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脑缺血灶周围组织提取液对培养神经元的神经营养作用 

神经病学研究所 张拥波s s 彭国光 董为伟 

R I 

提 要 本文用线拴法制备鼠右侧大脑中动脉闭塞模型。分离新生鼠前脑皮质、基底节神经元进行原代培养． 

以维持神经元存活的总数和长出神经突出超过100；ml的神经元数目分别来反映脑缺血灶周围组织提取液 BTE)中 

神经营养因于(NTFs1和促进神经元突起生长的神经营养因于(NPFs)的存在厦其活性．结果显示：缺血对侧BTE和 

IBTE维持神经元存活的总数和长出神经突超过l00肿 的神经元数目均较空白对照组明显增加‘P<0．01)；IBTE的 

这种作用较缺血对侧脑组织提取液的作用更为显著：随着缺血后时间的延长，IBTE的神经营养活性有增加趋势。结 

果提示IBTF,吉有维持体外培养的神经元存活(~rFs)和促进神经突起生长(NPFs)的神经营养因于的存在。这对脑 

缺血后神经元的损伤修复可能起重要作用． 

关蕾词：堕 坐；塑墨亘 塑丝重量茎里 
中围分类号 R74,3．3；R一332 

近年研究表明中枢神经系统(CNS)的可塑性 

及其损伤后的再生修复决定于神经细胞在损伤 

后的自身代谢、兴奋性和基因表达．而这些活动主 

要与CNS中产 生的神经元 营养 因子 (neuro． 

no—trophic factors．NPFs)有关。现已从神经元 

正常 生长 和 损伤 再生 的微 环境 中测 得 多 种 

NTFs．在脑损伤区亦检测到有维持体外培养神 

经元存活和促 进神经元突起生长 的神 经养因 

子(neurite promoting factors．NPFs)的存在 

我们以新生鼠前脑皮质、基底节神经元作为体外 

培养 模 型 ．检 测 了脑 映 血 灶 周 围组织 提 取 

液(ischemic brain tissue extract，IBTE)中 

NTF目的神经营养作 用，及缺 血后不 同时间的 

IBTE中(NTF8】的变化情况．以期为促进脑缺血 

后神经组织的再生和神经功能恢复提供一些线 

索。 

1 材料和方法 

1．1 局灶性鼠脑缺血模型的建立 采用线控法制备鼠右 

傍大脑申动脉闭塞O江cAO)模型 在缺血3小时后．实验 

鼠用乙醚麻醉 ．将插入的柱子抽出10mm~右．即可形成缺 

血再灌流。实验鼠按缺血后4、12和2l天分为三个组．每组4 
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1．2 脑组织提取液fBTE)的制备 实验鼠分别于木后第 

4、12．21天处死．取脑．井分别切取左右大脑半球对称的脑 

组织似 右侧大脑半球缺血灶周围脑组织为准．除去大脑 

半球内侧部及大脑半球前端 ．称量300mg．加入2ml冰冷 

DMEM溶液制成匀浆．放人冰箱过夜f4℃ 次 日冷磙离心 

(4℃．15000r／rain， 30％钟)．备组 鼠同侧脑组织的上清液 

混装．用0．22肿 的滤膜除菌．即为脑组织提取液(Brain ti． 

ssue extract．BTB】．分组标签注明．放入冰箱(4℃)备用． 

1．3 新生鼠前脑皮层、基底节神经纲胞的分离墙井 

1．3．1 培养基 DMEM培 养基 (GIBCO1．每升古 

l3．4 DMEM ，3．7g NaHCO硬青霉素l0万单位．链霉 

索l0万单位，口H为7．1，内加小牛血清．浓度为10 ． 

1．3．2 多聚籁氨酸潦板 用硼酸缓冲液将多聚赣氨酸(分 

于量144000．ICN)配成l～5rng 溶液pH8A，加于培养板 

孔内37℃平衡过夜．使用前用来贝 菌的磷酸盐缓冲液冲洗 

两遍．即可接种细胞。 

1．3．3 新生鼠前脑皮质、基底节神经细胞的培养 取新 

生鼠(一日龄内．每胎约8～l2只)大脑皮质、基底节．用胰酵 

消化制成细胞悬液种植在瑗先涂有多 聚校氨酸的培养板 

孔中。每孔为L2×10 细胞．每孔加培养液 L培养24,J, 

时后加阿糖胞苷(cytosine arabinoside．CA：10 tool 

／L．sigm 品)抑制非神经元细胞增殖(CA持续使用到实 

验结束)．并分组加入脑缺血后不同时间瑶TE及缺血对侧 

BT 加入量为20m／孔．每组3～4孔。空白对照组不加任 

何实验因素。所有备组培养物均每天更换相应的培养液培 

养到第四天．在相差倒置显檄镜下计数细胞． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第23卷 第2期 

1998 

重庆医科大学学报 

ACTA IINIVERSITATIS SCIENTIAE MEDICINAE CH0NGQING 

V01．23 No．2 

199B 

1．4 细 胞 计 数 方 法 在 相 差 倒 置 显 微 镜 下 

×10接目镜，×25物镜计数每个挠野(0．41／ram 

／视野)中神经细胞数目(大于一个胞体直径突起的神经 

元)，每孔茫计数10十边续不重叠的视野，求平均值，以此 

值代表每孔中神经元的数目：并计算神经突起大于100#m 

的神经元数目．前者反映NTFB活性，后者反映NPFs活性 

2 结果 

2．1 新生鼠皮层、基底节神经细胞的原代培养 

种植后5小时，分散良好的大部分圆形细胞已 

贴附于涂有多聚赖氨酸的培养板上．周围光晕明 

显，12／J'~时少数细胞长出细小突起．由于本实验采 

用低密度种植神经细胞，若不加入特殊因子，48小 

时后大部分细胞呈退化状态。当培养液中加入 

BTE．存活神经元数量增多，胞体增大．呈多形．锥 

形或圆球形，随培养时间的延长．许多细胞长出突 

起．并与邻近细胞突起连接，形成网络．由于在培 

养24小时后加用了有丝分裂抑制剂CA，并持续应 

用到实验结束，故抑制了培养物中胶质细胞和成 

纤维细胞的分裂增殖。由此法培养的抻经细胞绝 

大部分为神经元细胞． 

2．2 脑组织提取液(BTE】的神经营养话性 

2．2．1 缺血后不同时间内IBTE和缺血对~UBTE． 

均具有对新生大鼠大脑皮质、基底节神经元支持 

存活的NTFs和促突起生长的NPFs的存在，与空 

白对照比较 ，均有显著差异(P<0．01)．缺血侧 

BTE中NTF8和NPFs的活性高于缺血对侧，其 

中，缺血l2天时，两者存在显著差异(P<0．otx表 

l，2)· 

2．2．2 随着缺血后时间的延长．BTE中神经营养 

活 性 有 增 加 的 趋 势：IBTE12>IBTE 4．IB． 

TE21>IBTE4．缺血后第l2天和21天的BTE活性 

较第4天的BTE活性有增加，两者比较存在显著差 

异(P<O．O1)．但缺血后第12天和21天间无显著性 

差异(P>0．05)(表1．2)． 

3 讨论 

我们利用新生 鼠皮层、基底节神经细胞原代 

培养模型 ．观察 了IBTE中NTFs的活性 ．提示 

IBTE含有维持神经元存活(NTFs)和促神经元突 

起生长(NTFs)的物质． 

3．1 NTFs的检测及鉴定方法 NTFs在组织中 

的含量极微，其生物效应又很复杂．因此给研究工 

作带来很大的因难．在早期多用在体移植实验方 

法，从受影响细胞的形态和数量，免疫组化的变化 

来判断它的生物效应。以后采用体外神经细胞培 

养模型．在神经培养基中加入待检的抽提液、条件 

培养液或某一类提纯的多肽、蛋白质．观察一定时 

间内维持存活的神经元数目及突起的数量、长度 

或酶的活性来检测NTFs。我们利用新生鼠(出生 

24小时内)皮质一基底节神经细胞原代分散培养 

的方法来检测BTE中NTFs和NTFs活性．此法鼠 

龄易掌握，程序较简单及神经细胞形态发育符合 

正常规律变化．培养细胞呈单个分散状态，很少见 

采1 不同BTE对新生鼠皮层，基底节神经细胞的突起生长的影响(单位：个／0．41ramt) 

※P<0 01与缺对恻BTE相比 

寰2 不同BTE对新生鼠皮层、基宸节神经颤胞的存{舌数目的影响(单位：个／0．41ram2) 

※P<0．01与缺血对侧BTE相比 
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到细胞聚集成 团．因此．适于细胞形态学观察研 

究。此外．由于培养24／b时后．加人有丝分裂抑制 

剂CA：并持续应用到实验结束．故抑制了培养物 

中胶质细胞和成纤维细胞的分裂增殖。 

本实验表明脑缺血后IBTE中NTFs和NPFs 

活性明显高于缺血对侧BTE中NTFs和NTFs活 

性：且缺血12天时．出现的活性最高．缺血侧为对 

侧2倍。这和文献的报道基本一致 。此外，随缺血 

时问的延长．BTE中神经营养活性有增加趋势．近 

年有的学者发现碱性成纤维细胞生长因子(basic 

fibroblast growth factor．bFGF)、NGF和胰岛 

素样生长因子 (insuIin—like growth fa- 

ctors，IGFB)还能够阻止培养种经元在无葡萄糖 

情况下，引起的钙离子内环境的紊乱所造成种经 

细胞损害，并能维持种经元在缺氧环境下存活 ： 

bFGF还能够保护神经细胞免受兴裔性氨基酸的 

毒害．具有抗兴奋性毒性作用t6]。这提示NTFs的 

存在可能减轻脑卒中所造成的神经元的损害． 

3．2 NTFs的作用机理 NTFs在体内各发育阶 

段能维持种经元的存活、生长和分化；Stewart等 

指 出这种效应不只限于发生时期．而且对维持健 

康时和疾病时种经元存活．对受损神经元的再生 

均很重要 。它被认为是通过与靶细胞上特异性 

受体结合而起作用的。NTFs来源不足时．种经元 

即死亡。我们的结果表明缺血对侧BTE中含有 

NTFs，且脑缺血后IBTE中NTFs活性明显增加， 

这进一步证明了NTF8在维持神经元的存活、生长 

和分化，促进神经元损伤后的再生修复中发挥重 

要的作用。 
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The neurotrophic effect of the perlischemic brain 

tissue extract on culture neurons 

Institute of Neurology 

Zhang Yongbo，et al 

Department of Neurology，College of Clinical M edicine 

Focal cerebral ischemia wBs produced by occlusion of the right middle cerebral artery(MCA)Ilsing nylon 

thread．The cortex and basal neurons from newborn rate were isolated and cultured．The neuretrophic activity of 

brain tissus extract(BTE)w∞ detected by counting the number of supporting neuronal survival and promoting 

12eurite outgrowth above 1O m．The results showed th at the periischemic brain tiSSUO extract supported neuronal 

survival and promoted neurite outgrowth．The number of neurons was  significantly higher in the presence of the 

ischemic brain tissue extract 0BTE)蚺 compared with the centreIs without BTE(P<0．01)．The number was also 

significantly higher in the presence of IBTE as compared with the non—IBTE(contralataral BTE group)．The 

effect of lBTE had a tendency to incroase following th e time after iscfiemia．These results suggest that the 

activities of NTFs might play an im portant role in survival of neurons after ischemia． 

KEy W 0RDS Cerebral ischemia； Neuron； Neuro trophic factors； Cell culture 
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