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摘要  目的: 建立 1种简单、高效的新生乳鼠大脑皮层神经元原代培养的方法。方法: 出生 12 h以内的 SD乳鼠为研究对象,

采用胰酶消化和机械分离法相结合制备细胞悬液; 在细胞培养过程中, 不加入阿糖胞苷抑制神经胶质细胞生长, 而是用 2%

B27 N eurobasa lA m edium维持培养。结果:神经元生长良好, 形成神经元网络系统; 通过神经元免疫组织化学鉴定神经元纯度

达 90%以上。结论: 此方法是获得纯度较高的神经元的 1种可靠方法。
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Abstract Objective: To estab lish an sim ple and effective prim ary culture skill su itab le to neurons o f newborn rat

cortical tissure in vitro. Method: Ob jects o f study w ere new born SD ratsw h ich born w ith in 12 h, comb ination trypsin

digest ion and m echan ica l d issociat ion w ere adopted to conduct culture; in the course of cu lture, arab inosid cytara-

b ine(A rc- C) w as no t put to use to inh ib it the outg row th of g lia cel,l 2% B27 N eurobasa lA m edium m ainta in cell

grow th. Result: The neurons grew w e ll and form ed nerver net system; purity o f cultured neurons exceeds 85% by

imm unoh istochem ical identificat ion. Conclusion: The technique is a reliab lew ay to obtain higher purity neurons.
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  神经元是构成神经系统结构和功能的基本单
位

[ 1]
,是 1种已经高度分化的细胞,在哺乳动物出生

后很少分裂, 因此对神经元的提取有很大的困难。

国内外有关皮质神经元取材大部分采用胎鼠
[ 2 ]

,但

使用胎鼠具有费用较高、取材困难等缺点,故本研究

中使用新生乳鼠进行神经元的原代培养, 希望建立

1种低成本并简便易行的神经元培养方法。此外,

以往神经元细胞的培养中, 经常使用阿糖胞苷来抑

制神经胶质神经生长, 但阿糖胞苷对神经元有一定

的毒性作用
[ 3]

,也会影响神经元的正常生长。本研

究没有使用阿糖胞苷, 而使用含 B27无血清神经元

培养基直接培养细胞 10~ 12 d,观察此神经元细胞

培养方法的可行性。

1 材料与方法

111 实验动物  出生 12 h内的 SD乳鼠,由北京实

验动物中心提供。

112 主要试剂  N eurobasa lA m edium、B27、0125%

Typsin( w ith EDTA )、Pen - Strep、FBS、DMEM ( high

g lucose)、D- PBS ( C a /M g free)、H ass液、G lutaMAX

- 1均购自于 G ibco;多聚赖氨酸购于 S igm a; NSE购

于中杉公司; SABC试剂盒、DBA显色剂购于博士德

生物工程有限公司。

113 细胞培养板预处理  采用 011 g# L
- 1
的多聚

- L -赖氨酸包被 24孔板底部已被无菌处理的盖玻
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片, 37 e 、5% CO 2培养箱中孵育过夜, 使用前吸弃

多聚赖氨酸,用 D - PBS液清洗 2遍。

114 神经元培养  参照 Peter J. M eberg与 Tosh-i

h ide Tabata
[ 4, 5]
建立的方法改进进行神经元培养。

将新生乳鼠放入 500 mL碘伏中, 窒息而死并消毒 5

m in后取出乳鼠,用 75%酒精消毒头部,在无菌条件

下取出大脑皮层,并去除脑膜、血管、海马等,将脑细

胞剪碎成约 1 mm
3
小块, 加入等体积的 0125% Typ-

sin( w ith EDTA )中消化, 37 e 水浴锅中消化 30 m in,

每隔 2 m in轻轻摇荡 1次。加入 10% FBS的 DMEM

培养液终止消化; 70 Lm尼龙网筛过滤, 离心 ( 800 r

# m in
- 1

, 6 m in) ,弃上清液。用 10% FBS N eurobasal

A m ed ium轻轻吹打制成细胞悬液, 1 @ 10
6
个 # m L

- 1

接种于 24孔板中, 置于 CO2培养箱 ( 5% CO2、37

e )培养。 24 h后全量更换含 2% B27的无血清

N eurobasalA m ed ium, 2~ 3 d半定量换液 1次, 10~

12 d用于实验研究,在培养过程中 4 h及 1, 2, 5, 7, 9

d用倒置相差显微镜观察细胞的生长情况。

115 神经元免疫组织化学鉴定  取出培养 10 d的

皮层神经元盖玻片浸入冷 D - PBS中轻洗 3次, 用

4%的多聚甲醛固定 30 m in, 3% H 2O 2阻断内源性过

氧化物酶,用 5% BSA封闭 15 m in,滴加小鼠抗 NSE

单克隆抗体 ( 1B100) , 4 e 孵育过夜; 加生物素标记

的山羊抗小鼠 IgG, DAB显色, 中性树胶封片并拍

照, 弥漫性胞浆着色为阳性细胞。阴性对照用 PBS

代替一抗。

2 结果
211 神经元形态观察  在培养开始时, 细胞呈球

形, 无轴突或树突, 尺寸较小,大部分为单个分布,少

数为 2个或多个聚集;培养 4 h后, 大部分神经元贴

壁, 细胞透亮, 少数出现较小突起; 8~ 10 h, 细胞呈

纺锤状, 大部分出现较大突起; 2 d后, 细胞呈星形

和锥体形,每个细胞有 2个或 3个突起,胞浆内无明

显颗粒,可以看到细胞核及核仁; 培养至第 4 d,单个

细胞有多个突起并与邻近细胞突起形成突触; 5~ 9

d,胞体逐渐增大, 突起逐渐延长, 并形成交错复杂的

网络神经系统 (图 1)。

图 1 不同培养时间的大脑皮质神经元生长情况图 ( 200 @ )

F ig 1 Grow th p icture of cortical neu ron s in d if feren t cu lturing tim es

A.培养当天 ( on th e day of cell culture)  B.培养第 2 d( on th e n ext day of cel l cu lture)  C.培养第 4 d ( on the fourth day of cell cu lture)  D.培养

第 9 d ( on th e n in th day of cell cu ltu re)

212 神经元免疫组化染色结果  神经元培养第 10 d,通过 NSE免疫组化观察细胞纯度,可见神经元胞
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浆和突起被染成棕褐色,纯度达到 90%以上 (图 2)。

图 2 培养第 10 d神经元免疫染色 NSE阳性神经元 ( 100 @ )

Fig 2 Imm unosta in ing ofNSE - pos itive neuron- like cells on ten th day

3 讨论

神经元的体外培养不仅促进了对体内神经元结

构和功能的进一步了解,还能为中枢性疾病、神经性

疾病提供更科学的治疗方案。由于神经元的增殖始

于胚胎时期,动物出生后,神经元就很少分裂, 分化

程度较高,神经突起发育成熟; 从成熟神经组织分离

神经元,会使神经元受到较大损伤;因此神经元的分

离和培养具有一定难度。在以往的研究中, 神经元

分离基本是以胎鼠为原料,从中提取神经元,但胎鼠

提取过程经常会遇到难以判断胎龄、取材困难等问

题,而且费用较高。因此在本研究中尝试使用乳鼠

取代传统胎鼠进行神经元的原代提取培养。本实验

中使用乳鼠大脑皮层神经元进行原代培养的神经元

状态、纯度和胎鼠大脑皮层神经元状态、纯度
[ 6 ]
基

本相似。

此外,已有研究显示, 使用阿糖胞苷抑制神经胶

质细胞的生长可能会对神经元产生不利影响。因此

本研究没有使用阿糖胞苷, 而改为使用 10% FBS

N eurobasalA m ed ium 直接培养神经元, 24 h后全量

换成无血清 2% B27 Neurobasa lA m edium
[ 7, 8]
用于维

持培养,结果显示 10% FBS N eurobasal A m edium不

仅增加细胞的贴壁并且促过了神经元的生长; 而

2% B27 NeurobasalA m edium可以抑制神经胶质细

胞和其他的细胞生长,得到纯度较高神经元。

另外,为了培养出具有一定纯度、活性好神经

元,在神经元培养过程应注意以下几点;第一, 取材

的时间越短越有利于细胞的存活。第二, 操作过程

中,应尽可能注意无菌操作、动作轻柔, 减少对细胞

的损伤;尽可去除脑膜、血管、海马等其他组织,提高

神经元纯度。第三, 胰酶消化时间是难掌握一个关

键, 时间过长造成大量细胞死亡, 过短造成细胞数量

减少,因此,在 20 m in后,取少量的分离液在载玻片

用倒置显微镜观察它的消化程度, 如大部分为单个

分散的活细胞, 立即终止消化。第四,底物浓度: 本

研究采用 011 g# L
- 1
多聚赖氨酸包被,包被的浓度

太低,细胞黏附不佳, 表现为神经细胞体群集、突起

呈束;较高的包被浓度对于神经细胞具有毒性作用。

第五,接种密度:细胞接种密度是影响神经元生长的

关键因素,细胞密度过少影响细胞与细胞之间营养

提供和信息传递过程;细胞密度过高引起突起抑制

和培养液营养供应不足, 本实验接种密度以 1 @ 10
6

个# mL
- 1

,细胞生长状态良好。

4 结论

本研究使用了乳鼠而没有使用胎鼠进行体外原

代培养,在培养过程没有使用阿糖胞苷而使用了含

B27神经元培养基培养细胞,结果证明,按这种方法

进行神经元的分离和培养,可以得到纯度较高、状态

较好的神经元。
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