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　　摘　要：目的　探讨建立较为简便的新生大鼠皮层神经元细胞体外无血清原代培养方法。方法　取新生大鼠（２４ｈ）大脑皮

层组织，消化后种植在有多聚Ｌ赖氨酸包被的六孔培养板中，以含１０％胎牛血清ＤＥＭＥＨＧ培养液种植，４～８ｈ后换用含Ｂ２７

的Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养基维持饲养。于不同时间在倒置相差显微镜下观察形态变化，分别采用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组织化学

对神经元特异性标记物神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）基因及蛋白进行鉴定。结果　２～８ｈ神经元细胞贴壁，随着时间延长，形态

多变，突起逐渐增多，神经元突起间相互接触形成网络，培养７～１０ｄ神经元胞体最为丰满，通过ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组

织化学证明所分离培养的是神经元细胞。结论　该方法简单易行，神经元纯度较高，可作为神经元体外培养的良好模型用于以后

的研究。
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　　原代培养新生ＳＤ大鼠大脑皮层神经元细胞广泛用于神经系

统疾病的细胞模型［１］，为探讨神经系统病的发病机制以及筛选神

经保护性药物提供良好的平台。由于神经元细胞解剖及培养的复

杂性，目前还没有一个被广泛推荐及接受的方法。因此在以往的

神经元细胞培养方法［２５］基础上，作者进行了一定的探索，初步掌

握了较为简单的神经元细胞的原代培养技术，为以后相关研究提

供较高纯度的新生大鼠皮层神经元细胞。现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物与主要试验器械　新生２４ｈ内的ＳＤ大鼠，由新

疆医科大学实验动物中心提供；美国ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａＣＯ２ 气体

培养箱；Ｔｈｅｒｍｏ超净工作台；倒置显微镜及照相系统（Ｏｌｙｍ

ｐｕｓ）；培养板（美国Ｃｏｓｔａｒ）；日本ＴａｋａｒａＰＣＲ仪；ＢｉｏＲａｄ公司

ｍｉｎｉ垂直电泳槽；ＢｉｏＲａｄ公司半干式转印系统；江苏海门其

林贝尔脱色摇床；凝胶成像仪；常规手术器械一套，眼科显微镊

及剪刀各２把。

１．１．２　主要试剂　试剂ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养液、Ｂ２７培养基添加

剂、胎牛血清、０．２５％胰酶、１００００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００００

Ｕ／ｍＬ链霉素、Ｌ谷氨酰胺（ＧＩＢＣＯ公司）；ＤＥＭＥ高糖培养基

（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）多克隆抗体

（Ａｂｃａｍ公司）；多聚Ｌ赖氨酸、脱氧核糖核酸酶Ⅰ（ＤＮａｓｅⅠ

ｓｉｇｍａ公司）；琼脂糖（Ｓｐｉｎａ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ（ＡＢＩ公司）；反转录

试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；ＳＰ免疫组织化学试剂盒、

ＤＡＢ显色试剂盒（北京中杉生物技术有限公司）；ＰＢＳ液（上海

生工生物工程有限公司）。无血清培养基：ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养基

＋２％ Ｂ２７ 培 养 基 添 加 剂 （５０×）＋１％ Ｌ谷 氨 酰 胺

（２００ｍｍｏｌ／Ｌ）＋双抗（１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉

素），于冰箱４℃保存备用；多聚Ｌ氨酸包被液：用ＰＢＳ液配制

１ｍｇ／ｍＬ多聚Ｌ氨酸溶液，０．２２μｍ滤器过滤除菌，４℃保存

备用。

１．２　方法

１．２．１　大鼠皮层神经元细胞的分离和培养　将清洗干净的小

１０９３重庆医学２０１４年１０月第４３卷第２９期

 基金项目：新疆生产兵团博士基金资助项目（２０１１ＢＢ０１６）。　作者简介：杨传豪（１９８５－），住院医师，在读硕士，主要从事神经系统疾病研

究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｓｄｙｆｙｓｊｗｋ＠１２６．ｃｏｍ。



玻片放入新的六孔培养板中，每孔１片，每孔加入０．１％多聚

赖氨酸１～２ｍＬ，包被过夜，多聚赖氨酸回收后三蒸水清洗，晾

干备用。取２４ｈ内新生的ＳＤ大鼠，采用颈椎脱臼处死小鼠

后，放入盛有７５％乙醇的烧杯中浸泡１～２ｍｉｎ。在无菌的环

境下用剪刀迅速断头，在遇冷的ＰＢＳ液中将血漂洗干净移入

另一个装有预冷的ＰＢＳ容器内，左手持镊夹住鼠头头端固定

好，右手持剪刀剪开颅骨并充分暴露大脑皮层（图１），在显微

镜下剥尽皮层的脑膜及血管，迅速取下大脑皮层组织放入盛有

ＤＭＥＭＨＧ培养液的培养皿中，培养皿置于冰上。将皮层组

织剪成碎组织块，往剪碎的组织中加入浓度为０．１２５％的胰酶

在３７℃下进行消化，每３分钟轻轻摇晃１次，１０～１５ｍｉｎ后加

１ｍＬ胎牛血清终止消化作用。将消化后的液体转至离心管中

并加入２μＬＤＮＡｓｅⅠ，轻轻吹打１０次，静置２ｍｉｎ后将上液

移入另一离心管中，再加入２ｍＬＤＭＥＭＨＧ培养液，重复上

述步骤２次。将细胞悬液４℃１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，再用含

１０％胎牛血清的ＤＭＥＭＨＧ培养液对细胞进行重悬。２００目

筛网过滤。取少量细胞悬液加等量台盼蓝混匀，置于计数板

上，显微镜下计数细胞密度，以１×１０６ ｍＬ接种于经多聚赖氨

酸包被的６孔培养板中，每孔加含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ

ＨＧ培养液２ｍＬ，置于３７℃５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，４～８ｈ

后用ｎｅｕｒｂａｓａｌ＋Ｂ２７营养因子培养液换全液１次，以后每４天

半量换液１次。

１．２．２　大鼠皮层神经元鉴定

１．２．２．１　ＲＴＰＣＲ验证神经元细胞 ＮＳＥ基因表达　在神经

组织中ＮＳＥ是神经元的标志物，因此选用ＮＳＥ为鉴定神经元

细胞的标志基因。Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取培养７ｄ神经元细胞ＲＮＡ，

反转录为ｃＤＮＡ后进行ＮＳＥ和ＧＡＰＤＨ基因的ＰＣＲ检测
［６］。

ＮＳＥ上游引物：５′ＴＣＴＣＣＴＧＣＴＧＡＣＣＣＴＴＣＣ３′，ＮＳＥ下

游引物，５′ＣＧＡＴＧＡＣＴＣＡＣＣＡＴＡＡＣＣＣ３′，产物大小为

３２９ｂｐ，反应条件为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃

３０ｓ，３５个循环；７２ ℃ １０ｍｉｎ；ＧＡＰＤＨ 上游引物：５′ＣＡＡ

ＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ３′，下游引物：５′ＧＴＣ

ＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ３′，产物大小为４９６ｂｐ，反

应条件为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，２℃３０ｓ，３５个循

环；７２℃１０ｍｉｎ。然后２％琼脂糖电泳对ＰＣＲ产物进行检测。

１．２．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测神经元细胞ＮＳＥ蛋白表达水平　

蛋白提取，煮沸变性，电泳２ｈ，封闭１～２ｈ，加一抗 ＮＳＥ

（１∶５００），４℃过夜，加 ＨＲＰ标记抗兔二抗孵育１～２ｈ（１∶

３００００稀释），曝光，采用ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统分析结果。

１．２．２．３　免疫细胞化学验证神经元细胞的特异性及纯度　皮

层神经元培养至７ｄ时，胞体发育饱满，取出玻片，按标准的免

疫细胞化学染色法进行鉴定，按说明书步骤进行，以ＰＢＳ缓冲

液代替一抗作阴性对照。选取３个视野计数阳性细胞百分数

并拍照。

２　结　　果

２．１　大鼠原代培养皮层神经元细胞的形态学观察　在倒置显

微镜下，刚种植的皮层神经元细胞呈圆形、体积小、透亮、单个

散在分布（图２Ａ）。２ｈ后开始贴壁，８ｈ后大部分贴壁。３～４

ｄ细胞已有明显增长的突起，以多级神经元为主，包体呈三角

形、梭形、椭圆形，椎体形态为不规则形（图２Ｂ）。５～６ｄ后神

经元细胞包体进一步增大，突起增粗，连接成网络（图２Ｃ）。７

～８ｄ时，细胞体积继续增大，胞体饱满，突起分支增大，形成

致密网络（图２Ｄ），１４ｄ细胞数量开始减少，２８ｄ细胞数量明显

减少，可见细胞碎片。

　　Ａ：刚种植的皮层神经元；Ｂ：种植３～４ｄ后的皮层神经元；Ｃ：种植５～６ｄ后的皮层神经元。

图１　　分离新生大鼠双侧皮层脑组织

　　Ａ：１ｄ；Ｂ：３ｄ；Ｃ：５ｄ；Ｄ：７ｄ。

图２　　体外培养不同时间大鼠皮层神经元形态观察（×２００）
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２．２　ＲＴＰＣＲ鉴定结果　对培养至第７天的神经元细胞进行

神经元标志基因ＮＳＥ及内参基因ＧＡＰＤＨ基因表达的检测，

可检测到ＮＳＥ基因的表达，该实验结果表明所培养的细胞是

神经元细胞，见图３Ａ。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　培养７ｄ的细胞 ＮＳＥ和βａｃｔｉｎ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测神经元细胞蛋白的特异性表达结果均为阳

性，表明培养的细胞是神经元细胞，见图３Ｂ。

Ａ：ＰＣＲ产物电泳图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

图３　　体外培养７ｄ新生大鼠皮层神经元ＮＳＥ

基因及蛋白表达

２．４　免疫细胞化学染色的观察结果　第７天的细胞，ＮＳＥ免

疫组织化学染色（ＤＢＡ显色），细胞质和突起被染成棕褐色而

胞核不被染色的为阳性细胞，整个细胞都不被染色为阴性细

胞，见图４。在显微镜下进行观察，以３个视野中阳性神经元

细胞的数目占总细胞的比例为神经元细胞纯度，经鉴定神经元

纯度在９０％左右。

图４　　皮层神经元特异性烯醇化酶免疫细胞

　　　　化学染色（×４００）

３　讨　　论

体外培养神经元细胞是较困难的原代培养技术，作者阐述

了２４ｈ内鼠龄的ＳＤ大鼠皮层神经元细胞原代培养方法。神

经元细胞在２ｈ后开始贴壁，８ｈ后大部分贴壁。３～４ｄ细胞

已有明显增长的突起。５～６ｄ后神经元细胞包体进一步增

大，突起增粗，连接成网络。７～８ｄ时，细胞体积继续增大，胞

体饱满，突起分支增大，形成致密网络。１４ｄ细胞数量开始减

少。并通过ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对ＮＳＥ的基因及蛋白表

达进行测定，采用免疫组织化学方法验证神经元细胞的特异性

及纯度，发现所培养的神经元细胞纯度高，可以为今后的研究

提供良好的细胞模型。

体外培养神经元细胞是较困难的原代培养技术，作者研究

组根据自身的实验条件，摸索出了较简便、合适的原代新生大

鼠体外无血清培养方法，可获得较高纯度的神经元细胞，现将

体会总结如下：（１）培养基的选择。血清培养的细胞状态很不

均一，从正常到凋亡都有，严重影响实验准确，而无血清专用培

养基所有的正常细胞都处于一样的状态，要么都好，要么都差，

高度一致。无血清培养基ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ
［６９］是较好的培养基。需

要的添加剂为Ｂ２７，培养出的细胞状态均一，胶质细胞几乎不

分裂，切忌中途更换培养基，要从一而终。为防止污染可在

ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ里添加抗菌药物。（２）皮层细胞的取材。整个操作

都应在冰浴上操作。作者选择一面蓝色一面白色的冰袋，蓝色

朝上，可以很清晰看到新生鼠的脑组织，而去除脑膜及血管膜

的时候，白的那面朝上，这样可以很清楚看到血管膜，便于脑膜

及血管膜的剥离。（３）组织消化。作者选用一个５ｃｍ培养皿

来消化，这样消化液在培养皿里形成浅而广阔的一层，均匀分

布于组织块，使得消化充分。消化时间１０～１５ｍｉｎ。消化时在

３７℃温箱里，每３分钟稍微摇动一下，消化终止后，加入２μＬ

ＤＮａｓｅⅠ，裂解因细胞破碎后释放出来的ＤＮＡ。（４）细胞的种

植与饲养。种板时作者选用的是含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ

ＨＧ培养液，种板后都要摇晃板摇匀细胞，但不能圈圈摇晃，圈

圈摇晃会导致神经元都集中到培养板的孔中间，导致浓度不

均，生长不均匀，会直接导致实验失败。作者在种板４～６ｈ换

液，因为超过１２ｈ，混在细胞悬液中的大量细胞碎片也会牢牢

贴壁，而细胞碎片直接影响神经元存活和正常代谢；另外１２ｈ

后，胶质细胞会开始分裂，这时候就难以抑制了。培养基为

ｎｅｕｒｂａｓａｌ＋Ｂ２７的神经元专用无血清培养基，每３天半量

换液。

培养过程中，神经元细胞的纯化和存活率一直是个很棘手

的问题。目前已建立的纯化方法包括：分离液分离法、差速贴

壁法、ＡｒａＣ法及磁珠包被抗体反应法等
［１０］。实验中常用的

方法是用抗有丝分裂药物ＡｒａＣ作用于分裂的神经胶质细胞。

该方法简便易行，且能得到较高纯度的神经元细胞，但同样

ＡｒａＣ对神经元细胞也有毒性作用。本实验选用的无血清培

养基（ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ＋Ｂ２７），ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ被认为是神经元细胞培养

的良好基质，含有神经元细胞生长所需的各种营养物质。Ｂ２７

能有效地促进原代培养的神经元细胞生长，同时抑制非神经元

细胞增殖，不同于 ＡｒａＣ等有丝分裂抑制剂，避免了其对神经

元的毒性作用，大大提高了体外培养神经元细胞的纯度，同时

神经元细胞的生长微环境更接近体内环境。

本研究结果表明，本文所介绍的培养方法可以获得较高纯

度、活性良好的皮层神经元细胞，不需要特殊设备，普通实验室

即可进行，为今后的相关研究奠定了基础。
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性刺激，达到更佳的镇痛效果，缓解患者的痛苦，减少围术期并

发症的发生，同时又可以促进术后早期恢复，提高长期生活质

量［７９］。

多模式镇痛没有一定的规律，但多遵循局部阻滞和全身用

药相结合的原则，本研究中术前应用右美托咪定超前镇痛，关

胸前罗哌卡因肋间神经阻滞，术后即刻应用强效阿片类镇痛药

舒芬太尼行ＰＣＩＡ。右美托咪定是一种新型强效高选择性的

α２受体激动药，主要作用于中枢及外周神经系统，同时具有镇

静和镇痛双重效应，且对呼吸没有抑制作用［１０］。徐威等［１１］认

为，作为全身麻醉诱导辅助用药，右美托咪定具有一定的预先

镇痛作用，并可减少术后阿片类麻醉性镇痛药的用量。罗哌卡

因肋间神经阻滞操作简单，所用的０．２５％的浓度可以做到“动

静分离”，即可阻断肋间神经感觉传入，减少局部疼痛及炎症介

质释放，抑制原发性和继发性痛觉过敏及末梢可塑性变化；同

时也阻断了伤害性冲动向脊髓的传导，且对肋间肌参与呼吸运

动不产生明显影响，有利于患者术后运动和功能锻炼［１２１３］。

术后即刻联用阿片类强效镇痛作用药物舒芬太尼行ＰＣＩＡ可

以维持持续有效的血药浓度。舒芬太尼脂溶性强，与ｕ受体亲

和力高，中枢性呼吸抑制轻，是普外科、胸外科手术术后镇痛较

为理想的选择［１４］。Ｄｅｔｔｅｒｂｅｃｋ等
［１５］研究表明，阿片类药与局

部麻醉药之间存在协同作用，其机制可能是：阿片类药通过与

脊髓背角胶质区中的阿片受体结合产生拟下行性疼痛调节作

用，局部麻醉药直接阻断脊神经根传入的疼痛信息，两类药配

伍使用时，同时阻断了痛觉在脊髓水平的上行传导通路，故可

取得更确切的镇痛效果。本实验结果通过对两组患者术后４８

ｈ内各时间点ＶＡＳ镇痛评分进行比较，显示Ａ组ＶＡＳ镇痛评

分明显低于Ｂ组（犘＜０．０５），对于Ｒａｍｓａｙ镇静评分的评估两

组差异无统计学意义（犘＞０．０５），而舒适状态评分Ａ组明显高

于Ｂ组（犘＜０．０５），术后各时间段舒芬太尼的消耗量、ＰＣＡ实

际按压次数Ａ组低于Ｂ组（犘＜０．０５）。说明完整的围术期多

模式镇痛优于传统的ＰＣＩＡ，术前静注脉注射右美托咪定超前

镇痛、术中肋间神经阻滞与术后舒芬太尼持续静脉输注相互协

同，优化了镇痛效果，增加了患者的舒适度，并减少了阿片类药

物的用量，不良反应大大降低，全面提高患者术后镇痛质量，利

于患者康复。
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１６．

［１３］刘桂颖．肋间神经阻滞复合ＰＣＩＡ对开胸术后镇痛效果

的观察［Ｊ］．吉林医学，２０１０，３１（５）：５９４５９５．

［１４］吴镜湘，陈明，赵丽丽，等．胸科手术后舒芬太尼静脉镇痛

的剂量探讨［Ｊ］．临床麻醉学杂志，２００７，２３（１）：２２２３．

［１５］ＤｅｔｔｅｒｂｅｃｋＦＣ．Ｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｍｅｔｈｏｄｓｏｆｉｎｔｅｒｃｏｓｔａｌｎｅｒｖｅ

ｂｌｏｃｋａｄｅｆｏｒｐａｉｎｒｅｌｉｅｆａｆｔｅｒｔｈｏｒａｃｏｔｏｍｙ［Ｊ］．ＡｎｎＴｈｏ

ｒａｃＳｕｒｇ，２００５，８０（４）：１５５０１５５９．

（收稿日期：２０１４０６０８　修回日期：２０１４０７１１）
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　　 ａｃｔｉｖｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｒｅｇｉｏｎｏｆＢｕｙａｎｇＨｕａｎｗｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎｉｎ

ｄｕｃｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙ

ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｔｏｎｅｕｒａｌｌｉｋｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮｅｒｖｅＲｅｇｅｎｅｒａｔ

Ｒｅｓ，２０１２，７（４）：２６１２６７．

［７］ 周明，聂菁，吕诚，等．一种大鼠海马神经元的原代培养方

法［Ｊ］．南昌大学学报：医学版，２０１０，５０（３）：１３．

［８］ 王圆圆，张文斌，龚晓兵，等．大鼠海马神经元ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ

无血清的原代培养方法［Ｊ］．暨南大学学报：自然科学与

医学版，２００８，２９（６）：５４７５５１．

［９］ ＨｏｇｉｎｓＪ，ＣｒａｗｆｏｒｄＤＣ，ＺｏｒｕｍｓｋｉＣＦ，ｅｔａｌ．Ｅｘｃｉｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

ｔｒｉｇｇｅｒｅｄｂｙＮｅｕｒｏｂａｓａｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，

２０１１，６（９）：ｅ２５６３３．

［１０］王英，车宇，苗建亭，等．新生大鼠海马神经元原代培养方

法的研究［Ｊ］．细胞与分子免疫学杂志，２００３，１９（２）：１９７

１９９．

（收稿日期：２０１４０６１８　修回日期：２０１４０７２５）
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