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新生大鼠皮质 -基底节神经细胞的分散培养观察

Culture of neuronal cells from cortices and striata of newborn rats

郑　健
 
　董为伟

  
　　 (第三军医大学附属新桥医院神经内科 ) 重庆 , 400037

　　提　要　目的:建立一种简易且能满足神经细胞基本研究需要的原代分散培养方法。方法:取新生大鼠

(出生 24 h以内 )皮质和基底节 ,用胰肽酶消化和吸管吹打相结合的方法分离组织成细胞悬液 ,种植细胞于

含 10%小牛血清的 DMEM中进行培养 ,加入阿糖胞苷抑制胶质细胞增殖 ,免疫细胞化学法检测培养细胞神

经微丝蛋白 (神经元特异性标志物 )表达情况。结果:培养细胞呈分散状态生长 ,形态发育符合正常规律变化 ,

存活细胞 92%以上为神经细胞。结论:本方法适于细胞形态学观察和电生理学研究。

　　神经细胞原代培养是研究神经细胞形态和功能以

及神经系统疾病病理机理的重要方法之一。尽管已有

诸多关于神经细胞培养方法的报道 [ 1, 2] ,但并无一种方

法能满足各方面的研究需要。已报道的方法各有其优

缺点。本研究旨在探索建立一种简单易行且能满足神

经细胞基本研究需要的原代分散培养方法。

1　材料与方法

1. 1　实验动物
　　新生 Wistar大鼠 (出生 24 h以内 )。

1. 2　器皿处理
1. 2. 1　培养板　　 6孔培养板置 70%乙醇内消毒 2 h以上 ,超

净台内风干 ,孔内加入多聚赖氨酸 ( MW 144 000, 5 mg% ,

p H8. 4) ,置 CO2培养箱内 24 h,取出后吸尽孔内液体 ,以 PBS

( -)洗涤 2次 ,吸尽残液后加入完全培养基 ( DM EM ,含青霉素

100 u /ml、链霉素 100μg /ml和 10%小牛血清 , pH7. 1) ,置 CO2

培养箱内 ,于 24 h以内使用。

1. 2. 2　盖玻片　　浓盐酸内过夜 ,去离子水洗涤 3次。无水乙

醇内 3 h以上 ,去离子水洗涤 3次。烘干。180℃高热灭菌 2 h以

上。置培养板孔底。此后培养板处理同前述。培养的神经细胞将

用于染色观察时 ,种植于盖玻片上。

1. 3　细胞分离
　　以 70%乙醇浸泡消毒新生鼠 ( 3 min) ,断头取脑置于盛有

孵化液 (葡萄糖加入 Dulbecco′s PBS( -)液中 ,浓度 0. 35 g% )的

培养皿中。于冰盘上、体视显微镜下分离出皮质和基底节。轻切

成碎片。转移至离心管中。加入 10～ 15 ml胰蛋白酶液 ( 0. 25

g% )和 200μl DNase 1液 ( 0. 2 g% )。37℃消化 5～ 10 min。以吸

管吹打分散细胞。加入 200μl DNase 1液。1 000 r /min离心 5

min。去上清液。加入 15 ml含 20%小牛血清的培养基 ,吹打混

匀。离心后去上清液。加入完全培养基 15 ml,吹打混匀制成细

胞悬液。

1. 4　细胞培养
　　将制备的细胞悬液接种于培养板内 ,置 CO2培养箱内培养

( 5% CO2 , 37℃ ,饱和湿度 )。种植密度: 1× 105 /ml。种植次日更

换培养基。以后每 3天换培养基。种植后第 3、 5、 7日 ,加入阿糖胞

苷 (终浓度 30μmo l /L )抑制胶质细胞增殖。

1. 5　细胞生长的动态观察
　　种植后每日在倒置显微镜下观察活细胞生长情况 ,并计数

细胞。分别于种植后 1、 3、 5、 7、 9、 14、 21 d,取出生长有细胞的盖

玻片 ,行甲酚固紫 ( Cr esy l vio let , CV )和还原银染色 [3]观察。

1. 6　培养细胞的鉴定
　　分别于种植后 7 d和 14 d,取出生长有细胞的盖玻片 ,以抗

神经微丝蛋白 ( Neuro filament pro tein, N F)单克隆抗体行免疫

细胞化学染色 , 3-氨基-9-乙基咔唑显色 ,苏木素复染。

2　结果

2. 1　形态观察
　　在光镜下 ,对活细胞和 CV、还原银染的细胞进行观察。
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　　细胞分离后种植在培养板内。即刻观察 ,细胞呈单个分散

在培养板底 ,绝大部分细胞呈圆形或椭圆形 ,部分细胞胞体周

围有多数短突起 ,似毛刷样 ,高倍镜下偶可见生长锥 ( Gr ow th

cone) ,个别细胞有 2～ 3倍于胞体直径的突起。约 3 h后 ,细胞贴

壁 ,胞体周围逐渐有突起长出 ,早期突起的长度较为一致 ,生长

锥明显。至 24 h,轴突生长较快 ,长度超过树突数倍。至 3 d时 ,

由于树突的生长 ,长度增加 ,交织成网 ,区分轴突较困难 ;胞体

直径增大。至 7 d时 ,树突分枝 ,树突棘明显 ,树突增粗 ,轴树突

交织成网 ,胞体直径进一步增大。7 d以后 ,胞体形态变化不明

显 ,树突增粗 ,树突分枝增多 ,偶有细胞聚集成团。21 d以后 ,细

胞逐渐开始变性裂解。30 d以后大部分细胞死亡。

2. 2　培养细胞密度变化
　　对 2批培养细胞观察了生长密度变化。细胞种植后 ,随培养

时间延长 ,细胞密度下降。至第 7天 ,细胞密度仅为第 1天的 40%

左右。此后 ,有一相对稳定的时期 ,第 14天与第 7天相比 ,细胞密

度大致相同。此后 ,细胞密度又开始进一步下降。

2. 3　培养细胞的鉴定
　　取培养第 7天、第 14天的细胞 ,以抗 NF抗体作免疫细胞化

学染色 ,观察到培养细胞中 N F免疫阳性细胞比率分别为 92.

5%和 93. 8%。

3　讨论

　　我们建立了新生大鼠皮质 -基底节神经细胞原代

分散培养的方法。观察培养细胞发现 ,神经细胞生长及

形态发育符合正常规律变化
[4 ]
。培养细胞呈单个分散

状态 ,很少见到细胞聚集成团。种植后 7 d内 ,细胞数

目逐日减少。种植后 7～ 14 d,培养细胞处于稳定存活

期 ,细胞密度无明显变化 ,形态发育已成熟
[4 ]
。以抗 N F

抗体对培养第 7天和第 14天的细胞行免疫细胞化学染

色 ,结果表明存活细胞 92%以上为神经细胞。

　　采用本方法 ,鼠龄易掌握 ,程序较简单 ,存活细胞

中神经细胞比率大 ,培养细胞呈分散状态生长 ,适于细

胞形态学观察和电生理学研究。作各种处理因素的观

察时 ,宜选择培养 7～ 14 d期间的细胞。

　　关键词　新生鼠 ;皮质 ;基底节 ;神经细胞 ;原代培养

　　中图法分类号　 Q954. 6- 332
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吸入一氧化氮改善犬烟雾吸入性损伤的氧合功能
*

Improved oxygenation function of inhalation injury in dogs by inhaling

nitric oxide

齐顺贞** 　杨宗城　傅琼芳　何保斌　刘志远　黎　鳌　　 (第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 )重庆 , 400038

　　提　要　目的:评价吸入一氧化氮 ( NO)在犬烟雾吸入性损伤氧合功能改善的效果。方法: 烟雾吸入伤

后 , 17只犬随机分为 2组 ,对照组 ( n = 8)单纯吸氧 ( F IO2 , 0. 45) ,治疗组 ( n = 9)吸氧 ( F IO2 , 0. 45)+ 0. 0045%

( 45× 10- 6 ) NO ,连续监测 12 h血气及动脉血乳酸变化。数据行多个样本均数间方差分析。结果: 吸入 NO治

疗组 PaO2、动静脉氧含量差 ( Ca-vO2 )、 50% SaO2时血氧分压 ( P50O2 )和呼吸指数 ( RCI)均有不同程度升高 ( P

< 0. 05～ 0. 01) ,而肺泡动脉氧梯度 ( AaDO2 )和动脉血乳酸则明显下降 ( P < 0. 05～ 0. 01)。结论:吸入 NO能

明显改善吸入性损伤氧合功能 ,有可能成为吸入性损伤和其它急性肺损伤治疗新的有效方法。

　* 　全军“九五”攻关项目

** 　齐顺贞 ,男 , 41岁 ,副主任医师 ,现在白求恩国际和平医院烧伤整形科　石家庄 , 050082
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