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摘要院目的 对比观察正常培养皮层神经元在 N- 甲基 -D- 天冬氨酸渊NMDA冤及其受体拮抗剂要MK-801 作用下膜表面

三维构像形态的改变遥方法 利用分辨率为 0.1~0.01nm 的原子力显微镜(AFM)对原代培养大鼠皮层神经细胞膜表面进

行纳米尺度的扫描观测遥结果 正常神经元膜表面光滑袁起伏均匀袁隆起的颗粒状蛋白密集袁间隔规律曰NMDA 损伤后神

经元破碎袁崩解袁膜失去连续性曰NMDA+MK-801 作用下神经元膜皱折增加袁边缘粗糙袁起伏程度介于前两者之间遥结论

渊1冤AFM 具有分辨率高袁制样简单特点遥渊2冤AFM 能细微地分辨损伤保护作用后引起的细胞膜表面三维形态改变遥渊3冤
NMDA 作用后膜结构开始解体袁膜蛋白颗粒聚集增大袁脂质凹陷加深袁间距增宽袁表面粗糙度增加遥
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Abstract: Objective Toobservethechangesinthree-dimensionalmorphologyofthemembraneofthecortexneuronsin pri-
marycultureinresponsetotreatmentwithN-Methyl-D-Asp (NMDA) andMK-801usingatomicforcemicroscope (AFM).
Methods FollowingNMDAtreatment,thechangesinthemembraneoftheneuronsfixedbyglutaraldehyhydewereexamined,
andtheprotectiveeffectofMK-801ontheneuronswasalsoobservedusinganATMattheresolutionof0.01-0.1nm. Results
Normalneuronspresentedsmoothmembranesurfacewithregularundulationanddenselybutwellarrayedproteingranules.In
responsetoNMDAtreatment,theneuronsweredisrupted,fallingintosmallpieces,andtheirmembraneappeareddiscontinu-
ous. MK-801treatmentincreasedthefoldsofthemembranethatshowedroughedges, withmembraneundulationonlysec-
ondarytonormalcondition. Conclusions AFM,withthemeritsofhighresolutionandeasysamplepreparation,canfinelydis-
playthethree-dimensionalmorphologyofthesurfaceoftheneurons, which, afterNMDAtreatment, becomesdisintegrated
withincreasedbulkoftheproteingranules,deepenedcavingofthelipids,androughermembranesurface.
Key word: cellmembrane/ultrastructrue;neurons;aminoacids/drugeffects

在颅脑创伤袁特别是重型颅脑损伤中袁继发性脑

水肿是其最基本尧最重要尧也是最复杂的病理生理变

化遥研究发现兴奋性氨基酸 渊excitatoryaminoacids,
EAAs冤袁包括谷氨酸和天门冬氨酸袁是中枢神经系统

最主要的兴奋性神经介质袁它们除了本身具有的神经

毒性作用以外袁其最主要受体要N- 甲基 -D- 天冬氨

酸受体渊NMDAr冤在介导 EAAs 激发 Ca2+ 细胞内流中

起重要作用袁也是脑水肿所致神经细胞死亡的关键环

节咱1~3暂遥目前的研究在 NMDAr 的分子生物学尧神经电

生理学尧药理学研究等方面取得了很大进展袁但是对

NMDAr 在生理尧病理情况下对体细胞膜外三维空间

构象变化的动态形态学研究还很少涉及袁本实验应用

分辨率为 0.1~0.01nm 的原子力显微镜(AFM)观测了

正常状态下尧NMDA 损伤时以及经 NMDA 受体拮抗

剂 MK-801 保护作用后的神经元膜表面构象的不同

变化袁旨在探讨 NMDA 受体构象的纳米水平变化规

律遥

1 材料与方法

第一军医大学学报(JFirstMilMedUniv) 2002;22(11)988窑 窑



1.1 材料

1.1.1 实验动物 新生 1 2 h 以内的 Wistar 大鼠渊性别

不拘冤袁由军事医学科学院动物中心提供遥
1.1.2 试 剂 胎牛血清尧 马血清尧DMEM 粉剂购自

Gibco-Brl 公司袁胰蛋白酶尧多聚赖氨酸尧阿糖胞酐尧谷

氨酰胺尧N- 甲基 -D- 天冬氨酸 渊NMDA冤尧MK-801 购

自 Sigma 公司 遥其他试剂均为国产分析纯遥
1.1.3 设备 二氧化碳细胞培养箱购自日本三洋公

司袁NanoScope 芋型 AFM 购自美国 DI 公司遥
1.2 方法

1.2.1 AFM 样品飞片制作 在进行细胞培养前将云

母片剪成 0.5cm2 大小圆片袁以透明胶裂解出新鲜的

云母面遥用双面胶将其贴附在 AFM 样品不锈钢圆形

载物片上袁压紧遥再浸入3%丙酮溶液中 30min 以溶

解双面胶中有机成分袁纯水反复冲洗袁浸泡 30 min遥
置入高压灭菌箱中消毒后放入清洁培养皿中待用遥
1.2.2 皮层神经细胞培养 参照 Choi 等咱4暂的方法加

以改进遥于无菌条件下切取鼠头并以 75%酒精浸泡

1 min袁解剖出完整鼠脑袁预冷解剖液中分离去除软

膜尧血管尧取大脑皮质漂洗袁用眼科剪将皮质反复剪

切成大小为 0.5mm3 的碎块遥移入培养皿中袁吸除解

剖液遥加入 0.25%胰蛋白酶 2ml袁37 益培养箱中消化

30min 后袁将皮层组织碎块移入离心管袁弃去剩余消

化液袁用接种液洗 3 次遥每次洗涤后使组织块充分沉

降到试管底袁弃去上清液袁最后再用接种液 1 ml 混

悬遥反复吹打上述混悬液中组织块袁力度适中袁至浑

浊后将上清液移入培养瓶待用遥加入 1ml 接种液后

再次吹打袁如此反复 3~4 次袁组织块逐渐消化后弃去

最终残块遥收集含单细胞悬液的上清液约 4~5ml 于

培养瓶中遥以接种液重新悬浮细胞袁细胞记数袁接种

1伊107 个细胞于 35mm 培养皿和 24 孔培养板中遥培

养 2 4 h 至细胞贴壁后袁换全培养液培养 4 ~ 5 d袁观察

神经元生长良好袁换用阿糖胞酐培养液渊4 mg/ml袁换

半液冤培养 48~72h以抑制神经胶质细胞及杂细胞

生长袁获得单纯培养的原代神经细胞遥以后每隔 3~4
d 换液 1 次袁每次换半液遥至 10~12d行 NMDA 损伤

保护测定遥
1.2.3 NMDA 毒性损伤和 MK-801 保护作用 咱5袁6暂 神

经细胞培养 1 0 d后进行实验袁分为对照尧NMDA 和

NMDA 损伤后 MK-801 保护组 渊简称 MK-801 组冤袁
每组 3 皿遥吸干培养液后对上述 3 组分别以培养液尧
200 滋mol/L NMDA尧200 滋mol/L NMDA+200 滋mol/L
MK-801 各 2ml 作用于培养神经细胞 30min袁吸干作

用液袁再加入培养液作用 2 4 h后进行检测遥
1.2.3 AFM 观测 贴有云母飞片的载物片可直接用

于 AFM 观测遥由于细胞贴壁生长袁附着牢固袁应用

AFMCONTACT 模式 渊悬臂弹性系数为 0.6N/m袁针

尖曲率半径为 3nm袁水平最大扫描范围为 10mm冤观

察遥先应用附带光镜随机找到神经细胞袁移动针尖至

扫描范围内袁接触压力调整好后对其膜表面进行3000~
100 万倍的三维形态扫描检测遥每一样品扫描三个神

经元遥

2 结果

在分辨率为 300~500nm 时袁正常神经元膜表面

突起大小均匀袁直径约为 30~60nm 袁高度为 10~20
nm袁相对平滑袁偶有高于 50 nm 团状隆起渊图 1冤曰而

NMDA 作用后的神经元膜表面可见短柱状犄角形分

叉状突起袁高约 80nm袁直径约 30nm袁边缘为直径为

10~20nm 孔洞状凹陷袁大于一般的离子通道直径渊2
nm冤袁考虑为膜受体蛋白变构后袁由于膜外周蛋白弹

性模量大于膜脂袁因此膜脂表现为典型的孔状凹陷

渊图 2冤曰MK-801 组表面明显隆起袁直径高度增加袁间

距增宽袁平均在 80~100nm渊图 3冤遥在分辨率为 50~
100nm 时袁正常神经元膜表现为平坦的粗糙平面袁平

缓起伏袁丘陵状改变渊图 4冤遥NMDA 组神经元膜可见

高于 40 nm袁宽约 80 nm 的隆起袁凹陷深约为 10~20
nm袁考虑神经元膜完整性破坏袁细胞器逸出渊图 5冤遥
MK-801 组则介于二者之间渊图 6冤遥

3 讨论

AFM 在生物医学中的应用为在纳米水平观察细

胞形态创造了条件咱7暂遥原子力显微镜是通过检测样品

表面和针尖相互作用力的变化来获得样品表面信息

的袁其基本原理是探针安置于悬臂上袁有一束激光打

在悬臂上袁当探针在样品上扫描时袁由于样品表面原

子结构起伏不平袁悬臂也就有起伏袁此时激光束反射

也就有起伏袁通过光测器将之接收尧放大袁便可获得样

品表面起伏的原子结构图像遥
目前袁AFM 不仅可在分子尧原子水平对物质进行

直接观察袁对 DNA尧蛋白质进行形态分析袁还可进行

直视下的分子剪辑尧DNA 特殊位点的定位等高水平

研究袁因而在生物学领域袁尤其在核酸及其他生物大

分子的精细结构方面的应用已成为普遍关注的热

点咱8暂遥
Dufrene咱9暂认为 AFM 可以在自然的生理的状态

下观测微生物尧细胞表层结构袁达到纳米尺度的分辨

率袁还可以测定生物大分子之间的作用力遥AFM 目前

逐渐应用于院渊1冤微生物表层的三维立体结构的成像袁
包括细菌 S 层蛋白尧紫膜等曰渊2冤监测膜蛋白的构象改

变袁包括受体尧离子通道尧泵等曰渊3冤在纳米尺度揭示活

的微生物的表面结构袁如酵母菌尧放线菌曰渊4冤描测生
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图 1 正常培养神经元膜表面形态原子力显微镜观察 渊分辨率 =500nm冤
Fig.1 Observation under atomic force microscope of cultured normal neuron membrane(resolution ratio=500nm)

图 2 NMDA 作用后神经元表面形态原子力显微镜观察 渊分辨率 =300nm冤
Fig.2 Observation under atomic force microscope of the membrane of cultured neurons after NMDA treatment

(resolution ratio=300nm)
图 3 NMDA+MK-801 作用后神经元表面形态原子力显微镜观察 渊分辨率 =500nm冤

Fig.3 Observation under atomic force microscope of the membrane of cultured neurons after successive NMDA and
MK-801 treatment (resolution ratio=500nm)

图 4 正常培养神经元膜表面形态原子力显微镜观察 渊分辨率 =120nm冤
Fig.4 Observation under atomic force microscope of cultured normal neuron membrane(resolution ratio=120nm)

图 5 NMDA 作用后神经元表面形态原子力显微镜观察 渊分辨率 =200nm冤
Fig.5 Observation under atomic force microscope of the membrane of cultured neurons after NMDA treatment

(resolution ratio=200nm)
图 6 NMDA+MK-801 作用后神经元表面形态原子力显微镜观察 渊分辨率 =250nm冤

Fig.6 Observation under atomic force microscope of the membrane of cultured neurons after successive NMDA and
MK-801 treatment (resolution ratio=250nm)

4 5 6

物大分子之间相互作用力袁如 DNA尧氨基酸曰渊5冤探查

细胞表面局部结构的物理性质袁如硬度尧韧性遥Lal咱10暂应
用 AFM 对生物膜上的功能蛋白质大分子如受体尧离

子通道和离子泵的三维构象进行纳米尺度的精确成

像袁并以纳米操纵技术将其表面结构移位尧变构袁为研

究 NMDAR 提供了理论依据遥
细胞膜以膜脂为主要构架袁膜蛋白具有重要的生

物学功能袁加上少量的糖组成了液态镶嵌模型遥其本

身具有流动性袁依靠能量的支持袁可维持膜的完整性遥
由于生物样品的柔性袁AFM 还不能达到对晶体物质

所具有的 0.1~0.01nm 的分辨率遥本研究中观察到膜

表面是由颗粒状物排列成的凹凸表面袁与文献报道一

致咱10暂袁比较明确的是由于膜蛋白的弹性模量远高于膜

脂遥因此袁膜蛋白的形态通过不同的突起表现出来袁而

对于膜脂的极性头基难以清晰成像遥
NMDA 是 NMDAr 的兴奋剂袁二者结合后产生

NMDAr 蛋 白 膜 外 区 蛋 白 质 三 维 构 像 的 改 变 袁

Sobolevsky 证 实 NMDA 受体离子通道平均直径是

1.7nm咱12暂袁而在活化区域的通道直径约为 1.1nm咱13暂遥
了解离子通道和配体是如何结合尧如何变化的袁对于

研究 NMDA 受体拮抗剂具有重要的意义遥
从生物信息学角度来看袁AFM 是对 NMR尧X 线

衍射方法的直观动态的补充遥我们目前可以得到纯化

的 NMDA 受体并且测定出其构像袁但由于受体的活

性状态存在于膜结构上袁故分离纯化后其构象发生改

变而非活性状态咱11暂遥
应用 AFM 能够实时测定在自然状态下神经细

胞膜活性状态的蛋白质构象袁具有重要的理论实践意

义遥我们通过以上的研究可以证明以下几点院渊1冤
NMDA 损伤后神经元膜蛋白聚集成团袁间距增大袁膜

脂完整性遭到破坏曰渊2冤MK-801 可以对其损伤程度

予以减轻曰渊3冤膜蛋白的构像变化可以定量分析袁建立

模型袁指导拮抗剂的设计曰渊4冤AFM 相比具有分辨率

高尧制样简单袁在自然条件下成像的优点曰渊5冤目前由
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损伤袁能同时直接对特异性 CTL 进行定性尧定量分析

和分离纯化袁对于一定的 HLA 表型和肽表位而言袁系

统不受 TCR 多样性的限制尧可识别任何的肽特异性

CTL 咱3暂袁因而在短短几年里袁已在国外广泛应用于微

生物感染咱4暂尧肿瘤咱5暂尧自身免疫性疾病等咱6暂的细胞免疫

学研究和 DNA 疫苗接种效果监测咱7暂遥但目前国内尚

未有应用该技术的研究报道遥
基因工程技术制备 茁2m 是建立 HLAI- 表位肽

四聚复合物检测系统的前提之一咱1暂遥国外研究表明克

隆的 茁2m 基因在大肠杆菌中以包涵体形式表达的产

物袁经透析复性后可用于 HLAI- 表位肽四聚复合物

检测系统的构建 咱8暂遥我们在应用 RT-PCR 成功克隆

茁2m 基因的基础上袁通过选择含 PRPL 启动子的表达

载体 pBV220咱9暂构建融合表达载体 pBV220-茁2m袁转

化至大肠杆菌 BL21 中袁经温度诱导大量表达袁电泳

鉴定发现目的蛋白主要存在于包涵体中袁约占菌体蛋

白的 45%袁且表达稳定遥
本研究通过酶切位点 Nde 玉和 Sap玉实现 茁2m

基因与表达载体的连接袁在融合蛋白经过纯化柱并切

下标签蛋白后袁由于标签蛋白能特异性地与纯化柱结

合袁洗脱下的溶液中只溶有不含额外氨基酸的 茁2m遥
优于国外同类研究咱8暂的是袁由于 茁2m 是与标签蛋白融

合表达袁极大地简化了产物的纯化程序袁节省了时间

和费用袁提高了产物回收效率遥
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于 AFM 应用于生物学研究还是新的方法袁因此在制

样尧提高分辨率等技术手段上还需要进一步摸索遥我

们的下一步研究将进行其三维形态统计学测量及建

模并在 AFM 条件下有效标记所需要的目的蛋白遥

参考文献院
咱1暂 高天明, 陈培熹. 中枢兴奋性氨基酸受体分子特性的研究咱J暂. 生

理科学进展,1994 ,25(3):259-271.
咱2暂 罗成义, 王清华, 徐如祥. 大鼠大脑损伤后皮质 NMDA 受体活性

变化与脑水肿的关系咱J暂. 中华创伤杂志,1998,14(4):203-5.

LuoCY, WangQH,XuRX. RelationshipbetweenchangesofN-
methyl-D-aspartatereceptor activity o n cerebral cortex andbrain

edemaafterbraininjuryinrats咱J暂. ChinJTraumatol,1998,14(4):
203-5.

咱3暂 LiptonSA, RosenbergPA. Excitatoryaminoacidsasafinalcom-

monpathwayforneurologicdisorders咱J暂.NEnglJMed,1994,330
(9):613-22.

咱4暂 ChoiDW,MaulucciGeddeM,KriegsleinAR.Glutamate neurotox-
icityincorticalcellculture咱J暂.JNeurosci,1987,7(2):357.

咱5暂 姜亚军, 周君富, 何家声,等. 谷氨酸的神经毒性作用及其作用机

制咱J暂. 铁道医学,1998,26(5):286-9.
JiangYJ, ZhouFJ, HeJS, et al. Neurotoxicityofglutamateandits

mechanism咱J暂.RailwayMed,1998,26(5):286-9.

咱6暂 母敬郁, 熊 文, 杨世杰, 等. 自由基介导兴奋性氨基酸对培养神经

细胞毒性的研究咱J暂.中风与神经疾病杂志,1996,13(1):2-5.

MuJY, XongW, YangSJ, et al. Freeradicalmediatesglutamate

neurotoxicityinprimarycultureofratcorticalneurong咱J暂.JApoplexy

NevousDis,1996,13(1):2-5.

咱7暂 EngelA,MullerDJ.Observingsinglebiomoleculesatworkwiththe

atomicforcemicroscope咱J暂. NatStructBiol,2000,7(9):715-8.

咱8暂 白春礼. 扫描隧道显微技术及其应用咱M暂. 上海科学技术出版社,

1992.

咱9暂 DufreneYF.Applicationofatomicforcemicroscopytomicrobialsur-

faces: fromreconstitutedcellsurfacecayerstolivingcells咱J暂. Mi-

cron,2001,32(2):153-65.

咱10暂Lal R.Imaging molecularstructureofchannelsandreceptorswith

anAFM咱J暂. ScanningMicroscSuppl,1996.10:81-95.

咱11暂邹 冈. 基础神经药理学咱M暂. 北京: 科学出版社,1999.

咱12暂SobolevskyAI,KoshelevSG,KhodorovBI. Melecularsizeandhy-

drophophobicity as factors which determine the efficacy o f t h e

blockingactionofamino-adamantanederivativesonNMDAchan-

nels咱J暂. Membr CellBiol,1999,13(1):79-93.

咱13暂SobolevskyAI,KoshelevSG,KhodorovBI.ProbingofNMDAchan-

nelswithfastblockers咱J暂. J Neurosci,1999,19(24):10611-26.

第 11 期 郁毅刚,等.原代培养神经细胞膜经 N- 甲基 -D- 天冬氨酸和 MK-801 作用后原子力显微镜观察 991窑 窑


