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谷氨酸、NMDA 和吗啡对培养大鼠星形胶质细胞内钙振荡的影响 *
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摘要 目的：研究谷氨酸、NMDA、吗啡对原代培养的大鼠星形胶质细胞的胞内钙信号的影响及受体作用机制。方法：利用 Leica
AF6000 活细胞工作站，检测谷氨酸、NMDA、吗啡分别灌流前后 Fura-2/AM 加载的星形胶质细胞内钙信号的动态变化，进一步观

察分别阻断代谢性谷氨酸受体 5（mGluR5）、NMDA 受体（NMDA receptor, NMDAR）和阿片 μ 受体对诱导的胞内钙振荡的影响。
结果：谷氨酸、NMDA、吗啡均可明显升高胞内游离钙的浓度([Ca2+]i)，而将其相应受体拮抗后，星形胶质细胞[Ca2+]i 升高的现象可

以被显著抑制。结论：离体培养的星形胶质细胞膜上存在 mGluR5、NMDAR 和阿片 μ 受体，这些受体的激活可以升高星形胶质细

胞的[Ca2+]i，且这些受体依赖的[Ca2+]i 的调控机制可能是星形胶质细胞与神经元交互作用的重要途径之一。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of glutamate, NMDA and morphine on the intracellular calcium signal of cultured rat
astrocytes and their possible mechanisms. Methods: Using Leica AF6000 Live Cell Workstation to detect the effects of glutamate,
NMDA and morphine perfusion on the calcium signal of cultured rat astrocytes. Results: Stimulated by glutamate, NMDA or morphine
perfusion, the intracellular free Ca2+ ([Ca2+]i) of astrocytes was increased obviously, whereas this effect was bolished by the corresponding
receptor antagonists, respectively. Conclusion: The activation of mGluR5, NMDAR and μ-Opioid receptor can increase [Ca2+]i of
cultured rat astrocytes, and these modulation pathways of [Ca2+]i might play an important role in the communication between astrocytes
and neurons.
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前言

胶质细胞是脑内分布最广，数量最多的细胞亚群。传统的

观点一致认为中枢神经系统（central nervous system, CNS）信息

的传递和整合是由神经网络完成的，胶质细胞只是起支持、协
助代谢等辅助作用。近年来的研究表明，星形胶质细胞不仅参

与神经信息的传递、反应和释放，离子信号的传导和整合，甚至

可以与神经元进行频繁的双向交流[1]。" 三组分突触 " 新概念阐

述的正是这种星形胶质细胞与神经元之间的信息对话[2]。
星形胶质细胞在受到创伤、缺血缺氧、药物或其它应激性

的作用后，会发生功能性的改变，如胞内 Ca2+ 浓度的变化、对谷

氨酸的摄取及 K+ 缓冲能力的改变。胞内 Ca2+ 浓度的变化能通

过缝隙连接在胶质细胞间传播，从而影响神经元的活动。因此

有学者认为 Ca2+ 不仅是星形胶质细胞内以及细胞间重要的信

使分子，而且可将胶质细胞内游离钙离子浓度（[Ca2+]i）的变化

和钙波的传导视为胶质细胞兴奋性的表现形式[3-4]。

谷氨酸作为 CNS 内最重要的一种兴奋性神经递质，已被

证明在神经元和胶质细胞的双向交流中起着举足轻重的桥梁

作用。在生理条件下，神经元释放的谷氨酸可使胶质细胞 [Ca2+]
i 升高，并且 Ca2+ 的这种变化可能参与了脑内的突触形成、突触

传递的长时程增强和谷氨酸能递质依赖性事件[5]。有研究表明，

胶质细胞 [Ca2+]i 的升高正是其释放神经递质的重要机制之一
[6-7]。胶质细胞兴奋，可激活 Ca2+ 依赖性的机制，激发星形胶质细

胞合成、释放多种化合物，如谷氨酸等，从而将信号反馈到神经

元，以 NMDA 受体(NMDA receptor, NMDAR)依赖性的方式使

相邻的神经元[Ca2+]i 水平升高，间接或直接影响神经元的活动
[8-9]。因此，研究谷氨酸作用于星形胶质细胞的机制对理解神经

元 - 胶质细胞的相互关系及胶质细胞在神经系统中的作用和

地位是很重要的。
吗啡是一种常用的外源性阿片类镇痛药，长期应用后可发

生耐受和成瘾[10]。有报道显示，在吗啡耐受成瘾时，CNS 内胶质

细胞钙离子通道数目和开放状态会发生适应性变化，影响胞内
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钙离子的浓度，从而调节中枢神经活动，如吗啡可影响神经系

统谷氨酸的浓度，而阻断谷氨酸对 NMDAR 的作用可减缓吗

啡耐受和成瘾[11-12]。当前吗啡耐受成瘾的研究主要集中在神经

元细胞膜受体、信号蛋白、胞内钙的变化，而对神经胶质细胞的

研究相对较少。
本研究将就谷氨酸、NMDA、吗啡灌流对培养星形胶质细

胞[Ca2+]i 的影响以及其可能的受体途径进行研究。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

D-MEM/F-12 培养基由 GIBCO 公司提供；胎牛血清由兰

州荣晔生物科技公司提供；盐酸吗啡（morphine hydrochloride）
由青 海 制 药 厂 提 供 ；HEPES, trypsin, poly-lysine, L-glutamate,
NMDA, Fura-2/AM，NVP-AAM077（含 NR2A 亚基的 NMDAR
选择性拮抗剂），Ro 25-6981（含 NR2B 亚基的 NMDAR 选择

性拮抗剂），CTAP（μ- 阿片受体拮抗剂），MTEP（mGluR5 的选

择性拮抗剂），Triton X-100 均由 Sigma 公司提供；Glial Fibril-
lary Acidic Protein (GFAP) clone GA5, Goat Anti-Mouse IgG
(H+L) Secondary Antibody 由 Millipore 公司提供。
1.2 星形胶质细胞培养和鉴定

1.2.1 细胞培养 对 Mc Carthy 和 Devellis[13]原代培养星形胶质

细胞的方法进行改良。无菌条件下，取 1-3 d 的乳鼠 4-6 只，75
%的酒精消毒，断头，剥离脑组织，取部分大脑皮层，仔细分离

脑膜和血管，将皮层组织置于预冷的 D-Hanks 溶液清洗，剪碎，

移入离心管中。37℃下，用 0.125 %的胰酶液消化 10 min。加入

含有 20 %血清的 D-MEM/F-12 培养基终止消化，200 目网筛过

滤，然后以 1000 r/min 的速度离心 10 min，弃上清，重新加入培

养基，制成初细胞悬液，种植于培养瓶中，CO2 恒温培养箱培

养。每三天换一次液。
1.2.2 细胞纯化 培养 7-10 d 待细胞长满瓶底后，弃上清，预热

的 D-Hanks 溶液洗两次，加入 0.125 %的胰酶液，37℃下，消化

10 min，用吸管反复吹打使细胞脱落，培养基终止消化。制成的

细胞悬液 1000 r/min 离心 10 min，弃上清，加入含有 20 %血清

的 D-MEM/F-12 培养基继续培养。重复上述操作 2-3 次，使细

胞传至第三代或者第四代，细胞即达到纯化目的，可进行相关

实验。
1.2.3 细胞鉴定 取纯化后的细胞，接种到多聚赖氨酸包被的

盖玻片的 24 孔板中，培养箱中培养 24 h 后，吸取培养基，PBS
洗三遍，4 %冷的多聚赖氨酸固定 20 min，PBS 洗三遍后，即可

进行神经胶质纤维酸性蛋白（GFAP）免疫组化染色。0.2 % Tri-
ton X-100 通透 10 min，PBS 洗三遍；然后用与二抗相同宿主的

血清封闭 30 min，PBS 洗三遍；加 GFAP 一抗（1：100），4 ℃湿

盒过夜，PBS 洗三遍；加二抗室温孵育 2 h（避光），PBS 洗三遍，

然后置于活细胞工作站中观察，并计算阳性率。阴性对照为

PBS 代替一抗，其余操作同上。
经免疫组化法鉴定后，GFAP 阳性细胞达 95 %以上即可进

行药物实验。
1.3 内钙浓度测定

1.3.1 Fura-2 加载 将 1 mg 的 Fura-2/AM 溶于 1 mL 的 DMSO
（二甲亚砜），混合均匀，制成 1 mg/mL 的 Fura-2/AM 母液。然后

以 50 μL 体积分装于 EP 管中，放置在 -20℃冰箱中避光保存。
实验时，用胞外液冲洗共聚焦皿中的细胞两遍，并将皿内的溶

液定量为 1 mL，在避光条件下加入解冻的母液 2 μL。然后把共

聚焦皿放入培养箱中避光孵育 30 min，再用胞外液冲洗两遍除

去胞外多余 Fura-2/AM 后即可开始实验。
1.3.2 给药方法 将谷氨酸、NMDA、吗啡配成 1 mmol/L 的储备

液，使用时分别稀释成 500 μmol/L、100 μmol/L、20 μmol/L 的

浓度。已纯化的胶质细胞经 Fura-2/AM 孵育处理后，置于

AF6000 活细胞工作站（Leica, German）测量细胞[Ca2+]i 的变

化。[Ca2+]i 的变化是由 F340/F380 的荧光比值来反映的。
1.3.3 统计学分析 采用 SPSS 16.0 对数据进行分析，用 mean
± SEM 表示，配对、成组 t 检验和单因素方差分析数据有无显

著差异，以 P < 0.05 为有差异，有统计学意义。

2 结果

2.1 谷氨酸可诱发星形胶质细胞[Ca2+]i 升高

经 3-4 次传代后，GFAP 免疫组化染色表明 95 %以上细胞

为星形胶质细胞 （Fig.1A）。500 μmol/L L-glutamate 灌流 Fu-
ra-2/AM 加载后的离体培养星形胶质细胞（Fig.1B）2 min，然后

洗脱，76 %的细胞对其有反应（n = 150）（Fig.1C）。星形胶质细

胞[Ca2+]i 升高的幅值较 L-glutamate 灌流前升高约 28.89 %，用

配对 t 检验判断数据，具有极显著差异（P < 0.01）。一般情况下，

灌流谷氨酸 5-10 s 后，胞内钙离子浓度开始升高，约 90 %的细

胞[Ca2+]i 升高的现象呈自发下降。[Ca2+]i 的变化有多种形式，少

数细胞荧光比值较小，多数比值明显升高。
2.2 谷氨酸通过激活 mGluR5 和 NMDAR 诱发星形胶质细胞

[Ca2+]i 升高

在灌流液中加入 2 μmol/L 的 MTEP，孵育 15 min 以阻断

星形胶质细胞的 mGluR5；然后在 MTEP 存在的条件下，用 500
μmol/L L-glutamate 灌流 2 min。发现星形胶质细胞[Ca2+]i 升高

的幅值较只灌流 500 μmol/L L-glutamate 降低约 7.07 %，用成

组 T 检验判断数据，具有极显著差异(Fig. 2A、B，P < 0.01)，表

明谷氨酸升高星形胶质细胞 [Ca2+]i 的作用有部分是通过代谢

性谷氨酸受体来实现的。
NMDA 是 NMDAR 的激动剂，以 100 μmol/L 的 NMDA

灌流培养的星形胶质细胞 2 min 后，大部分细胞 (62.5 %，n =
96) [Ca2+]i 升高 （Fig. 3A）。在灌流液中预加入 0.5 μmol/L
NVP-AAM077，孵育 15 min 以阻断含 NR2A 亚基的 NMDAR，

再灌流 100 μmol/L NMDA 2 min，[Ca2+]i 升高的幅值较只灌流

100 μmol/L NMDA 降低约 28.67 %，单因素方差分析法分析数

据，具有极显著差异（Fig. 3A、B，P < 0.01）。同样，灌流液中预

加入 1 μmol/L Ro 25-6981，孵育 15 min 以阻断含 NR2B 亚基

的 NMDAR，再灌流 100 μmol/L NMDA 2 min 后，[Ca2+]i 升高

的幅值亦较只灌流 100 μmol/L 的 NMDA 降低约 27.04 %，单

因素方差分析法分析数据，具有极显著差异 （Fig. 3A、B，P <
0.01）。可见，含 NR2A 和 NR2B 亚基的 NMDAR 均参与了

NMDA 对培养的星形胶质细胞[Ca2+]i 的影响。
2.3 阿片μ 受体介导吗啡诱导的星形胶质细胞[Ca2+]i 变化

吗啡（20 μmol/ L）灌流 2 min，可使 60 % (n = 50)的星形胶

质细胞[Ca2+]i 升高（Fig. 4）。而在阿片 μ 受体拮抗剂 CTAP（2
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μmol/ L）孵育 15 min 后，灌流 20 μmol/ L 的吗啡，星形胶质细

胞[Ca2+]i 无明显变化（Fig. 4）。由此可见，吗啡主要是通过阿片

μ 受体作用于星形胶质细胞来升高[Ca2+]i 的。

图 3 灌流 NMDA 可引起星形胶质细胞[Ca2+]i 升高

Fig.3 Bath application of NMDA produced an increase in [Ca2+]i of astrocytes
Note：A top: a sample of [Ca2+]i elevation induced by 100 μmol/L NMDA perfusion in astrocytes, A middle: a sample of [Ca2+]i elevation induced by

100 μmol/L NMDA perfusion in presence of 1 μmol/L Ro25-6981, A bottom: a sample of [Ca2+]i elevation induced by 100 μmol/L NMDA perfusion in
presence of 0.5μmol/L NVP-AAM077; B Summary of [Ca2+]i amplitudes induced by 100 μmol/L NMDA perfusion in astrocytes under various

conditions. Abbreviations: Bas, baseline; Ro, Ro25-6981 ; NVP, NVP-AAM077. ** P < 0.01.

图 1 原代培养的星形胶质细胞内钙信号图

Fig.1 The intracellular calcium signal of cultured rat astrocytes
Note: A Immunofluorescence of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in cultured rat astrocytes from cerebral cortex, B Cerebral cortex astrocytes loaded

with Fura-2/AM, C A sample of [Ca2+]i elevation induced by 500μmol/L L-glutamate perfusion in astrocytes. Abbreviations: Glu, L-glutamate.

图 2 灌流谷氨酸可引起星形胶质细胞[Ca2+]i 升高

Fig.2 Bath application of L-glutamate produced an increase in [Ca2+]i of astrocytes

Note: A top: a sample of [Ca2+]i elevation induced by 500 μmol/L L-glutamate perfusion in astrocytes，A bottom: a sample of [Ca2+]i elevation induced by

500 μmol/L L-glutamate perfusion in presence of 2 μmol/L MTEP; B Summary of [Ca2+]i amplitudes induced by 500 μmol/L L-glutamate perfusion in
astrocytes in the absence and presence of MTEP. Abbreviations: Bas, baseline; Glu, L-glutamate. ** P < 0.01.
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3 讨论

本实验利用 Fura-2/AM 作为荧光探针，Leica AF6000 活细

胞工作站检测离体培养的星形胶质细胞[Ca2+]i 的动态变化。分

别灌流谷氨酸、NMDA、吗啡，观察到星形胶质细胞[Ca2+]i 显著

升高，而用 MTEP、NVP-AAM077、Ro25-6981、CTAP 孵育后，

[Ca2+]i 的升高幅度分别较只灌流谷氨酸、NMDA、吗啡明显降

低。由此可见，谷氨酸、NMDA、吗啡诱发离体培养星形胶质细

胞[Ca2+]i 的变化是可以通过 mGluR5、含 NR2A 和 NR2B 亚基

的 NMDAR、阿片 μ 受体介导。
结果显示星形胶质细胞膜上可能存在代谢性谷氨酸受体、

NMDAR 及阿片 μ 受体，并在钙信号的调节过程中起了重要的

作用，免疫组织化学和生理学的有关研究支持了我们的推论
[14-15]。而这三种受体在星形胶质细胞钙动员中的调节机制仍需

进一步研究。
谷氨酸作为一种兴奋性的神经递质，诱发大鼠原代培养星

形胶质细胞[Ca2+]i 的升高是通过多种途径实现的。有研究发现

星形胶质细胞膜上表达具有 Ca2+ 通透性的 AMPA 受体 [16]，在

谷氨酸诱发的星形胶质细胞 [Ca2+]i 的升高中起了部分作用，

Seifert 等认为星形胶质细胞上激活 AMPA 受体所诱发的[Ca2+]
i 升高是通过可逆性 Na+/Ca2+ 交换机制和胞内钙库释放 Ca2+ 来

共同实现的[17-18 ]。NMDAR、AMPA 受体和代谢性谷氨酸受体在

此过程中起了重要作用，为我们进一步探索胶质细胞在神经系

统信号传导中的作用提供了线索。
星形胶质细胞[Ca2+]i 振荡在 CNS 中参与信号的传递和递

质的释放，而在阿片耐受与依赖机制中，星形胶质细胞的作用

还没有引起足够的重视。实验结果提示吗啡除了直接作用于神

经元阿片类受体，影响神经元功能外，还可以通过星形胶质细

胞膜上的阿片 μ 受体使细胞[Ca2+]i 升高，从而调控神经递质的

释放、突触可塑性和基因的表达等生理活动。
关于吗啡影响原代培养星形胶质细胞[Ca2+]i 的现象，早在

20 世纪 70 年代就被发现[19]。吗啡作为一种外源性阿片类药物，

是通过阿片 μ 受体介导星形胶质细胞内钙的变化。μ 受体激动

后，可以直接兴奋 L 型钙通道，引起钙内流，而且内流的钙可以

适度的增加细胞内第二信使 IP3 的水平，诱发 Ca2+ 从细胞内钙

库进一步释放[20]。Hauser 在吗啡作用于星形胶质细胞的研究发

现，吗啡急性作用可以升高细胞[Ca2+]i，促进星形胶质细胞质合

成，并有调控细胞内 DNA 的合成的作用，然而当吗啡延时作用

时，星形胶质细胞适应性发生变化，可能是由于阿片受体脱敏

或者下调所致[21]。
由此可见，吗啡通过阿片 μ 受体影响胞内 Ca2+ 浓度，从而

干扰星形胶质细胞的生理和生化功能。然而，其具体的调控机

制现在不是很清楚，还需要进一步的研究。
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