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新生小鼠海马神经元培养及形态学观察的优化方法
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　　摘　要：目的　探讨一种更加优化的体外培养海马神经元及进行形态学观察的方法，为阿尔茨海默病（ＡＤ）神经突触的研究

奠定基础。方法　选择新出生后０～１ｄ的Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，断头取双侧海马，采用低浓度胰酶消化加机械分离的方法，使用无血

清培养基进行神经元原代培养，培养１７ｄ后利用磷酸钙共沉淀法进行绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的转染，于荧光显微镜下观察海马神

经元和树突棘形态特征。结果　采用此方法进行的海马神经元原代细胞培养，神经元生长良好，转染ＧＦＰ后可以看到清晰的轴

突／树突和树突棘突等典型的神经细胞结构特征。结论　此技术方法所培养的海马神经元生长良好，磷酸钙共沉淀法转染ＧＦＰ

后能够更加清晰地观察到神经元及树突棘的形态特征。
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　　海马在认知、学习和记忆等方面都扮演着极为重要的角

色［１］，是阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的主要病变

部位，利用海马神经元建立一个直观的体外研究的神经元活动

的实验模型，对阿尔茨海默病等神经性疾病的研究有着极大的

价值。关于神经突触的研究方面，树突棘的形态学观察具有很

重要的价值，绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）对

神经元进行转染后能够清晰观察到单个神经元轴突、树突、树

突棘等，但这一方法对神经元状态及转染效率的控制要求较

高，而一般胎鼠海马神经元培养以及利用脂质体介导的转染较

难达到这一要求。本文在文献基础上［２７］进行改进优化，培养

出具有良好形态的小鼠海马神经元，并用适当方法转染，得到

单个神经元和树突棘形态特征清晰的显像，为神经突触研究提

供基础，现将方法报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　新生小鼠（Ｐ０），由广州中医药大学实验动物中心

提供；ＤＭＥＭ、Ｆ１２、Ｂ２７、ＨＢＳＳ、ＦＢＳ、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌｍｅｄｉｕｍ培养

基、丙酮酸钠等均购自 Ｇｉｂｉｃｏ公司，多聚赖氨酸、ＤＮＡｓｅ购自

Ｓｉｇｍａ公司，２４孔培养板（ＣＯＳＭＯ）由广州友田生物科技有限

公司提供。

１．２　原代细胞培养

１．２．１　培养板的处理　２４孔板中每孔加入３０μｇ／ｍＬ的多聚

赖氨３５０μＬ，３７℃培养箱中过夜，灭菌水洗３次，晾干，封口胶

封边，４℃保存。使用前于每孔中加入５００μＬ的 ＤＭＥＭ 润

洗，放入３７℃培养箱中备用。

１．２．２　试剂配制　解剖液成分：ＨＢＳＳ４９ｍＬ，１Ｍ 葡萄糖

５００μＬ，双抗（青霉素／链霉素）５００μＬ，置于冰上备用。消化液

成分：ＨＢＳＳ２．５ｍＬ，０．２５％胰酶２．５ｍＬ。重悬液成分：Ｆ１２

２．５ｍＬ，ＤＭＥＭ２．５ｍＬ，双抗２．５ｍＬ，ＤＮＡｓｅ５μＬ。培养液

成分：神经干细胞培养基４７．５ｍＬ，丙酮酸钠５００μＬ，双抗５００

μＬ，Ｌ谷氨酰胺５００μＬ，Ｂ２７１ｍＬ。消化液及培养液放入３７

℃水浴箱中预热。

１．２．３　培养方法　用７０％乙醇消毒超净台及使用器械，超净

台上铺手术巾，打开紫外灯照射４０ｍｉｎ。打开解剖显微镜，取

１个６０ｍｍ培养皿倒入解剖液，置于解剖显微镜下。取新生小

鼠（Ｐ０）置于手术巾上，７０％乙醇消毒，断头处死，剪开头皮及

颅骨，取出全脑，放入解剖液中，于解剖显微镜下剔除脑膜和血
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管，剥离出海马组织，移入装有解剖液的１５ｍＬ离心管中置于

冰上。以上解剖应在１ｈ内完成。用冰解剖液将海马洗３次，

弃去解剖液，加入０．１２５％的低浓度胰酶于３７℃水浴箱中消

化２０ｍｉｎ，其间每隔４～５ｍｉｎ充分晃动离心管以促进消化。

消化结束后加入１０％体积分数的胎牛血清终止消化。以２０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清液，加入重悬液重悬细胞，用火焰抛

光的巴斯德滴管吹打数次，充分分离神经元，用细胞筛过滤细

胞至一新的离心管中，加入１０％体积分数的胎牛血清后以

２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液，加入培养液重悬细胞，充

分吹打混匀，进行细胞计数，以每孔８×１０４ 个细胞接种于２４

孔板中，置于３７℃细胞培养箱中培养。每隔３～４ｄ更换１／４

培养基。选取不同时间点在倒置显微镜下观察并拍照。

１．３　ＧＦＰ转染　ＧＦＰ在细胞和分子生物学中通常被用来作

为一个报告基团［８］，在蓝光照射下可以发出明亮的绿色荧光。

培养至第１７天的细胞采用磷酸钙共沉淀法
［９］，配制 ＣａＣｌ２

ＤＮＡ磷酸缓冲液的复合物，进行ＧＦＰ质粒ＤＮＡ的转染，转染

４８ｈ后固定细胞，于荧光显微镜下进行形态学观察。

２　结　　果

在倒置显微镜下观察，细胞接种后为透亮圆形较小的细

胞，１２ｈ后完全贴壁，长出短小的突起；３～４ｄ后突起逐渐增

长增多，形成稀疏的网络，此时神经元胞体多为椭圆形或三角

形；５～７ｄ神经元胞体逐渐增大，突起增粗，细胞间形成网络，

细胞体核突起明显，立体感增强（图１）。第１７天进行ＧＦＰ转

染，４８ｈ后固定细胞于荧光显微镜下观察，胞体进一步增大，

呈椭圆形，可以清楚观察到从胞体伸出的轴突和多条树突，树

突棘明显（图２～４），为典型的海马神经元的结构特征。

图１　　培养７ｄ的海马神经元细胞（普通光学显微镜×４００）

图２　　培养１７ｄ转染ＧＦＰ后的神经元细胞

（荧光显微镜×４００）

图３　　培养１７ｄ的海马神经元树突及树突棘

明显增多（荧光显微镜×６００）

图４　　转染ＧＦＰ后的树突及树突棘（荧光显微镜×６００）

３　讨　　论

在阿尔茨海默病的研究中，神经元是研究的重要物质基

础，神经突触是研究的重要方面。海马是神经元比较集中的组

织，非神经元细胞在此处较少，故在进行神经元的原代培养时

首选海马组织。传统方法多用胎鼠进行原代海马神经元的培

养，但是胎鼠的胎龄不易掌握，海马剥离困难，且某些核团和功

能区的解剖部位不易准确定位［１０］，而新生小鼠的海马易于剥

离，且神经元分化程度较高，神经突起发育成熟，故新生鼠是更

好的选择［１１１２］。另外，在进行神经突触研究时，树突棘的形态

学观察和计数是一个重要方面，因此，对于单个神经元的清晰

显像就显得尤为重要，本实验所应用的磷酸钙共沉淀法转染

ＧＦＰ不失为一种理想的选择。

在海马神经元的培养中，对于实验条件的要求较为苛刻，

因此，在实验中要尤其注意取材及组织消化过程、培养基成分、

细胞接种数量等问题。首先，新生小鼠的海马外包裹有一层血

管膜，在取材过程中一定要注意将这层血管膜清除干净，否则

血管膜的一部分成纤维细胞会混入原代培养中，这些细胞会大

量分裂，导致实验失败。其次，新生小鼠的神经元之间以及神

经元与纤维组织之间结合比较紧密，消化分离的过程容易造成

损伤，因此，消化分离过程中一般使用０．１２５％的低浓度胰酶，

其间动作要轻柔，消化时间不宜过长，控制在２０ｍｉｎ内，并轻

柔均匀振摇分散组织，尽可能减少消化分离过程中造成的机械

和化学损伤。第三，在神经元的培养中，培养基是实验成功的

关键因素之一，在本实验中使用Ｂ２７代替血清配置无血清培

养基，相对于血清而言，Ｂ２７成分清楚，含有多种细胞生长的必

要因子，是较为理想的添加剂。采用Ｂ２７无血清培养基可以

选择性地使神经元生长，而抑制非神经元细胞的生长和增

殖［１３］，能够起到纯化神经元的作用。此外，该培养基含有多种

抗氧化剂，能够保持神经元的活性［１４］。最后，种板密度也是实
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验中重要一环，在神经突触研究中对树突棘的形态学观察常需

要以单个神经元作为观察对象，故种板密度不宜过高，当然，种

板密度过低，神经元不能相互接触，也会导致神经元难以存活

或者成熟。因此，通常需要在预实验中接种不同密度细胞观察

获得合适的细胞密度。另外，在本实验中未应用阿糖胞苷等抑

制细胞有丝分裂的药物来抑制胶质细胞的生长，因阿糖胞苷的

用量较难控制，剂量过小则不能起到抑制胶质细胞增殖的作

用，而剂量过大会对神经元产生毒性作用，影响神经元活

性［１５］。

在本实验中应用的 ＧＦＰ是一种不需要任何外源反应底

物，只需要蓝光照射就可以发出荧光的一种蛋白，常被用来进

行活细胞标记。由于ＧＦＰ对神经元仅有极小的毒性作用，因

此，在神经生物学研究中常被用来作为报告基团［１６］。本实验

用ｅＧＦＰ质粒转染培养１７～１９ｄ的小鼠海马神经元细胞，采用

了传统的磷酸钙共沉淀法进行转染，相较于常用的脂质体介导

的转染，前者更适合于做神经元细胞爬片的转染［７］，并且磷酸

钙共沉淀法转染效率较低，对于以单个神经元为观察对象的神

经突触的形态学方面的研究，该方法显得更为优越。本实验

中，转染４８ｈ后在荧光显微镜下进行形态学观察，结果显示神

经元胞体饱满、细胞突起丰富，神经元细胞处于最佳状态，轴

突、树突及树突棘显像清晰。磷酸钙共沉淀法对小鼠海马神经

元进行ＧＦＰ转染效果良好。

综上所述，在阿尔茨海默病的研究中，选用最优化的方法

培养海马神经元细胞是研究的基础，而用ＧＦＰ标记单个神经

元在神经突触的形态学［９］及电生理［１７］等研究中都极为重要。

本文中所采用的神经元培养方法及ＧＦＰ转染方法具有极大优

越性，可进行推广使用。
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