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胚胎大鼠脊髓运动神经元与Ｃ２Ｃ１２肌管体外共培养体系的建立
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　　［摘要］　目的　获得胚胎大鼠脊髓运动神经元与Ｃ２Ｃ１２肌管共培养的条件，在体外建立稳定的神经肌肉共培养体系，并

形成功能性的神经肌肉接头。方法　Ｃ２Ｃ１２成肌细胞株体外扩增培养至６０％～７０％融合时，用分化培养液诱导分化；取孕
１５～１６ｄ的ＳＤ大鼠，提取胚胎大鼠脊髓前角运动神经元细胞，种植到分化５ｄ的Ｃ２Ｃ１２肌管细胞中，在神经元基础无血清培养

液Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ＋２％Ｂ２７中共培养。倒置显微镜下观察各个阶段神经元形态及突起长度的变化、肌管形态变化及收缩特性、神经

肌肉接头的形成，应用免疫荧光染色技术检测突触后膜乙酰胆碱受体（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＣｈＲ）特异性结合物α银环蛇毒素

（αｂｕｎｇａｒｏｔｏｘｉｎ，αＢＴＸ），并采用屏幕录像技术记录共培养体系中肌肉收缩现象。结果　在共培养体系中，原代脊髓运动神经元
与Ｃ２Ｃ１２肌管细胞均能存活并进一步分化成熟。３ｄ时，可见运动神经元伸出的轴突延伸至肌管膜表面或包绕肌管；１周时，肌

管按同一方向排列，出现广泛的节律性收缩，同时免疫荧光染色结果显示αＢＴＸ特异性结合突触后膜ＡＣｈＲ；共培养１０ｄ后，运

动神经元开始凋亡，肌管细胞逐渐出现萎缩现象。结论　在体外培养条件下，无需特殊培养基和各种营养因子，运动神经元和
骨骼肌细胞即可共同生存、生长并进一步发育，建立突触连接，触发一系列神经肌肉接头信号转导，引发肌管节律性收缩。

　　［关键词］　运动神经元；成肌细胞；肌收缩；共同培养技术；神经肌肉接头
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　　细胞共培养技术可以更好地模仿体内的环境，

在体外建立适当的细胞共培养模型对于观察多种细

胞之间或两种细胞之间的相互作用、了解细胞培养

所需的条件及环境要求、探讨药物的作用机制和药

物可能作用的靶点、弥补单层细胞培养和整体动物

实验的缺陷等众多方面都有着重要意义［１］。运动神

经元骨骼肌细胞共培养体外模型在许多领域具有

重要价值，包括神经肌肉接头（ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒｊｕｎｃ

ｔｉｏｎ，ＮＭＪ）发育过程研究、神经肌肉接头的结构和功

能调节研究、各种疾病研究以及仿生学和组织工程

研究等。目前已建立了多种种属来源以及不同种属

组织、细胞间的神经肌肉共培养体系［２１０］。本实验

拟在 已 有 研 究 的 基 础 上 加 以 改 进，采 用 胎 龄

１５～１６ｄ胎鼠脊髓前角运动神经元与Ｃ２Ｃ１２肌管，

联合神经元基础无血清培养液，建立一个稳定的体

外神经肌肉共培养体系。

１　材料和方法

１．１　实验动物与细胞来源　孕１５～１６ｄ的ＳＤ大

鼠来自于第二军医大学实验动物中心 ［生产许可证

号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００３；使用许可证号：ＳＹＸＫ
（沪）２０１２０００３］，严格按照实验动物管理和使用指

南要求饲养。成肌细胞Ｃ２Ｃ１２购于中国科学院细

胞库，在含１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）

的高糖ＤＭＥＭ培养液中增殖性生长。

１．２　Ｃ２Ｃ１２成肌细胞增殖、融合、分化成肌管细

胞　细胞在含１０％ＦＢＳ的增殖培养液（ｇｒｏｗｔｈｍｅ

ｄｉｕｍ，ＧＭ）中增殖培养，待生长至６０％～７０％融合

时，换成含２％马血清（ｈｏｒｓｅｓｅｒｕｍ，ＨＳ）的ＤＭＥＭ
培养液（分化培养液，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ，ＤＭ）

诱导其成肌分化。每２ｄ换液１次，持续诱导５ｄ，倒

置显微镜下观察肌管形态，并以成肌细胞终末分化

标记蛋白抗肌球蛋白重链（ｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，

ＭＨＣ）抗体特异性标记肌管，采用免疫荧光法进行

检测。诱导５ｄ时，分化成熟的Ｃ２Ｃ１２肌管细胞一

部分用于与体外分离、纯化获得的胎鼠脊髓前角运

动神经元共培养，另一部分继续在ＤＭ 中单独分化

培养。

１．３　胚胎大鼠脊髓运动神经元原代分离培养及鉴

定　选取孕１５～１６ｄ的ＳＤ大鼠，取出胚胎大鼠腹

侧半脊髓组织，采用胰酶消化和机械破碎的方法处

理分散成单个细胞，经差速贴壁法纯化运动神经元，

置于神经元基础无血清培养液 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ＋２％

Ｂ２７中培养，获得高纯度的运动神经元。倒置显微

下观察运动神经元的形态，并采用免疫荧光法检测

脊髓运动神经元特异性标记物胆碱乙酰基转移酶

（ｃｈｏｌｉｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣｈＡＴ）多克隆抗体，以鉴

定运动神经元。

１．４　胎鼠脊髓运动神经元与Ｃ２Ｃ１２肌管体外共培

养体系的建立　将从胎鼠腹侧半脊髓组织分离、纯

化所得的脊髓前角运动神经元细胞密度调整到３×

１０５／ｍＬ，分别种植至含有分化５ｄ后形成的成熟

Ｃ２Ｃ１２肌管细胞的３５ｍｍ培养皿中，Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ＋

２％Ｂ２７无血清培养液维持共培养，放入３７℃、含

５％（体积分数）ＣＯ２的孵箱中静置培养，每隔２ｄ换

液１次。倒置显微镜下观察各个阶段神经元及肌管

形态变化、肌管收缩特性、神经肌肉接头的形成。应

用免疫荧光染色技术检测突触后膜乙酰胆碱受体

（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＣｈＲ）特异性结合物α银

环蛇毒素（αｂｕｎｇａｒｏｔｏｘｉｎ，αＢＴＸ）。采用屏幕录像

技术记录共培养中肌肉收缩现象。

２　结　果

２．１　Ｃ２Ｃ１２ 成 肌 细 胞 分 化 过 程 的 形 态 学 观

察　Ｃ２Ｃ１２成肌细胞分化５ｄ时，可以观察到绝大

多数细胞体积增大、胞体伸长，融合形成肌管，呈光

滑、长条状，在肌管中央、胞质的膨大部位可以清晰

地看到多个细胞核像串珠似的聚集在一起，肌管之

间呈平行排列，融合率可达６０％，且各肌管之间开始

出现拉网和相互连接现象，随着时间的推移，最终彼

此融合，形成网状的肌性结构（图１Ａ）。免疫荧光检

测结果显示：诱导分化５ｄ的Ｃ２Ｃ１２细胞融合形成

多核肌管，表达成肌细胞终末分化的标记蛋白 ＭＨＣ
（图１Ｂ）。

２．２　脊髓运动神经元的形态学观察　原代培养的

脊髓运动神经元在培养３ｄ时呈现典型的锥形，体积

明显增大，生长晕清晰，较长的突起以更快的速度延

伸，成为神经元轴突，其他细小的短突起则分化成为

树突；培养５ｄ时，胞体增大且均匀饱满，表面光滑，

生长晕可见，折光性强，突起明显增长、增粗，有较多

突起与其他细胞相连接形成突触，密集如网络（图

２Ａ）；培养７ｄ后部分神经元开始凋亡。免疫荧光

检测结果显示：运动神经元特异性标记物ＣｈＡＴ鉴

定为阳性，且定位于细胞质内（图２Ｂ）。

２．３　脊髓运动神经元与Ｃ２Ｃ１２肌管体外共培养细
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胞形态学观察　体外共培养体系中，神经元细胞与

肌管细胞均能存活并进一步分化成熟。共培养３ｄ
后即可见神经元伸出的轴突围绕肌管周围或者延伸

至肌管膜表面（图３Ａ）。在共培养１周时，采用免疫

荧光染色技术，用突触后肌膜 ＡＣｈＲ特异性结合物

αＢＴＸ对神经肌肉共培养后形成的突触结构进行

了鉴定。结果显示，在神经肌肉接头处，αＢＴＸ与突

触后膜上的ＡＣｈＲ发生特异性结合（图３Ｂ）。

图１　Ｃ２Ｃ１２细胞分化５ｄ时肌管的形态学特征

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｙｏｔｕｂｅｓｗｈｅｎ

Ｃ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｆｏｒ５ｄａｙｓ

Ａ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｍｙｏｔｕｂｅｓｕｎｄｅｒｔｈｅｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；

Ｂ：Ｍｙｏｔｕｂｅｓｓｔａｉｎｅｄｆｏｒｆｅｔａｌｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ （ｒｅｄ）．

ＤＡＰＩｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌａｂｅｌｅｄｎｕｃｌｅｉ

图２　原代培养的初级运动神经元的形态学特征

Ｆｉｇ２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎｓ

Ａ：Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎｓｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｆｏｒ５ｄａｙｓｕｎｄｅｒｔｈｅｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ：Ｐｒｉｍａｒｙｍｏｔｏｒｎｅｕ

ｒｏｎｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｆｏｒ ａｎｔｉｃｈｏｌｉｎｅ ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ
（ｇｒｅｅｎ）．ＤＡＰＩｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌａｂｅｌｅｄｎｕｃｌｅｉ

２．４　肌管收缩的屏幕录像记录结果　共培养１周

时，可见很多Ｃ２Ｃ１２肌管呈现出横条纹带状，同时可

以观察到视野下大量的肌管在没有任何刺激的情况

下出现广泛的节律性收缩现象，而邻近的肌管也逐渐

倾向于按照与其相同的方向进行排列，在共培养中形

成肌管簇集斑。这一结果基于对５次以上实验中３０
个直径为３５ｍｍ的培养皿中共培养体系的观察。在

每次观察过程中都对肌管的收缩现象进行了屏幕视

频记录，观察到的大多数肌肉收缩都是平稳有规律

（图４Ａ）。而与之相对照的未添加运动神经元的

Ｃ２Ｃ１２肌管在同一时间点均未出现肌管收缩现象（图

４Ｂ）。这些结果证明运动神经元与新生肌管形成了有

功能的神经肌肉接头。共培养约１０ｄ后，运动神经元

开始凋亡，肌管细胞逐渐出现萎缩现象。

图３　肌管和初级运动神经元共培养的形态学特征

Ｆｉｇ３　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｙｏｔｕｂｅｓａｎｄｐｒｉｍａｒｙ

ｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ

Ａ：Ｏｎｄａｙ３ｏｆｃｏｃｕｌｔｕｒｅ，ｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎｓｅｘｔｅｎｄｅｄｔｏｔｈｅ

ｎｅｕｒｏｎａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓａｎｄｓｕｒｒｏｕｎｄｅｄｔｈｅｍｙｏｔｕｂｅｓ（ｂｌａｃｋａｒ

ｒｏｗｓ）；Ｂ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｅｓｙｎ

ａｐｓｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ．Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａ

ｍｉｎｅｉｓｏｔｈｉｏｅｙａｎａｔｅ（ＴＲＩＴＣ）αｂｕｎｇａｒｏｔｏｘｉｎ（ｒｅｄ）ｓｔａｉｎｉｎｇ

ｏｆｐｒｉｍａｒｙｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎＣ２Ｃ１２ｍｙｏｔｕｂｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅ，ｗｈｅｒｅ

ｔｈｅｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｓａｎｄｒｅｄｄｏｔｃｌｕｓｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄａｒｅａｓｏｆａｃｅ

ｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｏｎｔｈｅｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ

图４　共培养体系中肌管收缩的屏幕录像（视频截屏）

Ｆｉｇ４　Ｓｃｒｅｅｎｖｉｄｅｏｒｅｃｏｒｄｉｎｇｏｆｍｙｏｔｕｂｅｓ
ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ（ｓｃｒｅｅｎｇｒａｂ）

Ａ：ＰｒｉｍａｒｙｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎｓｗｉｔｈＣ２Ｃ１２ｍｙｏｔｕｂｅｓｗｅｒｅｃｏｃｕｌ

ｔｕｒｅｄｆｏｒ１ｗｅｅｋ，ｍｏｓｔＣ２Ｃ１２ｍｙｏｔｕｂｅｓｓｈｏｗｅｄｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｓｔｒｉｐｅ

ｒｉｂｂｏｎ，ａｎｄｍａｎｙｍｙｏｔｕｂｅｓｈａｄｒｈｙｔｈｍｉｃｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔ

ａｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｃ２Ｃ１２ ｍｙｏｔｕｂｅｓｃｕｌｔｕｒｅｄａｌｏｎｅ，ｗｉｔｈｎｏ

ｍｕｓｃｌｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　在体外建立稳定的神经元骨骼肌共培养体系

一直是多个科学领域研究的基础和热点，近一个世

纪以来很多研究者为此付出了不懈的努力并取得了

重大的成果。目前已建立了多种种属来源以及不同

种属组织、细胞间的神经肌肉共培养体系［２１０］，但尚

存在一些不足：（１）大部分的体外神经肌肉共培养

体系均采用含血清的培养液和生物基底层进行培

养［４，６］，而血清中含有很多未知的变量不利于进行重

复分析。虽然一些无血清培养体系被建立起来，但是
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大部分无血清培养液需要添加多种营养因子，所需条

件较难掌握且成本较高［９１１］。（２）取材种类过于繁杂，

跨种属组织、细胞间共培养动物来源受限、所需技术

要求较高［５，７８，１０］。（３）ＮＧ１０８１５／Ｃ２Ｃ１２之类的细胞

系间的共培养神经细胞存活时间短、活力低，形成的

神经肌肉接头功能差［１２］。（４）骨骼肌卫星细胞／运动

神经元两种原代细胞共培养取材难度较大，纯化过程

较为繁杂，培养条件较高［６］。

　　以往的研究也证实，从脊髓外植体获得的胚胎

运动神经元或轴突与骨骼肌细胞共培养容易形成功

能性突触，可达到很高程度的结构和功能的分化，而

胎龄１５～１６ｄ的胎鼠为最佳的取材动物来源，因其

所获得的运动神经元数量多、活力好、抗体外损伤的

耐受性强，可以成为神经肌肉共培养稳定的运动神

经元来源［１３］。

　　本研究在以往研究的基础上加以改进，采用ＳＤ
大鼠胎鼠脊髓前角运动神经元和Ｃ２Ｃ１２成肌细胞成

功地在体外建立了一个稳定、可重复的脊髓前角运

动神经元骨骼肌共培养体系，使操作过程更为简

单，重复性更好，生长状态更佳，也更易于分析。同

时，在本实验中，我们应用免疫荧光染色技术，采用

αＢＴＸ特异性结合突触后膜 ＡＣｈＲ，有力地证实了

共培养体系中神经肌肉接头处突触结构的形成。此

外，已有研究显示Ｃ２Ｃ１２细胞可分化融合成肌管，但

无肌细胞搏动［１４］；本研究中同批分化成熟的Ｃ２Ｃ１２
肌管单独培养与共培养的对照结果也进一步验证了

共培养中的肌肉收缩源于肌肉的神经支配，与文

献［２］报道一致。所有的结果均证实我们建立的共培

养体系可形成具有功能性的神经肌肉接头，为进一

步探讨再生的神经肌肉接头通过何种机制调控成肌

细胞分化融合等多领域的研究提供了一个稳定的实

验技术平台。
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