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氧糖剥夺离体神经元缺血模型的建立 
张拥波，董为伟 

(重庆医科大学临床学院神经内利 重成 4000I6 

【摘 要1目的：探}lf建立一种 便、实用的神经细胞离体氧、糖剥夺体外 缺血 模型 方法：新生太鼠皮层一基底节神 

经元原代分散培养I4天后．将培养液分另 换为古葡萄精和不台葡萄精I~~JEarle氏液。不含葡萄精 R世人一个经改造的保鲜盘内 

(体积2000m1)、辩闭井通人混合气体 (f~-95％N2，5％C )4h，采用LDH和M兀毽检测神经元的损害。结果：氧、精剥夺 

(OGD)4h组随着复氧时间的延长．神经元的活性逐渐下降 培养液 LDH释放量逐渐增加、与对照组比较有显著性差异 

结论：建立了力便 实用的体外神经元 “缺血”模型，为进一步研究缺血性神经元损害机制及有关药物的保护作用提供了一 

手段 
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Development of neu ronal ischemic model by oxygen and glucose 

deprivation in vitro 

ZHJEV'G Yong-bo,elal 

(Department ofNeurology，College ofClinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To make a convenient and practical in vitro ischemia model by oxygen and glucose 

deprivation(OGD)in cultured neuronal cells．Methods：The cultured neurons dissociated from the co~ices and 

stfiam of the neonatal rats were observed on the 1 4th da)’after culture．The culture media were exchanged by 

Earle S solution with glucose or without glucose，respectively The group wi~out glucose was placed in a 

modified chamber(VoIume，2000m1)and mixture gas(95％N 2，5％ co0 Was put inside The neuronal injury Was 

d~eoed by the lactate dehydrogenase(LDH)release and the tetrazolium salt 3-(4，5一dimethyl·2·thiazoly1)-2，5 

diphenyl一2H tetrazolium bromide(M1T)assay after OGD Results：The activity of neurons(MTT aSSay)was 
decreased and the amount of LDH release from damaged neurons was increased significantly in OGD group than 

in control(Con)group after reoxygen．Conclusion：Our results suggested that in vitro ischemia model may be 

induced easily by 0GD in cultured neurons
． and may be used to furcher stud)'the mechan ism of iSChe：mic 

neurounal cell injury'and its protection． 
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神经元离体 “缺血”培养在神经科学研究中具 

有重要价值及其独特的优点，它可解决在体动物实 

验所不能或极为困难解决的问题，还可评价药物在 

神经生化．电生理、基因表达等方面的作用，通过 

以上指标进一步探讨缺血性损害的细胞机制。目 

前，神经元离体 “缺血”模型包括化学性缺血模 

型、氧、精直接剥夺模型及造成氧、糖剥夺 

(oxygen glucose deprivation，OGD)的其它方法⋯。 

作者介绍：张拥渡 cIq68．)．男，山东费县凡，讲师．博士 

主要研究方向 脑血管疾骗， 
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而氧糖直接剥夺模型可简单模拟括体脑缺血的许多 

病理生理特征，对于研究神经元缺血性损害的机制 

及其保护具有重要作用。我们利用家用微波炉保鲜 

盒成功地建立了体外神经元 缺血”模型。该方法 

有效、方便 实用，特做如下介绍。 

材料与方法 

实验动物 

出生24h内wis c ar大鼠．由重从医科大学实验动物中 L-提 

供 

1．2 主要试箭 

DMEM／F12F~-养基 (GIBCO／BRL~_命技术有限公司 
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阿糖 胞苷 (北 京医科大 学实验 药厂 )：胰蛋 白酶 

(Sigma)；多聚赖氨酸 iS~gma) DNaseI{美国ICN生 

化试剂公司)；乳艘脱氢酶试剂盒 (北京中生生物’ 程高技 

术公司) 胎牛血清 (Hydo~LaboratoriesJne)；四甲基偶 

氮唑盐(Mr Sigma)；其它试剂均为J 产分析纯 

】 j 仪嚣设备 

电热保温_T燥箱 (重扶试验设备厂)；二氧化碳培养箱 

(M2300，美国Sheldon)；荧光分光光度计 (口本，岛津RF- 

540)。 

IA 培养漶配制 

完 培养摹 (DMIEM 13妇，F]2】 缸．NaHCQ 3． 

7 青霉索200U／m|，链霉霉：200 ~'rn1．三燕水2000mI，调 

DH为7．I 培养时加人胎牛血清5％ 小牛血清10％)；含糖 

Earle氏液 《NaCf 3．4 KCJ 0．2 CaC1．0．I旦，MPsq 71-120 

0 1g， NaHzPO, 2 O O 2P， NaHCOJ I．1g， Glucose 0 5旦， 

I-EPES 2 399~,三燕水500m1)；无糖Earle氏液系用等克分 

子浓度D-Mannko|代档~Glucose。MTT 5m#／o，吼 PBS(．) 

配制。以上试剂配制后，超滤除苗 (孔径0 22 m)，低温 

贮存备用 

I．5 新生戈鼠皮层 基底节神经细胞原代分散培养 

参考郑健 ”报道的方泣进行神经元原代培养。摹本方 

1i盍为，取出生24h由大鼠，75％Z．醇仝身消毒、分离鼠脑并 

去除脑膜，Hanks~液冲洗后分离大脑皮层，充分吹打 无肉 

眼可见的组织块为I ，静置5min，上清液】COg离L,5m[n，沉 

淀悬浮于完全培养基(85％DMEM／FI2、5％胎牛血清，10％ 

小牛血清)并调整细胞密度(最终接种密度为5 x 10"Im1) 接种 

于24孔、96孔培养板内，世人二氧化碳培养箱中进行培养 

(37"(2、5％CO,) 接种后第3、5、7天加人阿精胞 终浓 

度30 mollL)、定期换液观察， 培养的第14天进行如下实 

验。 

I．6 铁氧装置 

利用家用微波炉保鲜盒 (聚乙烯、体积200Oral，l灭 

首}『)，在其顶部及靠近底部各穿刺一个4qL、将医用三通管 

一 端插人小孔中并密封崮定、男一端连接输液器。其中，连 

接底部小孔的输液器作为出气管，在输液器加液处连接一医 

用肝索帽， 备多次抽气检测用、输液器男一端插人装有无 

菌生理盐水的输液瓶中，通过气泡可 观察到气体排除。连 

接顶部小孔的输液器通过气体流量表与气相莲作为进气管 

I，7 离体神经元 “缺血 模型的制备 

参考王天佑 报道的方法 制备神经元体外 缺血” 

模型。具体方'弦为 分别用无糖或肯古槠Ear】e氏液更按原来 

的培养基四次、每次为原培养基体积的2f3，使无糖组确萄 

糖的终浓度小于I rr~ml／[。然后将无精组放人上述缺氧容器 

中，容器底苛I)'JI1A~4J50m J的无莆双燕水起混化作用 井离 

闭，置入恒温37℃_丁燥箱中，打开进气、出气三通管阀门
， 

持续缓慢 《约O．5一lL胁)注入台有95％N 和5％c 的混台气 

体 (重庆液化空气有限公司) 于通人混合气体前 通人后 

20rain、30mjn和4h分驯经肝紊帽抽气，进行密闭容器中的氧 

及二氧化碳浓度的测定。最后将缺氧时间控制为4h。4h后， 

将培养细胞放回二氧化碳培养箱中进行培养(37℃、5％ 

c ) 而对照组 (台糖Earle~液)放在二氧化碳培养箱中 

进行培养 《37℃、5％CQ)。 

I．8 离体 “缺血”对等养神经元的影响 

1．8】 培养液乳酸脱氢酶活胜测定 下规定时间点收集神经 

细胞培养液，按照试剂盒说明书进符LDH活性测定，并根据 

公式LDH(~L)_l(△A／min)×反应总体积 x 1o0I1]／f消光系数 

×样品体积l △Mmin x 8095来计算I DH活性。其中 一组 

是检测最大％OH的f释放量 (简称Max)、即在细胞培养涟中 

]J[I．,~2％TritonX100杀死所有的神经元后所测培养液中LDH的 

值 培养液中LDH活性与 “缺血 性神经元损害程度早正相 

关。 

I 8 2 MTT检测方浩 参照孙绩耀 人MTT过夜检测法， 

略有改变，即助溶剂IO％triton-50％异阿醇中加盐酸使成 

0肚lM酸化 培崭148k后，加人M rT，使终浓度为r0,5m~m1 

续培养4h，暇去上清液，用 甲亚砜溶解紫色结晶，在 

570 nm处读取吸光发：吸光崖值的大小可反映坤经元存活数 

量及活性 

1 9 资料~"4-rr 

实验数据队 《豇 )表示 采用配对 ，检验 检验水准 

R=O,05 

2 结 果 

2．1 缺氧容器中的氧及二氧化碳浓度的测定 

由表1可见，通人混合气体前，容器中CIo2为 

1．5％，O2为2l_3％；通人20rain时 CO2为4 7％，02 

为0 6％；至通人4h后，c 为4 9％，O1为O．2％。持 

续通人混合气体4h，可以达到容器内缺氧的目的。 

2 2 “缺血”性损害对神经元线粒体活性的影响 

神经元OGD4h及不同的复氧时间内，随着时间 

的延长，MTT：隆所测得的光密度 (OD)值逐渐下 

降。OGD组各时点的OD值较对照组各对应时点的 

OD值均显著下降，并达统计学差异 (见表2)。说 

明体外 “缺血”对神经元已造戚损害，井随复氧时 

问的延长，损害逐渐加重 

表】 缺氧容器中氯6--氧化碳浓度(％) 

2 3 “缺血”性损害后培养液中LDH释放量的变化 

OGD4h,~，随着复氧(R)时间的延长，培养液 
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R12、3沣：ROh，炭 0GD4h 氰【)h；P．2h，表,7~,OGD4h型~3,2h； 此类推 

J,1_3． j 
， 尸<0 05；̈ P<001 vs时照组 (Con) 

q~LDH释放量逐1渐增加；OGD组从复氧2h至I8h， 

培养液中LDH释放量显著高于对照组各对应时点 

(见表3) 说明OGD4h和随着复氧时间的延长， 

神经元死亡逐渐增加。 

3 讨 论 

神经元离体培养模型在神经科学研究中具有重 

要价值及其独特的优点，它不仅可以研究神经细胞 

的生长、分化 神经再生、离子通道等；还可评价 

药物在神经生化 电生理 基 因表达等方面的作 

用；而且，还可建正离体神经元 “跌血”模型 探 

讨缺血性神经元损伤的细胞及分子机制。 

目前，离体 缺血”模型包括化学性政血模 

型 氧糖直接剥夺模型及造成氧糖剥夺的其它方法 
。 

。 化学性缺血模型是通过药物阻止能量的产生． 

如氰化物可通过 细胞色素氧化酶紧密结台抑制氧 

化磷酸化过程，阻止线粒体产生ATP 此模型的优 

点为无需特殊设备 制备迅速，可在正常空气环境 

下检测培养细胞 缺点为它不能很好地模拟在体急 

性脑缺血和再灌注 此外，影响代谢的药物对细胞 

还可能有其它作用．如氰化物不仅阻断线粒体复台 

体IV，而且还能阻止铜锌过氧化物歧化酶。通过直 

接通人不同浓度的氯气和二氧化碳等混合气体或其 

它惰性气体造成骶氧或缺氧环境 同时培养基。 剥 

夺糖可直接造成OGD模型，此法可模拟在体脑缺血 

模型。国外多采用较为复杂的套箱型缺氧工作室来 

建立离体缺血培养模型 ，但需要特殊设备。国内 

有些作者则采用 机玻璃定制缺氧小室，或利用真 

空干燥缸、干燥器进行改制，但亦较复杂、操作十 

分不便 。 ；办 F旨将培养板或培养瓶直接密封一 

定时间，待氧气耗尽．达到缺氧的目的 ，蛆缺氧 

的精确度较差、无法控制。最为理想的是使用有氧 

浓度调节的二氧化碳孵箱进行缺氧研究，但由于价 

格贵重， +般实验室均不具备。我们参照上述文 

献，利片j家用微波炉保鲜盒成功地建立了体外神经 

元 “缺m”模型 此模型可简苴模拟活体脑缺血的 

|年多病理生理特征 对 r1研究神经无缺血性损害的 

机制及其保护具有重娶作用 此缺氧方法简易 方 

便、实用，无需特殊的仪器设备，较有机玻璃 真 

空干燥缸等制作的缺氧小室更为方便 经济：实验 

条件易于控制、恒定：：其验J刮!}}j短：可在 “缺血” 

损害的过程中直观地评价细胞的功能 
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