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小鼠室管膜细胞体外培养及多纤毛形成过程分析
张源ꎬ武慧渊∗

(天津大学药物科学与技术学院ꎬ天津　 ３０００７２)

　 　 【摘要】 　 目的　 利用体外原代培养小鼠室管膜细胞(ＭＥＰＣ)ꎬ表征其分化过程形态特征ꎬ纤毛的形成及摆动

方式ꎮ 方法　 通过将分离的新生小鼠端脑组织细胞进行特殊培养和分化ꎬ获得具有生理功能的 ＭＥＰＣꎮ 利用免疫

组化方法跟踪 ＭＥＰＣ 分化过程中纤毛的形成ꎬ并在活细胞状态观察其纤毛摆动模式ꎮ 结果　 分离的端脑细胞在特

殊的培养条件下快速增殖ꎬ经过诱导分化可以得到具有多纤毛结构的 ＭＥＰＣꎮ 结论 　 本研究利用改进的原代

ＭＥＰＣ 培养方案ꎬ成功获得具有免疫组化特征及正常多纤毛摆动特性的 ＭＥＰＣꎬ并揭示了分化各个时期纤毛及相关

结构的形态特征ꎬ为以 ＭＥＰＣ 为模型的研究奠定了基础ꎮ
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ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＭＥＰＣｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｃｉｌｉａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｉｌｉａｒｙ ｍｏｔｉｌｉｔｙ
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｔｅｌｅｎｃｅｐｈａｌｏｎ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄ ｒａｐｉｄｌｙ ｕｎｄｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ＭＥＰＣｓ ｗｉｔｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｍｕｌｔｉｃｉｌｉａ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｕｓｉｎｇ ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｏｔｏｃｏｌꎬ ＭＥＰＣｓ
ｗｉｔｈ ｐｒｏｐｅｒ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｍｕｌｔｉｃｉｌｉａ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
ｍｕｌｔｉｃｉｌｉａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ＭＥＰＣ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｖｅａｌｅｄꎬ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｂｅｎｃｈｍａｒｋ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｕｓｉｎｇ
ＭＥＰＣｓ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ.
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Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 脑室的室管膜细胞表面存在许多动纤毛ꎬ它们

的协调摆动确保了脑脊液的正常流动[１]ꎮ 室管膜

细胞缺陷可导致严重的神经系统疾病ꎬ如脑积

水[２－３]ꎮ 在发育过程中ꎬ室管膜细胞在小鼠出生后

由室管膜祖细胞放射状胶质细胞 ( ｒａｄｉａｌ ｇｌｉａ) 分

化[４]ꎮ 在这个分化过程中ꎬ中心粒由次胞质体在细

胞顶端大量复制、聚集ꎬ而后迁移并固定在细胞质

膜ꎬ在质膜上成熟成为基体[５]ꎮ 动纤毛由九对在外
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周排列的微管束以及一组在中心的中央微管束(９＋
２)组成ꎬ外周微管上由于动力蛋白的存在可以使纤

毛运动[６]ꎮ 原代培养的室管膜细胞是研究脑部动

纤毛和相关疾病的重要体外模型[７]ꎮ 本文参考相

关文献ꎬ通过条件优化ꎬ提供了一种稳定、高效在体

外培养小鼠室管膜细胞的方法[８－９]ꎮ 同时通过免疫

荧光染色的方法表征体外培养室管膜细胞分化及

动纤毛形成不同时期的特点ꎮ 通过活细胞成像观

察了培养室管膜的纤毛运动ꎬ为以 ＭＥＰＣ 为模型的

研究奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１ ~ ３ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 健康小鼠ꎬ新生 １ ｄꎬ
体重约 １􀆰 ５ ｇꎬ雌雄比均衡ꎬ购于北京斯贝福生物技

术有限公司【ＳＣＸＫ(京)２０１９－００１０】ꎮ 饲养于天津

市中国医学科学院放射医学研究所动物房【 ＳＹＸＫ
(津)２０１９－０００２】ꎮ 饲养环境:昼夜各半循环照明ꎬ
湿度恒定ꎬ温度控制在 ２２ ~ ２５℃ꎬ湿度为 ４０％ ~
７０％ꎮ 所有操作均符合放射医学研究所实验动物实

验伦理学要求(审批号:ＩＲＭ￣ＤＷＬＬ￣２０２１０９４)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ 培养基(Ｃｏｒｎｉｎｇꎬ１００１３０５０)ꎬＬ１５ 培养

基(ＳｏｌａｒｂｉｏꎬＬＡ９５１０)ꎬ青霉素 /链霉素(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ /
ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎꎬ Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ Ｐ１４００ )ꎬ 胎 牛 血 清 ( ＦＢＳꎬ
Ｎｅｗｚｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ￣Ｓ５００ )ꎬ 磷 酸 盐 缓 冲 液 ( Ｄ￣ＰＢＳꎬ
ＳｏｌａｒｂｉｏꎬＤ１０４０)ꎬ平衡盐溶液(Ｄ￣Ｈａｎｋ’ ｓꎬＳｏｌａｒｂｉｏꎬ
Ｈ１０４５)ꎬ木瓜蛋白酶( ＰａｐａｉｎꎬＳｏｌａｒｂｉｏꎬＧ８４３０)ꎬ脱
氧核糖核酸酶(ＤＮａｓｅｌꎬＳｏｌａｒｂｉｏꎬＤ８０７１)ꎬＬ￣半胱氨

酸( Ｌ￣Ｃｙｓｔｅｉｎｅꎬ Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ Ｃ００１２)ꎬ胰蛋白酶抑制剂

(Ｔｒｙｐｓｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬＳｏｌａｒｂｉｏꎬＴ８０３１)ꎬ多聚 Ｌ￣赖氨酸

(ｐｏｌｙ￣Ｌ￣ＬｙｓｉｎｅꎬＳｏｌａｒｂｉｏꎬＰ８１３０)ꎬ胰蛋白酶(Ｔｒｙｐｓｉｎ￣
ＥＤＴＡꎬ Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ Ｔ１３２０ )ꎬ 抗 荧 光 淬 灭 封 片 液

( Ｆｌｕｏｒｏｍｏｕｎｔ￣Ｇꎬ ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈꎬ Ｋ２８２０ )ꎬ ＤＡＰＩ
(Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ ＩＤ２２５０)ꎬ细胞培养小瓶 ( Ｔ２５ꎬ Ｃｏｒｎｉｎｇꎬ
４３０６３９)ꎮ

抗体:ａｎｔｉ￣ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｔｕｂｕｌｉｎ( ＳｉｇｍａꎬＴ６７９３ꎬ１ ∶
５００)ꎬａｎｔｉ￣γ￣ｔｕｂｕｌｉｎ(ＳｉｇｍａꎬＴ６５５７ꎬ１ ∶ ５００)ꎬａｎｔｉ￣β￣
ｃａｔｅｎｉｎ(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ５１０６７￣２￣ＡＰꎬ１ ∶ ５００)ꎬ用于免疫

荧光分析的二抗为与 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 偶联的山羊抗

鼠或 与 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５６８ 偶 联 的 山 羊 抗 兔 抗 体

(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ１ ∶ ７５０)ꎮ

倒置生物显微镜 ( ＤＭＩ３０００ Ｂꎬ德国 Ｌｅｉｃａ 公

司)ꎬ超高分辨共聚焦显微镜 ( ＳＰ８ꎬ德国 Ｌｅｉｃａ 公

司)ꎬ生物安全柜(２０００ＬＣꎬ中国力康公司)ꎬ二氧化

碳培养箱(３１１１ 型ꎬ美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司)ꎬ配以 ４
× ４ × １５ ｍＬ(圆 /尖底) 转子的台式低速离心机

(Ｌ６００ꎬ中国湘仪公司)
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ２５ ｃｍ２ 培养瓶和 １４ ｍｍ 玻片包被

为了增加培养小瓶对细胞的粘附性ꎬ采用多聚

赖氨酸将小瓶底部包被ꎬ多聚赖氨酸可以增加培养

皿表面正电荷从而加强细胞的贴壁生长ꎮ 将多聚

赖氨酸(ｐｏｌｙ￣Ｌ￣Ｌｙｓｉｎｅ)粉末用无菌去离子水配制成

１０ ｍｇ / ｍＬ 的浓缩液ꎬ而后稀释成 ０􀆰 ００５％的工作液ꎮ
每个 ２５ ｃｍ２ 培养小瓶加入 ３ ｍＬ 多聚赖氨酸溶液ꎬ
３７℃包被 １ ｈ 或室温过夜包被ꎮ 包被结束后吸出多

聚赖氨酸工作液ꎬ用无菌去离子水冲洗 ３ 次并晾干ꎮ
包被好的培养瓶在 ４℃条件下可存放 ４ 周左右ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 消化工作液及终止工作液的配置

消化工作液的配制:取 ＤＭＥＭ 培养基中加入木

瓜蛋白酶(２ ｍｇ / ｍＬ)ꎬＤＮａｓｅＩ(０􀆰 １５ ｍｇ / ｍＬ)ꎬＬ￣半
胱氨酸(０􀆰 ３ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ１％青霉素 /链霉素ꎬ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜过滤后 ４℃ 保存备用ꎮ 终止工作液的配

制:取 Ｌ１５ 培养基中加入胰蛋白酶抑制剂(１ ｍｇ /
ｍＬ)ꎬＤＮａｓｅＩ(０􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ１０％胎牛血清ꎬ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜过滤后 ４℃保存备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠室管膜细胞的分化培养

以下操作步骤以 １ 只小鼠为例ꎬ将新生小鼠颈

椎脱位处死后ꎬ用剪刀剪取小鼠头部、镊子剥离小

鼠头部皮肤ꎬ小心剔除头骨ꎬ并去除附着的组织与

血管ꎮ 将分离的小鼠脑组织放入含有 １％青霉素 /
链霉素的 Ｈａｎｋ’ ｓ 溶液中ꎬ置于冰上ꎮ 用眼科剪剪

去嗅球和小脑ꎬ用 ５ 号镊子剥去端脑表面的脑膜ꎬ并
用弹簧剪将其剪切成 ０􀆰 ５ ~ １ ｍｍ 大小的碎片ꎮ 用

１０００ μＬ 移液器将所有脑组织碎片连同 Ｈａｎｋ’ ｓ 溶

液一同转移至 １５ ｍＬ 无菌离心管中ꎬ ８００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １ ｍｉｎꎻ吸出上清液ꎬ加入配制好的消化工作液

１ ｍＬ 重悬细胞ꎬ３７℃ 孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 消化结束后以

８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎬ吸出上清液ꎬ加入配制的终止

工作液 ２ ｍＬ 重悬细胞静置 ２ ｍｉｎꎮ ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１ ｍｉｎ 后ꎻ吸出上清液ꎬ并以 ２ ｍＬ Ｌ１５ 培养基重悬细

胞ꎬ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎꎻ吸出上清液ꎬ用 １ ｍＬ Ｌ１５
培养基重悬细胞ꎬ并用 １０００ μＬ 移液枪吹打悬液

５ 次ꎮ ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后ꎻ移除上清液ꎬ并加入

１７３
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３ ｍＬ 含有 １０％ ＦＢＳ 和 １％青霉素 /链霉素的 ＤＭＥＭ
完全培养基重悬细胞ꎬ较少体积的重悬液是为了让

细胞更好的吸附ꎮ 将细胞悬液小心接种到包被了

多聚赖氨酸的 ２５ ｃｍ２ 培养瓶中ꎬ放入 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２

培养箱中培养ꎬ此时记为 ｄ１ꎮ 第 ２ 天(ｄ２)吸弃旧培

养基ꎬ加入 ８ ｍＬ 新鲜预热过的 ＤＭＥＭ 完全培养基ꎬ
随后每隔 ２ ｄ 更换 １ 次培养基至第 ７ 天(ｄ７)ꎮ

第 ７ 天细胞铺满整个培养瓶底部ꎬ室温下将培

养瓶放置在摇床上以 １００ ｒｐｍ 摇动培养 ４ ｈ 以去除

粘附较差的神经元细胞ꎮ 吸弃旧培养基ꎬ加入 ３ ｍＬ
ＤＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ再加入 １ ｍＬ Ｔｒｙｐｓｉｎ￣ＥＤＴＡ 于 ３７℃
消化 ６ ｍｉｎꎬ然后加入 ４ ｍＬ 的 ＤＭＥＭ 完全培养基终

止消化ꎮ 将细胞悬液收集至 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ于
８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎻ吸出上清液ꎬ加入 ５００ μＬ 的

ＤＭＥＭ 完全培养基重悬细胞ꎮ １ 只小鼠端脑大约可

收集 ２００ ~ ３００ 万个细胞ꎬ以细胞计数板计数后ꎬ按
照每孔 ２ × １０５ 个细胞的数量滴加到玻片上ꎬ此时

滴加的液滴应在玻片上形成球形水珠ꎬ放入培养箱

中培养 ３０ ｍｉｎꎻ待细胞粘附后ꎬ补加 ＤＭＥＭ 完全培

养基ꎻ２４ ｈ 后吸弃旧培养基ꎬ更换为含有 １％青霉

素 /链霉素的 ＤＭＥＭꎬ开始诱导细胞分化成室管膜细

胞ꎬ记为 Ｄ０ꎬ每 ３ ~ ４ ｄ 更换培养基ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫荧光标记方法

吸弃培养基ꎬ用 ５００ μＬ ＤＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ加入

４％ ＰＦＡ 于室温固定 １０ ｍｉｎ 或以冷甲醇在－２０℃固

定 １０ ｍｉｎꎮ 固定后的细胞用 ＤＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ用含

有 ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ １００ 和 １０％马血清的 ＰＢＳ 室温封

闭 １ ｈꎬ然后以按照比例稀释在含有 １％马血清的

ＰＢＳ 的一抗孵育 ４℃ 过夜ꎮ 第 ２ 天用 ＰＢＳ 清洗 ３
次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ用含有 １％马血清的 ＰＢＳ 稀释的荧

光二抗室温避光孵育 ９０ ｍｉｎꎮ 孵育结束后用含有

ＤＡＰＩ 的 ＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ再用 ＰＢＳ 清洗两次ꎬ封片后

在共聚焦显微镜下观察ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 活细胞动纤毛摆动拍摄

按照上述操作流程在体外将胶质细胞进行增

值培养 ７ ｄ 后ꎬ重新铺板到 ３５ ｍｍ 共聚焦小皿中进

行无血清培养并诱导分化为 ＭＥＰＣꎬ在饥饿培养

１２ ｄ 后进行观察ꎮ 将培养有 ＭＥＰＣ 的共聚焦小皿

转移至配有活细胞培养系统的显微镜中ꎬ设置温度

为 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ꎬ采用徕卡 ＤＭＩ８ 倒置荧光显微镜

与 ＤＦＣ９０００ 高速摄像机ꎬ在相差模式下将分辨率设

置为 １０２４ × １０２４ꎬ拍摄帧率为每秒 ９０ 帧ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＭＥＰＣ 培养不同时期细胞形态特征

小鼠胶质细胞消化分离后均匀铺板ꎬ铺板后

(Ｄ２)换无血清培养基诱导分化ꎬ此时细胞进入分

化阶段 Ｄ０(图 １)ꎬ通过倒置相差显微镜观察细胞

生长状况ꎬ细胞培养至 Ｄ３ꎬ细胞完全贴壁平铺在培

养皿上ꎬ细胞形态变大变圆(图 ２ａ)ꎻ 饥饿培养 Ｄ６
时ꎬ部分细胞开始进行纤毛发生ꎬ并有极少数细胞

形成可快速摆动的纤毛(图 ２ｂ)ꎻ Ｄ９ 时细胞边界

变得清晰可见ꎬ约有 １ / ３ 的细胞形成了多纤毛结

构(图 ２ｃ)ꎻ 分化培养 进 行 到 Ｄ１２ 后ꎬ培 养 的

ＭＥＰＣ 细胞基本成熟ꎬ可观察到 ＭＰＥＣ 快速摆动的

多纤毛(图 ２ｄ)ꎮ

图 １　 室管膜细胞原代培养时间示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ２　 免疫荧光法鉴定 ＭＥＰＣ 分化不同时期纤毛形

成的特点

纤毛的主要结构由微管组成ꎮ 乙酰化微管蛋

白(ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｔｕｂｕｌｉｎ)在多纤毛轴丝上富集ꎬ常用

于标记多纤毛[１０－１１] ꎮ γ－微管蛋白(γ￣ｔｕｂｕｌｉｎ)为中

心粒 /基体的结构蛋白ꎬ用于标记 ＭＥＰＣ 分化过程

中中 心 粒 到 基 体 的 变 化[１２] ꎮ β￣连 环 蛋 白 ( β￣
ｃａｔｅｎｉｎ)是由 ＣＴＮＮＢ１ 基因编码的多功能蛋白质ꎬ
具有介导细胞间黏附与信号转导功能ꎬ用于标记

细胞边界[１３] ꎮ 对不同分化时期的 ＭＥＰＣ 进行免疫

荧光标记ꎬ可以清晰展示细胞分化各时期的不同

形态和免疫组化特征(图 ３ꎬ图 ４)ꎮ 在饥饿培养后

Ｄ０ꎬ分离培养细胞基本检测不到乙酰化微管蛋白

的信号ꎬ此时细胞较小密集排布(图 ３ａꎬ ３ｅꎬ ３ｍ)ꎮ
随着诱导分化的进行ꎬ乙酰化微管蛋白的信号逐

渐增强ꎬ同时细胞形态变大变圆(图 ３ｂꎬ ３ｎ)ꎮ Ｄ３
时ꎬ γ－微管蛋白标记显示少数细胞的基体也开始

分裂增多(图 ４ａꎬ ４ｊ)ꎮ Ｄ７ 时ꎬ乙酰化微管蛋白标

２７３
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记可见部分细胞已经形成明显的多纤毛结构ꎬ同
时伴随着基体数量的增加和分布范围的扩大(见

图 ３ｃꎬ ３ｏꎬ４ｂꎬ ４ｋ)ꎮ
分化培养 Ｄ１４ꎬＭＥＰＣ 分化状态良好ꎬ纤毛形态

清晰ꎬ成簇状分布在细胞的表面ꎬ具有明显的多纤

毛细胞特征(图 ３ｄꎬ ３ｐ)ꎬ同时由 γ－微管蛋白标记

的基体分布范围收缩ꎬ表明多纤毛成熟后聚集移动

到特定位置(图 ３ｄꎬ图 ４ｃ)ꎮ

图 ２　 倒置相差显微镜观察不同培养时间的室管膜细胞

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

图 ３　 共聚焦显微镜检测不同培养时间的室管膜细胞的动纤毛免疫荧光染色

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｍｕｌｔｉｃｉｌｉａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ３　 ＭＥＰＣ 多纤毛摆动观察结果

在饥饿培养 １２ ｄ 后 (Ｄ１２)ꎬ大部分细胞已经完

全分化ꎬ细胞排列整齐ꎬ其表面的动纤毛清晰可见

(图 ２ｄꎬＭｏｖｉｅ１)ꎮ 通过高速摄像机拍摄小鼠室管膜

细胞动纤毛运动状态ꎬ结果显示细胞的动纤毛分化

状态良好ꎬ纤毛清晰可见ꎬ成簇分布在细胞表面ꎮ
动纤毛细胞在整体细胞中分布均匀且数量较多

(Ｍｏｖｉｅ １)ꎮ 正常小鼠的动纤毛摆动速率很快ꎬ成簇

的动纤毛运动呈现协同、规律的往复摆动模式ꎮ

３　 讨论

目前常用研究哺乳动物纤毛的细胞模型主要

为经过饥饿培养后可生长初级纤毛的细胞ꎬ如永生

化的人视网膜色素上皮细胞ꎬ小鼠成纤维细胞等ꎮ
然而这些生长初级纤毛的细胞模型在动纤毛研究

中有很多局限性ꎬ一方面初级纤毛的结构与动纤毛

差异很大ꎬ在形成和功能方面所涉及的分子机理不

尽相同ꎬ另一方面也无法观察动纤毛特有的运动特

３７３
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图 ４　 共聚焦显微镜检测不同培养时间的室管膜细胞的基体免疫荧光染色

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂａｓａｌ ｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｅｐｅｎｄｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

性[５ꎬ１４]ꎮ 在本报告中ꎬ我们描述了一种简单、快速且

相对经济的方法ꎬ从新生小鼠中获得具有动纤毛的

室管膜细胞ꎮ 并在体外培养过程中ꎬ跟踪检验室管

膜细胞各发育阶段的形态特点及动纤毛的形成过

程和运动状态ꎬ为研究大脑动纤毛的形成、维持、以
及病变提供有效模型和基础ꎮ

室管膜细胞原代培养主要有以下步骤:首先取

出生 １ ~ ３ ｄ 内的小鼠端脑组织ꎬ此时的小鼠大脑

内的神经胶质细胞分化程度低ꎬ利用此阶段的端脑

提取诱导分化室管膜细胞可以获得较高的成功率ꎻ
再者注意将脑膜和内部小血管剥离干净ꎬ若剥离不

完全ꎬ后续血管膜细胞生长速度会快过室管膜细

胞ꎬ严重干扰实验结果ꎻ同时ꎬ分离过程中保持在冰

上且冰浴的缓冲溶液中进行ꎬ可以大大提高胶质细

胞的存活率ꎮ Ｈａｎｋ’ ｓ 溶液的无糖体系也可以降低

培养中端脑神经元的活力ꎮ 在后续培养过程中ꎬ端
脑组织经破碎消化得到单细胞悬液ꎬ将悬液全部接

种至 ２５ ｃｍ２ 的细胞小瓶中ꎬ此时胶质细胞进一步分

裂铺满ꎮ ７ ｄ 后用胰蛋白酶将其消化ꎬ以 ２ × １０５ 个

细胞 /孔的高密度接种到 ２４ 孔板中进行培养ꎬ此时

细胞的密度与后续诱导分化的成功直接相关ꎬ因此

将细胞以液珠的方式种植在培养皿上 ３０ ｍｉｎ 后进

行补充培养基可有效增加细胞密度ꎬ１ ｄ 后将接种

液换成不含血清的培养基进行分化培养ꎬ大约 １２ ｄ
(Ｄ１２)后可以观察到成熟的室管膜细胞ꎮ 分化成熟

的室管膜细胞具有几十根多纤毛ꎬ为不同于胶质细

胞的显著特征ꎻ其多纤毛可以正常摆动(频率 ２５ ~
３５ Ｈｚ)ꎮ 这些特征可以作为室管膜细胞原代培养是

否成功的鉴定标准[１４]ꎮ
室管膜细胞提取培养过程繁琐ꎬ操作要求精

细ꎬ目前国内尚未见这一方法的报道ꎮ 本研究在总

结其他研究者经验的基础上ꎬ不断摸索比较ꎬ对新

生小鼠室管膜细胞提取培养的操作步骤进行了优

化ꎬ首先将木瓜蛋白酶的消化过程进行了明确ꎬ采
用 ２ ｍｇ / ｍＬ 的较高浓度的蛋白酶进行消化 ３０ ｍｉｎ
可以更好地得到均匀且具有较高活性的单细胞悬

液[８]ꎮ 同时将胶质细胞培养时间延长至 ７ ｄꎬ一方

面更长的时间有利于胶质细胞的分裂ꎬ为后续高密

４７３
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度种植提供方便ꎬ另一方面长时间的血清培养也可

以进一步减少培养环境内神经元的活力和比例ꎮ
在后续分化培养这一步骤中经尝试发现室温下在

１００ ｒｐｍ 的摇床培养 ４ ｈ 可以有效的减少附着的神

经元ꎬ同时也不影响后续胶质细胞的分化活性ꎮ
利用上述的培养条件ꎬ本文进一步通过免疫荧

光染色的方法ꎬ以乙酰化微管蛋白和 γ－微管蛋白分

别标记并观察室管膜细胞发育不同时期动纤毛和

纤毛基体的典型免疫组化特征ꎮ 室管膜细胞的动

纤毛在饥饿培养 ７ ｄ(Ｄ７)后开始大量形成ꎬ并在饥

饿培养 １４ ｄ(Ｄ１４)左右成熟并形成可协同摆动的动

纤毛ꎮ 在室管膜细胞分化前期ꎬ纤毛的基体随着增

殖分布范围扩大ꎬ而在室管膜细胞成熟时收缩至细

胞表面特定区域ꎮ 在活细胞状态利用超高速摄影

机可以记录成熟室管膜细胞动纤毛摆动的方式以

及频率ꎮ 进一步显示本文报道的提取培养方法可

获得大量ꎬ生长状态良好的动纤毛细胞ꎮ
动纤毛形成于呼吸道上皮细胞ꎬ大脑中的脑室

内的室管膜细胞和输卵管的表面上ꎬ其正常协调的

运动保证呼吸道内颗粒的清除ꎬ脑室内流体的流动

和卵子的正常排出ꎬ因纤毛运动功能障碍导致的疾

病统称为原发性纤毛运动障碍(ＰＣＤ)ꎬ患者常患有

慢性气管炎、肺癌、脑积水和生育能力下降等疾

病[１５]ꎮ 由于该疾病涉及基因缺陷且目前无根治手

段ꎬ构建一个适合研究动纤毛的细胞模型将有助于

研究动纤毛形成、发育的分子机理及探索治疗 ＰＣＤ
的方法ꎮ 以往利用新生大鼠建立的室管膜细胞培

养的方法ꎬ虽然可以从单只动物中获得更多的室管

膜细胞ꎬ但培养过程复杂并需要特定的培养条

件[１６]ꎮ 采用成年大鼠进行培养的室管膜细胞则会

在培养过程中丢失动纤毛ꎬ不适于动纤毛发育的研

究[１７]ꎮ 此外ꎬ与大鼠相比ꎬ小鼠为更加常用的基因

操纵模式生物ꎮ 本文介绍的方法不仅过程相对简

单ꎬ可以追踪动纤毛发育过程ꎬ也可以更广泛地用

于基因操纵动物模型中室管膜细胞发育的研究ꎮ
本文所提供的方法ꎬ可以从 １ 只小鼠的端脑细胞诱

导分化获得大约 １５ 组的室管膜细胞ꎬ为一些以不易

获得的基因操纵纯合子小鼠进行室管细胞体外培

养的研究提供了实验方案ꎮ
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