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海马属大脑边缘系统， 与人体感觉、运

动 、 学习记忆及内环境恒定系统的关系密切。

建立该脑区神经元的体外培养方法， 用于研究

结构功能已成为行之有效的实验模型， 并越来

越引起基础和临床医学的重视。

多年来国外利用胚胎大鼠和胚胎小鼠脑海

马进行分散培养获得成功IIA， 但迄今为止有

关国内外用新生大鼠脑海马进行分散培养并用

于研究的文章并不多见。我们实验室为了开展

神经生物学研究， 建立了新生大鼠脑海马分散

细胞的无血清培养方法， 并比较观察了无血请

与含 5%血清培养和IJ经元的个体生长发育和形

态分化。

材料和方法

-、 培养方法

取当天出生的 Wistar 大鼠， 用 75 % 酒精消莓，

在无菌条件下断头、 取脑， 分离 出 双侧海马 ， 置于

0 .125%膜蛋白酶消化液中，在 37 "C 、 1 0 %C02 条件

下孵育 30 分钟，用种植 (Plating )培养液 中 止 消化，

将消化后的组织移入高心Þ~; 中 ， 加入 2 ml 种植培养

液， 用细口径滴管|次打数次，静止 2-3 分 钟， 吸出

上层细胞悬液，以种植培养液稀释成 0 . 5 X 1 06 细胞/

ml 密度， 接种于涂有小牛皮胶的 3 5 mm 塑料培养山

中 ， 每l皿 2 m]。置标本于 36 0C 、 10 %CO l 培养箱中 。

24 小时后倾去启养皿内种植启养液， 分别改用有血洁

和无血清饲养启养液进行培养。接种第五天， 在监li肯

培养血中分别加入细胞分裂抑制剂 5 -氟-2' -脱氧尿音:

1 5 μg/ml 和l尿昔 35 μg/ml f;J jqJjljU~F神经细胞的过度增

殖 ， 4 8 小时后更换新鲜饲养堵养液3 无血清培养液中

不加细胞分裂抑制剂。以后每周换液两次 ， 每次交换

一半新鲜饲养培养液。

二、 培养液成分

1.种植培养液

80 %DMEMJ 10 %胎牛血洁， 10 %马血清， 谷氨

跌胶 100 吨/时， 脱氧核棺核酸酶 1 40 μg/ml。

2. 血清组饲养培养液

95 %DMEMJ 5 %马血洁， 谷氨酸胶 100 μg/ml ，

N 3 1m]/ 100 ml 。

3. 无血清组饲养培养液

100%DMEM J 谷氨院胶 1 00 ~lg/ml ， N 3 2 ml/ 

100 ml. N3 成分为g

脱岛索 1 0问/ml 转铁蛋白 200 问/ml

腐胶 200μM 亚硝酸纳 60 nM 

!支质嗣 40 μg/ml 三腆甲!拟原氨酸 20μg/ml 

黄体制 40 nM 牛j缸请蛋白 0.001% 

三、细胞生长的观察和图象分析

每天定时用倒置相差显微镜观察间组神经细胞的

生长发育。 分别取第 3 、 7 、 14 、 21 和 30 天的 启养

神经元做神经特异性烯薛酶 (NSE )抗血请f ABC y去染

色(3 .川， 神经细胞染成棕褐色，在 QUANTINET 970 

〈剑桥)图象分析仪上测量神经元胞休面积、 长径和短

径。

四、细胞存活触的观察

对不同培养条件的两组沟马分散培养细胞分别于

培养 24 小时、 3 、 7 、 1 4 、 21 和 30 天时在倒置相差

显微镜 (200 x ) 下随机观察计数 50 个视野;06 0 mm 2/ 

视野)的存活神经细胞数作比较。

实验 结果

、新生大鼠海马梓经元在无血清培彝液

中的生长分化

新生大鼠海马细胞种植后 12 小时，大部

分细胞可贴壁， 呈圆形， 其中少数细胞开始伸

出 1一2 个突起。 培养 24 小时后，伸出突起的

神经细胞逐渐增多， 突起一般为 20-4 0 μm，

长者可 达 60μm 以、上。 培养 3 天后，神经元突

· 国家自然科学基金资助课题。
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表 海马分做细胞培养时胞体面积、长径和短径的变化(平均士SD)
--‘·匾--…·四E咽圄..矗---_ . . ‘~圄-

培养 无血清组 血清组

时间 面积 长径 短径 面积 长径 短径

(天〉 (μm2 ) (μm ) (μm) (μm2 ) (μm ) (μm) 

3 68 . 6 土 1 6 .4 l 2 . 8 士 1. 8 8.4 士 1. 5 68 . 7 士 15 . 9 1 3 . 7 士 2 . 5 8 . 7 土 1. 6

7 83 . 8 士 2 6 . 7 13. 7 士 2 . 8 9.4 土 1. 8 85 . 7 士 14.7 14 . 9土 2 . 2 9 . 5 土 1. 5

14 115 . 6 士 3 0 . 9 15 . 8 士 3 . 0 10 . 1 土 2 . 1 116. 2 土 27 . 9 17 . 1:t 3 . 3 10 . 1 土 1. 6

21 143 . 1 士 24 . 5 18 . 4 士 3 . 4 1 1. 8土 1. 6 155 . 4 士 37 . 3 19 . 7 :t 3 . 9 12 . 9 士 2 . 6 '

30 145 .9 :t 35 . 3 19 . 2 :t 3 . 0 11.9 士 2 . 4 191 . 6土 64 .9 ** 22 . 3:t 4 .9 '* 1 4 . 1 士 3 .1 **

注 : N = 30 ' P< 0. 05 " P< O. Ol 

起进一步增多并延长， 形成稀疏的网络。培养

的海马细胞以锥体细胞为多见，胞体短径 7~

9μm。 随着培养时间的延长， 神经元胞体逐渐

增大， 胞突主干和分枝明显延长并增粗，形成

更加稠密的网络(见照片 1 ， 2, 3) 。 海马神经

元在无血清培养液中可 维持 1 个月(见照片

4 )。

二、无血清与含血清培养对新生大鼠海马

神经元生长分化的比较

新生大鼠海马分散细胞在含 5% 马血请培

养液中的生长分化基本上和无血清组相同(见

照片 5 ， 6 , 7 , 8) 。 用图 象分析测量证明 =

培养 3 、 7 、 14 和 2 1， 天时， 在神经元的胞体面

积、 长径和短径上两组之间无明显差别，但在

培养 1 个月时， 血清组比无血清组有非常显著

的增大(P< O.O l )(见表 )。

在头 7 天内 ， 两组的细胞存活率差别不显

著。培养 1 4 、 2 1 和 3 0 天时血清组细胞存活率分

别为第 1 天的 86. 0 3 % 、 75 . 42%和 63.26 %。而

无血清组则分别为第一天的79.19% 、 66.91 % 

和 1 6 . 46 %。在培养第 14 、 2 1 和 30 天时， 两

组同时期细胞仔活率差别非常显著 ( P<O.Ol)

( 见图 )。海马神经元在合血清培养液中可维持

培养 2 个月。

讨 论

Hayashi 和 Sato( 6 ) 1 976 年首创无血清培养

方法， 他们用已知的激素、 生长因子和微量元

京取代血清，使细胞生长在已知的限定条件

1 ，一唱血清组

0---.无血渭绍

、

、
、

、

。
、

、
.

7 14 21 

固 不同培养条件下海马神经元存活率的变化

下， 研究细胞生长的各种因素。 此后， 又研制

出适合神经细胞生长的 N 1, N 2 和 N3 培养

基以及各种改良培养液[8] ， 使无血清培养神经

细胞的这一方法得到迅速而广泛的发展( 7 )。我

们以前培养神经细胞常用有血清培养液"- 101 ，

不能排除未知因素的作用。本实验我们观察了

在无血清培养条件下海马神经元的生长发育，

并与含血清培养的作比较。结果表明 z 海马神

经元在无血清培养条件下的生长分化基本与含

血清培养的相似。 无血清培养的主要优点为z

抑制非神经细胞生长， 尤其是成纤维细胞明显

减少F 神经细胞突起分化早， 伸展快E 可用作

单因子分析。血清组z 培养的神经元培养日龄

较长，达 2 个月，但非神经细胞增殖速度快 ，易

影响神经细胞的生长分化， 使神经细胞过早出

现退化。 因此在非神经细胞增殖高峰时， 需加

入一定量的抑制剂以抑制其过度的增殖。 相比
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细 胞 生

之下， 无血清培养能控制因素，有利于神经细
胞生长， 并具有促进分化发 育 的效应。在激

素、 营养因子或生长因子对神经细胞分化发育

影响的研究中， 无血清培养细胞是较理想的体

外模型。

摘 要

用无血清培养新生大鼠海马细胞，观察神

经元的生长分化， 并与血清培养进行比较。结

果表明 = 海马神经元在 5%血清培养液中培养

日龄较长，可达 2 个月 ，但非神经细胞增殖速

度快， 易影响神经元的生长分化。与血清组相

比， 无血清培养使非神经细胞生长缓慢， 神经

细胞突起分化早、 伸展快， 神经元可持续培养

1 个月。无血清培养易控制因素，有利于神经

细胞生长， 并具有促进分化的效应，是神经细

胞分化发育研究以及单因子分析的理想实验模

型。

图 版 说 明

固 1 -8 NSE 兔撞组化绿色 x 400 

1. 新生大鼠海马细胞无血清培养 第 7 天， 神经元 突
起联络成网。

2 . 新生大鼠海马细胞无血清府养第 14 天，
起联络成网， 神经元胞体逐渐增大。

3 . 新生大鼠海马细胞无血清培养第 21 天，
逐渐增粗， 神经元胞体明显增大。

4 . J;!r生大鼠海马细胞无血清培养第 30 天 ，

神经元突

神经突起

神经元胞

物 ~. 
寸- 杂 志

体显著增大，神经突且逐渐增粗。

1 993 年

5. 新生大鼠海马细胞在含 5 %马血洁的培养液中培养
第 7 天 ， 神经元突起联络成网。

6 . 新生大鼠海弓细胞在含 5 %马血洁的培养液中培养
第 14 天， 神经元突起联络成网， 神经元胞体逐渐

增大。

7. 新生大鼠海马细胞在含 5 % 马血清的培养液中培养
第 2 1 天 ， 神经元胞休明显增大， 神经突起逐渐增
粗。

8. 新生大鼠海马细胞在含 5 %马血洒的培养液中培养
第 30 天 ， 神经元胞体显著增大， 神经突起明显增

粗。
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