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　 　 【摘要】 　 脊髓损伤(spinal cord injury,SCI)是一种极为复杂的破坏性疾病,一旦脊髓损伤发生,治疗棘手,对
患者家庭、国家带来巨大的经济、社会负担。 近年来,通过建立大鼠脊髓损伤细胞相关模型,对于脊髓损伤的病因

病机治疗等方面有了进一步的认识,而星形胶质细胞模型的建立对脊髓损伤治疗有深远意义。 研究发现,星形胶

质细胞作为靶细胞通过血-脑脊液屏障直接或间接对脊髓损伤有双向调控作用。 本文通过对近年来星形胶质细胞

模型培养制备方案等研究进行总结,以期为建立一个客观化、定量化、可模拟化的星形胶质细胞模型提供指导对脊

髓损伤的治疗提供新的思路。
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【Abstract】　 Spinal cord injury is an extremely complex and debilitating condition. Once spinal cord injury occurs, it
is difficult to treat, and thus poses a great economic and social burden to both caregivers and healthcare resources. In recent
years, the establishment of rat spinal cord injury cell models has contributed to our understanding of the etiology and
pathogenesis of spinal cord injury, in particular, the establishment of an astrocyte model has a profound significance for the
treatment of spinal cord injury. Studies have found that astrocytes, as target cells that can effectively promote tissue
protection and functional repair after spinal cord injury, directly or indirectly regulate spinal cord injury through blood-brain
barrier barrier. This paper reviews the recent studies on the preparation of astrocyte culture models to provide guidance for
the establishment of an objective , quantitative, and simulative astrocyte model, and presents new ideas for the treatment of
spinal cord injury.
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　 　 脊髓损伤( spinal cord injury,SCI)是由各种原

因引起的脊髓结构和功能损害,造成损伤水平以下

脊髓神经功能(运动、感觉、括约肌和自主神经功

能)障碍[1]。 SCI 作为脊柱损伤最常见且最严重的

并发症,呈逐年上升的趋势[2]。 因此,脊髓损伤是

一种高发病率、高致残率、高致死率、低治愈率的疾

病。 由于 SCI 发病累及人体多个系统、并发症复杂

而多,治疗周期长、治疗方式繁杂、花费高且疗效不

明显,目前临床尚无有效的治疗方法使得 SCI 后运

动功能的恢复。 目前,围绕脊髓损伤的研究模型主

要为构建脊髓损伤动物模型和损伤模型的修复治

疗。 近年来的研究发现,胶质细胞源性神经营养因

子(glial cell line-derived neurotrophic factor,GDNF)、
一氧化氮(NO)和活化的星形胶质细胞能够有效地

促进脊髓损伤后的组织和功能修复,起到组织保护

作用,成为治疗脊髓损伤的干预靶点,促进神经细

胞的功能恢复和再生[3-4], 但这种促进修复的作用

机制尚不明确。 为了深入研究这个问题,首先需要

建立一个理想的星形胶质细胞模型。 本文就建立

一个客观、定量、可模拟的星形胶质细胞模型的问

题,对近年来国内外的研究进展作一综述,为指导

今后脊髓损伤治疗的研究提供参考[5]。

1　 星形胶质细胞经损伤的独特作用

星形胶质细胞广泛存在于神经系统中,其形态

可以分为三种类型:原浆性、纤维性、放射状[6]。 其

作用主要表现在以下几个方面:①神经递质传递的

维持和建立血-脑脊液屏障。 ②星形胶质细胞可以

对神经元的修复、提供神经的营养因子发挥重要作

用[7-8]。 有科学家发现,在额叶神经元和海马神经

元附近的星形胶质细胞能够储存和释放糖原,在神

经元葡萄糖糖元消耗不足的情况下能够给予及时

的补充[9-10]。 ③星形胶质细胞在构建血-脑脊液屏

障与维持中枢神经系统稳态中发挥巨大的作用[9]。
④星形胶质细胞也对于神经系统的发育、突触传

递、以及神经系统内环境的稳定起着至关重要的作

用[11]。 但过度的反应性胶质细胞增生也会导致一

些不利于神经恢复的改变[12-13]。 如过多的星形胶

质细胞增生在脊髓损伤的周围形成瘢痕组织,阻碍

新生的神经元的生长。 因此,星形胶质细胞对于脊

髓损伤的恢复形成是最主要的影响因素。 国外一

些学者提出移植未成熟的星形胶质细胞有利于较

小瘢痕组织的形成,能够大大提高脊髓损伤的后期

修复功能[14-15]。 鉴于星形胶质细胞对于神经元的

恢复起到的独特作用,我们应该重视对于星形胶质

细胞的研究。

2　 星形胶质细胞模型的建立

关于星形胶质细胞的分离,最初由国外科学家

建立的啮齿类动物的星形胶质细胞分离培养模

型[16-17]。 起初由于技术条件限制,分离细胞要经过

多次化学消化,对于细胞的结构破坏性大。 后来的

学者们在此基础上不断的改进细胞造模的方法,虽
然取得显著的成效,但是造模方法种类颇杂,缺乏

一种便捷、有效、重复率高的造模方法。 以下是总

结一些相对效率较高的造模方式,为今后建立一种

更具优势的造模方法提供参考。
2. 1　 24 h 之内新生 SD 大鼠的星胶质细胞模型的

制备

龙根等[18]选取 24 h 内的新生 SD 大鼠脑组织,
用磷酸盐缓冲液冲洗 3 遍,在冰块上去除脑膜及血

管,取皮层组织细胞置于无血清的 DMEM / F12 中,
用眼科剪剪碎,然后在 0. 125% 胰酶中放置温度

37℃消化 2 min,200 目筛网过滤后,放置在恒温的

培养箱中一天,除掉死亡细胞后使用第二代细胞。
有研究表明取 24 h 新生大鼠的脑组织,较 1~2 d 大

鼠的脑组织易于剥离,并且能够减少一些组织的混

杂而影响细胞的纯度,影响实验模型建立的准确

性。 单纯使用胰蛋白酶消化,能够减少细胞培养所

需要的仪器、溶液,降低对于实验室条件的要求,但
是此法也存在不可忽视的缺陷,如:实验单纯使用

胰蛋白溶液剔除细胞杂质并不能够达到实验所要

求的细胞纯度,从而影响最终的实验结果。
2. 2　 新生 1 ~ 3 d 新生 SD 大鼠的星胶质细胞模型

的制备方法

靳辉等[19]在建立星胶质细胞培养的过程中选

取 1~ 2 d SD 大鼠,借鉴 McCarthy[20] 的混合胶质细

胞的培养及分离方法,将新生大鼠消毒后取出脑组

织,在冷的 D-Hanks 液中放入分离脑组织,剪碎后

放入离心管中,使用胰蛋白酶进行消化 20 min,尽量

轻微地将上清液吸除,使用吸管反复吹打所制成的

悬浮液后经过 200 目的筛网滤过,将过滤后的悬液

放置在培养瓶中,将培养瓶放置在 37℃、50 mL / L
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CO2培养箱中 15 min 进行差速黏附处理,最终将其

接种在 L-多聚赖氨酸瓶中,放置在培养箱中,每隔

3 d 更换培养液。 实验者采用使用 1~3 d 的新生 SD
大鼠的脑组织用于建立细胞模型,在培养的过程中

将常规的恒温摇床与差速贴壁法相结合,利用成纤

维细胞、小胶质细胞、星形胶质细胞贴壁的牢固程

度、时间差,避免化学成分造成细胞的破坏,较传统

仅仅使用蛋白酶溶液所获得的细胞纯度更高。
2. 3　 新生大鼠星形胶质细胞的原代培养

查雨锋等[21]在选取新生 1~2 d 的 SD 大鼠取其

大脑灰质放置冷 DMEM 培养液中培养,用 D-Hanks
液清洗 3 次使用眼科剪剪碎后在 37℃、0. 25%的消

化酶液中消化震荡 15~20 min,加入 10% FBS 的高

糖 DMEM 终止消化后离心 5 min,去掉其上清液后

将其沉淀和终止液混匀后放入 200 目滤网,将细胞

接种于未包被的细胞培养瓶中培养。 首次 12 h 后

取出培养液之后每隔 2 ~ 3 d 更换一次。 王建斌

等[22]在星形胶质细胞的原代培养的过程中发现在

显微镜下星形胶质细胞的纯度平均仅为 1. 94%,培
养的细胞中含有寡突胶质细胞、小胶质细胞及成纤

维细胞等。 此种方法最大的优势在于操作简单、快
捷、复制简单,对于初学者易于掌握且成功率高,减
少实验的成本且还能达到实验的目的,但是对于培

养皿中的星形胶质细胞的纯度低、破坏严重从而严

重影响实验的科学性,导致实验数据的真实性降

低,对于要求精确的实验,此种实验模型就略显

粗糙。
2. 4　 新生大鼠星形胶质细胞的隔代培养

2. 4. 1　 胰蛋白酶消化法

黎天尊等[23] 在建立星形胶质细胞模型时选取

第三代细胞用于实验。 取新生 1 日龄 SD 大鼠,剖
开脊髓组织,剥离组织和血管,使用眼科剪将组织

剪为 0. 5 ~ 1. 0 mm 小块,0. 25%胰蛋白酶消化 15
min 后继续用 DMEM / F-12 培养基进行消化、过滤、
离心后去掉上清液后,加入新的培养液装进一次性

的塑料培养瓶中,将此瓶放置在恒温 37℃含有 5%
CO2 的培养箱中,每隔 24 h 后换液待细胞长约 80%
融合后,使用 0. 25%胰蛋白消化、传代,最终取第三

代细胞。 此种方法比原代星形胶质细胞在制作的

过程中所存在的血细胞、小胶质细胞、成纤维细胞

的数量明显降低,利用胰蛋白酶剔除与本实验无关

的杂质,此种方式虽然比原代培养具有一定的优

势,但是建立细胞模型的同时需要胰蛋白酶的多次

消化,从而对于星形胶质细胞的本身也有很大的损

害,因而此法也有其局限性。
2. 4. 2　 恒温摇床震荡法与差速贴壁法相结合

恒温摇床震荡法最初由国外学者提出[24-25],靳
辉等[19]在此方法的基础上进行改良,运用其他技术

如倒置相差显微镜、HE 染色、GFAP 免疫荧光等技

术和恒温摇床震荡法与差速贴壁法相结合,充分利

用成纤维细胞的贴壁能力强、速度快等特点,先采

取震荡摇床的方法剔除成纤维细胞后,再同时利用

小胶质细胞贴壁速度慢、贴壁周期长等特点利用震

荡摇床的方法去除残余。 此种方法充分利用成纤

维细胞、星形胶质细胞、小胶质细胞的特点,在传统

的技术手段上与一些新的提取模式相结合。 这种

方法优势在于:①提高了星形胶质细胞的纯度并且

减少化学溶液、物理机械等方法对于细胞的损伤;
②避免了一些初学者在分离脑膜时未能把脑膜剔

除干净,从而为成纤维细胞的繁殖提供温床,有研

究证实脑膜残留能够增加成纤维细胞的繁殖[26]。
但是此种方法缺点:①并未彻底清除成纤维细胞与

小胶质细胞,真正能用于实验的星形胶质细胞的纯

度未能达到实验所预设的结果;②需要 37℃恒温摇

床,而许多实验室尚未配备此种仪器,故此种方法

目前仍存在一些缺陷。
2. 4. 3　 差速贴壁、梯度血清、十字手摇法相结合

丁娟等[27]在现有的星形胶质细胞模型的基础

上改进一种培养方法,主要采取逐步递增的三个步

骤:首先使用常规差速贴壁法,利用成纤维细胞贴

壁快、小胶质细胞贴壁速度慢、周期长的特点,先剔

除一部分成纤维细胞与小胶质细胞。 再利用成纤

维细胞对于血清的依赖程度,通过“梯度血清”的方

法再次剔除成纤维细胞与小胶质细胞。 在实验的 1
~2 d 使用 20% DMEM 以促使星形胶质细胞快速生

长,然后以 10% DMEM 培养 2 d 以控制细胞的生

长;最后不使用 DMEM 溶液培养 2 d。 此种方法培

养 7 d 后,一部分成纤维细胞由于缺少血清从而死

亡;第三步利用成纤维细胞与小胶质细胞比星形胶

质细胞的贴壁能力差,在培养第 7 天后使用“十字

手摇法”震荡 5 min,贴壁不牢固的成纤维细胞和小

胶质细胞就会脱落[28]。 该方法最大的优势在于:①
逐层递增的方法剔除细胞的杂质,较传统方法的效

率更高,得到的星形胶质细胞的纯度更高;②比较

“恒温摇床法”所需 37℃恒温摇床相比,“十字手摇

法”为没有恒温摇床的实验室提供新的解决方法,
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大大增加此种方法的适用范围[29]。 上述各种方案

均有自身的优势与局限性,在星形胶质细胞细胞造

模过程中,一定要尽量有效规避其劣势,各方法之

间有效结合、优化配置,为今后建立星形胶质细胞

模型提供一种完整有效的方案。

3　 结语

目前,脊髓损伤的治疗尚缺乏切实有效的办

法,是国内外的脊柱研究领域一个急需解决的问

题。 有大量的研究证实,脊髓损伤中血-脑脊液屏

障损伤导致星形胶质细胞膜上水通道蛋白-4 的表

达改变,是血管源性水肿、细胞毒性水肿的重要因

素[30]。 因此,星形胶质细胞在脊髓损伤的修复中扮

演重要角色,星形胶质细胞的体外培养模型在病

理、生理及药理学研究中方面都具有重要意义[31]。
然而,建立任何一个脊髓损伤细胞模型都应尽可能

接近人体脊髓损伤的实际情况,制作脊髓损伤细胞

模型也要尽量模拟人体脊髓损伤的发生机制,并将

在脊髓损伤细胞模型制备中的发现应用于临床实

践。 迄今已经取得的许多进展,可为临床治疗脊髓

损伤提供理论指导[32]。 目前建立星形胶质细胞模

型时,选取新生 SD 大鼠的优势明显大于猴、狗、猫
等一些动物。 例如:①大鼠成本低;②大鼠的操作

方便,易于获取,也减少了研究人员在实验过程中

被动物咬伤的机会;③最为重要的是大鼠脊髓的星

形胶质细胞模型很接近人体的损伤模型,更有利于

还原实验的数据的科学性。 而上文中讲述的造模

方法各有优缺点,大多数学者倾向于差速贴壁、梯
度血清、十字手摇法相结合,该方法利用化学、物理

等方法相结合,层层剔除细胞的杂质,相比较于其

他方法,能够获得较高纯度的星形胶质细胞。 但至

今尚没有完全规范化、统一性、定量化的标准应用

于此,建立一种定量化星形胶质细胞模型的方法,
仍是今后努力研究的方向。
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