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新生大鼠海马神经元原代培养及膜片钳全细胞记录
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　　摘　要：目的　探讨一种适用于膜片钳全细胞记录的海马神经元培养方法。方法　选择鼠龄在１ｄ内的 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，迅速断

头，取双侧海马，神经基础培养基添加Ｂ２７及Ｌ谷氨酰胺进行神经元原代培养，培养至第１０天时，使用免疫荧光技术配合神经元

特异性核蛋白ＮｅｕＮ进行细胞鉴定；神经元的电生理特征由膜片钳全细胞记录。结果　该方法所培养神经元状态良好，经鉴定发

现纯度可高达１００％，通过膜片钳全细胞法可记录到自发性动作电位及自发性兴奋性突触后电流。结论　本方法操作简便、高

效，所培养的海马神经元状态良好，适用于膜片钳全细胞记录。
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　　原代培养的神经元已经成为神经学科领域的同行们最常

用的实验对象之一，因此，神经元的原代培养方法日渐增多。

随着神经电生理实验技术的迅速发展，特别是膜片钳技术在神

经学科的应用以来，对原代培养的神经元状态要求越来越高，

本实验在参照文献［１４］的培养方法基础上稍作改进，培养出

细胞膜上各离子通道功能良好的且适应于膜片钳全细胞记录

的海马神经元，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物与主要实验仪器　１ｄ内新生 Ｗｉｓｔａｒ大鼠购自重

庆医科大学实验动物中心；ＳＷＣＪ２ＦＤ型超净工作台购自苏

净集团安泰公司，细胞培养箱购自美国ＴｈｅｎｎｏＦｏｎｎａ，细胞培

养板购自美国Ｃｏｓｔａｒ，ＴＥ２０００Ｕ倒置相差显微镜购自日本

Ｎｉｋｏｎ；ＴＤＺ５ＷＳ多管架自动平衡离心机购于长沙湘仪离心机

仪器有限公司，ＴＣＳＳＰ２型激光共聚焦扫描显微镜购自德国

Ｌｅｉｃａ，ＮＶＳＬＭ１型振动切片机购自英国Ｃａｍｐｄｅｎ，电极拉制

仪（Ｐ９７）购自美国，玻璃微电极管（外径１．０ｍｍ）购自南京六

合泉实验器材厂，膜片钳系统购自美国Ａｘｏｎ。

１．１．２　主要试剂　神经基础培养基（Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌｍｅｄｉａ）、Ｂ

２７、Ｌ谷胺酰胺及特级胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。种植液

组成：神经基础培养基、２％Ｂ２７（体积比）、０．５μｍｍｏｌ／ＬＬ谷

胺酰胺及１０％胎牛血清；维持液：神经基础培养基、２％ Ｂ２７

（体积比）和０．５μｍｍｏｌ／ＬＬ谷胺酰胺。ＤＨａｎｋｓ和多聚Ｌ赖

氨酸购于美国Ｓｉｇｍａ公司，胰蛋白酶由上海佰奥生物科技有限

公司提供，小鼠抗 ＮｅｕＮ 一抗购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、兔抗小鼠

ＦＩＴＣ二抗由北京中杉公司分装，重庆医科大学附属第一医院

提供１０％水合氯醛。人工脑脊液（Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕ

ｉｄ，ＡＣＳＦ）配方及各成分浓度：ＮａＣＬ１２４ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣＬ３

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣＬ２２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣＬ２２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＨ２ＰＯ４１．２３

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＨＣＯ３２６ｍｍｏｌ／Ｌ和葡萄糖１０ｍｍｏｌ／Ｌ；电流钳模

式下记录动作电位的电极内液配方及各成分浓度：Ｋ２ＳＯ４６０

ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｎ甲基Ｄ葡糖胺（ＮＭＧ）６０ｍｍｏｌ／Ｌ，４羟乙基哌嗪

乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２４ｍｍｏｌ／Ｌ，四乙酸（ＢＡＰ

ＴＡ）０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，磷酸肌酸（ｐｈｏｓｐｈｏｃｒｅａｔｉｎｅ）１２ｍｍｏｌ／Ｌ，

Ｎａ２ＡＴＰ２ｍｍｏｌ／Ｌ和Ｎａ３ＧＴＰ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ；电压钳模式下记

录电流的极内液成分和相应浓度：ＫＣＬ１４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣＬ２０．５

ｍｍｏｌ／Ｌ，乙二醇二乙醚二胺四乙酸（ＥＧＴＡ）２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ５

ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｋ２ＡＴＰ４ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＯＨ将ｐＨ值调至７．２。

１．２　方法

１．２．１　海马神经元原代培养　先在盖玻片上涂抹０．１％多聚

Ｌ赖氨酸，在超净台内，经紫外灯照射消毒后，放置在２４孔细

胞培养板孔内备用。选择１ｄ内的新生 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，迅速剥出
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全脑，移入０℃ ＤＨａｎｋｓ液中，分离双侧海马并剪碎。加入

０．１２５％胰蛋白酶（体积相当于脑组织的５倍）并置于５％ＣＯ２、

３７℃细胞培养箱内消化２０～３０ｍｉｎ，后加入相同体积的种植

液并维持５ｍｉｎ以终止消化。１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清

液，加入种植液，使用抛光冷却后的巴氏管轻柔吹打，制成细胞

悬液，使用２００目筛网过滤，经计数后，以种植液稀释成５×

１０５／ｍＬ的细胞悬液，２４孔细胞培养板的每孔按１ｍＬ悬液进

行接种，置入５％ＣＯ２、３７℃细胞培养箱内培养１ｄ即全液更换

维持液培养，后每间隔３ｄ更换一半培养液。

１．２．２　免疫荧光技术鉴定神经元　神经元核抗原（Ｎｅｕｒｏｎａｌ

ｎｕｃｌｅｉ，ＮｅｕＮ）是神经元细胞核中的一种特异性蛋白质，被认

为是成熟神经元的特异性标记物［５］。神经元培养至第１０天

时，进行细胞爬片，放置载玻片上，经４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ

后，ＰＢＳ清洗５ｍｉｎ×３次，１０％山羊血清封闭液常温下处理

３０ｍｉｎ，后倾去血清，加入小鼠抗 ＮｅｕＮ抗体（稀释比例１∶

１００），置４℃冰箱过夜。次日，取出后常温放置２ｈ，ＰＢＳ清洗５

ｍｉｎ×３次，避光加山羊抗小鼠ＦＩＴＣ（稀释比例１∶５０），常温２

ｈ后，ＰＢＳ清洗５ｍｉｎ×３次，５０％甘油封片备用，择期在激光共

聚焦扫描显微镜下拍照。

１．２．３　膜片钳全细胞记录　参照文献［６］的方法，将备用的细

胞爬片转移入浴槽中，使用输液泵持续向浴槽灌注９５％Ｏ２＋

５％ＣＯ２ 混合气饱和的 ＡＣＳＦ，浴槽流出端使用蠕动泵将液体

以３～４ｍＬ／ｍｉｎ恒速泵出，调整输液泵至细胞在液面下１～２

ｍｍ为适。Ｐ９７微电极拉制仪拉制记录微电极（直径１～２

μｍ），电极内液使用０．２μｍ的微孔滤膜滤过后充灌电极，充灌

电极内液后入水电阻２～４ＭΩ。选择表面光滑且透光度好的

状态良好的神经元进行实验，封接成功后，抽吸破膜即可形成

全细胞记录。在电流钳模式下，记录自发性动作电位（ａｃｔｉｏｎ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＡＰ）；在电压钳模式下记录自发性兴奋性突触后电流

（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｅｘｃｉｔａｔｏｒｙｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｃｕｒｒｅｎｔ，ｓＥＰＳＣ），信号采

集分析均由ｐＣｌａｍｐ９．２软件完成。

２　结　　果

２．１　海马神经元形态学观察　神经元在１ｄ后更换全液，此

时在倒置相差显微镜下观察，神经元贴壁稳定，且背景较干净，

部分神经元可见较短突起长出（封２图１Ａ）；３ｄ后，神经元突

起明显变长变多，且细胞体轮廓清晰，呈锥形（封２图１Ｂ）；至

第１０天时，神经元形态特征明显，细胞体表面光滑，透光度好，

可见细胞周围明显光晕，突起增多增长且细出现分支，从而形

成明显的神经网络（封２图１Ｃ、Ｄ）。

　　Ａ：自发性ＡＰ；Ｂ：ｓＥＰＳＣ。

图３　　膜片钳全细胞记录

２．２　ＮｅｕＮ鉴定海马神经元　ＮｅｕＮ免疫荧光染色，激光共聚

焦扫描显微镜下可见神经元细胞核着绿色，细胞质和突起不着

色，最终发现本方法所培养的神经元纯度可达１００％，见封２

图２。

２．３　膜片钳全细胞记录　在电流钳模式下，可记录到神经元

的偶尔自发性ＡＰ，膜电位在－６５．２ｍＶ左右（图３Ａ）；在电压

钳模式下，可以记录到神经元的ｓＥＰＳＣ（图３Ｂ）。

３　讨　　论

海马是整个中枢神经系统对缺血、缺氧、炎症等各种损伤

耐受能力最差的部位之一，且所含神经元密度高，非神经元细

胞相对较少，因此，海马常常被作为神经元原代培养的首选部

位。作者阐述了１ｄ内鼠龄的 Ｗｉｓｔａｒ大鼠海马神经元的原代

培养方法，在培养１ｄ后细胞基本贴壁；３ｄ开始细胞体逐渐丰

满，突起开始变长；到达第１０天时，神经元已经成熟，细胞体形

态特征明显，立体感强，表面光滑，透光度良好，周围光晕明显，

突起丰富且细胞与细胞之间形成明显的神经网络结构。通过

神经元特异性核抗原ＮｅｕＮ及ＦＩＴＣ标记，发现所培养的神经元

纯度高。为了检测神经元的电生理特征是否完好，通过膜片钳

全细胞记录，发现细胞封接顺利，在电流钳模式下可以记录到偶

尔自发性ＡＰ，在电压钳模式下可以记录到ｓＥＰＳＣ，从而证实了

细胞膜以及突触传递功能良好，适合膜片钳技术的应用。

针对神经元原代培养的实验对象选择上，目前除了本实验

选择的新生鼠外，还可以选用胎鼠，但由于胎鼠的胎龄不易掌

控，并且胎鼠的海马剥离困难且体积偏小，而使得该方法的推

广遇到了瓶颈［７］。在培养方法上，有选择普通培养基，外加抑

制细胞有丝分裂的药物阿糖胞苷，然而，该药物的使用量较难

控制，过量时，在抑制胶质细胞的繁殖和生长的同时，对神经元

的正常生长也有一定的毒副作用，从而影响其活性，达不到实

验需求，量不够时，则不能很好地抑制胶质细胞的增殖［８］。本

实验直接选用神经基础培养基及Ｂ２７添加剂，能够抑制非神

经元的生长而更有利于神经元的生长，从而可以提高神经元的

纯度，此外，该组合的培养基中含有多种抗氧化剂，具有保护神

经元的作用，从而保证神经元的最终活性［９］。

随着神经学科的快速发展，海马神经元及膜片钳技术有机

结合在神经生理功能及病理状态的应用方兴未艾，如兴奋性氨

基酸神经毒性［１０］、缺氧性损伤［１１］、癫痫［１２１４］和单纯疱疹病毒

性脑炎［１５］等。本实验所提供的海马神经元原代培养方法，可

为膜片钳技术的顺利应用打下良好的基础。
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明，３，６二羟黄酮膳食干预可显著抑制致癌剂诱导的大鼠乳腺

肿瘤发生，显示出较强的乳腺癌化学预防作用。

ｍｉＲＮＡ是一类由内源基因编码的长度约为２２个核苷酸

的非编码单链ＲＮＡ分子，它可以抑制蛋白质翻译，剪切 ｍＲ

ＮＡ，调节靶基因的表达，在动植物中参与转录后基因表达调

控。越来越多的研究表明，ｍｉＲＮＡ参与包括肝癌、肺癌、乳腺

癌、结肠癌及白血病在内的多种肿瘤的发生、发展［１２１３］。乳腺

癌是女性最常患的一种肿瘤，男性由于缺乏对乳腺癌的免疫能

力，同样容易罹患此病。有研究发现作为抑癌基因和原癌基因

的乳腺癌特异性ｍｉＲＮＡ，在乳腺癌发生、发展中的作用对于防

治乳腺癌具有重要意义［１４１５］。

植物黄酮抗乳腺癌作用机制中是否涉及对 ｍｉＲＮＡ表达

和功能的影响，尚少见报道，本实验研究发现，３，６二羟黄酮抗

乳腺癌发生过程中，伴随着 ｍｉＲＮＡ表达谱的改变，提示某些

ｍｉＲＮＡ可能在３，６二羟黄酮抗乳腺癌作用机制中扮演重要角

色，黄酮化合物可能通过调节 ｍｉＲＮＡ的表达进而影响某些关

键靶蛋白的活性。本研究结果对深入探讨 ｍｉＲＮＡ在植物黄

酮抗肿瘤机制中的作用提供了参考。
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［１２］徐祖才，刘华，陈阳美．海马神经元癫痫样放电后ＥＲＫ１／

２信号通路与Ｃｆｏｓ的相关性［Ｊ］．中华医学杂志，２００８，

８８（２３）：１６３９１６４２．

［１３］ＸｕＺＣ，ＣｈｅｎＹＭ，ＸｕＰ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｌｅｐｔｉｆｏｒｍｄｉｓｃｈａｒｇｅｕｐ

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｐＥＲＫ１／２，ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４３ａｎｄ

ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ［Ｊ］．

Ｓｅｉｚｕｒｅ，２００９，１８（１０）：６８０６８５．

［１４］徐祖才，徐平，陈阳美，等．无镁损伤海马神经元后

ＥＲＫ１／２核转移的动态变化［Ｊ］．中华创伤杂志，２００９，２５

（８）：７３５７３８．

［１５］ＡｒｔｈｕｒＪＬ，ＳｃａｒｐｉｎｉＣＧ，ＣｏｎｎｏｒＶ，ｅｔａｌ．Ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘ

ｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１ｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇｌａｔｅｎｃｙｅｓｔａｂｌｉｓｈ

ｍｅｎｔ，ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ，ａｎｄｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｄｏｒｓａｌｒｏｏｔ

ｎｅｕｒｏｎｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００１，７５（８）：３８８５３８９５．

（收稿日期：２０１２０４２４　修回日期：２０１２０７２５）
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