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·基础研究·

SD大鼠乳鼠皮层神经元细胞原代培养模型的建立及鉴定 *
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摘要 目的：探讨 SD大鼠乳鼠皮层神经元细胞原代培养方法，并鉴定其培养效果，以期建立一种生物学功能良好的体外细胞实验

模型。方法：取出生 24 h的 SD大鼠乳鼠，分离出大脑皮层，在胰酶消化之前先进行离心，然后将胰酶消化后多次离心得到的细胞

悬液接种于 L-多聚赖氨酸包被的培养皿和共聚焦皿中，以加 B27的 Neurobasal-A培养基进行神经元细胞的原代培养，倒置显微

镜下观察培养细胞的生长状态；通过免疫荧光组化的方法采用神经元标记物MAP-2进行神经元纯度的鉴定；在导入 Fluo4-AM

的原代神经元细胞，观察电刺激后胞内钙离子信号的变化，以验证神经元细胞的生理状态。结果：采用此方法培养的神经元细胞

紧密贴壁、分散均匀、状态良好，神经元细胞周围突起相互连接形成网络；经 MAP-2免疫荧光组化技术鉴定神经元的纯度达到

95%以上；胞内钙离子信号的变化提示所培养的神经元具有良好的生物学功能。结论：该方法能获得纯度较高并且生物学功能良

好的原代培养的 SD大鼠乳鼠皮层神经元细胞。
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Primary Culture and Identification of Cortical Neurons from Neonatal
SD Rats*

To investigate the method for culturing cortical neurons from neonatal SD rats. The cerebral cor-

tex of 24-hour-old SD rats were isolated and centrifuged before trypsin digestion. The cell suspension obtained after trypsin digestion was

planted into L-polylysine coated culture dish or confocal dish. The primary culture of neurons was carried out in a culture medium con-

tained B27 and Neurobasal-A. The growth of cultured cells was checked under inverted microscope. Immunofluorescence histochemistry

was used to identify the purity of neurons by using microtubule-associated protein 2 (MAP-2) as a marker of neurons. The changes of in-

tracellular calcium signal after electrical stimulation was observed in Fluo4-AM loaded primary neurons to verify the physiological state

of neurons. The neurons cultured with this method were closely adherent, evenly dispersed and in good condition. The neurites

of the neurons were interconnected to form a network. MAP-2 immunofluorescence histochemistry showed that the purity of neurons was

more than 95%. The stimulation-induced intracellular calcium signal indicated that the cultured neurons had good biological function.

This method can make primary cultured cortical neurons of SD rats with high purity and good biological function.
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前言

神经元细胞的原代培养是神经科学研究的重要方法，原代

神经元细胞的培养是指从动物（大鼠或小鼠）的胚胎或新生动

物的脑组织取下某一局部区域，分离细胞，培养在培养皿中不

再移植。原代细胞刚刚从活体组织分离出来，组织学、生物学及

遗传学特性都和在体组织十分相似，并且相比在体组织具有取

材容易、样本均一性高、实验条件相对恒定可控、检测指标便于
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观察、可有效排除诸多干扰因素影响等优势，使其逐渐成为神

经科学研究中不可缺少的体外实验模型工具[1]。神经元是一种

高度分化、很少分裂的细胞，具有感受刺激和传导兴奋的功能，

是高等动物神经系统的结构单位和功能单位。神经元的体外培

养是研究神经系统形态结构和功能比较理想的方法，这一方法

可为研究生物体细胞的生长、代谢、繁殖提供有力的手段，同时

也为以后传代培养创造条件[2-4]。钙离子是细胞内最为重要的阳

离子和第二信使之一，它对于神经递质释放、神经元之间信息

传递和神经元存活等都具有重要意义。神经元细胞内游离钙离

子浓度的异常升高是导致胞内钙稳态失调和细胞死亡的重要

因素，检测神经元中的钙离子的变化可以反映神经元的生理状

态，鉴定神经元是否具备良好的生物学功能，目前钙指示剂结

合显微成像技术已经广泛应用到各种活细胞胞内钙离子变化

的检测[5]。本研究拟在以往各种培养方法的基础上，采用胰酶消

化前先进行离心，胰酶消化后又进行多次离心，同时对培养基

成分进行改良等，通过这些培养过程关键环节的改进，以期建

立一种生物学功能良好的高质量的 SD大鼠乳鼠皮层神经元

细胞原代培养的方法。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 新生(<24 h)SD大鼠，SPF级，由首都医科大

学动物部提供。

1.1.2 主要试剂 Neurobasal-A、B27、Glutamax、bFGF、kanamysin

购自 Invitrogen公司；胰蛋白酶、大豆胰蛋白酶抑制剂、BSA、

DNase 购自 Sigma 公司；FBS 购自 ExCell 公司；山羊抗兔

MAP-2 一抗购自 Abcam 公司，山羊抗兔 488 二抗、Hoechst

33342、Fluo4-AM购自 Invitrogen公司，荧光封片剂等其它试剂

购自北京中杉金桥有限公司。

1.2 方法

1.2.1 SD大鼠乳鼠皮层神经元细胞的分离与培养 在原代细

胞培养前，需要对手术器械和移液器吸头进行高压蒸汽灭菌并

烘干备用；玻璃盖片经浓酸浸泡后冲洗干净置于酒精中备用；

实验中用到的 35 mm小皿和共聚焦小皿预先用 50 滋g/mL的
L-多聚赖氨酸包被 37℃过夜，接种时吸去赖氨酸，PBS清洗后

晾干后备用。

取新生 24 h内的乳鼠，酒精清洗后断头，迅速取出整脑放

入冰冻培养液中，去除干净脑膜和血管，快速分离出皮层并剪

碎；用移液器吸头将剪碎的皮层组织转移到 50 mL离心管中，

先 37℃水浴 5 min，离心去上清后加入 0.05%胰蛋白酶，37℃

水浴消化 10 min，期间不停摇晃离心管；加入含胰蛋白酶抑制

剂和 2% B27的神经基础无血清培养基 Neurobasal-A终止消

化；离心吸取上清，0.22 滋m细胞筛过滤至 50 mL离心管内，电

动移液器充分吹打未打散的组织沉淀，重复该步骤；所得上清

离心后弃去上清，加入含 DNase和不同浓度 BSA的培养液进

行密度梯度离心，去除含细胞碎片的上清，加入培养液重悬细

胞制备细胞悬液，进行细胞计数后，75 cm2培养瓶中差速贴壁

30 min，以 400× 106/L的细胞密度种植到共聚焦皿和铺有玻璃

盖片的 35 mm皿中，培养 30 min 后，添加生长培养基(Neu

robasal-A、B27、Glutamax、bFGF、Kanamysin)至终体积，放入 37℃、

5% CO2培养箱培养，每隔 3 d更换一半培养基。培养过程中在

倒置显微镜下观察皮层神经元的生长情况。

1.2.2 形态学观察 在皮层神经元培养的第 24 h、4 d、7 d，在

倒置显微镜下观察原代培养的皮层神经元细胞的生长状态，同

时进行拍照记录。

1.2.3 SD乳鼠皮层神经元的鉴定 取出培养 7 d的皮层神经

元细胞，弃去培养基，PBS清洗 3次，每次 5 min；4℃下 4%多聚

甲醛固定 30 min，PBS清洗 3次，每次 5 min；37℃下 0.2%PBS

打孔 15 min，PBS清洗 3次，每次 5 min；5%胎牛血清室温封闭

非特异性结合位点 1 h；弃血清，加入山羊抗兔 MAP-2一抗(1:

250)，4℃过夜；吸出一抗，PBS清洗 3次，每次 5 min；加入 488

标记的山羊抗兔 IgG(1:1000)避光孵育 1 h；吸出二抗，PBS清洗

3次，每次 5 min；加入荧光染料 Hoechst33258复染细胞核，避

光孵育 20 min，PBS清洗 2次，每次 5 min；用防荧光淬灭封片

剂封片，显微镜下观察原代培养神经元的染色情况。

1.2.4 荧光染料 Fluo4-AM负载原代培养的乳鼠皮层神经元细

胞 按照 Fluo4-AM说明书配制母液(2 mM)，使用时用 HBSS

稀释至工作浓度(2 滋M)，为帮助 Fluo4-AM并更好的穿透细胞

膜进入细胞，可在 Fluo4-AM 母液中加入等体积的 Pluronic

F127。取出培养 7 d的皮层神经元细胞，弃去培养基，加 Live

Cell Imaging溶液清洗一次，向共聚焦皿中加入工作浓度的

Fluo4-AM，37℃孵育 30 min；吸出 Fluo4-AM，用 Live Cell

Imaging溶液清洗三次后再加入 2 mL Live Cell Imaging，避光，

室温放置 30 min，以使细胞内的 AM酯类更充分的发生脱脂

作用。

1.2.5 转盘共聚焦显微镜检测钙离子信号 将已导入荧光染

料 Fluo4-AM的乳鼠皮层神经元细胞的共聚焦小皿置于带有

EMCCD相机的转盘共聚焦激光系统下，根据成像结果相应的

调整荧光强度，以能够得到清晰可分辨的细胞图像为准。488 nm

激光用于激发 Fluo4，在大于 510 nm的波长处可检测到发出的

光。用弯成几字形的钨丝电极作为刺激电极，采用电刺激器

master8产生脉冲刺激，电刺激电流强度 10 mA，频率 40 HZ，刺

激时长 20 S，观察 10 min。通过该方式检测原代培养的神经元

胞内钙离子浓度的变化，钙离子浓度以相应的钙荧光信号强度

表示。根据胞内钙离子的动态变化来验证原代培养的皮层神经

元细胞的生理状态，鉴定其是否具备良好的生物学功能。

2 结果

2.1 原代培养的乳鼠皮层神经元细胞的形态

在倒置显微镜下观察到刚接种的神经元细胞为漂浮状态，

体积小呈圆形、散在分布；培养 2 h后细胞开始贴壁；培养 24 h

后细胞均贴壁，细胞铺满培养容器底部且长出长短不一的突

起；培养 3-4 d后皮层神经元胞体增大呈梭形，轮廓愈发清晰，

突起增长增多；培养 5-6 d，神经元胞体进一步增大，突起增粗

变长，末端开始交织形成网状；培养 7 d，神经元胞体继续增大，

突起增粗延长交织形成网络，显微镜观察符合皮层神经元的形

态特征（图 1）。

2.2 原代培养的乳鼠皮层神经元的鉴定

用神经元标记物 MAP-2 进行免疫荧光染色，同时用

Hoechst33258标记细胞核，共聚焦显微镜下观察可以看到原代
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培养的皮层神经元的胞体和突起染色阳性，呈现出绿色，细胞

核则被标记为蓝色（图 2）。计算得到神经元MAP-2标记阳性

率(%)>95%，说明培养的皮层神经元纯度符合要求，可用于后

续实验。

图 1 倒置显微镜下观察原代培养的皮层神元不同时期的形态(20× 10)：A培养 24 h神经元细胞；B培养 4 d神经元细胞；C培养 7 d神经元细胞

Fig.1 Morphological changes of primary cortical neurons(20× 10)：A 24 h cortical neurons; B 4 d cortical neurons; C 7 d cortical neurons

图 2 大鼠皮层神经元MAP-2免疫荧光染色鉴定

AMAP-2; B Hoechst33258; C Merge

Fig.2 IHC staining of MAP-2 in primary cortical neurons1

A MAP-2; B Hoechst33258; C Merge

2.3 钙染料 Fluo4-AM导入后的原代培养的乳鼠皮层神经元细

胞

将荧光染料 Fluo4-AM导入后，在转盘共聚焦显微镜下可

以看到被导入的神经元细胞胞体发出绿色荧光（图 3）。根据成

像结果相应的调整荧光强度，以能够明确分辨细胞为准。

2.4 原代培养的乳鼠皮层神经元胞内给予电刺激后钙离子的

变化

神经元细胞在静息状态时荧光强度维持在较低水平（图

4A）；给予电刺激后，神经元兴奋，细胞迅速去极化，钙离子内

流，胞内钙荧光强度随着电刺激开始而迅速上升（图 4B）；随后

胞内荧光强度缓慢回复至正常水平（图 4C），灰度图显示胞内

Fluo4钙荧光的强度。荧光图像经过 IGRO软件进行分析，计算

出平均荧光强度随时间动态变化的曲线（图 5），在图中可以看

出不同的神经元细胞其钙离子升高的强度也有所不同。

3 讨论

神经系统疾病的研究中，原代培养的神经元细胞能为多种

神经退行性疾病提供理想的体外实验细胞模型，在细胞功能、

神经发育、细胞内信号转导以及神经药理学方面都具有十分重

要的意义[6,7]。原代培养技术的优点在于取材方便，可操作性强；

在实验中可以通过单一因素的改变对细胞产生影响，不受制于

在体体内复杂的内环境影响，这样比较容易分析实验结果[8]。但

原代培养技术因其自身局限性在应用上也受到限制，这是因为

神经元对生长环境要求很高、原代培养的神经元数目较少并且

纯度较低，因而想培养出比较理想的能用于后续实验的神经元

图 3 Fluo4-AM荧光染料负载后皮层神经元细胞形态结构及荧光强度

Fig.3 The morphological and fluorescence intensity of primary cortical

neurons after loaded with Fluo4-AM
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图 4 电刺激后皮层神经元胞内钙荧光强度变化的图像

A电刺激前 Fluo4荧光强度；B给予电刺激后，随着 Fluo4荧光强度的增加表示钙离子浓度的增加；C随后 Fluo4荧光强度的减少表示钙离子浓度

的减少

Fig.4 The image of fluorescence intensity of primary cortical neurons after electrical stimulation

A The fluorescence intensity beforeelectrical stimulation; B The increasing of fluorescence intensity indicated the increasing of calcium ion signal

afterelectrical stimulation; C The decreasing of fluorescence intensity indicated the decreasing of calcium ion signal

图 5 电刺激后皮层神经元胞内钙荧光强度变化的曲线

Fig.5 The fluorescence intensity curve of primary cortical neurons afterelectrical stimulation

细胞也并非易事。原代培养神经元细胞的关键点在于培养材料

的选择、培养组织的获得、培养基和消化酶的选择以及细胞接

种密度的选择等[9]。本研究对培养过程的关键环节进行改进，同

时从细胞形态及胞内钙信号的特性来观察获得的原代培养的

乳鼠皮层神经元细胞的特征，以期获得一种简单易行、神经元

细胞数目多、纯度高且生物学功能良好的的原代细胞培养方

法，为后续科学研究提供理想的体外实验细胞模型。

原代培养神经元细胞的培养材料常常选择胎鼠和乳鼠，这

两种类型各自具有优缺点。胎鼠的神经元细胞处于分裂增殖

期，分化程度较低，在体外的生存能力较强，因而多被选择为神

经培养的实验材料来源；但胎鼠的脑体积较小，取材不易准确

定位，且取出胎鼠会导致孕鼠死亡，造成实验资源浪费。乳鼠的

神经元细胞分裂虽然已近晚期，分化程度也比较高，但因其仍

处于幼年期，神经元细胞的适应性及可塑性还比较高；并且乳

鼠自然从孕鼠娩出，不会对孕鼠造成伤害，节省实验资源[10,11]。

本研究采用乳鼠作为原代培养神经元的取材对象，通过细胞形

态及胞内钙离子信号的变化，观察到该实验材料培养得到的神

经元细胞状态良好，符合神经元细胞的特性。

在原代培养神经元细胞取材的时候，要确保取材部位的准

确，取材时保证绝对的低温环境以减少对组织的降解。在本研

究中，我们选取的取材部位是大脑皮层，该部位取材相对简单。

取材全程在冰上进行，取材后放入最适宜用于新生和成体脑神

经元细胞培养的 Neurobasal-A培养基中进行切碎处理，Neu-

robasal-A可以保证神经元细胞维持正常的生理活性及生理特

性。在取材中要确保去除干净脑膜和血管，这样操作可以确保

消化后轻松的将细胞吹打下来，同时要避免培养的神经元细胞

中杂质细胞的干扰，保证神经元的纯度[12]。

原代培养常用的培养基包括有血清培养基和无血清培养

基[13]。有血清培养基的营养成分及活性因子相对较多，容易导

致其他杂细胞的生长，间接影响神经元的生长和纯度。通常的

做法是在培养过程中加入阿糖胞苷以抑制非神经元细胞的生

长，但阿糖胞苷会对神经元细胞造成损伤[14,15]。无血清培养基相

对营养成分缺乏，但可以防止杂质细胞的生长，从而提高培养

神经元的纯度。在本研究中，我们采用特殊配制的培养基进行

培养，在 Neurobasal-A的基础上添加 B27和 bFGF生长因子，

B27对无法增殖的神经元细胞有促进生长的作用，避免神经元

细胞向胶质细胞的分化，从而达到纯化神经元细胞的目的[16-18]；

bFGF碱性成纤维生长因子是一种多功能细胞生长因子，在多

种组织细胞中分布有 bFGF受体，当 bFGF与细胞膜上分布的

bFGF受体特异性结合时，细胞内蛋白激酶被激活，引起细胞内
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各种生理和生化反应，最终促进神经元细胞的增殖和分裂。在

获取培养细胞的过程，采用不同浓度 BSA梯度离心和差速贴壁

的方法去除多数成纤维细胞和胶质细胞，从而减少获得细胞中

杂细胞的数量；加入 DNase能消化掉破裂组织块内的 DNA，避

免释放的 DNA和蛋白缠结在组织块表面阻碍细胞的获得[19]。

消化酶与神经元活性具有直接相关性 [20]，本研究选用

0.05%浓度的胰酶 37℃水浴消化 10 min，在得到初次消化后的

细胞后，对消化后的组织又进行多次电动移液器反复吹打，目

的是为了让组织沉淀完全消化从而得到更多的神经元细胞；在

消化过程中用手摇晃离心管以保证神经元细胞在充分消化的

同时又不至于使神经元受到损伤。在进行细胞消化之前，先将

组织放入 37℃水浴 5 min，离心去上清，目的是为了去除皮层

组织产生的细胞碎片及血细胞等杂质，获得纯度较高的皮层组

织进行消化，这也是本研究能获得纯度较高的皮层神经元原代

培养细胞的一个重要原因。在消化液中我们同时添加了 BSA

和 DNase，BSA可为细胞生长提供营养物质，保证了神经元营

养代谢所需；DNase能消化掉破裂细胞的 DNA，避免释放的

DNA和蛋白缠结在组织块表面从而阻碍进一步消化。

神经元的接种密度虽然对细胞贴壁没有影响，但密度过高

或过低都会直接影响培养的神经元细胞轴突和树突的生长，进

而影响细胞间信号的传递。当接种密度过大时，细胞会出现接

触抑制、争夺营养从而导致神经元细胞无法成熟；但接种密度

过低，神经元细胞难以维持长时间的培养，细胞间的信号传递

也无法正常进行。所以合适的接种密度对神经元的培养也至关

重要。本实验选择的 400× 106/L的密度进行接种[21-23]，发现以该

密度接种培养的神经元细胞胞体清晰可见，轴突和树突生长发

达并向外伸展，相互连接成致密交错的神经网络。

本研究中应用免疫荧光染色对培养的神经元细胞进行纯

度的鉴定。微管相关蛋白MAP-2是特异性分布于神经元胞浆

和突起中的细胞骨架蛋白，是神经元细胞特异性标志物[24]，可

使神经元的胞体和突起染色阳性。当细胞被MAP-2染色阳性

的同时细胞核也 Hoechst33258所标记，说明该细胞为神经元

细胞，用此方法可以验证培养的原代神经元的纯度。在本研究

中我们发现原代培养的皮层神经元细胞纯度较高。

除了特异的激动剂可以使神经元兴奋外，现在研究中常用

的方式还有高钾溶液和电刺激等，它们的最终目的使神经元去

极化，钙离子通道打开使钙离子内流，从而使胞内钙离子增

加[25-27]。本研究中通过电刺激的方式来观察原代培养的皮层神

经元胞内钙离子的变化，通过这种方式来验证原代培养的神经

元细胞的生理状态以及其生物学功能。细胞内钙离子浓度的动

态测量是进行神经元功能研究的一个重要方面，通过该方法可

以为以后在原代培养神经元细胞水平上进行神经元功能研究

实验的准确性提供一个有效实验手段。由于 Fluo4-AM本身无

荧光，只有 Fluo4-AM与 Ca2+结合后才能产生强荧光，因此荧

光的强弱可以反映出细胞内 Ca2+的浓度。细胞在静息状态下

Ca2+浓度变化不大，荧光强度的基线值稳定，当给予电刺激时，

神经元胞内钙离子浓度升高，荧光强度出现峰值信号，随后出

现钙离子浓度下降的趋势直至恢复到正常水平，说明原代培养

的神经元细胞状态良好；如果电刺激时神经元细胞的钙离子信

号无反应，或者钙离子信号在电刺激后出现升高，但刺激过后

胞内钙离子浓度一直维持高水平状态不下降，则说明原代培养

的神经元细胞状态较差或接近死亡。

综上所述，通过本研究建立的方法培养出的原代皮层神经

元细胞纯度较高，并且具有良好的生物学功能，为今后相关的

神经科学研究提供了理想的体外实验细胞模型。
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