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无镁诱导神经元放电后细胞共培养微环境中
脑源性神经营养因子的变化
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　　［摘　要］　目的　无镁诱导体外培养神经元（ｎｅｕｒｏｎｓ，Ｎ）放电，研究放电后 Ｎ和星形胶质细胞（ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ，
ＡＳＴ）共培养体系中脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）的改变并分析其主要来源。方法　以纯化的胎鼠海马 Ｎ和新生
鼠ＡＳＴ为研究对象，按照是否经过短暂的无镁标准细胞外液处理诱导反复的自发性惊厥样放电，分为Ｎ对照组、Ｎ
无镁组、Ｎ＋ＡＳＴ对照组和Ｎ＋ＡＳＴ无镁组。ＥＬＩＳＡ法测定惊厥后不同时间点细胞培养上清液中的ＢＤＮＦ含量。结
果　Ｎ＋ＡＳＴ无镁组恢复正常培养后４８ｈ，ＡＳＴ的体积增大，突起及细胞数目增多。Ｎ无镁组恢复正常培养后７２ｈ，
仍旧存在自发性“惊厥样放电”。Ｎ＋ＡＳＴ对照组在２４ｈ、４８ｈ细胞上清液中的ＢＤＮＦ浓度较Ｎ对照组同时间点细
胞上清液中ＢＤＮＦ升高（Ｐ

"

０．０５）。Ｎ＋ＡＳＴ无镁组在１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ分泌的ＢＤＮＦ均较Ｎ＋ＡＳＴ对照组相同时
间点的ＢＤＮＦ升高，尤其１２ｈ、２４ｈ升高明显（Ｐ

"

０．０１）；而Ｎ无镁组在各个时间点 ＢＤＮＦ含量也有升高，但与 Ｎ
对照组比较，差异无统计学意义。Ｎ＋ＡＳＴ无镁组在２４ｈ分泌的ＢＤＮＦ较Ｎ无镁组同时间点分泌的ＢＤＮＦ升高（Ｐ
"

０．０５）。结论　Ｎ＋ＡＳＴ在正常培养情况下分泌的ＢＤＮＦ由Ｎ和 ＡＳＴ共同参与，Ｎ可能起主要分泌作用。短暂
无镁处理的Ｎ＋ＡＳＴ，经诱导放电后ＢＤＮＦ的分泌显著增多，并且可能主要来自惊厥微环境活化的ＡＳＴ。
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０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎＮ＋ＡＳＴｇｒｏｕｐ，ＢＤＮＦ
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０．０１）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏ
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　　长时程惊厥和惊厥持续状态发作后，易导致以
选择性海马神经元死亡为特征的惊厥性脑损伤［１２］。

同时，脑内也将出现一系列代偿反应，如脑源性神经

营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）
浓度升高。ＢＤＮＦ是神经营养因子家族的重要成员
之一，具有刺激和促进神经元生长、维持神经元存活

和正常生理功能的作用［３４］，同时也能促进损伤后神

经元的再生，参与突触间神经递质的传递和突触重

建［５６］。因此，明确惊厥的脑组织病灶中，ＢＤＮＦ主
要来自哪种细胞，从而针对性调控脑内 ＢＤＮＦ的浓
度，有望成为保护惊厥性脑损伤的一种有效途径。

为此，本研究采用１９９５年 Ｓｏｍｂａｔｉ的经无镁细胞外
液培养的原代海马神经元，并诱导其产生反复自

发性惊厥样放电作为体外模型［７］，对惊厥后细胞

培养微环境中 ＢＤＮＦ的分泌情况及其主要来源
进行研究。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　清洁级成年 Ｗｉｓｔａｒ大鼠购自
第三军医大学大坪医院实验动物中心，按雌雄比为

２∶１合笼，以检测到阴栓之日起为孕１ｄ，实验采用清
洁级孕１６～１７ｄ的 Ｗｉｓｔａｒ胎鼠８只及清洁级出生
２４ｈ以内的Ｗｉｓｔａｒ新生鼠５只，雌雄不限。
１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ公
司）；优质胎牛血清（Ｂｉｏｉｎｄ公司）；胰蛋白酶、Ｂ２７培
养基添加剂（Ｇｉｂｃｏ公司）；Ｌ谷氨酰胺（Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司）；ＨＥＰＥＳ、小鼠抗大鼠单克隆抗 β微管蛋白Ⅲ
（Ｔｕｊ１）抗体、小鼠抗大鼠单克隆抗纤维酸性蛋白
（ＧＦＡＰ）抗体（Ｓｉｇｍａ公司）；山羊抗小鼠ＩｇＧ荧光素
（ＦＩＴＣ）（北京中杉生物公司）；大鼠 ＢＤＮＦ酶联免疫
检测试剂盒（Ｒ＆Ｄ分装）；免疫组化试剂盒（北京康
为世纪生物科技有限公司）；台盼蓝、多聚赖氨酸

（进口分装）。

１．１．３　主要试剂配制　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养
液：ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）干粉、ＨＥＰＥＳ１．０ｇ、青霉素
１０万Ｕ、链霉素１００ｍｇ，定容至１０００ｍＬ，ｐＨ值为
７．２，０．２μｍ除菌滤器过滤。ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）无血
清培养液为含 ２％Ｂ２７、０．５μｍｏｌ／ＬＬ谷氨酰胺的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养液。ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）种植培
养液为含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）无血清
培养液。标准细胞外液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：内含物质比为
ＮａＣｌ１４５、ＫＣｌ２．５、ＣａＣｌ２２、ＭｇＣｌ２１、ＨＥＰＥＳ１０、
Ｄｇｌｕｃｏｓｅ１０、甘氨酸 ０．００１，ｐＨ值为 ７．３，用蔗糖调

节渗透压至 ３２５ｍｍｏｌ／Ｌ。无镁细胞外液为不含
ＭｇＣｌ２的标准细胞外液。
１．２　方法
１．２．１　胎鼠大脑海马神经元的体外分离培养及鉴
定　　（１）胎鼠大脑海马神经元原代培养：取孕１６～
１７ｄＷｉｓｔａｒ胎鼠８只，解剖显微镜下钝性分离海马，
剔除脑膜，将海马剪成１ｍｍ３小块，０．２５％（ｇ／ｍＬ）
胰蛋白酶消化，２００目不锈钢筛网过滤，收集滤液，
台盼蓝染色，血球计数板计数，用种植培养液以６×
１０５个／ｍＬ密度种植到多聚赖氨酸处理过的６孔培
养板中，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，２４ｈ后
全量换为无血清培养液，每３ｄ无血清培养基半量
换液。（２）胎鼠大脑海马原代神经元免疫组化和免
疫荧光鉴定：取培养７ｄ的细胞爬片５张，用神经元
特异性的 Ｔｕｊ１抗体，参照免疫组化试剂盒操作步
骤进行免疫组化实验；另取５张培养７ｄ的细胞爬
片，用小鼠抗大鼠单克隆 Ｔｕｊ１抗体结合山羊抗小
鼠ＦＩＴＣ行免疫荧光实验。
１．２．２　新生鼠星形胶质细胞的体外分离培养及鉴
定　　（１）新生鼠星形胶质细胞原代培养：取出生
２４ｈ内的 Ｗｉｓｔａｒ新生鼠５只大脑皮层，同前操作制
成单细胞混悬液，用种植培养液以１×１０６个／ｍＬ密
度种植于多聚赖氨酸包被过的培养瓶中，置于

３７℃、５％ＣＯ２培养箱，３０ｍｉｎ后反转培养瓶，将细胞
悬液种植于另一培养瓶中，利用差速贴壁法初步纯

化细胞，３～５ｄ半量换液，待细胞出现分层生长后，
采用震荡法即 ３７℃、１８０转 ５ｈ纯化，弃悬液，
０．２５％胰蛋白酶消化后传代，第２～３代细胞用于实
验。（２）新生鼠星形胶质细胞免疫组化和免疫荧光
鉴定：采用星形胶质细胞特异的 ＧＦＡＰ抗体，进行
免疫组化和免疫荧光染色。

１．２．３　实验分组　　本实验共分为４组：神经元对
照组（Ｎ对照组），神经元无镁组（Ｎ无镁组），神经
元和星形胶质细胞共培养对照组（Ｎ＋ＡＳＴ对照
组），神经元和星形胶质细胞共培养无镁组（Ｎ＋
ＡＳＴ无镁组）。Ｎ对照组和 Ｎ无镁组均取培养至第
１０天的海马神经元。将纯化的第３代星形胶质细
胞以２×１０５个／ｍＬ密度接种于培养７ｄ、密度为６×
１０５个／ｍＬ的神经元细胞层上，用种植培养液共同
培养３ｄ用于实验，此时显微镜下计数星形胶质细
胞占全细胞百分比为４５％；Ｎ＋ＡＳＴ无镁组采用无
镁细胞外液培养上述混合细胞３ｈ诱导惊厥模型，
后恢复正常培养基；Ｎ＋ＡＳＴ对照组以含镁细胞外
液代替无镁液３ｈ，后恢复正常培养基。

·６７３·
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１．２．４　无镁诱导惊厥模型的建立及全细胞记录　
　　培养至第１０天的Ｎ和Ｎ＋ＡＳＴ对照组，去除培
养基，用无镁细胞外液培养３ｈ后，换为正常培养基
继续培养。隔天采用 Ｍｕｌｔｉｃｌａｍｐ７００Ｂ膜片钳系统
进行全细胞模式的电流钳记录。经拉制仪（ＭＯＤＥＬ
Ｐ９７，ＳＵＴＴＥＲＩＮＳＴＲＵＭＥＮＴＣＯ．）拉制抛光后的记
录电极口径约为１μｍ，充满电极内液后形成 ３～
５ＭΩ的阻抗。当记录电极与细胞之间形成稳定的
高阻抗封接后，气压打孔破膜，形成全细胞钳制，

即形成膜片钳全细胞记录状态。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ法检测培养上清液中 ＢＤＮＦ的浓度
　　各组分别收集造模后６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ
细胞上清液，１５００ｇ、２０ｍｉｎ离心，吸取上清液分装，
－８０℃保存待用，每组每个时间点重复实验 ６次。
按照ＥＬＩＳＡ检测试剂盒说明书进行实验并设置复
孔。酶标仪检测后按照标准曲线测算浓度。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计学分析。计

量资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。组间与组内比
较采用方差分析或秩和检验，Ｐ

"

０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　培养细胞形态观察及鉴定
２．１．１　原代培养胎鼠大脑海马 Ｎ的鉴定　　倒置
显微镜下观察，刚种植的 Ｎ呈圆形、椭圆形，胞体圆
润透亮，折光性好，体积小，分布均匀。种植２ｈ后，
有部分细胞已贴壁，贴壁细胞周围有光晕，仍呈圆形

或椭圆形。２４ｈ后，所有细胞几乎均贴壁，大部分
细胞伸出突起，似蝌蚪状，但细胞间罕见连接。培养

３ｄ后，胞体相对变大，多呈三角形和纺锤状，突起
增粗、增长，以双极突起多见，也可见多极突起，部分

突起相互连接，形成网络状（图１Ａ）。培养７ｄ时，
神经细胞突起间网络连接更致密。用 Ｎ特异性
Ｔｕｊ１抗体对培养第７天 Ｎ进行免疫组化和免疫荧
光染色，显示绝大多数细胞为 Ｔｕｊ１阳性，说明培养
的细胞是Ｎ（图１Ｂ～Ｃ）。显微镜下计算培养７ｄ的
Ｎ平均纯度达９０％。
２．１．２　原代及传代培养的新生鼠 ＡＳＴ的形态观察
和鉴定　　倒置显微镜下观察，刚种植的 ＡＳＴ呈圆
形，胞体圆润透亮，折光性好。２ｈ后部分细胞已贴
壁，培养２４ｈ后所有细胞均已贴壁，细胞周围光晕
明显，胞体增大，稍扁平，有数个突起形成。培养３～

４ｄ后，细胞数量增多，胞体扁平，突起增长并出现
连接（图１Ｄ）。培养到第１０天时，突起间网络连接
更致密，细胞出现分层生长。第３代细胞用 ＡＳＴ特
异性ＧＦＡＰ抗体进行免疫组化和免疫荧光染色，显
示绝大多数细胞为 ＧＦＡＰ阳性，说明培养的细胞是
ＡＳＴ（图１Ｅ～Ｆ）。显微镜下计算第３代ＡＳＴ的平均
纯度达９５％。
２．１．３　无镁处理后Ｎ及ＡＳＴ的形态观察　　Ｎ＋ＡＳＴ
组经无镁细胞外液培养后４８ｈ，倒置显微镜下见 Ｎ
细胞间网络连接依然丰富，胞体大，形态没有明显的

变化；ＡＳＴ的体积有增大，突起也增多（图１Ｇ），显微
镜下计数ＡＳＴ占总培养细胞数目百分比为５７％，较
Ｎ＋ＡＳＴ对照组５０％有所增高。
２．２　无镁诱导后Ｎ全细胞记录

无镁细胞外液处理前，能够记录到 Ｎ（ｎ＝１０）
自发的兴奋性突触后电位（ＥＰＳＰ）和每分钟１５次左
右的动作电位（ＡＰ）（图２Ａ）。经无镁细胞外液处理
并恢复正常培养基培养２４ｈ后，８５％的 Ｎ（ｎ＝２０）
能够记录到５～１７Ｈｚ，波幅为２０～６０ｍＶ的阵发性持
续棘波样爆发和阵发性去极化样偏移 （ｐａｒｏｘｙｓｍａｌ
ｄｅｐｏｌａｒｉｚｉｎｇｓｈｉｆｔｓ，ＰＤＳｓ）样发作（图２Ｂ）。在无镁细
胞外液处理后７２ｈ，仍然有７５％的 Ｎ（ｎ＝２０）能够
记录到阵发性持续棘波样爆发和 ＰＤＳｓ（图２Ｃ），从
而确定无镁诱导Ｎ惊厥样放电模型成功建立。
２．３　无镁诱导培养体系中ＢＤＮＦ的变化

研究结果显示，无镁细胞外液诱导的 Ｎ＋ＡＳＴ
共培养体系反复自发性惊厥样放电后，Ｎ＋ＡＳＴ无
镁组细胞培养上清液中 ＢＤＮＦ的含量在１２ｈ已明
显高于Ｎ＋ＡＳＴ对照组（Ｐ

"

０．０１），至２４ｈ达高峰
（Ｐ

"

０．０１），４８ｈ开始下降，７２ｈ显著下降，与峰值
相比差异有统计学意义（Ｐ

"

０．０１）；随培养时间的延
长，Ｎ＋ＡＳＴ对照组中 ＢＤＮＦ含量呈先升后降的波
动趋势，２４ｈ达峰值，与６ｈ相比差异有统计学意义
（Ｐ

"

０．０５）。见图３。
无镁细胞外液诱导的 Ｎ反复自发性惊厥样放

电后，Ｎ无镁组细胞培养上清液中 ＢＤＮＦ的含量从
６ｈ开始较Ｎ对照组各个时间点均有升高，但是幅
度较小且差异无统计学意义；Ｎ无镁组各个时间点
ＢＤＮＦ升高的幅度差异亦无统计学意义；Ｎ对照
组各个时间点 ＢＤＮＦ含量趋于稳定。Ｎ无镁组
２４ｈＢＤＮＦ含量低于 Ｎ＋ＡＳＴ无镁组，两组差异
有统计学意义（Ｐ

"

０．０５）。Ｎ＋ＡＳＴ对照组２４ｈ
和４８ｈＢＤＮＦ含量较 Ｎ对照组相同时间点显著
升高（Ｐ

"

０．０５）。见图３。

·７７３·
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　　图２　无镁诱导体外培养海马神经元惊厥样放电图片
（全细胞记录）　 Ａ：体外培养 １０ｄ海马神经元，每分钟有 １５次

左右的自发性动作电位（ＡＰ）发放，并记录到频繁的兴奋性突触

后电位（ＥＰＳＰ）；Ｂ：无镁处理后恢复正常细胞外液２４ｈ海马神经

元可见５～１７Ｈｚ，波幅为２０～６０ｍＶ的阵发性棘波样爆发，以及

频繁的去极化偏移（ＰＤＳｓ）；Ｃ：无镁处理后恢复正常细胞外液

７２ｈ海马神经元，记录到阵发性持续棘波样爆发和 ＰＤＳｓ。
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　　图３　不同条件下各组上清液中 ＢＤＮＦ的动态变化　
（ｎ＝６）　ａ：与相同时间点Ｎ对照组比较，Ｐ

"

０．０５；ｂ：与相同时间
点Ｎ＋ＡＳＴ对照组比较，Ｐ

"

０．０５；ｃ：与相同时间点Ｎ＋ＡＳＴ对照组
比较，Ｐ

"

０．０１；ｄ：与相同时间点Ｎ无镁组比较，Ｐ
"

０．０５；ｅ：与
同组６ｈ比较，Ｐ

"

０．０５；ｆ：与同组２４ｈ比较，Ｐ
"

０．０１。

３　讨论

惊厥是多种病因引起的大脑皮层 Ｎ异常超同
步放电所致的发作性脑功能紊乱，反复频繁惊厥发

作或长时程惊厥发作将产生以选择性海马 Ｎ死亡
为主的脑损伤［２］，以及异常的神经发生和持续的神

经重组，导致神经环路异常，增加惊厥发作易感性，

促使发作更加频繁，进而加重脑损伤［８］。有研究提

示，在惊厥后放电病灶周围 ＡＳＴ呈反应性增生，病
灶局部 ＢＤＮＦ的表达呈现明显变化［９１０］。但是，迄

今为止ＢＤＮＦ的来源及其在惊厥性脑损伤中的作用
尚存在很大争议［１１１２］。

为排除体内众多因素影响，本实验模拟脑内惊

厥微环境，采用原代培养大鼠海马 Ｎ并以无镁细胞
·８７３·
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外液诱发反复惊厥样放电为体外模型［７，１３］，探讨体

外Ｎ异常放电后，Ｎ、Ｎ＋ＡＳＴ共培养不同状况下，培
养上清液中 ＢＤＮＦ的变化，进一步分析 ＢＤＮＦ分泌
规律及其来源。在前期的预实验中，我们分别设置

了Ｎ组、ＡＳＴ组、Ｎ＋ＡＳＴ组以及各组的无镁处理
组，但是在对 ＡＳＴ进行无镁细胞外液处理后，经全
细胞膜片钳检测，发现只能记录到钾电流、微量钠电

流及微量的钙电流，与对照组 ＡＳＴ记录相同，证实
无镁细胞外液对单纯的 ＡＳＴ电生理功能没有影响，
所以在后续的实验中，去掉了ＡＳＴ对照组和ＡＳＴ无
镁组。本研究发现体外培养的 Ｎ在无镁细胞外液
处理后７２ｈ，仍旧能够记录到频繁的阵发性持续性
棘波样爆发和ＰＤＳｓ，说明利用无镁细胞外液诱发的
细胞惊厥模型是种有效而稳定的放电模型，为研究

惊厥微环境中ＢＤＮＦ变化提供可靠的模型来源。
在本研究中，无镁条件下体外培养 Ｎ自发性放

电后６ｈ起，培养上清液中ＢＤＮＦ含量较同时间点对
照组有上升趋势，提示惊厥发作后，Ｎ可合成和分泌
ＢＤＮＦ；而Ｎ＋ＡＳＴ无镁组在神经元放电后 ６ｈ、１２
ｈ、２４ｈ和４８ｈ时间点上 ＢＤＮＦ含量均明显高于 Ｎ
无镁组，提示惊厥后 Ｎ＋ＡＳＴ共培养体系能显著促
进ＢＤＮＦ的合成和分泌，而共培养体系惊厥微环境中
升高的ＢＤＮＦ主要来源于何种细胞尚不明确。

本研究发现在正常的 Ｎ＋ＡＳＴ共培养体系中，
与Ｎ对照组相比，２４ｈ、４８ｈＢＤＮＦ分泌量虽然增
加，但是增加的绝对值却较小，提示正常情况下共培

养的ＡＳＴ对 Ｎ分泌的 ＢＤＮＦ无明显影响；而 Ｎ＋
ＡＳＴ共培养体系经无镁处理后４８ｈ，该培养体系中
的ＡＳＴ细胞体积增大，突起增多并且细胞数目由
４５％增加到 ５７％，较 Ｎ＋ＡＳＴ对照组 ５０％有所增
高，提示 ＡＳＴ呈激活状态［１４］。有研究表明，反复自

发的Ｎ放电能够通过细胞间增多的缝隙连接，使得
Ｎ和ＡＳＴ之间信息传递更为广泛，能够快速地将兴
奋性冲动传递到 ＡＳＴ，促使其转化为激活状态［１５］，

发挥合成ＢＤＮＦ和保护Ｎ的功能［１６］。因此，无镁处

理后Ｎ＋ＡＳＴ共培养体系微环境中 ＢＤＮＦ含量的增
高，应该部分来源于激活的ＡＳＴ；同时该惊厥微环境
中的 ＢＤＮＦ也应该与惊厥后活化的 ＡＳＴ对 Ｎ的保
护并维持Ｎ分泌ＢＤＮＦ有关。因此，惊厥后早期ＡＳＴ
的增生反应，可能通过不同方式对 Ｎ有一定保护作
用。然而，惊厥后期过度的 ＡＳＴ增生，可导致神经
细胞外的Ｎａ＋／Ｋ＋浓度平衡失调，使神经细胞的兴
奋阈值降低，促使惊厥的发生［１７］。

本研究提示，惊厥后不仅应该促进 Ｎ存活、减
少Ｎ损伤，同时应该在惊厥不同时期合理调控 ＡＳＴ

的增殖、调节微环境中ＢＤＮＦ的适当变化，才能更有
效预防和治疗惊厥性脑损伤。
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