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双相脉冲电刺激对大鼠嗅球神经干细胞增殖
及分化的影响

王梦航

【摘要】 　 目的　 观察双相脉冲电刺激对嗅球神经干细胞增殖及分化的影响ꎮ 方法　 从新生 １ 天的大鼠

嗅球组织分离、培养、传代及鉴定嗅球神经干细胞ꎻ实验分为对照组和电刺激组ꎮ 电刺激组利用双相脉冲电刺

激细胞培养装置ꎬ使嗅球神经干细胞连续 ２４ ｈ 暴露于双相脉冲电刺激加载环境ꎬ脉冲宽度为 ８ ｍｓꎬ并按脉冲

强度的不同分为 ５０ ｍＶ 组和 １００ ｍＶ 组ꎻ对照组:未暴露于电刺激加载环境ꎮ 采用四甲基偶氮唑盐比色法

(ＭＴＴ 法)和免疫荧光染色技术分别检测嗅球神经干细胞在双相脉冲电刺激下细胞增殖及分化的影响ꎮ
结果　 ５０ ｍＶ 组及 １００ ｍＶ 组的细胞活力及 ＧＦＡＰ 阳性染色细胞数均较对照组明显增加ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎻ５０ ｍＶ 组明显高于 １００ ｍＶ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 双相脉冲电刺激可促进嗅球神经干细胞的增殖及

分化ꎬ因而有可能成为干细胞移植的一种辅助方法ꎮ
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　 　 引起中枢神经损伤的疾病有很多ꎬ包括外伤、阿尔
茨海默病、帕金森病、肿瘤、内分泌性疾病、感染性疾病
等ꎬ嗅球神经干细胞移植修复中枢神经损伤被认为是
目前最具潜在临床应用价值的方法之一[１￣４]ꎮ 然而该
方法目前遇到的困难是干细胞植入损伤神经后不易存

活及定向分化困难[５]ꎮ Ｂａｂａ 等[６]的研究表明ꎬ电刺激
信号是诱导神经元生长、分化、迁移的重要信号分子ꎬ
电信号负荷的变化影响细胞膜上的离子门控通道活
性ꎬ促进生物因子的释放ꎬ从而修复损伤的神经环路及
重建神经功能ꎬ但具体机制尚未完全明确ꎮ 本实验旨
在研究双相脉冲电刺激对嗅球神经干细胞增殖及分化
的影响ꎬ探索双相脉冲电刺激在中枢神经损伤干细胞
移植治疗中的辅助应用潜能ꎮ
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材料与方法

一、实验动物
新生 １ ｄ 的 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠 ２０ 只ꎬ由北

京大学实验动物中心所提供ꎮ
二、细胞培养试剂
改良 Ｅａｇｌｅ 培养基 ( Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ′ ｓ

ｍｅｄｉｕｍꎬＤＭＥＭ) / Ｆ１２ 培养液( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ美国)ꎬ表皮
生长因子 ( ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＥＧＦ) ( Ｓｉｇｍａꎬ美
国)ꎬ０. １２５％胰蛋白酶及碱性成纤维细胞生长因子
(ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬｂＦＧＦ)购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ￣
ｇｅｎ 公司ꎬＨａｎｋ′ｓ 平衡盐溶液(Ｈａｎｋ′ｓ ｂａｌａｎｃｅｄ ｓａｌｔ ｓｏ￣
ｌｕｔｉｏｎꎬＨＢＳＳ)(ＨｙＣｌｏｎｅꎬ美国)ꎬ胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)(Ｈｙｃｌｏｎｅꎬ美国)ꎬ２％戊巴比妥钠(Ｓｉｇｍａꎬ
美国)ꎮ

三、免疫细胞化学试剂
烟酸己可碱 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 以及四甲基偶氮唑盐

(ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬＭＴＴ)购自美国 Ｓｉｇｍａ 公
司ꎬ一抗包括小鼠抗神经巢蛋白( ｎｅｓｔｉｎ)单抗ꎬ兔抗
Ｍｕｓａｓｈｉ(神经特异性 ＲＮＡ 结合蛋白)单抗购自美国
Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公司ꎬＳＡＢＣ 试剂盒购自武汉博士德公司ꎬ兔
抗胶质原纤维酸性蛋白( ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＧＦＡＰ)多抗(Ｃｈｅｍｉｃｏｎ 公司)ꎮ

四、嗅球神经干细胞的分离和培养
新生 １ ｄ 的 ＳＤ 大鼠 ２０ 只ꎬ脱颈处死后放置于冰

盐水中ꎮ 在解剖显微镜下剪开顶骨向两侧前上钝性分
离至暴露嗅球区ꎬ观察并分离新生大鼠的嗅球组织ꎻ取
出鼠脑前部的嗅球组织ꎬ放置于冰上 ＨＢＳＳ 中ꎬ通过漂
洗 ２ 次后剪成小碎块ꎬ０. １２５％胰蛋白酶 ３７ ℃ 消化
２５ ｍｉｎꎬ并且每 ５ ｍｉｎ 震荡 １ 次ꎬ后离心(１０００ ｒ / ｍｉｎ)
５ ｍｉｎꎮ 用１００ 目铜网过滤ꎬ制成单细胞悬液ꎬ台盼蓝染
色并细胞计数ꎬ并接种于细胞培养皿中ꎬ置于体积浓度
为 ５％二氧化碳(ＣＯ２)的培养箱(３７ ℃)内培养ꎮ 每隔
７ ｄ 换取培养液１ 次ꎬ并隔天加入 ｂＦＧＦ 和 ＥＧＦ 促进增
殖ꎮ

五、嗅球神经干细胞的传代及鉴定
每隔 ７ ｄ 后收集细胞球ꎬ按 １×１０５ 个 / ｍｌ 细胞密度

接种于 ６０ ｍｍ 塑料细胞培养皿并按同样细胞密度传
代ꎮ 使用第 ２ 代含细胞球状物的培养液滴在多聚赖氨
酸预处理的盖玻片上ꎬ３７ ℃孵育ꎬ２ ｈ 取出ꎬ用 ４％多聚
甲醛(０.１ ｍｏｌ / Ｌ 的磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏ￣
ｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)ꎬｐＨ７.４)固定 ２０ ｍｉｎꎮ 一抗为小鼠抗 ｎｅｓ￣
ｔｉｎ 单抗(浓度 １ ∶ ５００)ꎬ一抗为兔抗 Ｍｕｓａｓｈｉ 单抗(浓
度 １ ∶ ５００)ꎬＣｙ３ 标记荧光二抗(浓度１ ∶ ２５０)ꎬ一抗过
夜ꎬ加入二抗后 ４０ ｍｉｎꎬ烟酸己可碱 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２(浓
度 １ ∶ １０００)ꎬ室温 １０ ｍｉｎꎬ在 ３７ ℃培养ꎬ５％ ＣＯ２ 孵箱

中孵育 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ全程避光操作ꎻ阴性对
照以 ＰＢＳ 代替一抗ꎮ 荧光显微镜下观察并采集图像ꎮ

六、体外电刺激细胞培养装置
(一)双相脉冲电刺激体外加载装置的组成
双相脉冲模式电刺激体外加载装置的组成主要分

为 ３ 大部分:①灌流系统ꎬ下游储液瓶、上游储液瓶、三
通和滤器共同构成培养液灌流系统ꎬ为培养小室内的
细胞生长提供细胞培养液ꎻ②电刺激系统ꎬ通过两根导
线将导电玻璃连接到电刺激发生器ꎬ为培养小室内的
细胞生长加载不同模式的电刺激ꎻ③细胞培养小室ꎬ用
于提供细胞生长所需空间ꎮ 本装置的培养液灌流系统
和细胞培养小室都置于培养箱中ꎬ以保持适于细胞生
长的 ＣＯ２ 浓度和有湿度的空气环境ꎮ 如图 １ 所示ꎮ

图 １　 双相脉冲电刺激体外加载装置的组成

(二)电刺激加载条件及分组
电刺激脉冲由 ＡＦＧ３０００ 型刺激器( Ｔｅｋｔｒｏｎｉｘꎬ美

国)产生ꎬ是一种直流电源调制产生的双相恒流脉
冲ꎮ 实验分为对照组和电刺激组ꎮ 电刺激组:将传
代的神经干细胞连续 ２４ ｈ 暴露于双相脉冲电刺激加
载环境ꎬ脉冲宽度为 ８ ｍｓꎬ并按脉冲强度的不同分为
５０ ｍＶ组和 １００ ｍＶ 组ꎻ对照组:未暴露于电刺激加载
环境ꎮ

七、ＭＴＴ 法检测电刺激后细胞的增殖能力
电刺激加载后收集神经干细胞ꎬ将收集的细胞配

制成单细胞悬液ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ以每孔 ２×１０４ 个细胞接
种于 ９６ 孔板ꎬ每孔加 ＭＴＴ ２０ μｌꎬ培养 ４ ｈ 后弃去上清
液ꎬ每孔加入二甲基亚砜( ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＤＭＳＯ)
１００ μｌꎬ震荡摇匀ꎬ使孔内蓝紫色结晶充分溶解ꎬ酶标
仪(λ＝ ４９０ ｎｍ)测吸光度值ꎻ测定出各组细胞活力ꎮ

八、电刺激对分化潜能的影响
培养细胞经过处理后ꎬ预冷 ＰＢＳ 洗去残留培养

基ꎬ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎮ ０.２５％聚乙二醇辛基苯
基醚￣１００(ｏｃｔｙｌ ｐｈｅｎｏｘｙ ｐｏｌｙ ｅｔｈｏｘｙ １００ꎬＴｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００)
处理 ５ ｍｉｎꎮ 一抗(ＧＦＡＰ 抗体ꎬ稀释度 １ ∶ ５００)４ ℃过
夜ꎮ 二抗(稀释度 １ ∶ ２５０)室温孵育 １ ｈꎮ 荧光显微镜
采集图片ꎮ 为观察 ＧＦＡＰ 在细胞中的定位ꎬ在二抗孵
育后ꎬ以５ μｇ / ｍｌ的烟酸己可碱Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２孵育标
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注:图 ａ 为嗅球干细胞球 ｎｅｓｔｉｎ 免疫反应阳性ꎻ图 ｂ 为 Ｍｕｓａｓｈｉ 免疫反应阳性ꎻ图 ｃ 为 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 标记核呈蓝色

图 ３　 嗅球神经干细胞的鉴定(免疫荧光染色ꎬ×１００)

本 ５ ｍｉｎꎬ然后封片观察ꎮ 光镜下烟酸己可碱 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２与 ＤＮＡ 双链结合ꎬ可被激发出蓝色荧光ꎬ显示细
胞核所在位置ꎮ

九、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ １３.０ 版统计软件对数据进行统计学分

析处理ꎬ采用单向方差分析法(ＡＮＯＶＡ)以及 Ｔｕｒｋｅｙ′ｓ
检验ꎬＰ<０.０５认为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、嗅球神经干细胞形态学表现
新生大鼠嗅球组织外观为圆锥形ꎬ位于大脑前部

成分叉状ꎬ应用显微外科镊子可以轻巧剥离(图 ２ａ)ꎬ
取出的嗅球组织切碎并制备为单细胞混悬液培养ꎻ每
隔 １ 天后加入神经干细胞营养因子ꎬ２ ｄ 后细胞开始分
裂并聚合成团ꎬ呈椭圆形和圆形ꎬ少量细胞开始分化ꎬ
４~７ ｄ 后进入第 ２ 代嗅球神经干细胞ꎬ可见细胞球数
目增多ꎬ体积增大ꎬ细胞克隆出现ꎬ镜下为圆形或椭圆
形的干细胞球(图 ２ｂ)ꎮ

　 　 注:图 ａ 箭头示大鼠嗅球所在位置ꎻ图 ｂ 箭头示圆形或椭圆

形的干细胞球(×１００)
图 ２　 分离嗅球组织的大体观及培养 ７ ｄ 后嗅球神经干细胞

二、嗅球神经干细胞的鉴定
取二代以上嗅球干细胞进行免疫荧光染色ꎬ可

见大多数细胞球抗 ｎｅｓｔｉｎ 免疫反应阳性(图 ３ａ)ꎻ并
呈现 Ｍｕｓａｓｈｉ 免疫反应阳性(图 ３ｂ)ꎬ该染色可作为
嗅球神经干细胞的特异性标记蛋白ꎻ几乎所有的细
胞克隆可以被 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 细胞核标记呈蓝色
(图 ３ｃ)ꎮ

三、双相脉冲模式电刺激对嗅球神经干细胞活力
的影响

实验组的 ５０ ｍＶ 组及 １００ ｍＶ 组的细胞活力较高ꎬ
５０ ｍＶ 组高于 １００ ｍＶ 组(图 ４)ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 １００ ｍＶ 组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ４　 双相脉冲电刺激对嗅球神经干增殖的影响

四、双相脉冲模式电刺激对嗅球神经干细胞分化
潜能的影响

双相脉冲电刺激 ２４ ｈ 后ꎬ实验组 ＧＦＡＰ 染色阳性
细胞数量明显增加(图 ５)ꎬ５０ ｍＶ 组高于 １００ ｍＶ 组
(图 ６)ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)(图 ６)ꎮ

讨　 　 论

电场环境是生物所处的重要外部微环境之一ꎬ生
物电现象是生命活动的根本属性ꎬ机体的一切生命活
动都伴随着生物电的产生ꎮ Ｉｎｇｖａｒ[７] 研究组尝试了电
流刺激对神经细胞发育影响的研究ꎬ使得外加电刺激
对细胞活性的影响已越来越引起人们的兴趣和重视ꎮ
２００６ 年 Ｈｕａｎｇ 等[８] 用取自胚胎嗅球的组织分离纯化
培养成的嗅神经来源的单细胞悬液ꎬ对 ３００ 例晚期脊
髓损伤患者进行了治疗ꎬ发现胚胎嗅神经来源细胞移
植能快速帮助晚期脊髓损伤患者恢复部分神经功能ꎮ
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　 对照组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５０ ｍＶ 组　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １００ ｍＶ 组

图 ５　 ３ 组嗅球神经干细胞抗 ＧＦＡＰ 染色阳性细胞数比较(免疫荧光染色ꎬ×１００)

　 　 注:与对照组组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 １００ ｍＶ 组比较ꎬｂＰ<０.０５
图 ６　 双相脉冲电刺激对嗅球神经干细胞分化潜能的影响

从而电刺激被认为是干细胞移植修复中枢神经损伤疾
病中最有前景的辅助治疗之一ꎮ

本研究发现ꎬ双相脉冲电刺激能促进嗅球神经干
细胞的增殖ꎬ电刺激实验组的 ＧＦＡＰ 阳性细胞均较对
照组明显增加ꎬ且 ５０ ｍＶ 组明显高于 １００ ｍＶ 组(Ｐ<
０.０５)ꎬ说明双相脉冲电刺激能促进干细胞向星形胶质
细胞方向分化ꎮ 近年的研究表明ꎬＧＦＡＰ 阳性的胶质
细胞可以促进轴突生成及神经再生[９]ꎬ本研究中ꎬ电
刺激嗅球神经干细胞分化 ７ ｄ 后ꎬ可见 ＧＦＡＰ 阳性细
胞增多ꎬ形态类似星形胶质细胞ꎬ这表明神经干细胞的
一个分化方向是星形胶质细胞ꎬ进一步说明外界“微
环境”的影响ꎬ特别是电刺激信号ꎬ对于神经干细胞的
分化具有重要的调控作用ꎮ 而电刺激是调节细胞功能
的一个重要因素ꎬ并且细胞内存在通过接收电刺激传
导的信号通路[１０]ꎮ 综上所述ꎬ双相脉冲电刺激可以促
进嗅球神经干细胞的增殖及分化ꎬ因而有可能作为一
种神经干细胞移植的辅助方式ꎬ用于中枢神经系统损
伤性疾病的治疗ꎮ
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ｃｙｔｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅ ＣＮＳ ａｘｏｎａｌ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｗｈｅｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｈｏｎ￣
ｄｒｏｉｔｉｎａｓｅ ＡＢＣ[ Ｊ] . Ｄｅｖ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌꎬ２０１０ꎬ７０ ( １２):８２６￣８４１. ＤＯＩ:
１０.１００２ / ｄｎｅｕ.２０８２０.

[１０] Ｗｅｎｊｉｎ Ｗꎬ Ｗｅｎｃｈａｏ Ｌꎬ Ｈａｏ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ＢＤＮＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｎｅｕｒｏｎｓ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｃａ(２ｔ)￣ ａｎｄ Ｅｒｋ￣ｄｅ￣
ｐｅｎｄｅｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌꎬ２０１１ꎬ３１( ３):
４５９￣４６７. ＤＯＩ:１０.１００７ / ｓ１０５７１￣０１０￣９６３９￣０.

(修回日期:２０１６￣１２￣２３)
(本文编辑:汪　 玲)

􀅰４６１􀅰 中华物理医学与康复杂志 ２０１７ 年 ３ 月第 ３９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１７ꎬ Ｖｏｌ. ３９ꎬ Ｎｏ.３


