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摘要摘要 为了探究模拟微重力对新生乳鼠海马脑区的影响，将新生1 d SD（Sprague Dawley）鼠的海马脑区分别做组织块培养和

原代细胞培养，将培养物随机分为模拟微重力组1 d组和地面对照组。回转1 d后，用苏木精-伊红染色法（HE染色）、显微镜观

察等方式检测组织块表面及内部形态变化，并用流式细胞术检测原代细胞的凋亡情况。通过明场和相差显微镜观察到与对照组

相比，组织块经过1 d的模拟微重力刺激后，其厚度发生变化，组织块边缘变薄，透光度增加；HE染色结果显示，与对照组相比，

模拟微重力组组织块内部细胞分布散乱。流式细胞仪检测结果显示，原代细胞在经过1 d的模拟微重力刺激后，其细胞凋亡率

与对照组相比无显著差异。以上实验结果说明，经过1 d的模拟微重力后，海马组织块的表面和内部形态发生了较大变化，但凋

亡率和地面对照组的相比无显著差异。
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随着航天医学的迅猛发展，空间失重对中枢神经系统的

影响日渐成为关注的话题。微重力，也称失重，是宇宙空间

环境中的一种主要损害航天员身体健康的因素，国际上有关

微重力对生物体影响的研究有很多方面，主要有微重力对肌

肉的影响[1]，微重力导致骨丢失[2]、免疫系统受损[3,4]及体液头

向分布[5]等。另外，微重力也会对中枢神经系统产生一定影

响，航天员经过长时间飞行后，会产生认知障碍、昼夜节律失

调、植物神经紊乱等病症，从而影响航天员的工作效率[6]。在

中枢神经系统中，海马与学习记忆息息相关[7]，国内外关于模

拟失重或真实失重对海马脑区的影响的报道也逐日增多，但

研究对象基本局限在动物模型和原代海马细胞的基础上
[8~12]，目前尚未有微重力对海马组织块的相关报道。本研究利

用海马组织块为研究对象，研究其经过 1 d的模拟微重力后

形态学的变化，同时利用流式细胞仪检测海马原代细胞经 1
d的模拟微重力处理后细胞凋亡的情况。

1 材料与方法
1.1 主要设备和试剂

SM-31双轴驱动框架式回转器（中国科学院空间科学与

应用研究中心研制），解剖显微镜（Optec显微镜，重庆），玻璃

珠灭菌仪（Keller公司，瑞士），荧光倒置显微镜（Olympus公

司，日本），全自动流式细胞分析仪（Backman Coulter公司，美

国），DMEM/F12基础培养基（Gibco公司，美国），胎牛血清

（Gibco 公司，美国），Annexin V-FITC 凋亡试剂盒（Miltenyi
Biotec，德国）。

1.2 微重力效应体系的构建

在超净工作台内，将新生 SD（Sprague Dawley）乳鼠用碘

酒擦拭全身，再用 75%酒精擦拭乳鼠全身。断头取脑，在解

剖显微镜下分离出海马脑区并在D-hanks缓冲液中轻微冲洗

以保证血管、脑膜去除干净。其中组织块的培养是将得到的

海马组织用手术刀切成1 mm3的组织块，种于L-多聚赖氨酸

包被的 35 mm培养皿中，加入 3 mL DMEM/F12培养基（含有

10%胎牛血清和 1%青链霉素混合液），放置在 37℃、5% CO2

的恒温培养箱内进行培养。而原代细胞的培养是将得到的

海马组织用组织剪剪碎后，再用200目筛网过滤，将得到的细

胞悬液在 1200 r/min的转速下离心 5 min，弃上清后，用新鲜

培养液重悬，调整细胞浓度后接种于 L-多聚赖氨酸包被的

12.5 cm2培养瓶中，并置于培养箱内培养。

为了在体外获得致密而成熟的神经网络模型，组织块和

原代细胞在培养箱中培养 7 d，隔天半量换液。将组织块和

原代细胞随机分为模拟微重力组（simulated microgravity
group，MG）和地面对照组（control group，Ctr）。将两组的培养
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瓶灌满 DMEM/F12培养基，再将模拟微重力组安装在SM-31
双轴驱动式回转器上，设置转速为随机模式，将地面对照组

平放在回转器所在的水平面上，回转器放置在 37℃培养箱

内。回转 1 d后，取下回转器上的组织块或原代细胞以及地

面对照组，并进行形态学观察和凋亡检测。

1.3 组织块石蜡切片标本的制备和苏木精-伊红染色法（HE
染色）

将地面对照组和模拟微重力组的组织块用4%多聚甲醛

4℃固定过夜，送至中国医学科学院医学实验动物研究所进行

常规石蜡切片（厚度5 μm）和HE染色，倒置显微镜下进行观

察并拍照。

1.4 流式细胞仪检测原代细胞凋亡

将地面对照组和模拟微重力组的原代细胞按照Annexin

V-FITC凋亡试剂盒说明进行操作。随后用流式细胞仪检测。

2 结果与分析
2.1 倒置显微镜和相差显微镜观察结果

为了探究模拟微重力对海马组织块表面形态学的影响，

将地面对照组和模拟微重力组在荧光倒置显微镜下观察并

拍照。如图 1和图 2所示，在 10倍明场和 10倍相差镜头下，

地面对照组的组织块呈圆形，组织块边缘整齐，细胞从组织

块内爬出并呈放射状分布；在 20倍明场和相差显微镜下，细

胞状态较好。相比地面对照组，模拟微重力组在10倍明场和

相差镜头下，组织块虽呈圆形，但组织块的边缘变薄；在20倍
明场及相差显微镜下，游离出的细胞碎片较地面对照组数量

多。明场和相差显微镜的两组照片取自同一视野。

图1 明场显微镜下观察模拟微重力对组织块表面形态学的影响（10倍镜标尺为100 μm；20倍镜标尺为50 μm）
Fig. 1 Effects of simulated microgravity on surface morphology of tissue blocks under brightfield microscope

(scale bar: 100 μm for 10×; scale bar: 50 μm for 20×)

（a）Ctr组（10×） （b）Ctr组（20×） （c）MG组（10×） （d）MG组（20×）

图2 相差显微镜下观察模拟微重力对组织块表面形态学的影响（10倍镜标尺为100 μm；20倍镜标尺为50 μm）
Fig. 2 Effects of simulated microgravity on surface morphology of tissue blocks under phase contrast microscope

(scale bar: 100 μm for 10×; scale bar: 50 μm for 20×)

（a）Ctr组（10×） （b）Ctr组（20×） （c）MG组（10×） （d）MG组（20×）

2.2 HE染色结果

为了探究模拟微重力对海马组织块内部形态学的影响，

将组织块进行石蜡切片并做HE染色，染色后在荧光倒置显

微镜下观察并拍照。如图 3所示，在 20倍镜下，可以观察到

地面对照组的组织块边缘较完整、圆润，组织块中心有少许

空泡，组织块边缘致密，中央疏松。在 20倍和 40倍镜下，地

面对照组内部细胞明显分为两群，即分布于组织块中央的细

胞群和分布于组织块边缘的细胞群。两群细胞分界明显。

中央细胞群较分散，细胞之间空隙较大；边缘细胞群较集中，

细胞排列紧密，空隙小。而在 20倍镜下，模拟微重力组的组

织块边缘受损严重，内部空隙增大、空泡增多。在20倍和40
倍镜下，组织块内部细胞分布散乱，无明显分界。
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图3 模拟微重力对组织块内部形态变化的影响的HE染色结果（20倍镜标尺为50 μm；40倍镜标尺为20 μm）
Fig. 3 Effects of simulated microgravity on internal morphology of tissue blocks using HE staining

(scale bar: 50 μm for 20×; scale bar: 20 μm for 40×)

（a）Ctr组（10×） （b）Ctr组（20×） （c）MG组（10×） （d）MG组（20×）

2.3 流式细胞仪检测结果

模拟微重力组和地面对照组的原代细胞分别按照An⁃
nexin V-FITC凋亡试剂盒的说明进行操作后，经流式细胞仪

进行检测，实验重复 3次。Annexin V-FITC凋亡试剂盒的原

理是细胞早期凋亡的标志物磷酯酰丝氨酸与Annexin V结

合，继而发出绿色荧光；细胞发生晚期凋亡时，碘化丙锭（PI）
会与细胞裸露的DNA结合而发出红色荧光。

如图 4（a）和（b）中，B1象限表示细胞处于坏死状态，B2
象限表示细胞处于晚期凋亡状态，B3象限表示细胞处于正常

的活细胞状态，B4象限表示细胞处于早期凋亡状态。在本实

验中，将B2和B4象限的百分比相加，其总数代表凋亡细胞在

所有细胞中所占的比例，即图 4（c）中纵坐标的数值。由图 4
（c）可见，模拟微重力组的细胞凋亡率与地面对照组相近，且

无显著差异。

ns为无显著性差异

图4 流式细胞仪检测模拟微重力对原代细胞凋亡的影响

Fig. 4 Effects of simulated microgravity on apoptosis of primary cells

3 讨论
从HE染色结果看，组织块内部的细胞分布发生了变化，

对此结果有两种猜想，1）内部细胞发生了迁移，原本边缘居

多的神经胶质细胞在模拟微重力的刺激后向组织块中心或

组织块外部迁移；2）内部细胞发生了凋亡，即边缘的胶质细

胞在模拟微重力刺激后发生了细胞凋亡，致使边缘细胞数量

减少。

目前，尚有一些关于模拟微重力或真实失重对细胞迁移

影响的研究[13,14]。其中，Espinosa-Jeffrey等[13]发现，24、48、72 h
的模拟微重力都会引起少突胶质细胞的迁移能力增强，主要

体现在迁移速度加快、迁移距离增长和发生迁移的细胞增

多，且与对照组相比，变化显著。Mitsuhara等[14]在骨髓基质细

胞的模拟微重力效应研究中也发现，模拟微重力会刺激骨髓

基质细胞向脊髓损伤处迁移。由此推断，经过 1 d的模拟微

重力，组织块边缘变薄（图 1（c）、（d）及图 2（c）、（d）），内部细

胞分布散乱（图 3（c）、（d））可能是由于模拟微重力引起的细

胞迁移的结果，最终导致组织块边缘及内部的细胞分布与地

面对照组相比有不同之处。也就是说，地面对照组组织块的

HE染色中细胞分群明显，边缘细胞群致密有序，中央细胞群

散在分布，组织块边缘圆润、完整且致密（图 1、图 2及图 3
（a）、（b））。经过 1 d的模拟微重力，组织块内部的分布于边

缘的细胞群迁移至组织块外部或组织块中央，导致组织块内

部细胞分布失去了原先的分群状态，组织块的边缘也变得不

完整，在明场及相差显微镜下也观察到组织块边缘变薄。
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然而细胞凋亡的结果显示，回转 1 d并未使原代细胞发

生明显的凋亡增加，也就是说模拟微重力之后，组织块内部

细胞分布发生变化的主要原因并不是细胞凋亡，所以第 2种
猜想被否定。这两部分结果共同说明，组织块内部的细胞有

序性被打乱主要是由于内部细胞发生了迁移。但HE染色的

实验材料为组织块，而流式细胞仪检测凋亡的实验材料为原

代细胞，二者虽都取自同一脑区，细胞组成相同，但由于培养

方式的不同，使得流式细胞仪的结果只是参考。流式细胞仪

适于检测单个的细胞悬液，而组织块体积较大，不适于进行

流式细胞仪检测；如果使用胰酶对组织块进行消化，为了消

化彻底，避免出现细胞团块，则需要长时间的消化并伴随移

液枪的吹打，如此一来，会造成正常细胞细胞内膜的磷酯酰

丝氨酸外翻，从而导致早期凋亡率的增高，最终使实验数据

不准确。所以，本实验并未采取组织块的流式细胞仪检测，

而是原代细胞的流式细胞仪检测。截至目前，有众多研究都

表明，模拟微重力会导致神经细胞凋亡增加，Benotmane等研

究发现，1 h、24 h和10 d的模拟微重力条件下，通过免疫荧光

技术观察到皮层神经元网络的细胞凋亡率增加 [15]。相比之

下，本实验采用的是流式细胞仪检测方法，实验对象是海马

原代神经细胞。所以由于实验对象及检测手段的不同，可能

会导致不同的实验结果。

本研究中的模拟微重力环境是由 SM-31双轴驱动框架

式回转器提供，其工作原理是由于回转器不停转动，使得固

定在回转器上的样品受到的重力矢量的相对方向不断变化，

重力的作用时间极小以至于样品来不及对重力做出反应，这

种效应类似于空间环境中的微重力，所以被称为模拟微重力

效应[16]。本文采用的SM-31双轴驱动框架式回转器有内外两

个回转框架，当内外框转速设置为随机模式时，可以有效地

模拟微重力效应，也有研究结果表明，拟南芥在 SM-31回转

器建立的模拟微重力环境中，根部生长失去方向性，与空间

实验结果一致，表明该回转器可以有效的模拟微重力效应[17]。

由显微镜观察、HE染色和流式细胞仪的观察及检测结

果发现，1 d的模拟微重力刺激会促进细胞迁移，致使组织块

表面及内部形态发生变化，但对细胞凋亡率没有显著改变。

但若想证明模拟微重力刺激细胞迁移，还需进一步研究有关

细胞迁移的基因水平及蛋白水平变化。并且还需采取其他

手段检测组织块内部细胞凋亡的情况，如Western Bloting或
tunnel染色等方法。

4 结论
通过对乳鼠海马原代细胞及组织块进行模拟微重力刺

激，以及形态学观察、流式细胞仪检测等手段，发现 1 d的模

拟微重力刺激会导致组织块内部细胞发生迁移，组织块内部

及表面形态发生变化，而对原代细胞的凋亡率无显著影响。

说明1 d的模拟微重力刺激会影响海马原代细胞的形态并促

进其迁移，但 1 d的模拟微重力刺激并不会显著增加海马原

代细胞的凋亡。
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Effects of short-term simulated microgravity on hippocampal tissue
blocks and primary cells of neonatal SD rats

AbstractAbstract Microgravity is one of the crucial factors in space that impact the healthy and work efficiency of astronauts. Therefore extensive
research on the effects of microgravity or simulated microgravity on both human and animals has been carried out. The present study
investigates whether simulated microgravity could influence the morphology and apoptosis of hippocampal tissue blocks and primary cells.
Tissue blocks and primary cells are obtained from fresh hippocampus of neonatal SD rats. After being cultured for 7 days at 37℃, 95% of
humidity and 5% CO2, cultures are randomly divided into a control group and a simulated microgravity group. The microgravity group is
exposed to clinostat for one day and the control group is cultured on the same horizontal line of the clinostat. Then, microscope and HE
staining are used to observe the surface morphology and internal morphology. In addition, apoptosis is measured by flow cytometry. As
shown in the results, after treatment with 1-day simulated microgravity, the edge of tissue blocks becomes thinner and the cells within
tissue blocks distribute in disorder, as compared to the control group. But apoptosis of primary cells show no difference between the
simulated microgravity group and the control group. It is indicated that there is significant morphological difference of tissue blocks between
the two groups after short- term simulated microgravity. However, apoptosis of primary cells seems not being affected by short- term
simulated microgravity at all.
KeywordsKeywords simulated microgravity; hippocampus; morphology; apoptosis
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