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摘要 目的 : 建立一种简单高效的中脑多巴胺神经元细胞原代培养方法
,

并观察胰酶消化时中脑多巴胺能神经元突起生长的损伤作

用
。

方法 :以 N ak ai 等经典神经元细胞原代培养方法为基拙
,

通过使用低 日龄胎鼠
,

初次培养液加入胎牛血清等步骤
,

促进中脑多巴

胺能神经元细胞贴壁和生长 ;在无胰醉消化组直接使用 内口外翻的小 口径硅化吸管轻柔吹打离散细胞
,

比较两种方法间神经元细胞

突起形成的差异
。

结果 :接吹打组其多巴胺能神经元细胞突起的生长程度(2 12士 1。。 m )明显高于胰酶消化组(113 士g p m XP< 0. 01 )
,

而两组间多巴胺阳性细胞比例未见显著差异(P> 0. 0 5)
。

结论 :在中脑多巴胺能神经元细胞原代培养中
,

低 日龄胎鼠及免胰酶消化离散

细胞可减少神经元细胞损伤
,

有利于细胞突起的生长
。
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帕金森是一种常见的中枢神经系统进行性退行性疾病
,

其

发病机制尚未完全明确
,

且缺乏令人满意的治疗方法
。

因此
,

建

立有效的帕金森模型对其发病机制的进一步探讨有着重要的

意义
。

在体外建模过程中
,

主要是以 Nak ail
, !等经典神经元细胞

的原代培养作为基础
.

以此方法所培养出的多巴胺能神经元细

胞
.

常由于胰酶损伤
,

过度吹打等损伤
,

导致细胞贴壁率低下
.

胞体结构受损
.

神经突触难以伸展等不良后果
,

对接下来实验

研究结果的准确性产生了严重影响
。

木研究通过一系列关键步

骤的改良
,

形成了一个简单高效中脑多巴胺神经细胞原代培养

方法
。

并建立出了良好中脑多巴胺能神经元细胞体外模型
。

材料与方法

1
.

1 材料

高糖 o M EM /F 12 混合培养液(G 一BCO 公司产品)
,

胎牛 l(l-

清 (杭州四季青公司产品 )
,

D
一

Han ks 液(A n re sco 产品 )
,

阿糖胞

甘
、

聚
一

L
一

赖氨酸(s ig m a 公司产品)
,

青毒素
、

链露素(华北制药

厂产品)
,

10 m l离心管
、

2 5m l细胞培养瓶
、

六孔培养板(C o s ta r公

司产品)
,

抗 S D 大鼠 T H 抗体(C卜IE M ICON 公司产品)
,

SA BC 免

疫组化试剂盒(博十得公司产品). 细胞培养箱(Tl
一

IE R MO 公司产

况
,
), 倒置显微镜(OLYM PU S公司产品)

,

SD 胎鼠(由第四军医大

学实验动物中心提供)
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 原代神经细胞培养

取孕 12 天 S D 大鼠戊巴比妥纳腹腔注射麻醉
.

取胎鼠
,

75 0/01 酉精消毒 5 到 10 分钟
,

撕开颅骨取出全脑至盛有 D
一

Han ks

液的培养IllL 中反复冲洗以去除血污
,

并剥离脑膜二再把全脑转

人盛有预冷 D
一

H an ks 液的培养皿中
,

在解剖镜下切取中脑腹侧

部位组织
,

以眼科弯剪剪成 lm m ,

大小
,

分别转人两个盛有无

血清培养液的 25 m l培养瓶中
,

一瓶以胰酶 37℃孵育 ZOm in 再

以硅化的弯头吸管吹打 ; 另一瓶直接以硅化的内口外翻的弯头
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吸管轻轻吹打至培养液呈均匀浑浊
.

其间可在倒置显微镜下观

察细胞离散程度
。

分别将细胞悬液转移至消毒离心管中
,

配平
,

so or/ m in 离心 10 ,。 in
,

冉力11定量含 I爪清 o M EM /F一2 混合培养液

制成细胞悬液
.

调节细胞密度到 6 x 10 V ml
,

接种人 2 个预先多

聚赖氨酸铺底的六孔板中
,

置于培养箱
,

3 7℃
、

5% CO Z 、

饱和湿

度条件下培养
。

!
.

2
.

2 中脑神经元纯化

细胞培养 24h 后
,

两组均换含阿糖胞甘 5 0 m ol几 的培养液

以抑制神经胶质细胞等非神经细胞的生长
,

此后每 48h 换液
,

培养液为无 l(ll清 D M EM /F 12 混合培养液
。

1
.

3 酪氨酸经化酶(TI 勺免疫细胞化学染色法鉴定

细胞培养 7 天
,

弃去培养液
,

经 4%多聚甲醛固定 30 而n
,

采用免疫细胞化学法染色鉴定神经元类型
,

先用小鼠抗大鼠

T 日 单克隆抗体(l : 500 稀释)为一抗
,

以生物素化羊抗小鼠抗体

(即川型 )为二抗
,

以 O八B 为底物进行 AB C 法免疫细胞化学染

色
,

倒置显微镜下控制显色时间
。

1
.

4 TH 免疫阳性细胞形态观察

1
.

4
.

! T H 免疫反应神经元占全部培养细胞的比例

在倒置显微镜下
,

从对照组 (胰酶消化组 )及实验组 (直接

吹打组 )中分别随机选取 3 0 个视野(25 0 X )
,

计数视野中 T ll 免

疫阳性细胞及全部培养细胞
,

计算 TH 免疫阳性细胞占全部培

养细胞的比例
。

! 4
.

2 神经突起长度的测最

在上述视野中
,

以倒置显微镜标配软件上的标尺为工具
,

测

员多巴胺能神经元突起的长度
。

对于各种形态的神经元
,

均测

星其最长的突起
。

两组各计总长
,

除以总数
,

分别得到每组多巴

胺能神经元突起的平均长度
。

1
.

5 统计学处理

使片1SY SI
’

A T 统计学软件包
,

对两实验组 (n = 30 )弓
1

得到的

多巴胺能神经元比例及突起长度数据进行 t检验分析
。

膨体结构明显
,

而在用胰酶消化后的原代培养的中脑多巴胺神

经元细胞
,

其突起 (! 13 土 9 , m )少而短
.

少有明显串珠样膨体

结构(图 ! )
。

两者相比具有显著性差异(P< 0
.

01 )(图 2)

十19名 七o m Pa r ,so n D e刚
een len g l犷1 0 1 n c u r llc s o n a lrC c l

blo w a n d rry Psilli扮rio tl

2
.

2 不同培养方法 T H 免疫阳性细胞占所有培养细胞的比例无

明显差异

在直接吹打上
,

包括 T H 免疫反应神经元在内的所有
‘

扣脑

细胞均生长良好
,

而就 TI J 免疫阳性细胞占所有神经细胞的比

例(3
.

5% 士0
.

1 1%)而言
,

与胰酶消化组 (3
.

3%士 0
.

16 % )无明 l!谈差

异(P> 0
.

0 5)(图 3)
。

2 结果

2
.

1 胰酶消化对细胞胞形态及对细胞突起影响的比较

两组 T H 免疫阳性细胞均以双极轴突
,

椭圆胞体占多数
,

少数为多极或单极型
。

在直接吹打组里
,

神经细胞的胞体略显

!几满(图 l )
、

图 3
.

胰酶消化组和直接吹打组 T H 免疫阳性神经元占全部神经元百

分比的比较

F19
.
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免疫组织化证实
,

免胰酶消化法得到的中脑多巴胺能神经

元细胞
,

其神经突起(2 12 士 IO o m )仲展分布范围广阔
,

串珠样

3 讨论

简单
、

高效
、

稳定地进行原代中脑多巴胺能能神经元培养
,

对于帕金森综合症
、

早老性痴呆
、

药物依赖及精神分裂症的细

胞生物学
、

电生理学
、

药理毒理学研究都具有关键作川
、

以往大

多数实验者是在大鼠或小鼠孕 14 d 时取胎鼠中脑或
‘

1
, )Jl之ijlti 侧

,

而 Li nd all
Z !的研究却发现

,

在大鼠胚胎第 12d 左右
.

多巴胺能神

经元的胞体大多数位于中脑脑曲吻腹侧部分的中线两旁 ; 第

! 4 d 左右时
,

多巴胺能神经元的胞休已经跨过
,

扣线
,

少1 1句尾侧

延伸至后脑水平
,

且神经元之间已形成一定的复杂网络结构
。

因此如果对孕 14 天胎鼠取材
,

将会加重损伤多巴胺能神经元

突起的网状结构
。

另外
,

C o m m iss ion 梦I通过测定黑质的多巴胺

的含量
,

也指出胚胎 14 ~ 16d 大鼠多巴胺能神经元中的 90 %集
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中在 l~ Zm m 的小块组织内
,

这一报道与 Li nd al 的报道相吻

合
。

因此我们在实验中选用了孕 12d 的早期胎鼠
,

这样便可以

避免由于神经细胞复杂网络结构的形成而在取材过程中对细

胞造成过度损伤
。

另外已有研究表明
.

胚胎早期的神经前体细胞具有多种分

化潜能
。

B-j o m so n 等141 证实源于不同脑区的神经十细胞均有可

塑性
,

既往研究证实
,

来源于海马
、

额叶
、

纹状体的神经于细胞

仅能分化为区域特异性的神经元
,

这些实验表明在早期的神经

发育过程中
.

神经十细胞已经存在某种分化限制
。

而且既往的

发育学证实
,

神经十细胞迁移的过程中在特定的脑区分化为各

自特定类型的神经元
,

残存的神经干细胞多方向分化的可塑性

明显降低
,

这是由于不同脑区的神经十细胞存在内在性的区域

特异性
,

即细胞内的区域特异性信号反应及传导机制所决定的lsl,

199 5 年 Shim am : : ra 在大鼠的胚胎实验
r

卜发现在 E 8
.

5 的胎鼠的

前神经板 (A n te rio r N e u ra lPla te )中就存在其IK域特异性的转录

I大I子力持续至神经细胞的发生 .61
.

20 02 年 V a n de r K o o y D 等”,

在研究 E 14
.

5 的胎鼠不同脑区来源的神经十细胞的分化方向

时证实
,

来源额叶
、

中脑
、

后脑的神经十细胞表达特有的区域特

异性标志物
一

E m xl or Dl xZ
、

Enl
、

Hox bl
,

这一特性并不随着神

经十细胞的反复传代而改变
,

这一研究暗示}K域特异性已经决

定了所分离的神经十细胞
“

既定的
”

分化方向
。

基于此理论可以

认为
,

只要在胚胎较早期取材时部位相对精确
,

其所取部位组

织中含有的前体细胞在多种神经囚子的诱导下的可能会向所

在仄域细胞类型转化
。

因此我们在实验中取材时尽可能做到精

准
,

并在初次培养时加人血清
,

这样应该可 以增加前体神经细

胞向多巴胺神经元的转化率
。

胰蛋自酶(T ry Ps in )是最常见的内肤酶
,

属于蛋自水解类

酶
,

亦属胞外酶
。

它是由细胞内产生后
,

分泌到细胞外进行作用

的酶
。

它一般不需要辅酶或辅基
,

但某些金属离子对这类酶的

活力有一定影响
,

如 Ca2+
,

M g Z十。

胰蛋自酶和其他胰脏蛋自水解

酶(胰脏蛋自水解酶包括
:

胰凝乳蛋自酶
、

胰蛋自酶
、

弹性蛋白

酶 )一样
,

其活性中心都含有 Hi s一Ser
·

AsP 催化组合结构
。

它们

作川机理相似
,

但其专一性却不同
。

即催化水解的键各不相同
,

有各自的专一性
,

通过 X 一

射线衍射分析得知
,

这种微小的差

异是由于活性中心的结合基团的差异引起的
。

这些酶的结合部

位都有一个类似
”

口袋
”

样的结构
,

但各有不同
,

胰蛋自酶的

专一性
‘

袋穴
”

比较深
,

且在其底部有一个带负电荷的 AsP 189
,

这个
“

袋穴
”

可接受长而带正电荷的碱性氨基酸的侧链
,

如赖氨

酸或精氨酸
。

胰蛋自酶可降解大多数的蛋自质与多肤底物
,

我

们知道它既是能址转化的工具酶
.

又是组织的毒性酶
,

对适宜

的组织蛋自具有强大的解离作用
。

在目前大多数的贴壁细胞传

代过程中
,

都需要依赖它破坏细胞的钻附蛋白以达到细胞脱离

瓶壁以及彼此离散的目的
。

但有实验表明
.

在消化细胞过程中
,

胰酶浓度稍强一点即会造成细胞不贴壁等不良现象囚 ,

这提示

我们不该只注意胰酶对贴附细胞剥离作川
,

同时也应该顾虑到

胰酶对组织细胞的毒性损伤作用
。

在贴壁细胞传代过程中
,

一

般细胞都是单层生长
,

使用胰酶消化时每个细胞受到胰酶的作

川几乎均等
,

这就可以很好的控制消化时间
,

最大程度的发挥

胰酶的消化作川且避免它的细胞毒性损伤作用
,

而在原代培养

中
,

由于剪碎的组织块依然是多重细胞互相层叠纠错
,

这就有

可能导致各个细胞间的受作川时间力度不均衡
,

为消化相对少

数的内部细胞而对相对多数的外部细胞造成极大程度的损害

为验证此观点
,

我们在实验中采川了两种组织细胞的解离方

法
,

即直接吹打和胰酶消化
。

在直接吹打组
,

为 r针对机械9梦切

力对细胞活力的损伤问题州
,

我们使川了自制的内口外翻的平

滑管口弯头吸管(管径 卜0. 4 m m 对照组亦同 )
,

在吹打时注意正

确的轻柔手法以及吹打的次数
。

从结果来看
,

免胰酶消化且采

用平滑管口 的弯头吸管轩柔吹打离散细胞对提高培养质址起

到了一定作川
,

更利于神经元突起的生长与伸展
。

4 结论

木实验最终结果显示在未加胰酶消化组
,

多巴胺神经元不

仅能较好地贴附生长于培养基质表而
,

而且可以伸展出很长的

突起
,

形成明显可见串珠样膨大结构
,

这些特征与神经系统发

育过程中的神经元所具备的行为相类似
,

这提不可能是细胞由

于未受到胰酶消化及大的乡9切应力的损伤
,

使具有完整胞壁结

构的多巴胺能神经元细胞更易于其轴突定向伸展生长
。

在胰酶

消化组上
,

多巴胺能神经元细胞虽能够贴附生长于培养丛质表

面
,

但其胞体结构略显单薄
,

更重要的是其突起很短
,

这就不能

排除在初次培养过程中由于细胞结构的受损
,

导致了细胞不能

良好生长
,

轴突不能顺利的伸展
,

或者在消化过程
‘

朴就已经被

胰酶损伤了J枣神经突起
,

导致在细胞贴壁生长过程中J枣突起不

能顺利的生长伸展
,

而其损伤的具体过程还需要进一步深人探

讨
。
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