
小脑颗粒神经元谷氨酸兴奋性毒性模型的优化 *

王铁鹏 1, 2) 张 婷 1) 陈 畅 2)**

(1)石河子大学医学院，石河子 832002；2)中国科学院生物物理研究所，北京 100101)

摘要 在急性、慢性神经退行性疾病和炎症引发的神经系统疾病的发病机制中，兴奋性毒性可能是造成后期神经元死亡的共

同途径．小脑颗粒神经元谷氨酸兴奋性毒性模型是研究上述过程的重要实验手段，该模型的稳定性和可重复性是开展相关研

究的重要基础．然而，文献报道的建模方法条件各异，说法不一，很难适从．本工作针对小脑颗粒神经元谷氨酸兴奋性毒性

模型建立的关键环节，包括小脑颗粒神经元的培养、兴奋性毒性刺激条件的确定，毒性标志性指标的表征，分别进行了比较

和优化,从培养皿的包被、神经元消化、兴奋性刺激的溶液介质选择、神经元刺激的最佳时间及谷氨酸的最佳刺激浓度等方
面分别给出了优化条件．通过特征性钙离子曲线、NMDA受体特异性抑制剂 MK-801的干预作用以及 c-fos 基因转录水平的
动力学变化等指标，确认了毒性模型的成功建立．本工作不仅对建立小脑颗粒神经元谷氨酸兴奋性毒性模型的实验室具有重

要参考意义，而且，其针对不同条件分析比较的结果及优化原则，对其他神经毒性模型的建立也具有普遍参考意义．
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在急性神经退行性疾病(如中风、外伤性脑损
伤)、慢性神经退行性疾病(如肌萎缩性脊髓侧索硬
化症、帕金森综合症、亨廷顿舞蹈症、阿尔茨海默

病)和炎症引发的神经系统疾病(如艾滋病并发的痴
呆症)的发病机制中，兴奋性毒性可能是造成后期
神经元死亡的共同途径[1]．研究表明，很多神经退

行性疾病的病理现象和分子机制可以通过兴奋性

毒性实验重复出来[2]．因此，利用神经元建立兴奋

性毒性模型是研究上述疾病病理过程的重要实验

手段．

谷氨酸兴奋性毒性是指由于过度或者持续性地

激活兴奋性递质谷氨酸受体所引发的神经细胞死

亡的过程．基于小脑颗粒神经元(CGN)的谷氨酸兴
奋性毒性模型，由于其神经元类型均一、纯度高、

取材方便等特点得到了广泛应用[3]．但是，不同实

验室建立的 CGN兴奋性毒性模型，其操作细节差
别很大，如 CGN神经元培养板包被条件[4-9]、原代

神经元培养方法[8, 10]、兴奋性毒性刺激溶液介质选

择[10-13]、CGN 培养时间[12-15]、刺激剂浓度[15-18]和检

测时间[11-12, 15]等各有不同，甚至有的实验条件无法

重复，导致初始建立该模型时需要花费大量时间摸

索合适条件．因此，建立一个规范的、稳定可信的

应用模型十分必要．本文通过系统的对比实验，分

别对 CGN谷氨酸兴奋性毒性模型建立的各关键环
节进行了优化，给出了建立模型的合适条件，确认

了兴奋性毒性发生的特征性指标，同时指出模型建

立过程中可能存在的问题及优化原则．实验表明该

模型具备实用性和可靠性，可用于神经病理过程的

研究．

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 试剂．胎牛血清购自 Hyclone 公司；BME
培养基、L- 多聚赖氨酸、胰蛋白酶、HEPES、
MTT、谷氨酸、甘氨酸、阿糖胞苷、大豆胰蛋白
酶抑制剂、DNase玉、Fura 2-AM、MK-801、CaCl2、
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青霉素、硫酸链霉素购自 Sigma公司；Trizol购自
Invitrogen 公司；M-MLV 逆转录试剂盒购自
Promega公司；实时定量 PCR试剂购自北京康为
世纪生物科技有限公司；LDH检测试剂盒购自中
生北控生物科技股份有限公司；其他常用化学试剂

为国产分析纯．

1.1.2 动物．Sprague-Dawley (SD) 8天乳鼠购于北
京维通利华实验动物技术有限公司，动物实验经中

国科学院生物物理研究所动物管理委员会许可，遵

照《北京市实验动物管理条例》进行．

1.1.3 仪器．酶标仪 Multiskan Mk3 购自 Thermo
Electron 公 司 ；倒 置 荧 光 显 微 镜 IX71 购 自
OLYMPUS 公司 ； 分 光 光度 计 U-2010 购 自
HITACHI公司；实时定量 PCR仪 Rotor-Gene 6000
购自 Corbett公司．
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养板的包被．L-多聚赖氨酸(PLL)用
蒸馏水配制成 200 mg/L的储液，用 0.22 滋m的滤
膜过滤除菌，用灭菌蒸馏水稀释成相应浓度，对培

养板室温包被过夜．

1.2.2 培养操作液的配制．

溶液 1：NaCl(124 mmol/L), KCl(5.37 mmol/L),
NaH2PO4 (1 mmol/L)，D- 葡萄糖 (14.5 mmol/L)，
HEPES (25 mmol/L)，MgSO4 (1.2 mmol/L)，BSA
(3 g/L)，用 NaOH调 pH值到 7.4．
溶液 2：在溶液 1 中加入终浓度为 0.025%的

胰蛋白酶．

溶液 3：在溶液 1 中加入终浓度为 55 U/ml
DNase玉，166.4 mg/L大豆胰蛋白酶抑制剂，并将
MgSO4的浓度提高到 1.7 mmol/L．
溶液 4：在溶液 1 中加入终浓度为 160 U/ml

DNase玉，0.52 mg/L大豆胰蛋白酶抑制剂，并将
MgSO4的浓度提高到 2.8 mmol/L．
溶液 5：在溶液 1中加入终浓度为 0.1 mmol/L

CaCl2，并将MgSO4的浓度提高到 2.5 mmol/L．
Locke's 缓冲液： NaCl (154 mmol/L)， KCl

(5.6 mmol/L), CaCl2(2.3 mmol/L), NaHCO3(3.6 mmol/L),
D-葡萄糖(5.6 mmol/L)，HEPES (5.0 mmol/L)，调
pH值到 7.4．
1.2.3 小脑颗粒神经元的培养．

培养方法 1：取 3只出生后 8天的 SD乳鼠(雌
雄不分)的小脑置于适量 Locke's 缓冲液中，用尖
头解剖镊剔除脑膜和血管．用眼科剪将组织剪成

1 mm3左右的颗粒，装入 15 ml离心管中．用 2 ml

0.25%胰酶消化 5 min后加入等体积的完全培养基
(含 25 mmol/L KCl的 BME培养基+10%胎牛血清+
100 U/ml青霉素+0.1 g/L硫酸链霉素)终止消化．巴
斯德吸管吹打至液体出现浑浊，静置 5 min，收集
上清细胞，计数后以 1伊106个 /ml的浓度接种在培
养皿中(6孔板中接种 2 ml/孔，可接种 1板；96孔
板中接种 200 滋l/孔，可接种 1板)．18～24 h后换
液，加入 10 滋mol/L阿糖胞苷以抑制胶质细胞生长.
培养方法 2：取 3只 8天龄 SD乳鼠的小脑于

溶液 1中，剔除脑膜和血管后剪成 1 mm3左右的

颗粒，装入 15 ml 螺口离心管中，800 r/min 离心
1 min．弃上清，加入 2 ml溶液 2(胰酶浓度 0.025%),
37℃水浴振摇消化 15 min，加入 1 ml溶液 3终止
消化，800 r/min离心 2 min．弃上清，加入 2 ml溶
液 4，轻柔吹打沉淀物使其呈悬液，加入 3 ml 溶
液 5，吹匀后沉降 15 min，收集上清，800 r/min离
心 3 min．弃上清，加入适量含有 10%胎牛血清和
25 mmol/L KCl的 BME培养基，以 1伊106个 /ml的
浓度接种在培养皿中(6 孔板中接种 2 ml/ 孔，可
接种 2～3板；96孔板中接种 200 滋l/ 孔，可接种
2～3板)，然后置于 5% CO2 37℃培养箱中培养．
接种后 18～24 h换液，在培养基中加入 10 滋mol/L
阿糖胞苷，神经元纯度可达 95%以上．细胞培养
过程中不换液，以培养在 35 mm直径小皿中的细
胞为例，从培养第 4天起，每隔 3 天添加 200 滋l
50 mmol/L D-葡萄糖以补充细胞的能量物质和弥
补皿中的水分蒸发．

1.2.4 细胞的药物处理．CGN在 BME培养基中培
养到预期时间，吸出原培养基(条件性 BME培养
基)，分别换成等渗缓冲液(Locke's缓冲液)和完全
培养基(“Neurobasal+B27添加剂”、条件性 BME培
养基、“重新配制的 BME培养基+胎牛血清”)，
各溶液中分别加入 10 滋mol/L甘氨酸和目标浓度的
谷氨酸，混合均匀后，重新加回细胞培养板中，放

回培养箱．以 Locke's为刺激溶液时，刺激 30 min
后换回刺激前的条件性 BME培养基，继续培养到
目的时间进行检测；以完全培养基为刺激溶液时，

则持续刺激到目的时间进行检测．MK-801的终浓
度为 10 滋mol/L，使用时先加入细胞培养液中孵育
30 min，然后再按上述方法加入刺激剂(同时添加
MK-801)，培养到目的时间做检测．
1.2.5 MTT方法检测细胞活力．CGN 在 96 孔板
中培养，药物处理后加入终浓度为 0.5 g/L的 MTT
试剂．37℃培养箱中孵育 3 h后小心吸除培养基，
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Fig. 1 Morphology of cultured CGN
(a) The concentration-dependent effect of poly-L-lysine (PLL) on CGN culture. CGN was cultured in 96-well plate coated with 5 mg/L (A ), 50 mg/L (B)

and 200 mg/L (C) PLL respectively. Morphological photographs were taken on 3 DIV (days in vitro) with 20 伊 objective lens. (b) Comparison of the

traditional simple method (method 1) and five-solution method (method 2) for CGN culture. The morphologies of 3 DIV CGN cultured with method

1 (A ) and method 2 (B) and the relative cell numbers obtained with these two methods (C) were shown. **P < 0.01 by student's t-test.

加入 200 滋l DMSO溶解紫色结晶，振荡均匀后在
酶标仪上测量 565 nm处的吸光度值．
1.2.6 乳酸脱氢酶(LDH)释放测定．培养基中乳酸
脱氢酶的测定按照商业试剂盒说明书操作步骤进

行，基本原理是利用分光光度计在 340 nm处检测
NADH的含量变化来计算乳酸脱氢酶的活力．
1.2.7 胞内钙离子测定．将小脑颗粒神经元培养在

有石英玻璃底面的 35 mm直径培养皿中．检测前，
去除细胞培养基，加入含有 5 滋mol/L Fura 2-AM
探针的 Locke's液，在 37 ℃孵育 30 min．然后用
Locke's液洗 3次以去除细胞外的 Fura 2-AM．荧光
显微镜下记录胞内钙离子的变化，细胞内钙离子的

浓度以 340 nm和 380 nm处的荧光比值来表示．
1.2.8 c-fos mRNA含量测定．利用 Trizol从 CGN
细胞中提取总 RNA，用 M-MLV试剂盒做逆转录，
获得总 cDNA．Q-PCR条件：变性 95℃ (10 s)，退
火 55℃ (15 s)，延伸 72℃ (20 s)． c-fos 引物：上游
引物： 5忆 GGTTTCAACGCGGACTACGAGG 3忆；
下游引物：5忆 TGACAGGGGAGCCCATGCTG 3忆；
茁-actin引物：上游引物：5忆 CACCCGCGAGTACA-
ACCTTC 3忆；下游引物：5忆 CCCATACCCACCAT-
CACACC 3忆．

1.2.9 数据分析．所有数据以 x 依 s 形式表示，通
过 Student's t-test的方法检验组间显著性差异，以
P < 0.05为显著性标准．

2 结 果

2.1 小脑颗粒神经元的培养

2.1.1 PLL包被对 CGN生长的影响．在神经元培
养板包被问题上，不同实验室使用的 PLL包被浓
度差异很大，有 5 mg/L[4]、10 mg/L[5]、25 mg/L[6]、

50 mg/L[7]、100 mg/L[8]、1 g/L[9]等条件．本研究显

示，不同浓度的 PLL包被 96孔培养板，效果差异
明显．在室温包被过夜的条件下，PLL 5 mg/L的浓
度包被，神经元生长聚集成团，25 mg/L浓度包被，
细胞仍有结团现象，PLL浓度增加到 50 mg/L以
上，神经元生长均匀．包被 6孔板和 100 mm直径
培养皿时，PLL浓度可以适当降低，25 mg/L浓度
包被即可(图 1a)．
2.1.2 不同细胞消化条件和操作对 CGN状态和产
率的影响．培养方法 1 将组织剪成碎块，通过
0.25%胰酶消化、吹打后接种[9]，整个过程可在 1 h
内完成，操作相对简单．但是，在胰酶消化中，破

碎的细胞会释放出黏稠的 DNA，将细胞碎块包裹
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(b)
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成团，极易堵塞吸管口，需要使用较大的吹打力度

才能打散细胞，这加剧了细胞损伤，导致细胞基础

死亡率上升，神经元的产率降低．而且，由于离心

去杂质操作少、吹打后静置时间短，体系中杂质和

细胞碎片含量高．培养方法 2的操作较细致，整个
过程约需 2 h，但具有以下优点：a．采用较低浓度
的胰酶(0.025%)，降低消化步骤对细胞的损伤；
b．在胰酶消化时加入 DNase玉，有效降解 DNA，
避免缠绕，降低吹打阻力，从而提高细胞产率；

c．多次离心，及时去除杂质，延长沉降时间，有
效减少细胞碎片．另外，重复“吹打组织、沉降细

胞”的步骤可提高神经元产量，但重复次数以 3次
为宜．实验结果显示，与方法 1相比，方法 2培养
的细胞杂质背景明显降低，细胞获取率显著提高

(图 1b)．
2.2 兴奋性毒性刺激条件的确定

2.2.1 不同刺激体系的影响．在利用兴奋性氨基酸

刺激原代神经元造模的过程中，不同实验室在刺激

溶液选择方面大致分为两类：一类是在等渗透压的

生理性缓冲液(如 Locke's 液)中刺激 15～30 min，
由于缓冲液中不含维持细胞生存的营养物质，必须

换回完全培养基继续培养[10]，即需经历 2次换液；
第二类是在完全培养基中做刺激直至检测，常见的

培养基有 BME[11]、DMEM[12]、Neurobasal等[13]．本

研究比较在 4种刺激溶液中，CGN对于谷氨酸浓
度梯度的响应情况．培养到 9 DIV (days in vitro)的
CGN细胞，分别换成 Locke's缓冲液(30 min后换
回条件性培养基)、“Neurobasal+B27培养基”和
“新配制 BME 培养基 + 胎牛血清”后继续培养
24 h，细胞活力与在条件性 BME培养基中相比都
有不同程度的降低(图 2a，对照组)，其中以“新
配制 BME培养基+胎牛血清”组下降最多．面对
兴奋性毒性刺激，条件性 BME培养基中的 CGN
对于谷氨酸浓度变化的响应最敏感，“新配制

BME+血清”体系次之，“Neurobasal+B27”和
Locke's液刺激体系的响应均较弱(图 2a)．因 此，
后续实验中选择条件性 BME培养基作为刺激溶液.
2.2.2 体外培养时间的影响．分别在 6～7 DIV[14]、

7～8 DIV[15]、9～10 DIV[12]直至 14～21 DIV[13]等时

间对原代神经元做兴奋性毒性刺激，差别很大．

图 2b表明，CGN对谷氨酸毒性的敏感性随着体外
培养时间的延长而增强．培养时间小于 7 天的
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Fig. 2 Cell viability with excitotoxic stimulation
(a) The sensitivity of CGN to glutamate was different among conditional BME, new BME with new serum, Locke's solution and Neurobasal with B27

supplement. Cell viability was normalized to the control group in conditional BME. : Conditional BME; : New BME; : Locke's; :

Neurobasal. (b) The sensitivity of CGN cultured for different time to glutamate stimulation. (c) Dose (A ) and time (B)-dependent responses of CGN to

glutamate stimulation. In Figure b and c, CGN was used at 9 DIV. In Figure b and c-B, CGN was treated with 100 滋mol/L glutamate. In all experiments,

cell viability was detected with MTT assay 24 h after glutamate treatment (except c-B, detected at the indicated time), and all experiments were repeated

for more than 3 times. **P < 0.01 by student's t-test.
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Fig. 3 Validation of the optimized excitotoxic model
(a) Time course of LDH release after glutamate exposure. (b) The dynamics of intracellular calcium after excitotoxic treatment. Glutamate was added

at the time indicated with arrow after a short-time baseline detection. The calcium curve was calculated from data of more than 7 individual cells.

(c) Effect of MK-801 (10 滋mol/L) on excitotoxicity induced by glutamate(100 滋mol/L). Cell viability was tested 24 h after glutamate exposure with
MTT assay. (d) c-fos mRNA detected at the indicated time after insult as fold of the untreatment. In all experiment, CGN were cultured for 9 days in
vitro before being treated by 100 滋mol/L glutamate, and all experiments were repeated for more than 3 times. **P < 0.01 by student's t-test.

CGN 对谷氨酸基本不响应．8 DIV 时可见少许细
胞响应谷氨酸毒性而死亡，但与对照组比较没有显

著性差别．9 DIV时，神经元的谷氨酸毒性响应显
著，100 滋mol/L谷氨酸处理 24 h的细胞活力下降
到 60%左右．此后，随着培养时间延长，CGN对
毒性的响应性逐渐增加，到 15 DIV以后对毒性的
响应达到最大值，说明 15～17 DIV以后的细胞已
经完全失去了对兴奋性毒性的调节能力[19]． Ishitani
等[19]的研究表明，体外培养的 CGN在 17 DIV之后
出现“老化”迹象，不适合实验．因此，后续实验

中，选择毒性反应适中的 9 DIV原代 CGN作为研
究对象．

2.2.3 剂量和时间效应．关于谷氨酸刺激浓度的选

择，不同报道差异也非常明显．从 滋mol/L级[16]到

10 滋mol/L级[15]、102 滋mol/L级[17],甚至用到 mmol/L
级 [18]的谷氨酸处理体外培养的 CGN．图 2c-A 显
示，利用不同浓度的谷氨酸处理培养到 9 DIV 的
CGN，兴奋性毒性随着谷氨酸浓度的升高而增
强，其中 100 滋mol/L谷氨酸刺激 24 h后的细胞活
力稳定地维持在 50%～60%的水平，兴奋性毒性适
中，因此本实验选定 100 滋mol/L谷氨酸作为优化
后的刺激浓度．进一步研究 9 DIV 的 CGN 给予

100 滋mol/L谷氨酸刺激，分别在刺激后的不同时
间测定细胞活力，结果显示，细胞刺激到 24 h以
后，活力的变化已经趋于稳定(图 2c-B)，因此选
择 24 h作为 CGN 谷氨酸刺激后细胞活力的检测
时间．

2.3 毒性标志性指标的表征

2.3.1 LDH 释放动力学变化．谷氨酸刺激下，
CGN胞膜上离子通道开放，水分子伴随离子内流
导致胞体膨胀，进而出现细胞坏死．胞浆中 LDH
释放到胞外，其胞外含量与细胞死亡程度成正比．

通过检测谷氨酸刺激后的 LDH释放动力学变化，
发现在 20～24 h附近，细胞 LDH的释放达到顶峰
(图 3a)．
2.3.2 胞内钙离子曲线．在谷氨酸刺激下，胞外

钙离子通过谷氨酸受体通道内流，本工作利用 Fura
2-AM探针监测谷氨酸刺激下的胞内钙离子曲线．
图 3b 显示，谷氨酸刺激后胞内的钙离子迅速出
现第一个钙峰，而后钙离子浓度逐渐下降，大约

20 min后胞内钙离子浓度再次升高并维持在高浓
度，即表现出“二次钙峰”的特征性变化．

2.3.3 MK-801的作用．MK-801是 NMDA受体的
特异性抑制剂，其干预实验显示， 10 滋mol/L
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MK-801本身并没有显著的细胞毒性，但能显著地
降低 100 滋mol/L谷氨酸引发的神经兴奋性毒性，
降低细胞损伤(图 3c)．
2.3.4 c-fos mRNA含量变化．谷氨酸刺激后 c-fos
mRNA是瞬时升高后降低还是持续性升高是区分
兴奋性毒性产生与否的特征性指标[20]．本研究利用

实时定量 PCR法检测 CGN在兴奋性毒性刺激下的
c-fos mRNA含量变化．结果显示，100 滋mol/L谷
氨酸处理 1、2、3、4、6 h，细胞中有 c-fos mRNA
的持续性高转录水平，其中，刺激 4 h 的 c-fos
mRNA含量最高(图 3d)．

3 讨 论

建立小脑颗粒神经元的谷氨酸兴奋性毒性模型

主要包括小脑颗粒神经元的培养环节、兴奋性毒

性刺激环节、毒性标志性指标确认环节三个组成

部分．

3.1 神经元的培养环节

为保证 CGN的生长状态和对兴奋性刺激的反
应性，要求培养的神经元生长均匀、活力高、杂质

少并尽可能提高产率．培养板包被显著影响神经元

生长和对兴奋性刺激的响应，包被效果不好时，细

胞聚集成团(图 1a)，这种状态的 CGN培养到预期
时间无法响应兴奋性毒性(数据未给出)．研究表
明，浓度高于 50 mg/L的 PLL能实现较好的包被
效果．正确包被的标准是细胞分布均匀，平板上无

明显的空白区域．对于不易包被的培养板，可以采

取“包被 - 吹干 - 包被”的循环模式．原代 CGN
培养既要追求细胞产率，又要避免损伤神经元，然

而，胰酶消化本身就在二者之间产生矛盾．解决的

方法是使用低浓度的胰酶，延长消化时间，并使用

DNase玉及时清除破碎细胞造成的 DNA缠绕．此
外，为尽可能减小对神经元的损伤，吹散细胞时应

遵循少量多次的原则．

3.2 兴奋性毒性刺激环节

为了利用 CGN兴奋性毒性模型研究神经退行
性疾病的细胞分子机制，要保持适中的毒性反应

(50%～60%的细胞存活率)，避免毒性太强．为达
到实验目的，需要确定对毒性敏感的刺激溶液介

质、恰当的神经元体外培养时间以及合适的谷氨酸

浓度．

本研究显示，培养到 9 DIV的 CGN细胞不宜
换成其他种类的等渗缓冲液或完全培养基，否则

会造成不同程度的细胞死亡(图 2a, Control 组)．

9 DIV的神经元不能添加新鲜血清，否则会造成细
胞显著死亡(图 2a，新 BME组)，原因可能是新鲜
血清中有一定含量的谷氨酸，其浓度足以造成部分

神经毒性[21]．使用 Locke's等缓冲液，一方面经历
两次换液操作会加剧细胞死亡，另一方面对于 9
DIV的神经元，Locke's液中 100 滋mol/L谷氨酸有
效引发兴奋性毒性的重复率不高(50%左右)．使用
“Neurobasal+B27”培养基，细胞培养过程中可以
换液，但是由于 B27中含有一定量的抗氧化剂和
促进细胞活力的生长因子，因此可能对由氧化应激

参与介导的兴奋性毒性产生干扰．另有报道，商业

途径购买的 Neurobasal培养基中含有较高浓度的半
胱氨酸(260 滋mol/L)，其浓度将对成熟神经元造成
兴奋性毒性[22]．培养原代神经元时，一般选择营养

成分较低、只适合神经元生长而抑制胶质细胞的培

养基，因此高营养成分的 DMEM 培养基并不适
用，而且有研究表明营养成分较高的 DMEM 和
“Neurobasal+B27”培养出的神经元不容易诱发兴
奋性毒性，往往要体外培养 2～3周时间并用很高
浓度的兴奋性氨基酸刺激才能检测到毒性发生[13].

CGN对兴奋性毒性的反应程度与其培养时间
和刺激剂浓度直接关联．随着体外培养时间的延

长，CGN对于刺激剂的敏感性逐渐增加(图 2b)．
培养时间过短的 CGN，完全无法响应 100 滋mol/L
谷氨酸的刺激；反之，培养时间过长的神经元，对

各种刺激的敏感性增强，甚至换液操作都会造成部

分细胞死亡．因此选择对兴奋性毒性响应适当(存
活率 50%～60%)的 9 DIV神经元做刺激比较合适
(图 2b, 2c-A )．关于刺激剂浓度的影响，谷氨酸浓
度越高，CGN兴奋性毒性越剧烈．实验结果显示，
在 100 滋mol/L谷氨酸的刺激条件下，细胞的存活
率适中(图 2c-A )，适合于研究毒性过程中相关介导
分子的动力学变化过程．

对于 CGN兴奋性毒性模型的检测时间应根据
研究目的来确定．谷氨酸刺激时间达到 24 h 后，
细胞活力下降幅度趋于稳定，因此 24 h是检测细
胞活性的合适时间．其他指标的检测时间应根据对

象灵活调节．例如检测胞内钙信号变化则应在刺激

后即时记录；检测 c-fos mRNA的含量则应在刺激
后 0～6 h内不同时间段取样；检测介导毒性的信
号蛋白，则应根据其胞内变化特点做相应调整．研

究表明，在使用优化后的条件连续进行的 18次造
模实验中，神经元全部响应谷氨酸兴奋性毒性，

100 滋mol/L谷氨酸刺激 24 h 后细胞活力稳定在
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60%左右(数据未给出)．
3.3 兴奋性毒性确认环节

需要通过特异性指标证明细胞死亡的机制确为

兴奋性毒性反应．谷氨酸兴奋性毒性主要是由于兴

奋性神经递质持续地激活并开放谷氨酸受体(主要
是 NMDA受体)，导致钙离子内流而引起的．使用
NMDA受体特异性抑制剂 MK-801 有效降低毒性
死亡率(图 3c)，能够证明介导毒性离子通道的特异
性．谷氨酸刺激下的胞内钙离子浓度变化也是兴奋

性毒性发生的关键指标．谷氨酸刺激后，钙离子内

流，浓度迅速升高，但是在胞内钙离子“缓冲机

制”内质网和线粒体的缓冲作用下，出现了暂时性

的下降，然而随着谷氨酸的持续刺激，钙离子的内

流超出了“缓冲机制”的调控范围，胞内钙离子浓

度重新升高，继而持续地维持在高浓度(图 3b)．这
种“二次钙峰”的动力学曲线是兴奋性毒性作用发

生的特征性标志 [23]，而且只在成熟的神经元中呈

现，非成熟的神经元不能响应毒性，虽然也能在兴

奋性氨基酸刺激下产生钙波动，但不会出现“二次

钙峰”[23]．兴奋性毒性下，钙离子内流的直接结果

之一是调节早期应答基因 c-fos 的转录活性．低剂
量、非毒性浓度的谷氨酸只引起神经元中 c-fos 在
30 min左右的瞬时性转录升高，在随后 30 min内
迅速降低到基线水平；而毒性剂量的兴奋性氨基酸

引起的 c-fos 基因转录则导致其 mRNA含量的持续
性增高 [20]．本研究的结果显示，直到刺激后 6 h，
c-fos 的 mRNA含量一直处于高水平，并在 4 h达
到最高(图 3d)，与 Rogers等[20]的报道一致，从而证

明了兴奋性毒性的产生．

综上所述，本工作通过对建立小脑颗粒神经元

谷氨酸兴奋性毒性模型关键环节的实验条件进行对

比验证，最终得出优化的工作条件：培养 CGN
时，使用 50 mg/L以上浓度的 PLL包被；采用较
低浓度胰酶(0.025%)，37℃水浴振摇消化 15 min，
消化体系中加入 DNase玉降解破碎细胞释放的
DNA；在组织剪碎、消化、吹打后分别进行离心
操作，并延长吹打后的沉降时间至 15 min，从而减
少杂质和细胞碎片；经由 3次“吹打 -沉降”步骤
提高神经元产率．谷氨酸刺激时，采用条件性

BME培养基作为刺激溶液；选择培养到 9 DIV的
CGN作为造模细胞；使用 100 滋mol/L谷氨酸刺激,
24 h后检测细胞活力，并可以通过检测 LDH释放、
胞内钙离子动力学、MK-801 干预效果、 c-fos
mRNA含量变化等方法确认谷氨酸兴奋性毒性的

发生．实验结果表明，优化后的兴奋性毒性模型稳

定性好、重复率高、具有普遍意义．在实际工作

中，各个实验室的具体条件和所用试剂可能有差

别，可根据上述优化原则，做相应调整．
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Optimization of a Glutamate Excitotoxicity Model
in Cultured Cerebellar Granule Neurons*

WANG Tie-Peng1, 2), ZHANG Ting1), CHEN Chang2)**

(1) Shihezi University School of Medicine, Shihezi 832002, China; 2) Institute of Biophysics, The Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China)

Abstract Glutamate excitotoxicity of cerebellar granule neurons (CGN) is often used as a model for studying the
pathogenesis of acute, chronic neurodegenerative diseases and inflammation-induced neurological diseases.
However, reports of culture methods for CGN and conditions for their stimulation vary considerably, making it
difficult to compare reports from different laboratories. Here, we compare different methods and optimize the
model as follows: Culture plates were coated overnight at room temperature with Poly-L-lysine at a concentration
of over 50 mg/L. Cerebellum tissues were then shredded and digested with trypsin (0.025%) for 15 min at 37℃
with shaking in the presence of DNase玉 to eliminate DNA released from broken cells. In order to remove
impurities and cell debris, samples were centrifuged respectively after tissue shredding, digestion and mechanical
dispersion. Samples were then homogenized by pipetting and allowed to settle three times to increase the yield of
CGN. Best results were achieved when settling time was extended to 15 min before collecting the supernatant cells.
Conditional BME was used as the culture medium since our data showed that CGNs are more sensitive to
glutamate in conditioned than in fresh BME, neurobasal medium or Locke's buffer. Cells cultured for 9 DIV (days
in vitro) were treated with 100 滋mol/L glutamate to generate moderate excitotoxicity. The model was validated by
examining intracellular calcium dynamics and c-fos expression. Results show that this method is stable and
reproducible and may be helpful for researchers using the excitotoxicity model to study neuropathological
processes.
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