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摘　要:【目的】探索中脑黑质器官型脑片的培养方法 , 寻找一种较好的帕金森病组织模型材料。【方法】选出生 5 d ～ 7

d 的Wistar乳鼠 ,制备中脑黑质层面脑片。用 Millicell-CM 微孔膜将脑片放置在培养液和气体界面上培养。分为培养 0 d 、10

d 、20 d 和 30 d 4 组 ,进行倒置显微镜观察 、酪氨酸羟化酶(TH)免疫组化和电镜超微结构观察。【结果】培养 10 d 和 20 d的脑

片与 0 d 对照组相比无明显差异。培养 30 d 脑片发现有部分神经元变性坏死 ,胶质细胞明显增生 , TH 阳性神经元减少。同

时发现在脑片长期培养过程中存在“微血流”现象。【结论】Millicell-CM 膜的中脑黑质器官型脑片培养是一种简便有效的神

经组织体外培养方法 ,可用于制作帕金森病等的组织模型。
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Abstract:【Objective】To investigate the method of org anotypic brain slice cultures with Wistar rats midbrain , in order to find a

good material for histo logical model of Parkinson disease.【Methods】Midbrain slices prepared from 5 ～ 7-day-old Wistar rats w ere

placed on M illicell-CM porous membranes and cultured at the interface between air and culture liquid.They were divided into four

g roups according to the culture times , and proceeded with ty rosine hydroxylase(TH)immunohistochemical staining and electron mi-

croscope observation.【Results】There were no significant differences in 10-day and 20-day cultured slices compared w ith 0-day con-

trol ones.In 30-day cultured slices , partial neuronal degeneration o r necro sis and obvious glial pro liferation w ere found , TH positive

neurons decreased.“Micro flow” phenomenon w as found during brain slice cultures.【Conclusion】This is a convenient and effective

method to culture central nervous tissue in vitro.A histo logical model of Parkinson disease can be produced w ith the method.
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　　M illicell-CM 微孔膜上的器官型脑片培养是神

经组织培养的一种形式 ,其最大的特点是在培养过

程中能够保持与体内基本相同的形态结构和功能

状态[ 1 , 2] 。以往的神经组织培养常用悬滴培养法 、

旋转管培养法等 ,缺点是步骤繁琐 ,操作较困难 ,培

养空间小 ,神经组织不容易吸收到足够的 O2 和营

养物质 ,培养时间和质量受到限制 。我们在国内首

次进行了Wistar乳鼠中脑黑质器官型脑片培养的

探索。这是一种简便 、实用的研究方法 ,在神经发

育 、神经生理生化研究[ 3]以及帕金森病的发病机制

研究等方面可得到广泛应用。

1　材料与方法

1.1　材　料

Wistar乳鼠由中山医科大学实验动物中心提

供。Millicell-CM 微孔膜插件(Millicell-CM porous

membrane inserts)为 Millipore Co rpo rations产品。

碘化丙啶(propidium iodide , PI)、N-甲基-D-天冬氨

酸(N-methy l-D-aspartate , NMDA)为 Sigma产品。

兔抗鼠酪氨酸羟化酶(tyrosine hydroxy lase , TH)多

克隆抗体为CHEMICON 产品。超敏 SP(鼠和兔)

免疫组化试剂盒为迈新公司产品。
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1.2　脑片培养

用出生 5 ～ 7 d的Wistar乳鼠 16只 ,二乙醚麻

醉 ,浸入 750 mL/L 酒精消毒 ,快速取出全脑放入

预冷 1×HBSS(Hanks平衡盐溶液)中 。将小脑 、双

侧部分大脑半球切除 ,清除残留软脑膜。腹面向上

水平放置于切片机的载物台上。以正中隆起中部

为中心 ,每只乳鼠切取 350 μm脑片 3片 ,放入预冷

的 1×HBSS中漂洗 。黑质组织即位于这些脑片的

中央菱形区内
[ 4]
。

每个 Millicell-CM 微孔膜上放置 6片脑片。根

据培养时间随机平均分为 4组 ,每组 2个 M illicell-

CM 微孔膜。膜预先放置在盛有 1 mL 1×PBS 的

六孔培养板中 。放入脑片后将 PBS 吸出 , 加入 1

mL 培养基 ,使培养液的液平面刚好达到脑片的水

平 ,但不漫过脑片。

脑片培养基的组成:500 mL/L 含有 HEPES

的 Eagle' s MEM , 250 mL/L 1×HBSS , 250 mL/L

热灭活马血清 ,终浓度为 6.5 g/ L葡萄糖 、2 mmol/ L

L-谷氨酰胺 、100 kU/L 青霉素 、100 mg/L 链霉素

和 2.5 mg/L 二性霉素 B 。

脑片的培养条件为:温度 37 ℃,湿度 100%,

体积分数为95%的空气和 5%的 CO2 孵箱中培养。

每周换液两次 ,每次更换一半培养液。初次换液后

每孔中的培养基一般维持在0.8 mL左右。要保证

脑片的上表面充分暴露于环境气体中。

1.3　脑片培养中神经元活力(viabil ity)的检测

每天用倒置显微镜观察脑片存活和生长情况 ,

并于 10 d 、20 d和 30 d 照相。脑片中神经元活力

是依据 NMDA 侵害前后的细胞对 PI 的摄取率来

检测的 。NMDA 对脑片的损伤是将脑片暴露于

100 μmol/ L NMDA 15 min后 ,再与 PI 共同孵育 1

h以测定早期神经元死亡 ,或孵育 24 h以检测迟发

性神经元死亡。PI 信号需在荧光显微镜下通过

TRITC滤片观察。PI 溶解于含有 750 mL/ L Ea-

g le' s MEM 、250 mL/ L 1×HBSS 、2 mmol/L L-谷

氨酰胺和 6.5 g/L 葡萄糖的无血清溶液中 ,终浓度

为 4.6 mg/L
[ 2 ,5]

。

1.4　形态学观察

将培养 0 d的正常对照脑片和培养 10 d 、20 d 、

30 d的脑片分别固定在 40 g/L 多聚甲醛溶液(用

0.1 mol/L PBS 配制 , pH 7.2)中 6 ～ 8 h ,梯度酒精

脱水和浸蜡 ,石蜡包埋 ,常规 5μm 切片。每个 Mil-

licell-CM 微孔膜上随机取 3片脑片 ,每个脑片切 5

张切片 ,隔张选取 3张进行 TH 免疫组化染色。在

400×高倍镜下每张切片随机取 5 个视野 ,计数每

个视野的阳性细胞数 ,取其平均数记录。每组 4个

膜上的脑片 TH 阳性细胞计数分别标记为 Ⅰ 、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ和总平均数AVE 。

同时从培养 30 d的脑片中随机取 3片脑片立

即固定在 4 ℃电镜固定液(20 g/ L 多聚甲醛 , 25 g/

L 戊二醛 ,0.1 mol/L PBS)[ 6]中 ,透射电镜观察 。

1.5　统计学方法

用计数资料的 t 检验进行统计学分析。

2　结　果

2.1　脑片中神经元活力的观察

经过大约 4 ～ 5 d的静态培养(static culture),

脑片厚度逐渐变薄。一般在 7 d以后由原来的 350

μm 减为 100 ～ 150 μm ,并一直维持这一厚度 30 d。

培养 3 d后脑片中的细胞逐渐清晰可见 。细胞呈

圆形或三角形 ,大小不等 ,边界清楚完整(图 1d)。

图 1　脑片培养 20 d时倒置显微镜观察

Fig.1　The photos of 20-day cultured brain slices

under an inverse microscope

a.Canals formed f rom the impingement of “microf low ”(※) on

cultured brain slice(400×);b.A triangle-continent-like phenomenon

at the opening of “microf low” (100×);c.A rotat ing cell(※)in the

“microf low” (200×);d.Three kinds of living cells in cultured brain

slices(200×)

即使没有 NMDA的损害 ,诸脑片在培养 3 ～ 4

d以内也显示 PI自发性荧光 。此后至培养 25 d期

间未再出现自发性 PI 荧光 。培养 30 d 的大部分

脑片见有部分散在的 PI 自发性荧光 ,反映了脑片

中有部分神经元损伤。暴露于 0.1 mmol/L NM-

DA 15 min导致脑片在受侵害后 1 h和 24 h 均出

现致密的 PI荧光 ,分别反映了 NMDA侵害后早期
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和迟发性神经元死亡 。

2.2　脑片培养中“微血流”现象

自培养第 2天开始在脑片腹侧正中裂隙中及

脑片周围的沟裂中可见出现液体流动 ———“微血

流”现象(图 1a ,b , c)。较开阔的部位形成涡流 ,并

可见多少不等的中 、小圆形细胞在其中旋转和跳

动。同时在第 3脑室两侧是细胞较集中和生长状

态良好的部位。3 ～ 4 d后在这种“血流”的冲击下 ,

局部形成边界清楚的“沟渠” ,有的出现分叉。随着

脑片的逐渐变薄 ,周围开始迁移出较多的游离细

胞。均为中小型细胞(胶质细胞可能性大)。在这

种“沟渠”开口处 ,游离细胞较集中 ,并受“血流”的

冲击而形成扩大的喇叭形开口。其中有基质和细

胞碎片等 ,形成三角洲样的改变。除脑片明显变薄

者外 ,这种“微血流”一直延续到培养第 30天以后 。

2.3　TH免疫组化

器官型细胞构架 ,包括脑片中的层状结构等 ,

保持完好长达 1个月以上。培养 10 d 的脑片胶质

细胞轻度增生 ,以靠近腹侧正中裂隙处较明显。神

经元数量和形态结构正常 。20 d和 30 d时 ,脑片

中胶质细胞增生较明显 ,而其器官型组织结构保持

相对完好 。在脑片的底部(靠近膜的部分)胶质细

胞较丰富 。少部分太厚(由于操作误差所致切片厚

度>500 μm)的脑片于培养 15 d后可见靠近第 3

脑室处胶质细胞明显增生 ,周围组织细胞变性 、溶

解 、坏死。有的只剩一个固缩的细胞核 。

TH 免疫组化染色可见在脑片双侧黑质区有

散在的阳性染色神经元呈黄褐色 ,边界清楚 ,多为

三角形(图 2)。各组脑片平均 TH 阳性细胞数对

比 ,见图 3所示 。

2.5　超微结构

实验中仅取了培养 30 d 的脑片进行了透射电

镜观察 ,发现大部分神经元的超微结构正常或接近

正常 ,神经元胞浆内含有丰富的线粒体 、粗面内质

网 、高尔基氏体和分泌颗粒 ,但胞核异染色质分布

欠均匀 ,有向核周聚集的倾向(图 4a , b),胞浆中脂

褐素增加(图 4 c)。

3　讨　论

M illicell-CM 微孔膜是一种 0.4 μm 多孔的透

明膜组织培养板插件。利用此膜将适当厚度的培

养脑片置于气液界面上培养 ,使其得到充分的氧气

和营养成分 。这是器官型脑片长期培养的关键 。

图 2　培养脑片的黑质 TH免疫组化阳性神经元(※)

Fig.2　The TH positive neurons(※)of substantia nigra

in cultured brain slices(SP ×200)

a.b.c.T here w ere no significant di fferences in the TH posi tive

neuron counts of substant ia nigra among 0 day , 10 day and 20 day cul-

tured brain slices;d.M arkedly decreased TH positi ve neuron counts of

substantia nig ra in 30 day cultured brain slices compared w ith the 0 day

cultured brain slices

图 3　各组脑片的平均 TH阳性细胞数对比示意图

Fig.3　Comparisons of average positive TH cells counts

in brain slices of each group

Ⅰ ～ Ⅳ:Group Ⅰ ～ Ⅳ;AVE:Average;＊P <0.05 compared

w ith 0-day con trol group

图 4　培养 30 d后脑片中神经元的透射电镜照片

Fig.4　Photos of neurons in 30 day cultured brain

slices by transmission electron microscope

a.(6 610×)and b.(11 500×)T here are abundant organelles

in i ts plasma;c.(8 900×)Various size of lipofuscin g ranule in the

plasma
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开始培养时脑片的厚度以 300 ～ 400 μm较好。500

μm以上者 ,因得不到足够的营养容易出现坏死。

低于 250μm 的脑片经过长时间的培养后 ,则不容

易保持其器官型组织结构。国外学者主要用此法

培养海马脑片 ,也有用于脊髓片培养的[ 3 , 5 , 7 , 8] 。

Wistar乳鼠中脑黑质器官型脑片培养应是一

种研究帕金森病发病机制的良好的方法。它可在

有胶质细胞存在的状态下接受干预因素的影响 ,较

之帕金森病的细胞模型更接近在体状态 ,而较之动

物模型更容易控制非干预因素。本实验中的培养

脑片活力观察显示 , 25 d以前脑片中神经元的活力

正常 ,生长状态良好 。TH 是多巴胺(DA)神经元的

主要标志。培养 10 d和 20 d的 TH 阳性神经元与

0 d对照组相比 ,其数目及形态均无明显差异。说

明该培养方法较好地保持了脑片中 DA 神经元的

存活 。培养脑片在第 4天以前的自发性 PI荧光与

切片时对脑组织的损伤有关。国外资料中 ,用同样

方法培养海马脑片可维持较好的器官型组织结构

长达 6周左右[ 1] 。如果加入适当浓度的 1-甲基-4

苯基-1 ,2 ,3 ,6-四氢吡啶(MPTP)共同培养 ,这种中

脑黑质脑片即可制作成良好的帕金森病组织模型。

我们正在进行这部分实验 。

脑片培养过程中所出现的“微血流”现象国内

外未见报告 ,可能是脑片的沟裂凹陷处在培养液液

面上形成虹吸作用所致 ,也可能是吸收到脑片上的

培养液与膜下培养液的浓度梯度造成的。其在脑

片长期培养中起到较重要的作用。脑组织代谢活

跃 ,“微血流”可及时带来必要的营养物质 ,并带走

代谢废物 。

器官型脑片的长时间培养过程中胶质细胞的

过度增生 ,造成脑片器官型组织结构的部分改变 ,

并过度消耗营养物质。迁移出脑片的胶质细胞由

于不能正常贴壁生长 ,常常变性坏死 ,产生许多毒

性物质 ,影响神经元的存活。本实验中培养 30 d

脑片的质量下降可能与此有主要关系。该组脑片

TH 阳性神经元减少 ,神经元超微结构中胞核异染

色质分布不均以及胞浆中脂褐素的增加 ,提示 DA

神经元的质量和数量均降低。如果在培养过程中

对脑片进行定期放射治疗 ,或加入细胞分裂抑制

剂 ,如阿糖胞苷(Cy tosine arabinosides)等 ,抑制胶质

细胞的过度增生 ,可取得较好效果[ 1] 。
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