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冷冻保存大鼠胎脑的体外培养活性观察

ir 君 张中兴

(军事医学科学院基础医学研究所)

选择胚胎脑中一定区域的脑组织进行移植

以恢复某些因外伤或脑部疾病所造成的神经功

能丧失，近年已被应用于神经组织移植研究

中(1， 2 ]。但目前采用的多为多个胚胎的新鲜脑组

织 ， 样品获得 困难。如果解决供休脑组织的冷冻

保存[3叫，则可使移植选择在适当 的时间进行，

保证手术时获得足够的供体组织。因而具有重

要的意义。

在前文中[?]，我们介绍了用组织培养作为

冻存胎脑组织活性测定的方法 ， 观察了冻存条

件对胎脑组织活性的影响 ， 选择了大鼠胚胎大

脑组织的适宜冻存条件。在此基础上，我们进

'一步用培养物的组织学及组织化学染色，培养

组织中神经细胞对[3HJ"':GABA 特异性摄取的

放射自显影等方法对冻存胚胎大脑组织的活性

进行了鉴定。

材料和方法

动物及胚胎大脑组织的分离 怀孕 18 天的Wistar

系大鼠， 用戊巴比妥铀麻醉 (50 mgj kg , ip ) 后 ， 剖腹

暴露子宫 ， 取出胚胎分闯出大脑组织， 小心去除脑膜

及血管组织，脑组织放在 DMEM 内备翔。

冷 冻保存 冷冻保存液为含 1 rilol j L DMSO 的

DMEM ， 加 20%马血清。将 1 ml 4 0C的冷冻保存液

分别加入安瓶内 ， 将分离好的脑组织迅速逐个jJll入台

冷冻保存液的安顿内 ，冰浴巾平衡半小时。 平，使!jJÄ的样

品用速率降温仪以 1 0C j分的 i空求降温。 至 -7 0 0C时 ，

将样品投入液氮 ， rf~品在液氮中保存 60 天后取出 ， 放

入 37 0C水浴中快速复温， 复温后逐步稀释(l;} 1:2 的

比例)去除保护剂。

组织培养 培养液为 Dulbecco's MEM (DMEM) , 

加 20%马血清， 服岛素 24 单位jL ， 青霉素 100 单位/

ml , ~连霉素 100μgjml ， Hepes 2.5 gj l , 用 7 . 5% 碳

酸氢铀调 pH 至 7.2。培养支持物选用聚左旋赖氨酸，

美国 Sigma 公司产品，分子量 5 2 ， 000 ，用不合钙、簇

的磷酸盐缓冲液配成 1 0 mgjl，一 20 "C 冻存，用前融

化，浸泡培养瓶 ， 3 7 "C 过夜 '‘ 培养瓶换 DMEry1 浸泡

l 天@

组织剪碎后接种到经聚左旋赖氨酸处理过的培养

瓶内， 分成更小的碎块， 加入 5 ml 对养液，但不使液

体与组织按触， 将培养瓶放入 CO2 ~i~ 养和 (95% 空气 、

5%COl、温度 3rc 、饱和温度)， 30 分钟后'使组织与

培养液接触， 以后定时取出在相差显微镜下观察组织

的生民状况。 培养 3 日 后换合 4μgjml 问糖胞昔的培

养液，作用 72 小时后弃去， 换液 ， 1;)，口每 3 天挺挺 i液

1 次，换i夜景:为 3 j 5 最至全封。

培养物的组织学及组织化学染色 1. Niss l 染色 ，

2. 美兰活体染色 ， 3. 乙耽胆碱黯酶染色(按Karnov

sky-Root's i去) 。

培葬组织中神经细胞对 [3H J-GABA 特异性搬取

的放射自显影 组织培养 1 0→15 天后 ， 用 Hank's 液

冲洗 2 至 3 次 ， JJJ]入 4 ml 含[ 3HJ-GABA 1 μcijml 1'1'') 

Hank's 液 ， ([3H J-GABA: 上海原子能所产 品 ，

8 Cij mmol ) 3 7 "C孵育 10-30 分钟后弃去，用 Hank's

液冲洗 4 次 ， 每次 1 分钟 ， 再用 2%戊二隆固定 4 小

时， 蒸馆水冲洗，经过、无水乙醇去脂， 涂核-4 乳胶，

曝光 2-4 周，D-196 (l: 1)显影液显影 3 分钟 ，F-5 定

影液定影 1-0 分钟 ， (j江水冲洗 ， 甲盼紫染色后树胶封片。

结果

冻存胎脑组织体外培养的动态观囊

冻一融后的胎脑组织进行培养， 其生长分

化的情况与新鲜的胚胎大脑组织基本相同 (图

版图 1 ， 2 ) 。 培养 μ 小时后， 大部分组织块

贴壁，少量组织块悬浮在培养液中。 D!占壁的组

织块边缘可见一些游离的细胞， 呈锥 形 或梭

形，少量细胞长出了细小的突起。培养 2- 3
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天后，组织边缘出现明显的神经组织生长晕，

主要由神经细胞及神经胶质细胞以及它们的突

起所组成，但生长晕的厚度及密度均低于新鲜

组织。随着培养时间的延长，生长晕不断扩

大，神经细胞的胞体逐渐增大，突起增长变

粗，并发出分枝相互交织成网络状。一般培养

两周左右生长晕趋于稳定，培养至 24 天左右

部分神经细胞开始退化，但培养至 55 天 时，

仍有少量神经元存活。

胚胎大脑组织培养糊的组织学及组织化学

染色

新鲜和冻存的胎脑组织培养 3 日后进行美

兰活体染色，结果基本相同。相差镜下观察，

大部分神经细胞及其突起被染成深蓝色，神经

细胞胞体内可见一些深蓝色的斑块状颗粒，为

尼氏体， 神经胶质细胞的细胞质及突起不着色

或着色很域 ， 其胞核、核仁明显着色。如图版

图 3 0 

新鲜和冻存的胚胎大脑组织培养 9 日后进

行甲酌紫染色。冻存的胎脑组织与新鲜组织一

样，可见许多细胞呈现典型的神经细胞的染色

特征， 即空j包状的核、核仁明显、胞浆内有着

深紫色的尼氏体。神经元胞浆内发达的尼氏体

结构是神经元分化成熟的标志、之一。同等染色

条件下，神经胶质细胞的胞核及核仁着色，而

细胞质着色很没甚至不着色。如图版图 4 。

新鲜和冻存的胚胎大脑组织培养 12 天后

进行乙酌胆碱醋酶染色。培养物中均可见许多

棕黄色颗粒沉淀的部位，为乙酷胆碱醋酶染色

的阳性部位，也可见单个染色阳性的神经细胞，

胞体和突起内有明显的棕黄色颗粒。这表明冻

存的胎脑组织经过培养，胆碱能神经元也分化

成熟。如图版图 5 。

胚胎大脑组织培养物对[3HJ-GABA 掘取

的放射自显影观察

冻存和新鲜的胚胎大脑组织培养 10-15

天， 对 0. 2 5 μmol/L [3HJ-GABA 短时间摄取

的放射自显影研究结果表明，冻存的和新鲜的

胚胎大脑组织培养物中，均有50% 以上的神经

细胞被不同程度地标记上。神经细胞有的为重

度标记，由密集的银颗粒构成整个细胞的轮廓，

有的为轻度标记，银颗粒散在分布于神经细胞

的胞体和突起上。非神经元细胞基本没有标记。

如图版图 6 。说明胚胎大脑 组织经过冻-融

后，神经细胞在培养过程中仍然保持了高亲和

性、特异性摄取 GABA 的功能。

讨论

本研究观察了大鼠胚胎大脑组织以适宜的

冻存条件冻存后体外培养的活性情况，结果表

明冻存的胚胎脑组织在体外能正常地生长分

化。但培养旱期组织贴壁情况稍差，神经组织

生长的旺盛程度也低于后者 ， 提示胎脑组织中

可能有部分细胞受到了不同程度的损伤。我们

认为这可能是因为，胎脑组织中细胞 成分复

杂，包括处于各种分化状态的神经细胞，神经

胶质细胞及少量其他细胞，各种细胞对冻一融

损伤的敏感程度不同，因而冻一面þ，过程不 可避

免地造成了部分细胞不同程度的损伤。此外这

种损伤可能和胚胎脑组织含水量较高以及神经

细胞的特殊细胞组成和结构有关。

本实验用美兰活体染色、 Niss l 染色 和乙

雕胆险醋酶染色等方法证实，冻存胚胎大脑组

织在培养过程中具有正常的细胞形态和染色反

应，神经细胞随着培养时间的延长逐渐生长分

化成熟，有发达的尼氏体结构， 也有成熟的胆

险能神经元。放射自显影研究证实冻存的胚胎

大脑组织培养物中， 部分神经细胞对 GABA有

高亲和性的摄取功能，说明组织中有成熟的

GABA 能神经元存在。

大脑组织的活性评价实际上是很复杂的，

限于现有的条件，我们仅就其体外培养的生长

分化'情况、组织学及组织化学染色观察、 对某

些神经递质的摄取和代谢功能等方面综合评价

冻存胚胎大脑组织的活性状态。 要想确切了解

胚胎脑组织在冻-融过程中损伤的 程度， 了解

各种细胞存活率以及其固有功能的恢复情况，

还有许多问题有待研究。
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目前我们冻存胚胎脑组织的研究仍局限在

大鼠这样较低等的哺乳动物， 很有必要将研究

扩展到高等哺乳动物， 最终目的在于有效地冻

存人胚胎脑组织， 为脑组织移植的研究和实际

应用提供方便。

摘要

大鼠胚胎大脑组织用 1 mol/L 二甲基亚肌

(DMSO )作为保护剂 ， 以 1 0C /分的速率冷冻，

至 - 7 0 "C， 在液氮中保存 60 天后在 37 "C水浴

中快速复温并去除保护剂，然后进行体外培

养。 结果表明， 冻-融后的胎脑组织在 55 天的

体外培养过程中 ， 神经元及其他非神经元细胞

逐渐生长分化成熟， 具有正常的细胞形态， 美

兰活体染色、 甲盼紫染色和 乙酷胆碱醋酶

(AChE )染色结果显示， 组织中各种细胞的形

态和染色反应正常， 神经细胞有 发达的 尼氏

体， 胆险能神经元也分化成熟F 放射自显影结

果显示， 培养的组织中50% 以上的神经元有高

亲和性摄取 GABA 的功能。这些结果 说明，

胚胎大脑组织在冻存后其活性在很大程度上能

得以维持。
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VE对培养的鼠心肌细胞氧自由基损伤的影晌

苗智慧 ·刘京生江岩于占久

(河北省医科院病生理室 ·微生物室)

近年来， 自由基在发病中的作用普通受到

人们的重视， 某些疾病如肿瘤、化学中毒、感

染、 炎症反应、 自身免疫病、 辐射损伤及心血

管系统疾病等病理过程都与自由基引发的脂质

过氧化作用有关[1]。因而，抗自 由基损伤的研

究是当前倍受重视的课题。 VE 为 抗 氧化剂，

已为许多实验证实[2 . 3]VE 对细胞的氧化损伤具

有保护作用。本文采用培养的 新 生 鼠心肌细

胞，以电生理及膜通透性改变为观察指标，从

细胞水平进一步观察和证实了 VE 的抗 自由基

损伤作用 。

村料和方法

取生后 24-4 8 小时的 Wistar 鼠心尖部组织进行

常规的心肌细胞培养[叫。培养基为 MEM (美国 Life

Technologies Inc 生产)加20% 的小牛血清(浙江金华

市清?明续牛利用研究站生产)。置于迎 95%空气和5%

CO2 气体、 36. 5"C的 CO2 孵箱内进行培养。实验分

组z 对照组、 XOD 组(在对照组 基础上加入黄嚓岭

。.42 mmoljL 和黄嚓岭氧化酶 5 . 3 nmoljL。美国 Sigma

Chemical Company 生产) 、 VF] 组(在 XOD 组基础上

加入 V F: 16 ugjml，北京第二制药厂生产)。在培养的

第 4 天，向培养基中加入黄喋岭、 黄H票岭氧化酶、 V1.:

8 小时后， 启开培养瓶上盖， 将其置于恒 温循环恼

内 ， 并通以 95%氧气和 5%C02 气体， 以维持 pH7. 2 、

温度 36.5"C实验条件。 应用玻璃微电极技术胞内引导

心肌细胞动作电位及其一次时间导数。待电极刺入细

胞内稳定 1 分钟后， Apple J[ e 微机联机采样分析动

作电位的波幅 (APA ) ， 超射 (OS ) 、 最大舒张 电位

(MDP) 、 |湖电位 (TP ) 、 最大除极速率 (Vm.. ) 以及动

作电位复极 10% 、 5 0 % 水 平 时的波宽 (APD ， o、

APDso ) 。 膜通透性检测采用向培养基中逐渐加 BaC1 2

董力同志参加本实验技术工作。
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