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胎鼠脊髓神经细胞的分离培养与生长分化

李 芳 何凤慈 李东红 龙在云 廖维宏 (第三军医大学野战外科研究所 )6 0 30 4 2

体外原代神经细胞培养
,

是一较好 的神

经生物学和神经药理学体外实验模型
,

近年

来颇受重视
` ,

,
2 ’ 。

目前国内外以脑神经细胞培

养的研究居多
,

而脊髓神经细胞培养的文献

报道较少
` ,

·
` , 。

为深入探讨脊髓损伤及其继发

损伤的病理生物学机制和药物 防治措施
,

我

们建立了体外原代脊髓神经细胞分离培养方

法
,

并观察了神经细胞的生长分化
。

材料与方法

1
.

1 培养液配制
·

和 鼠尾胶制备

E ag le 培养液加入 5 % 小牛血清和 15 %马血清
,

谷 氨 酞 胺 1 0 0拜g /m l
,

青 霉 素 l o o U /nr l
,

链 霉 素

1 0 0拌g / m l
,

胰岛素 s产g /m l
, p H 7

.

o ~ 7
.

2
。

按 B o r n -

s t e i n `”
法制备鼠尾胶

。

1
.

2 胎 鼠眷髓细胞分离与培养

按 R
a n s o m ` ”

法取 一3 ~ 一6 d 的胎 鼠
,

无菌下处

死
,

迅速剥离脊髓
,

D
一

H an k
s
液冲洗

.

0
.

05 %胰蛋白

酶液 37 ℃消化 30 m in
。

用培养液冲洗 4 次
,

毛细管吹

打成悬浮液
,

过 2 00 目钢网
。

台盼蓝染色计数
,

调整

细胞数为 1~ 2 x l 护 个 / m l
.

每个培养皿接种细胞悬

液 l m l
,

置 C O
Z

孵箱中培养
,

5 ~ 7 d 后换含 5
一

F U d R

(0
.

8尸m
o
l/ L )的培养液

,

作用 24 h 后换原培养液
,

每

周换液 2 次
,

每次换半液
。

1
.

3 神经细胞观察

1
.

3
.

1 在 X SJ
一

D 型倒置相差显微镜下进行活体观

察
。

于培养 l
、

2
、

4
、

7
、

1 4
、

和 Z l d 在 2 5 X 1 0镜下测定

5。 个视野中伸出突起的神经细胞平均数 ( N N )和突

起平均数 ( D N )
,

及 50 个神经细胞胞体长径 ( N L )和

突起长径 ( D L )
。

1
.

3
.

2 于 上 述 时相 点 进 行 乙 酸 胆 碱 脂 酶

( K a
m

o v s k y r o o t 法 )
、

尼 氏体 (美兰 法 )
,

神经纤维

( H
o

l m
e s
法 )和常规 H E 染色观察

。

2 结果

2
.

1 胎 鼠眷髓神经 细胞的 生长分化

培养 4 h
,

少数细胞 开始贴壁生长
,

24 h 后绝大

多数细胞 已贴壁
。

贴壁细胞呈圆形
,

直径 6一 8拜m
,

聚

集成簇
,

少数细胞伸出 l ~ 2 个突起
。

随着培养时间

延 长
,

神经 细胞 N N 和 D N 逐渐增 多
,
N L 和 D L 逐

渐延长 (附表 )
。

附表 体外培养胎鼠脊髓神经细胞的生长发育 ( 厉 士 : )

培养时间

(天 )

单位视野测定值 ( n 一 50) 单位细胞测定值 (
n

~ 50 )

4

7

1 4

2 1

6
.

0 4士 3
.

2 7

1 8
.

9 6士 8
.

0 9

2 6
.

9 1士 7
.

4 5

2 7
.

4 8士 5
.

5 9

2 6
.

8 4士 5
.

7 8

2 3
.

18士 5
.

7 5

D N

7
.

3 3士 3
.

6 7

2 7
.

1 4士 7
.

0 6

6 6
.

5 0士 1 6
.

5 8

6 9
.

8 0士 14
.

2 6

7 2
.

7 0士 1 2
.

7 5

6 0
.

1 6士 14
.

5 2

N L (拜m )

9
.

8 7士 2
.

3 3

1 6
.

9 8士 3
.

0 4

2 6
.

7 4士 5
.

8 7

2 9
.

() 6士 4
.

44

2 9
.

4 7士 4
.

4 1

2 5
.

5 7士 5
.

1 7

D L ( 拼m )

5 3
.

8 0士 25
.

9 7

5 0
.

7 4士 1 5
.

3 4

8 0
.

3 1士 3 1
.

5 5

1 3 3
.

3 3士 36
.

9 6

2 0 8
.

5 2士 37
.

5 4

2 1 6
.

9 1士 39
.

19

培养第 4 天
,

神经细胞呈椭圆形
,

大多数为双极

性
,

胞体内出现颗粒状物质
,

胞核多偏于一侧
。

第 7

天
,

细胞多为多极性
,

突起增粗变长
,

胞体颗粒状物

质明显增多
,

核与核仁清晰
。

第 10 ~ 14 天
,

神经细胞
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基本成熟
,

胞体饱满
,

折光度强
,

突起粗大
,

轴突明显

可见 (图 1 )
。

第 21 天
,

神经细胞胞体开始萎缩
,

颗粒

减少
,

核仁不 清
,

但突起无明显变化
。

图 l 胎鼠脊髓神经细胞培养第 14 天
,

胞体饱

满
,

突起粗大 (相差 25 x 4)

3 讨论

本实验选用胚龄 13 一 16 d 的胎鼠
,

此时

脊髓神经元处于分裂停止
、

发育开始阶段
“ , 。

培养 中加入胰岛素 以提 高糖的利用
,

加入

H eP e s 液以稳定 p H 值
。

采用酶消化法分离

细胞
,

所得细胞数较机械法多
,

且损伤小
“ , 。

在培养第 7 ~ 14 d
,

神经细胞突起渐粗

大
,

胞浆颗粒渐增多
,

核仁清 晰 ; 尼 氏体和胆

碱脂酶染色渐加深
。

第 21 天
,

胞体萎缩
,

胞浆

颗粒减少
,

核仁不清
,

但突起中胆碱脂酶颗粒

仍很丰富
。

结果表 明胎 鼠脊髓神经细胞培养

1 0~ 1 4 d 已基本成熟
, 1 4 ~ Z o d 为其生长分

化高峰期
。

关键词 细胞
,

培养的
,
脊髓 ;胎鼠

分类号 R 3 2 9
·

2

2
.

2 神经细胞染色观察

培养第 2 天
,

胞浆内即有少量蓝染尼氏颗粒和

浅黄色胆碱脂酶颗粒
;

第 4 天
,

这两种阳性颗粒增

多
,

着色加深
,

并在突起中出现
;
随着培养时间延长

,

上述着色 日渐加深
。

第 21 天
,

在神经元胞浆和突起

末端仍有较多胆碱脂酶阳性颗粒 (图 2 )
,

银 染色更

清楚显 示神经细胞突起的日渐粗大和分枝状况
。
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