，６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ） 于

室温下静置 １０ ｍｉｎ，注意避光进行。 然后用 ＰＢＳ 洗

３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，在载玻片上加入抗荧光淬灭剂，将
有盖玻片有细胞的一面小心扣在载玻片上并固定，
放在激光共聚焦显微镜下对其进行观察和分析。
１． ３　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进

行统计学处理，实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示。 采用 ｔ 检验

比较两组间差异，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 用于数据计算、统计和作图。

２　 结果

２． １　 小鼠大脑皮质原代星形胶质细胞形态观察　
培养初始，小鼠皮质细胞均匀地漂浮在培养基中，培
养第 １ 天，所有细胞均附着贴壁，并长出突起，培养

第 ３ 天，瓶中仍有较多组织碎片，细胞数量明显增加
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且细胞有各种形态：圆形、梭形、不规则形，细胞胞体

增大，有伸长的突起。 第 ７ ～ １０ 天细胞体进一步增

长，有数个伸长的突起，此时星形胶质细胞大多在底

层，少量小胶质细胞和少突胶质细胞等其他细胞在

上层，细胞的融合程度达到 ７０％ ，随着培养时间的

增长，星形胶质细胞的比例增大且胞体分支众多，形
态结构更加突出，而神经元、少突胶质细胞的比例越

来越少，第 １２ 天细胞明显聚集，形状呈不规则形，胞
质丰富，突触较长且交错分布，呈典型的“石子路”
样（图 ２）。 小鼠原代大脑皮质在细胞瓶中以不同的

细胞密度进行铺板，在第 ６ 天观察细胞生长情况。
结果显示，以 ５ × １０６ 个 ／瓶种植的星形胶质细胞，细
胞间距合适，细胞状态良好（图 ３）。 其次，星形胶质

细胞根据神经胶质细丝的数量及其形状可分为两种

主要类型，纤维状星形胶质细胞和原生质星形胶质

细胞（图 ４）。

图 ２　 不同培养时间小鼠原代大脑皮质

星形胶质细胞形态观察 × １００
Ａ：第 ３ 天；Ｂ：第 ６ 天；Ｃ：第 ９ 天；Ｄ：第 １２ 天；Ｅ：第 １５ 天；Ｆ：第 １８ 天

２． ２　 不同培养基下小鼠大脑皮质星形胶质细胞生

长状况　 该实验采用两种不同培养基进行细胞培

养，使用 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基培养的原代细胞，星形

胶质细胞纯度不高且生长速度较慢。 但使用高糖

ＤＭＥＭ 培养基培养的原代细胞，生长速度快，形态

满足典型的“石子路”样，胞质丰富，突触较长且交

错分布（图 ５）。
２． ３　 小鼠大脑皮质星形胶质细胞传代培养　 使用

高糖 ＤＭＥＭ 培养基培养传代后，星形胶质细胞的胞

体逐渐变大，细胞的增殖能力较强，相对来说生长速

度较快，１２ ｈ 后细胞汇合度可达 ６０％ ，１ ～ ２ ｄ 后细

胞可铺满瓶底（图 ６）。

图 ３　 不同培养密度小鼠原代大脑皮质星形胶质细胞 × ２００

　 　 Ａ：１. ２５ × １０６ 个 ／ 瓶；Ｂ：２. ５ × １０６ 个 ／ 瓶；Ｃ：５ × １０６ 个 ／ 瓶；Ｄ：２. ５

× １０７ 个 ／ 瓶

２． ４　 免疫荧光鉴定体外培养星形胶质细胞纯度　
对传代的小鼠大脑皮质星形胶质细胞进行 ＧＦＡＰ 染

色，星形胶质细胞呈不规则形，胞体饱满，细胞核染

色清晰。 随机选取 ３ 个有盖玻片，使用星形胶质细

胞标志物 ＧＦＡＰ 进行免疫荧光染色鉴定。 结果表明

采用十字交叉手摇法纯化细胞，纯度平均数仅有

５０％ （图 ７）。 采用恒温振摇法纯化细胞，纯度平均

数有 ９３％ （图 ８）。 采用 ３７ ℃恒温振摇法与十字交

叉法手摇相结合的方式纯化细胞，纯度平均数高达

９９. ６％ （图 ９）。 与十字交叉手摇法纯化细胞相比，
恒温振摇法与十字交叉法手摇相结合的方式纯化细

胞的纯度明显升高（ ｔ ＝ ７. ５６４，Ｐ ＝ ０. ００１ ６）。 与恒

温振摇法纯化细胞相比，恒温振摇法与十字交叉法

手摇相结合的方式纯化细胞的纯度相对较高（ ｔ ＝
３. １６２，Ｐ ＝ ０. ０３４ １）。 结果显示恒温振摇法与十字

交叉法手摇相结合的方式纯化细胞，纯度最高，效果

最好（图 １０）。

３　 讨论

　 　 星形胶质细胞作为一种神经胶质细胞，已有文

献［６］报道具有多种功能，包括维持离子和神经递质

稳态、突触形成与去除、突触调节以及神经血管的耦

合和维持血脑屏障。 星形胶质细胞在记忆巩固和昼

夜节律生成等领域也发挥重要作用，其中星形胶质

细胞释放的丝氨酸可以促进学习功能，释放的谷氨
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图 ４　 小鼠原代星形胶质细胞分类

Ａ：纤维状星形胶质细胞 ＤＡＰＩ 染色图；Ｂ：纤维状星形胶质细胞 ＧＦＡＰ 染色图；Ｃ：纤维状星形胶质细胞 ＤＡＰＩ 与 ＧＦＡＰ 的 Ｍｅｒｇｅ 染色图；Ｄ：
原浆质星形胶质细胞 ＤＡＰＩ 染色图；Ｅ：原浆质星形胶质细胞 ＧＦＡＰ 染色图；Ｆ：原浆质星形胶质细胞 ＤＡＰＩ 与 ＧＦＡＰ 的 Ｍｅｒｇｅ 染色图；Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝
５０ μｍ

图 ５　 不同培养基的变化对比 × １００
Ａ：ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２，第 ６ 天；Ｂ：ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２，第 １２ 天；Ｃ：高糖 ＤＭＥＭ，

第 ６ 天；Ｄ：高糖 ＤＭＥＭ，第 １２ 天

图 ６　 Ｐ１ 星形胶质细胞 × ２００
Ａ：１２ ｈ；Ｂ：２４ ｈ；Ｃ：４８ ｈ；Ｄ：７２ ｈ

图 ７　 十字交叉手摇法下星形胶质细胞的纯度 × ２００
Ａ：ＤＡＰＩ 染色图；Ｂ：ＧＦＡＰ 染色图；Ｃ：ＤＡＰＩ 与 ＧＦＡＰ 的 Ｍｅｒｇｅ 染色图

酸可以调节睡眠中的慢波活动［７］。 在中枢神经系

统损伤和疾病期间，星形胶质细胞可以形成功能性

屏障，限制炎症细胞进入中枢神经系统［８］。 另外，
尽管长期以来它们一直被认为会限制神经再生，但
在某些情况下，它们可能为再生神经元提供支持，如
星形胶质细胞瘢痕形成有助于中枢神经系统轴突再

生［９］。 总之，星形胶质细胞作为中枢神经系统损伤

的最初效应者，常与多种疾病的病变密切相关，如癫

痫、多发性硬化症等，通过释放大量的促炎因子与趋

化因子，调控疾病的病理进程［１０］ 。因此，大脑皮质
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图 ８　 恒温振摇法下星形胶质细胞的纯度 × ２００
Ａ：ＤＡＰＩ 染色图；Ｂ：ＧＦＡＰ 染色图；Ｃ：ＤＡＰＩ 与 ＧＦＡＰ 的 Ｍｅｒｇｅ 染色图

图 ９　 十字交叉手摇法与恒温振摇法相结合下

星形胶质细胞的纯度 × ２００

Ａ：ＤＡＰＩ 染色图；Ｂ：ＧＦＡＰ 染色图；Ｃ：ＤＡＰＩ 与 ＧＦＡＰ 的 Ｍｅｒｇｅ 染色图

体外星形胶质细胞的培养和优化在研究人类神经系

统功能和作用的过程中具有至关重要的作用。 该实

验对传统培养方式进行改进，以获得高纯度的星形

胶质细胞，通过更好地模拟动物体内大脑星形胶质

细胞的发育生长过程，为进一步研究星形胶质细胞

的结构、功能以及在神经免疫系统中发挥何种作用

奠定实验基础。
星形胶质细胞的分裂高峰期发生在动物胚胎晚

期及出生以后，同时大脑皮质中混杂的神经元在出

生后不再增殖，出生第１天内鼠脑较小，大脑皮质

图 １０　 不同纯化方法下星形胶质细胞纯度统计图（ｎ ＝ ３）
１：十字交叉手摇法纯化组；２：恒温振摇法纯化组；３：十字交叉手

摇法与恒温振摇法相结合纯化组；与十字交叉手摇法纯化组比

较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与恒温振摇法纯化组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

不易剥离，会造成软脑膜中成纤维细胞的干扰，但出

生 ３ ｄ 后小鼠大脑沟回基本形成。 因此，该实验以

出生 ３ 天龄的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为研究对象。 另

外，用 ０. ２５％胰蛋白酶对取出的小鼠大脑皮质进行

消化，在显微镜下对培养基中的细胞进行观察，发现

消化的时间的长短会影响星形胶质细胞纯度及活

力，细胞消化 ４０ ｍｉｎ 会出现明显损伤，该实验严格

控制胰蛋白酶的消化时间在 １５ ｍｉｎ 以内。 目前大

多数研究者都是以 ０. ２５％ 胰蛋白酶消化组织制备

单细胞悬液，而没有提及到加入多少胰蛋白酶合

适［１１］。 该实验结果表示，胰蛋白酶的添加量应视组

织量的多少而定，加入太多会导致细胞活力下降甚

至死亡，加入太少则不利于组织消化。 该实验以

１ ０００ μｌ胰蛋白酶消化 ２ 只小鼠大脑皮质，可以有

效地防止因过量消化而引起的大量细胞死亡，同时

又能充分消化小鼠大脑皮质形成单细胞悬液。
在星形胶质细胞培养过程中，纯化是提高细胞

纯度的重要方法。 目前纯化方法一般分为两种：差
速贴壁法和恒温振摇法。 由于成纤维细胞的生长速

度比较快，在提取星形胶质细胞中，如果没有将脑组

织中的脑膜和血管剔除干净，那么在培养过程中会

有大量的成纤维细胞混杂其中，因此，目前常用差速

贴壁法去除成纤维细胞［１２］。 但这种方法并不能完

全去除成纤维细胞还需要培养过程中的进一步纯

化。 当混合细胞贴满瓶底时，将混合细胞放在恒温

（３７ ℃）摇床进行振摇来进一步去除贴壁不牢的少

突胶质细胞和小胶质细胞。 文献常采用 ２２０ ～ ２６０
ｒ ／ ｍｉｎ 振摇 １２ ～ ２４ ｈ 来去除贴壁不牢的少突胶质细
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胞和小胶质细胞［１３］，但转速过大或时间过长会导致

星形胶质细胞数量较少，导致无法继续实验。 该实

验经过不断尝试，优化纯化的方案，得到数量多且纯

度高的星形胶质细胞。 另外，采用不同的培养基，星
形胶质细胞的生长速度以及纯度也会受到影响。 传

统上经常使用 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基培养原代星形胶

质细胞［１４］，该实验通过使用 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基和

高糖 ＤＭＥＭ 培养基，比较星形胶质细胞培养期间的

形态变化、生长繁殖情况，为体外星形胶质细胞的培

养提供新的方法和思路，满足实验要求。
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