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　　提　要　目的: 研究创伤性损伤后大脑皮层细胞 N ADPH-d组化反应变化情况 ,探讨继发性脑损伤的某

些机制。方法: 用机械划痕法创伤性损伤混合培养 10 d的大鼠大脑皮层神经细胞 ,采用 N ADPH-d组化染色

和 N SE免疫组化染色法观察神经元和胶质细胞中的一氧化氮 ( NO )产生情况。结果:正常培养皮层神经元中

有少量 N ADPH-d阳性反应神经元 ,创伤性损伤后阳性反应神经元数量增加 ;胶质细胞中有 NADPH-d阳性

反应 ,在创伤性损伤混合培养皮层神经元创道周围 , NADPH-d阳性反应明显强于其它部位。结论: 创伤可致

神经元和胶质细胞过量产生和释放 NO并在继发性脑损伤中可能具有重要意义。
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　　近年来一氧化氮 ( NO)在血管、免疫及神经系统中

的广泛作用已引起人们普遍关注。生理条件下 , NO作

为新型递质与神经发育、学习记忆等许多功能有关 ,但

外源性 N O及内源性 N O过量产生或释放时具有神经

毒性 ,并参与继发性脑损伤的病理过程。本研究利用体
外混合培养神经元损伤模型 ,初步探讨了创伤性损伤

后皮层细胞还原型辅酶-Ⅱ脱氢酶 ( N ADPH-d)组织化

学反应变化情况和 NO在继发性脑损伤中的作用。

1　材料与方法

1. 1　大鼠大脑皮层神经元混合培养及机械性损伤方法
　　神经元混合培养按照 Banker[1]建立的方法 ,并根据本室经

验进行改良。简介如下: 无菌分离 15～ 18 d SD胎鼠大脑皮层 ,

在解剖显微镜下仔细去除脑膜及血管组织。用 0. 15%胰蛋白酶

消化 ( 37℃、 15 min) ,然后制备成 5× 104 ml的细胞悬液 ,接种于

直径 35 mm玻璃培养皿中涂有多聚赖氨酸的盖玻片上。培养液
为含有 15%小牛血清的 DM EM (美国 GIBCO公司 )。置于

37℃、 5% CO2培养箱中培养 ,隔日换液 ,培养 10～ 12 d待细胞成

熟后进行实验。

　　混合培养皮层神经元创伤性损伤根据文献 [ 2]方法进行并

稍加改良。用无菌的 4
1
2
注射针头的针尖 ,机械划破培养 12 d细

胞全层 ,在 20 mm× 20 mm玻片上纵横平行施行 8条机械损伤

径路 ,用 DM EM洗涤 4遍 ,加原培养基继续培养 ,分别于 2、 4、 6

h后用 4℃、 4%多聚甲醛固定。对照组未施行损伤 ,仅用 DM EM

冲洗。

1. 2　 N ADPH-d组织化学染色

　　培养有细胞的盖玻片用 PBS洗涤后 ,加 NADPH-d反应

液 , 37℃反应 1～ 2 h, NADPH-d阳性细胞胞浆呈深蓝色。

N ADPH-d反应液成分如下:

　　 0. 05 mol /L T ris-HCL缓冲液 ( p H= 8. 0)　　 100 ml

　　 B-N ADPH( SIGM A美国 )　　　　　　 100 mg

　　 Nit roblue Tetr azo lium( SIGM A美国 )　 25 mg

　　 T riton X-100　　　　　　　　　　　 50μl

1. 3　N SE免疫组化染色标记非 N ADPH-d阳性神经元
　　经 N ADPH-d反应后的细胞 ,用 PBS洗涤后 ,用 2%正常兔

血清封闭非特异性抗原 ,然后加兔抗 N SE抗体 ( 1: 2000 SINO-

AM ERICA BIOC HEM ISTRY CO) , 4℃过夜 ,用 SP法进行免

疫组化反应 ( S P Kit购自北京中山生物技术公司 )。用 AEC法

呈色 ( AEC Kit购自华美公司 ) ,非 N ADPH-d神经元的胞体和

突起被染成红色。

2　结果

　　正常未受损伤的培养皮层神经元中存在少量 N ADPH-d

阳性反应神经元 ,主要为胞体较大、突起较长的多极神经元 ,见

图 1。每个玻片随机记数 5个视野的神经元 , N ADPH-d阳性神经

元平均占神经元总数的 2%左右。

图 1　在培养皮层神经元中少数胞体较大的
神经元有 NADPH-d阳性反应

N ADPH-d组化染色 , NSE抗体 AEC法呈色　 (× 100)

Fig 1　 A few NADPH-d neurons with larger cell body in the

cultured cortical were NADPH-d-positive neurons

N ADPH-d histochemical stain, NSE-AEC stain

me thods　 (× 100)
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　　创伤后培养皮层神经元 N ADPH-d阳性反应细胞数量增

加 ,有些双极神经元也呈 N ADPH-d阳性反应 ,见图 2。阳性神

经元达总数的 10% ～ 15% ,在各时程上未见明显差异。在胶质

细胞中有 NADPH-d阳性反应 ,见图 3。在创伤性损伤培养皮层

神经元创道周围 ,神经元和胶质细胞 NADPH-d阳性反应明显

强于其他部位 ,阳性细胞数量多 ,染色较深 ,见图 4。

图 2　创伤性损伤后 NADPH-d阳性反应神经元数量增多

N ADPH-d组化染色 , NSE抗体 AEC法呈色　 (× 200)

Fig 2　NADPH-d posit ive neurons incresed after traumatic injury

NADPH-d histochemical stain, N SE-AEC stain methods　 (× 200)

图 3　胶质细胞中有 NADPH-d阳性反应

N ADPH-d组化染色 , NSE抗体 AEC法呈色　 (× 200)

Fig 3　 NADPH-d positive react ion in glial cells

N ADPH-d histo chemica l stain , NSE-AEC stain methods　 (× 200)

图 4　创道边缘 NADPH-d阳性反应强于其它部位

N ADPH-d组化染色 , NSE抗体 AEC法呈色　 (× 200)

Fig 4　 NADPH-d positive reaction surrounded the traumatic tracts is stronger than else area

NADPH-d histochemical stain, N SE-AEC stain methods　 (× 200)

3　讨论

　　 NO由 L-精氨酸和 O2经一氧化氮合酶 ( NOS)催

化合成 , NOS分为原生型 ( cNO S)和诱导型 ( iNO S) ,

原生型活性依赖 Ca
2+

/CaM ,作用迅速而短暂 ,诱导型

活性不依赖 Ca
2+ ,作用缓慢而持久。由于生物组织内

的 NO是不稳定的 ,不易对其接定位 ,因此对 NO在脑

组织内的定位研究主要是对其合酶的定位而实现的。

NO S的免疫组化和原位杂交发现 , N ADPH-d阳性神

经元与 NOS神经元分布一致 , N ADPH-d染色已作为

NO S神经元的组化标志
[ 3]。

　　在本研究中 ,我们仅初步研究了培养大鼠皮层神

经元及创伤性损伤后 N ADPH-d阳性反应的分布情

况 ,研究发现 N ADPH-d阳性神经元正常只占培养皮

层神经元一小部分 ,而且多为胞体较大的神经元。在正

常体内皮层神经元中 , NOS阳性反应神经元局限于一

小部分分散的细胞中 ,大约占整个群体的 1%～ 2%形

态上为中到大型无棘神经元 [4 ]。本实验在体外皮层神

经元培养群体中进一步证实了这一点。创伤性损伤后 ,

培养皮层神经元 N ADPH-d阳性反应细胞数量有所增

加 ,说明创伤可能诱导神经元产生 iNOS并导致 NO

合成、释放增加。

　　另一有意义的发现是在培养的胶质细胞中有

N ADPH-d阳性反应。在过去曾认为胶质细胞中不表

达 NOS,但近两年的研究已证实胶质细胞中可以表达

NO S
[5 ]
。W ollace( 1992)发现小鼠皮层神经元损伤可诱

导星形细胞表达 N ADPH-d,大鼠全脑缺血时可诱导

海马的星形细胞表达 N ADPH-d,并与缺血后的神经

元死亡有关。在我们研究中发现培养胶质细胞中有

N ADPH-d表达 ,而且损伤的创道两侧 ,胶质细胞层

N ADPH-d阳性反应十分明显。间接发说明创伤可以

使胶质细胞大量释放 NO,这可能在创伤后继发性脑

损伤中有重要意义 ,因为 N ADPH-d神经元在中枢神

经元所占比例较少 ,而在中枢神经系统中星形细胞数

量大 (每个神经元对应 10～ 100个 AC) ,接触面广 ,因

此胶质细胞产生的 NO在继发性脑损伤中可能有更重

要的作用 ,但有关研究还较少。研究表明 ,外源性或内

源性 NO过量产生或释放时具有神经毒性
[6 ]
。在原代

培养的大鼠皮层 ,纹状体和海马 , SN P(硝普钠 ,能自发

释放 N O)可模拟 N-甲基 -D-天冬氨酸 ( N MDA)作用 ,

引起剂量和时间依赖性细胞死亡。将 SN P直接注入动

物的海马 ,可诱发神经元损伤及死亡。NO合酶抑制剂
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L-NN A和 L-NM M A能阻止由 N M DA和相关的兴

奋性氨基酸引起的神经中毒 [7 ]。表明内源性 NO介入

了谷氨酸 ( Glu)的毒性。

　　另外人们发现 NO S神经元自身可以抵抗兴奋性

氨基酸的毒性作用 ,却具有杀他性 [6 ]。NO S神经元可

能一方面正反馈性使细胞外 EAA增加 ,促进非 NOS

神经元死亡
[6 ]

,另一方面负反馈性特异性抑制 NOS神

经元 N MDA受体活性 ,以保护自身免受损伤
[8 ]

,

NO S /N ADPH-D神经元及大量的星形细胞可能是神

经系统中介导谷氨酸毒性的 NO的来源 ,这一复杂机

制有待人们进一步探索。

　　 Bonfoco E ( 1995) [9 ]在皮层神经细胞培养中用

N M DA或 NO /超氧自由基 ( O
-
2 )对细胞进行轻微和强

烈的损害 ,产生了凋亡和坏死两种结果。研究认为 ,

N M DA受体的神经毒性可能部分依赖于 NO和超氧

阴离子 ( O
-
2 )以及二者反应后形成的过氧亚硝基阴离

子 ( OONO- )。在许多急性和慢性神经系统疾病 ,如局

部脑缺血、创伤等 ,这种神经毒性的形成被有些学者认

为是最终的损伤径路。因此 NO合酶拮抗剂和其它保

护药物 ,如兴奋性氨基酸拮抗剂、钙拮抗剂等开发和联

合应用 ,在继发性脑损伤综合治疗中可能具有重要意

义。
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A study of NADPH-d histochemistry af ter traumatic cortical neuronal in-

jury in rats
Wang Kewan, Yang Zhihuan, Wang Zhengguo, Zhu Peifang ( Research Institute of Field Surge ry , Daping Hospital,

Third M ili ta ry M edica l Univ er sity , Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objective: T o study N ADPH-d histochemistr y afte r trauma tic co rtica l neuronal injur y. Meth -

ods: After the mix-cultur ed cor tical neurons o f SD ra ts w er e injured by mechanica l tr auma , the pr oduc tion of

NO of cultur ed neurons was de termined with N ADPH-d histochemist ry and N SE immunohistochemistry. Re -

sults: A few cultured co r tical neurons w ere NADPH-d-positive neurons. Afte r the injury , mo re co r tical neu-

rons became NADPH-d-positiv e. N ADPH-d-positiv e r eaction can also pr esent in a stro cy tes and it is obviously

stronger than anyw here else sur rounding the trauma tic tr acts of cultured co rtical neurons. Conclusion: The

NO production can be induced by tr auma and NO released from astro cytes and neurons might pla y an impor-

tant r ole in secondar y brain injur y.

　　 Key words　 cultured neurons; N ADPH-d; NO; secondar y brain injury
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