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培养大鼠海马神经元树突发育的

活细胞成像和量化分析

宁# 薇，徐淑君，罗建红
（浙江大学医学院 神经科学研究所，浙江 杭州 !>%%@C）

［摘# 要］# 目的：采用活细胞成像法测量培养海马神经元的树突生长、分支复杂程度和树突丝的
运动性，以及定量分析树突树发育的形态学特征。方法：出生后第 > 天进行海马神经元培养，于第
@ 天转染绿荧光蛋白（3.W）标记的纤维型肌动蛋白（3.W = . = ,PQFI）和定位在膜上的 3.W（. =
3.W），观察培养第 & X >? 天树突的发育情况并进行量化分析。结果：培养第 & X A 天可以观察到高
密度的树突丝活跃的运动，树突丝的平均密度分别为（>%Y &C Z !Y &C）个 V >%% !D、（>%Y "C Z $Y A"）
个 V >%% !D、（AY AA Z !Y "&）个 V >%% !D（! [ %Y %@），有（!%Y >C Z >?Y %!）\到（C&Y !" Z $%Y CC）\的树
突丝运动活跃（! ] %Y %%>）；第 & X >? 天树突树的总长度从（?>%Y &? Z >C@Y AC）!D增长为（> $!CY $>
Z ?>CY !$）!D（! ] %Y %%>），树突树的总分支数从（>CY A! Z &Y $!）支增加为（!!Y "% Z >%Y ?"）支（! ]
%Y %%>）；培养第 >? 天树突棘的密度为（!&Y >& Z "Y ?"）个 V >%% !D。结论：结合荧光蛋白转染和活细
胞成像的方法，可动态、连续地观察，并定量分析发育过程中树突丝、树突树和树突棘的形态学特

征，是体外观察神经元发育的理想方法。
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O O 海马是大脑边缘系统的一个重要脑区，与
学习记忆密切相关［!］。树突是接收传入神经

元突触联系的位点，也是引发动作电位之前整

合突触传入信息的位点，是神经元之间信息交

换的重要结构，其长度、直径和分支均可反映细

胞的功能状态，许多营养因子和应激都可以影

响树突的发育过程，进而影响整个神经环路的

功能［+］。

研究发现，第 $ 到 !7 天是神经元树突发育
的关键时期，在这一时期，锥体神经元的树突树

逐渐复杂并发育成熟，树突干上的树突丝和生

长锥活跃运动并逐渐形成突触［’ F 7］。发育早期

的神经元（约出生后 ! 周）具有众多树突生长
锥和树突丝，它们活跃伸缩运动着与轴突相接

触，启动突触的形成［1 F *］。随后，树突丝逐渐被

粗短稳定的树突棘所取代，同期形成大量的兴

奋性突触，而其主要解剖学位置位于树突

棘［$ F %］。由于树突丝的结构细微，对传统的染

色方法不能很好地暴露，对于树突丝运动和功

能的许多方面还缺乏了解。

我们采用 Y F ZY[ 和 ZY[ F Y F \G2;. 共转
染神经元，清楚地显示树突及其突起的形态学

细节，通过量化分析树突丝的长度、密度、运动

等指标，观察树突树的分支和长度、树突棘的形

态和密度，研究第 $ 到 !7 天培养大鼠海马神经
元的树突发育情况。

/0 材料和方法

/@ /0 大鼠海马神经元的原代培养O 从新生第

! 天的 RA大鼠取脑，并分离出海马回，去脑膜，
将组织切碎后经 "@ +18胰酶于 ’$]温和消化
!1 );.，用小开口滴管反复吹打分离海马神经
元。用种植液（含 !"8 Y^R、!"8 马血清、+
))9< ( _谷氨酰胺和 !"" )C ( _ 双抗的 AX‘X
培养基）将海马细胞稀释为 $@ 1 a !"1 ( )<，每 !
个 ’1 ))培养皿中加 + )<，培养于 ’$]的 Qb+

孵箱。培养皿中置预先用多聚赖氨酸包被的 $
片小玻片。7 c 1 3后用饲养液（含 18马血清、
+ ))9< ( _ 谷氨酰胺、!8 P+、+8 ^+$ 和 !""
)C ( _双抗）全量换液，次日及之后每隔 ’ / 以
含 +8 ^+$ 的 P4B59>-H-< 培养基（ D.L;259C4. 公
司）半量换液。培养第 1 天加入终浓度 !"
))9< ( _的阿糖胞苷。
/@ 10 培养神经元的转染 O 在培养第 1 天，将
+1" !< b[ID F X‘X 与 7 !< _;=9:4G2-);.4 +"""
（ D.L;259C4. 公司）混匀，静置 1 );. 后将加有 !
!C ZY[ F Y F \G2;. 和 ! !C Y F ZY[ 的 +1" !<
b[ID F X‘X加入其中，避光静置 +" );.。将培
养海马神经元的原液收集，用不含抗生素的

P4B59>-H-<清洗两遍，加入 !@ 1 )< 不含抗生素
的 P4B59>-H-<及孵育好的脂质体和质粒，培养 ’
3后换回原液培养。
/@ 20 图象获取、处理和分析
/@ 2@ /0 神经元成像：将载有培养神经元的小
玻片置于加有细胞外液的记录槽中。用配置

Q99<RP\[ Sd QQA 和 X42-X95=3 1@ " 软件的
PDebP I‘+""" 型倒置荧光显微镜，观察表达
绿色荧光蛋白的神经元。每个记录细胞的焦平
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面保持一致，曝光时间为 !"" # $""" %&。
!’ "’ #$ 树突丝的观察和分析：对树突丝进行
成像时，(" 倍物镜下拍摄每个神经元的 $$ 祯
照片，每两张间隔 "’ ! %)*（图 $+ 所示为 $$ 张
中的 , 张）。所有树突丝用手工描绘，-./0-123
45 !6 " 软件测量长度。测量每根树突丝尖端距
离树突干的绝对距离即为树突丝的长度，如图

7 所示为单根树突丝在不同时间点的长度变
化。$$ 祯照片的平均长度为其长度的最终数
值。将每两张照片的树突丝长度之差的绝对值

相加，除以树突丝出现的总时间，表示单根树突

丝的运动性。我们在实验中用两种方式来定义

树突丝，一种是长度的定义：平均长度大于 8
!%；另一种是运动的定义：每分钟伸长或收缩
超过 "’ 9 !%，将其命名为运动的树突丝（%13
:);. <);141=)0）。记数神经元所有二级到三级树
突的树突丝数目及分支总长度，计算每 $"" !%
树突干上的树突丝数目。神经元整体树突丝的

运动性用超过 8 !%的树突丝中每分钟运动超
过 "’ 9 !%的百分比来表示。

图 !$ 第 9 天树突丝成像图
%&’( !$ >%0?)*? 1< =.*=2)/)@ <);141=)0 0/ A>B

9
C’ D@0;. :02：7" !%；+’ E)%. F ;04&. %1G). 1<

=.*=2)/. <21% *.H21* &51I* )* C’ D@0;. :02：! !%

!’ "’ " $ 树突树的观察和分析：用 $" 倍或 7"
倍物镜观察神经元，确保将一个神经元拍摄到

一个视野中。分析时我们采取了 J5020和 K0G3
/1*的命名法［,］：从胞体直接伸出的树突分支为
一级分支，从一级分支伸出的为二级分支，依次

类推。所有树突干用手工描绘，-./0-1245 !’ "
软件测量长度。

!’ "’ )$ 树突棘的观察和分析：用 (" 倍物镜观
察树突棘，确保能够清楚显示所有树突棘。记

数神经元所有二级到三级树突的树突棘数目及

分支总长度，计算每 $"" !% 树突干上的树突
棘数目。

!’ )$ 数据统计L 计数样本包含来自 8 次不同
批次培养和转染的神经元，每批次选取 M # 9 个
转染细胞。数据以均值 N 标准差（$! N "），用
DODD $"’ " 统计软件包对测试结果进行单因素
方差分析（ 1*. F I0P 0*1G0），两两比较时采用
双尾 #检验作显著性检验。

图 #$ 图 $ 中三根树突丝在不同时间的长度
变化

%&’( #$ Q);141=)0 ;.*?/5& 1G.2 /)%.

#$ 结$ 果

#’ !$ 树突丝在发育过程中的变化L 第 R # , 天
树突丝的长度没有显著变化（$ S $6 7(，% T
"6 "!，图 8C），在（(6 (, N $6 8"）!% 到（(6 ," N
"6 !,）!% 之间；平均长度超过 8 !% 的树突丝
的密度没有明显变化，在（,6 ,, N 86 MR）U $"" !%
到（$"6 R, N 86 R9）U $"" !% 之间（$ S "6 87，% T
"6 "!，图 8+）。树突丝在第 9天的运动最活跃，表
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! 图 "! 发育过程中树突丝长度、密度和运动性的改变
（!)!"）

#$%& "! #$%&’() *+ ,(&’-$，.(&)/-0 %&. 1*2/,/-0 *+ +/,*34
*./% .56/&’ .(7(,*31(&-（!)!"）

%%" 8 "9 ":，#$ ;<=>；%%%" 8 "9 "":，#$ ;<=>

! 图’! 发育过程中树突树长度和分支的改变（!)?"）
! #$%& ’! #$%&’() *+ .(&.6/-/@ %62*6/A%-/*& .56/&’ .(7(,
B B B *31(&-（!)?"）
B B %%%" 8 "9 "":，#$ ;<=C；DDD" 8 "9 "":，#$ ;<=:"

现为运动的树突丝的百分比增加为

（>CE FG H !"E >>）I（ % J KKE GG，" 8
"E "":，图 F#），运动的树突丝的密度增加
为（!KE !G H KE K:）个 L :"" !1（% J !>E ?>，
" 8 "E ":，图 F;）；第 ? 天树突丝的运动趋
于稳定，运动的树突丝的百分比为（F"E :C
H:ME "F）I，运动的树突丝密度为（:"E G!
H KE KF）个 L :"" !1。
(9 (! 树突树在发育过程中的变化B 我们
观察了第 C、:"、:M 天树突树的长度和分
支情况。第 C N :M 天树突树的总长度从
（M:"E CM H :>KE ?>）!1 增长为（: !F>E !:
H M:>E F!）!1（% J :>?E GK，" 8 "E "":，图
MO），树突树的总分支数从（ :>E ?F H
CE !F）支增加为（FFE G" H :"E MG）支（% J
C>E :>，" 8 "E "":，图 MP）。从第 C 天到第
:" 天，树突树的长度和分支数的变化不
明显，第 :" 天到 :M 天间，树突的总长度
增加了一倍以上：（::"E MM H CE !"）I，树
突树 的 分 支 数 也 增 加 了（ GFE MC H
KE :>）I。
(9 "! 树突棘的形成B 在培养第 :M 天，我
们可以看到树突干上基本上不存在树突

丝，已经有蘑菇样的树突棘形成，如图 K
所示。这时树突棘的密度为（FCE :C H
GE MG）个 L :"" !1。

"! 讨! 论

本研究建立了活细胞成像和定量分

析研究树突发育的方法。通过这一方法，

我们可以动态观察并量化分析树突丝的

运动性和树突树的生长、分支复杂程度。

结果发现，树突丝在第 > 天运动最活跃，
第 ? 天开始趋于稳定，并于第 :M 天左右
大部分形成树突棘；树突树的生长在第

:" 到 :M 天比早期更为迅速。
关于海马神经元的树突发育特点，已

经有较多报道。#%Q%, 早在 :?FM 年就发
现了树突发育早期在树突干上的细小突

起，即树突丝。由于树突丝和树突棘都出现在

树突干上并且树突丝出现在树突干之前，人们

普遍认为树突丝是树突棘的前体并且在近年的

实验中得到了证实。另外也有研究发现树突丝出现在

一些没有树突棘的神经元中，其主要功能是检测周围

环境，这一功能与突触发生是不相关的［::］；还                                                  有                                     研
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图 !" 第 !" 天的树突棘成像
#$%& !" #$%&’(& )* +,(+-’.’/ 01’(,0 %.

2#3!" 0/%4, 5%-：67 !$ 8 9 !$

究表明树突丝参与树突树的生长和分支形成［!6］

。因此，树突丝、树突树和树突棘的发育是树突

发育过程中的重要事件并且密切关联，对其系统

地进行研究十分必要。

树突丝在发育的大脑神经元中广泛存在，

然而由于其具有结构细微和运动快速等特点，

传统的通过固定染色的方法不能很好地用来分

析其特点，比较长的拍照时间间隔（): $’( ;
祯）也不能反映其快速运动的特点［9，!7］。本研

究建立的方法，采用活细胞转染成像分析，可以

将一个神经元的所有突起清晰地显现，用于观

察树突丝的长度、密度、运动甚至生命周期等特

点，并且对树突树和树突棘的分析也与其它方

法（如 2’4染色、<)4&’染色、=>?6 免疫染色）所
得的结果类似［!@ A !9］。本研究建立的活细胞成

像结合量化分析的方法是国内首次报道的研究

树突丝的方法，并且可以系统地动态观察神经

元树突发育的形态特点，对于研究树突发育和

突触形成有很好的应用价值。

我们对树突丝长度和运动性的观察可能会

一定程度地低估树突丝的实际运动情况，因为

荧光显微镜拍摄的图象不能显示 B 轴的情况，
可能会忽视 B 轴的运动。通过激光共聚焦显
微镜进行三维成像有可能解决这一问题。另外

据文献报道，树突丝的运动有如下几种：伸缩、

摆动、分杈、扭曲等［!6］。我们的实验中也观察

到了这些运动，但是在测量树突丝运动的过程

中，我们重点测量的是树突丝伸长和收缩的运

动，对其摆动、分杈、扭曲等运动不能进行精确

的定量分析，这些问题均有待于今后逐步解决。
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GG为 483 N &，均为正常范围。

01 讨1 论

维生素 @缺乏症，正常足月儿多在生后 7
\ X 天发病，早产儿可延至 7 \ 9 周发病。晚发
性维生素 @缺乏症多见于出生后 4 \ 7 月的纯
母乳喂养的婴儿。维生素 @ 缺乏，使体内凝血
因子（"、#、$、%）的生物活性不能被启动，
无法参与凝血过程，机体很容易自发出血或外

伤后出自不止。该例患儿就是典型的晚发性维

生素 @缺乏症，出血部位涉及消化道和口腔黏
膜。7T 世纪 6T 年代开始对新生儿常规注射维
生素 @4后，该病已较少见。该例患儿为农村土

法接生，生后未注射维生素 @，且为纯母乳喂

养。一般情况下该病首诊于儿内科，但该例患

儿因口腔黏膜出血明显，首诊于口腔科。这提

示口腔科医师对于此类全身性疾病应有所了

解，这样有助于及时治疗。

该病的主要治疗措施就是注射维生素 @4。

当患儿有出血现象时，应立即静脉注射维生素

@4 X 1.，可迅速改善出血情况。该例患儿治疗
当天临床症状好转，第 7 天实验室指标恢复正
常。若仍然出血不止者，可静脉滴注凝血酶原

复合物或新鲜冰冻血浆。严重者（贫血）可输

新鲜全血。

［责任编辑< 黄晓花］
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