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改良的新生大鼠海马脑片缺氧缺糖模型的制备方法
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( 1．重庆医科大学驸属第～医院神经内辩，重庆绷16；2．重庆市瓣瘤医院肿瘤璐究所，重庆400042)

【摘鬓】目的：介绍一种经济实用的海马脑片缺氧缺糖模型的制备方法。方法：选出生8～10d的sD乳鼠，分离大脑海马，切成

400斗m厚的脑片，转逶带有Mi l l i cel 微孔膜插件的蟒箨皿中。分别培养7d、14d、20d和30d。倒鬣娩微镜观察其彤态。碘化丙嚏

( Pr op满“mi od捆e， 琢)染 色螽荧光显微 镜下检测簸嚣 活力。充入氮 气手不羁翼 专捐点溪察脑 片缺襞状琵。 结暴：( 1) 培养7d帮14d麴

脑片审 所有细胞Pl 染色星 阴性，培 养30d时脑片 中部分神 经元Pl 染 色阳性，细 胞交慨坏 死。( 2) 充入 氮气时间 越长，海 马脑片的 死亡

细胞越多。(3) 充入氮气1．5h后正常培养24h町观察到海马脑片cAl、cA3、DG均出现强荧光显色。结论：新生大鼠海马脑片存活时

问约30d，充人氮气1．5h可建立稳定的新生大鼠海弓脑片缺氧缺糖模型。
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器官趔脑片培养既能维持几乎正常的生理学

和形态学特征，又能有效地监控特定细胞周围的微

环境，施加实验因素。利用海马脑片制备的缺氧缺

糖模型，与在体的兴奋毒性模燮之闯存在极大的褶

似性，融被广泛用于模拟在体脑缺血以研究缺血性

脑损伤的机制。目前普遍认为利用三气缺氧培养箱制

备模型豢为稳定，但豳于三气培养箱价格昂贵，故该

方法的广泛应用受到了限制。我们采用充氮气(N，)
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法制备新生大鼠海马脑片缺氧缺糖模型，探索有效

可行的缺血性脑损伤研究方法。

{材辩和方法

1．1材料

囊生8一l 铡黪s蛰大鼠峦燕炭送科大学熨验动耘孛心挺

供。MEM培养麓、谷氨酰胺、} | ANKs、EBsS平衡盐溶液及马旅

清均购于美国GIBcO公司．膜捕件购自美国MI I 。I．I PORE公司。

以+)一一ucose、HEPES及PI购囱美国Si 舯a公弱。Mcl l wai n组织

秘冀撬。

主要自配溶液( pH7．3)①解剖缓冲液：75％MEM，25％
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HANI ( s，6．5m艘的D一薷麓糖，2‰mol玩HEpEs，2难mo执谷

氨酰胺；②璐养液：50％ME鹾，25％EBss，25％马盘清．6．5m班
的D一葡萄糖，20mmol ／L HEPEs，2mmol ／L务氨酰胺；③HEPEs缓

{蛹夜彤 物：l 20Tnmo乩Na钒5mmo乩KCLl 25l nmol，L NaH2P04，

2撙撙。娩溅莎伐，25m翔。巍筵a珏e03，l 籼黼。魏D—sue瑚黼，勰
mmo儿HE飚S；④P1．O．1黜 l ol ／L。

1．2方法

l - 2- l 海马脑片的制备按照Adamch觥j i 去，取出生后8一l Od

SD大鬣 。耀75％ 乙醇浸泡瀵 毒寿，鼗 头敢蕤，迅 速鬟予溪 冷静

解剖液 中，分离 出完整的海 鸥。在铺 有滤纸的活 组织切片 机上

切取海 马脑片， 约400“m厚 。6孑L培 养板各孔内 加1．2ml 的海

马脑片培养渡，然后放入撬入式微孔滤髓，将完好的海马撼

冀分敖在备孔内静滤膜上，誊于臻养箱内培养《温度37℃，95％

的氧气+5％=氧化碳及饱和湿度) ，每周腰换培养液2次。

1．2．2脑片形态学观察在倒置显微镜下观察海马脑片在

培养过程巾的壹亿，每周2次，了解存潺秘生长状汉，边缘是

否清晰，分鼷结构是否明驻。

1．2．3荧光盟微镜下神经元存活力的梭测采用碘化丙啶

染色法( PI 染色法) 。向培箨7d、14d和30d的脑片培养液中加

久0。l mm采，毛的殡纯蠢啶l ∞玮l 焘置于壤箨蕤( 温度37℃，95％

的氧气+5％二氧化碳及饱和湿度) 内孵裔30mi n，在荧光照微

镜下观察。死亡和凋亡细胞f { { 现荧光显色。

1．2．4充N： 法制备海马脑片缺氧缺糖模 型实验组按照

瀛ke强法，瓣培养2周的藏片先角p珏7叠鹣簸EpEs缓冲滚谗洗
2次，再用禽2．4mmol ，L的( ：acl 2的HEPEs液冲洗1次，然厥将脑

片放入含1．2ml HEPEs缓冲液 的微孑L滤膜内， 再将培养檄 放入

密闭自制容器串 ，分别充人5％cO：、95％N2的混合气体，密闭

容器充满气 体着放久37℃培养箱 ，分别予30m派、霹5m汰、l h、

1．5h后换成 正常培养液并 笈氧，其后 正常培养24h。对照 组放

入含有正常培养液的微孔滤膜内。

1．2．5} | E染色与尼氏染怨将垮葬震豹魅冀尾4％的多聚

甲醛蓠定o- 5h。用o’昵mmo挠( pH让一7蠢)PBs漂洗3次，每次

5mi n，常规脱水(70％、80％、95％、100％酒精) ，二甲苯透明，

浸蜡包 埋。4“m厚度连续切 片，贴片 烤片，切片 脱蜡至水 。HE

染色主要多骧：震10繇珏a赫sa苏本精滚絷包l 濑赫。O。5％盐酸

酒精分 色数秒， 饱和碳酸键 水溶液转 蓝，蒸馏水 漂洗蔚O．5％

伊红染 色l mi n， 上行梯度酒 精脱水， 二甲笨透明 。中性树 胶封

片。尼 氏染色步骤：o．2％甲苯 氨兰染色4h，75％酒精稍 洗，

鳄％，l 潞％谣糖脱承，二攀苯透鹤，孛镶褥胶封冀。

2结果

2．1培养体系中海马脑片生长状况

海马脑片生长良好。随着培养时间延长在倒置

显徽镜下可见脑片体积逐渐减小，明显变薄，l 嗣后脑

片厚度南原来的∞O斗m减为l 50p菇右，并维持这一
厚度约30d。脑片结构逐渐清楚，并在周围出现一层

光晕(觅图1～3)。至差E染色及怒氏染色见图4、5。

凰l 倒置显微镜下观察到脑片体积逐渐增大。明显变薄，结

构逐渐瀵楚，并在璃霭邂现一墨光晕《x钧{

盈2遥襞海马脑片壤葵l q无特异荧光染卺{×40 j

邋3细胞Pl无特器荧光染色{×l ∞》

潮霹海骂脑麓瓣嚣染色{× l ∞；
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劂5衙与脑片肥氏 ．朵色【×200 J

2。2脑冀活力

培养7d秘14d的脑片PI 染色无特异荧光染色，

30d后逐渐_}托现荧光特异染色，随时间延长荧光Ⅸ域

增大，40d后大匝积荧光蓿色脑片死亡。

2。3矮氧缺糖模型

对照组各时相点海马腩片整个CA区和齿状同

(Dent at e科rus，DG区) 区均未见荧光。实验组在充

入N，30、45黻 i 珏后正常培养艏h，膝片CA区穰DG阪均

未见明硅荧光条带；充入N：1h后正常培养24h，脑片

CAl 区可见荧光条带，而CA3、DG区则未见红色荧光；

充入N2 1．5h后正常培养24h，海马脑片CA1区红色荧

光增强、范爝扩大，同时C鑫3嚣也溺现红色荧光(觅

图6、7) 。

蓬6究入氛2 l 蠡、歪鬻墙养24h霹，弦冀cA l 区

可见荧光条带{ ×40)

霾7宠入蓬：l ，魏雾季，海马膝|跨C矗l 嚣红色荧涎增强、范豳扩

大。筒时cA3区也蹦现红色荧光{ ×40}

3讨论

体外培养的脑片包含了与在体脑缱织相同的

缩胞辩类及缨胞的三维空闻结构，保存了正常完整

的突触回路、受体分布、递质传递和其他生理功能【3J。

脑片培养避免了m脑屏障卡扰，采用人工脑脊液或

添加入某些药物可控翩标本环境，药物可直接终用

于组织，能观察药物对特定神经元的影响。因此，脑

片培养技术在神经外科学、生理学、药理学、毒理学

等多学科研究中发挥重要作用。本实验利用微孔膜

插僻培养新生鼠脑片，较悬滴培养法、旋转培养法

更完善。既有利于脑片从培养基中摄取营养，又有

利于脑片从空气峙1获得充足的氧f 4| 。该方法简单易行、

所需浚备简易，便予进行组织形态学动态观察。在活

组织切片机上铺滤纸直接切取海马脑片，与常用的

琼脂铺挚相比，海马脑片更易分离，缩短了实验时

闻，减小了污粢霹畿性。圭于脑片具有一定的厚度

(约300．400“m)，且脑片中细胞种类较多，分布不均

匀，采用Mr I TI 法定量分析组织活力并不准确。为克服

了M服怯的不足，采用荧光探针PI检测脑片活力。Pl

为核酸嵌入型染料，可嵌入双股螺旋多核瞀酸的结

构，但是不能穿过活细胞的胞膜，故活细胞拒染，PI

染色后的细胞呈红色荧光，此方法快速简便。从图2

中可以看出，培养2潍的蓥片害枣缀元生长正誊。

海马神经元对缺氧十分敏感，是研究缺血性脑

损伤病理生理机制的理想对象。利用海马脑片制备

的缺氧缺糖模型，与在体的兴奋毒性模型之间存在

极大的相似性，醚被广泛用予模拟在俸腩缺血以研

究缺血性脑损伤的机制。随着海马脑片缺氯缺糖模

型制备方法的不断改进，已产生浸没法、充P《熬和三
气缺氧培养箱法等多种方法。浸没法需8瓤左右方能

建立成功模型，且结果不稳定。本实验充入N：1．5h

后．观察到海马脑片CA l 、CA3、DG均出现红色荧光条

带，表明建立模型成功，量重复多次，结果稳定。匿

此与浸没法相比充N：法更为快捷、易行。并髓改良后

的充人N：法简便快捷，设备价格低廉，耗气量少，克

服了三气培养箱因造价昂贵谢使用受限这一不足，

利予该模型在中小实验窒开展。

总之，应用改良后的充N2}垡建立海马脑片缺氧缺
糖模型简便快捷，结果稳定，且不需昂贵的设备，对

Ⅸ：的潢耗也 很低可以在各级实验室中褥 到广泛应溺。

(下转第40页)
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