
2.2　正交试验的方差分析
　　将各因素的各水平对溶出度用 SPLM软件进行处理表明:

相同分子量的 PEG 构成的不同比例的固体分散物比较 ,

PEG4000的比例 1∶3与 1∶6 , 1∶9 差异非常显著(P <0.01), 而

1∶9与 1∶6差异无显著意义(P >0.5);PEG6000 的比例 1∶3 与

1∶6 , 1∶9有非常显著性差异(P <0.01), 1∶6 与 1∶9 差异亦有非

常显著意义(P <0.01);PEG10000 的比例 1∶3 与 1∶6、1∶9差异

非常有显著意义(P <0.01), 1∶6与 1∶9 差异有非常显著意义

(P <0.01)。不同分子量的 PEG 构成的相同比例的固体分散

物比较 ,比例为 1∶3 的 PEG4000 与 PEG6000、PEG10000 差异有非

常显著意义(P <0.01), 而 PEG6000 与 PEG10000 差异无显著

意义(P >0.05);比例 1∶6 与 1∶9 的 PEG4000 与 PEG6000、

PEG10000三者之间差异有非常显著意义(P <0.01)。

3　讨论

　　实验结果表明 ,TNZ 固体分散物的溶出度不是随

着PEG分子量增加而增加;而主要与所成溶液粘度密
切相关 ,溶出度随 TNZ 与 PEG 组成的比例不同而不

同 ,且溶出度随载体用量增加而增加。这与载体的用

量及由此所致药物所处的状态不同有直接关系 ,药物

与载体形成固体分散物后 ,药物以较均匀的细微晶体
形式分散在载体中 ,而且由于载体的亲水性 ,当该分散

物与水接触时 ,载体便溶解 ,药物以细微晶体状态分散
于水中 ,加快药物溶出。

　　载体 PEG 不干扰主药的测定 ,本操作简便 ,结果
准确 ,故可确定为TNZ 的含量测定方法。
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培养大鼠下丘脑神经元生长规律及免疫细胞化学研究

Immunocytochemical study on neurons in cultures of rat hypothalamus

张云东 ,朱佩芳 ,王正国 ,周继红 ,许民辉 ,邹咏文 ,黄显凯 ,粟永萍　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第四
研究室 、脑外科 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　探讨体外培养胎鼠下丘脑 CRH 神经元的形态 、生长变化规律及 CRH 的表达变化。方法　取 17 d 胎鼠下丘脑

分散培养下丘脑神经元 ,镜下连续观察神经元胞体直径 、突起长度 、数目等变化规律 , 应用免疫组织化学染色方法观察 CRH 神经元

的生长变化规律。结果　培养下丘脑 CRH 神经元 3～ 6 d 生长速度最快;7 ～ 10 d神经元细胞数量 、胞体直径 、突起长度和 CRH 染色

强度均达高峰;12 d 以后部分神经元出现退形性改变。结论　培养下丘脑 CRH 神经元7 ～ 10 d 迅速生长趋于成熟 ,是神经元机能测

试的最佳时期。

　　在生理或应激条件下 ,下丘脑分泌的促肾上腺皮
质激素释放激素(CRH)在调节机体内分泌 、生理机能 、
神经化学和行为反应中起着关键的作用。CRH 广泛

分布于中枢神经系统 ,但在急性应激反应过程中 ,CRH
却主要表达于下丘脑室旁核和视上核。已报道培养的
胎鼠下丘脑可表达 CRH ,但有关下丘脑 CRH神经元体

外培养及其生长变化的定量研究不多。本研究应用免
疫细胞化学技术和图象分析 ,观察胎鼠下丘脑分散培

养中的 CRH 神经元的形态特点和生长规律 ,为进一步
深入研究奠定基础。

　　基金项目:国家重点基础研究发展规划资助项目(“973”项目)(G1999054201)
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1　材料和方法

1.1　胎鼠下丘脑神经元的分散培养
　　实验参照Wilkinson等[ 1]的方法。选孕 17 d Wistar 胎鼠(第

三军医大学大坪医院野战外科研究所动物室提供), 在解剖显
微镜下除去脑膜及血凝块 ,分离下丘脑(视交叉-乳头体为前后

界 ,左右下丘脑沟为侧界 , 深约 1.5 mm), 经 D-Hanks 液冲洗后

仔细剪碎脑组织成约1 mm×1 mm×1 mm 的小块。组织块中加

入0.125%胰蛋白酶(Sigma)溶液(D-Hanks 液配制 , pH 7.4), 37
℃下消化 30 min , 再以吸管吹打直至分散为单细胞悬液。每一

下丘脑可约分离出 1.2×106 个细胞 , 加入 DMEM/ Ham' s F12

(Sigma)培养液(含 10 %的胎牛血清), 最终制成密度为 5×105

的细胞悬液 ,接种于生长面上有多聚赖氨酸的盖玻片上 , 置于
30 mm 培养板中 ,培养板置 37 ℃、5% CO2 培养箱孵育 , 每 3 d

更换 1次培养液。
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1.2　培养下丘脑神经元免疫细胞化学染色
　　分别于培养 5、7 、10、12 d , 将表面长有细胞的盖玻片从培养

板中取出 ,以纯丙酮固定 20 min。采用 ABC 法 , 封闭后 ,应用神
经丝蛋白-200单克隆抗体(NF-200)及CRH 抗体 , 2 h(37 ℃), 再

4 ℃过夜 ,加生物素化 IgG , 1 h(37 ℃), 加辣根过氧化无酶标记
的链酶卵白素 , 30 min(37 ℃),以上各步完成后均经 0.1 mol·

L-1 , PBS 冲洗 , 3×10 min。 DAB显色 5 ～ 10 min , 梯度酒精脱水 ,
二甲苯透明 , DPX封片。阴性对照组以抗体稀释液或正常兔血

清代替NF-200抗体及CRH 抗体进行免疫组化反应。 选经 NF-
200 抗体染色的盖玻片 , 每天 4 张 , 每张随机记数 10 个 10×10

倍视野内的 NF-200 阳性神经元的个数 , 另外在每张盖玻片上
随机选取 50个 NF-200 阳性神经元 , 应用 Quantimet-a图象分析

系统测定其胞体截面积和神经元突起长度。

1.3　统计学分析
　　数值分别用 x±s表示 , 均数间比较用 t检验。

2　结果

　　分散培养后的下丘脑神经细胞 3 h 贴壁 ,呈圆形或卵圆形 ,
折光性较强;12 h 后细胞聚集成簇 , 仍有细胞分散生长;24 h 后

细胞变形为三角或多角形 , 个别细胞有突起生长;36 h 细胞变

大 ,轮廓清楚 , 有突起生长;48 h 胞体发出 1-数支细小的突起;3

d 细胞的突起生长速度与日俱增;6 d细胞簇之间有较粗的突轴

连接神经元轮廓清晰 , 胞体丰满呈圆形或梭形 , 有较强的折光

性 ,在胞体周围有明亮的光晕。 7 d 时 , 神经元的胞体和突起长

度均达高峰 , 10 d 后 , 胞内开始出现空泡 , 细胞周的光晕消失 ,
突起逐渐萎缩。

　　培养 2～ 14 d的下丘脑神经元 , NF-200和 CRH 免疫染色均

为阳性 ,而以抗体稀释液或正常兔血清代替抗血清 ,结果为阴

性。经免疫细胞化学染色后 ,具神经丝蛋白-200(NF-200)阳性反
应的神经元与背景间质细胞形态明显不同 ,背景细胞胞体平贴

于培养面而向外铺开生长 ,可见神经胶质细胞 ,有较大的梭形胞
体, 扁平, 细胞间隙不清楚, 甚至融合 , 常有较大的深染核。NF-

200免疫反应阳性神经元个体较小 ,边界清楚 ,阳性反应颗粒主
要分布在胞浆及较粗大的突起中。NF-200阳性细胞生长于背景

细胞毯上 ,有些NF-200 阳性细胞叠印在背景细胞核上。NF-200、
CRH 免疫反应阳性神经元多为双极神经元 、单极神经元 , 偶见多

极神经元。免疫反应产物分布于神经元胞体和突起。
　　结果显示 ,生长 7 ～ 10 d的神经元最为丰满 , 光镜下确认的

神经元与免疫组化染色 后的观察结果一致。

表 1　培养不同天数 CRH神经元的比较(n=5, x±s)

3 d 7 d 10 d 12 d

胞体面积(μm2) 144.76±21.19 223.50±19.72＊ 226.92±25.99＊ 207.62±27.69＊

突起长度(μm) 95.98±21.04 168.46±18.61＊ 175.24±22.17＊ 155.52±30.90＊

＊:P<0.01与 3 d相比

3　讨论

　　CRH 是一种含 41个氨基酸的肽 ,与机体的内分
泌 、代谢 、心血管功能 、神经化学和行为反应密切相
关[ 2] 。虽然 CRH 广泛表达于中枢神经系统(CNS),但
在急性应激反应早期 ,仅在下丘脑表现CRH转录活性

增加 ,而主要高表达于下丘脑室旁核[ 3] ,其纤维投射到
下丘脑基底面 、正中隆起 、脑干 、脊髓和神经垂体等[ 4] 。
本实验发现 ,在下丘脑神经元培养早期 ,神经元之间尚
未建立相互联系时即有神经元表达 CRH ,这表明在神
经元生长期间 ,在 CRH 作为神经递质之前 ,它可能还
起神经调节物的作用。在 CRH 神经元中还常共存有

其它神经肽 ,如脑啡肽 、缩胆囊肽 、神经降压肽 、血管升
压素 、血管紧张素 II 等 ,在不同的 CRH 神经元细胞中

所共存的神经肽不同 ,而且机体在不同状态下CRH神

经元表达的神经肽也不同[ 5] ,说明 CRH 神经元在不同

的条件下可合成和释放不同的神经肽进入垂体门静脉

从而调节不同的生理机能[ 6] 。CRH 神经元除对一般

应激有很强的反应外 ,在免疫应答中也起重要作用 。
　　本研究提示:培养的 CRH神经元的形态与在体时

的基本一致 ,但大多数为双极神经元 ,这可能与培养液
中缺乏靶细胞有关 。据报道 ,培养的中脑多巴胺神经
元当有纹状体靶细胞存在时 ,神经元突起多而短 ,当无
靶细胞时 ,突起少而长[ 7] 。此外观察到 ,CRH 神经元

之间及 CRH 神经元与胶质细胞之间有细胞间接触 ,以
及在 CRH神经元细胞团之间有较粗大的突起联系 ,说
明CRH 神经元之间可形成神经网络 ,调节自身的或其
它神经元的功能 。
　　CRH神经元在体外培养 2 ～ 6 d 生长速度最快;7
～ 10 d神经元胞体直径 、突起长度 、染色强度(CRH 含

量)和数目均达高峰;12 d以后部分 CRH 神经元出现

退形性改变 ,胞体缩小 、胞体周围的光晕逐渐消失 、神
经元数目减少 、染色减弱。结果提示 ,CRH 神经元在

体外培养的 7 ～ 10 d生长迅速并趋于成熟 ,是神经元
形态及功能测试的最佳时期。
　　关键词:下丘脑 CRH 神经元;免疫细胞化学
　　中图法分类号:R741.02　　　文献标识码:B
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