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胆红素诱导原代培养神经细胞内
Ca2 + 含量的变化及 MgSO4 的拮抗作用

贲晓明1 ,秦玉明1 ,陈舜年2 ,孙安阳3 ,吴圣楣1

　　(11 上海第二医科大学附属新华医院儿科研究所 ,上海 　200092 ; 　21 上海第二医科大学附属瑞金医院儿内

科 ,上海 　200025 ; 　31 上海医科大学神经生物学国家重点实验室 ,上海 　200032)

　　[摘 　要 ] 　目的 　探讨胆红素诱导原代培养神经细胞内 Ca2 + 含量的变化 ,以及 MgSO4 的拮抗作用。方法 　

采用胎鼠大脑皮层细胞作原代神经细胞培养 ,观察 100μmol/ L 胆红素对不同成熟程度神经细胞内 Ca2 + 含量的影

响。原代培养神经细胞经 Fura - 2/ AM 负载 ,荧光图像分析测定细胞内 Ca2 + 含量。结果 　未成熟神经细胞 (培养

2 天)暴露于 100μmol/ L 胆红素 4 h ,细胞内 Ca2 + 从75. 3 nmol 增加到320. 8 nmol ;继续暴露 4 h ,细胞内 Ca2 + 增加

到400. 7 nmol ;去除胆红素暴露 ,细胞内 Ca2 + 不能逆转。成熟神经细胞 (培养 8 天)暴露于 100μmol/ L 胆红素 4 h ,

细胞内 Ca2 + 从70. 6 nmol 增加到150. 8 nmol ;继续暴露 4 h ,细胞内 Ca2 + 不再增加 ;去除胆红素暴露 ,细胞内 Ca2 + 浓

度可显著降低。培养液中 Mg2 + 加至 2 mmol/ L 可减轻胆红素诱导的神经细胞内 Ca2 + 含量变化。结论 　胆红素可

诱导原代培养的、未成熟的神经细胞 Ca2 + 超载 ,MgSO4 可拮抗胆红素诱导的神经细胞 Ca2 + 超载。
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Bil irubin - induced Increase in Intracellular Ca2 +

in Primary Cultured Neurons and the Reversible Effect of MgSO4

BEN Xiao2Ming , Q IN Yu2Ming , CHEN Shun2Nian , et al.

Pediat ric Research Institute , S hanghai Xinhua Hospital , S hanghai 200092 , China

　　Abstract : 　Objective 　To explore the effect of bilirubin on intracellular Ca2 + of cerebral cortex neurons and the

therapeutic effect of MgSO4 . Methods 　Cerebral cortical neurons were cultured from the embryonic rat brain. The free

cytosolic Ca2 + concentration ( [ Ca2 + ]i) of the cultured neurons was determined with a fluorescent Ca2 + chelator ( Fura -

2) after exposure of the neurons to different concentrations of bilirubin. Results 　Immature neurons (neurons cultured for

only 2 days) responded within 4 hours to 100 mmol bilirubin by an increase in [ Ca2 + ]i from 75. 3 nmol to 320. 8 nmol ,

an increase that during another 4 hours of exposure reached to 400. 7 nmol. This increase in [ Ca2 + ] i could not be

reversed by the removal of bilirubin. In contrast to these findings , mature neurons (8 days in culture) exhibited only a

small increase (from 70. 6 nmol to 150. 8 nmol) in [ Ca2 + ]i within 4 hours after the exposure to 100 mmol bilirubin , and

this rapid increase in [ Ca2 + ]i tended to decline on the following prolonged 42hour exposure to bilirubin. Moreover , after

the removal of bilirubin , the increase in [ Ca2 + ] i was partially reversible. The N - methyl - D - aspartate ( NMDA)

receptor antagonists MgSO4 could significantly block the response. Conclusions 　Bilirubin can induce an increase in

intracellular Ca2 + in primary cultured cerebral cortex neurons and the change can be partially reversed by NMDA receptor

antagonists MgSO4 .
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　　新生儿高胆红素血症是新生儿临床常见病症 ,

并发胆红素脑病可致新生儿死亡 ,幸存者常留下神

经系统后遗症 ,合理科学防治胆红素脑病对于优生

优育有重要价值。近年来研究表明 N - 甲基 - D -

天冬氨酸 (N - Methyl - D - Aspartate , NMDA)受体过

度活化参与介导胆红素脑病发生[1 ] ,为进一步探讨

NMDA 受体活化后信息传导机制及其防治措施 ,我们

观察了胆红素诱导的神经细胞内 Ca2 + 含量的变化 ,

以及 NMDA 受体拮抗剂 MgSO4 的治疗作用。

1 　材料与方法

1 . 1 　神经细胞原代培养

参照 Mcdonaod 方法[2 ] ,取 3 w 胎龄胎鼠脑组

织 ,立即置于冰冷 Hank’s 液中 (p H = 7. 4) ,仔细剔

除软脑膜及血管 ,用 Hank’s 液冲洗 3～4 次 ;取皮层

切碎 ,加入0. 125 %胰蛋白酶液 ,于 37 ℃水浴中用吸

管轻轻吹打 ,以进一步分离细胞 ,然后以冰冷的

DMEM 培养液 ( GiBico 公司)加 10 %小牛血清终止消

化 ,过 200 目筛网 ,滤液以 1500 r/ min 离心 5 分钟 ,弃

上清 ,沉淀以 Hank’s液洗一次 ,加 DMEM 培养液 ,调

整加样量至悬浮神经细胞计数 104～105/ ml。取 1 ml

细胞悬液加 3 ml DMEM 培养液与0. 5 ml 10 %小牛血

清于培养板 ,置 5 % CO2 培养箱 37 ℃孵育。

1 . 2 　胆红素神经毒性诱导与 MgSO4 拮抗

1. 2. 1 胆红素配制 　参照 Amit 方法[3 ] ,避光称取晶

体胆红素 ( Sigma 公司) 5. 865 mg (10μmol) 溶于 1

ml 0. 5 M NaOH 中 ,加入双蒸水 9 ml ,用0. 5 M HCl

调节 p H 至8. 5 ,配制胆红素溶液 (1μmol/ ml) 。

1. 2. 2 　胆红素神经毒性诱导 　上述胆红素溶液0. 5

ml 分别加入培养 2 天、培养 8 天的神经细胞中 (胆

红素浓度 100μmol/ L) 孵育 4 h ,8 h 后检测细胞内

Ca2 + ;神经细胞在 100μmol/ L 胆红素环境中孵育 8

h 后去除胆红素暴露 ,4 h 后检测细胞内 Ca2 + 。

1. 2. 3 　MgSO4 拮抗 　在上述培养板中加入胆红素的

同一时间 ,加入0. 24 % MgSO40. 5 ml (培养液中 Mg2 +浓

度为 2 mM/ L) ,孵育 4 h ,8 h 后检测细胞内 Ca2 + 。

1 . 3 　细胞内 Ca2 +浓度检测

1. 3. 1 　Fure - 2/ AM 配制 　Fura - 2/ AM ( Sigma 公

司)用二甲亚砜 (DMSO) 配成0. 25 mmol/ L 贮备液 ,

分装 - 20 ℃避光保存。

1. 3. 2 　神经细胞 Fure - 2/ AM 负载 　参照 Murphy

方法[4 ] ,上述时间点培养板中加入0. 125 %胰蛋白

酶液0. 1 ml ,脱落贴壁神经细胞 ,1500 r/ min 离心 5

min ,弃上清 ,沉淀以 Hank’s 液洗一次 ,加 DMEM

培养液 ,调整加样量至悬浮神经细胞计数 105～106/

ml。取细胞悬液2. 5 ml ,加 Fura - 2/ AM 液 100 ul ,

置于 5 %的 CO2 培养箱中 ,37 ℃孵育 45 分钟。细胞

悬液于 1 000 r/ min 离心 5 分钟 ,弃上清 ,Hank’s 液

洗涤 2 次后再用 Hepe - Hank’s 液悬浮。

1. 3. 3 　神经细胞内 Ca2 + 荧光检测 　参照 Uematsu

方法[5 ] ,取少许细胞悬液于洁净玻片上 ,在荧光显

微镜下观察神经元细胞 ,用荧光图像扫描仪检测单

个细胞荧光强度 ,激发波长 340 nm 和 380 nm ,发射

波长 505 nm ,利用 F340 nm/ F380 nm 比值估价细

胞内 Ca2 + 强度 ,通过 F340 nm/ F380 nm 与 Ca2 + 浓

度标准曲线计算单个细胞内 Ca2 + 浓度。每个视野

检测 10 个细胞 ,每个样本检测 5 个视野 ,统计 50 个

细胞内 Ca2 + 均值与标准差。

1 . 4 　统计学处理

分析资料以均值 ±标准差 ( �x ± s ) 表示。所

有分析用计算机操作 ,使用国际通用的 SPSS 软件

系统 ,进行方差分析与 t 检验。

2 　结果

2 . 1 　荧光显微镜下神经元胞体内 Ca2 +荧光图

图 1 　荧光显微镜下神经元胞体内 Ca2 + 荧光图

Fig 1. 　Fluorescent image of cytosolic Ca2 + in neurons

2 . 2 不同成熟状态下神经元胞体内 Ca2 +含量

培养 2 天的未成熟神经细胞暴露于 100μmol/

L 胆红素 4 h ,细胞内 Ca2 + 均值从75. 3 nmol 增加到

320. 8 nmol ;继续暴露 4 h ,细胞内 Ca2 + 增加到400. 7

nmol ;去除胆红素暴露 ,细胞内 Ca2 +不能逆转 (表 1) 。

培养 8 天的成熟神经细胞暴露于 100μmol/ L

胆红素 4 h ,细胞内 Ca2 + 均值从70. 6 nmol 增加到

150. 8 nmol ;继续暴露 4 h ,细胞内 Ca2 + 不再增加 ;去

除胆红素暴露 ,细胞内 Ca2 +浓度可显著降低 (表 1) 。

培养液中 2 mmol/ L Mg2 + 可显著减少胆红素
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诱导的神经细胞内 Ca2 + 含量变化 (表 2) 。

表 1 　不同时间、不同状态下神经细胞内 Ca2 + 含量

Table 1. 　Cytosolic Ca2 + concentration in different

cultured neurons (nmol , �x ± s )

组别 培养 2 d 培养 8 d

对照组 75. 3 ±18. 5 70. 6 ±16. 5

暴露胆红素后 4 h 组 320. 8 ±26. 3a ,b 150. 8 ±22. 9a ,c

暴露胆红素后 8 h 组 400. 7 ±21. 7a 142. 9 ±28. 7a ,c

去除胆红素后 4 h 组 393. 4 ±42. 3a 112. 3 ±26. 5a ,b ,c

　　注 :a :与对照组比较 P < 0. 05 ; 　b :与暴露胆红素后 8 h 组比较

P < 0. 05 ; 　c :同组间比较 P < 0. 01

表 2 　MgSO4 对神经细胞内 Ca2 + 浓度的影响

Table 2. 　The effects of MgSO4 on cytosolic Ca2 +

in cultured neurons (nmol , �x ± s )

组别 未加 MgSO4 加 MgSO4 t 值

培养 2 d 神经细胞暴露胆红素后 4 h 320. 8 ±26. 3 131. 5 ±40. 2a 4. 62

培养 2 d 神经细胞暴露胆红素后 8 h 400. 7 ±21. 7 152. 4 ±45. 8a 4. 98

培养 8 d 神经细胞暴露胆红素后 4 h 150. 8 ±22. 9 115. 9 ±38. 5a 2. 73

培养 8 d 神经细胞暴露胆红素后 8 h 142. 9 ±28. 7 103. 6 ±32. 7a 2. 84

　　注 :a :与不加 MgSO4 组比较 P < 0. 05

3 　讨论

　　细胞内 Ca2 + 不仅在正常细胞功能中起着极其

重要的作用 ,而且参与许多疾病的发生与发展。细

胞内游离 Ca2 + 浓度的改变是细胞生理功能的重要

物质基础 ,也是多种受体激活后信息传递过程中心

环节。胞内 Ca2 + 浓度微小的变化调节着活细胞内

大量重要的生理生化过程 ,是细胞肿胀溶解及细胞

萎缩凋亡介质。在有关胆红素神经毒性发生系列研

究中 ,我们证实了胆红素神经毒性细胞 A TP 耗

竭[6 ] 。由于 A TP 耗竭 ,Na + - K+ - A TP 泵功能衰

竭 ,Na + 外移受阻 ,Na + 内移减少致 Ca2 + 胞内堆积

(Na + - K+偶联、3Na + - Ca2 + 偶联) ;同时由于兴奋

性氨基酸 ( Excitatory Amino Acid , EAA) 突触堆积 ,

NMDA受体过度活化、内移 Na + 通道 ,Ca2 + 通道开

放 ,致胞内 Ca2 + 超载[4 ,7 ]。早期胞内 Na + ,Cl - ,Ca2 +

增多 ,水分子内移 ,细胞水肿溶解 ;后期胞内 Ca2 + 超

载 ,Ca2 +通过钙调素 (CaM)形成 Ca2 + - CaM 复合物 ,

激活多种依赖 Ca2 + - CaM 的蛋白激酶 ,从而引起细

胞内广泛信号传导分子磷酸化 ;活化酯类包括四烯酸

代谢产物 ,形成自由基 ;同时活化磷酸激酶 A ( Phos2
phokinase A , PKA) ,磷酸激酶 C ( Phosphokinase C ,

PKC)等可诱导细胞启动的一系列基因表达[4 ]。

在既往研究中 ,Mcdonald 等[1 ]报道胆红素脑病

新生儿脑脊液中胆红素浓度可大于 100μmol/ L ;本

研究中未成熟神经细胞 (培养 2 天 ) 暴露于 100

μmol/ L 胆红素 4 h ,细胞内 Ca2 + 从75. 3 nmol 增加

到320. 8 nmol ;继续暴露 4 h ,细胞内 Ca2 + 增加到

400. 7 nmol ;去除胆红素暴露 ,细胞内 Ca2 + 不能逆

转。成熟神经细胞 (培养 8 天) 暴露于 100μmol/ L

胆红素 4 h ,细胞内 Ca2 + 从70. 6 nmol 增加到150. 8

nmol ;继续暴露 4 h ,细胞内 Ca2 + 不再增加 ;去除胆

红素暴露 ,细胞内 Ca2 + 浓度可显著降低。表明胆红

素诱导神经细胞 Ca2 + 超载在未成熟神经细胞较敏

感 ,且易导致不可逆改变 ;成熟神经细胞对胆红素耐

受性较好 ,且轻度改变可以逆转。提示临床新生儿

高胆红素血症对未成熟儿神经细胞危险性可能较

大 ,且易导致不可逆性损伤。

胆红素诱导神经细胞 Ca2 + 超载 ,一方面可能由

于 A TP 贮备耗竭 ,Na2 + - K+ 偶联及 Na + - Ca2 + 偶

联障碍 ;另一方面可能由于 NMDA 受体过度活化致

Ca +内流增加[2 ] 。本研究中我们采用 NMDA 受体

拮抗剂 MgSO4 干预后 ,胆红素诱导的神经细胞内

Ca2 +超载显著减轻 ,提示在新生儿高胆红素血症与

胆红素神经毒性防治中 ,NMDA 受体拮抗剂 MgSO4

可能有临床应用前景。
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