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缺氧对新生大鼠海马培养细胞的影晌来

丁爱石 王福庄赵桂f令**

(军 E41医学科学院基础医学研究所 北京 10085 0) 

服i缺氧的研究，通常使用整体动物棋型，

为了排除麻醉 、 讯度 、 酸中毒等因素的影 III"J ，

有人用 )J后i 1于方、法 (1-3] ， 1口不易鉴别神经细 胞和

非神经细胞发生变化的差别。 体外培养的细胞

易于进行形态观察分析，近年来已开始应用于

缺氧的研究 (4 - 7 ]。本实验选用对缺氧较为敏感

的海马脑区进行体外分散培养，探讨了缺氧对

海马神经元的损害。

材料 和 方法

-、 海马神经细胞培养

海马神经细胞的培养采用我们实验室建立的神经

细胞培养方法[8州。取当天出生的 Wistar 大鼠， 在无

菌条件下分离出双侧海马，用 0 .1 25%膜蛋白酶消化

C36 0C , 30 min )分散后， 制备成 5 X 10 5 细胞/m1 密度

的细胞悬液。接种细胞悬液于涂有小牛皮胶的 35 mm

塑料培养皿巾，每皿 2 m1。置标本于 36 0C 、 含 90% 空

气、 10 % COz 的培养箱内培养 12 天。培养 液!才'3 94%

Eagle's MEM , 5% 马监[洁和 1%N 3 组合液 ( 1 0)组成。

另加入葡萄糖 300 mg/ 100 ml 培养液。 接京11第 3 天 ，
在培养皿中分别加入细胞分裂抑制剂 5-纸-2 '-脱氧尿

音 15 问/mLf日尿苦 35 问/m1 以 抑制非神经细胞的过

度增殖， 作用 48 小时后更换新鲜培养液。 以后每周

换液两次 ， 每次更换一半。实验前 24 小 时 再更换新

鲜I肖养;夜 1 ml 。

二 、 兔寝组织化学观察

取j音养 12 ;人的神经细胞做神经特异性烯醇化酶

CNSE )抗血清 ABC 法染色， 随机计数 500 个 相邻细

胞， 算出 12 天培养物中神经细胞所占的百分率。

三 、 缺氧实验

取培养 1 2 天的海马神经细胞， 按:实验分为 对照

和缺氧两组。对照组神经细胞仍 置子 36 0C ， 含 90%

空气、 10 % C02 的培养箱内继续培养 4 、 8 、 12 和

24 小时 s缺氧组神经细胞移置 2000 cm3 的恒温C36 "C)

密闭容器内 ，连续充以无氧气体 C 90 %Nz 、 10 %C0 2 ) , 

在缺氧条件下继续培养 4 、 8 、 12 和 24 小时。 两 组

实验平行进行 ， 得组实验均重复 5 次。

囚 、 形态学观察

用倒置相差显微镜分别观察对照和缺氧培养 4 、

8 、 12、 24 小时后神经细胞的形态变化， 并用。 . 5%

台盼蓝浸染 3 分钟 ， 在倒置相差显微镜下分别观察计

数 500 个相邻神经细胞中蓝染 (死神经细胞)及未蓝染

(活神经细胞)的细胞数， 计算神经细胞死亡百分率。

每组实验均重复 5 次。

五 、 乳酸脱氢酶 CLDH )和 K + 流出的测定

取对照和缺氧培养 4 、 8 、 12 、 24 小时的细胞培

养液各 1 m1 ， 用 0.45 μm 路器过滤后 ， 立即用 IMP-

* 国家 自然科学基金资助课题。

" 山东医科大学。
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ACT -1 00 型临床化学自动分析仪(美国 Gilford 公司 )

和 Flame-30 C 火焰光度计(日本分光)分别测定培养

液中 LDH Tn K+ 含渎。每组实验j匀重复 5 次。

六、统计处理

饺 Student 氏 t 测定。

结果

神经细胞培葬

新生大鼠海马分散培养 12 天， 神 经元清

晰可见， 神经突起相互联络成网 (图版图 1 和

2 )。用 NSE免疫组化染色作分类计数 ， 12 天

培养物中神经细胞约占 90-95 % 。

二、形态学观察

对照组海马神经细胞在继续培养 4 、 8 、

1 2 和 24 小时后， 神经元形态未见明显变化。

用台盼蓝染色可见， 对照组在继续培养 4 、

8 、 12 和 24 小时后， 神经细胞死亡率分别为

7 . 82 ::t 2 . 99 、 7.8 0 士 2.46 、 7.84 士 2.57 和 7.70

土 2 . 1 8 %。各敖值之间经统计差 别都不明显

(表 1 )。 缺氧组海马神经细胞在缺氧条件下培

养 4 小时， 一部分神经细胞胞体开始出现轻度

肿胀(图版图 3 ) 。快氧培养 8 小时，大部分神

经细胞胞休出现肿胀， 体积增大，失去?斤光性

(图版图 4)。缺氧培养 12 小时， 神经细胞胞

体出现明显肿胀，部分神经元的细胞膜发生破

裂 (图版图 5 ) 。缺氧培养 24 小 H才， 大部分神

经细胞破裂(图版图 6 )。用台盼蓝染色可见，

缺氧培养j 、 8 、 12 和 24 小时后， 神经细胞

死亡率分别为 16 . 71 士 2.89 、 45.02 ::t 5.05 、

77.36 士 5.37 和 99.05 士 1.94%。与对照组相

比，差别都非常显著 (P<O.Ol)(表 1 )。

襄 1 对照和缺氧组?每鸟神经细胞胞肉 LDH、 K+ 流出量和细胞死亡百分曼史的变化

继续培养时间「小时)

对 I LDH (UjL) 

照 I K+( molj L) 

组 | 细胞死亡率(%) 

缺 i LDH (Uj L) 

氧 I K+( molj L) 

组 ! 细胞死亡率(%)

4 

2 . 30士 0 . 57

5 . 5 6 士 0 . 16

7 .8 2士 2 .99

14 . 54 土 0 . 8 2 "

6.0 0 士 0 .1 4' • 

16 . 71 士 2 . 89 "

8 

2 .44 土 0.2 1

5 .55士 0 . 1 5

7 . 80 土 2 . 46

19 .1 8 士 0 . 84"

6.68 土 0 . 23' .

45 . 02 土 5 . 05 倍傣

12 24 
一 →一一一一一-

2 . 46士 0 . 38 2.15士 0.39

5 . 5 7 士 0 .11 5 . 55土 0.14

7 . 84 士 2 . 57 7.70士 2.48

一-一一 一一一

26 . 66 士1. 16" 35.58 士 5.21. .

7 . 68 士 0 . 30" 8.54士 0.7]"

7 7 . 3 6 士 5 . 37" 99.05 士 1.94..

注 n =5 表内各数值为 (平均士标准差)与同时期的对照组相比. 'P< O . Ol

三、 LDH 流出的变化

对照组海马神经细胞在继续培养 4 、 8 、

12 和 24 小时·后 ， 细胞培养液内 LDH 流出 量

分别为 2.3 0 土 0 . 57 、 2 . 44 ::t 0.21 、 2.46 土 0.38

和 2 . 45 土 0.39 UjL。各数值之间经统 计 差

别不明显。缺氧组海马神经细胞在缺氧条件下

培养 4 、 8 、 ]2 和 24 小时后 ， 细胞培养液内

LDH 流出含量分别为 1 4. 54 ::t 0 . 82 、 19 . 18 士

0 .8 4 、 26.66 土 1. 16 和 35 .58 士 5.21UjL。与

对照组相比，差别都非常显 著 (P<O.OI ) (表

1 )。

四、 K + 流出的蛮化

对照组海马神经细胞在继续培养 4 、 8 、

12 、 和 24 小时后， 细胞培养 液内 K+ 含量分

别为 5. 5 6 士 0.16 、 5 .55 士 0.15 、 5.57 士 0.11

和 5 . 55 士 0.1 4 moljL。 各数值之间经统计差

别都不明显。缺氧组海马牛E~经细胞在缺氧条件

下培养 4 、 8 、 1 2 和 2 4 小时后， 细胞培养液

内 K+ 含量分别为 6.0 0 士 0.14 、 6.68 士 0. 23 、

7 .68 士 0.30 和 8.54 士 0. 71 moljL。与对照组

相比， 差别都非常显著 (P<O.Ol)(表 1 )。

讨 论

神经细胞在缺氧过程中发生一系列病理变

化， 我们用倒置相差显微镜观察不同时间的缺

氧损伤后神经细胞的形态变化，并分别作台盼

蓝染色， 统计出神经细胞死亡百分率。台盼蓝

染色是H面床和科研中最常用的鉴别细胞死活的
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方法，当细胞死亡时，它能通过变性的细胞膜

与解体的细胞核 DNA 结合，而令其着 蓝色 ，

活细胞不着色。 此外我们还分别测定了培养细

胞在不同时间缺氧条件 下 LDH 和 K+ 流出 量

的变化。 LDH 和 K+ 广泛存在于动物各组织细

胞及神经细胞的胞浆内 ， 缺氧后神经细胞膜通

透性增高，导致 LDH 和 K+ 从胞内流出增加 。

木实验结果稳定， 重复性好， 为我们进一步研

究神经细胞缺氧损伤后的恢复及药物的保护作

用提供了一个较好的实验模型。

摘 要

用培养 12 天的新生大鼠海马神经细 胞，

;可.于 90%N2 和 1 0 %COz 条件下，分别 观察缺

氧培养 4 、 8 、 12 和 24 小时-后神经元的形态

变化，细胞死亡率的变化以及缺氧损伤后细胞

内 LDH 和 K+ 流出量的变化。 结 果表明 : 缺

氧后， 神经细胞肿胀， 继而细胞膜破裂 ， 细胞

死亡率增高， LDH 军n K+ 流出虽增加 。 神经元l

缺氧的损伤随缺氧时间的延长而加剧。
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红细胞低温显微动态图象处理技术的建立和应用研究

柏乃庆许亚勇 秦兰击手徐澄清马庆

(上海市血液中心输血研究所 200003 ) 

Diller[l]首先报道低温生物显微录象系统 ，

其后随着计算机技术、图象记录和冷台技术的

迅速发展，在原有基础上作了进一步的改进。

如用 IBM/PC 计算机取代了单板机， 结合图象

处理来研究哺乳动物细胞的形态、 物理和化学

参数的变化。目前该系统已成为低泪生物学与

组织器官保存研究的必备条件。虽然国内姚柯

敏[2]等首次报道了应用该类型系统对红细胞和

白细胞形态以及冰冻过程进行初步观察，但不

能实时记录红细胞在冰凉和复温过程中的实验

参数(如年、 月 、日、时、温度和降温速率等)、

红细胞伪彩色处理和测量红细胞的面积及体

积 、 红细胞结晶变化的动态规律 、 冰冻损伤机

理。为达到上述 目的， 故开展本题研究。

材料和方法

-、材料

〈一)红细胞低温显微动态图象处理系统 本系

统由显微镜、 摄录像机、 计算机控温和图象处理等四

部分组成。

(二)低温保护剂的处方 计六种甘油红细 胞保

护剂， 除每 100 ml 含有甘油量不同以外 (分 别为 0、

20 g、 30 g、 40 g、 50 g、 60 g ) ， 其它均添 加乳酸铀

3g, Na2HPO, '12H20 O.2g , KCL O . 03 g。

(三)样品制备
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