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神经细胞缺氧实验装置的研制及其评价 
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[摘要]目的 研制一种性能良好、简便易用的神经细胞缺氧实验装置，以便从细胞水平模拟神 

经细胞的缺氧缺血过程，探讨新生儿脑损伤的发病机理和防治方法。方法 设计研制一套细胞缺 

氧实验装置。应用这套装置，分别建立了缺氧 30 min、45 min、60 rain、2 h及 3 h的氧糖剥夺 

(OGD)神经细胞模型。应用WST一8方法和 Hoechst 33342／PI荧光双染方法，分别评估不同OGD 

时间对神经细胞成活率的影响。结果 所研制的细胞缺氧实验装置包括细胞缺氧舱、市售缺氧气 

源、出气水封瓶以及市售二氧化碳培养箱。其中研制的细胞缺氧舱外形精巧透明，便于携带，开 

启方便，封闭性能好。对用这套装置所建立的不同OGD时间神经细胞成活情况的评估结果，显示 

随着 OGD时间的延长，凋亡和坏死细胞逐渐增多，细胞成活率由oGD 30 min时的85％渐降至 

oGD 3 h时的22％，其中OGD 45～60 min可造成4O％一55％的神经细胞死亡。结论 所研制的这 

套细胞缺氧实验装置性能良好、简便易用，缺氧时间精准，可确保OGD神经细胞模型的成功建立。 
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新生儿尤其早产儿脑损伤常引起脑瘫、智力 

和视听障碍等后遗症，缺氧缺血则是造成脑损伤的 

最常见原因【l' 。从细胞水平模拟神经细胞的缺氧 

缺血过程，是探讨新生儿脑损伤的发病机理和防治 

最为经典和实用的方法[3’ 】，而完善的细胞缺氧实 

验装置是成功建立缺氧乏糖(OGD)细胞模型的根本 

保证。为此，本研究组在以往曾成功研制了一套新 

生大鼠缺氧实验装置的基础上[5]，进一步设计了这套 

细胞缺氧实验装置，现报告如下，供同道参考。 

1 细胞缺氧实验装置的设计 

1．1 细胞缺氧舱 

所设计的细胞缺氧舱为长方底拱顶的有机玻璃 

箱(图1)，缺氧房壁的一端下部设有进气口，进气 

口~t,tl0与缺氧气源连接，内侧接八孔通道，无氧 
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混合气体输入后，分成八路沿缺氧房壁 向四周弥 

散。缺氧房壁的另一端上部设有出气口，内侧亦 

设有八孔通道，外侧连接橡皮管。进气口上方设 

有细胞培养皿出入口，直径为 100 mm，用橡皮填 

旋盖密封 。 

1．2 缺氧气源 

目前公认的建立标准缺氧缺血细胞模型的缺氧 

气源为5％CO：和95％N。混合气体，通常气体公司 

有售。缺氧气源经输气橡皮管与缺氧舱的进气口相 

连，缺氧气体经此恒速输入缺氧舱内。缺氧舱的 

拱顶设计以及舱内的八孔通道装置，有利于舱内的 

气体浓度迅速趋于一致。 

1．3 出气水封瓶 

可选用 1 000 ml容量的大口瓶一只，配有二 

孔橡皮塞，分别插入长短玻璃管。瓶内注入自来 

水 200～300 ml，长玻璃管插入水中，刚过水平面 

即可。短玻璃管则在水平面以上，于大气相通 。 

将一条橡皮管的一端连接于缺氧舱的出气口，另一 

断连接于水封瓶的长玻璃管。另一条橡皮管的一端 

连接于水封瓶的短玻璃管，另一端放置室外。缺 

氧舱内的缺氧气体可由此经水封瓶引出室外。 
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齐，很难满足精准的实验要求。也有利用二氧化 

碳培养箱作为培养细胞的缺氧环境，但二氧化碳培 

养箱内空问体积较大，缺氧气体在这一空间的平 

衡、以及缺氧气相与培养细胞所处的液相环境之间 

的自动平衡，均需要一定的时间，势必将影响实 

验的精准性。因此，研制一个性能良好、简单易 

用的细胞缺氧实验装置实有必要。 

本研究组以往曾自行设计研制了新生大鼠缺氧 

实验装置f5】，其良好的实验效果曾获国家新型实用 

专利，在大专院校中得到一定范围的推广 。在该 

缺氧实验装置的基础上，本研究组进一步设计了这 

套细胞缺氧实验装置，并在实践中几经修改，使 

之逐步完善。 

为使细胞缺氧舱内达到实验所需的稳定的缺氧 

环境，研制时考虑到以下几个因素：1)缺氧舱顶部 

仍设计为拱项，可减少舱内死角，有利于气体浓 

度在舱内迅速平衡。2)进气口和出气 口不在同一 

水平面，两个气口的内侧均设有)L-~L通道，利于 

气体多方向弥散，避免气体由进气口直接向出气口 

流出，造成舱内其余部分气体死腔。3)缺氧舱的 

材料选用无色有机玻璃，精巧透明。4)缺氧舱的 

培养皿进出口配有螺纹旋盖，盖内填有橡皮垫， 

开启关闭方便，密封程度好。 

出气水封瓶的主要功能是通气时使缺氧舱与大 

气相通，使舱内能维持正常的气压，并能作为供 

气是否正常的指示标志。当供气正常时，水封瓶 

内会连续冒泡。一旦冒泡停止，提示气源断路或 

缺氧舱内有泄漏旁路，就能及时查处。将缺氧舱 

内排出的缺氧气体妥善引出室外也是至关重要，可 

避免研究人员置身于缺氧环境中，确保人身安全。 

细胞缺氧实验所需的5％COz和 95％N 混合气 

体，由固定气体公司提供，并经复测验收，可保 

证缺氧实验环境的可靠性。二氧化碳培养箱则为医 

院实验室最普遍使用的常规仪器之一，可以直接使 

用 ，无 需改动 。 

目前市售的培养皿和培养瓶均有很大改良。 

如培养皿和盖板之问有微小的缝隙；培养瓶的瓶盖上 

也有数个小孔，内覆盖有滤膜。将培养皿或培养瓶 

置于缺氧舱内时，舱内的缺氧气体不仅可自由渗透入 

培养皿或培养瓶中，也能防止培养细胞被污染。 

应用缺氧气体在常压下连续通气 5 min后，封 

闭出气 口、再继续通气 30 s，其 目的是有利于缺 

氧舱内的气压稍有增高，从而可驱使气体更快进入 

培养皿或培养瓶中，使舱内的缺氧气相与培养细胞 

所处的液相环境之问尽快达到 自动平衡。 

通过应用这套细胞缺氧实验装置和采用氧糖剥 

夺方法，本研究组成功建立了神经细胞 OGD模 

型。通过应用 Hoechst33342／PI荧光双染和WST．8 

方法评估不同OGD时间对细胞成活率的影响，显 

示正常组细胞无凋亡和坏死细胞：OGD30min，细 

胞出现少量凋亡但无坏死；随着 OGD时问的逐步延 

长，凋亡细胞逐渐增多并出现坏死细胞，细胞的 

成活率也由OGD 30分钟时的85％渐降至 OGD 3 h 

时的 22％。注意到 oGD 45 min一60 min，可造成 

40％～55％的神经细胞出现死亡，该结果与应用二氧 

化碳培养箱结合氧糖剥夺处理4～8 h的结果相似 n， 

提示本研究组应用这套细胞缺氧装置所建立的OGD 

细胞模型，制备时间短，缺氧时间精准，结果可 

靠，达到了预期的满意效果。 

综如上述，本研究组自行研制的细胞缺氧舱 

外形精巧透明，便于携带，封闭性能好，简单易 

用，缺氧时间精准，结合二氧化碳培养箱一起使 

用，可确保 OGD细胞模型的成功建立。 
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【Abstract】 Objective To develop a hypoxic experimental apparatus for nerve cells with good 

function and easy to use，which can be used to explore the pathogenesis and management of neonatal 

brain injury by simulating a hypoxic-ischemia process on a cellular leve1．Methods A set of hypoxic 

experimental apparatus was designed and developed．Using this hypoxic experimental apparatus，the 

oxygen—glucose deprivation(OGD)model of nerve cells were respectively established with various OGD 

time of 30 min，45 min，60 min，2 h and 3 h，respectively．The influence of different OGD time on the 

survival rates of nerve cells was assessed 24 hours after OGD by using Cell Counting Kit一8(CCK一8)and 

Hoechst33342／PI double fluorescence dying method．Results The set of hypoxic experimental appa— 

ratus consisted of four parts including a hypoxic chamber，a commercial source of non—oxygen gas，a 

water—sealed bottle for draining air，and a CO2 incubator．The hypoxic chamber developed was lucid with 

good closure property and easiness to open and carry．The results for evaluating the influence of differ- 

ent OGD time on the survival rates of nerve cells established by using the hypoxic experimental apparatus 

showed that the apoptotic and necrotic cells tended to increase significantly with the extension of OGD 

period gradually．The survival rates of nerve cells were from 85％ with 30min OGD reduced to 22％ with 

3 h OGD．About 45—60 min OGD could cause 40～55％ of nerve cells to die．Conlusions The set 

hypoxic experimental apparatus developed is with good function and easy to use，which can ensure the 

successfu1 establishment of OGD model of nerve cells． 
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