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　　【摘要】　目的　研究硒对大鼠海马神经细胞生长、存活及突起发育的影响。方法　利用新生大

鼠海马神经细胞原代培养技术 ,培养液内加入不同浓度的硒 (6215、12510、18715μg/ L)和碘加硒 ,观察

有血清和无血清条件培养下海马神经细胞的生长、存活数 ;同时还测量了接种后 4个不同观测点的平

均最长突起长度。结果　硒不仅对海马神经细胞早期突起生长有显著的促进作用 ,在接种 16、24、36、

48 h后有明显突起伸长趋势 ,各硒组与对照组相比平均增加 15～20μm ,而且无论有无血清 ,硒均能延

长神经细胞存活时间 ,提高存活率。结论　硒对海马神经细胞的早期突起生长、存活有重要作用。
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Studies on survival and outgrowth of processes of cultured rat hippocampus neurons in containing selenium
and free serum medium 　　 TIAN Dongping 3 , SU Min , SONG Tianbao , LI Guangyuan , XU Xiaohu1
3Department of Pathology , Shantou University Medical College , Guangdong 515031 , China

【Abstract】　Objective 　To study the effect of selenium on cultured newborn rat’s hippocampus neurons
survival and outgrowth development1 Methods　Using the technique of primary culture of hippocampal neurons of
newborn rat1The different dose of Se(6215μg/ L ,12510μg/ L ,18215μg/ L) were added into the medium at same
time1We not only investigated the number of survival of neurons on 1 - 14 d and 1d to 10 d in with and without
serum containing2Se medium , but also observed the longth outgrowth of the neurite at 16 h、24 h、36 h、48 h during
culture1 Results　Selenium could obviously enhance the outgrowth of early processed in 10 % fetal serum medium
and average longth of neurite outgrowth is 15 - 20μm more longer than control groups( P < 0101) and selenium
could also increase the livability of neurons and prolong survival time of cultured neurons in serum2free medium1
Conclusions　Selenium may play a very important role for early processed growth and development of hippocampal
neurons1
【Key words】　Selenium ;　Hippocampus ;　Neurons ;　Survival rate ;　Neurites

　　碘对脑神经细胞生长发育的影响已得到公认 ,

但硒或硒与碘合用对海马脑神经细胞体外发育的影

响未见报道。因此 ,本实验观察了含硒及碘加硒的

营养介质中培养的大鼠海马神经细胞在有血清和无

血清条件下体外生长及存活的状况并试图了解碘与

硒合用的可能的协同作用 ,现报告如下。

材料与方法

一、海马神经细胞的培养

11有血清条件下的培养及实验分组 :培养方法

参考 Banker[1 ]的方法加以改进。采用生后 24 h 内

SD健康大鼠 (汕头大学医学院动物中心提供) ,雌雄

不拘 ,全身消毒后断头取脑 ,仔细分离出双侧海马置

于培养液中 ,剪碎成糊状 ,移入 10 ml 离心管中再用

D2hanks液洗 2 遍去除杂质 ,加入 0125 %的胰蛋白

酶。室温消化 20～25 min ,每 5 min振荡 1次 ,以含

血清的培养液中止消化 ,离心倾去上清 ,加入种植培

养液[80 %DMEM培养基高糖型 (美国 GIBC产品) ,

20 %小牛血清 ,内加胰岛素 80 U/ L (上海生化制药厂

产品) 、青霉素、链霉素各 100 U/ ml ]。用细口吸管反

复吹打 ,制成单细胞悬液 ,过滤后调节细胞密度为

(018～110) ×106/ ml 接种于底部放有盖玻片的 24

孔或 6孔板中 (盖玻片事先滴加自制鼠尾胶原溶液

后干燥固化) ,每孔 500μl加入培养板。置 37℃、5 %

CO2培养箱中培养 ,以接种当天为第 1天 ,2 d后换

成含 10 %的小牛血清的生长培养液 , (含 10 %小牛
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血清 ,其余同接种培养液。在 2周后补加谷氨酰胺

100μg/ ml。)每 3～4 d换液 1次 ,每次更换 1/ 2培养

液。在培养的第 5天加入阿糖胞苷 (10μmol/ L的终

浓度) 。48 h后全部换原培养液 ,以抑制非神经元生

长。

实验分组①空白对照组 :只加培养液 ;②不同浓

度的硒组 :选择 Se1 6215μg/ L、Se2 125μg/ L、Se3 18215

μg/ L的终浓度加入 ; ③碘组 :以 80 mg/ L 的终浓度

加入 ;④碘 + 硒组 : I (80 mg/ L) + Se1 (6215μg/ L) 。

亚硒酸钠 (Na2 SeO3) 和碘化钾 ( KI ,分析纯 ,沈阳试

剂二厂) 。自细胞接种开始即给各相应实验组培养

液内加入以上不同浓度的 Se、I并随培养液的更换

即时加入相应的实验因子。

21无血清条件下的培养及实验分组 :与有血清

培养同时接种的海马神经细胞培养 5 d后 ,撤去含

血清培养液 ,用D2hanks液洗 3遍后加入无血清培养

液[100 %DMEM +谷氨酰胺 100μg/ ml (Sigma产品) ,

胰岛素 80 U/ L ,牛血清白蛋白 01001 %(Biotechnology

Grade) 、青霉素、链霉素各 100 U/ ml ]。同时加药。

以后每天换液。分组如下 : ①空白对照组 (缺 Se

组) :只加无血清培养液 ;②Se组 :分别加硒 6215μg/

L ,125μg/ L ,18215μg/ L ;③I组 :加碘 80 mg/ L ; ④I +

Se组 :加入 80 mg/ L碘 + 6215μg/ L硒。

31神经元生长的形态观察及存活数的测量[2 ] :

每天定时在倒置显微镜下观察各组神经细胞生长发

育状况并照相。存活数的计算采用 2种方法 :一是

在培养的 1、3、5、7、14 d时 ,直接在倒置显微镜下 (25

×10)计数。每组随机选 30个视野记数存活的神经

元数 ,取平均值比较。二是在同样观察时间点对标

记视野的存活神经细胞进行计数。计数的细胞为有

明显光晕、有立体感、突起细长、均匀、远离胞体、生

长状态良好的神经元。取各组平均值进行比较。

41神经元最长突起长度的测量[3 ] :在倒置显微

镜下 ,各实验组随机选择 50个细胞 ,利用目镜上的

直尺型测微尺分别在加药后的 16、24、36、48 h测量

形态可辨神经元的最长突起长度 ,取平均值进行比

较。

51统计学处理 :利用医学统计软件 PEMS211对

神经细胞存活数 ,突起长度进行方差分析。

结 果

11硒对培养海马神经元形态的影响 :海马神经

细胞接种后 2 h开始贴壁。12 h后见个别细胞伸出

突起 ;24 h后大多数细胞已贴壁 ,并见少部分细胞长

出 1～2个突起。2 d后长出突起的可辨认神经细胞

进一步增多。3 d后 ,锥体细胞形态渐典型 ,胶质细

胞开始铺展。可辨认的神经细胞大多为锥体形、多

边形、三角形 ,也可见短梭形的细胞。神经元胞体饱

满 ,有立体感 ,突起细长均匀 ,少数神经元突起可见

1～2 个分支 (以上形态的神经细胞经神经丝蛋白

NF200 和神经元特异性烯醇化酶 (NSE)免疫细胞化

学染色确定为神经元) 。7 d后整个培养板底层铺满

神经胶质[经胶质醋酸纤维蛋白 ( GFAP)免疫细胞化

学染色证明为胶质细胞 ]。神经元 5～10个成团簇

状 ,突起联接成网络 ,层次分明。14 d后 ,随着培养

时间的延长 ,神经元胞体逐渐增大 ,胞突和分枝明显

延长并增粗 ,形成更加稠密的网络 ;但胶质底层由于

过多而开始分离成束状皱缩 ,在平整处可见以上神

经元网络 ;同时并见到部分神经元有衰变、颗粒增

多、有空泡、核偏位等变化。22 d时 ,神经元所剩无

几 ,大多为胶质细胞及纤维细胞 ,个别存活下来的神

经元也衰老、退变、突起短、僵硬、粗细不均。加碘加

硒组的海马神经元其生长发育过程基本同空白对照

组 ,所不同的是在培养早期加硒组神经细胞突起生

长早且长 ,存活细胞数多。在培龄 14～20 d时细胞

衰老变化轻 ,仍能看到生长状态良好的神经细胞。

无血清培养的前 2 d ,缺 Se 空白对照组与有血

清同时接种的细胞比较 ,神经细胞体积、数量、突起

差异无显著性。但 3 d后观察神经元细胞内空泡、

颗粒含量增加 ,细胞体积小 ,胞体折光弱 ,突起变粗

不均匀、僵硬、模糊 ,胶质细胞群皱缩 ,核仁清 ,透明

较差。相应的加硒组 ,神经细胞存活数量不变 ,胞体

形态典型饱满 ,突起细较均匀 ,形态清楚 ,胶质细胞

范围大。5 d后 ,无血清缺硒组神经细胞存活明显减

少 ,细胞内颗粒进一步增多 ,可见空泡、突起变短、僵

硬、细胞体积变小 ;而加硒组 (6215μg/ L、125μg/ L

组)细胞数减少不多 ,突起仍较细长 ,胞体饱满 ,但胞

浆内也出现少数颗粒。至无血清培养第 7天 ,缺硒

对照组细胞大大减少 ,细胞稀疏 ,内含较多颗粒和空

泡 (图 1A、B、C) 。而加碘、加硒组存活细胞数无明显

减少 ,碘硒合加组类似单纯加碘组 ,未见有明显协同

作用 (图 1D、E、F) 。

2.硒对神经元存活数的影响 :实验检测了有血

清条件下海马神经细胞在含硒介质中培养的 1、3、

7、14 d后各实验组平均每视野细胞存活数 ,结果见

表 1。
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A、B、C分别为无血清培养 1 d、3 d、7 d时的大鼠海马神经细胞 ,随时间延长 ,生长状态不佳 ,存活细胞数减少 ;D、E、F为相应

的加硒组海马神经细胞 ,其生长状态良好 ,存活细胞数多 AD为免疫细胞化学染色 ,BE为甲苯胺蓝染色 ,CF为镀银染色

图 1　硒对大鼠海马神经细胞生长存活的影响 (×400)

表 1　大鼠海马神经细胞在有血清培养的含硒介质中的存活数/平均每视野 ( �x ±s)

1 d 3 d 7 d 14 d n P值

对照组 1514±218 3219±819 6914±1119 3414±711 30
碘组 2616±419 6915±1419 11811±2017 5614±512 30 < 0105
硒组 2818±618 8718±1315 14911±2818 8014±1916 30 < 0101
碘 +硒组 3418±812 5014±1119 10015±1412 5412±1113 30 < 0105

　　P值为与对照组比较

　　同时实验还观察了无血清条件下硒对海马神经

元存活百分率的影响 (标记视野)结果见图 2。在培

养的头 2 d各实验组及缺硒对照组标记视野中细胞

存活数不变 ,即 100 %存活。从第 3天开始缺硒对照

组细胞开始减少 ,存活率为 86 % ,而其余各组无明

显变化。第 10天时对照组细胞减少至 21 %。实验

组除 Se3 组 (185μg Se/ L)细胞存活率略有减少外 ,

Se1、Se2组存活率在 36 %～70 %之间 ,明显高于缺 Se

对照组。结果提示 ,适量的硒对神经细胞的存活具

有明显的保护作用。

31硒对大鼠海马神经元最长突起长度的影响 :

实验检测了各实验组大鼠海马神经元在加药后的
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16、24、36、48 h 4个观测点的最长突起长度 ,结果如

表 2。

图 2　无血清培养 1～10 d硒、碘对海马神经细胞

存活百分数的影响 (固定视野)

表 2　有血清条件下硒对大鼠海马神经元平均
最长突起长度的影响 (μm , �x ±s)

16 h 24 h 36 h 48 h P值
对照组 4210±1211 5212±1512 6415±1912 7319±2516
Se1 5814±1618 6812±2016 8213±2516 8419±2916 < 0101
Se2 5010±1211 6714±1914 8116±2512 9318±3010 < 0101
Se3 8418±1210 6116±2012 8114±2516 8015±2716 < 0101
I 4818±1218 6818±1716 7115±2614 8810±28180 < 0101
I + Se1 5618±1516 7418±2212 7410±2314 8610±24160 < 0101

　　P值为与对照组比较

加硒组神经细胞突起出现的时间较对照组早且

多 ,突起长 ,网络形成也早 ,神经元存活密度高。在

培养的 16、24、36、48 h后所测得神经元最长突起长

度均较未加硒组突起长。平均突起长度较对照组长

15～20μm。统计学处理差异有显著性 ( P < 0101) ;

在 36 h和 48 h后最明显。尤其是 6215μg/ L和 125

μg/L Se 组更突出 ,各浓度加硒组间差异无显著性

( P > 0105) ,而加碘组在 24 h和 48 h两个观测点值

最高。同时加碘加硒组其突起长度增长也与对照组

差异有显著性 ( P < 0101) ,但与单碘、单硒组差异无

显著性 ( P > 0105) ,未发现明显协同或拮抗作用。

讨 论

硒是人类和动物维持生命所必需的微量元素。

缺硒可能与碘缺乏性弱智2亚克汀病的发生发展有
关。实验已经证实甲状腺激素代谢的脱碘酶Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ型 ( IDⅠ、IDⅡ、IDⅢ)均为含硒酶 ,而且 IDⅡ在中

枢神经系统的大脑皮质等部位含量最高[426 ] ,从而推

测 ,硒的缺乏可通过甲状腺激素代谢进而影响脑的

发育。Mitchell等[7 ]动物实验证明 :缺硒对仔鼠脑发

育的影响比缺碘大。缺硒可致仔鼠在出生后数天脑

源性神经生长因子 (BDNF) mRNA表达下降 ,硒碘联

合缺乏还导致大鼠脑内髓鞘碱性蛋白 mRNA表达下

降。缺硒可加重缺碘对脑的损害。但碘缺乏病区硒

的营养状况调查发现 ,硒与克汀病发生的关系除脱

碘酶外还有许多不明之处[8 ]。为了深入探寻硒对神

经细胞生长发育的影响 ,我们选择与学习记忆密切

相关的重要脑区———大鼠海马部位的神经细胞进行

体外分散培养 ,向培养液中加入不同剂量的硒、碘 ,

观察了硒在有血清及无血清条件培养下对大鼠海马

神经细胞体外生长、存活及突起发育的影响。结果

发现 ,硒能够促进神经元的存活 ,使存活数增加。不

同观察点加硒实验组平均每视野存活数明显高于空

白对照组 ,统计处理差异有显著性 ( P < 0101) 。为

了排除血清的影响 ,无血清条件下固定标记视野内

神经细胞的存活百分数的结果发现 ,从第 3天开始

不同浓度的加硒组能够减少神经细胞的死亡 ,使存

活百分率升高。这提示 ,无血清条件下 ,在含硒营养

介质中生长的海马神经细胞受到硒的保护作用 ,存

活率提高。

神经细胞突起的发育状况 ,树突的数量和形状

变化可以反映大脑功能变化 ,而且与动物学习能力

有关。刘德润、高建国[9 ]给鸡胚早期卵黄囊内注射

硒 ,发现硒确能促进鸡胚脑锥体细胞主干树突和基

树突分枝生长 ,同时对胶质细胞树突分枝也有明显

促进作用。我们发现硒能明显促进神经元的早期突

起长度提高存活率。各浓度加硒组间差异无显著性

( P > 0105) ,同时加碘加硒组其突起长度增长也与

对照组差异有显著性 ( P < 0101) ,但与单碘、单硒组

差异无显著性 ( P > 0105) ,未发现明显协同或拮抗

作用。

硒对神经元存活的影响这一过程有许多复杂的

环节。硒是以硒蛋白的形式发挥作用 ,在脑中可能

还有其他硒蛋白起作用。杨晓光等[10 ]详细研究了

大鼠脑中的硒蛋白发现 :硒耗竭后补硒时硒蛋白 P

和 IDII最先利用硒 ,cGPX、phGPX次之 ,硒蛋白W最

后利用硒。这提示在脑中硒蛋白 P和 IDII较其余 3

种硒蛋白更重要。我们实验初步观察发现神经元在

含硒营养介质中存活延长 ;推测这种保护作用是 :硒

通过 PGX对神经细胞膜的保护作用 ,可能是通过

IDII使 T3生成而促进神经细胞生命延长 ,可能是通

过其他未知的硒蛋白途径发挥作用。我们进一步的

实验发现硒可能通过第三信使———转录调节因子基
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因 c2fos/ c2jun的活性表达而影响靶基因的活化 ,对

神经元生存起保护作用 (待发表) 。我们课题组成员

在研究硒对大鼠皮层细胞影响时还发现 ,硒能促进

神经生长因子 (NGF) 、胰岛素样生长因子受体

( IGFR)表达进而直接作用于神经细胞 ,促进神经细

胞生长发育与分化 (待发表) 。适量的硒营养 ,对人

脑的胚胎发育 ,神经细胞的分化、迁移、突触联系的

形成可能有重要作用 ,其详细机制有待进一步深入

研究。
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新疆巴州 1998～2000年肉毒中毒流行病学分析

李欣　邵昕

　　新疆天山南部巴音郭楞蒙古自治州 (简称巴州)肉毒中

毒病例极少报道 ,但 1998～2000年却连续发生了 13起 ,中毒

45人 ,其中 12人死亡。为摸清发生原因和规律 ,探讨防治措

施 ,对中毒病例收集、整理、统计 ,结合卫生学调查及有关资

料进行分析。

1. 材料和方法 :根据 1998～2000年病因明确的中毒病

例 ;卫生学调查及实验室检测结果等材料 ,结合国内外有关

资料 ,用流行学方法进行处理和分析。

2.结果 :

(1)中毒原因 :13起肉毒中毒均为生食家制臭豆腐、臭豆

豉而致 ,其中臭豆腐引起 10起 ,臭豆豉引起 3起。

(2)临床症状 :患者大多以头痛、头晕、四肢无力、复视、

视力模糊、重者兼有吞咽困难及语言障碍等神经中毒症状入

院。

(3)流行病学特征 :中毒病人男性 36人 ,女性 9人 ;年龄

最大 72岁 ,最小 5岁 ,30岁左右青壮年居多 ;45例病人分别

来自四川、江苏进疆打工的汉族民工和部分在疆工作退休工

人 ;发病潜伏期最长 72 h ,最短 12 h ,平均潜伏期 42 h ;潜伏期

的长短与症状、预后、病死率呈反比 ,13起中毒均系家庭集

体中毒 ,凡进食者均有症状 ,不食者不发病 ;中毒多发于冬、

春两季。

(4)实验室检测 :采集可疑食物 22份进行肉毒梭菌培养

和毒素鉴定 ,其中臭豆腐 10份、臭豆豉 2份均检出肉毒梭菌

和 A型肉毒强毒素 ,1份臭豆豉检出 B型肉毒强毒素 ,豆瓣

酱及咸肉 (菜)等 9份食物均未检出。

3.分析 :中毒患者在原籍或来巴州后都有制作和食用臭

豆腐、臭豆豉的习惯。制作的方式亦是将豆腐切成块状蒸

熟、黄豆煮熟分别装入容器加盖密封 ,在火炉或暖气包旁发

酵 10～15 d ,有异臭味后加入调料再密封至入味 ,开封即可

食用。原料、配方、工艺等均遵传统。食用方法亦是从容器

内取出直接食用 ,但此前从未中毒。究其原因 :关键是制作

的主要原料黄豆所致。20世纪 90年代初 ,巴州市场黄豆主

要来源于内地 ,而近年 ,新疆地产黄豆 (主要是天山北部)已

占很大份额。随机采样 8份 ,其中 1份检出肉毒梭菌。新疆

防疫站 1975年对天山北部 26个县的土壤、食物等 1 723份

样品进行肉毒梭菌污染状况检测 ,阳性为 16. 8 %。而天山南

部 7个县的 222份样 (巴州 23份)均未检出。1984年天山北

部某地在引起奶牛中毒的豆腐渣中检出 A型肉毒毒素。因

此 ,可以说巴州 13起肉毒中毒的根源是来自新疆天山北部

被肉毒梭菌污染的黄豆。

加强肉毒中毒防治的宣传 ,提高全民的自我保护意识 ,

特别是进疆打工的流动人员、企业退休职工等群体保护意

识 ;改革传统的制作方法 ;注意肉毒梭菌对生态环境的污染

状况等尤为重要。
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