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#摘要$
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目的
!

建立一种简便的小鼠嗅神经元原代培养方法$方法
!

收集孕
!D

"

./5=D8TU

(

0

小鼠的胚胎嗅黏膜!分别采

用普通的和改进的分离方法原代培养嗅神经元$接种后的第
!

%

1

%

D

%

8

和
"

天!倒置显微镜观察细胞形态$培养第
D

天!常规免

疫荧光方法对嗅神经元特异的
%

%

微管蛋白
*

抗原和嗅神经元标志蛋白"

Q[?

#进行鉴定$结果
!

按照改进的实验流程!部分存活

细胞显示出了典型的双极神经元形态!接种后的第
D

天!这些细胞经过
%

%

微管蛋白
*

和
Q[?

免疫荧光标记证实为嗅神经元$采

用普通流程!从第
1

天开始!可见成纤维细胞生长并逐渐铺满培养皿$结论
!

本研究成功建立了一种相对简便的嗅神经元原代培

养方法$
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嗅神经元是气味感受的受体神经元#分布于鼻腔嗅黏膜

区域$由于小鼠嗅区组织量非常少#而且早期嗅神经元的死亡

几乎不可避免#小鼠嗅神经元原代培养成功率仍然很低$目

前#大脑星形胶质细胞常作为原代培养嗅神经元的饲层细胞为

离体的嗅神经元提供营养支持'

!%1

(

#然而#这类方法需要在培养

嗅神经元之前的
8

"

!/5

接种好星形胶质细胞#并且操作过程

复杂#成功率不稳定#同时饲层细胞的引入增加了后续嗅神经

元纯化的难度$本研究介绍了一种改进的胚鼠嗅神经元原代

培养方法#不通过饲养层细胞而获得具有典型双极神经元形态

的嗅神经元#为嗅觉功能的体外研究提供实验基础$
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方法
!

目前原代嗅神经元培养的主要步骤差别不大#通

过比较这些方法后本研究以
WQYW

等'

:

(介绍的方法为主进行

改良#主要步骤如下$
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嗅黏膜取材
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小鼠!购自北京

维通利华实验动物有限公司#北京"的胚胎嗅神经元进行原代

培养$将孕鼠腹腔戊巴比妥钠麻醉后脱臼处死#乙醇浸泡后移

入超净台#取出胚胎置于
XT>>

&

X$?$>

液中#见图
!H

$依次

取出胚胎#断头后在体式显微镜下沿头部正中切开#显露并切

取嗅黏膜#仔细去除黏膜下的骨质#见图
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嗅黏膜的分离
!

将嗅黏膜置于
XT>>

&

X$?$>

液稀释

的
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中性蛋白酶中
18m

消化
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#使嗅上皮和其基

质松解#在显微镜下仔细去除混浊粘连的基质部位#见图
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$
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嗅神经元的分离和接种
!

将分离的小块状嗅上皮移入

嗅神经元培养基中!图
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18mDe =Q

.

培养箱孵育
1+

$

为避免成纤维等杂细胞的污染#嗅上皮不再进一步消化$将孵

育好的嗅上皮及培养基移入
!D&U

离心管中轻柔吹打
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次$加入
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U

胎牛血清终止反应后静置
!
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.&(7

#吸取非沉

淀部分#
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离心
D&(7

#用新的培养基重悬后以
Dj

!/

: 个&
3&

. 接种至
1D&&

细胞培养皿!康宁"#

.&U

&皿#共
0

皿$用于激光共聚焦显微镜观察的神经元接种于玻璃底的专

用培养皿上$
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接种后的
.:+

以及之后的每天#用新鲜配制的
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温培养基更换
D/e

旧的培养基$
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%取出小鼠胚胎置于培养液中)

T

%头部正中切开#显露并切取嗅*

黏膜!黑线条标记区域")

=

%中性蛋白酶中
18m

消化
:/&(7

#嗅黏膜神

经上皮层与基质分离)

<

%分离后的嗅上皮

图
!
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嗅神经元的分离过程
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!

嗅神经元常规分离步骤
!

将嗅上皮小块转移至
!D&U

离心管中#

.///B

&

&(7

离心
.&(7

)吸掉培养基#加入
!&U

温

和胰酶消化!

/2D&&4)

&

U

乙二胺四乙酸"#重悬后
!/&(718m

水浴孵育)

!!/

+

U

胎牛血清终止反应)用尖端
/21&&

巴斯德

吸管吹打
!/

"

!D

次)

.///B

&

&(7

离心
D&(7

#弃上清后加入

/2D&U

培养基后接种$
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嗅神经元的观察及鉴定
!

在用两种方法接种后的第

!

*

1

*

D

*

8

和
"

天#倒置显微镜!

U$V=H:///T

#德国"观察细胞形

态$随机选择
D

个高倍视野#记录典型嗅神经元的个数$培养

第
D

天时#采用标准的免疫荧光方法对嗅神经元进行鉴定#神

经元特异的
%

微管蛋白
*

抗体为鸡抗鼠多克隆抗体!

HM3'&

X47

C

Z47

C

UK5

#香港"#工作浓度
!n.//

#成熟嗅神经元特异

表达的嗅神经元标志蛋白!
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"为

兔抗鼠多克隆抗体!

HM3'& X47

C

Z47

C

UK5

#香港"#工作浓度

!n.//

$激光共聚焦显微镜!

UI(3'[(3B4*

O

*KI&*A=>>?D

#美

国"观察结果$

?2A

!

统计学处理
!

采用
>?>>!82/

软件进行数据分析#计量

资料用
FE?

表示#比较采用独立样本
8

检验#以
!

#

/2/D

为差

异有统计学意义$

@

!

结
!!

果

!!

通过倒置显微镜下的连续观察#按照改进的实验流程#在

离体接种后
.:+

内大部分的细胞死亡#存活的细胞部分形态

不典型!图
.H

"#部分存活细胞则显示出了典型的双极神经元

形态#包括圆形的胞体#一个短粗的树突和一个细长的轴突!图

.H

*

T

"$虽然每个神经元只能观察到一个轴突#但轴突的末

端#可以观察到分支$当神经元相互接近的时候#更容易观察

到这种分支$在接种后的第
D

天#这些细胞经过
%

微管蛋白
*

和!图
.=

"嗅神经元标志蛋白!

Q[?

"免疫荧光标记证实为嗅

神经元!图
.<

"$在激光共聚焦显微镜下#可以观察到神经元

之间的突触连接#部分嗅神经元可观察到嗅纤毛*细长的轴突$

在接种后第
"

天#仍可观察到存活的嗅神经元能够保持其典型

的双极形态#见图
.

*

1

$

采用普通的培养流程#在离体接种后的
.:+

内可见大部

分的细胞死亡$在接种后的第
!

*

1

天#两种培养方法存活嗅神

经元的数量比较差异无统计学意义'第
!

天#!

02:E!29

"

B?M

!

:20E!2!

"个&高倍视野#

!d/2!/

)第
1

天#!

02.E!21

"

B?M

!

D20E.2!

"个&高倍视野#

!d/20/

($不规则成纤维细胞开始

生长#接种第
D

天#可见不规则的成纤维细胞长满了培养皿#仅

可见散在的嗅神经元#见图
:

$

!!

H

%接种后
.:+

嗅神经元形态!

j!//

")

T

%高倍镜下典型嗅神经元

形态!

j://

")

=

%接种后第
D

天激光共聚焦显微镜下
%

微管蛋白
*

免疫

荧光标记嗅神经元!

j9//

")

<

%接种后第
D

天激光共聚焦显微镜下

Q[?

免疫荧光标记嗅神经元!

j9//

"

图
.

!!

改进方法原代培养的嗅神经元观察及免疫荧光鉴定

图
1

!!

改进方法原代培养的嗅神经元接种后第
"

天

的形态观察&

j!//

'

!!

H2

接种后第
1

天嗅神经元形态#可见不规则形态的成纤维细胞开

始生长)

T2

接种后第
D

天嗅神经元形态#可见不规则形态的成纤维细胞

几乎铺满培养皿#无法观察到典型的嗅神经元

图
:

!!

普通方法原代培养的嗅神经元接种后第
1

%

D

天形态观察&

j!//

'

A

!

讨
!!

论

!!

本研究在没有星形胶质细胞作为饲养层细胞的情况下#通

过对嗅神经元分离步骤的改进#成功体外培养了嗅神经元#部

分神经元具有典型的双极神经元形态#包括圆形的胞体#一个

短粗的树突和一个细长的轴突#并表达
Q[?

和神经元特异的

%

微管蛋白
*

$这些离体的嗅神经元在体外存活
!/5

左右$

同样在没有饲养层细胞的培养条件下#当采用一般的步骤进行

原代嗅神经元培养时#在培养第
1

天#可观察到明显的成纤维

细胞的污染#由于具备体外增殖能力#成纤维细胞几乎可以铺

满培养皿#影响嗅神经元的生长和分离$

目前嗅神经元的原代培养技术并未成熟#操作步骤复杂*

耗时长#对操作人员技术水平要求很高#神经元的存活率不高#

受多种因素的影响#实验的稳定性较差'
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年
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在神经元体外培养系统中#常用培养的单层神经胶质细胞

作为神经元的底物$神经胶质细胞的突起可引起神经元的迁

移和神经突起的生长#同时提供促进神经元存活的营养物质#

促进神经元良好地发育'

9%!/

(

$

WQYW

等'

:

(分离纯化新生小鼠

星形胶质细胞#铺满培养皿后作为饲养层细胞再接种嗅神经

元$在嗅神经元接种后的第
1

"

D

天#细胞的存活率为
./e

"

1/e

#可见即使有饲养层细胞#嗅神经元很容易受到外界条件

的影响而死亡$而饲养层细胞的加入#增加了操作的时间#增

大了非目标细胞的污染#还可能会对后续嗅神经元的观察*分

离*纯化或其他实验步骤产生干扰$通过本研究采用的改进步

骤#在没有饲养层细胞的情况下#嗅神经元仍然能够保持一定

的存活数量#并且生长出典型的轴突和树突$说明饲养层细胞

并非是嗅神经元原代培养所必需$

目前报道的各种嗅神经元原代培养方法#主要步骤包括嗅

黏膜的取材#嗅上皮的分离和嗅神经元的分离#时间可能超过

9+

$将嗅神经元的前体细胞从嗅上皮分离是原代培养的关键

步骤$如何减少嗅神经元分离过程试剂*操作*从离体到接种

的时间对神经元活性的影响#仍需要不断地探索$本研究的改

进主要在嗅神经元的分离步骤#通过去掉再次酶消化#用静置

代替一次离心操作减轻操作本身对神经元活性的影响#同时缩

短嗅神经元离体的时间来保存细胞的生物活性#结果表明这种

改进是有效的$

分离神经细胞的原代培养常含有异质性的细胞群体#在通

常的实验方法中#在嗅上皮
18m

孵育
.

"

1+

促进嗅神经元向

嗅上皮表面移动后#为了获得足够数量的神经元#通常继续用

酶消化上皮
!/&(7

以促进神经元更容易与支持细胞等脱离$

而酶本身既影响嗅神经元的活性#同时也可能将嗅黏膜固有层

未完全分离的其他组织类型细胞间的连接松解#在随后的分离

步骤中混入嗅神经元中$本研究证实采用这种分离方法会使

固有层中的成纤维细胞混入#虽然在接种后的
.5

内对嗅神经

元的影响不大#但由于成纤维细胞具有较强的增殖能力而嗅神

经元不能增殖#

15

后可见到明显增殖的成纤维细胞#直至铺

满培养皿$虽然充分分离嗅上皮和其下方的固有层理论上可

以避免该污染的发生#但在实际中由于操作难度大而很难规避

这一风险$

嗅觉功能的研究离不开嗅神经元的原代培养#由于嗅神经

元自身的特点#或是因为相关原代培养技术的局限#现有的培

养技术还远未满足科研的需要$通过对嗅神经元分离步骤的

改进#本研究成功建立了一种相对简便的嗅神经元原代培养方

法#为嗅神经元功能及嗅觉障碍相关疾病的基础研究提供了体

外实验体系$
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