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大鼠皮层神经元原代培养方法的改进 

余华荣 -，杨贵忠 ，杨俊卿 ，周岐新 ，汤为学， 

(1．重庆医科大学基础医学院生理教研室，重庆 400016；2．重庆医科大学药学院药理教研室，重庆 400016； 

3．重庆医科大学基础医学院病理生理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立一种简单、较理想的新生大鼠皮层神经元体外原代培养方法。方法：采用低浓度、短时间胰酶消化和机械分 

离相结合的方法制备皮层神经元悬液，进行培养。结果：在体外培养条件下神经元结构特征明显，并能形成典型的神经元网络。 

结论 ：本方法适合普通实验室进行大鼠皮层神经元体外培养。 
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Improvement for culture of primary neurons of newborn rat cortical tissue 

YU Huarong，et al 

(Department of Physiology，College of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To establish all easier and better primary culture technique suitable to neurons of newborn rat cortical tis— 

sure．Methods：Low concentration and shortened time of trypsin digestion and mechanical dissociation were adopted to conduct 

culture．曰 括：Under the culture condition in vitro．newborn rat neurons showed similar properties to their counterparts in vivo 

and typical nerver fiber net Was formed．Conclusion：This technique for the primary culture of cortical neurons is an ideal 

good technique for the general labs． 
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原代神经元具有良好的生物可利用性。被越来 

越多地用做试验对象，其体外培养已成为神经科学 

尤其是神经药理学的重要手段之一。以往多用胎鼠 

进行神经细胞培养【l】，但由于动物胚胎因饲养原因 

对母鼠不分别交配，故胎鼠的胎龄不易掌握 ，以及 

胎脑的面积亦较小，因此近年来用新生鼠代替胎鼠 

进行神经元原代培养的实验 13渐增多，但由于各种 

方法其说不一，有的使用 B27培养基添加剂[21。有的 

使用阿糖胞苷，阿糖胞苷浓度亦有很大差异 41，为 

了寻求一种简单而理想的原代神经元培养方法，我 

们在以往培养方法的基础上对取材、消化 、机械操 

作等方面进行了改进，得到了较理想的培养结果。 

详情如下。 

1 材料与方法 

1．1 主要仪 器设备 

作者介绍：余华荣(1970- )，男，博士， 

主要研究方向：神经精神药理。 

细胞培养板 (Costar，USA)；SW—CJ一2FD型超净工作台 

(苏净集团安泰公司)；CO，细胞培养箱 (Thenno Fonna，US— 

A)；TE2000一U倒置相差显微镜(Nikon，Japan)；TDZ5一WS多 

管架 自动平衡离心机(长沙湘仪离心机仪器有限公司)；TCS— 

SP2型激光共聚焦扫描显微镜(Leica，Gennanv)；E201型 DH 

计(上海展宁电光技术有限公司 )；coic型显微镜(重庆光电 

仪器有限公司)；弯头和直头眼科无齿镊 、直头和弯头眼科剪 

等器械各 2把。 

1．2 动物与试剂 

新生 Wistar乳鼠由重庆医科大学实验动物中心提供 ： 

DMEM／F12培养基(Gibco公司产品)；特级胎牛血清(Gibco 

公司)，马血清(Hyclone公司 )；多聚一L一赖氨酸、台盼蓝(Sig- 

ma公司产品)；小鼠抗 NSE单克隆抗体、FITC标记的羊抗鼠 

二抗 、免疫组化 SP试剂盒 、DAB显色剂 (北京中山生物技术 

有限公司)、小鼠抗 NF(广谱)单克隆抗体(晶美生物有限公 

司)；阿糖胞苷(上海华联制药有限公司)；胰蛋白酶(上海佰 

奥生物科技有限公司)。 

1．3 培养板的预处理 

采用 24孔培养板，用 O．]dE多聚赖氨酸均匀涂于培养 

皿底部。在超净工作台内自然干燥后备用。 

1．4 培养方法 
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2 结 果 
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图 I 不 同培养 时 问的皮 层神 经元 

2 2 神经 元的鉴定 
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HCG注射13而非黄体中期内膜是由于此时期具有 

重要的临床价值 ，若该 13内膜厚度不理想 ，则可以 

采取相应的措施，如推迟 HCG的注射．继续促排卵 

治疗，给雌激素改善内膜状态等171。因此本研究结果 

提示，子宫内膜功能层的厚度在胚胎植入和维持妊 

娠中具有重要的作用。 

Xingqi Zhang[121等的研究指出子官内膜厚度增 

加可以改善年轻患者 Iv卜 ET后的妊娠结局，而对 

年龄较大者没有预测价值。患者的年龄、促排卵方 

案、卵巢性激素等可以影响子宫内膜的发育。因此 

子宫内膜厚度与妊娠的关系及其影响因素还有待 

于进一步研究。 
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只剪取皮层神经元 ，而不是整个大脑半球，这样也 

尽可能地减少了杂细胞 ，保证了培养神经元的纯 

度。 

在实验中，我们利用阿糖胞苷来抑制神经胶质 

细胞的生长，培养 1O天左右的细胞，神经元的纯度 

几乎达到了 100％。我们与本实验室的其他神经元 

培养方法(使用 B27培养基添加剂)做过对比，两种 

方法培养的神经元无论是在数量、纯度以及存活时 

间等方面都没有明显的差别 ，但 B27培养基添加剂 

在价格上要比阿糖胞苷昂贵得多。因此，本实验方 

法是一种经济、简便而行之有效的神经元培养方 

法 。 

(通讯作者：重庆医科大学药学院药理教研室，周岐新。 

400016) 

(本文章实验基地：重庆医科大学基础研究所) 

参 考 文 献 

【1】 Chow E，Haddad G G．Difiereential effects of anoxia and 

glutamate on cultued neocortical neurons[J]．Exp Nenrol，1998；150 

(1)：52—58． 

[2]2 任铁玲，胡前胜，傅洪军，等．大鼠海马神经元无血清原代培养技 

术的建立[J】．中国卫生检验杂志，2004；14(2)：178—179． 

【3】 黄河清，陈康宁，邵淑琴．培养大鼠皮层神经元缺氧损伤与蛋白 

激酶活化关系的研究叨．第三军医大学学报，2004；26(23)：2129—2131． 

[4】 曾可斌，胡长林 ，陈阳美．大鼠海马神经元培养与鉴定[J】．基础医 

学与临床，2004；24(5)：575—577． 

【5】 于丽华，赵书平 ，程薇莉．新生大鼠大脑皮层神经细胞培养及影 

响因素【J】．实用医药杂志，2005；22(1O)：913—914． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

