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　 　 【摘要】 　 目的　 详细了解并比较不同胎龄小鼠全脑和大脑皮层组织中神经干细胞（ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）
所占比例，为后期优化分离培养 ＮＳＣｓ 提供直接量化数据。 方法　 分离不同胎龄小鼠全脑（胎龄 １２􀆰 ５、１４、１６ 和 １８
ｄ）和大脑皮层（胎龄 １４、１６ 和 １８ ｄ）组织，消化成单细胞悬液，贴壁培养 ３ ～ ４ ｈ，细胞免疫荧光标记 ＮＳＣｓ 特异性标

记物 Ｎｅｓｔｉｎ，统计分析各组中 ＮＳＣｓ 所占比例。 另外，通过实时荧光定量 ＰＣＲ 技术检测 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 在不同胎龄

（１２􀆰 ５、１４、１６ 和 １８ ｄ）小鼠大脑皮层中的表达水平。 结果　 细胞免疫荧光结果显示，分离培养的不同胎龄小鼠全脑

和大脑皮层组织中均有 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性细胞。 在分离培养的小鼠全脑组织中胎龄 １２􀆰 ５ ｄ 组 ＮＳＣｓ 所占比例最高，为
５３􀆰 ４２％ ± １􀆰 ５７％ ；胎龄 １８ ｄ 组 ＮＳＣｓ 所占比例最低，为 ２５􀆰 ９６％ ± １􀆰 ３１％ ，而胎龄 １４ ｄ 组和 １６ ｄ 组位于二者之

间。 在分离培养的不同胎龄小鼠大脑皮层组织中，胎龄 １４ ｄ 组 ＮＳＣｓ 所占比例最高，为 ３３􀆰 ６５％ ± ０􀆰 ２９％ ；胎龄 １８
ｄ 组比例最低，为 ２５􀆰 ２９％ ± ０􀆰 ２８％ ，胎龄 １６ ｄ 组位于二者之间（２６􀆰 ８２％ ± ０􀆰 ３０％ ）。 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显

示，当把胎龄 １２􀆰 ５ ｄ 组的小鼠大脑皮层组织中 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平设定为 １，胎龄 １４ ｄ 组的小鼠大脑皮层组织

中 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 的相对表达量为 ０􀆰 ８３ ± ０􀆰 ０４，胎龄 １６ ｄ 组为 ０􀆰 ７７ ± ０􀆰 ０５，胎龄 １８ ｄ 组为 ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０５。 因此，随
着小鼠胎龄增加，小鼠大脑皮层中的 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 的表达水平逐渐下降。 结论　 在小鼠大脑发育过程中，随着胎

龄增加，分离培养的小鼠全脑和大脑皮层组织中神经干细胞比例逐渐降低。
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　 　 神经干细胞（ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）是中枢神

经系统中一类能够自我更新，增殖并分化成神经

元、星形胶质细胞和少突胶质细胞的细胞［１，２］。
１９９２，Ｒｅｙｎｏｌｄｓ 和 Ｗｅｉｓｓ 在成体小鼠纹状体中首次

分离培养出 ＮＳＣｓ［３］。 自此以后，ＮＳＣｓ 的基础研究

和临床应用成为国内外新热点［４，５］。 近年来，小鼠

ＮＳＣｓ 体外分离培养技术已被广泛报道，但是所用小

鼠胎龄有所不同［６］。 本实验旨在统计分析分离培

养的不同胎龄小鼠全脑和大脑皮层细胞中 ＮＳＣｓ 所

占比例及差异，为后期优化培养高纯度 ＮＳＣｓ 提供

直接量化数据和前期研究基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，购自北京维通利华实验

动物技术有限公司，许可证号【 ＳＣＸＫ（京） ２０１１ －
００１１】，后在昆明医科大学清洁级实验动物房繁殖

饲养【ＳＹＸＫ（滇）２００５ － ０００４】。
１􀆰 ２　 主要试剂

Ｎｅｓｔｉｎ 抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司），山羊抗小鼠荧光

二抗（Ａｂｃａｍ 公司），ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 细胞培养基（Ｇｉｂｃｏ
公司），碱性成纤维生长因子 （ ｂＦＧＦ，Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公

司），表皮生长因子 （ ＥＧＦ， Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司）， Ｂ２７
（Ｇｉｂｃｏ 公司），０􀆰 ０５％ ＥＤＴＡ⁃胰蛋白酶 （ Ｇｉｂｃｏ 公

司），多聚甲醛（索莱宝公司），ＢＳＡ（索莱宝公司），
ＤＡＰＩ（罗氏公司），Ｔｒｉｚｏｌ（Ｓｉｇｍａ 公司），ＤＮａｓｅＩ（宝生

物公司），ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ（宝生物公司），
Ｆａｓｔｓｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ（ＲＯＸ） （罗氏

公司）
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 小鼠大脑组织细胞的分离培养

将 ２０ ～ ２６ ｇ 左右健康成年 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠

与雄性小鼠于傍晚合笼，次日观察雌性小鼠有无阴

道栓， 若 有 则 表 示 交 配 成 功， 记 为 胎 龄 ０􀆰 ５ ｄ
（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ０􀆰 ５ ｄ，Ｅ０􀆰 ５）。 标记多只孕鼠，分别在胎

龄 １２􀆰 ５ ｄ（Ｅ１２􀆰 ５）、１４ ｄ（Ｅ１４）、１６ ｄ（Ｅ１６）和 １８ ｄ
（Ｅ１８）时使用。 将孕鼠麻醉，在无菌条件下每组至

少分离 ３ ～ ４ 只雌雄不限的胎鼠全脑和大脑皮层，
加入适量 ０􀆰 ０５％ ＥＤＴＡ⁃胰蛋白酶在 ３７℃水浴中消

化脑组织，然后轻柔吹散成单个细胞，８００ ｒｐｍ 离心

１０ ｍｉｎ，弃上清，加入含 ２％ Ｂ２７，２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＥＧＦ
和 ｂＦＧＦ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 生长培养基调整细胞密度，
按照 ５ × １０５ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 接种至已包被细胞外基质的

２４ 孔细胞培养板中培养 ３ ～ ４ ｈ。 然后加入 ４％多

聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，用于后期细胞免疫荧光实验。
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞免疫荧光染色

将固定的细胞用 ＰＢＳ 洗 ３ 遍，孔内加入 ０􀆰 ３％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 打孔 １０ ｍｉｎ，然后加入 １０％ ＢＳＡ 室温

封闭 １ ｈ。 再次用 ＰＢＳ 洗 ３ 遍，加入 Ｎｅｓｔｉｎ 一抗

（１∶ ５０）４℃孵育过夜，次日用 ＰＢＳ 清洗后加入相应

的二抗（１∶ １０００）室温孵育 １ ｈ（此后需避光），最后

加入 ＤＡＰＩ 细胞核染色 ５ ｍｉｎ。 荧光显微镜下观察，
然后每个样品随机采集至少 ５ 张细胞分布较均匀的

图片，计数 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性细胞和 ＤＡＰＩ 阳性细胞并计

算二者比例。

９４中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７



１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＮＡ 抽提及 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
每组至少分离 ３ 只 １２􀆰 ５ ｄ （ Ｅ１２􀆰 ５ ）、 １４ ｄ

（Ｅ１４）、１６ ｄ（Ｅ１６）和 １８ ｄ（Ｅ１８）胎龄的雌雄不限的

胎鼠大脑皮层，加入适量 Ｔｒｉｚｏｌ 研磨至组织完全溶

解，按照说明书操作步骤抽提总 ＲＮＡ，加入 ＤＮａｓｅＩ
去除 基 因 组 ＤＮＡ。 然 后 按 照 Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ （ Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ） 说 明 书 逆 转 获 取

ｃＤＮＡ。 应用 ＡＢＩ７３００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪，使用

Ｆａｓｔｓｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）进行扩

增。 Ｎｅｓｔｉｎ 上游引物序列为 ５′⁃ＡＡＡＧＴＴＣＣＡＧＣＴＧＧ
ＣＴＧＴＧＧ⁃３′， 下 游 引 物 序 列 为 ５′⁃ＴＧＧＧＧＴＣＡＧＧ
ＡＡＡＧＣＣＡＡＧＡ⁃３′， Ｇａｐｄｈ 上 游 引 物 序 列 为 ５′⁃
ＴＧＡＣＧＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡ⁃３′，下游引物序列为

５′⁃ＡＧＴＧＴＡＧＣＣＣＡＡＧＡＴＧＣＣＣＴＴＣＡＧ⁃３′。 实 验 结

果采用 ２ － ΔΔＣＴ法进行相对定量分析。
１􀆰 ４　 统计学方法

实验结果用均数 ± 标准误（ 􀭰ｘ ± ｓ）表示，利用

ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ５􀆰 ０ 软件采用单因素方差分析（ ｏｎｅ⁃
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）结合 Ｔｕｋｅｙ’ｓ 或 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ’ ｓ ｐｏｓｔ ｈｏｃ
分析 ３ 组及以上数据之间的差异，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差

异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 不同胎龄小鼠全脑 ＮＳＣｓ 的比例及差异

通过观察 ４ 组细胞免疫荧光图发现，不同胎龄

小鼠全脑组织细胞经消化分离后，未见细胞团块几

乎全为单细胞，且未发现碎裂细胞残片。 细胞贴壁

培养 ３ ～ ４ ｈ 后，能较好贴壁。 ＤＡＰＩ 阳性细胞呈蓝

色，在细胞核中均匀分布。 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性细胞呈绿色，
在细胞质中均匀分布。 且胎龄 １２􀆰 ５ ｄ 组 Ｎｅｓｔｉｎ 阳

性细胞比例较胎龄 １４、１６ ｄ 和 １８ ｄ 组高（图 １）。
细胞免疫荧光统计分析显示，胎龄 １２􀆰 ５ ｄ 组分

离培养的全脑细胞中 ＮＳＣｓ 所占比例最高，为

５３􀆰 ４２％ ± １􀆰 ５７％，并与其他三组差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。 胎龄 １８ ｄ 组所占比例最低，为 ２５􀆰 ９６％ ±
１􀆰 ３１％，胎龄 １４ ｄ 和 １６ ｄ 组位于二者之间。 另外，胎
龄 １４ ｄ 组 ＮＳＣｓ 比例（３３􀆰 ７７％ ± １􀆰 １２％）与胎龄 １８
ｄ 组之间差异有显著性（Ｐ ＜０􀆰 ０５，未标注）（图 ２）。
２􀆰 ２　 不同胎龄小鼠大脑皮层 ＮＳＣｓ 的比例及差异

观察 ３ 组不同胎龄小鼠大脑皮层细胞的免疫荧

光图，发现无细胞团块，无碎裂细胞残片（与图 １ 类

似），且胎龄 １４ ｄ 组 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性细胞比例较胎龄 １６
ｄ 和 １８ ｄ 组高（图 ３）。

图 １　 不同胎龄小鼠全脑组织中的 ＮＳＣｓ
（细胞免疫荧光染色）

Ｆｉｇ． １　 ＮＳＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｄａｙｓ （Ｉｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

注：∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ２　 不同胎龄小鼠全脑组织 ＮＳＣｓ 的比例

Ｎｏｔｅ． ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄａｙｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｂｒａｉｎ
ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄａｙｓ

细胞免疫荧光统计分析显示，胎龄 １４ ｄ 组小鼠

大脑皮层细胞中 ＮＳＣｓ 所占比例最高，为 ３３􀆰 ６５％
± ０􀆰 ２９％ ；胎龄 １８ ｄ 组所占比例最低，为 ２５􀆰 ２９％
± ０􀆰 ２８％ 。 胎龄 １４ ｄ 组与 １６ ｄ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）和 １８
ｄ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）之间差异有显著性，但胎龄 １６ ｄ
组与 １８ ｄ 组之间差异无显著性（图 ４）。
２􀆰 ３　 不同胎龄小鼠大脑皮层中 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 的表

达水平

Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测胎龄 １２􀆰 ５、１４、１６ ｄ 和 １８ ｄ
时小鼠大脑皮层中 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 的表达水平结果显

示，当把胎龄 １２􀆰 ５ ｄ 组小鼠大脑皮层的 Ｎｅｓｔｉｎ
ｍＲＮＡ 表达水平设定为 １ 时，胎龄 １４ ｄ 组的相对表

达量为 ０􀆰 ８３ ± ０􀆰 ０４，１６ ｄ 组为 ０􀆰 ７７ ± ０􀆰 ０５，１８ ｄ 组

为 ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０５。 其中，胎龄 １８ ｄ 组小鼠大脑皮层

中的 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平最低，与另外三组差异

０５ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７



有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 ０􀆰 ００１）。 另外，胎龄 １２􀆰 ５ ｄ
组与胎龄 １６ ｄ 组之间差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，未标

注）（图 ５）。 由此可知，随着小鼠胎龄增加，小鼠大

脑皮层中 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 的表达水平逐渐下降。

图 ３　 不同胎龄小鼠大脑皮层的 ＮＳＣｓ（细胞免疫荧光染色）
Ｆｉｇ． ３　 ＮＳＣｓ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄａｙｓ

（Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

注：∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ４　 不同胎龄小鼠大脑皮层 ＮＳＣｓ 的比例

Ｎｏｔｅ． ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ＮＳＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄａｙｓ

注：∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ５　 不同胎龄小鼠大脑皮层中 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ
的表达水平

Ｎｏｔｅ． ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄａｙｓ

３　 讨论

ＮＳＣｓ 的发现是神经科学领域的重要进展， 彻

底改变了人们以往认为中枢神经不能再生的传统

理念，为神经系统的研究与应用开辟了广阔的前

景［７，８］。 但是，目前 ＮＳＣｓ 的来源及数量不足仍是临

床应用和基础研究中普遍存在的问题［１，９］。 因此，
优化 ＮＳＣｓ 的体外培养对于研究其潜在价值具有重

要意义。
目前，在小鼠的脑源性 ＮＳＣｓ 研究中，已经建立

以胎鼠、新生鼠和成体鼠作为主要供体来源的 ＮＳＣｓ
培养方法［１０，１１］。 但就胎鼠而言，各科研机构取材时

间有所不同，主要集中于胎龄 １２ ｄ 至胎鼠出生

前［１２，１３］。 虽然取自不同胎龄小鼠脑组织的神经干

细胞都能自我更新，增殖并可以诱导分化，但是如

何提高 ＮＳＣｓ 占分离培养总细胞的比例，减少杂细

胞在 ＮＳＣｓ 培养中造成的负面影响是 ＮＳＣｓ 培养实

验中非常重要的前期工作［１４］。 因此，充分了解并比

较来自不同胎龄小鼠脑组织中 ＮＳＣｓ 的比例及其差

异是十分必要的。
Ｎｅｓｔｉｎ 是一种中间纤维丝，属于细胞骨架蛋

白［１５，１６］。 它在早期胚胎发育的神经外胚层细胞中

强烈表达，随着神经细胞的迁移和分化表达逐渐减

弱，并在神经细胞的分化完成后表达停止［１７］。 该蛋

白是目前广泛使用的 ＮＳＣｓ 特异性标记物［１，１５］，由神

经组织分离培养的细胞，通过细胞免疫荧光染色认

为 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性标记细胞即为 ＮＳＣｓ。
本实验细胞免疫荧光结果表明在小鼠全脑组

织分离培养的细胞中，胎龄 １２􀆰 ５ ｄ 组 ＮＳＣｓ 占总细

胞的比例明显高于其他三组，并约为胎龄 １８ ｄ 组比

例的两倍。 胎龄 １４ ｄ 组与 １８ ｄ 组之间也有显著性

差异。 在小鼠大脑皮层分离培养的细胞中，胎龄 １４
ｄ 组 ＮＳＣｓ 占总细胞的比例明显高于胎龄 １６ ｄ 组和

胎龄 １８ ｄ 组。 另外，由于胎龄 １２􀆰 ５ ｄ 时小鼠的大脑

发育处于初期，大脑体积较小，大脑皮层较薄，消化

后所得细胞量较少且细胞死亡率较高，对实验结果

造成较大误差，故本实验未将其结果纳入分析。
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 实验检测小鼠大脑皮层发育过程中

１５中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７



Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 的表达水平变化，结果显示胎龄 １８ ｄ
组小鼠的大脑皮层中 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平显著低

于胎龄较小的其他三组。 因此，随着小鼠胎龄增

加，小鼠大脑皮层中的 Ｎｅｓｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达量逐渐降

低，此结果与细胞免疫荧光结果基本一致。
刘晓梅等［１８］ 通过对胎龄 ８􀆰 ５ ｄ 至 １３􀆰 ５ ｄ 的

Ｎｅｓｔｉｎ⁃ＧＦＰ 转基因小鼠胚胎进行冰冻切片，观察发

现 Ｎｅｓｔｉｎ 随着胚胎发育表达逐步增强，在胎龄 １１􀆰 ５
ｄ 至 １３􀆰 ５ ｄ 时最强。 尹晓娟等［１９］ 通过 Ｎｅｓｔｉｎ 免疫

组化技术分别比较分析了不同胎龄人胎脑室下区

ＮＳＣｓ 在形态和存在方式上的差异，发现 ＮＳＣｓ 数量

随着胎龄的增加而减少。 杨蓬勃等［２０］ 通过 ＨＥ 染

色和免疫组化实验发现人胎脑 ＶＺ ／ ＳＶＺ 内含有大量

Ｎｅｓｔｉｎ 阳性细胞，随着发育进行 Ｎｅｓｔｉｎ 免疫反应强

度和阳性细胞数都逐步降低。 此三者研究结果与

本实验结果较一致。 吴雨岭等［２１］ 通过 Ｎｅｓｔｉｎ 免疫

组织化学方法检测 １１、１５ 和 １９ ｄ 胎龄的 Ｗｉｓｔａｒ 大

鼠脑组织中 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性 ＮＳＣｓ 的分布及比例，发现

随着胎龄增加脑室室管膜及管膜下区 ＮＳＣｓ 逐渐增

多，１９ ｄ 时 Ｎｅｓｔｉｎ 阳性细胞多达 ８６􀆰 １％ ± １１􀆰 ７２％ ，
此结果与本实验结果及大多数已报道实验结果有

较大差异。
本实验通过将分离的脑细胞短暂贴壁培养后

立即进行 Ｎｅｓｔｉｎ 细胞免疫荧光染色，能真实反映所

分离脑组织中 ＮＳＣｓ 数量及比例，且样品为单层细

胞，便于统计分析，数据可靠性更高。 另外，本方法

还能检测分离脑组织细胞过程中操作是否合格，是
否因操作不足有细胞团块存在或操作过度有细胞

死亡或细胞碎片存在等。
综上所述，在分离培养小鼠 ＮＳＣｓ 实验中，我们

推荐分离 １２􀆰 ５ ｄ 胎龄的小鼠全脑或者 １４ ｄ 胎龄的

小鼠大脑皮层进行培养，以获得起始纯度较高的

ＮＳＣｓ，通过快速扩增，用于后期实验。
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