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神经干细胞分化是当前基础研究的热点问题，

且有着广泛的应用前景．细胞分化是环境因素作用

下基因差异性表达的结果，是一具有高度时空特异

性的程序性过程．不同的作用因素只有在特定的时

间窗口才能发挥作用，引起的变化又为下一步的作

用及变化打下基础．这些特定的变化就可以作为检

测指标来鉴定细胞分化，这些指标包括形态学指

标、生物化学指标和功能学指标．以往对神经干细

胞分化的鉴定主要依赖于形态学指标，包括活细胞

光镜下观察及标志物的免疫细胞化学染色．但在很

多情况下，形态上的成熟表现或标志物的表达并不

能真实反映细胞的分化水平．功能成熟才是鉴定细

胞分化水平的最有效指标．随着目前膜片钳技术的

广泛应用，神经干细胞 /前体细胞分化过程中膜电
特性、离子通道活动等功能改变越来越受到重视．

膜片钳技术结合分子生物学技术更可以从基因到蛋

白质的多个水平来检测细胞分化进程中的特异性变

化，并通过功能学指标与生物化学、形态学指标相

结合来更好地解释这些变化．神经干细胞 /前体细
胞分化的功能学鉴定还存在很多问题，目前大多数

研究还停留在对单个细胞的检测上，而神经细胞功

能的实现有赖于细胞与细胞间构建有效的联系．本

文主要综述利用膜片钳技术研究神经干细胞 /前体
细胞分化的最新进展，并对目前神经干细胞 /前体
细胞分化的功能学研究中存在的问题做出思考和

展望．

1 神经干细胞/前体细胞膜电学特征
1援1 被动膜电学特性

利用膜片钳技术可以测量钳制细胞的静息膜电

位 (resting membrane potential, RMP)、 膜 电 容
(membrane capacitance, Cm)、 膜 输 入 阻 抗

(membrane input impedance, Rin)及细胞膜的时间常
数(子)等被动膜电学特征参数．神经干细胞 /前体细
胞等未成熟细胞的这些参数与成熟的神经元相比有

显著差异，因此可作为细胞未成熟的一个参考指

标．Liu等[1]报道根据电流电压曲线(I-V curve)可将
大鼠脑室下区(subventricular zone, SVZ)或脊髓来源
的表皮生长因子 / 碱性成纤维细胞生长因子
(epidermal growth factor/basic fibroblast growth factor,
EGF/bFGF)反应性神经前体细胞分为三种类型：玉
型表现为延迟外向整流；域型无整流，I-V曲线呈
线性；芋型既有外向又有内向整流．由于离子通道
在一定的膜电位时开放或关闭，使膜电导随电压变

化而改变，I-V曲线不呈线性而呈向上或向下弯曲
的曲线，称为整流．曲线向上弯曲为外向整流，指

膜对离子的通透性随去极化而增加．反之，曲线向
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下弯曲为内向整流，指膜对离子的通透性随去极化

而降低．三种类型细胞的膜电参数也有显著差别：

玉型细胞与其他两型细胞相比，Rin 高、子 长而
RMP低．Liu分析玉型细胞可能代表未成熟的神经
元，域型细胞可能为胶质细胞，芋型细胞可能是未
分化的干细胞，有双向分化的潜能．此分类可与

Doetsch等[2]发现的在大鼠 SVZ存在形态和标志物
都有明显差异的三种细胞的结果相对应：一种表达

幼稚神经元标志芋型 茁- 微管蛋白(茁-tubulin 芋)，
是向神经元方向分化的前体细胞；另一种表达胶质

原纤 维 酸性 蛋 白 (glial fibrillary acidic protein,
GFAP)，是胶质细胞；还有一类表达原始神经上皮
特 有 的 中 间 丝 蛋 白 ———巢 蛋 白 (nestin)， 而
茁-tubulin 芋和 GFAP 皆为阴性，进一步用 3H- 胸
腺嘧啶标记，证明可活跃分裂增殖，可能是多潜

能干细胞．胶质细胞跨膜通道主要是密集的被动性

钾离子通道，因而表现为较高的 RMP 和较低的
Rin．而向神经元方向分化的前体细胞随着分化时
间，RMP也逐渐升高，而 Rin和 子降低，这可能
是由于随着细胞分化，膜上被动的钾通道密度的增

加而引起的，但这些参数与成熟神经元相比仍有明

显差距，体现了分化的不成熟．Fukuda等[3]利用巢

蛋白启动子 - 绿色荧光蛋白转基因小鼠 (nestin
promoter-GFP transgenic mice)的海马脑片，直接在
荧光显微镜下寻找荧光细胞记录(GFP 阳性代表
nestin阳性，即神经干细胞 /前体细胞)．根据 Rin
和 RMP水平，可将记录细胞分为两型：玉型 Rin
低而 RMP高，域型 Rin高而 RMP低．同时做形
态学鉴定，玉型细胞 GFAP阳性而聚唾液酸神经细
胞 黏 附分 子 (polysialic acid-neural cell adhesion
molecule，PSA-NCAM)阴性，域型细胞 GFAP 阴
性而 PSA-NCAM阳性．5溴 - 2脱氧尿苷(5-bromo-
2忆-deoxyuridine袁 BrdU)标记细胞阳性百分比的变化
提示玉型细胞向域型细胞分化．此研究直接在同一
细胞上，把功能学分化指标和形态学指标结合起

来，证明了不同分化水平的神经前体细胞的被动膜

电学特征明显不同．

1援2 生成动作电位的能力

动作电位是神经细胞传递兴奋的方式．成熟的

神经元都有生成动作电位的能力，而处于分化不同

阶段的神经前体细胞，其动作电位的生成能力有明

显差异．是否有自发的动作电位、通过微电极施以

脉冲刺激能否诱导出动作电位及动作电位时程(包
括 APD50、APD90，即 50%、90%复极化时的动

作电位时程)和动作电位幅度(包括超射值)都可以作
为神经干细胞 /前体细胞功能分化的指标．未分化
的神经干细胞由于缺乏钠通道，不能诱导出动作电

位．在不同的分化条件下，向神经元方向分化的细

胞随着离子通道表达的增加，I-V曲线出现整流，
当跨膜离子流促发更多的通道开放引起再生性循环

则爆发动作电位．和成熟神经元相比，大部分研究

提示无论是体外培养的还是脑片上记录的前体细胞

都没有自发的动作电位，而去极化刺激可诱导出的

动作电位在幅度和时程上距成熟神经元有明显差

异．Liu等[1]报道分化细胞随分化时程延长，可以

诱发动作电位的细胞百分比增高，动作电位的时程

缩短但仍比成熟神经元的长，动作电位的幅度也仍

低于成熟神经元标准．前体细胞生成动作电位的能

力较成熟神经元弱，与膜上缺乏电压依赖性的钠通

道相关，特别是河豚毒素(tetrodotoxin, TTX)敏感的
钠通道．这类细胞随分化时程延长，钠通道蛋白表

达增加，TTX敏感的内向电流逐渐增大，先出现
幅度较低而没有超射的动作电位，而后出现有超射

的动作电位，动作电位幅度逐渐增高，超射值逐渐

加大．动作电位时程同样与钠通道的发育密切相

关，随分化时程延长，同样的去极化刺激能激活更

多的钠通道，钠电流密度增加，动作电位时程缩

短．动作电位幅度和动作电位时程随分化时程的改

变都反映了向神经元方向分化的前体细胞生成动作

电位能力的增强，功能的逐渐成熟．而另一类细胞

I-V曲线呈线性且不能诱发动作电位，被认为是向
胶质方向分化的细胞[1, 4]． I-V曲线有整流，能诱导
出动作电位是前体细胞向神经元方向分化的重要标

志．APD50、APD90、超射值均是反映生成动作电
位能力的指标，越接近成熟神经元的标准提示其成

熟程度越高．

2 神经干细胞/前体细胞膜离子通道
离子通道活动是细胞膜电学特征的基础，参与

细胞间信号传递及跨膜信号转导，是细胞实现其生

理功能的前提．神经干细胞 / 前体细胞分化过程
中，离子通道的表达及活动情况不断发生变化，以

适应不同阶段微环境的改变．因此离子通道活动是

神经干细胞 /前体细胞功能分化的主要指标．
2援1 钠通道

成熟神经元膜上的电压门控钠离子通道对细胞

动作电位除极时初始内向电流负责．急性分离的大

鼠海马 CA1区锥体细胞除符合形态学指标外，其
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被动膜电学特征也符合成熟神经元标准，并记录到

TTX敏感的钠通道活动．而幼稚细胞膜上钠通道
的发育情况还很不清楚，不同实验室可能因条件方

法不同结果存在差异．Cai等[5]报道 cDNA 微阵列
检测提示大鼠胚胎(E10.5)神经干细胞上大部分钠通
道基因的表达尚未检测到，但少数细胞仍可检出低

水平的 TTX敏感或不敏感的钠电流．Feldman等[6]

取材自新生大鼠前脑，增殖的神经球经机械分离的

细胞大部分未检出钠电流，无功能性钠通道，将神

经球种植于多聚赖氨酸(poly-L-Lysine， PLL)包被
的盖玻片上并给予 EGF，1～2天即可检出钠电流，
而此时尚未出现可鉴别的形态改变，用 bFGF替代
EGF 则钠电流的检出率明显下降且电流减小．
Hogg等[7]取材自成年大鼠海马的神经干细胞，在未

分化条件下是非兴奋性的，无钠电流，而经胎牛血

清分化的细胞可检出 TTX敏感的钠电流. Toda等[4]

取自成年大鼠海马的神经干细胞与胶质细胞共培

养，可检出 TTX敏感的钠电流，并随分化时间延
长而逐渐增大，而无胶质细胞的条件下早期不能诱

导出动作电位．Piper等[8]取材自人胚胎(12～18周)
的神经干细胞体外培养，在未分化条件下无内向电

流，在分化条件下可检出 TTX敏感的及 TTX不敏
感的钠电流．Cho等[9]在培养的人永生化神经干细

胞系 HBI.F3 膜上未检出钠电流，转染了 NeuroD
基因(编码神经源性分化因子 1)后则可检出 TTX敏
感的钠电流．以上研究结果提示，神经干细胞在分

化前尚未表达功能性钠通道，而分化后钠通道的发

育与培养条件有很大关系，和细胞来源也有关系．

钠电流的出现可以早于任何可观察到的形态学改

变[10]，因此可作为神经前体细胞进入分化进程的重

要指标．钠通道的动力学特征可作为神经前体细胞

分化水平鉴定的重要指标[11]．在分化条件下，向神

经元方向分化的前体细胞随着分化时程的延长，钠

通道蛋白表达增加，钠电流密度增大，动作电位时

TTX敏感的内向电流增大，动作电位幅度加大．
稳态激活曲线向膜电位更负的水平位移，显示激活

同样数量的钠通道所需的去极化刺激减小．稳态失

活曲线向更正的水平位移，显示同样的电位水平下

可激活的钠通道数目增多．这些变化都说明随着分

化进程，向神经元方向分化的前体细胞的可兴奋性

增强 [11]．这些研究都提示钠通道的发育(特别是
TTX敏感的钠通道)是神经干细胞 /前体细胞向神
经元方向分化的关键，它是生成动作电位、传递兴

奋的必要条件．

2援2 钾通道

钾通道是目前发现的亚型最多、作用最复杂的

一类离子通道．神经干细胞 /前体细胞膜上的钾通
道在调节细胞的膜电位和兴奋性上起重要作用．钾

通道基因在分化前就已表达，包括电压依赖的和钙

依赖的[5]．钾电流在细胞分化前后都可检出，分化

后的检出率高[12]．神经干细胞 /前体细胞钾电流包
括外向钾电流和内向钾电流：外向钾电流包括快激

活 快 失 活 的 瞬 时 成 分 ， 对 4- 氨 基 吡 啶
(4-aminopyridine, 4-AP)敏感，以及慢的几乎不失活
的延迟整流成分，对四乙胺(tetraethylammonium,
TEA)敏感；内向钾电流为内向整流钾通道
(inwardly rectifying potassium channel, Kir)电流．Kir
主要设定细胞膜静息电位，随细胞分化 Kir的表达
增多而使细胞的静息电位水平逐渐接近成熟水平．

延迟整流钾电流主要参与动作电位的复极化，在分

化前的细胞未检出[12]而分化后细胞可检出[7, 8]．部分

研究在干细胞检出延迟整流钾电流[5, 9, 13]．Benninger
在细胞移植研究中将胚胎干细胞来源的分化细胞整

合入宿主大鼠脑片后可诱发动作电位，并检出

TTX 敏感的钠电流及延迟整流钾电流 [14]．Wang
等[15]在包含 SVZ和吻侧迁移流的小鼠脑片(出生后
15～25天)的神经前体细胞上，检出了延迟整流钾
电流及钙依赖的钾电流．Liebau等[16]报道在未分化

的神经干细胞上高表达一类小电导的钙激活钾通道

SK3，且与板足、丝足的运动有关．钾通道活动很
可能在神经干细胞 / 前体细胞分化早期起重要作
用，将其功能变化和相应环境因素结合起来进行分

析，对于提示细胞分化的水平或方向有重要意义．

2援3 钙通道

钙通道不仅调节钙离子跨膜运动的速度和量，

而且参与一系列依赖钙的生理活动．对神经干细胞

/前体细胞膜上钙通道发育的研究较钠、钾通道都
少，但其在发育中的意义正日益受到重视. Cai等[5]

报道大鼠胚胎(E10.5)神经干细胞上大部分钙通道基
因的表达都尚未检测到，但在部分细胞上可记录到

电压依赖的钙电流，此电流需要较高的激活电压而

幅值很小．D忆Ascenzo研究了新生小鼠来源的神经
干细胞 / 前体细胞分化，提示未分化细胞无钙电
流，分化细胞检出内向钙电流且随时间递增，该电

流可被 L型钙通道阻断剂明显减弱．在分化环境
中加入 L型钙通道的激动剂分化成熟的细胞比例
增高，而加入 L型钙通道的阻断剂则可抑制细胞
功能成熟，说明 L型钙通道在细胞功能分化上发
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挥重要功能[17]．钙通道活动引起细胞内钙浓度的升

高可能与细胞增殖、迁移、分化等均有密切关

系[18～20]，但具体的机制还不很清楚．钙介导的胞内

信号转导的级联反应及促进相关基因的表达对细胞

命运的影响都是需要深入研究的．

2援4 配体门控离子通道

神经干细胞 /前体细胞在分化过程中表达多种
递质受体，是接受环境信号调控、完成细胞分化所

必需的，也是构建功能性突触与局部神经回路的基

础．Cai等[5]报道大鼠胚胎神经干细胞对大多数递

质无反应，但可检出 IACh，且对 N 型或 M型受体
激动剂均有反应．Hogg等[7]取材自成年大鼠海马的

神经干细胞在未分化条件下只表达 ATP受体，分
化后可检出 INA、IGlu、IGABA、IGly．Bain等[21]报道小鼠

胚胎干细胞系 D3 加维甲酸分化后可检出 IKainate、

INMDA、IGABA、IGly．Stewart等[22]取材自新生大鼠 SVZ
的神经前体细胞可检出 IGABA，但未检出 IKainate、

INMDA、IGly、IGlu、IACh、IATP．Tozuka 等[20]在成年大鼠

海马脑片上记录两类神经前体细胞，输入阻抗小的

放射胶质样细胞未检出配体电流，而输入阻抗高的

神经元样前体细胞可检出 IGABA，但未检出 IAMPA、

INMDA、IGly． IGABA通过 GABAA受体介导胞内钙离子

浓度升高，促进 Neuro D表达，有利于细胞向神经
元方向分化[20]．GABAA受体介导胞内钙离子浓度

升高同样是细胞增殖调节的关键环节[19, 23]， GABA
能传入活动对胚胎及成年小鼠齿状回颗粒细胞的增

殖均有重要意义[23]． Joo等[18]提出胞内钙离子水平

的差异造成细胞增殖或分化的命运不同，刺激分化

所需的胞内钙浓度更高，谷氨酸可通过 NMDA受
体介导胞内钙离子浓度升高．Toda[4]和 Benninger[14]

的研究提示，GABAA受体和非 NMDA受体参与细
胞分化过程中功能性突触的构建．神经干细胞 /前
体细胞膜上配体门控离子通道活动的研究结果还有

很多不一致的情况，可能与不同研究者选用不同来

源的细胞及使用不同的诱导方案有关．但现有的资

料都提示 GABA 通过 GABAA受体、谷氨酸通过

NMDA及非 NMDA受体在神经干细胞 /前体细胞
的分化过程中发挥关键作用．

3 问题与展望

目前，利用膜片钳技术积累了大量神经干细

胞 /前体细胞分化过程中功能改变的资料，但仍然
没找到一个区分分化水平的确切的功能学指标．在

目前的研究中，研究者仅仅将分化水平划分为未分

化和分化，而尚未划分出明确的不同分化阶段．不

过，I-V曲线等被动膜电特征及是否能诱导出动作
电位等指标能提示细胞分化的方向，电压及配体离

子通道的发育也为分析细胞分化的方向提供线索．

向神经元方向分化的前体细胞在分化成熟的过程

中，其功能学指标多是量变而非质变，很难据此划

分不同的分化阶段，但与成熟神经元的相关指标做

比较，还是可以提示分化的成熟程度．此外，有许

多研究结果互不一致．这与许多因素有关：不同种

属来源细胞、不同组织来源细胞、不同取材部位细

胞分化特点不一致；急性分离细胞与培养传代细胞

不一致；单个细胞记录与脑片记录不一致．但总的

来说，目前比较确认的细胞分化的功能学指标包

括：未分化的神经干细胞输入阻抗低而膜电位较

高，无内向钠电流，有内向整流钾电流，无明显的

配体电流；分化条件下的神经前体细胞输入阻抗高

而膜电位较低，出现 TTX敏感的内向电流，有延
迟整流外向钾电流，可检出配体电流，如 IGABA．在

细胞形态发生改变或特异性标志物表达之前，功能

改变就已出现并提示细胞分化的不同方向，因此功

能学指标对于细胞分化的鉴定意义重大．但功能学

指标需要和形态学、生物化学指标相参照，并结合

遗传因素、环境因素加以分析，才能有效地作出

判断．

现有的资料还主要来自离体实验，关注的是单

个细胞在分化进程中的功能改变．而在生理情况

下，细胞是在体分化的，研究在体分化是当前的发

展方向．在体分化关注的重点是细胞间功能联系的

建立，已有研究者在这方面做出了有益的尝试．

Benninger 等[14]将胚胎来源的细胞置于体外培养脑

片的海马齿状回，在整合入宿主的供体细胞上记录

到兴奋性突触后电流及抑制性突触后电流．Wernig
和 Benninger[24]将胚胎来源的供体细胞注射到胚胎

大鼠的侧脑室，待出生后 10～21天后，切取脑片
做膜片钳记录，在供体细胞上可以诱导出动作电

位，并检测到供体细胞接受宿主细胞的谷氨酸能及

GABA能的突触传入．Wu等[25]将人胚胎干细胞系

来源的神经元(HSF1和 HSF6)与胶质细胞共培养，
可记录到谷氨酸能及 GABA能的突触活动．以上
研究还都是在离体的条件下记录细胞间的功能联

系，而随着在体膜片钳记录技术的成熟，结合转基

因技术，在体追踪并记录特定的细胞将成为可能，

这将为细胞分化的研究带来革命．

最后，膜片钳技术需要与其他技术联合应用，
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如：结合芯片技术检测基因表达，结合分子生物学

技术检测核酸及蛋白质的变化．从基因到蛋白质、

从形态到功能，综合分析不同水平的信号变化将有

助于揭示神经干细胞分化的程序性过程，为利用神

经干细胞治疗疾病奠定基础．
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Progress in The Functional Identification of Neural
Stem Cell /Neural Precursor Differentiation*

ZHU Qi, LI Xiao-Yong, JIANG Xing-Hong**
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Abstract The differentiation of neural stem cells/neural precursors (NSCs/NPs) is a hot spot in neurobiological
research. It used to identify their differentiation degree only by morphologic appearances. The functional
characteristics, such as electrical properties of cellular membrane and ion channel activities, are drawing more and
more attention with the development of patch clamp technique. It was summarized the recent progress in the study
of NSCs/NPs蒺 functional differentiation using patch clamp, some existing problems and research perspectives were
suggested.
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