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加压衰片段类似物对Cô 细胞生长的影响来

何 籍、* 缪红华忡 陈秀芳川 才土 雨苍*

(惜中国科学院上海生物化学研究所 忖上海生理研究所 200031) 

早就知道 ， 垂体后叶激素、 加压素 ， 不仅

对哺乳动物有抗利尿、 增加 l血压和促进学习记

忆作用 ， 而且对培育小鼠 3T3 细 胞的生长 和

发育也有明显的促进作用[ 1- 3 J 。 近年来某些常

见神经肤促进培育细胞的生长和发挥体内营养

性作用方面也已有大量的资料积累井已被详细

讨论凹， 神经肤不仅是一个神经敏感性的短期

调节者 ， 而且可能是在机体内几种重要系统 ，

如神经、 免疫、 内分泌等系统间进行信息交

换， 并通过促细胞分裂机制将机体应答模式的

不同组分加以衔接和整 合。 精氨 酸 加 压素

(AVP ) 的 C 端短肤巳被证明具有比 AVP 本 体

更强的促进大鼠学习记忆的活性 [ 5川和具有专

一的脑内受体[ 7 ，町 ， 因而被认为是一个新的神

经肤。 它是否仍然保留了促细胞生长的能力将

是一饶有兴趣的问题。 本文将报道一些化学合

成的 AVP 类似物对胶质细胞瘤 C6 细胞株的促

生长作用 。 我们观察到在无血清培液 中 C6 细

胞生长的速度受这些肤的影响 ， 不仅显示浓度

依赖关系 ， 而且影响的大小与肤的功能特性有

关。 本文还联系肤的增强动物学习记忆的活性

进行了讨论。

材料 和 方 法

1、细胞系及试剂

小鼠神经胶质瘤 C6 细胞， 由中科院上海细胞研

究所希瑞细胞技术公司提供。 DMEM和 F1 2 培液都

是 Gibco 公司产品E 胶岛索、 族蛋白酶、 大豆膜蛋白

酶抑制剂、 腐胶、 皮质酣、 黄体丽、 转铁蛋白 、 亚硝

酸纳、 牛血清白蛋白 、 三腆甲腺原氨酸和 MTT 等都

是 Sigma 公司产品z 青霉素、 f邃霉素和庆大霉素均为

上海第四药厂出品。 96 ::rL及 4 孔培育板都是 NlillC 公

司产品。

2、睐的制备

AVP 及其类似物都 是本实验室依前文方法合

· 本工作得到中国科学院上海生命科学联合开放

实验室的经费支持。

感谢j马林音和!硕锦法关于细胞培养的指导、 吴文

玉和周安武纯化合成肤以及张建伟和王桐窑的协助.
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别;J;.驮 0>tfi J?' 军 !

AVP NHz--Cy..Tyr rh ,. -(; ln - Asn-Cys-Pro-Arg-G ly- CON H2 

ZNC(ClPR 

(AVP‘-ρ 

ZDC(C) I'R 

NLPft 

Cys 

pGlu-Asn-Cys-Pro-A rg-COO H 

Cys 

~Glu-Asp-Cys-Prc-Arg-COOH 

NU.:..Asn响 Leu-Pro-Arg-COOH

OXT NH.J Y:T)"--Ile-G 

图 1 有关神经陈及其类似物的-级结构

成[飞 为便于叙述， 现将本文所用各肤的代号和结构

示子图 1 。

3、 N3 无血清培养洼的配制

基本按 Bottenstein 等的配方[91 ， 向 98 份体积的

(DMEM:F 12 = 1 :1) 混合液兑加 2 份预先配置并保

存于- 20 0C的 N3 储备液， 然后按每升体积加入青霉

素 100 mg、 链霉素 10 万单位和庆大霉素 5 万单位 ，此

无血清培养液(简称 N3)必须现配现用。 N3 储备液

的成分为I ID起岛索 10 μg/ml、 腐胶 200μmo1/L、 皮质

酣 40μg/ml、 黄体酣 40 nmo1/L、转铁蛋白 200μgl

ml 、 亚晒酸铀 60 nmo1/L、 牛血清白蛋白 0 . 001% 以

及三殃甲腺原氨酸(T 3) 20 阳Im1 ， 用无菌重蒸水配

成储备液，储备液经过滤消毒后存于 - 20"C冰箱备

用。

4、实验细胞的培养[ 10]

C6 细胞系先在含 10%小牛血清(FCS ) 的 DMEM

中传代培养 3 - 4 天，将处于对数生长期的 C6 细胞

以 0.25 %膝蛋白酶消化并离心收集细胞后，依下二法

稀释培养g

1) 常规的无血清培养: 细胞以含 10%FCS 的

DMEM 洗涤一次再以同一溶液调节细胞 浓度后移入

4 孔或 96 孔培养板，立即置 于主7 "C， 5 %C02, 95% 

空气及饱和湿度的 CO2 培养箱内培养。 活 化 培养

1. 5一2.0 h，细胞已贴壁。以无血清的 DMEM 洗涤

细胞，更换 N3 继续培养至所需时间，在此期间每

2-3 天更换一次培液，如此培养的细胞样本届对照

组。如细胞在无血清 DMEM 洗涤后 ， 每次更换的 N3

培养液内含有合成肤样品，则该样本属样品组。

2) 不经血清活化的无血清府养s 基本操作同上，

但经胶蛋白梅消化并离心收集的细胞，不再接触 FCS ，

立即用 DMEM 洗涤两次， 加入含 0 . 25%大豆腋蛋白

酶抑制剂的 N3 继续培养至所需时间 。

5、形态及突起生长的观察和统计

使用倒置相差显微镜 20 X 物镜观察细胞的形态

和突起的生长， 并用台盼蓝 (Trypan blue)染色 [11] 确

定细胞的存活或死亡。所有对突起长度的测量是先在

相差显微镜 20X 物镜下摄象后在照片上按规格测量

和统计平均细胞突起的总长度 [ 11 - 12 ]。入困细胞规格是

其最长突起长度大于胞体直径并且突起总长度大于 2

倍胞体直径的细胞。 为正确比较细胞形态的变化， 我

们曾使用显微镜上的坐标器确定每个培养孔中拍照视

峙的位置， 使在各时间点上都能跟踪最初选定的那些

细胞。最后， 数据用方差法进行统计。

6、 MTT 染色测定

基本按[川]方法进行。 MTT 用磷酸缓冲液配成

5 mg/ml 浓度，过滤灭菌制成储备液， 避光 4 0C保存。

培养的 乌 细胞用膜蛋白酶消化 10 分钟，配成细胞悬

浮液，离心 10 分钟，用培养浓配成细胞浓度接近 10'

个Im1。 向 9 6 孔板的每孔加入一定体积的上述细胞悬

液， 培养至孔底民满。 然后去培养液，加入 0 . 2 m1的

DMEM 和 20μ1 MTT 保存液，再培养 4 h。小心吸弃

上清液，每孔再加入 100μl 二甲亚隅， 充分混合 5 分

钟，在酶标仪上波长 570nm 处测定每孔的光吸收值.

用不加 MTT ~J细胞孔作本底对照 @

结 果

1 、 C6 细胞的生长及其受陈影响的观事

C6 细胞 ( 2.4 )( 10 4个Im1 ) 经含小牛血清的

旗养液短时间 (1. 5-2 h ) 激活 ， 然后换无血清

培养液培养 9 小时后 ， 在显微镜下可观察到细

胞长出轴突样的突起(见图版图 1 ) ，此突起的

长度和发生突起的细胞数随着培养时间而逐渐

伸长和增多(见 图版图 3 ) 。 在培养早期 (5-

36 h ) ， 测定在同一时刻对长出突起的细胞比

率或突起的长度作度量的结果 ， 通过与对照组

比较可以估测培养添加物对细胞生长影响 J 40 

小时-以后 ， 由于胞体的逐渐堆积和突起的相互

交叉， 这一比较较难进行; 但培养 72 小时-后，

突起开始萎缩，胞体进入老化阶段，细胞出现团
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聚和老化现象(见图版图 5 ) 。 因版图 2 显示在

含有 10 -smol/L 浓度的 AVP.I _8( 即 ZNC (C ) 

PR) 的无血清培养液中， Ce 细胞突起的发生率
明显大于不含该肤的对照组， 而老化过程也相

对延缓(见图版图 6 );另一方面， 添加 AVP←8
的拮抗物 ZDC (C) PR ， 贝1) C6 细胞突起的生长
速率反较对照为慢(见图版图 4 ) 。

2 、 不同神经陈促 C6 细胞生长的效能比较
按 Collins 等方法[ll ] ，我们对突起的长度

进行了 目测统计， 图 2 结果显示z 无血清培养

条件下 C6 细胞的生长情况明显受 添加肤品种
的影响。 AVP， ZNC ( C ) PR 和 NLPR 等在培

9.0 

8 .0 

主 7 .。

e‘~ 
:; 

~ .O 也3

c 
句~

。

工"二 5 .0 
E刀
C 
也J

-l 

4 .0 

3 .0 

N3 AVP 

养早期都能剌激生长， 但 AVP 的作用并不如

后两者那样持久; OXT 和 ZDC(C)PR 两者在

培养早期 (9-1 7 h ) ， 并无明 显影响，但后来

在 (36 h) 时'却有较明显的阻在Il C6 细胞生长作
用。 为避免 目洲的误差， 我们 fP] MTT 染色法
核查了 C6 细胞的生长情况。结果指出 z 神 经
肤促生长作用的时相是在细胞生长早期 (9←

17 h ， 表 1 ) 并且是肤浓度依赖的(图 3 )。在

已观察的 3 个激动 剂 AVP、 ZNC (C) PR 在I

NLPR 中， ZNC ( C ) PR 的活性为最高，它的最

低有效浓 度为 10 - 1omol/L，比 AVP 和 NLPR

两者的效价都高出近百倍.
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固 2 AVP 及其提似物影晌 Có 细胞发育阶段突起生长的比较
实验条件见方法部分 (" ， 1)和 5 。在 4 孔板上脚P C6 细胞 2 . ，! X IO' 个/孔，细胞贴应后用

DMEM 沈阳遍， 每孔随机选取两个视野， 拍照记录 20-25 个细 胞/视野， 每组两个孔， 即共观
测 90-100 个细胞，然后分别加入 N3 或 N3 加肤，肤的浓度都为 1 0 - 8mol/L。在不同时间点上跟
踪拍照记录相同视野的细胞。 根据照片测量和统计突起总长度。每组数据为 10 个测量值的平均值g
(X士 S E) ， ·代表 P<0 . 0 5 ; ..代表 P<O . Ol.

长

3 、 Ce 细胞在不经血清 澈活的条件下的生

为减少血清因子的及细胞相互间的干扰 ，
CG 细胞不经血清激活而直接在无血清培 养液

中作稀释 (1 000 个细胞/0.1 ml ) 培养时生长非

常缓慢， 培育了 4 天后只相当于前述条件下培

养 9小时的生长情况。 此时友生突起的细胞总
数统计 结果 (表 2 )表明 : 10- 8mol/L 的 ZNC

(C)PR 或它的类似物 NLPR 对 C6 的生长仍有
显著的促进作用而同一 浓度的 AVP、催产素
(OXT ) 或拮抗物 ZDC (C ) PR 并不给出有意义

的影响。
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Rozengurt 等 ( 1 ] 早已指出 AVP 可 以剌激

3 T 3 细抱的生长及有丝分裂，但尚未见到

AVP 对神经胶质瘤 C6 细胞系的影响。 本 文的

观察结果表明 z 无血清培养的 C6 细胞的生 长
明显地受到. AVP 及其类似物的影响 ， 并且影

响程度是肤的性质和浓度依赖的。在生长阜期，

肤的促进作用的效价大小依次为 ZNC(C ) PR, 

NLPR , AVP， 而 OXT 及 ZDC (C) PR 有部分

阻抑作用 F 在培养后期 ， ZNC (C)PR 对细胞

论讨

士。杂，池乡
. 00 物生

亵， MTT~丧包割定的 C6 细胞生 长状态比较

AVP 类似物时间 A(X士 SE) ~AjAo X lOO % 

9 h 0 . 269士 0 . 016
17 h 0 . 325 土 0 . 0 1 0
36 h0 . 596 士 0 . 03 2

!l h 0 . 312 士 0 . 033 1 6 . 0 土 12 . 3
17 h 0 . 428土 0 . 035 " 3 1. 7 士 10 .8"
36h 0.652士 0 . 0 90 9 . 4土 15 . 1

0 . 324士 0 . 019 20 . '1士 7 . 0
0 . 546 士 0 . 057 " 6 8. 0士 17 . 5 "
0 . 592士 0.036 一 0 .7 土 0 . 6

9 h 0 . 196土 0 . 028' -27 .1 土 10.4'
ZDC(C)PR 17 h 0.350土 0.012 一 2 .0土 3 .7

36 h 0.550土 0 . 091 -7 .7 士 15 .3

细胞培养条件与图 3 相同 ， 添加JJ;k ZNC(C)PR, 
NLPR 和 ZDC (C)PR 的最终浓度都为 10- SmoljL ，

各孔分别于指定时间用 MTT 染色测定 ， ., P<0.05, 
" P <O .Ol. 

胞细第 4 期

NLPR 
9h 

17 h 
36 h 

ZNC(C)P R 

第 17 卷

的老化似有延缓作用 。 我们曾经报道过(8 ] 记

忆增强肤 ZNC(C ) PR 和 NLPR 不仅能增强大

鼠学习记忆行为 ， 而且还能促进鼠海马及大脑

皮层内有关神经营养性因子，如 NGF 和 BDNF

的表达 ， 然而 OXT 作为一个 AVP 的天然类似

物却完全没有咱强记 忆 作用 ; ZDC(C)PR 是

ZNC (C)PR 的合成拮抗剂， 理所当然地 无促

进作用 ， 而部分地阻抑神经营养因子的表达.

由此可见， 欣对整体动物的记忆增强特性与它

们对 Ca 细胞促生长的效能呈正相关。 虽然

ZNC (C)PR 在脑内的主要结合部位是海马锥体

细胞和颗粒细胞[71 ， 但最近 O'Dowd 等(14] 发

现脑内胶质细胞亦参与了长期记忆形成的过

节

60 

20 

10 

50 

30 

~O 

远
东
阳
z
q变

程， 看来不能排除动斗圳市内的胶质细胞也是记

忆增强肤的作用对象。

众所周知， 血清因子对体外培养细胞的生

长有相当复杂的促进作用。比较困 2 ， 3 和表

2 的结果可知 C6 细胞在生长早期 ， 经过或不

经血清短期激活时 ， 生长速度有较大差别。 C6

细胞未受激活时(表 2 )生长非常缓慢， 培育了

4 天后只相 当于激活条件下培养了 9 小时(图

2 )的生长情况。 虽然此时 ZNC(C)PR 或它的

类似物 NLPR 对 C6 细胞的生长仍有显著的促
进作用 ， 但仍不足以排除某些微蛊未知血清因

子干扰的可能性。 因而目前来预测合成肤促进

Co 细胞生长的可能机理尚为时过早 ， 工作有

待进一步深入。
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在 96 孔板上，每孔接种 C6 细胞总数为 1000 个 ，
直接用 N3 无血清培液或 N3 加肤培养 4 天后，统计
每孔中长突起(细胞突起长度大于胞体直径)的细胞数。
添加肤的浓度都为 1 0- 8moljL ， 每组数字为 4 个独立
样本的平均值，与对照相比 : .,. , P<O .Ol ， 余者 P 值
皆>0 . 05 9

添加肤泊'度 (斗。， Ml 

图 3 C6 细胞生长与培养添加肤的浓度依赖关系
在 96 孔板上，每孔中接种 C6 细胞 10' 个 ，依照常

规的无血清培育(方法 4 ， 1)法，在 N3 或 N3 添加不
同浓度肤的条件下培养19 小时后依 MTT法 (方法 6 ) 
测定光吸收值。每组数据为 5 个孔测量值的平均值g
(X士 SE ) ， ..代表 P<0 .05 ， ..代表 P<O.Ol o

袋 2 AVP 及其类似 物影响 C6 细胞突起
发生的比较
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摘要

本文采用显微镜观察和逐个细胞突起长度

测量及 MTT 等方法研究了添加肤对无血清培

养的 C6细胞生长的影响 z 在培养早期(9-36h) ，

10-8mo1/L 的 AVP、 NLPR 或 ZNC (C)PR 等

都能刺激生长;同浓度 的 OXT 或 ZDC ( C ) PR

在起始时 (9-17 h)无明显影响，但稍后(3 6 h ) 

显示抑制作用。 MTT 染色法分析的结果指出 z

神经肤促生长作用主要表现在 细胞生长前期

( 17 h ) 并且是肤浓度依赖的 ， ZNC(C)PR 的最

低有效剂量 10-1omol/L 比 AVP 的要低百倍。

在控制条件下细胞缓慢生长时z 上述肤内仅

ZNC (C) PR 和 NLPR 两者 Cl O - 8mol/L) 对 Cð 细
胞的突起发生仍保留明显的促进作用.

关锥饲 a 加压萦 合成类似物 Có 细胞系

生长
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EFFECT OF ARGININE-VASOPRESSIN SHORT ANALOGS 

ON THE GROWTH OF C 6 CELLS 

HE Miao. MI AO Hong-hua" CHEN Xiu-fang" and DU Yu-Cang. 
.Shanghai Institute 01 Biochemistry and Shanghai Insti.tute :of Physiology , Chinese Academy 01 

Sciences, Shanghai 200031 

ABSTRACT 

The ettects of synthetic peptides 0内le growth of沁叫Is in :" the serum-free 叫ture were 
microscopically! observed and quantitatively measured , and spectrodensitometrically determined 
by means of MTT staining. I n early stage of incubation (9-36 阳， 10-8 mol / L arginine- vaso
pressin (A VP) , NLPR or ZNC(C)PR markedly stimulated cell growth while oxytocin (OXT) 
or ZDC (C)PR showed a significant inhibition at h-36 . R esults generated from MTT,"experiments 
confirmed that the stimulating effect of thes巳 peptides majnly appeared in the early stage o! 

cell growth (9-17 h) and were concentration-dependent . The lowest effective dose of ZNC (C) 
PR (10- 10mol/L) was hundreds times lower than AVP. When C6 ceIls were in a conditioning 
growth situation , both ZNC (C)PR and NLPR (1 0-8mol/ L) stiIl markedly showed a faci1itation 
on the neurites elongation. 

Key lVords : arginine-vasopressin Syntbetic analogs C6 eell lIae Growtb 
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