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神经细胞老化是老年学的核心问题之一。

由于神经细胞老化历时较长 ， 在体实验研究有

一定的困难z 而体外细胞培养实验周期较短且

环境条件可以严格控制，因此是研究神经细胞

老化一种较为实用的手段。蔡联等首先报道应

用'小鼠神经母细胞瘤 (NBA2 )细胞无血 清培养

建立神经细胞老化实验研究模型(1]。为了解无

血清培养与 NBA2 细胞老化之间的关系 ， 以便

进一步利用这一神经细胞老化实验模型来研究

细胞的老化过程 ， 本实验除了观察细胞在无血

清培养过程中的脂褐索荧光值的变化外，还观

察了细胞突起数与细胞老化之间的关系。

材料与方 法

-、 细胞株

应用小鼠神经母细胞瘤细胞株(NBA2 ) ，由美国新

墨西哥大学医学院 Davis 教授提供。

二、主要试剂

胎牛血清 (FBS) 由上海第二医科大学斜土路分校

实验二室提供。 Dulbecco's Modified Eeigle Medium 

(DMEM , NO. 430-1 600 EB) 为美国 Life T echno­

logies 公司产品。牛血清白蛋白 (A ) 和膜蛋白酶为美

国 Sigma 化学公司产品，膜岛素为上海生物化学药厂

产品。

三、培养液

含血清培养液 (FD ): 含 10 % 胎 牛血清 (F) 的

DMEM， 另加碳酸氢铀 3 . 7 g/L， 庆大霉素 5 万单位/

L。 无血清培养液(AID ): 每升 DMEM 中加牛血清白

蛋白 (A) 500 mg , H夷岛素( 1)5 mg，庆大霉素 5 万单

位。

四、实验设备

Hitachi 低温冰箱、 Nikon 倒置相差 显微镜和

LNA-][型二氧化碳培养箱皆为日本制造。 UMSP-

30 型显微分光光度计及同机配备 MOP-videoplan 图

像处理系统为西德 OPTON 公司产品。

五、 NBA2 细胞培养

按本室方法[ I J 。

六、细胞突起的倒置相差显微术计敏

细胞接种后随机分为 FD 组〈对照组)及 AlD 组

(实验组 )。 对照组于 FD 培养 5 天时在倒置相差显微

镜下随机讨数相邻的 20 个细胞的突起个数。将实验

组原 FD 培养液弃去，经H缸lk:s 液洗细胞 3 次，加入

AlD 培养液 。 至 5 、 10 、 15 天时在倒置相差显微镜

下随机计数相邻 20 个细胞的突起个数。每 2 天更换

新鲜无血清培养液。统计学检验采用 POMS 方差分

析，组 IBM 微机处理数据。

七、细胞内脂褐素的显微荧光光度测定

1 . 细胞标本的制备g 传代培养 3 天的细胞经

0.125 %.膜蛋白酶消化后用 FD 培养液收集细胞计数·

调整细胞数为 1 x 106/ 100μ1，将 3 x 10 6/班的细胞接

种子内有 10 x 20 mm 盖玻片的培养瓶中。 5% 二氧化

絮， 370C条件下培养 24 小时，倒置相差显微镜下见

细胞已完全贴壁并呈单层生长。弃去 FD 培养液， 用

Hanks 液洗细胞 3 次 ， 加入 AJD 培养液，再培养至

测定的终止日 。每 2 天更换新鲜的 AlD 培养液。 每

隔 5 天(最后一批为 4 天〉接种一批细胞， 待首批细胞

培养至 15 天时收集各组(1、 5 、 10 、 15 天)细胞在

同一天测定。 2 . 测定g 取出长有细胞的盖玻片置于

UMSP-30 型显微分光光度仪的扫描台上。激发光源

为 MIL 12 V , 100 W 的高压柔灯，激发光波长为

44 0~44 6 nm ， 荧光波长大于 47 0 nm。以绿色塑料薄

片上一荧光点荧光强度的 1%为 100%的 参照标准，

在测定背景荧光值后， 每组随机测定相邻 30 个细胞

·本课题由河北省自然科学基金资助。

" 现在上海仁济医院神经生物学实验室学习，
200001 。
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的脂褐素荧光值。该机配有 MOP-videoplan 半 自动

图象处理系统，由专用微机控制测试条件， 测定和减

去背景荧光值并输出测定数据及每组被测细胞数据的

统计图。统计学检验采用 POMS 方差 分析， 经 IBM

微机处理数据。

结 果

-、 无血清培养对 NBA2 细胞哭起个敏的

影响 (见襄 1 )。

由表 1 可见 ， 对照组 (含血清培养 5 天)无

细胞突起出现z 无血清培养 5 天时细胞突起数

目最多， 5 天以后细胞突起数逐 渐减少 ， 以

15 天时最少 (P< O . O l) 。

二、 无血清培养对 NBA2 细胞脂褐景荧光

值的影晌 (见表 2 ) 。

由表 2 可见， 1 天时脂褐素荧光值极低，

随着无血清培养天数的增加， 细胞内脂褐素荧

光值也累积性增加，以 15 天 时 最 高 (P<

。 ‘ 0 1) 。
褒 1

组别

对照组

5 天组

10天组

15天组

无血清培养对 NBA2 细胞

突起个数的影响

细胞突起个数
n 

x ± SD 

2Q 。 。

20 2.75 0 .967* 
20 2.40 0 .754 * 
20 1.40 0.754 ." 

注 s 与对照组比较， 叩<O.OlJ 与 5 天 比 较 ，

叩<0. 01 。

表 2 元血清培养对 NBA2 细胞

脂褐萦荧光值的影响

脂褐素荧光值<%)
组别

1 天组

5 天组

10天组
15天组

n 

30 
30 
30 
30 

支

0.06 
2. 10 
7.14 

24.44 

+ SD 

0.09 
1.21* 
2.93"" 
6.21… 

注 g 与 1 天比较. .P<0 .01; 与 5 天比较 • "p< 
0.01，与 10 天比较， Hpi之0.0 1 .

讨论

一、 AID 培养液的选用

小鼠神经母细胞瘤细胞培养作为神经细胞

实验研究模型早已为广大学者所肯定。 因为在

适当 的细胞培养条件下，神经母细胞瘤细胞会

停止增殖并表现出一些神经细胞所具有的形态

学特征及生物学功能。 蔡政等 (19 85)为建立神

经细胞老化实验研究模型而设计出五种不同成

份组成的培养液。结果发现 由膜岛素 · 白蛋

白 .DMEM 组成的无血清培养液 (AID ) 使

NBA2 细胞在生长至一定阶段后， 分裂处于平

衡以至停顿状态 ， 随着培养时间的增长 ， 表现

出明显的分化趋势， 这样对老化的观察极为有

利[1] 。 因此本实验选用 AID 这一无血清培养

液。

二、无血清培养对 NBAz 细胞突起个数的

影响

实验结果显示无血清培养 5 天时 NBAz 细

胞由鹅卵石状变为细长， 且多呈梭形 ， 亦有三

角形或星状， 此时细胞突起数目最多。随着培

养天数的增加， 脱落细胞增多 ， 细胞突起个数

减少，以 15 天时最为显著(P<O ‘ 0 1) ，此时突

起形态呈枯枝状。说明无血清培养有抑制

NBA2 细胞的分裂 ， 并表现出使细胞分化和衰

老的趋势。

衰老的神经生物学研究表明，神经元细胞

体和树突的显著变化 ， 导致树突在衰老过程中

逐渐消失。 在衰老的早期 ， 神经元树突的轮廓

发生肿胀和变形 ， 以后树突才慢慢地消失。 这

种变化可能与细胞质空间被不正常的病理性的

包涵物阻塞增加有着密切的关系。树突的消失

会严重减少突触数量 ， 降低神经元传递信息的

能力。一般认为 ， 这些变化比其他任何巳描述

的组织学表现更能标志神经细胞的衰老问。

三、无血清培养对 NBA2 细胞内脂褐素的
影响

脂褐素是j容酶体对细胞内的结构与功能不

健全的亚细胞成份进行自体吞噬后形成的残余
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物质 ， 这种标志老化的色素随年龄的增大而增

多[梢， 在老年人和老龄动物的皮质和海马中
的神经细胞内可见到大量的脂褐素存在。 这种

黄色的色素的超微结构是由异质膜包裹 ， 内含

高密度分子和脂质的小泡[5]，它是代表整个细

胞功能下降的一种生物学指标， 可能是引起神

经元减少的原因之一。它的沉积引起细胞质结

构比例的变化，如细胞质的呈、线粒体数目和粗

面内质网的减少 ， 以及高尔基复合体的单一化

和细胞质的空泡形成[6]。脂褐素是老化的结

果。因其能产生自发荧光I勺，故可用分光光度

术测定[ 8 ]。实验结果显示无血清培养 1 天时 ，

细胞内脂褐素荧光值极低，随着无血清培养的

继续 ， 每增加 5 天 ， 脂褐素荧光值增加 3 倍以

上， 以培养 15 天时最高 (P<札 01)。这种 NBAz

细胞内脂褐素荧光值累积性增强的趋势与哺乳

类动物及人类老化研究中神经细胞内脂褐素含

量随增龄而增加的结果是平行的，因此可作为

良好的神经细胞老化实验研究模型，并提示环

境的剧烈变化可以改变细胞的老化过程[ 9]。不

良的生存环境可以加速细胞的衰老。

摘要

本文报道应用倒置相差显微术和显微荧光

光度术观察无血清培养条件对 NBAz 细胞突起

数目和细胞内脂褐素荧光值的影响 ， 以建立神

经细胞老化实验研究模型。结果发现: 存在着

随无血清培养天数的增加 ， 细胞内脂褐京荧光

值累积性增加 (P<O.O l ) 和培养 5 天后细胞突

起数目渐次性减少 (P<O.O l) 的趋势。 结来表

明 : 这一趋势与哺乳类动物和人类老化研究中

的神经细胞内脂褐素含量随增龄而增加及神经

细胞突起在衰老过程中逐渐减少消失的结果是

平行的 ， 因而神经细胞老化实验研究模型建立

良好。 结果提示: 环境的剧烈变化可以改变细

胞的老化过程， 不良的生存条件可以加速细胞

的衰老。
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