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体外原代培养神经细胞液压冲击伤模型的建立

杨术旺 张永亮 李灵芝 于媛媛 白靠
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研究脑损伤修复的分子机制需要建

立一种能再现脑损伤和修复过程的实验

模型。目前常用的机械性脑损伤模型，尤

其是脑液压冲击损伤模型．因其受外界

因素影响小、致伤力定量准确、伤情可分

级，可重复性好lfii被大多数研究者所采

用”1j。建立在动物水平上的脐损伤模型

虽然能很好地反映脑损伤后机体细胞和

分子水平的变化，但由于在体时有相互

影响因素的制约，难以客观准确反映组

织中单一组分细胞对损伤修复的应答。

随着细胞培养技术日趋成熟，1991年．

Scott等“1在动物模型研究的基础上建

立了一种体外培养细胞液压冲击损伤模

型，在细胞水平上对脑损伤的有关机制

进一步加以解释和研究。本实验在Scott

等研究基础上作了进一步的改进，以原

代培养的神经细胞为研究对象．建立了

一种较为完善的液压冲击损伤模型。

l材料与方法

1．1液压冲击装置：参照Scott损伤模

型并加以改进。有机玻璃管上部有3个

开121，一个接高精度压力传感器。另两个

为注水El和排气口。玻璃管一侧固定有

一钟摆打击装置，钟摆下落打击角度范

围为O。～90。；另一侧为一小室状中窄结

构，侧面有一开口通过Tygon管与液压

冲击装置相连，周边接有一压力传感器，

用于感知小室内压力。内部可容纳一直

径5．5 CEll的petri培养皿。

1．2瞬态波形记录分析仪：安装在有机

玻璃管和小室上的商精度压力传感器可
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通过控制器对各记录模块进行控制，完

成各种测量分析，在计算机上显示出波

形的大小，并可通过软件对所描记的波

形进行进一步的分析和再编辑。当钟摆

打击装置撞击活塞，推动液体前进产生

液压后，压力传感器可测量出有机玻璃

管和小室内压力．通过软件对所记录的

波形进行分析。

1．3原代神经细胞培养：取出生24 h

内SD大鼠海马组织，置于D—hank液中

清洗2～3次除去血液，剔除脑膜及血管

后放入Dulbeeco改良Eagle堵养基

(DMEM／F12)中，剪成约1 mnl3的碎

块，用吸管反复吹打成细胞悬液，再用

200目的不锈钢网筛过滤。取一滴细胞

悬液加质量分数为0．4％的等量锥虫

蓝，计数接种时活细胞率。按1×105／cm
2

的密度将细胞悬液用DMEM／F12、体积

分数为10％胎牛血清、1 60 kU／L青霉

素、50 mg／L链霉素稀释，接种在petri

培养皿中，放入37 C、体积分数5％COz

培养箱内孵育。

1．4液压冲击对神经细胞的影响：神经

细胞培养10～14 d后，按随机数字表法

分为对照组及损伤后4、8、12、24和48 h

组，复制Scott细胞液压冲击损伤模型，

小室内冲击力为i00 kPa，进行甲苯胺

蓝染色和免疫细胞化学染色，观察神经

细胞受到液压冲击后形态学改变和环氧

化酶一2(COX一2)的表达。

1．5统计学处理：数据以均数士标准差

。士s)表示，用SPSS 1I．5统计软件进

行方差分析，采用q检验进行两两比较，

P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1体外培养神经细胞液压冲击损伤

装置稳定性评价(表1；图1)：通过记录

小室内和有机玻璃管内的压力大小来检

测液压冲击损伤压力的大小，结果表明，

小室内和有机玻璃管内的压力存在线性

关系(y=4．476 3X+0．298 6，Y代表有

机玻璃管内压力，x代表小室内压力)，

造成细胞损伤力的大小以小室内的压力

为准。有机玻璃管和小室内压力随钟摆

·研究报告·

打击角度的增加而增大。轻(100 kPa)、

中(200 kPa)和重度(300 kPa)液压冲击

损伤所需钟摆下落角度分别为13．5。、

21．5。和27．0。。

表l不同打击角度小室内压力和有机

玻璃管内压力的变化(z±s)

芒
邑
采
圳

／／有机殪璃管

∥小室
胁．

。9”4。。5””嚣铲””。“”。”“时间

田1小室内和有机玻璃管内压力波形图

2．2液压冲击损伤神经细胞形态学改

变(彩色插页图2)：液压冲击后，在镜下

观察神经细胞的甲苯胺蓝染色。对照组

神经细胞胞核呈蓝色，胞质染成淡蓝色；

损伤组培养神经细胞主要表现为部分神

经细胞胞体浓缩，胞核固缩。染色较深，

呈深蓝色，多为坏死型损伤细胞，以8 h

损伤最严重。

2．3 COX一2免疫细胞化学染色(表2，

彩色插页图3)：对照组海马神经细胞有

少量免疫反应阳性表达；损伤组阳性细

胞表达增多．表现为棕黄染色颗粒分布

于胞膜处，而胞质及胞核中无阳性表达。

损伤组4～48 h海马神经细胞CoX一2

免疫反应阳性细胞面积与对照组比较差

异均有统计学意义(尸均<0．01)，8 h

达峰值。
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表2各组COX一2免疫阳性细胞

表达比较(-_七s)

组别 ∞面X-积2搿胞
对照组

损伤4 h组

损伤8 h组

损伤12 h组

损伤24 h组

损伤48 h组

注；与对照组比较，。P<0．01

3讨论

新生大鼠海马组织结构非常复杂．

从细胞种类来说，除神经细胞外还有星

形胶质细胞、少突胶质细胞及室管膜细

胞等。多种细胞混为一体，对实验结果的

影响和干扰较大．必须对海马来源的神

经细胞进行分离、纯化。参照文献[6—7]

方法并将以前建立的神经细胞培养方法

优化改良，选择出生24 h内的大鼠，在

严格无菌环境下取材，彻底去除脑膜，尽

量缩短细胞处于缺氧环境的时间．反复

吹打剪碎海马组织块使细胞充分游离，

尽量减少死亡细胞数，培养过程中加入

阿糖胞苷等神经胶质细胞抑制剂尽可能

除去胶质细胞的干扰，从『fii获得纯度较

高的海马来源的神经细胞。

目前神经细胞机械性损伤模型主要

有气压损伤、牵拉损伤、机械性划伤、液

压冲击损伤等，均是建立在细胞水平上

的机械性损伤模型，有其各自的优点，但

在某些方面也存在一定弊端，应用的侧

重点也有差异，迄今仍无一种公认的、较

为完善的、可制作多种类型细胞损伤模

型的方法。较为理想的损伤模型应具有

以下特点：①可重复性和再现性好；②可

定量分级，对打击力度可自由控制，致伤

量大小与细胞损伤程度呈线性关系；

③应用范围广。可复制多种类型的细胞

损伤；④操作简单，即所用设备要求不

高．操作不繁琐，能快速大批复制。从目

前的研究状况看，液压冲击损伤法虽然

有一些缺点，但因其致伤力定量准确、伤

情可分级、可重复性好等优点，仍不失为

一种较为可行的制作神经细胞损伤模型

的方法。

机械性脑损伤模型与创伤性脑损伤

发病机制非常相似．本研究中利用建立

的细胞液压冲击伤模型冲击培养神经细

胞，结果显示神经细胞水肿、变性坏死以

伤后8 h为重，此时变性坏死神经细胞

数目最多，免疫细胞化学染色显示损伤

组神经细胞COX一2表达增加，8 h达峰

值，然后逐渐降低。

大体脑组织液压冲击损伤研究发

现，大鼠脑组织受到液压冲击损伤3 h

后。COX一2在海马部位表达增高．24 h

达到峰值，其后逐渐下降阳]。Strauss等凹3

采用液压冲击大鼠脑外伤模型，研究发

现损伤后1 d皮质、海马部位COX一2

mRNA表达达峰值，然后下降，皮质部位

3 d时仍维持较高水平，7 d时仍高于正

常水平；海马部位24 h已基本降至正常

水平。Kunz等“叫采用液压冲击大鼠脑

外伤模型，研究发现在损伤2 h皮质部

位及齿状回COX一2 mRNA表达即达到

高峰，皮质部位24 h降至正常水平，齿

状回3 d降至正常水平。

综上所述，机械性损伤可诱导脑内

神经细胞COX一2表达迅速增高，达到峰

值后逐渐下降，但由于大体脑组织和培

养的神经细胞对损伤应答的反应小同以

及细胞『日】相互影响制约的因素。且由于

损伤程度的不同，均可导致COX一2在神

经细胞的表达时序性变化各不相同。

体外培养神经细胞液压冲击损伤模

型可用于在细胞水平上研究脑损伤的有

关损伤和修复机制，以及开展脑损伤后

针对病理生理过程的药物干预的研究具

有较好的可比性和良好的可重复性。
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