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短时血清培养与多聚赖氨酸对耳蜗螺旋神经节细胞

活性与贴附性的作用

江远明!唐世雄!魏晓菲!罗!琳

摘!要!目的!体外分离大鼠耳蜗螺旋神经节细胞(@BRU8E38J3ERDJ J>VUDJ@! AdF)!探索急性分离后短时血清培养可提高耳

蜗 AdF的活性!同时观察多聚赖氨酸对耳蜗 AdF的贴附性影响!为采取膜片钳技术研究耳蜗 AdF电生理特性提供实验平台"

方法!采用急性分离的方法获得耳蜗 AdF后!进行短时间的血清培养!同时在培养皿的底部加入多聚赖氨酸" 分别比较耳蜗

AdF在活性和贴附性上与未进行血清培养及未加多聚赖氨酸时的差异" 结果!急性分离后的耳蜗 AdF!短时血清培养后比不培

养的能获得更好的细胞状态!可以记录出稳定的电流曲线!并且能持续良好的细胞活性约 (M!而不加血清培养的细胞!良好活性

只能持续约半小时" 在培养皿底加用多聚赖氨酸!可明显提高耳蜗 AdF的贴附性" 结论!急性分离方法得到的耳蜗 AdF!通过

加血清短时培养及在培养皿底加多聚赖氨酸!可明显提高耳蜗 AdF的活性及贴附性!增加了细胞的记录时间和封接成功率!从

而有利于对耳蜗 AdF做进一步电生理学的研究"

关键词!螺旋神经节细胞!多聚赖氨酸!贴附性
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!!位于蜗轴与骨螺旋板相连处的耳蜗螺旋神经节

神经元 (@BRU8E38J3ERDJ J>VUDJ@!AdF)是听觉系统的

一级神经元!可将毛细胞的信号传向听觉中枢!在听

觉的产生过程中起着举足轻重的作用" 膜片钳技术

是研究细胞电生理活动的新技术" 鉴于耳蜗 AdF在

听觉的产生过程中的重要作用!应用膜片钳技术对耳

蜗 AdF在正常及干预因素作用下电生理活动的研

究!越来越受到学者们的重视
,"-

" 耳蜗 AdF良好的

活性和稳固的贴壁是决定膜片钳实验成功的重要因

素" 良好的细胞活性提供足够长的时间!可在同一个

细胞上进行对照及干预因素下的实验研究!提高电流

记录结果的准确性" 选用出生 * :, 天大鼠进行实

验!采用急性分离短时血清培养来提高 AdF的活性

和通过在培养皿底部加多聚赖氨酸来提高 AdF的贴

附性" 试图通过短时血清培养与多聚赖氨酸的使用

来提高耳蜗 AdF的活性和贴附性!为耳蜗 AdF的膜

片钳记录提供实验基础"

材料与方法

"-实验材料+(")实验动物及材料+出生 * 天的健康 A\大

鼠(宁波大学动物中心提供)!眼科剪!镊子!&(11培养皿!小

盖玻片!显微剪等" ($)全细胞膜片钳实验仪器及材料+膜片

钳记录仪为国产 7ZH

$

a型 (华中科技大学!武汉)!毛细管

(外径 "-(11)经两步法拉制而成的玻璃微电极(尖端直径约

"

/

1)"

$-方法+(")耳蜗 AdF的体外分离+取大鼠 ' 只!雌雄不

限!于 H$#r冰箱冷冻麻醉 ( :,1RJ" 常规消毒大鼠皮肤!引

颈处死后在无菌 28J6l@液中完整取出耳蜗!置于另一个盛有

28J6!@液的培养皿中" 由于出生 * 天大鼠耳蜗尚未骨化!在

.*$".
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解剖显微镜下分出基膜和螺旋韧带!保留螺旋神经节" 将完

整取出的螺旋神经节置于一无菌的空培养皿中! 用显微剪将

其尽量均匀剪碎" 随后加入到含胰酶 (浓度为 #-$(.)的培

养基中!约 &,r消化 "# :"(1RJ" 用胰酶抑制剂抑制消化作

用" "###U01RJ 离心 (1RJ 或静置约 &#1RJ 后!轻轻吸取上清!

弃掉" 随即加入含 "#.胎牛血清的 \=̂ =0g"$( AR318公司)

培养基!用带枪头的移液器轻轻吹打约 "( 次制成细胞悬液"

双层分样筛滤过除去未消化或散开的组织" 将细胞悬液接种

于已用 #-".多聚赖氨酸包被的小玻片上!小玻片预先置于一

&(11培养皿中" 将含有小玻片的培养皿置于 &,r#%(.空

气#(.二氧化碳培养箱中培养" 约 $ :&M 后将培养皿取出进

行膜片钳实验" ($)耳蜗 AdF贴附性及活性的判定+常规细

胞贴附性的判定方法是将培养皿置于倒置相差显微镜下!培

养皿中的培养基换成细胞外液后晃动工作台!贴附性好的细

胞不随工作台的晃动而移动" 膜片钳实验中细胞活性的判定

主要的依据+

0

细胞在实验中能坚持足够长的时间!在这段时

间内!实验者能够尽量完成预先设计的实验方案/

1

在膜片钳

实验中能最终记录出准确的结果!有效地防止因实验时间较

长!而致所记录电流衰减现象的发生" (&)全细胞膜片钳实验

方法及结果分析+在玻璃微电极中充灌电极内液!使其在细胞

外液中的阻抗为 & :,1

9

!然后在微操纵仪的推动下!将玻璃

微电极尖端接触耳蜗 AdF胞膜!并应用负压抽吸使电极尖端

和细胞膜形成高阻封接!封接电阻达到 "#d

9

以上!从而对膜

片造成电化学隔离" 待高阻封接稳定后!再次应用负压抽吸!

使吸附于电极尖端的一小片细胞膜破裂!即&破膜'" 此时电

极内液与细胞内液相通!形成了全细胞的膜片记录模式" 进

行电容补偿和串连电阻补偿后!从微电极处引出的全细胞电

流通过膜片钳放大器后输入电子计算机中!应用 BZE81B% 专

用膜片钳分析软件进行结果采样分析" 以上实验均在室温条

件下(控制在 $$ :$(r) 进行"

&-统计学方法+采用 A7AA "&-# 统计软件进行分析!组间

配对计数采用 "检验!以 %/#-#( 为差异有统计学意义"

结!!果

"-细胞的贴壁效果+分别将有多聚赖氨酸包被和

未被包被(作为对照)的含有培养耳蜗 AdF的培养

皿!置于膜片钳实验台的倒置相差显微镜下!轻微晃

动工作台" 将细胞随工作台的晃动而移动的细胞视

为贴壁状态不好的细胞!反之则认为细胞贴壁较好"

先取有多聚赖氨酸包被的!后取未被多聚赖氨酸包被

的" 随机选取细胞视野" 取 "& 组!将数据列入表 "!

并做统计分析"

表 Q2多聚赖氨酸组与无多聚赖氨酸组每显微镜视野下耳蜗 =[:数量

视野 " $ & * ( ' , 9 % "# "" "$ "&

多聚赖氨酸组(个0视野) % "# ' ( "$ "* % , 9 "" , 9 ,

无多聚赖氨酸组(个 视̂野) * & * & ' , * $ ( ' ( * &

!!以上结果显示!多聚赖氨酸包被组每视野下的贴

附细胞数均明显多于无多聚赖氨酸包被组(@SV?>JSl@

"S>@S!%/#-#()!有显著性差异" 从而得出结论+多

聚赖氨酸包被玻片!能显著提高急性分离 AdF的贴

附性"

$-细胞活性+通过短时的血清培养!笔者选取倒

置相差显微镜下胞体清晰!折光性好的细胞进行膜片

钳实验!大多数细胞能保持良好的细胞状态 * :'M"

在这段时间内!笔者基本能完成预先设计的实验方

案" 同时在电压钳模式下!笔者记录到噪声较小的电

流" 图 " 为耳蜗 AdF神经元膜片钳电压外向整流性

钾电流及其 eHC曲线" 从图中可以看出钾电流成明

显的外向整流特性!反转电位约 H',-&1C!与文献报

道一致
,$-

"

图 Q2=[:神经元膜片钳电压正常外向整流性钾电流

+-在耳蜗 AdF上采用的刺激方式/a-正常耳蜗 AdF上记录出的外向整流钾电

流/Z-耳蜗 AdF外向整流钾电流的 eHC曲线

!
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在用膜片钳技术研究耳蜗 AdF电生理活动的实

验中!急性分离的方法来获得细胞标本是一种非常常

用的方法
,&-

" 急性分离获取耳蜗 AdF!在膜片钳实

验中细胞状态的好坏及贴壁是否牢固是决定实验成

败的关键" 细胞状态的好坏决定了能否记录到所需

的电流!实验时间的长短!能否在实验中对所记录的

细胞实施预先设计的干预措施" 而贴附性的好坏则

决定着能否进行良好的封接(高阻抗)#破膜!这些因

素在应用膜片钳进行电生理实验中起重要作用" 为

了获得活性较好的耳蜗 AdF!实验者通常针对在获取

耳蜗 AdF标本过程中容易损伤耳蜗 AdF的几个环节

进行改进" 在取材时!实验者通常通过提高解剖动物

标本的速度来减少标本缺血缺氧时间#器械对组织的

损伤等
,*-

" 但动物断头后短暂的缺血缺氧及解剖器

械在解剖过程中对标本的损伤!是提高速度不能根本

解决的" 本实验在取材过程中!根据耳蜗 AdF的生

长发育特点建立一个接近其生理状态的细胞外环境!

使耳蜗 AdF在解剖过程中受损伤程度达到最小!并

尽可能缩短取材时间!从而达到尽可能减小损伤细胞

活性的目的"

在对耳蜗 AdF的消化处理中!通常有 & 种分离

法+机械分散法#切割分散法#酶消化法等" 前两种属

于物理分离法!一般作为辅助方法!主要的是酶消化

法
,$-

" 酶的种类选择#配备浓度及消化的时间直接

影响细胞的活性和培养细胞是否成功" 有研究者用

胰酶和胶原酶或胰酶加胶原酶0\F+酶联合应用进

行细胞的消化分离
,(-

" 经过试验认为先采取机械分

离法!再用 #-$(.的胰酶消化 "# :"(1RJ!并最好在

显微镜下监测组织消化的程度!可避免消化不充分或

过度!引起细胞分散不充分和损伤过大" 采用机械分

离加酶消化法!减小了酶量!缩短了消化时间!从而也

减小了对耳蜗 AdF的损伤" 多数研究者在急性分离

耳蜗 AdF标本再进行膜片钳实验时!通常获得细胞

悬液静置后即进行实验" 笔者在获取细胞悬液后!进

行短时的血清培养" 实验发现培养后的细胞活性明

显增强!同时还发现培养后!耳蜗 AdF的细胞形态特

征比培养前更明显!更易辨认!从而提高实验效率"

在膜片钳实验中!当玻璃电极靠近耳蜗 AdF准备封

接时的轻微震动或显微镜工作平台的微细位移或周

围环境中的震动都足以使耳蜗 AdF移位或悬浮在细

胞外液中!造成封接困难或无法进行封接" 更重要的

是细胞的良好贴壁可以防止电生理记录过程中的许

多问题!诸如漏电流过大#机械性伪迹或加药过程中

高阻抗封接的崩溃"

目前研究者在解决有关细胞贴壁实验研究的过

程中!常用的方法有鼠尾胶原#多聚赖氨酸等均可不

同程度解决细胞贴壁的问题
,'-

" 但鼠尾胶原多需自

行提纯方法较复杂!容易污染!保存时间短等!限制了

其广泛应用
,,-

" 笔者在实验过程中选用 #-".多聚

赖氨酸作为底物" 多聚赖氨酸是合成的赖氨酸多聚

体!相对分子质量为 , :&#6\8的多聚赖氨酸可作为

细胞生长基质!该多聚阳离子分子与组织切片上的阴

离子相互作用会产生较强的黏合力" 多聚赖氨酸价

格适中#使用方便#并可循环使用!可大大节省成本"

活细胞大部分都贴壁良好" 同时对实验结果不会产

生不良影响!这点从膜片钳记录的实验结果中可以看

出多聚赖氨酸既没有影响钾电流的外向整流特性!又

没有改变反转电位的值" 记出的电流清晰!噪声较

小!为膜片钳实验的继续开展创造了条件"
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