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体外共培养条件下毛囊神经嵴干细胞促进神经束膜细胞迁移和增殖
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［摘要］ 目的　探索体外培养神经束膜细胞的有效方案，并初步研究毛囊神经嵴干细胞（hfNCSC）对神经束膜

细胞的激活作用。方法　采用“限时消化 -差速贴壁 -化学药物”方法对大鼠坐骨神经束膜细胞进行培养和纯化，同

时培养大鼠触须垫 hfNCSC，并对细胞进行免疫细胞化学染色鉴定。借助 Transwell 小室建立 hfNCSC 与神经束膜细

胞的共培养模型，在 Transwell 上室接种神经束膜细胞，下室接种 hfNCSC（hfNCSC 共培养组）或不接种细胞（对照

组），共培养 6、12 和 18 h 后进行结晶紫染色，观测神经束膜细胞的迁移情况。取 hfNCSC 条件培养基（hfNCSC 条

件培养基组）和含 2% FBS 的 DMEM 培养基（对照组）分别作用于神经束膜细胞，24、48 和 72 h 后用 CCK-8 试剂

盒检测细胞增殖情况。结果　本方案可在 2 周的时间内获得纯度高达（97.66±2.08）% 的神经束膜细胞。将神经束

膜细胞与 hfNCSC 共培养 6、12 和 18 h 后，可见 hfNCSC 共培养组神经束膜细胞的迁移数较对照组增多，差异有统计

学意义（P＜0.05，P＜0.01）。以 hfNCSC 条件培养基作用于神经束膜细胞 24 h 和 48 h 后，hfNCSC 条件培养基组与

对照组神经束膜细胞的细胞活力差异无统计学意义（P 均＞0.05）；但作用 72 h 后，hfNCSC 条件培养基组神经束膜

细胞的细胞活力高于对照组，差异有统计学意义（P＜0.01）。结论　“限时消化 -差速贴壁 -化学药物”方法可成

功培养和纯化神经束膜细胞；hfNCSC 可激活神经束膜细胞，促进其迁移和增殖。
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［ Abstract ］ Objective　To explore an effective method for culturing perineurial cells in vitro, and to preliminarily 
study the role of hair follicle neural crest stem cells (hfNCSCs) in activating perineurial cells. Methods Perineurial cells 
from rat sciatic nerve were cultured and purified by the method of “limited digestion-differential adherence-chemical drug”, 
hfNCSCs from rat vibrissa were cultured, and the cells were identified by immunocytochemistry staining. hfNCSCs and 
perineurial cells were co-cultured in Transwell plates, where perineurial cells were seeded in the upper chamber, and hfNCSCs 
(hfNCSC co-culture group) or acellular grids (control group) were seeded in the bottom chamber. Crystal violet staining 
was performed after co-culture for 6, 12 and 18 h to observe the migration of perineurial cells. The perineurial cells were 
treated with hfNCSCs conditioned medium (hfNCSC conditioned medium group) and 2% FBS DMEM medium (control 
group), respectively, and the proliferation of perineurial cells was detected by cell counting kit 8 (CCK-8) after 24, 48 and  
72 h. Results Perineurial cells with purity up to (97.66±2.08)% were obtained within 2 weeks by this method. The 
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migration number of perineurial cells was significantly higher in the hfNCSC co-culture group than in the control group after 6, 
12 and 18 h of co-culture (P＜0.05, P＜0.01). The cell viability of perineurial cells in the hfNCSC conditioned medium group 
and control group was similar after treated with hfNCSCs conditioned medium for 24 and 48 h (both P＞0.05); however, 
the cell viability of perineurial cells was significantly higher in the hfNCSC conditioned medium group than in the control 
group after 72 h (P＜0.01). Conclusion Perineurial cells can be successfully cultured and purified by the method of “limited 
digestion-differential adherence-chemical drug”; hfNCSCs can activate perineurial cells and promote their migration and 
proliferation.

［ Key words ］ perineurial cells; hair follicle neural crest stem cells; co-culture; cell proliferation; cell migration
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2021, 42(5): 512-518］

近年研究显示，神经束膜细胞除了形成血 -神

经屏障，还对周围神经损伤的修复起着重要作用，

如在受损区域形成神经束膜桥、吞噬细胞碎片、

与施万细胞发生相互作用等［1］。在周围神经受损

后，神经束膜细胞的启动早于施万细胞，率先向受

损处迁移并吞噬细胞碎片，形成细胞桥以桥接神经

缺损处；而施万细胞的迁移和轴突的再生则在此

之后发生［2-3］。因此，神经束膜细胞可能在多细胞

动员修复长距离周围神经损伤的过程中发挥关键作

用。但神经束膜细胞增殖缓慢、迁移能力较弱，提

高其增殖和迁移能力、加速神经束膜桥的形成有望

为周围神经损伤修复提供新思路。然而，目前对于

神经束膜细胞的培养仍然没有十分理想的方案，使

得神经束膜细胞参与神经再生的机制研究受到较大 
限制。

毛囊神经嵴干细胞（hair follicle neural crest 
stem cell，hfNCSC）源自神经嵴，位于毛囊隆突

部。由于 hfNCSC 像神经干细胞一样特异性表达

神经上皮干细胞蛋白（巢蛋白），可分化为神经

元、施万细胞及其他多种类型的细胞，亦有学者称

之为毛囊相关多能干细胞（hair follicle-associated-
pluripotent stem cell，HAP 干细胞）［4-6］。研究发现

hfNCSC 可促进损伤的坐骨神经再生［6-7］，将其移

植至脊髓损伤处可促进小鼠的脊髓功能恢复［8-10］，

hfNCSC还可分化为运动神经元以减缓肌肉萎缩［11］。

目前对于hfNCSC可促进神经损伤修复已形成共识，

但其是否可激活神经束膜细胞仍未知。本研究采用

“限时消化 -差速贴壁 -化学药物”方法培养获得

了高纯度的神经束膜细胞，并通过建立 hfNCSC 和

神经束膜细胞的共培养体系探索 hfNCSC 对神经束

膜细胞的激活作用，以期为提高神经束膜细胞的增

殖和迁移能力及加速神经束膜桥的形成提供实验 
依据。

1 材料和方法

1.1 神经束膜细胞的培养、纯化及鉴定

1.1.1 原代培养 雄性 SD 大鼠（4 周龄，体重约

100 g）2 只，购自上海吉辉实验动物饲养有限公

司［实验动物生产许可证号：SCXK（沪）2017-
0012］。大鼠经戊巴比妥（40 mg/kg）腹腔注射

麻醉后，分离获取坐骨神经，在体视显微镜下仔细

剥离神经外膜，剖开坐骨神经段，剔除内部神经纤

维，获取神经束膜。将神经束膜贴块于鼠尾胶原

（美国 Corning 公司）包被的 12 孔培养板内，置

于孵箱（37 ℃，95% CO2、5% O2）贴附 1 h 后，

每孔添加 200 μL 神经束膜培养基。3 d 后每孔补加 
200 μL 神经束膜培养基，此后每 3 d 更换半液。

神经束膜细胞培养基配制：DMEM/F-12（美国

Corning 公司）、10% FBS（美国 Gibco 公司）、 
2 μmol/L 毛喉素（美国 Sigma 公司）、12.5 ng/mL
调节蛋白 β1（美国 Peprotech 公司）、1% 青霉素 /
链霉素（美国 Corning 公司）。

1.1.2 细胞纯化及传代培养 神经束膜贴块培养

10 d 后获得混合细胞（神经束膜细胞、施万细胞及

成纤维细胞）。去除组织块，首先采用限时消化法，

用 0.25% 胰酶消化 10 s，轻晃培养板去除施万细

胞，弃培养基，将剩余细胞用 0.25% 胰酶消化 2～3 
min，离心后重悬细胞。接着采用差速贴壁法，将

细胞悬液转移至 T75 培养瓶内培养 30 min 使成纤

维细胞贴壁后，再将细胞悬液转移至新的 T75 培养

瓶内培养。3 d 后重复上述步骤。最后采用化学药

物处理，将所得细胞重新接种 24 h 后，以阿糖胞苷

（100 μmol/L，美国 Sigma 公司）处理 24 h，获得

纯度较高的神经束膜细胞。每 3 d 更换半液。

1.1.3 免疫细胞化学染色鉴定 将细胞爬片用 4%
多聚甲醛溶液室温固定 30 min，常规 Triton X-100
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处理和血清封闭后，加入一抗稀释液 4 ℃孵育过

夜。一抗包括标记神经束膜细胞的抗密封蛋白 1 兔

多克隆抗体（1 ∶ 80 稀释，美国 Sigma 公司）、标

记成纤维细胞的抗波形蛋白兔单克隆抗体（1∶ 200
稀释，美国 CST 公司）、标记施万细胞的抗 S100β

兔 单 克 隆 抗 体（1 ∶ 200 稀 释，英 国 Abcam 公

司）。第 2 天取出细胞爬片，用 PBS 重复清洗，加

入 FITC 偶联山羊抗兔 IgG 二抗（1 ∶ 1 000 稀释，

美国 CST 公司）室温避光孵育 1 h。然后用 DAPI
（1 ∶ 200，武汉谷歌生物科技有限公司）室温

染核 5 min，封片后置于荧光显微镜（德国 Leica 
Microsystems GmbH 公司）下拍照并记录结果。每

孔随机取 5 个视野计算阳性率。

1.2 hfNCSC 的培养及鉴定

1.2.1 细胞培养 雄性 SD 大鼠（3 周龄，体重

50～60 g）2 只，购自上海吉辉实验动物饲养有限

公司。大鼠经戊巴比妥（40 mg/kg）腹腔注射麻

醉后，取触须垫，用 75% 乙醇消毒，在体视显微

镜下解剖获得毛囊隆突。将毛囊隆突用 PBS 清洗 
3 次，贴附于鼠尾胶原（美国 Corning 公司）包被

的 12 孔培养板内，置于孵箱（37 ℃，95% CO2、5% 
O2）静置 30 min 后，每孔添加 200 μL hfNCSC 培养

基。3 d 后每孔补加 200 μL hfNCSC 培养基，此后

每3 d更换半液。hfNCSC培养基配制：DMEM/F-12、
5% FBS、1% N2（美国 Invitrogen 公司）、2% B27
（美国 Invitrogen 公司）、200 mmol/L L- 谷氨酰胺

（美国 Corning 公司）、0.25% 胰岛素 -转铁蛋白 -

亚硒酸钠（insulin, transferrin, selenium，ITS）溶液

（美国 Corning 公司）、20 ng/mL 表皮生长因子（上

海普飞生物技术有限公司）、20 ng/mL 碱性成纤

维细胞生长因子（上海普飞生物技术有限公司）、

1% 青霉素 / 链霉素（美国 Corning 公司）。传代培

养时将 hfNCSC 培养基内的 FBS 浓度降至 2%。当

细胞生长至 80%～90% 融合时，以 1 ︰ 2 的比例传

代培养。用倒置显微镜观察细胞的生长状态。取第

2～3 代的 hfNCSC 作为工作细胞。

1.2.2 细胞鉴定 将细胞爬片用 4% 多聚甲醛溶液

室温固定 30 min，进行常规 Triton X-100 透膜处理

和血清封闭，加入一抗稀释液 4 ℃ 孵育过夜。一

抗包括标记 hfNCSC 的抗巢蛋白小鼠单克隆抗体

（1 ∶ 200 稀释，英国 Abcam 公司）、标记施万细

胞的抗 S100β 兔单克隆抗体（1 ∶ 200 稀释，英国

Abcam 公司）、标记神经元的抗微管蛋白小鼠单

克隆抗体（1 ∶ 200 稀释，美国 Millipore 公司）。

第 2 天取出细胞爬片，用 PBS 充分洗涤后，加入

FITC 偶联山羊抗兔 IgG 二抗（1 ∶ 1 000 稀释，美

国 CST 公司）和山羊抗小鼠 IgG 二抗（1 ∶ 1 000
稀释，美国 CST 公司）室温避光孵育 1 h。用 DAPI
在室温下染核 5 min，封片后置于荧光显微镜（德

国 Leica Microsystems GmbH 公司）下拍照并记录

结果。

1.3 神经束膜细胞与 hfNCSC 的共培养及细胞

迁移观测 神经束膜细胞以无血清 DMEM 培养

基饥饿预处理 24 h。将神经束膜细胞（1.5×104

个，悬 于 0.2 mL DMEM 培 养 基） 接 种 于 24 孔

Transwell 上室（滤膜孔径为 8 μm，美国 Corning
公司），hfNCSC（105 个，悬于 0.8 mL 含 5% FBS
的 DMEM 培养基）接种于下室；对照组上室接种

神经束膜细胞、下室不接种细胞（仅有含 5% FBS
的 DMEM 培养基）。共培养 6、12 和 18 h 后，取

出 Transwell 小室，擦除滤膜上面的细胞，将滤膜

下面的细胞以 4% 多聚甲醛溶液室温固定 30 min，
加入结晶紫染色 5 min。在显微镜（德国 Leica 
Microsystems GmbH 公司）下观察，每孔随机取 
5 个视野拍照并记录结果。以每组所有照片中细胞

数的平均值作为每组细胞的迁移数。

1.4 神经束膜细胞 CCK-8 增殖实验 用含 2% 
FBS 的 DMEM 培养基培养 hfNCSC，2 d 后除去细

胞，获得 hfNCSC 条件培养基。将神经束膜细胞接

种于 96 孔板（3 000 个 / 孔），加入 hfNCSC 条件

培养基处理 24、48 和 72 h；对照组神经束膜细胞

以含 2% FBS 的 DMEM 培养基处理。使用 CCK-8
试剂盒（日本 Dojindo 公司）检测神经束膜细胞的

增殖情况，将细胞用 CCK-8 工作液（DMEM 培养

基与 CCK-8 溶液的比例为 9 ∶ 1）在 37 ℃、5% 
CO2 的条件下避光孵育 1 h，以不加细胞的 CCK-8
工作液作为空白对照，使用酶标仪检测 450 nm
波长处不同处理组的平均光密度（D）值，计算

细胞活力。细胞活力（%）＝（D处理组－D空白组 )/ 
（D对照组－D空白组）×100%。

1.5 统计学处理 所有实验每组至少设 3 个重复，

每次实验至少重复 3 次。采用 GraphPad Prism 8.0
软件进行统计学分析。数据以 x±s 表示，两组间比

较采用独立样本 t 检验。所有的统计检验均为双侧
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检验，检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 神经束膜细胞的培养、纯化及鉴定 在原代

培养的过程中，大鼠神经束膜细胞于第 4～6 天时迁

出，第 10 天时可进行传代培养。神经束膜细胞大而

扁平、增殖缓慢。成纤维细胞形态不规则，呈多角

形、梭形和扁平星形等，增殖迅速。施万细胞形态较

小，大多呈双极梭形，有 2 个细长突起，少数呈多个

细胞突起。原代及未纯化的传代培养中，3 种细胞混

合存在（图 1A～1D）。免疫细胞化学染色结果显示，

未经纯化的传代培养细胞中，密封蛋白 1（神经束膜

细胞标志物）阳性率为（42.33±3.05）%，波形蛋白

（成纤维细胞标志物）阳性率为（50.33±2.08）%，

S100（施万细胞标志物）阳性率为（15.00±2.64）%
（图 2A1、2B1、2C1）。

经“限时消化 -差速贴壁”纯化后，施万细

胞被去除，而成纤维细胞仍然存在（图 1E）。免

疫细胞化学染色结果显示，密封蛋白 1 的阳性率

增加至（65.00±6.00）%，波形蛋白阳性率降至

（37.66±2.08）%，而几乎无细胞表达 S100（图

2A2、2B2、2C2）。由此可见，经“限时消化 -差

速贴壁”纯化后，虽然尚存在一些成纤维细胞，但

神经束膜细胞的纯度得到了较大提升。

以此为基础，应用化学药物阿糖胞苷（100 
μmol/L）处理后，成纤维细胞数量显著下降，神经

束膜细胞的纯度得到进一步提升，且细胞生长状态

较好（图 1F）。免疫细胞化学染色结果显示，波

形蛋白阳性率为（5.66±1.52）%，密封蛋白 1 阳

性率为（97.66±2.08）%，几乎无细胞表达S100（图

2A3、2B3、2C3）。上述结果表明，采用“限时消化-

差速贴壁 -化学药物”方法能够获得纯度较高的神

经束膜细胞。

图 1 倒置显微镜下观察神经束膜细胞的原代及纯化培养

Fig 1 Primary culture and purification of perineurial cells under an inverted microscope
A-C: Primary culture of perineurial cells; D: Perineurial cells without purification; E: Perineurial cells purified with limited digestion 

and differential adherence; F: Perineurial cells purified with chemical drug after limited digestion and differential adherence.

500 μm 200 μm 100 μm

200 μm 200 μm 200 μm
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2.2 hfNCSC 的培养及鉴定 原代培养的第 4 天，

hfNCSC 从毛囊的隆突部迁出（图 3A）；原代培

养第 7 天时，80%～90% 融合的细胞按 1 ︰ 2 的比

例进行传代培养（图 3B），每 4～5 d 对 hfNCSC

进行传代培养。免疫细胞化学染色结果显示，细胞

中巢蛋白阳性率超过 96%，而 S100 和微管蛋白阳

性率几乎为 0，提示获得的细胞大部分为未分化的

巢蛋白阳性的 hfNCSC（图 3C～3E）。

2.3 hfNCSC 促进神经束膜细胞的迁移 由图 4 可

见，hfNCSC与神经束膜细胞共培养 6、12和 18 h后，

对照组有少量的神经束膜细胞发生迁移，hfNCSC

共培养组神经束膜细胞的迁移数明显增加，与对照

组比较差异均有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01)。

在不同时间点，hfNCSC 共培养组的神经束膜细胞

迁移数差异无统计学意义（P＞0.05)。上述结果说

明 hfNCSC 可以促进神经束膜细胞的迁移。
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2.4 hfNCSC 条件培养基促进神经束膜细胞的 

增殖 由图 5 可见，使用 hfNCSC 条件培养基作用

于神经束膜细胞 24 h 和 48 h 后，神经束膜细胞的

细胞活力增加，与对照组比较差异无统计学意义 

（P＞0.05）；使用 hfNCSC 条件培养基作用于神

经束膜细胞 72 h 后，神经束膜细胞的细胞活力与对

照组比较差异有统计学意义（P＜0.01）。上述结

果表明，hfNCSC 条件培养基可促进神经束膜细胞

的增殖。

图 2 免疫细胞化学染色鉴定纯化过程中的神经束膜细胞

Fig 2 Perineurial cells during purification by immunocytochemistry staining
A-C: Immunofluorescence staining of claudin 1, vimentin, and S100; 1-3: Perineurial cells without purification, cells purified with 

limited digestion and differential adherence, and cells purified with chemical drug after limited digestion and differential adherence. 

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

A1 A2 A3

B1 B2 B3

C1 C2 C3

图 3 hfNCSC 的培养和免疫细胞化学染色鉴定

Fig 3 Culture and immunocytochemistry staining of hfNCSCs
A: Primary culture of hfNCSCs; B: Subculture of hfNCSCs; C-E: Immunocytochemistry showing that 96% cells were positive for 

nestin (C), while S100 (D) and tubulin (E) were almost negative. hfNCSC: Hair follicle neural crest stem cell.

A B

D E

200 μm 200 μm

100 μm 100 μmC100 μm
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3 讨 论

近年来已有较多文献肯定了神经束膜细胞对

周围神经损伤修复的重要作用［1-3］，但神经束膜细

胞的体外培养和纯化仍是难题。目前关于神经束

膜细胞的培养研究国内仍处于空白，国外也少有报

道。Peltonen 等［12］仅采用含 10% FBS 的 DMEM 培

养基对坐骨神经段进行 1～10 次的反复贴块培养，

90%以上的组织块内迁出的是成纤维细胞、施万细

胞与神经束膜细胞的混合细胞，而仅有 1%～5% 的

组织块内迁出较纯的神经束膜细胞。本研究创新性

地采用“限时消化 -差速贴壁 -化学药物”方案对

神经束膜细胞进行培养和纯化，经过限时消化及差

速贴壁处理后，再添加化学药物即 100 μmol/L 的阿

糖胞苷，可以消除近 95% 的成纤维细胞和几乎所

有的施万细胞，得到生长状态良好、纯度高的神经

束膜细胞。此外，为减少成纤维细胞和施万细胞的

污染，本研究在取材时仔细剔除神经外膜和神经纤

维，获得较纯的神经束膜组织块，并在培养液中添

加 2 μmol/L 毛喉素和 12.5 ng/mL 调节蛋白 β1 以促

进神经束膜细胞的迁出和增殖，这些举措均有利于

获得更高纯度的神经束膜细胞。本方案可以在 2 周

的时间内获得纯度高达（97.66±2.08）% 的神经

束膜细胞。与国外既往报道［12］相比，本研究方法

更为简便，可获得更高纯度的神经束膜细胞，且缩

短了培养和纯化周期，为研究周围神经损伤再生的

机制提供稳定的细胞来源。

hfNCSC可来于自体，且容易获取，产量丰富，

不存在免疫原性及伦理问题。目前研究已证实其

对神经损伤修复有重要的促进作用，具有较好的

临床应用前景。干细胞对周围神经损伤修复的作

用主要体现在 3 个方面：（1）分化为类施万细胞

发挥作用［13-15］；（2）通过旁分泌作用缓解炎症反

应或营养神经，为周围神经再生创造良好的微环 

境［16-17］；（3）促进轴突再生及髓鞘形成［18-19］。干

细胞是否可通过激活神经束膜细胞加速神经束膜桥

的形成以促进神经再生尚不明确。本研究通过应用

Transwell 共培养体系及 hfNCSC 条件培养基，发现

hfNCSC 可以促进神经束膜细胞的迁移和增殖，推

测 hfNCSC 很可能是通过旁分泌对神经束膜细胞发

挥作用，其作用机制尚待深入研究。

图 4 共培养体系中 hfNCSC 对神经束膜细胞迁移的影响

Fig 4 Effect of hfNCSCs on migration of perineurial cells in co-culture system 
A, C, E: Control group at 6, 12, and 18 h, respectively; B, D, F: Co-culture with hfNCSCs group at 6, 12, and 18 h, respectively; G: 

Statistical analysis of the migrating cells in Transwell co-cultures of perineurial cells and hfNCSCs. *P＜0.05, **P＜0.01. n＝3, x±s. 

hfNCSC: Hair follicle neural crest stem cell.
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图 5 hfNCSC 条件培养基对神经束膜细胞增殖的影响

Fig 5 Effect of hfNCSCs conditioned medium on 

proliferation of perineurial cells
**P＜0.01. n＝3, x±s. hfNCSC: Hair follicle neural crest stem cell.
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