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星形胶质细胞对损伤反应的体外实验研究

黄其林1 ,蔡文琴2 ,张可成1　　(第三军医大学:1附属新桥医院神经外科 , 重庆 400037;2基础医学部组织学与胚胎学教研室 , 重
庆 400038)

　　提　要:目的　研究体外星形胶质细胞(Ast)反应性胶质化的发生、发展过程与规律。方法　体外分离培养Ast , 利用划伤的方法,

建立 Ast对损伤反应的实验模型 ,通过形态学观察 、RT-PCR、免疫细胞化学 、原位杂交及图像分析等方法 ,研究体外Ast对损伤的反应及

规律。结果　损伤体外培养的 Ast后 , 观察到反应性胶质化的典型特征 ,表现为 Ast胞体肥大 、突起增粗 、延长, GFAP免疫细胞化学染

色增强;原位杂交 、RT-PCR分析表明 , GFAP mRNA表达显著增高。上述变化在伤后 1 d即可见到 , 5～ 7 d 达到高峰。结论 　体外分离
培养的 Ast对损伤表现出活跃的反应, 呈现出典型的反应性胶质化特征, 其发生 、发展过程与规律类似于在体情况下的Ast反应。
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Experimental study of astrocyte reaction to injury in vitro
HUANG Qi-lin , CAI Wen-qing , ZHANG Ke-cheng(Department of Neurosurgery , Xinqiao Hospital , ThirdMi li tary Medical Universi ty , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To study the occurence , development and regulation of reactive gliosis with astrocyte(Ast)in vitro.Methods　Ast was

isolated and cultured in vitro and its model of reactive gliosis was established by scratching the cultured astrocytes.The reactivity and rules of Ast to

injury was studied by morphological changes , RT-PCR, immunocytochemistry , in situ hybridization and imaging analysis.Results　After scratch-

ing , the astrocytes showed typical features of reactive gliosis , with the hypertrophic cell body , thickened and lengtheded processes , and enhanced
glial fibrillary acidic protein(GFAP)staining.In situ hybridization and RT-PCR analysis confirmed that the expression of GFAP mRNA was marked-

ly increased.These changes occurred 1 d after scratching and reached the peak 5 to 7 d after injuring.Conclusion　A model of reactive astrogliosis

was successfully established in vitro which showed an active reaction to injury.The characteristics of reactive gliosis parallel that seen in vivo.
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　　星形胶质细胞(Astrocyte , Ast)对中枢神经系统
(CNS)损害表现出迅速而活跃的反应 ,其特征为反应
性胶质化。研究发现 ,在脑损伤后 1 h ,损伤局部即可
见到Ast反应 ,1 ～ 2周后 Ast反应达到高峰 ,并持续一
段相当长的时间[ 1] 。Ast 反应不仅影响着损伤局部神
经元的代谢与功能活动 ,而且对神经元的存活与再生
也造成影响[ 2] ,是近年来倍受关注的问题 。反应性胶
质化是一个十分复杂的病理生理过程 ,许多因素均可

影响其Ast反应的发生与发展
[ 3]
,使得在体情况下评

价和分析反应性胶质化比较困难。本研究利用体外分
离培养的 Ast ,通过点搓损伤的方法 ,建立 Ast反应性

胶质化模型 ,以研究培养 Ast对损伤反应的发生 、发展
规律及其特点 ,为深入研究 Ast反应性胶质化机制等

创造条件 。

1　材料与方法

1.1　Ast的分离培养
　　新生当天Wistar 大鼠 , 70%酒精浸泡消毒后 , 断头 , 取皮层
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组织 , 入冰预冷的 D-Hanks 液中 , 洗净血迹 , 去脑膜后 , 入含

10%胎牛血清的 DMEM 中 , 剪碎组织 , 转移至 10 ml离心管中 ,

反复吹打 , 制成细胞悬液 , 用 200 目金属滤网过滤 , 收集滤液 ,

转入70 ml培养瓶中 , 37 ℃, 5%CO2孵箱培养 24 h , 细胞贴壁后

换液。继续培养 ,待细胞生长至约 80%融合后 , 0.25%胰酶消

化细胞 ,传代 , 重复传代 3～ 4次 , 得到纯化的 Ast。

1.2　培养 Ast反应性胶质化模型的建立
　　将Ast消化后接种在 24 孔板中 ,每孔中均放有经多聚赖氨

酸处理的盖玻片 , Ast生长在盖玻片上 , 达 80%～ 90%融合后 ,

用无菌血管钳夹持自制消毒橡皮头 ,在盖玻片上不同部位轻轻

点搓3～ 4 次 ,造成 Ast损伤。用 D-Hanks 液清洗培养物 , 以去除

损伤细胞碎片 ,补加新鲜培养基继续培养 , 倒置相差显微镜下

观察Ast的生长情况及其对损伤的反应。

1.3　RT-PCR分析划伤Ast GFAP mRNA的表达

　　分别于划伤后 1、3 、5、7 d取培养 Ast进行 RT-PCR分析 , 每

组5 孔细胞。采用宝灵曼公司的总 RNA提取纯化试剂盒 , 按说

明书介绍方法提取细胞总 RNA。紫外分光光度计测定 RNA 含

量 ,分装后-70 ℃保存备用。采用 Promega公司M-MLV 逆转录

试剂盒 ,按说明书介绍方法将细胞总 RNA中的mRNA 逆转录成

cDNA。20 μl反应体系中含 7μl(1 μg)变性的 RNA 模板 , 4 μl 5

×buffer(250 mmol/L Tris.HCl , pH 8.3 , 375 mmol/L KCl , 15

mmol/ L MgCl2), 2μl 0.1 mol/LDTT , 4 种 dNTPs 各60μmol/L , M-

MLV逆转录酶 200 U , RNasin 1 U , olig dT引物 10 pmol/L , 混匀

后 , 42 ℃温育 1 h。
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　　取适量产物进行 PCR反应。设计合成引物两对 , GFAP 引

物上游序列为 5' -CTGAATTCTGCTGGCTTCAAGG-3' , 下游序列

5'-CTAAGCT TGCTCTGCGTTGCGG-3' , 扩增片 断长 624 bp。

β-actin 引物上游序列为 5' -GCGGGAAATCGTGCTGACATT-3' , 下

游序列为 5' -GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG-3' , 扩增片断长

314 bp。扩增条件:94 ℃, 4 min , 接 94 ℃, 30 s , 60 ℃, 1 min ,

72 ℃, 1 min , 循环 30 次后 ,接 72 ℃后延伸 7 min。 PCR产物用

1.8%琼脂糖凝胶电泳检测 , 长波紫外灯下观测并照相 , 以 β-

actin 作为内对照 , 紫外分光光度计分析目的基因的表达。

1.4　免疫细胞化学染色
　　分别于划伤后 1、3 、5、7 d取培养 Ast , 采用 S-P法进行免疫

细胞化学染色。步骤为:取出培养在盖玻片上的 Ast , 连同盖玻

片一起入 70%酒精+10%冰醋酸室温固定 30 min , 0.01 mol/ L

PBS漂洗 5 min×3 次。滴加 0.3%Triton-100 , 室温 20 min;0.01

mol/ L PBS 漂洗 5 min×3 次后 , 加抗 GFAP单抗(重庆医科大学

产品)(1∶100), 37 ℃孵育 1 h 后转 4 ℃过夜;0.01 mol/L PBS 漂

洗 3次后 , 加二抗(1∶100), 37 ℃孵育 1 h , 0.01 mol/ L PBS漂洗 3

次 ,加 S-P 复合物(S-P试剂盒为中山公司产品), 37 ℃孵育 1 h ,

0.01 mol/ L PBS漂洗后 , DAP 显色。 常规脱水 , 透明 , DPX 封

片 ,镜检。

1.5　原位杂交分析
　　划伤后 1、3、5、7 d 取培养Ast进行原位杂交分析。采用 Dig

标记试剂盒(宝灵曼公司产品)标记 GFAP cRNA探针。取出细

胞后用 0.1 mol/ L PBS漂洗 5 min , 2次。 4%多聚甲醛室温固定

10 min , 0.1 mol/ L PBS 漂洗 5 min×2次 , 0.3% Triton-100 , 室温

30 min , 0.1 mol/ L PBS漂洗 , 5 min×2 次 ,将含有 0.5μg/ ml探针

浓度的杂交液滴入用 DEPC 水处理过的血凝板凹槽中 , 将盖玻

片反扣浸泡在杂交液中 , 入 42 ℃水浴中杂交 20 h , 依次滴加 4

×SSC 漂洗 15 min , 2×SSC 漂洗 10 min×2 次 , 1×SSC 漂洗 10

min×2次 , 0.5×SSC 漂洗 10 min×2 次;将含有抗地高辛抗体的

稀释液(1∶1 000)加在血凝板凹槽中 , 将盖玻片反扣在液体中 ,

37 ℃孵育1 h , 4 ℃过夜。依次用0.1 mol/ L PBS漂洗 10 min×2

次 , 0.5 mol/ L PBS漂洗10 min , TSM1 漂洗 10 min×2 次 , TSM2 漂

洗10 min×2 次 , NBT/ BICP显色系统显色 ,常规脱水 ,透明 , DPX

封片 ,镜检。

1.6　图像分析
　　采用重庆大学设计生产的 Tiger 图像分析系统进行图像分

析 ,操作方法与步骤按说明书进行。分析项目包括平均细胞面

积(μm2)、单个细胞的平均突起数量与长度(μm)。

1.7　统计学处理
　　采用计算机统计程序对实验数据作 t检验。

2　结果

2.1　Ast的纯化培养
　　接种于培养基中的细胞 , 24 h 后 , 存活细胞即贴壁生长 , 5

～ 7 d后分层铺满瓶底。上层为多突或圆形 、纺锤形 、或“蜘蛛

样”细胞 , 下层为扁平 、多角细胞 , 胞体较肥大。胰酶消化传 3 ～

4 代后 , 形成大致均一的单层扁平 、多角形细胞 ,并具有短而粗

大的突起 , GFAP 免疫细胞化学染色阳性。如此传代培养的

Ast ,其纯度高达 95%以上 ,见图 1。

2.2　RT-PCR
　　为了分析划伤Ast GFAP mRNA的表达水平与规律 , 提取正

常与划伤Ast的总 RNA , 反转录成 cDNA后 , PCR扩增 , 紫外分

光光度计分析。结果表明 , Ast划伤 1 d 后 , GFAP mRNA 表达水

平即明显升高 , 5 ～ 7 d 后升高最明显 , 而正常 Ast GFAP mRNA

表达无显著变化 ,见图 2。

图 1　培养正常 Ast 的 GFAP免疫细胞化学染色　(S-P×400)

Fig 1　ICC stain of GFAP cultured normal astrocyte　(S-P×400)

图 2　RT-PCR检测损伤 Ast GFAP基因表达

Fig 2　Expression gene GFAP of tested by PT-PCR after scraping Ast

a:Normal control;b:1 day;c:3 days;d:5 days;e:7 days;

f:Ф174/Hae marker

2.3　划伤 Ast的原位杂交

　　原位杂交结果显示 , Ast划伤 1 d 后 , GFAP mRNA的表达即

明显增高 ,阳性物质主要分布在胞浆内 , 3～ 5 d后 , GFAP mRNA

的表达进一步增高 , 阳性物质不仅在胞浆内可见 , 在细胞突起

中也可见到明显的杂交阳性物质。

2.4　免疫细胞化学染色及图像分析
　　Ast 划伤 24 h 后 , 可见细胞体积增大 , 突起伸长 、粗大 ,

GFAP免疫细胞化学染色增强 , 3 ～ 5 d 后细胞突起彼此交织 , 形

成网状聚集 , GFAP免疫细胞化学染色明显增强 , 见图 3。图像

分析结果表明 , GFAP阳性细胞表面积 、平均突起长度与数量与

培养正常的Ast比差异显著 , 见表 1。

图 3　损伤 3 d Ast的 GFAP免疫细胞化学染色　(S-P×100)

Fig 3　ICC stain of GFAP 3 days after scraping astrocyte　(S-P×100)
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表 1　划伤 Ast细胞形态变化的图像分析结果( x±s)

Tab 1　The image analysis results of cell morphological changes of scratched Ast( x±s)

Normal Ast Scratched Ast
t/d

ACS(μm2) ANP ALP(μm) ACS(μm2) ANP ALP(μm)

1 27.4±2.1 4.3±2.1 15.1±3.2 31.2±1.6＊ 5.2±1.4 17.8±2.8
3 26.8±1.9 4.5±1.4 18.6±3.1 32.3±2.1＊ 6.1±1.8＊ 25.6±2.5＊

5 27.3±1.7 4.1±1.2 16.2±2.2 32.2±2.1＊ 6.0±1.5＊ 26.8±2.3＊

7 27.8±2.2 4.8±1.4 18.6±2.7 32.8±3.2＊ 6.6±2.1＊ 27.4±2.5＊

ACS:Average cell area;ANP:Average number of processe;ALP:Average length of processe;＊:P<0.05 vs normal Ast

3　讨论

　　反应性胶质化是 Ast对 CNS多种损伤反应所表现

出来的一种特征性变化。Ast介导的病理生理反应大

多是在反应性胶质化的基础上发生 、发展 。尽管激活
Ast反应的确切机制尚不清楚 ,但大量的资料表明 ,损

伤 、炎症 、变性坏死的组织碎片 ,多种细胞因子 、缺血 、
缺氧等因素均可诱导 Ast反应 ,说明Ast反应是一个十

分复杂的病理生理过程
[ 4]
。然而 ,在在体情况下这些

因素中没有哪一种是容易控制的 ,使得分析和评价 Ast

对损伤的反应及其机制比较困难。如何解决这一难题
对于研究反应性胶质化的机制 ,阐明反应性胶质化的
发生 、发展规律与特点十分重要。本研究利用体外分

离培养 Ast ,通过对培养 Ast划伤的办法 ,在盖玻片上
多点损伤Ast ,成功地制作了体外 Ast反应性胶质化模

型。损伤Ast表现出典型的反应性胶质化特征 ,即划
伤Ast胞体肥大 、突起增粗 、延长 ,RT-PCR、原位杂交及

免疫细胞化学染色等均证实GFAP 的表达上调 ,说明
Ast在体外培养的环境中同样具有与在体条件下对损

伤反应的敏感性 。
　　有关培养 Ast 反应性胶质化的研究 , Yu 等[ 5] 在

1993年作了类似的报道。该研究利用橡皮头擦划培
养Ast的方法制作出具有反应性胶质化特征的体外培

养模型 ,称之为“培养碟的划伤模型”(Scratch disc mod-
el)。该方法造成伤道边缘Ast的严重损伤和伤道中心

部位Ast的完全脱落 ,在继续培养中 ,Ast的反应比较

迟缓 ,往往需要 2 ～ 3 d方可观察到Ast的反应性改变 ,
而且在一张盖片上至多能划 2 ～ 3道 ,损伤的范围和程

度均较大 ,给观察带来困难。本实验对此进行了改良 ,
采用点搓致伤法 ,即用橡皮头在盖玻片上多点擦伤 ,每

一点擦伤的范围较小 ,既造成了 Ast的损伤 ,又不至于
使Ast从盖玻片上完全脱掉 ,损伤程度比较适中 ,Ast

对损伤的反应比较敏感 ,在伤后 1 d 即可看到 Ast反

应 ,效果比较满意。

　　从本实验的结果来看 ,Ast对损伤的反应在伤后
1 d即可见到 ,3 ～ 5 d 已十分明显 ,较之在体 Ast反应

性胶质化的高峰时间 1 ～ 2周明显提前。造成 Ast反

应提前的主要原因尚不清楚 ,作者认为可能与 Ast受

物理损伤的程度有关 。此外 ,是否与损伤 Ast释放的

细胞因子对其作用更直接 、快速 ,而不需要象在体情况

下通过血液循环或脑脊液循环起作用有关? 或者 ,是
否与 Ast之间细胞突起的直接接触 ,信号分子的传递

更加迅速 、快捷 、有效也有一定关系 ?确切机制尚待深
入研究。

　　利用体外分离培养Ast作为研究 Ast的各种生理 、
病理反应具有许多优点 。首先 , Ast纯化培养比较容

易 ,可以形成能传代的二倍体细胞系;其次 ,Ast在培
养基中生长比较稳定 ,不容易发生自发转化 ,保持了在
体情况下的生理功能和对外界因素刺激的良好反应

性;而且纯化培养的 Ast ,既无神经元存在 ,又消除了
在体情况下各种因素对Ast的影响 ,Ast对损伤的反应

基本反映了其自身的性质和机能状况 ,对 Ast施加的

各种干扰因素也比较容易控制[ 6] 。因此 ,利用体外分

离培养的 Ast 作为研究反应性胶质化的模型 ,对于分
析影响反应性胶质化的相关因素 、阐明反应性胶质化

的机制 ,及其发生 、发展规律与特点等 ,不失为一种良
好的实验模型。
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