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摘要院目的 研究混合培养脑神经元与星形神经胶质细胞对活性氧叔丁基脂氢过氧化物(tbOOH)的应激性袁以探讨神经
元与星形神经胶质细胞的相互作用遥方法 采用MTT比色法测定单独培养的大鼠大脑皮层神经元与星形神经胶质细

胞在分别遭受 tbOOH攻击后的细胞存活率袁及用形态学方法评估二者混合培养时遭受 tbOOH攻击时的细胞形态变

化遥结果 单独培养时遭受 tbOOH攻击后的细胞存活率无显著性差异渊孕>0.05冤袁但二者混合培养时袁神经元比星形神
经胶质细胞损伤尧死亡严重遥结论 神经元和星形神经胶质细胞共同存在时袁星形神经胶质细胞较神经元对活性氧有
较强的抵抗力遥
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粤遭泽贼则葬糟贼押韵遭躁藻糟贼蚤增藻ToinvestigatetheresponseofneuronsandastrocytesfromSpragueDawleyrat brain againsttert-buty1

hydroperoxide (tbOOH) toxicity,bothseparatelyandincooperation, forthepurposeofexploringtheinterrelationofthetwo

kinds of cells. 酝藻贼澡燥凿泽Cell viabilityof singly cultured neurons or astrocytes from thecerebral cortexwascompared by

MTT reduction assay,and the morphological changes of cocultured neurons and astrocytes were observed upon tbOOH

attack.砸藻泽怎造贼泽The differenceofcellviabilitywasinsignificant(孕>0.05) betweentheneuronsandastrocytes,butthe damage

of the neuronsexceededthatoftheastrocyteintermsofseverityinmixedculture. 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶Theastrocytesisvery likely

to possess betterabilitytofighttbOOH toxicitythantheneuronsdo when theyareculturedtogether, suggesting that the

protectionofneuronagainstactive oxygen speciestoxicityisactuallyexecutedbytheastrocyte.

运藻赠憎燥则凿泽院cerebralcortex;neurons;astrocytes; tert-butylhydroperoxide;oxygenstress

最近研究表明由活性氧种 渊Active oxygen

species冤诱导的细胞应激渊Cellularstress冤参与了许多
神经退行性病变袁包括 Alzheimer病尧Parinson病和肌

萎缩侧索硬化症袁以及参与了缺血尧缺氧尧神经兴奋毒
等病理过程咱1尧4暂遥在脑组织中存在两种重要的细胞类
型袁即神经元渊Neu冤和星形神经胶质细胞渊AS冤袁那么
它们二者对活性氧的应激性是否一致钥Abe等咱2暂报道
了单独培养的 AS和 Neu对活性氧叔丁基脂氢过氧

化物渊tbOOH冤的应激能力很相似遥本研究拟设计二者
在混合培养状态下袁通过光镜观察遭受 tbOOH攻击

后的细胞形态学变化袁以进一步比较二者对活性氧的
应激性遥
1材料与方法

1.1材料

SD大鼠购自第一军医大学实验动物中心曰RPMI

1640尧DMEM/F12渊1:1冤培养液购自 GIBCO公司曰小

牛血清尧胎牛血清购自杭州四季青公司曰MTT尧多聚
赖氨酸尧阿拉伯糖苷渊Ara-C冤与 tbOOH为 Sigma 产

品曰其余为国产分析纯遥
1.2原代细胞培养与分离

AS培养方法见参考文献咱5暂遥原代Neu细胞培

养参考文献咱6暂的方法并稍作修改袁具体步聚院酒精消
毒后袁用手术镊挑取大脑皮层组织放入含 20%胎牛

血清的DMEM/F12培养液中袁小心剔除血管袁用注射
器针芯挤压脑组织袁分别通过 200目和 100目的不锈

钢筛网袁用吸管轻轻吹打细胞悬液袁使细胞分散袁接种
于预先经多聚赖氨酸处理的 96孔板袁常规培养3 ~ 5 d袁
用 10-5 mol/L的 Ara-C处理 48 h袁以抑制非 Neu细

胞袁接着换成不含 Ara-C的正常培养液继续培养3~4d遥
AS与 Neu的混合培养袁是将不锈钢网滤过的细胞接
种于 6孔板袁未用Ara-C处理袁常规培养 9~10d遥
1.3tbOOH处理

当 AS 或 Neu 长 满 96 孔 板 底 部 时 袁用
10-8~10-3mol/L的 tbOOH 处理细胞 24 h 后测 MTT

值遥用 10-4mol/L的 tbOOH处理混合培养的 AS 与

Neu袁在 Olympus光镜下观察二者的形态学变化遥
收稿日期院2000-03-09

作者简介院莫永炎袁渊1971-冤袁男袁湖南麻阳人袁2000年毕业于第一军医

大学袁博士袁讲师袁电话:020-85140114-89103

第一军医大学学报(JFirstMilMedUniv) 2001;21(1):32~33,36３２窑 窑



图 1 贼遭韵韵匀对大脑皮层神经元和星形神经胶质细胞
的损伤动力学曲线图

云蚤早援员运蚤灶藻贼蚤糟糟怎则增藻泽燥枣糟藻则藻遭则葬造糟燥则贼藻曾灶藻怎则燥灶泽葬灶凿
葬泽贼则燥糟赠贼藻泽葬贼贼葬糟噪藻凿憎蚤贼澡贼遭韵韵匀

图 2混合培养的大脑皮层神经元和星形神经胶质细胞光镜图

云蚤早援圆悦燥糟怎造贼怎则藻凿灶藻怎则燥灶泽葬灶凿葬泽贼则燥糟赠贼藻泽枣则燥皂则葬贼糟藻则藻遭则葬造糟燥则贼藻曾怎灶凿藻则燥责贼蚤糟葬造皂蚤糟则燥泽糟燥责藻渊OM伊200

Bigarrowindicatesastrocytes,smallarrowindicatesneuron.

图猿贼遭韵韵匀处理圆源澡细胞光镜图
云蚤早援猿悦燥糟怎造贼怎则藻凿灶藻怎则燥灶泽葬灶凿葬泽贼则燥糟赠贼藻泽葬贼贼葬糟噪藻凿憎蚤贼澡贼遭韵韵匀枣燥则圆源澡 OM伊200

图源贼遭韵韵匀处理源愿澡细胞光镜图
云蚤早援源悦燥糟怎造贼怎则藻凿灶藻怎则燥灶泽葬灶凿葬泽贼则燥糟赠贼藻泽葬贼贼葬糟噪藻凿憎蚤贼澡贼遭韵韵匀枣燥则源愿澡 OM伊200

1.4 MTT法

参照文献咱7暂遥于 96孔培养板的每孔中加 MTT

溶液 20滋l渊5mg/ml冤袁孵箱中孵育 4 h袁弃去培养液袁
加 150滋l二甲亚砜渊DMSO冤袁充分振动混匀袁置酶标
仪渊Bio-Rad公司袁3550型冤上测定其光吸收值 D(姿)
值袁波长 570nm遥实验结果以细胞存活率表示袁细胞
存活率=实验组光吸收值 /对照组光吸收值伊100%遥
1.5 统计分析

采用 Student's贼检验遥

2 结果

MTT 法测定显示袁Neu与 AS的细胞存活率无

明显差异渊孕>0.05冤袁但从二者的损伤动力学曲线看袁
AS的存活率略高于 Neu渊图 1冤遥
在混合培养的 Neu与 AS中袁Neu胞体较小袁光
镜下突起长而明显袁紧挨于AS的上部生长曰AS胞体

相对Neu较大袁分布于低层支撑着Neu生长渊图 2冤遥

tbOOH处理 2 4 h后袁AS与 Neu数目均明显减少袁上
层的Neu的突起大多消失袁胞体收缩尧崩解袁较 AS损

伤严重渊图 3冤遥处理 4 8 h后袁Neu完全死亡袁仅剩下部
分AS袁此时AS胞体尧突起肿胀袁正趋向死亡渊图 4冤遥
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3讨论
从测定单独培养的 Neu与 AS的细胞存活率来

看袁它们对 tbOOH毒的应激能力无明显差异袁此结果
与Abe等[2]测定的结果基本一致遥但从 Neu与 AS混

合培养体系看袁前者对 tbOOH毒的抵抗能力明显要

低于后者遥我们认为单独培养Neu尧AS的生物学特性

与二者混合培养时各自所表现出的生物学特性不一

样袁在二者混合培养体系中袁二者之间可能存在着复
杂的相互作用遥如 Matsutani等咱8暂发现从 Neu释放酌-
氨基丁酸渊GABA冤启动了 AS的形态学改变遥Pekny

等咱怨暂认为GABA可能还能诱导 AS的分化遥Mearow

等咱员园暂发现Neu能调节AS谷氨酸合成酶的表达遥我们
认为Neu可能是首先作用于 AS袁使 AS分化并使某

些抗氧化酶基因和抗氧化剂的生成增加袁从而获得了
对 tbOOH细胞毒有较强的抵抗力遥事实上袁在体外混
合培养的初期Neu占绝大多数袁然后 渊约 3耀4 d后冤
AS才迅速增殖袁逐渐在细胞数目上占居主导地位遥虽
Maker咱11暂尧Desagher等咱12暂曾相继报道了 AS中的硒谷

胱甘肽过氧化物酶渊SeGPx冤和过氧化氢酶等抗氧化
酶活性要高于Neu袁但实验的结果表明在单独培养的
Neu与 AS 的抗氧化能力无明显差异渊图 1冤袁只是
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渊上接 33页冤
Neu与 AS混合培养体系中袁AS的抗氧化能力强于

Neu袁这可能对 AS保护Neu的活性氧损伤具有一定

的意义遥
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的作用机制为麻醉药直接作用于肋间神经尧背支和交
感链咱4暂袁某些情况下袁麻醉药物也可进入硬膜外腔发
挥神经阻滞作用袁但药物进入硬膜外腔的比例难以确
定袁进入硬膜外腔的药物也只产生单侧阻滞作用咱5暂遥
Mackenzie咱6暂应用 0.25%布比卡因 25ml 行椎旁间隙

注射袁阻滞范围为 3~4个节段袁镇痛时间为 4~6 h遥本
组病人阻滞范围为T2~T11袁平均阻滞节段为渊6.27依2.37冤
个袁且起效时间短遥原因在于利多卡因用于神经阻滞
的起效时间短于布比卡因袁且利多卡因的弥散广尧穿
透作用强遥胸部椎旁间隙阻滞在产生感觉阻滞的同时
伴有单侧交感神经的阻滞袁且阻滞范围较感觉神经阻
滞宽袁为局麻药液直接作用于交感链和交通支所致咱7暂遥
与硬膜外阻滞相比袁椎旁阻滞为单侧阻滞且阻滞范围
局限袁对血流动力学的影响小遥本组注射利布合剂后
15 min内血流动力学各指标均无明显变化遥Matthews

等咱8暂发现开胸术后应用布比卡因时袁硬膜外阻滞与椎
旁阻滞的镇痛效果相似袁而硬膜外阻滞可引起低血压
和尿潴留遥胸椎旁间隙阻滞还可抑制术后的应激反
应遥Giesecke等咱9暂发现术前行椎旁阻滞可降低胆囊切
除术后血浆葡萄糖尧考地松和肾上腺素的增高遥
全身麻醉加硬膜外阻滞已广泛应用于开胸手术

的麻醉处理袁两种麻醉的联合应用可加强手术镇痛袁
减轻应激反应袁硬膜外阻滞还可用于术后镇痛遥胸椎
旁间隙阻滞作为硬膜外阻滞的替代方法袁具有单侧阻
滞且范围较小尧血流动力学影响轻微的特点袁也可提
供满意的术后镇痛咱10暂遥由于布比卡因的作用时间长袁
本组手术中仅缝皮时椎旁阻滞组的MAC值高于硬

膜外组袁其它各时间点两组全身麻醉药物的 MAC值

和血流动力学指标均无明显差异袁提示在单侧开胸手
术中袁胸椎旁间隙阻滞可提供与硬膜外阻滞相同的镇
痛效果袁可降低手术的应激反应袁如连续给药并与全
身麻醉相结合完全适用于单侧开胸手术遥
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