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离体培养大鼠海马脑片的形态学与细胞反应性研究 

何志慧，蒋 莉，陈恒胜，张晓萍 

(重庆医科大学附属儿童医院神经内科，重庆 40ool4) 

【摘 要】目的：探索离体大鼠海马脑片培养方法，观察培养脑片的形态变化和细胞反应性。方法：选择生后6～9d的Wistar鼠， 

分离海马，切成 400 m厚的脑片，转移至带有微孔膜插件的6孔培养板内，入 37℃的CO 培养箱中进行培养。通过肉眼、倒置 

相差显微镜观察培养海马脑片的形态学变化；用免疫组化染色检测脑片神经细胞内 Fos蛋白表达变化，以判断培养脑片有无对 

外界伤害性刺激的应激反应能力；用膜片钳技术检测神经细胞的电生理活动，以判断培养海马脑片的活性和生理功能。结果： 

(1)随着体外培养时间延长，培养脑片内神经细胞数 目增多，而脑片明显变薄，至培养 4周时厚度约 l50 m厚。(2)致癫痫样发 

作药物匹罗卡品作用于脑片后，导致培养海马脑片 CA1区细胞内Fos蛋白表达增高。(3)利用膜片钳技术，在培养 l、2、3、4周 

的4个时点对海马脑片CA1区锥体细胞作全细胞记录，皆记录到细胞电流变化图形。结论：本方法在体外培养的海马脑片至少 

可存活 4周 ，且具备良好的活性和一定的生理功能。 
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A study for morphology and the reactivity of rats hippocampal slice in 

vitro culture 

HE Zhi-hut。et al 

(Department of Neurology，the Children’5 Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the method of culturing rat hippocampal slice in vitro and to observe the changes of neurons’ 

morphology and reactivity in cultured slice．Methods：Organotypic hippocampal slices were prepared by taking brains from 6-9 

day old wistar rats．After the hippoeampi was isolated and chopped into 400 m thickness，slices were transferred to Millipore 

inserts and placed in six—well trays in CO2 incubators at 37℃ ．Then the cultured hippoeampal slices were observed for the 

changes of morphology by macroscopic observation and using inverted phase contrast microscope；Expression of Fos protein in 

cultured hippocampal slice was detected by immunocytochemistry for observation of the internal response of hippocampal 

neurons to the damage；Th e electrophysiological activity of hippocampal neurons were detected by using patch clamp technique． 

Results：(1)The number of neurons in cultured hippocampal slices was increased．and the thickness of cultured hippocampal 

slices was decreased markedly along with the culturing period in vitro．After being cultured for 4 weeks，the thickness of 

hippocampal slices was decreased to about 1 50 m．(2)With the treatment of pilocarpine to induce seizure-like activity，the 

number of neurons which expressing Fos protein Was increased in CA 1 area of the cuh'ured hippocampal slice．(3)With the 

application of pathch clamp technique，the changes of the ion currents of pyramidal neurons in CA 1 area were recorded by the 

whole—cell recording after culturing for 1 week，2 weeks，3 weeks and 4 weeks respectively．Conclusion：Cultured hippocampal 

slice in vitro could retain satisfactory liveness and function for at least 4 weeks． 

【Key words】Rats；Hippocampal slice；Culture；Neurons 

将大脑的一部分独立出来进行体外培养与研 

究，因保留了原有神经元及其周围的组织结构，是 
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探讨大脑生理功能及病理改变的一条重要途径。以 

前用悬滴法和滚桶法进行海马脑片培养，操作复杂 

而神经元存活时间短，成功率也不高。本文采用 

Millicell—CM微孔膜进行海马组织的器官型培养，旨 

在建立操作相对简单、神经元存活时间长、且具有 

良好细胞反应性的海马脑片培养方法。 
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1 材料与方法 

1．1 动物与主要试剂 

新生 6～9d的 Wistar鼠由重庆医科大学实验动物中心 

提供，雌雄不限。BME培养基、B27、L-glutamine购 自美国 

GIBCO BRL公司；羊抗大鼠Fos蛋白一抗 、DAB显色试剂盒 

购自北京中杉公司。插入式微孔滤膜 (0．4 m孔径、3cm直 

径)为 Millitmre公司产品。 

1．2 海马脑片培养 

取新生 6～9d的 wistar鼠，用 75％乙醇浸泡消毒后 ，无 

菌条件下断头取脑，迅速置于含糖(7,5mg／m1)的 4℃HBSS 

中，分离出完整的海马，放人无菌的 3％琼脂块凹槽 中，再放 

置于振动切片机的载物平台上 ，在 4~CHBSS液中以400 m 

厚度进行切片(垂直于隔颞轴 )。6孔培养板内各加入 1．3ml 

的海马脑片培养液，然后放人插入式微孔滤膜 ，并于培养脑 

片前 1h放人 37％细胞培养箱中以调节培养基的酸碱度。将 

完好的海马脑片分放在各孔内的滤膜上 ，每孔 8张，移去膜 

表面多余的液体。置37％、5％CO 、平衡湿度的标准培养箱内 

培养，第 2d换液 1次，后为每周更换培养液 2次，每次换液 

1．2ml。培养液成分 为 ：50％BME，25％HBSS，24％马血清 ， 

50U／ml青 一链霉素，lmmol／L谷氨酰胺 ，7．5mg／ml葡萄糖 ， 

pH7．2，临用时加入 B27添加剂(1：50体积比稀释)。 

1-3 脑片形态学观察 

结合肉眼大体观察、倒置相差显微镜和红外微分干涉相 

差显微镜下观察培养海马脑片，了解脑片的大体结构和神经 

细胞的形态结构，红外微分干涉相差显微镜下观察的神经细 

胞经放大器放大后摄取图片。 

1．4 神经细胞电生理检测 

在培养 1周、2周、3周 、4周后的各时点上 ，将海马脑片 

置于预先经 95％0 +5％cO2混合气饱和的人工脑脊液(Artifi— 

cial cerebr~pinal fluid，ACSF)中，室温(25℃)下孵育 90rain 

以上备用。ACSF成分：NaC1 124mmol／L，KC1 2mmol／L，CaCI~· 

6H20 2mmol／L，MgSO,"7H2O 2mmol／L，NaH2PO4"2H2O 1．25mmo1] 

L，NaHCO 6mmol／L，D—GlulOmmol／L，pH7．2～7．4。然后将脑 

片转入灌流槽中，用脑片盖网轻覆于脑片上，使用恒流泵持 

续向脑片浴槽灌注95％O2+5％CO 混合气饱和的ACSF，流速 

为 1～2ml／min，脑片浸没于液面下 1～2mm。在可视条件下获 

得巨封与形成全细胞记录：记录电极采用外径 l~5mm的玻璃 

毛胚，经P97微电极拉制器 4步拉制，尖端直径 0．5～1 m。充 

灌电极内液后电阻 3～5MII。电极内液成分 ：KC1 140mmol／ 

L，CaC12 lmmol／L，MgCl2 2mmol／L，EGTA lOmmol／L，HEPES 10 

mmol／L，P H7．2。使用 NIKON IR—DIC成像系统 ，首先在低倍 

物镜下(X 10)找到 CA1区锥体细胞层，然后在高倍浸水物 

镜(X 4o)下，通过监视器选择到合适的细胞后 ，在监视器上 

标记定位。然后在低倍物镜下通过微电极操纵器调整位置， 

并使带有正压入水，记录入水电阻。在高倍浸水物镜可视条 

件下，使电极尖接触细胞膜，择时释放正压，并轻施负压获得 

高阻抗封接。成功后采用 口吸破膜形成全细胞记录，所获得 

的信号经 Muhiclamp 700B放大器放大后(低通滤波 2kHz)，经 

AD／DA转换后由Clampex9．2采样软件采集记录 (采样频率 

lOkHz)、Clampfit9．0分析处理图形。 

1．5 匹罗卡品诱导培养海马脑片癫痫样放电发作 

分别在海马脑片培养至 1周、2周 、3周 、4周时于培养 

液中加入匹罗卡品(终浓度 0．5mmo1]L)，作用 1h后即固定脑 

片。 

1．6 免疫组化检测 Fos蛋白表达 

培养海马脑片在各时点用 4％多聚甲醛(0．1molJL PBS， 

pH7．4)固定，4℃冰箱过夜，然后将脑片换人 30％蔗糖溶液 

(0．1mol／L PBS，pH7．4)中，至脑片沉底后行冰冻连续冠状切 

片，片厚 20 m，裱于用多聚赖氨酸处理过的玻片上，一20℃冰箱 

保存，行免疫组化。其主要步骤为：PBS(O．01mol／L)漂洗 5mi— 

n x 3次，3％H~O 去离子水室温下处理 20rain，PBS漂洗 5mi— 

n x 3次，枸橼酸液中微波煮沸修复抗原 5min后自然冷却， 

PBS漂洗 5min X 3次 ，加入 5％BSA室温下处理 30min，甩 

去多余液体 ，加入兔抗大鼠 Fos一抗(1：100)4℃孵育过夜， 

PBS漂洗 5min X 3次 ，加人生物素化单克隆小 鼠抗兔二抗 

37℃孵育 30min，PBS漂洗 5min X 3次，加入 SABC液，37℃ 

处理 30rain，PBS漂洗 5rainX 3次 ，DAB显色 3～lOmin，镜下 

控制反应时间，蒸馏水漂洗中止反应。室温干燥后，乙醇脱 

水 ，二甲苯透明，中性树脂封片。阴性对照用 BSA代替一抗 ， 

其余步骤不变。 

以细胞核内出现棕黄色颗粒为阳性表达神经元，其中取 

培养 4周的海马脑片随机分为 2组(正常培养对照组和匹罗 

卡品作用组)，每组 5孔，每孔取 2张切片，每组共 10张切 

片，400倍视野下于每张切片的 CA1区随机取 5个视野 ，在 

图像分析仪上进行图像分析，测量每个视野内的阳性表达细 

胞数。 

1．7 统计方法 

采用 SPSS13．0软件对实验数据进行统计处理。计量资 

料均值用互±s表示。成组设计资料两样本均数间比较采用 t 

检验，以P<O．05为有显著差异性。 

2 结 果 

2．1 培养海马脑片的形态学观察 

海马脑片被移至膜插件时，倒置相差显微镜下 

见细胞条带结构尚清楚，随着培养时间延长脑片明 

显变薄(培养至 2周时片厚从培养时的400 m变 

为约 200 m，至培养 4周时约 150 m)，活性好的 

脑片肉眼观有光泽、无组织缺失、厚薄均匀，镜下可 

见脑片周围有一光晕 ；而随培养时间延长，海马各 

区神经细胞数 目增多、逐渐分散，细胞条带结构渐 

模糊、变宽。脑片培养 4周后，在红外微分干涉相差 
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图 1 - 1 生 后 3 5 d 大 鼠海 马 脑 片 C A l 区 锥体 神 经 元 ( x 8 0 0 ) 图 1 - 2 培 养 4 周 海 马 脑 片 C A l 区 锥体神 经 元 ( x 8 0 0 )

图 2 - 1 生 后 3 5 d 大 鼠 海 马 脑 片颗 粒 层 神 经 元 ( ~ 8 0 0 ) 图 2 - 2 培 养 4 周 海 马脑 片颗 粒层 神经 元 ( x 8 0 0 )
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图 3 培 养 4 周 海 马 脑 片 C A l 区 锥 体 细 胞 作 全 细 胞 记 录所 得 的细 胞 电流 变化 图

显 微 镜下 经 放 大 器 放 大 后 可 见 C A I 区 锥 体 神 经 元

及 颗 粒 层 神 经 元 分 布 较 分 散 ， 神 经 细 胞 生 长 旺 盛 、

胞 体光滑 、 立 体感 强 ， 锥 体层 细胞 突 起 明 显 ， 有 的相

互 连接 ， 形成 网络 。 体外 培养 4 周脑 片形 态 与 生 后

3 5 d 大 鼠海 马 脑 片 的神 经 细胞 比较 见 图 l 、 图 2 ， 由

图可 见 ：培 养 4 周脑 片 的神 经 细胞 数 目较 在 体 同期

脑 片增 多而分 布分散 ， 细胞 条带结构模糊 、 变宽 。

2 ． 2 培 养海 马 脑 片神 经 细 胞 的 电 生 理 反 应

在 培 养 1 、 2 、 3 、 4 周 后 的 各 时 点 海 马 脑 片 C A I

区 锥 体细胞 作 全 细胞 记 录 ， 将 保 持 电位设 置 在 一 8 0

m V ， 以 1 0 m Y 的步 阶脉 冲去 极 化 至 + 1 0 m V ， 记 录 到

的全 细胞 电流 图形 ( 如 图 3 ) 。

?
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图 4 一 l 培 养 4 周 的海 马 脑 片 C A l 区 F o s 蛋 白表达

( 免疫 组 化 方 法 x 4 0 0 )

2 -3 培 养 海 马 脑 片 对 致 癫 痫 样 发 作 药 物 的 应 激 反

应

与正 常培养 脑 片 相 比 ， 在 培 养 1 、 2 、 3 、 4 周 后 各

时 点 的培 养 液 中加 入 匹 罗 卡 品作 用 1 h 后 ， 即 引 起

了培养海 马 脑 片 的 F o s 蛋 白阳性 表达 的 细 胞 数 目增

多 。 与培 养 4 周 海 马 脑 片相 比 ， 在 培 养液 中加 入 匹

罗 卡 品 后 细 胞 内的 F o s 蛋 白表 达 显 著增 加 ( 见 图 4 、

表 1 ) ， 提 示 培 养海 马 脑 片对 外界 刺激 具 有 良好 的 应

答 反 应 。

表 1 不 同 实 验 条 件 对 培 养 4 周 海 马 脑 片 C A l 区 神 经 元

表 达 F o s 蛋 白细 胞 数 的影 响 (；± s )

3 讨 论

尽 管 海 马 的 组 织 结 构层 次 及 内在 神 经 环 路 简

单 而 完 整 ， 但 是 它 在大脑 的生 理 功 能 发挥 和 多种 神

经 系统 疾 病 的演 化 中均 起 到 重 要 作 用 ， 所 以 有 较 多

实验 研 究 以 海 马 为研 究对象 。 由于 体 内实验 往 往 受

到较 多 因素 的干扰 ， 故 建 立 体外 长 期稳 定 的海 马 脑

片培养技术 至 关重 要 I”
。

本 文 对 S t o p p i n i 等 [2 1方 法 进 行 改 良 ， 建 立 操作 相

对 简 单 ， 神 经 元 存 活 时 间长 的 脑 片 培养方 法 。 实 验

图 4 — 2 培 养 4 周 的海 马 脑 片 给 予 匹 罗 卡 品 干 预 后 C A l 区

F o s 蛋 白表达 ( 免 疫 组 化 方 法 x 4 0 0 )

中选 用 生 后 6 ～ 9 d W i s t a r 鼠 为 实 验 对 象 ， 将 海 马 分

离 、 取 4 0 0 ¨ 13 3 ． 厚 度 切 片 ， 将 此 海 马 脑 片放 置 于 微 孑L

膜 插 件 上 培 养 。 随访 至 4 周 ， 可 见 脑 片上 神 经 细 胞

生 长 良好 ， 与 国 内外 报道 相 似I圳
。 考 虑 主 要 与实 验

中 注 意 了 以 下 环 节 有 关 ： ( 1 )在 实验 中使 脑 片 的 一

部分 接触 微 孔 膜 并 浸 没 于 培 养 基 中 以 摄 取 营养 ， 而

未接 触 微 孔 膜 的 部 分 暴 露 于 培 养 环 境 中使 脑 片 获

得 充 足 的氧供 ；( 2 )在 培 养 液 中加 入 B 2 7 添 加 剂 ， 由

于 B 2 7 添 加 剂 中含 3 0 多种 促 进 神 经 元 生 长 和 存 活

的 微 量 元 素 ， 对 神 经 元 具 有 良好 的 营 养 支 持 作 用 ，

提 高 了神 经 元 的成 活 率 和 延 长 存 活 周期 。 在 海 马 脑

片 培 养 期 间 ， 除 动 态 进 行 形 态 学 观 察 外 ， 同步 进 行

了 神 经 细 胞 电生 理 检 测 ， 结 果 显 示 培 养 4 周 内 的 脑

片 C A l 区 锥 体细 胞接 受 电 脉 冲刺激 后 ， 皆能 记 录 到

全 细胞 电 流 ， 提 示 培 养 脑 片 中的神 经 细 胞 具 备 良好

的 电生 理 特性 。

鉴 于 c — f o s 基 因 是 即刻 早 期 基 因家族 中最 重 要

的 成 员 之 一

， 普 遍 存 在 于 中枢 神 经 系 统 ， 正 常情 况

下 表 达 水 平 很 低 ， 只 有 中枢 神 经 细 胞 接 受 内 、 外 源

刺 激 信 号 如 疼 痛 、 禁 水 、 癫 痫 发 作 或 脑 损 伤 等 伤 害

性 刺激 后 才 能激 活 从 而 诱 导 中枢 神 经 细胞 核 中 F o s

蛋 白表 达 增 加 p 1
， 因 此 可 以 作 为 神 经 活 动 和 基 因 活

动 的 功 能 标 志 19 1
。 为 了 证 实 脑 片培 养后 其神经 元 是

否 对 外 界 刺 激 产 生 应 答 反 应 ， 采 用 免疫 组 化 方 法 ，

观 察 了 不 同 时 点 培 养 脑 片 在 加 入 致 癫 痫 样 发 作 药

物 匹 罗 卡 品 后 神经 元 内 F o s 蛋 白表达 变化 M
。 结 果

发 现 各 时点培 养脑 片 经 匹 罗 卡 品作 用 后 ， 即 引起 了

培 养 脑 片 F o s 蛋 白阳性 表 达 的细 胞 数 目增 多 ， 提 示

脑 片具 有 良好 的应 激 反 应 能力 和 一 定 的生 理 功 能 。
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从实验培养海马脑片的形态学、对外界刺激反 

应能力以及神经细胞的电生理反应性检测等方面， 

均证实用本方法培养的海马脑片至少可存活4周， 

且具备良好的活性和一定的生理功能，为进一步进 

行海马功能的研究提供了稳定的实验技术方法。 
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