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Abstract: Objective: to isolate and culture neural stem cells from postnatal rat and to observe the viability 
and biological property of these cells after cryopreservation. Methods: the neural stem cells isolated from 
hippocampus of the postnatal rat were cultured in culture solution without blood serum. After amplification, 
the cells were cultured in different concentration of freeze-stored liquid which contained 0, 5%, 10%, 15%, 
20% DMSO and fetal calf serum, then stored in refrigerator of 80 centigrade below zero one week, two weeks 
and one month respectively. Through resuscitation training and testing, then we detected the recovery rate of 
the NSCs. Results: after cryopreservation and culture of neural stem cells isolated from postnatal rat, most of 
them were growth well and formed into the new cell clones, then the recovery rate of the cells were detected 
with Trypan Blue. There was significant difference in 10% DMSO and it has the highest recovery rate, which 
is 54.00 ± 1.73, 59.00 ± 1.16, 58.00 ± 2.08. Conclusion: the neural stem cells derived from postnatal rat were 
able to culture, cryopreservation and resuscitation, which did not change their biological properties. 
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摘  要：目的：分离培养新生 SD 大鼠神经干细胞(NSCs)，观察应用不同浓度的二甲基亚砜(DMSO)

作为冷冻保护剂冷冻保存不同时间的神经干细胞复苏后，其活力及生物学特性的鉴定。方法：在含细

胞因子表皮生长因子及碱性成纤维细胞生长因子的无血清培养液中培养新生大鼠海马神经干细胞。经

传代扩增后，培养于含有 0、5%、10%、15%、20%不同浓度的二甲基亚砜和胎牛血清的神经干细胞

冻存液中，在–80℃冰箱中分别冻存 1 周、2 周及一个月后，复苏培养并鉴定，然后对其复苏率进行检

测。结果：新生大鼠海马神经干细胞经冷冻复苏后，大多数细胞生长良好并形成新的克隆球。台盼蓝

染色检测冻存 1 周、2 周及一个月后的复苏率，含有 10%二甲基亚砜的复苏率最高且具有显著性差异

(P < 0.05)，不同冻存时间的复苏率分别为 54.00 ± 1.73，59.00 ± 1.16，58.00 ± 2.08。结论：神经干细

胞能在体外适宜的条件下进行培养及冻存、复苏，并且复苏后不影响其原有的生物学特性。 
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1. 引言 

神经干细胞(Neural stem cells, NSCs)的发现是在 

研究造血发生和神经发育的基础上开始的，Anderson

在 1989 年，参照造血干细胞的性质首次提出了神经干
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细胞的概念[1]。1992 年 Reynolds 等[2]和 Richards[3]等

先后从成年鼠纹状体中分离出神经干细胞，早期的研

究集中于胚胎期CNS和 PNS中分离神经干细胞。1998

年 Eriksson 等[4]指出成人海马和侧脑室同样能够进行

神经发生。Johansson 等[5]从成人侧脑室和海马分离到

神经干细胞，在体外培养条件下增殖和分化，形成神

经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞。现已从胚胎期

或成体神经系统中多个部位包括脊髓、大脑皮层、前

脑基底层、海马区、神经脊即外周神经系统及小脑等

分离得到[6]，这些实验表明，哺乳动物的神经系统中

存在有神经干细胞。神经干细胞具有自我复制和多向

分化潜能的特性[7]。胚胎神经发生过程中，神经干细

胞在神经管壁增殖，新生细胞沿放射状纤维迁移到脑

的特定位置。神经管腔最终发育为成年脑的脑室系统。

近几年的研究已证实，无论是发育中的胚脑还是成年

个体脑区，均有神经干细胞存在[3,8,9]。从胚胎期哺乳

动物大部分脑区，如胚胎脑皮层、海马、纹状体等区

域都分离出了神经干细胞[10]。成体神经干细胞的取材

以脑室下区，包括嗅球和海马齿状回的颗粒细胞层为

主[11]。为获得来源方便的神经干细胞，建立一种能够

长期储存并维持其生物学特性的方法对促进神经科学

的基础和临床移植的研究具有重要意义[12]。 

1949年至 1960年这段时间可称为冷冻保存的“甘

油时期”。这一时期的冷冻保存一般都是以甘油作为

保护剂。1959 年，Lovelock 等人发现了一种新的化学

试剂二甲基亚砜。而用于冷冻保存的仪器也有了明显

的发展。进入 80 年代以来，由于热物理学、化学、工

程学和生物学、医学等学科的相互渗入和交叉，低温

生物学的研究得到了快速的发展。到了 20 世纪，随着

科学方法的不断进步以及冷冻方法的不断完善，低温

保存技术广泛地应用到临床上。 

近几来，一些研究表明移植神经干细胞治疗急、

慢性脊髓损伤以及多种神经系统疾病如多发性硬化

症、Parkinson 病、缺血性脑损伤方面具有广阔的临床

应用前景。为获得来源方便的神经干细胞，开展有效

的干细胞移植及建立干细胞库，需要长期低温保存神

经干细胞。由于神经干细胞低温保存效果的优劣直接

影响着神经干细胞的数量和质量，因此冷冻后神经干

细胞的复苏率以及是否具有生物学特性将成为决定移

植成功与否的重要因素之一。 

本文通过对出生 24 h 内的 SD 大鼠海马分离出神

经干细胞，并进行体外培养、冷冻与复苏，通过对复

苏后神经干细胞的基本生物学特性的分析，为深入研

究神经干细胞的生物学特性及临床应用提供基础参

考。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

SD 大鼠 (由河北医科大学动物中心提供 )、

DMEM/F12 培养基(购于 Gibco 公司)、B27(购于 Gibco

公司 )、碱性成纤维细胞生长因子 (basic fibroblast 

growth factor，bFGF，购于 PEPROTECH 公司)，表皮

生长因子 (epidermal growth factor ， EGF ，购于

PEPROTECH 公司)，胎牛血清(fetal bovine serum，

FBS，购于 Hyclone 公司)、谷氨酰胺(购于 Biosharp

公司)，青霉素和链霉素(购于华北制药厂)，胰蛋白酶、

多聚赖氨酸(购于 Sigma 公司)，兔抗大鼠、巢蛋白

(nestin)抗体、RBITC 标记山羊抗兔 IgG(购于北京博奥

森生物技术有限公司)。 

2.2. 神经干细胞的分离培养 

2.2.1. 神经干细胞的分离 

将出生 24 h 内的新生 SD 大鼠用 75%酒精消毒头

部后，断头处死，无菌条件下在 D-Hank’s 液中剥去皮

肤，取出大脑，在 DMEM/F12 基本培养基中分离出海

马，加入 0.25%胰蛋白酶，于 37℃水浴锅中消化 10 

min，将胰蛋白酶吸出，加入 5 mL 添加 10%血清的

DMEM/F12 培养基终止消化。1000 rpm/min 离心 5 

min，弃去上清，加入 1 mLNSCs 完全培养基(含 2% 

B27，20 μg/L bFGF，20 μg/L EGF，1 × 105 U/L 青霉素

及 1 × 105 μg/L 链霉素的 DMEM/F12 培养基)，400 目

筛网过滤后，台盼蓝染色计算活细胞数[13]。 

2.2.2. 原代细胞培养 

细胞密度为 5 × 105个/mL，接种于 50 mL 培养瓶

中，置 37℃，5% CO2，饱和湿度的培养箱中培养，

以后每 3 d 半量换液，并补加细胞因子 bFGF(20 μg/L)，

EGF(20 μg/L)。 

2.2.3. 传代细胞培养 

原代细胞在培养约 6~7 d 左右，大部分细胞增殖
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至由数百个细胞形成的大克隆球时进行传代。将克隆

球打散后，取上清液与完全培养基 1:1 混合细胞悬液，

并补加细胞因子，此后每 6~7 d 传代一次。 

2.3. 神经干细胞的冻存与复苏 

取生长良好的第 3 代细胞，计数后收集细胞至离

心管，于 1000 rpm/min 离心 5 min 后弃去上清，经

0.25%胰酶–0.02% EDTA 消化使之成为单细胞悬液，

台盼蓝染色计算冷冻前活细胞总数。加入冻存液，调

至 3 × 106个/mL 的活细胞密度，将细胞悬液转移到冻

存管中，每管 1 mL，封口作好标记。置入冻存盒里，

于–80℃冰箱中保存。 

冻存保护液的组成成分及各成分的配比如下： 

20% FBS + 80% DMEM/F12 (简称 D0组) 

20% FBS + 75% DMEM/F12 + 5% DMSO (简称 D5组) 

20% FBS + 70% DMEM/F12 + 10% DMSO (简称D10组) 

20% FBS + 65% DMEM/F12 + 15% DMSO (简称D15组) 

20% FBS + 60% DMEM/F12 + 20% DMSO (简称D20组) 

将配好的冻存保护液分装至 1.5 mL 冻存管中，每

管 1 mL，每组 3 管，4℃预冷备用。 

冻存 1 周、2 周及一个月后，将冻存管从–80℃冰

箱中取出，立即置于 37℃水浴中，轻轻摇动冻存管使

冻存液快速融解。将液体移入 37℃预热的 10 mL 基本

培养基中，1000 rpm/min 离心 5 min，弃去上清，台盼

蓝染色计算复苏后活细胞总数，调整活细胞密度为

1.8~2.0 × 105个/mL 接种于 50 mL 培养瓶中，继续培

养，换液与传代的时间方法均与 NSCs 的培养方法相

同。 

2.4. 神经干细胞复苏率的计算 

×100%
胞数

数

复苏后的活细

复苏率
冻存的细胞

 

按以上公式计算其复苏率，所得各组数据用

spss16.0 软件进行统计分析[14]。 

2.5. 神经干细胞复苏后的免疫荧光鉴定 

取生长良好的神经干细胞克隆球，接种至预先用

多聚赖氨酸包被的无菌盖玻片上，培养 2 h，用于

Nestin 鉴定。 

于荧光显微镜下观察并拍照，555 nm 激发光激发

显示红色荧光为阳性。阴性对照组是选择相同时期的

细胞以同样的方法只是用 PBS 代替一抗来进行鉴定。 

2.6. 神经干细胞复苏后诱导分化及鉴定 

选取复苏后继续培养的神经干细胞克隆球，接种

至预先放置多聚赖氨酸包被的无菌盖玻片的培养皿中

进行培养，以 DMEM/F12 + 1% B27 + 10% FBS 作为

诱导分化培养液，每 3 d 半量换液，待神经干细胞诱

导分化至第 8 d 时进行免疫荧光鉴定。 

3. 结果 

3.1. 细胞形态学观察 

接种 2 h 后，倒置显微镜下观察，可见数目较多

的单个圆形细胞，细胞核大，胞质较少，折光率较高，

细胞个体大小相近(图 1(A))；亦可见少量未打散的，

由少数几个细胞组成的小细胞团(图 1(B))。随着培养

时间的延长，克隆球逐渐增殖、变大，至 6~7 d 时，

已增殖为数百个细胞组成的大克隆球，整体呈圆形(图

1(C))，部分克隆球连接在一起呈串珠样(图 1(D))，此

时应传代培养。 

以机械分离的方法将神经干细胞克隆球分散 24h

后，可见到培养液中既有单个细胞，也有形状不太规则

的小克隆球存在(图 2(A))。传代后的神经干细胞培养

6~7 d 后即可形成数百个细胞形成的克隆球(图 2(B))。 

3.2. DMSO 浓度和培养时间对神经干细胞冷冻 

复苏后的影响 

选取不同浓度的 DMSO 冻存不同的时间，分别冻

存一周、两周及一个月(如表 1~3)后对神经干细胞的复

苏率进行统计学分析(如图 3~5)。 

3.3. 神经干细胞复苏后诱导分化及免疫荧光 

鉴定 

冻存的神经干细胞复苏后以 1 × 106个/mL的活细

胞密度培养。观察发现冻存前与复苏后细胞的形态及

其生物学特性没有明显差别。细胞均呈透亮悬浮生长，

培养 2~4 d 后，形成干细胞克隆球。这些克隆球均呈

nestin 阳性反应(图 6(A))，对照组呈阴性(图 6(B))。 

采用添加 10%血清的 DMEM/F12 培养基进行 
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Figure 1. Microscopic observation of the primary culturing NSCs. A) NSCs: 2 h after inoculated (×400); B) NSCs: 24 h after inoculated 
(×400); C) NSCs: 7 d after inoculated, the cells continued to proliferate into cell balls (about several hundred cells per cell ball) (×400); D) 

NSCs cell balls growed in series (×200) 
图 1. 原代培养 NSCs 的显微观察。A) 接种 2 h 的 NSCs(×400)；B) 接种 24 h 的 NSCs(×400)；C) 接种 7 d 的 NSCs，增殖为数百个细胞组

成的大克隆球(×400)；D) 部分克隆球串联在一起生长(×200) 

 

      

Figure 2. Microscopic observation of the subculturing NSCs. A) NSCs: 24 h after passaged (×100); B) NSCs cell ball: 7 d after passaged (×400) 
图 2. 传代培养 NSCs 的显微观察。A) 传代 24 h 的 NSCs(×100)；B) 传代培养 7 d 的 NSCs 克隆球(×400) 

 
Table 1. The resuscitation rate of the NSCs after one week cryopreservation 

表 1. NSCs 冻存 1 周后的复苏率 

复苏率(%) 
组别 冻存时间(d) 

1 2 3 
复苏率均值(%) (x ± SE) 

D0 7 2 1 -  #1.00 ± 0.58 
D5 7 15 10 14 #13.00 ± 1.53 
D10 7 54 51 57 54.00 ± 1.73 
D15 7 35 39 30 #34.67 ± 2.60 
D20 7 17 20 19 #18.50 ± 1.50 

＃P < 0.05 vs D10。 
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Table 2. The resuscitation rate of the NSCs after two weeks cryopreservation 
表 2. NSCs 冻存 2 周后的复苏率 

复苏率(%) 
组别 冻存时间(d) 

1 2 3 
复苏率均值(%) (x ± SE) 

D0 14 1 - - #0.33 ± 0.33 

D5 14 13 15 12 #13.33 ± 0.88 

D10 14 59 57 61 59.00 ± 1.16 

D15 14 37 38 38 #37.67 ± 0.33 

D20 14 18 17 15 #17.50 ± 0.50 

＃P < 0.05 vs D10。 

 
Table 3. The resuscitation rate of the NSCs after one month cryopreservation 

表 3. NSCs 冻存一个月后的复苏率 

复苏率(%) 
组别 冻存时间(m) 

1 2 3 
复苏率均值(%) (x ± SE) 

D0 1 2 - 1 #1.00 ± 0.58 

D5 1 11 16 13 #13.33 ± 1.45 

D10 1 62 55 57 58.00 ± 2.08 

D15 1 35 33 33 #33.67 ± 0.67 

D20 1 17 15 12 #14.67 ± 1.45 

＃P < 0.05 vs D10。 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

D0 D5 D10 D15 D20
不同浓度的DMSO(%)

Different Concentration of DMSO(%)

T
h
e
 
R
e
c
o
v
e
r
y
 
R
a
t
e
 
o
f
 
N
S
C
s
(
%
)

N
S
C
s
的

复
苏

率
(
%
)

*

 

Figure 3. The resuscitation rate of the NSCs after one week cryopreservation 
图 3. NSCs 冻存 1 周后的复苏率 
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Figure 4. The resuscitation rate of the NSCs after two weeks cryopreservation 
图 4. NSCs 冻存 2 周后的复苏率 

Copyright © 2011 Hanspub                                                                               HJBM 



张静 等 | 新生大鼠神经干细胞的体外培养与冷冻复苏 

Copyright © 2011 Hanspub                                                                               HJBM 

30 
 

0

10
20

30

40

50
60

70

80

D0 D5 D10 D15 D2

不同浓度的DMSO(%)
Different Concentration of DMSO(%)

T
h
e
 
R
e
c
o
v
e
r
y
 
R
a
t
e
 
o
f
 
N
S
C
s
(
%
)

N
S
C
s
的

复
苏

率
(
%
)

0

 *

 

Figure 5. The resuscitation rate of the NSCs after one month cryopreservation 
图 5. NSCs 冻存 1 个月后的复苏率 

 

      

Figure 6. The immunofluorescence of NSCs. A) the cell balls were positive for nsetin and irregular shaped (×200); B) the negative controls 
didn’t show the specific fluorescence (×400) 

图 6. NSCs 免疫荧光鉴定。A) 克隆球显示 nsetin 阳性，形状不规则(×200)；B) 阴性对照不显示荧光(×400) 

 

诱导分化，克隆球经诱导 12 h 左右开始贴壁，随分化

培养时间的延长，可见许多单个细胞逐渐从克隆球中

“逃逸”(图 7(a))。体外培养的神经干细胞能够分化为

多种细胞类型，包括神经元、星形胶质细胞和少突胶

质细胞，经免疫荧光鉴定均为阳性(图 7(b~d))。 

4. 讨论 

神经干细胞是一种能够持续增殖，具有自我更新

和多种分化潜能的细胞[15]，它能够分化成神经元、星

形胶质细胞和少突胶质细胞。有研究显示，将体外稳

定传代几年的神经干细胞植入成人脑内，仍具有分化

为神经细胞的潜能[16]。神经干细胞移植入创伤性动物

模型后, 能够在一定程度上恢复受损神经系统的功能
[17]，并且在移植治疗中枢神经系统慢性退变性疾病

中，也取得了明确的效果[18]，其临床应用具有广阔的

前景。体外长期维持神经干细胞的生存需要耗费大量

的人力和物力，而且随细胞传代次数增多，其增殖能

力会逐渐下降，细胞衰老、凋亡的现象难以避免。这

些都对神经干细胞的均质性、生物活性和实验进程产

生影响，易造成实验结果不够准确。因此，对培养细

胞的冻存显得尤为重要。适时地将生长状态良好的细

胞低温贮存，不仅可以解决上述问题，且可以在由于

污染等原因造成细胞丢失时，作为备份使用。 

与其他体外培养物的冷冻保存相同，神经干细胞

的低温冻存的效果主要与冷冻速率、合适的冷冻保护

剂、冻存温度和复温速率有关。不同的冷冻速度既能

使细胞内发生不同的生理变化，也可以对细胞产生不

同的损伤。当冷冻速度过慢时，细胞脱水严重，细胞

体积严重收缩，超过一定程度时即失去活性。同时冷

冻速度过慢，还会引起细胞外溶液部分结冰，从而使

细胞外未结冰的溶液中溶质浓度增高，产生溶质损伤。

当冷冻速度过快时，细胞内水分来不及外渗，会形成

较到冰晶，造成细胞膜及细胞器的破坏，产生细胞内

冰晶损伤。超快速玻璃化冷冻对细胞存活来说是最为 
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(a)                                                          (b) 

       
(c)                                                        (d) 

Figure 7. Microscopic observation of the differentiation NSCs. a) NSCs: 3 d after induced differentiation (×100); b), c), d) The immunofluo-
rescence were positive of the neurons, astrocytes, and oligodendrocytes (×400) 

图 7. NSCs 分化后的显微观察。a) 诱导分化 3d 的 NSCs(×100)；b)、c)、d)分别为免疫荧光鉴定呈阳性的神经元、星形胶质细胞和 

少突胶质细胞(×400) 

 

理想的冷冻方法。细胞内外呈玻璃化凝固，无冰晶形

成或形成很小的冰晶，对细胞膜和细胞器不致造成损

伤，细胞也不会在高浓度的溶质中长时间暴露而受损。 

冷冻保护剂是可以保护细胞免受冷冻损伤的物

质，分为渗透性和非渗透性两类。本实验选用的DMSO

属于渗透性冷冻保护剂。其作用机理是在细胞冷冻悬

液完全凝固之前，渗透到细胞内，在细胞内外产生一

定的摩尔浓度，降低细胞内外未结冰溶液中的电解质

浓度，较好地防止冷冻低温对细胞带来的损伤[19]。同

时，细胞内水分也不会过分外渗，避免了细胞过分脱

水皱缩。DMSO 并不防止细胞内结冰，在使用该类冷

冻保护剂时，需要一定的时间进行预冷，让甘油或

DMSO 等成分渗透到细胞内，在细胞内外达到平衡以

起到充分的保护作用。目前 DMSO 的应用比甘油更为

广泛，但要注意的是，DMSO 在常温下对细胞的毒性

作用较大，而在 4℃时，其毒性作用大大减弱，且仍

能以较快的速度渗透到细胞内。所以，冻存时 DMSO

平衡多在 4℃下进行，一般需要 40~60 min。 

不同的细胞和生物体以及使用不同的冷冻保存方

法要取得同样的冷冻保存效果，冷冻保存温度可以不

同。但从实际和效益的观点出发，液氮温度(–196℃)

是目前最佳的冷冻保存温度。在–196℃时，细胞的生

命活动几乎完全停止，但复苏后细胞的结构和功能完

好。如果冷冻过程得当，一般生物样品在–196℃下均

可保存十年以上[20]。本实验为了便于操作，将细胞冻

存于–80℃低温冰箱。如果将其放在液氮中保存效果是

否更好一些，还有待于进一步研究。 

冷冻保护体外培养物，除了必须有最佳的冷冻速

率、合适的冷冻保护剂和冻存温度外，在复苏时也必

须有最佳的复温速率，这样才能保证最后获得最佳冷

冻保存效果。由于细胞外的溶液比细胞内液先融化，

若冻存物复温缓慢会使得细胞处于高浓度溶液中的时
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间延长，引起细胞损伤，而且还有可能重新形成较大

的冰晶，对复苏效果产生不利的影响，所以在 1~2 min

内恢复至常温为宜。 

对于在体外呈悬浮状生长的神经干细胞来说，将

克隆球制备成单细胞悬液有两种方法，即机械分离法
[21]和酶消化法[22]。在其他条件相同的条件下，我们比

较了机械分离法和胰蛋白酶法对大鼠神经干细胞的影

响[23]。结果显示这两种方法都可以获得单细胞，但是

各有优缺点。胰蛋白酶处理后获得的细胞形态规则，

但是存活率低，生长缓慢。机械分离法虽然无上述之

缺点，但是吹打组织时的切割力会造成大量细胞的死

亡，因此获得的活细胞数量较少。近年来的报道大都

采用单酶或多酶复合消化，结合控制吹打次数和力度，

可以获得更多具有较高活力的单细胞，如采用筛网过

滤则效果更好。 

要想成功地将神经干细胞冻存与复苏,不仅要求

细胞能耐受冻存复苏的过程,而且更重要的是要求存

活的神经干细胞必须保持该细胞原有的生物学特性
[24]。尽管在冻存过程中受到不同程度的损伤，但冷冻

保存既可以减弱移植物的免疫原性，提高移植的成功

率，又可为各种组织配型的干细胞库的建立及移植手

术的实施提供方便。 

5. 结论 

存在于胚胎与成年哺乳动物脑内的神经干细胞具

有广阔的临床应用前景，不论是现阶段的研究还是将

来的临床应用都需要大量的神经干细胞，但目前神经

干组细胞量远远不能满足科研和临床应用并且神经干

细胞的长期扩增和可靠分化存在困难，因此许多研究

人员致力于干细胞的冻存研究，希望可以解决这一问

题。本实验通过对新生大鼠的神经干细胞进行培养、

传代，观察神经干细胞在自然条件下的分化过程，采

用不同浓度的 DMSO 对细胞进行冻存、复苏并计算其

复苏率，并对不同冻存时间后的神经干细胞进行诱导

分化，我们得出 10%的 DMSO 对神经干细胞的复苏率

的影响有显著差异(P < 0.05)，并可以诱导分化为神经

元、星形胶质细胞和少突胶质细胞，这说明新生大鼠

神经干细胞低温冻存、复苏并不影响其增殖及多向分

化等生物学特性。这对于我们研究神经干细胞的冻存

并长期保存神经干细胞提供了很好的依据。 
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