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亚低温对星形胶质细胞 trkB受体表达的影响

Effect of mild hypothermia on expression of trkB in cultured astrocytes

马海涵 ,伍亚民 ,廖维宏　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第三研究室 , 重庆 400042)

　　亚低温对多种形式的中枢神经损伤均存在预防和保护作
用 ,但机制尚不明确。目前认为与低温保护作用有关的因素包
括降低代谢率 、减少离子流动 、降低血管通透性和水肿 , 以及保
护血脑屏障等 ,从生物物理的角度进行探讨不足以解释亚低温
对中枢神经损伤的显著保护作用。由于神经营养因子及其受
体在中枢神经损伤事件中对损伤的促修复和保护作用 ,作者利
用体外细胞培养和免疫组化的方法检测亚低温对星形胶质细

胞中 NT-3 受体 trkB 表达的影响 , 试图从生物化学的角度探讨
亚低温对神经系统保护作用的机制 ,为亚低温在临床的推广应
用提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　星形胶质细胞的培养
　　采用文献[ 1] 的混合神经胶质培养及分离方法。取新生
1 ～ 2 d的Wistar大鼠 4只 , 消毒后打开颅骨 ,仔细剔除包裹在皮

层外部的软脑膜和血管组织 , 剪碎并用 0.25%胰蛋白酶消化
5 ～ 10 min使皮层细胞充分分离后在含 10%FCS 的 DMEM-F12

(1∶1)混合培养基中制成 1×106 ml的细胞悬液 ,接种于预先涂
有多聚赖氨酸直径为 35 mm的培养皿中 ,或培养在洁净的盖玻

片上 , 2～ 3 d 换液一次 , 8 ～ 9 d 时少突胶质细胞和星形胶质细
胞分层生长 ,后者贴壁并相互融合成“网”或“毡” , 前者则附着

在“网”或“毡”的上面 ,用恒温震荡器在 37 ℃ 300 r min 震荡 15

～ 18 h后 , 去除上清 ,得到纯度>95%的星形胶质细胞。

1.2　星形胶质细胞的鉴定
　　采用SABC 免疫组化法(SABC 试剂盒购自博士德公司)。

常规固定 , 0.3%H2O2孵育 5 min 灭活内源性过氧化氢酶 , 山羊

血清孵育 30 min , 加 GFAP抗体(即用型 ,兔抗大鼠多克隆抗体 ,

Sigma分装)4 ℃冰箱过夜 ,生物素化碱性磷酸酶(SABC-AP)37℃
孵育30 min , BCIP NBT 显色。 出现紫兰色反应的为阳性结果。

SABC 试剂盒购自博士德公司。

1.3　TrkB的检测
　　培养并纯化的星形细胞置于 32 ℃孵育 1 h 后放回 37 ℃
5%CO2孵箱中孵育 12 h , 为低温处理组 ,用免疫组化法检测 trkB

的表达。未经低温处理的细胞为对照组。二抗选用链酶亲和

素-生物素-过氧化物酶复合物(SABC-POD), AEC 显色。出现鲜
红色反应的为阳性结果。并采用 TECBIAS-6830 图像分析 , 40×

10 倍镜下每 1张片随机观察 8 个视野 ,以积分光密度(IOD)平

均值表示处理组和对照组的相对强度。分析表明 , 亚低温处理
组平均 IOD值比对照组平均 IOD值显著升高(P <0.01)。

2　结果

2.1　星形胶质细胞培养
　　接种后 1 h ,皮层细胞开始贴壁 , 随后发生变形 , 由颗粒状
的圆形细胞变形为卵圆形及多角形 , 并于次口长出突起。星形

胶质细胞胞体较大 ,呈多形性 , 突起扁平而少 ,同胞体分界不明

显 ,生长至 7～ 9 d 时融合。融合后的星形胶质细胞其突起很难
分辨 , 相互融合联结形成毯状紧贴瓶壁;而少突胶质细胞和神

经元则生长在星形胶质细胞的表层 , 少突胶质细胞胞体较小 ,
突起多而细小;神经元胞体较大 , 分枝明显。经纯化传代后 , 星

形胶质细胞分裂生长速度比少突胶质细胞快 , 生长再次融合
后 ,仅有少量少突胶质细胞 , 见图 1。

2.2　星形胶质细胞鉴定
　　GFAP为星形胶质细胞的特异性标记蛋白 , 因GFAP仅位于

胞浆和细胞突起中 , 紧蓝色为阳性结果 , 显色后的星形胶质细
胞 ,胞浆和细胞突起均明显着色 , 而细胞核呈空泡状 ,见图2。

2.3　TrkB表达变化
　　亚低温处理组 TrkB 表达明显增强。 计算机图像分析显
示 ,亚低温处理 30 min以后 , 亚低温处理组平均 IOD值比对照

组平均 IOD值显著升高(P<0.01), 见图 3、4。

图 1　培养 7 d的星形胶质细胞　　(相差显微镜×400)

图 2　GFAP抗体标记的星形胶质细胞　　紫蓝色为阳性结果 ,胞浆内着色　(SABC×400)

图 3　亚低温处理组　(SABC×400)

图 4　对照组　(SABC×400)
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3　讨论

　　人类在漫长的进化过程中 , 从海洋走向陆地 , 从对海水温
度的适应转为对当前体温的依赖 , 实际上 , 外界生存条件的变
化塑造了生物的功能和形态。 亚低温作为一种特殊的刺激条
件 ,对多种形式的中枢神经系统损伤具有一定的保护作
用。[2 ～ 5]关于其作用机制 , 人们已从多方面进行探讨 , 目前较为
明确的机制包括以下几个方面:低温可以降低机体或细胞的代
谢率从而减少能量需求 , 可以减少兴奋性神经递质的释放 , 减
少离子的流动 , 减轻血管通透性的改变 , 抑制 NO合酶的活性 ,
减轻水肿并降低血脑屏障的破坏。还有人注意到亚低温可以
减少TBI 后急性期中性粒细胞的局部聚集和 IL-6 的释放 ,试图
从免疫学的角度对亚低温的保护作用作出评价[ 6] 。星形胶质
细胞对神经元的功能具有支持和保障作用 , 胶质细胞的存活对
中枢神经功能的维持具有重要意义。由于在神经细胞的生存
活动中 , 神经营养因子的重要作用是无庸置疑的 , 作者联想到
亚低温对神经细胞的保护作用可能与亚低温条件下神经营养

因子对神经细胞的作用发生变化有关。神经细胞表面神经营
养因子受体的上调可以放大神经营养因子对神经细胞的促存

活和生长的作用。本研究的结果初步证实了这一推论。
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60
Co γ射线全身照射后小鼠肠道内白色念珠菌定植的实验观察

Colonization of Candida albicans in intestine of mice after whole-body exposure to
60
Co

irradiation
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　　白念珠菌正常存在于人体表与腔道中 , 属于条件致病菌 ,

当正常菌群失调或抵抗力降低时则引起致病 ,而定植是感染的

第一步。本实验观察了预先口饲白色念珠菌的昆明种小鼠经
60Coγ射线不同剂量全身一次性照射后不同时点肠道白色念珠

菌定植情况 , 以期为60Coγ射线照射后引起内源性感染的防治

提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　动物来源与分组
　　健康昆明种小白鼠 120只(第三军医大学实验动物中心提

供),雄性 ,体重(20±5)g , 随机抽取 30 只作本实验动物肠道白色

念珠菌带菌情况调查 ,余 90只随机分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ三组 , 每组 30只。

1.2　白色念珠菌的来源与接种方法
　　白色念珠菌由西南医院皮肤科惠赠(保存菌种 1933 株),

首先转种于沙堡氏液 100 ml 中 , 振荡培养(37 ℃, 150 r min)
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24 h ,离心洗涤 3 次 , 配成 2×106 CFU ml的白色念珠菌菌悬液

(无菌蒸馏水配制),按每只小鼠 5 ml d ,连续喂养 3 d 后60Co 源

照射。

1.3　钴源
　　由第三军医大学预防医学系防原医学教研室提供。距离

150 cm ,剂量率为 64.29 rad min ,总剂量分别为 0 、4.5 及 6 Gy。

1.4　细菌标本的采集
　　各实验组分别于照射后第 1、3、5、7、9 天随机抽取 5 只动

物 , 75%酒精中浸泡 5 min后 , 行断颈处死 , 无菌操作下 ,取盲肠

内容物置于已称重的含还原剂的 1 ml稀释液中 ,称重备用。

1.5　细菌的培养
　　取上述盲肠内容物 10 倍称释 , 根据初步镜检计数选择适

当稀释度 ,各稀释度取 0.1 ml , 重复接种 3个含 2 , 3 , 5-氯化二苯

四氯唑(TTC)琼脂培养平板 ,用 L棒涂布均匀 , 37 ℃培养 48 h ,

观察白色念珠菌生长情况并计算菌落数。

1.6　白色念珠菌的鉴定
　　TTC 平板培养呈无色或淡红色 , 玉米培养查厚膜孢子 , 血

清培养 3 h行芽管试验 。并按下列公式进行定量计数;肠道内

容物含菌量(CFU g)=菌落数×10×相应稀释度。
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