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胰酶稀释法提取乳鼠原代海马神经元
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［摘　要］目的：优化ＳＤ乳鼠海马神经元的提取方法。方法：选用出生 ２４ｈ内的ＳＤ乳鼠，分离双侧海马组
织，分别用胰蛋白酶稀释法和未稀释法消化后获得细胞悬液；培养细胞，在培养第７天采用神经元特异性烯醇化
酶（ＮＳＥ）免疫荧光染色鉴定神经元数量及纯度。结果：胰酶稀释组提取得到的海马神经元结构特征明显，能形
成典型的神经细胞网络，９０％以上海马神经细胞呈ＮＳＥ阳性。结论：用稀释胰蛋白酶消化海马组织并配合特定
培养条件可获得生长状态良好、纯度高的原代海马神经细胞。
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　　海马区域在学习、记忆、认知等高级神经功能
活动中有着至关重要的作用［１－５］，疾病累及海马组

织常可导致癫痫、阿尔茨海默病等相关疾病。文献

报道，海马神经元的培养多采用多聚赖氨酸提前

２４ｈ包被、胰蛋白酶消化、含血清培养和阿糖胞苷

处理的方法［６－８］，既往相关实验方法均有神经元细

胞难以存活、杂质细胞多等缺点［９］，本研究采用胰

酶稀释法分离海马神经元，以含有１％ Ｂ２７的Ｎｅｕ
ｂａｓａｌ培养基进行无血清培养，对比未稀释胰酶的
培养方法，该法获得了生长良好、纯度较高、数量更
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多的海马神经元，为神经、精神系统疾病的研究提

供了足够和高质量的细胞模型，报告如下。

１　材料和方法

１．１　实验动物
出生２４ｈ内 ＳＤ乳鼠，雌雄不限，体质量为３

～６ｇ，普通（ＳＰＦ）级，由贵州医科大学动物实验中
心提供。

１．２　主要试剂与仪器
胎牛血清（美国 ＳＣＩＥＮＣＥＬＬ公司）、多聚赖氨

酸（美国 Ｓｉｇｍａ公司）、０２５％胰酶消化液（美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司）、ＤＭＥＭ／Ｆ１２（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、ＬＧｌｕｔａｍｉｎｅ
（美国索莱宝公司）、Ｂ２７（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、封闭
山羊血清（美国索莱宝公司）、神经元特异性烯醇

化酶抗体（ＮＳＥ抗体，上海博奥森公司）、Ａｌｅｘａｆｌｕ
ｏｒ４８８标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（上海博奥森公司）、
ＤＡＰＩ染色液（上海博奥森公司）、４％多聚甲醛（美
国索莱宝公司）、聚乙二醇辛基苯基醚（美国索莱

宝公司）、ＰＢＳ缓冲液（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）、青霉
素／链霉素（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）及 ＤＨａｎｋｓ液（美
国索莱宝公司）。主要仪器有二氧化碳恒温培养

箱、生物安全柜、倒置相差显微镜及荧光倒置显

微镜。

１３　方法
１３１　多聚赖氨酸包被　多聚赖氨酸（×１０）与
高压灭菌双蒸水按１∶９稀释，用巴氏滴管吸取已稀
释的多聚赖氨酸铺满培养板，置入３７℃培养箱中
放置２～４ｈ后回收多聚赖氨酸，铺板前用 ＰＢＳ清
洗３次备用。
１３２　溶液配制　种植液：ＤＭＥＭ／Ｆ１２４２ｍＬ，胎
牛血清 ７ｍＬ，ＬＧｌｕｔａｍｉｎｅ０５ｍＬ，青霉素／链霉素
０５ｍＬ。饲养液：Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培养基 ４８ｍＬ，Ｂ２７
１ｍＬ，ＬＧｌｕｔａｍｉｎｅ０５ｍＬ，青霉素／链霉素 ０５ｍＬ。
０１２５％的胰酶消化液：用０２５％的胰酶消化液，
加入等体积ＰＢＳ缓冲液配制０１２５％胰酶消化液。
１３３　海马组织提取　参考文献［１０－１２］方法
提取海马组织，将实验乳鼠用７５％的酒精浸泡消
毒３～５ｍｉｎ，断头后暴露左右大脑半球、去除表层
脑组织后，分离两侧月牙状的海马并置入盛有预冷

的ＤＨａｎｋ’ｓ平衡盐溶液中；２０倍放大镜下剔除海
马的血管及脑膜，再将海马置于冰上装有４ｍＬ种

植液的离心管中。

１３４　分组及处理　实验分为胰酶稀释组和胰酶
未稀释组，分别用０１２５％及０２５％的胰酶提取海
马神经元。胰酶稀释组：提取的海马组织静置

２ｍｉｎ后弃掉上清液，用 ＰＢＳ清洗 ２次，机械吹打
２０～４０次，予 １０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，去掉上清
液，加入０１２５％胰酶消化，胰酶的量为海马组织
的１０倍，机械吹打２０次，将制备好的细胞悬液加
入培养皿中，放入３７℃孵育箱消化１５ｍｉｎ，消化期
间每隔５ｍｉｎ摇晃１次培养皿，使组织充分消化。
胰酶未稀释组：将海马组织用ＰＢＳ清洗２次，去掉
上清液，加入０２５％胰酶消化液，其余操作步骤相
同。两组均以胎牛血清终止消化，用２００目的筛网
过滤后离心弃掉上清液制成细胞悬液，按细胞密度

为１×１０９个／Ｌ接种，置入３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培
养箱中培养。先予以种植液培养４～５ｈ后，更换
为饲养液，每３ｄ半量或１／３量换液，同时观察获
得的细胞数量。

１３５　免疫荧光法鉴定海马神经元及纯度　选取
第７天的海马神经元，用多聚甲醛、０５％Ｔｒｉｔｏｎｘ
１０和５％ ＢＳＡ固定、透化、封闭神经元，然后加入
１∶２００神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）抗体。次日避
光加入１∶２００的山羊抗兔 ＩｇＧ标记的二抗，静置
２ｈ后避光加入ＤＡＰＩ，在倒置荧光显微镜下观察绿
色荧光细胞及细胞核。随机选取５个视野，计数其
阳性细胞的个数，并计算阳性神经元的百分率，取

平均值。

１４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１３０进行统计学分析，两组数据进

行统计分析前先进行 Ｌｅｖｅｎｅ方差齐性检验，若方
差齐，两组变量采用单因素方差分析，Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　结果

２１　形态学观察
海马神经元接种到培养板中，可见细胞呈圆

形，有明显光晕。胰酶稀释组：接种４～５ｈ后，约
９０％以上细胞已经贴壁，镜下细胞呈圆形，少数细
胞已长出细小突起。胰酶未稀释组：８～１０ｈ细胞
７０％以上贴壁，有时甚至延长到７２ｈ才能完全贴
壁。细胞贴壁后换用无血清饲养液，１ｄ后大部分
神经元长出１个细小突起；培养２～３ｄ，神经元的
突起变长变粗、突起个数增多、细胞突起出现稀疏
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网状连接；培养４～６ｄ，神经元细胞聚集出现紧密
的网状连接，细胞的突起增长增多；培养７～９ｄ，神
经元胞体饱满，呈圆形或不规则形，突起分支很多，

形成致密细胞网络。在显微镜下对两组细胞进行

计数，胰酶未稀释组细胞个数多于胰酶稀释组，差

异有统计学意义（Ｐ＜００１）。见图１。

（１）与稀释组比较，Ｐ＜００１

图１　胰酶稀释组与胰酶未稀释组所获得的海马神经元数（２００×）
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｐｒｉｍａｒｙｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎ０．２５％ ｔｒｙｐｓｉｎｇｒｏｕｐａｎｄ０．１２５％ ｔｒｙｐｓｉｎｇｒｏｕｐ

２２　海马神经元纯度
海马神经元培养第７天时，细胞已经成熟，因

此本实验选择在第７天时对稀释组细胞进行纯度
鉴定。胞体和树突呈现绿色为 ＮＳＥ阳性海马神经

元（图２Ａ），神经胶质细胞、成纤维细胞均不染色，
同时用ＤＡＰＩ对细胞核进行蓝染获得细胞总数（图
２Ｂ）。经鉴定，阳性反应海马神经元的纯度为９０％
以上。

注：Ａ中绿色荧光为表达ＮＳＥ阳性的海马神经元，Ｂ为经ＤＡＰＩ法蓝染的海马神经细胞核

图２　胰酶稀释组海马神经元纯度鉴定（免疫荧光，×２００）
Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍａｒｙｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓｉｎ０．２５％ ｔｒｙｐｓｉｎｇｒｏｕｐ
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３　讨论

在神经精神疾病的研究中已经广泛地应用海

马神经元作为细胞模型，尤其是在神经系统疾病如

ＡＤ、癫痫、脑血管疾病研究中尤其重要。但是神经
元的培养仍然存在杂质细胞多、生长状态差等问

题。由于神经元在体外培养存活时间短，而且生长

缓慢，如何得到纯度高、活力好和体外存活时间长

的神经元仍然是一个值得探讨的难题。神经元在

海马组织中聚集，为获得纯度高、杂质少的神经元

常优先选择海马区域作为取材部位。

神经元是高度分化的细胞，一般只作原代贴壁

培养，因此神经元接种后的贴壁情况对于它的存活

有着关键作用。由于神经元不具有良好的贴壁能

力，因此需要提前在培养板表面添加可加强细胞贴

壁的物质以改变培养板上的电荷，使细胞更易于结

合贴附，特别是需要长期培养细胞完成后续研究的

实验［１５－１６］。大部分文献中多采用多聚赖氨酸包被

培养板［１７－１８］。在以往的研究中发现大部分以采用

胰蛋白酶消化海马组织［１９－２０］，但是胰蛋白酶消化

的浓度及时间影响神经元提取质量。海马神经元

的分离方法有多种，本实验采用将胰蛋白酶的浓度

稀释一半后消化海马，所得海马神经元比未稀释组

细胞数目多，存活率高，生长状态良好。本实验终

止消化使用的是４ｍＬＦＢＳ，终止消化后过滤未完
全消化的组织碎片。实验中先用１４％胎牛血清的
ＤＭＥＭ／１２将细胞制备为细胞悬液，细胞贴壁后４
～５ｈ更换无血清培养基［２１］饲养细胞。主要原因：

（１）含有血清的培养基在铺板初期可促进神经元
快速贴壁［２２］，一般接种４～５ｈ后神经元细胞已贴
壁牢固，而胶质细胞贴壁能力强但贴壁速度缓慢，

因此通过贴壁时间差和及时更换无血清培养液可

在一定程度上减少杂质细胞，使海马神经元的纯度

更高；（２）Ｎｅｕｒａｌｂａｓａｌ培养基是一种专用于神经元
生长的特殊培养基，含有抑制胶质细胞生长的成

分，因此实验中未使用阿糖胞苷，可减少对神经元

的损伤作用，有利于海马神经元保存良好的生长状

态；（３）Ｂ２７中含有谷酰胺、转铁蛋白等细胞生长
所必需的营养因子［２３－２４］，尤其是含有多种适宜神

经元生长的营养因子；（４）饲养液中 Ｎｅｕｒａｌｂａｓａｌ培
养基、谷氨酰胺与 Ｂ２７配置使用能够更好地促进
神经元细胞的生长，抑制杂质细胞如胶质细胞的生

长，从而提高神经元的纯度和活性。

通过对原代海马神经元的培养，总结出以下经

验：（１）稀释胰酶法可减少胰酶消化液对神经元的
损害，细胞纯度更高、生长状态良好；胰蛋白酶相较

木瓜酶、Ａｃｃｕｔａｓｅ酶更具有经济效益；（２）全部操作
过程应在冰上进行，冰上操作降低脑组织代谢率，

减少细胞的损伤，提高神经元的存活率，尽量剥离

海马组织表面的脑膜及血管，因为脑膜和血管剥离

不干净可减少神经元数量以及增加杂质细胞如胶

质细胞及成纤维细胞等；（３）虽然胶质细胞贴壁能
力强，但贴壁速度较缓慢，故在细胞接种后４～５ｈ
更换为无血清培养基，以通过差速贴壁来去除胶质

细胞，增加神经元的纯度；（４）稀释的胰酶消化液
的需要量为海马组织体积的１０倍，而且稀释胰酶
法消化海马组织更加温和，一般在１５ｍｉｎ左右，不
宜过长，每５ｍｉｎ摇晃１次，使组织与胰蛋白酶充
分接触，使组织充分消化；（５）神经元接种密度应
控制在１～１０×１０９个／Ｌ，细胞密度低，细胞间隙增
大，神经元之间缺乏营养支持无法形成网络正常生

长，细胞过密使培养基中营养物质消耗过快，从而

导致神经元之间产生接触抑制。

通过该实验方法可获得纯度高、状态良好的原

代海马神经元，而且试剂的配置及操作相对简单，

为以海马神经元为基础细胞模型的神经系统相关

疾病提供了实验基础。
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