
高温对体外培养大鼠海马锥体细胞凋亡的影响  

    高温作为一种常见的应激原，对机体的生长发育、生理病理反应具有重要作用。研究显示，高温能够干

扰神经管的发育，引起神经系统发育畸形[1][2]。但高温对体外培养的海马锥体细胞的影响，目前还鲜见研

究报道。为此，我们建立了体外海马锥体细胞原代培养模型，对之施加高温影响，并应用流式细胞仪和原位末

端标记等方法对其进行了观察研究。 

    

1  材料与方法 

    1.1  主要材料和设备 

    DMEM/F12培养基(Gibico)、胎牛血清(杭州四季青)、流式细胞仪(Elite，Coulter Corporation)、荧

光显微镜(Olympus)。碘化丙碇、RNA酶、哑碇橙、MTT和DMSO均为Sigma产品。 

    1.2  海马锥体神经元的原代培养 

    选取出生1～3 d的SD乳鼠，雌雄不限(本校实验动物中心)，无菌条件下分离海马并剔除血管，加入

0.125%的胰蛋白酶37 ℃消化 10 min，不时晃动几次。以含有15%胎牛血清的全培养液终止消化并吹打成单

细胞悬液，经400目不锈钢网筛过滤，800 r/min离心8 min。以 1×106/ml的细胞密度接种至预先涂有50 
mg/ml多聚赖氨酸的培养板或培养瓶中，置于37 ℃、5% CO

2
 培养箱中培养。于接种后48 h以10 μmol/L阿糖

胞苷抑制神经胶质细胞的生长，24 h全量换液，随后每3 d半量换液[3]。 

    1.3  实验设计和分组 

    实验分为37 ℃组、40 ℃组、42 ℃组，于接种后6 d进行温度处理，处理时间为1 h，并在处理后12、

24 h进行各项指标测定，实验重复3次。 

    1.4  流式细胞仪检测细胞凋亡百分率 

    以不同温度处理后在相应时间点去除培养液，PBS(pH 7.4)洗2次后以0.125%的胰蛋白酶消化3 min，收

集1×106个细胞，500 r/min离心，以PBS洗1次并离心，用预冷至-20 ℃的70%乙醇固定细胞，4 ℃过夜，

500 r/min离心5 min后收集细胞，弃乙醇，将细胞悬浮于含有 50 mg/ L碘化丙碇、50 mg/ L RNase的染液

中，4 ℃避光30 min后上机测定DNA凋亡峰。 

    1.5  原位细胞凋亡检测试剂盒检测凋亡阳性细胞 

    其原理为由于细胞凋亡的特征是DNA降解，产生DNA单链或双链缺口，在末端脱氧核糖核酸转移酶(TDT)的

作用下，两种缺口3'-OH末端都可以用地高辛-核苷酸标记，再用酶标记地高辛抗体予以显示。细胞处理：爬

片细胞经4%多聚甲醛室温固定45 min后，用PBS、蒸馏水冲洗，加TDT及DIG-dUTP于湿盒中37 ℃孵育2 h，经

TBS冲洗、封闭，加生物素化抗地高辛抗体，37 ℃反应60 min，经DAB显色、苏木素轻度复染、脱水、透明、

封片，于显微镜下随机计数每3个视野(20×10倍)下阳性细胞数并计算其平均数。 

    1.6  吖啶橙(AO)荧光染色 

    制备密度为1×107/ml的活细胞悬液，取95 μl细胞悬液加5 μl浓度为100 μg/ml的AO储存液混匀，吸一
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滴混合液点在洁净玻片上，直接用盖薄片封片，荧光显微镜激发滤片BG12、阻断滤片为515 nm，进行观察并

照相。 

    1.7  DNA提取及电泳样本的制备 

    收集5×106个细胞，1 000 r/min离心5 min去上清，PBS洗1次，离心同前，去上清，加细胞核裂解液

500 μl(含10 mmol/L Tris-HCl、150 mmol/L NaCl、10 mmol/L EDTA、0.4%SDS、蛋白酶K 100 μg/ml)重

悬细胞，37 ℃过夜，加0.5 ml平衡酚抽提，上下颠倒几次，6 000 r/min离心5 min，上清移入Ep管中，加

50 μl的3 mol/L乙酸钠核2 ml冷冻无水乙醇，上下颠倒几次，1 200 r/min离心10 min并风干，加50 μl TE

缓冲液，另加5 μl RNase，37 ℃水浴30 min，取20 μl加上样缓冲液2～5 μl上样，1.5%琼脂糖凝胶电泳

(电压50 V，1.5～2 h)，UV下观察。 

    1.8  统计学处理 

    实验数据以均数±标准差表示，采用完全随机设计的方差分析，组间两两比较采用SNK法。 

    

2  结果 

    2.1  不同温度对海马锥体细胞凋亡率的影响 

    流式细胞仪(FCM)及细胞凋亡检测试剂盒检测结果显示近似：(1) 海马锥体细胞在正常培养液生长时也会

随着培养时间延长而出现凋亡；(2)虽然37 ℃组24 h与12 h比较无统计学差异，但仍然存在凋亡升高的趋

势；(3)温度越高细胞凋亡率越高；(4)随时间延长，高温处理后的细胞凋亡加速。检测结果见表1。 

    2.2  AO荧光染色结果 

    海马锥体细胞自然生长过程中也会发生凋亡现象，不同温度处理细胞凋亡程度及时程亦不同。40、42、

37 ℃处理后12 h细胞凋亡的AO荧光染色结果见图1、2、3，证实42 ℃组细胞凋亡的程度明显高于40 ℃组。

40 ℃组见2个正在出芽的及散在的凋亡小体、42 ℃组见大量的凋亡小体的形成、而对照组未见明显的凋亡小

体的形成。 

    2.3  琼脂糖凝胶电泳分析 

    图1   40 ℃处理后12 h海马锥体细胞凋亡的AO荧光染色结果  
    Fig.1 Acridine orange fluorescence staining of neonatal rat hippocampal pyramidal cell 

apoptosis 12 h after treatment at 40 ℃ 
    Germination of 2 apoptotic cells and a few apoptotic bodies can be seen.
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    图2  42 ℃处理后12 h海马锥体细胞凋亡的AO荧光染色结果 
    Fig.2  Acridine orange fluorescence staining of neonatal rat hippocampal pyramidal 

cell apoptosis 12 h after treatment at 42 ℃ 
    Numerous apoptotic bodies can be seen with germination of the apoptotic cells.

    图3   海马锥体细胞于常温下凋亡的AO荧光染色结果 
    Fig.3 Acridine orange fluorescence staining of neonatal rat hippocampal pyramidal cell 

apoptosis 12 h after treatment at normal temperature
    No apoptotic body is observed.

    37 ℃组未见明显DNA降解条带，高温处理各组见微弱的降解带条纹(图4)。 

    图4   不同温度处理后海马锥体细胞DNA琼脂糖凝胶电泳图 
    Fig.4  Electrophoresis of hippocampal pyramidal cell DNA after treatment at different 

temperatures
    Lane1: 50 bp Maker DNA; Lane2: 37 ℃ group; Lane3: 40 ℃ group; Lane4: 42 ℃ group 

    

3  讨论 

    细胞凋亡又称为程序化细胞死亡，是细胞生物有机体为调控机体发育，维持内环境稳定，由基因控制的

细胞主动性死亡过程[4]。一方面它是机体发育的正常过程；另一方面，如果凋亡加速，则会导致慢性退行性
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病变。近期的研究表明细胞凋亡可能是发生脑缺血、老年痴呆等疾病时神经细胞死亡的主要方式。而在神经细

胞的发育过程中，高温作为一种有害环境因素对其发育亦具有重要的作用[5]。 

    本研究发现，高温处理后的细胞，其凋亡率增加，且随时间延长凋亡加剧；不同温度处理后细胞凋亡程

度不一，温度越高、时间越长凋亡率越高。另外，我们经光镜和电镜观察发现，高温处理后，细胞内部超微结

构发生明显改变，细胞核形态改变最早且最明显，核内染色质浓缩成新月状或块状，位于核膜下，粗面内质网

基质密度增大，并可见质膜包括的凋亡小体。由于在细胞凋亡发生时，内源性核酸内切酶被激活，将DNA切成

180～200 bp或其倍数大小的片段，在琼脂糖凝胶电泳上显示为DNA Ladder，这是判断细胞凋亡发生的重要

标志[6]，但由于其检出要有一定数量的细胞发生凋亡，因此图中DNA片段化不甚明显。但由流式细胞仪检测

可见有相当数量的细胞发生了凋亡，且与不同温度和处理后的时间均有关，凋亡的细胞由原位末端标记检测也

得到了证实。由AO荧光染色更能明确的看到凋亡小体的形成及出芽现象的发生。 

    从以上形态学、DNA片段化检测、流式细胞术及原位末端标记检测等方面可以看出，高温具有诱导海马锥

体细胞发生凋亡的作用，且与温度的不同表现出不同的凋亡程度和时程。另据研究报道，Hsp70、Hsp27、

Bcl-2及Ca2+在高温诱导的神经细胞凋亡中具有重要的作用[7][8][9]，有关其作用及信号转导机制有待进一

步研究。 
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