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［摘要］目的 观察体外培养神经细胞在氨作用下钙离子浓度变化与凋亡的关系，探讨氨毒性机制．方法

体外培养胎鼠神经细胞 7 d，实验分组为对照组、低氨组和高氨组；分别作用 24 h后，用流式细胞仪测定神经细

胞凋亡比率，用 Fluo-3/AM荧光探针测定细胞内钙离子浓度．结果 对照组神经细胞有少量凋亡，细胞内钙离子

浓度正常，随着 NH4CL浓度的提高，细胞内钙离子浓度明显升高，神经细胞凋亡增加．低氨组和对照组相比差

异有统计学意义（＜0.05），高氨组和低氨组比较，差异有统计学意义（ ＜0.05）．结论 氨诱导神经细胞凋亡

与细胞内钙离子浓度相关．
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［Abstract］ Objective To investigate the correlation between intracellular free calcium ion concentration and

apoptosis in neurons induced by ammonia in Vitro， to explore the mechanism of ammonia intoxication. Methods

Fetal rat neurons were cultured in vitro for 7 days，Neurons were assigned to the control group，low concentration of

ammonia group，and high concentration of ammonia group. After treated for 24 h，Flow cytometry was used to count

apoptosis cells，Flluo-3/Am was used to detect the variation of calcium in neurons. Results There was significant

difference between control group and the low concentration of ammonia group．The difference was statistically

significant between the low concentration of ammonia group and high concentration of ammonia group. Conclusion

Ammonia might induce apoptosis of fetal rat neuron in vitro；there is striking correlation between intracellular free

calcium ion concentration and neuronal apoptosis induced by ammonia.
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肝性脑病时大脑皮层神经细胞可发生凋亡，

但其机制并不清楚，钙超载是细胞发生凋亡的重

要机制之一，是否参与氨培养诱导的神经细胞凋

亡需要进一步研究，有助于深入了解肝性脑病发

生机制．
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1 材料与方法

1.1 材料

Fluo-3/AM（日本同仁化学研究所）；DMEM培

养基（HyClone公司）；氯化铵（天津化学试剂公
司）；其余试剂为国产分析纯．流式细胞仪

（Beckman，Coulter Epics XL） ．实验动物为昆明

医科大学实验动物中心提供的孕 13～15 d昆明种

小鼠．

1.2 方法

1.2.1 神经细胞培养和鉴定 孕期 13～15 d小鼠

处死后取出胎鼠，剪断胎鼠头，放入酒精消毒，转

入 D-Hanks 液培养皿中，在显微镜下剥离脑膜，

用显微镊子夹取并剪碎大脑皮质，吹打成细胞悬

液，加入培养液，调整细胞浓度约 10 万个 /mL，

接种于 24孔培养板，定期换液，在第 3天换液时

加阿糖胞苷换液，细胞培养7 d后行神经微丝蛋白免

疫组化染色鉴定，经统计细胞阳性率大于90 %.

1.2.2 实验分组 培养 7 d后的神经细胞分为对照

组（不加任何处理）；低氨浓度组，加入 NH4Cl终

浓度为 2.5 mmol/L；高氨浓度组，加入 NH4Cl终浓

度为 5 mmol/L．
1.2.3 神经细胞凋亡检测 各组细胞分别培养 24

h，弃培养基，磷酸盐缓冲液冲洗，胰蛋白酶消化，

收集细胞制成细胞悬液，调整细胞浓度为 100万个

/mL．70%冰乙醇固定，磷酸盐缓冲液轻洗 1 次，

加 TdT在 37℃孵育 1～2 h，用 1 mL含 5 mg/mL

PI， 0.1% RNase A的磷酸盐缓冲液重悬．在流式

细胞仪上机检测凋亡细胞百分数．

1.2.4 细胞内钙测定 各组细胞分别培养 24 h后

去培养基，磷酸盐缓冲液洗 2次，胰蛋白酶消化，

用无钙磷酸盐缓冲液终止消化，并制成细胞悬液，

低速离心后弃上清液，收集细胞，重悬，调整细胞

密度为 50万个／mL．加入 Fluo-3/AM （终浓度为

5 mol/L） ，避光孵育 l h．取出细胞悬液离心，无

钙磷酸盐缓冲液洗涤 3次，重悬至 1 mL后，用流

式细胞仪检测各组细胞的荧光强度值．

1.3 统计学处理

所得数据以（x±s）表示，采用 SPSS软件进
行分析，计数资料采用 检验，组间比较用单因素

方差分析， ＜0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 神经细胞凋亡情况

对照组仅有少量细胞凋亡，低氨、高氨培养

组均可引起神经细胞的凋亡，且随着氨浓度的增

加，细胞凋亡更加明显，见表 1，图 1.

2.2 细胞内钙离子浓度

低氨组和高氨组细胞内钙离子荧光强度均升

高，低氨组和高氨组与对照组相比差异显著，高

氨组与低氨组比较，差异有统计学意义 （ ＜
0.05），见表 1.

表 1 氨培养神经细胞凋亡及坏死结果（x±s）
Tab. 1 The result apoptosis and necrosis of cultured

astrocytes induced by ammonia（x±s）
分 组 凋亡（%） 细胞内钙离子（荧光值）

对照组 9.2±0.6 4.7±1.4

低氨组 18.2±4.1* 6.1±1.2*

高氨组 21.9±3.8*△ 9.4±1.8*△

与对照组比较，* ＜0.05；与低氨组比较，△ ＜0.05.

图 1 流式细胞仪观察细胞凋亡

Fig. 1 The apoptosis of cells detected by flow

cytometry

A:低氨组神经细胞凋亡；B:高氨组神经细胞凋亡.

A B

3 讨论

肝性脑病患者常出现意识障碍，智力、言语、

认知功能减退，精神、行为异常．影像学和病理学

检查发现部分患者脑皮层变薄，神经细胞减少[1]．

体外实验显示氨可引起神经元的凋亡，表明氨对神

经细胞的直接毒性是肝性脑病的发生机制之一[2，3]．

笔者的研究发现，在正常情况下，神经细胞可发生

少量凋亡，氨培养组凋亡细胞数量明显增加，以高
氨组更为显著．但氨导致神经细胞凋亡的机制目前

并不清楚．Ca2+是细胞内重要的第二信使，其主要

参与神经递质的合成与释放、细胞内外信息的传

递、酶的代谢与调节等，而细胞内钙离子超载则是

导致细胞死亡的最后共同途径[4-6]．因此，测定氨

培养神经细胞内 Ca2+浓度，探索钙超载与细胞凋
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亡的关系，对于了解肝性脑病的发病机制具有重要

意义．

本实验证实氨培养的神经细胞内钙离子浓度升

高，并与神经细胞凋亡相关，在高氨组尤其明显，

推测这种升高可导致细胞的结构损伤和功能代谢改
变．正常神经细胞内的游离钙离子浓度很低，只有

细胞外钙离子浓度的 1/104．如此高的电化学梯度

是依赖于细胞对钙离子的主动排出和细胞对钙离子

的相对无通透性来完成的，细胞内的钙离子平衡对

维持正常细胞生理功能非常重要．高氨环境中，神

经细胞谷氨酸盐释放增加，过度激活神经细胞上的

离子型 NMDA受体和代谢性谷氨酸受体，Ca2+内

流和细胞内钙池释放钙离子增加，细胞内游离钙离

子浓度升高．触发一系列生化过程包括激活蛋白

酶、磷脂酶，产生花生四烯酸的代谢产物，自由基

形成，线粒体功能障碍，能量耗竭，最终导致神经

细胞细胞凋亡和坏死[7-11]．钙离子浓度增加还激活

NO-CGMP途径，促进谷氨酸盐的释放，进一步加

重神经毒性[12]．钙超载对神经细胞凋亡的途径还可

能有：激活 Ca2+-Mg2+依赖的内源性核酶内切酶，

使 DNA降解导致神经元凋亡 [13]．激活 Caspase蛋

白 E ，导致聚 ADP- 核糖聚合酶裂解 [14-16]．参与
Ca2+钙调素依赖的磷酸酯酶的作用，是磷酸化的物

质脱磷，引起凋亡．

氨中毒导致神经细胞凋亡是肝性脑病的发病机

制之一，其确切机制尚不清楚．笔者发现细胞内钙

离子浓度升高与凋亡发生具有相关性是其中的重要

因素之一，钙离子通道抑制剂在肝性脑病时神经细

胞保护、抑制细胞凋亡方面值得进一步研究．
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