
第 22 卷第 l 期 细胞生物学杂志 39 

556. [ 6 J Nicoletti , I. et a l. , 1991, J. 1m川川01. Meth­

ods. , 139: 271- 279. [ 9 J McConkey , D. J. et al., 1989. , Arch. 

[7 J Gavrieli , Y. et a l. , 1992 ,J. Cell. ß iol. , 119 

(3): 493 - 501. 

[8 J Wy l1 ie , A. 且 ， 1980 ， Nat川 e. , 284: 555 一

ßiochem. ßio户hys. ,269: 365-370. 

[10J 王红梅等， 1997 ，中国应用生理学杂志， 13:

97- 99. 

COLORECTAL CARCINOMA CELL APOPTOSIS 

INDUCED BY ALL-TRANS RETINOIC ACID 

GAO Feng SONG Jin Dan 

CKey Laboratory 0/ Cell B iology ,Mill istry 0/ Public Health , 

Ch川a Medical Ulliversity ,Sheflgyallg 110001) 

ABSTRACT 

An in vitro model of apoptosis in human colorectal carcinoma ce l1s was developed to study the mode arìd mecha­

nisms of ce l1 death indllced by treatment with al1 -trans retinoic acid CATRA ). ATRA was fOllnd to indllce pronounced 

morphological changes character istic of apoptosis and extensive DNA fragmentation in the CCL229 ce l1 line 12 hrs af­

ter treatment. Morphological examinat ion by f1l1orescence and electron microscopy showed ce l1s with chromatin con­
densation and margination , nll c1ear fragmentarion .ce l1 shrinkage ,and the presence of "apoptotic bodies". Degradation 

of the nllc1ear DNA of apoptotic ce l1s was demonstrated by visualization of "DNA ladders" on gel electrophoresis. 

Moreover .DNA flow cyto f1l1orimetr ic analysis and TdT-mediated in situ nick end labeling of DNA breaks also demon­

strated that apoptosis induced by ATRA was dose-and time-dependent. ln addition .RA-treatment of CCL 229 ce l1s re­
sulted in morphological maturation prior to apoptosis ,which s ugges t that the mode of ce l1 death in cultures of term卜

na l1 y differentiated CCL 229 cells is that of apoptosis. 

Key words: Retinoic acid Apoptosis Colorectal neoplasms 

• S lI pported by the National Nat llral Science FOllndation of China. 

星形胶质细胞条件培养液对

活性氧所致的神经元损伤的防护作用

莫永炎陈王莲用 1文

(第一军医大学分子生物学研究所自由基医学研究室 广州 510515) 

人们对神经元和神经胶质细胞关系的认

识，已获得了'快速的进展，发现了一些胶质源神

经营养因子能滋养神经元细胞[l] ， 而可溶性神

经元因子能调节星形胶质细胞谷氨酸转运体

GLTl 和 GLAST 的表达凶。国内有学者观察

到星形胶质细胞条件培养液能促进神经元的生

长，提高神经元体外存活率及神经元活力 [3] 。 但

脑组织经常会遭受缺血、缺氧、脑瘤的放疗、化

疗等损伤，产生大量活性氧自由基，如 'OH ，

O2- ' ， LOO' ，使神经元继发损伤。脑组织细胞

代谢旺盛，耗氧量大，产生的活性氧多，细胞膜

含不饱和脂肪酸丰富，脑区过渡金属离子含量

较高及只拥有中等水平的抗氧化酶，脂肪酸极

易过氧化，因而脑组织对氧化应激特别敏感。有

本文 1999 年 1 月 26 日收到 .11 月 1 日接受。
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证据表明，氧应激与痴呆病的发生发展有关，因

痴呆患者脑组织中能产生大量的活性氧[叫。星

形胶质细胞 (AS)是脑胶质细胞数目最多的一

类，它具多种生理功能，保持神经元细胞功能的

正常发挥，研究星形胶质细胞有无抗氧化能力，

对揭示星形胶质细胞对神经元细胞的防护作用

具有重要的意义〔门。本文从测定细胞活力(采用

MTT 法〉和光学形态学观察，用原代培养的

SD 大鼠大脑皮层的 AS 条件培养液，研究其对

活性氧叔丁基脂氢过氧化物 tbOOH 所致神经

元损伤的防护作用。

材料与方法

1.材料

SD 大鼠购自第一军医大学实验动物中心. RPMI 

1640 培养基购自 GIBCO 公司。小牛血清购自杭州四季

青.MTT 与 tbOOH 为 Sigma 产品，其余试剂皆为国产

分析纯。

2. 细胞培养与分离

AS 原代培养方法见文献[8]. PC12 神经元细胞系

由美国惠赠，用含 15%小牛血清的 RPMIl 640 的培养

液常规培养。

3. AS 条件培养液的制备

当原代细胞长满培养瓶底时，进行传代培养，在传

代前.以 200rpm 速度 .37 .C摇 12 小时，以除去小胶质

细胞和少突胶质细胞.膜酶消化后，先行贴璧 30 分钟，

除去成纤维细胞，以细胞悬液传代。待传代细胞长满

时，去掉培养液，用不含血清的 1640 基础培养液(以下

简称 1640 基培〉轻洗两次后，加 2ml 1640 基培，培养

48 小时，吸取 1640 基培 .1000rpm 离心 15 分钟 ，取上

清，即为 AS 条件培养液。

4. AS 条件培养液中总蛋白含量的测定

采用 Lowry' s 法川，以 500μg/ml 的酷蛋白溶液为

标准测定样品含量。

5. MTT 法

参照文献。OJ的方法。于 96 孔培养板的每孔中加

MTT 溶液 20μ}(5mg/m)) .于孵箱中温育 4 小时，弃去

培养液.加 150μl 二甲亚识<DMSO).充分振动混匀，置

酶标仪<Bio-Rad 公司 .3550 型〉上测定其 OD 值，波长

570nm 。

6. 细胞分组

(1) tbOOH 处理试验 分 4 组，把 tbOOH 用

1640 基培配制成 o (对照〉、 10.3μmol /L 、 lμmol/L 、

10μmol /L 的浓度，分别处理细胞。

(2) AS 条件培养液处理试验 分 4 组，即对照

组和实验组 A、B 、 C.每孔培养液用 1640 基培调整，总

体积保持在 300μ1.每孔各 30川、 1 00μmol /L 的

tbOOH.稀释后 tbOOH 浓度成为已测定的损伤浓度

10μmol/L. 各组的组成是:对照组 (270μ1 1640 基培+

30μ1 100μmo1/L 的 tbOom.A 组(1 00μ1 AS 条件培养

液+170μ1 1640 基培 +30μ1 100μmol/L 的 tbOOH).B

组 (200μ1 AS 条件培养液 + 70μ1 1 640 基培+ 30μ1 

100μmol /L 的 tbOOm和 C 组 (270μ1 AS 条件培养液

+30μ1 100μmol /L 的 tbOOm 。

7. 统计

采用 SPSS 软件包的 Student' st 检验.

结果

从酷蛋白溶液的 OD 值标准曲线上查得

AS 条件培养液中的蛋白浓度为 430μg/m l 。以

此计算得到上述 A、 B 、 C 三组 AS 条件培养液

的总蛋白浓度依次为 43μg/ml 、 86μg/ml 和

116.1μg/ml 。

1. tbOOH 对 PC12 神经元的损伤作用

由图 1 可以看出，当 tbOOH 为 10μmol/L

时，才显著地对 PC12 细胞有损伤作用 (P<

0.001) ，其他各组也有不同程度的损伤，但在

10-3 - 1μmol/L 之间无统计意义 (P>0.05) 。

2. AS 条件培养;在对 PC12 细胞的防护作

用

MTT 结果，由图 2 可以看出， AS 条件培

养液对 PC12 细胞有明显的防护作用 (P<

0.001) 。

形态学结果，图版图 a 为对照组，细胞大多

胞体固缩，散在分布着较多细胞碎片，细胞数目

较少;图版图 b 为实验组 C，固缩细胞和碎片明

显减少，细胞数量多;而图版图 c 为正常对照组

(即只用无血清的 1640 基培培养) ，细胞也固缩

和产生碎片，但细胞数目较图版图 a 多，较图版

图 b 少。说明 AS 条件培养液对 tbOOH 致的神

经元细胞有明显的防护作用。
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图 1 tbOOI-l对 PC12 神经元的损伤作用
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图 2 AS 条件培养液对 tbOOI-l致 PC12 神经无损伤的防护作用
'P<乙0.001.

讨论

现已知道，细胞受到缺血、缺氧、炎症等刺

撒会产生活性氧引发细胞膜的脂质过氧化，通

过链式反应使脂氧基 (LO' )、脂过氧基

(LOO' )和脂氢过氧化物 (LOOH) 生成增多。

这些活性氧能连续地断裂、分裂、重排和氧化，

生成很多双功能殷基化合物，其遇到蛋白质，能

与其氨基反应生成希夫氏碱，蛋白也能受到氧

自由基的引发，形成蛋白自由基 (Pr' )和蛋白

过氧化物 (PrOOH) ， PrOOH 与脂质过氧化物

一样，可以被过渡金属离子如 Fe2+ 、 Cu2+催化

生成蛋白氧基 (PrO' )和蛋白过氧基 (PrOO' ), 

导致蛋白分子键的断裂、交链、聚合和沉积，这

些活性氧能使蛋白质、核酸、脂质等氧化变性，

对细胞造成损伤。但这些氧自由基在适当的条

件下能被抗氧化剂清除，终止链式反应，以保护
细胞【11 .1 2 J 。

最近，有学者用过氧化氢能诱发神经元调

亡[13J ， AS 条件液能保护 H202 对多巴胶能神经

元应激的多巴肢的吸收[14J 0 Noel 等口5J 已证实

不管是星形胶质细胞条件培养液还是星形胶质

细胞与神经元共同培养，均能使神经元细胞改

善对 x-射线的敏感性。我们所用的 tbOOH ，是

脂氢过氧化物的一种典型代表，由它来引发神

经元氧自由基损伤，结果是在 10μmol /L 时出

现了 PC12 细胞明显的损伤，细胞活力由 O. 390 

土 O. 071 降到 O. 186 土 O. 044。以此浓度的

tbOOH 作为探照点，观察了 AS 条件培养液能

明显的减轻这种损伤，细胞活力由 O. 179 :::I: 

0.037上升至 O. 563 :::I: 0. 025 ，增加了 2 倍多。形

态学观察细胞碎片明显减少，细胞数目增多，细

胞折光性较好，胞体大而固缩细胞少。而正常对

照组细胞也固缩且有碎片产生，可能是因其培

养基不含血清，营养缺乏导致 PC12 细胞活力

下降。用 tbOOH 应撒后加速其死亡，若培养基

含血清则细胞形态类似于图版图 b 的形状(见

图版图 d) 。从该试验结果，神经元经 AS 条件培
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养液处理后，遭受脂氧过氧化物的损伤明显降

低，说明 AS 条件培养液中可能含有清除这些

活性氧的抗氧化剂或抗氧化酶，或者是条件培

养液中的某种或某些成分能诱导神经元细胞内

的抗氧化酶基因的表达。究竟是哪一种情况，笔

者们正作进一步研究 。 本试验的 AS 条件培养

液不含血清，可降低血清成分复杂因素的影响 ，

采用灵敏的生物化学和形态学相结合的方法研

究神经元损伤和防护效应，有可能阐明 AS 条

件培养液防护神经元抗活性氧损伤的机理。 AS

条件细胞培养液抗氧化机理的阐明对认识氧应

激和 AS 在包括老年性痴呆的神经退行性疾病

发生发展中的作用具有重要意义。

摘 要

本文以活性氧叔丁基脂氢过氧化物

tbOOH 应激 PC12 神经元细胞，造成 PC12 神

经元损伤、死亡;以分离、纯化的 SD 大鼠大脑

皮层星形胶质细胞制备的无血清条件培养液培

养 tbOOH 损伤的神经元细胞。 采用快速灵敏

的 MTT 比色法测定神经细胞活力，用 Olym­

pus 光学显微镜观察神经细胞的形态学变化。

结果发现神经元细胞活力由 0.179 土 O. 037 上

升至 O. 563::!:: O. 025 ，细胞数目明显增多，细胞

死亡残留碎片明显减少，表明星形胶质细胞条

件培养液可能有防护 tbOOH 致的神经元损伤

作用，具抗氧化能力。

关键词:大脑皮层 星形股质细胞条件培养液

叔丁基脂氢过氧化物 抗氧化 PC12 细

胞
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THE PROTECTIVE EFFECTS OF CONDITIONED 
MEDIUM FROM ASTROCYTES ON NEURONS 

AGAINST REACTIVE OXYGEN INDUCED TOXICITY 

MO Yong yan CHEN Yuan ZHOU Mei 

(Jllstitute 0/ Free Radical Medicille.First Militωy Medical Ulliveγsity. Guallgzho的

ABSTRCT , 

In present study . the damage to PC12 cells by reactive oxygen species tert-butyl hydroperoxide tbOOH and the 
protection of serum-free conditioned medium of astrocytes from Sprague Dawley rat cerebral cortex were investigated . 
T he vi tality of PC12 cells was measured by sensitive MTT method and their morphological features were observed by 
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01ymplls light microscope . The reslllts showed that compared with the control grollP.the vitality of PC12 cel1s was in­
creased significan t1 y (0. 197士 0.037 vs 0.563 土 0 . 025) and the morphological changes were obviollsly al1eviated in the 
experimental group. This study suggested astrocytic conditioned medium could protect neurons from the injury by 
tbOOH. and possessed the effect of anti-oxidation. 

Key words ,Cerebral cortex Astrocyte-condltioned medlum tert-Butyl hydroperoxlde Antl-oxldatlon 
PC12 cell 

CNTF 对烧伤大鼠血清引起大鼠海马神经元细胞毒性的影响

陈秀青黄爱军;J$.长林 王成海鲍 克在·

(第二军医大学神经科学研究所、神经生物学教研室 上海 200433 ) 

?中国科学院上海脑研究所 上海 200031) 

睫状神经营养因子 ( ciliary neurotrophic 

factor • CNTF)是不同于神经生长因子家族的

另一类神经营养因子。 CNTF 广泛分布于神经

系统，具有多种生物学功能:促进前体神经元生

长、分化和成熟，维持多种神经元的存活，促进

损伤神经元再生修复，阻止神经元退行性丧失

和保护神经胶质细胞等[门。 近年来，NO 在神经

系统中的广泛作用，引起普遍关注 。在病理条件

下，过量的 NO 可引起神经损伤阳。烧伤可引起

神经系统的抑制状态，出现明显而持久的病理

变化[门。烧伤引起的神经系统的病理变化是否

与 NO 含量变化有关，CNTF 对大鼠严重烫伤

后，神经元是否有保护作用，这种作用与脑组织

中 NO 含量是否有关，均尚未见报道 。本研究应

用大鼠 30%TBSA 、 m 0 烧伤模型，观察烧伤后，

海马神经元数目和 NO 含量的变化及 CNTF

对其的影响;应用原代培养悔马神经元，观察烧

伤大鼠血清对大鼠海马神经元的作用及 CNTF

对其影响，并初步探讨其作用机制 。

材料与 方法

1.动物与试剂

新生 SD 大鼠由本校实验动物中心提供儿"硝基­

精氨酸甲黯 (L-NAME) 为 Sigma 公司的产品$

DMEM、马血清购自 Gibco 公司 ;胎牛血清囱杭州四季

青生物材料工程公司生产.

2. 海马神经元的培养r.J

取出生 l 天的 SD 大鼠，在无菌条件下分离海马组

织，置于解剖液 D1-SGH CD1 为无钙、侯离子的 Puck

液 .SGH 为煎糖、葡萄糖和 HEPES 缓冲液〉中，剔除血

管和脑膜，剪成约 1mm' 小块;以 0.125%膜酶 37'C 消

化 25min.用含 10%胎牛血清和 10%马血清的 DMEM

(全培养液〉终止消化，用火焰刨光的玻璃滴管吹打，伽j

备细胞悬液:再用全培养液将细胞浓度调至 1 X 105 个

/ml. 并接种于事先涂有 0.1mg/ml 多聚赖氨酸的 96

孔塑料培养板中，每孔 100μJ，置于 5%CO， 3 7'C培养箱

中培养 ;24h 后，吸出金培养液，换成单纯的 B27 无血

清培养液，以后每周换 B27 培养液两次，每次换半液.

3 . 实验分组

将培养 9-11 天海马神经元随机分为， (1)对照

组:加入不同浓度正常大鼠血淌 ;(2) 损伤组:给予不

同浓度的烧伤大鼠血清; (3) 加入 CNTF 的损伤组:在

加入烧伤大鼠血清前 24hr. 分别给予不同浓度的

CNTF (10 - 1000ng/ ml ) ; (4) 加入 L-NAME

(500μmol /L)的损伤组，处理同 (3)组.

4 . 细胞存活率的测定

培养的海马神经元经烧伤大鼠血清处理 5min 后，

用 MTT 染色法测定细胞存活率。终止培养前 4h 加入

10μI 5. Omg / ml MTT 磷酸 缀冲液(终浓度 0.5mg/

ml).置于 5 %CO， 37 'C培养箱中继续培养 .4h 后加入

10 %SDS-0. 01mol/L HCJ，溶解生成的深蓝色结晶，在

酶标仪(Bio-Rad Model 550 )上读取光密度(测定波长

为 570nm.参照波长为 630nm) • 

5 . 免疫组织化学鉴定神经无

取培养 7 天的海马神经元，用神经元特异性烯醇

化酶 (enolase. NSE)抗血清按 ABC 方法进行免疫组化

染色，并随机计数 500 个细胞，计算 NSE 阳性细胞百

本文 1998 年 12 月 7 日收到 .1999 年 6 月 21 日接

受.
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