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面可提高酶的活性，另一方面可维持反应液中

Pb++ 浓度的恒定，减少 Pb++ 沉淀而产生的污

染。在 pH 7 . 5 定位 cAMP-PDE ，我们建议采用

缓冲液(1)和 (3)(见表)0 Pb川是重 金属离子，

对酶有一定的毒性[1町，同时也会诱导 某 些底

物自解产物污染，然而 Pb++ 浓度过低，影响反

应产物的"可见度"。我们的结果也证实了这种

现象， 在 cAMP-PDE 的电镜细胞化学定位中，

采用 2 mMPb仆的浓度较为适应。
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小鼠领下腺粗提物中神经生长因子活力的测定警

王天佑

(北京市神经外科研究所)

神经 生长 因子(Nerve Growth Factor, 

简称 NGF) 系 1951 年 Levi-Montalcini 发 现。

大量的体内外实验证明，它对交感神经细胞和

感觉神经细胞有促进成熟与分化的 作用[lk

NGF 广泛存在于动物体内，以成年 雄 性小鼠

额下腺中含量最高， 其次是豚鼠前列腺和蛇毒

中。它为一蛋白质， 分子量 130000 ， 通常称

为 7 S NGF，由 5 个亚基组成，只有自亚基具

有促进神经生长的特性。 用不同方法提取，可

以得到一种 2.5 S NGF， 大致相当于自亚基部

分。现在， 7 S 及 2 .5 S NGF 均有商品供应，但

需进 口， 价格昂贵，而自行提纯又很烦琐。有

的学者以简易方法获得 NGF 粗制品 ， 同样可

以满足实验需要[ 2 ] 。 本文试图将粗制备方法标

准化，并检验它能否用于神经细胞的 体外培

养。

材料和方法

二、 小鼠顿下腺粗提物2 共用 90 只 雄性 昆明种

小白鼠， 年龄在两月以上， 体重 25-4 5 克， 分 9 批 ，

每批 8-15 只。 拉断颈椎处死后取顿下腺， 去除血液

及脂肪， 置液氮中 5-10 分钟，化冻后剪碎， 置玻璃

'王文宁、胡晓梅、 葛迦春同志曾参加部分技术 ­

工作，特此致谢。
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研磨器中 ， 按每个领下脉加冰冷去离子水 1 毫升， 在

冰浴中用 手研磨， 将阱得组织 匀浆离心 (0"(; , 

15000 RPM , 30 分钟)，取上清液，用等量 Eagle

MEM 液稀释， 每个领下腺最终得 1.7-1.8 毫升，称

为原液，立即用微孔滤膜过滤除菌，分装， - 40"(;保

存.或将原液用 MEM 稀释 250 倍，分装， 一 40"(;保

存.

二、 蛋白含量测定2 用福林-盼试剂法[3]，以牛

血清白蛋白为标准。

三、 NGF 活性测定，仿改良 的Levi-Montalcini

氏法[付z

1. 凝血酶，北京市第一生化制药厂产品，用生

理盐水溶化成每毫升 100 单位， 0"(; 15000 RPM 离心

30 分钟， 上清部分对生理盐水透析 48 小时，再离心，

过 0.2 微米微孔滤膜，分装， - 40"(;保存。

2. 鸡血浆， 雄来亨鸡禁食 24 小时后乙醒麻醉，

心脏取血 40-50 毫升，内加肝素 40 单位， 1500 RPM 
离心，将血浆分装， - 40 0C保存。

3. 鸡胚背根神经节， 用 8-10 天来亨鸡胚，子

显微镜下暴露脊柱及两侧之神经节， 用尖慑逐个摘取

背根神经节，收集子 MEM 培养液中待用。

4. 领下腺粗提物的稀释，用 MEM 液按 1:250-

1:16000 对原液进行连续倍比稀释。

5. 测定 ， 用凹孔玻片，每片有四个凹孔，每孔

直径 18 毫米，深 3 毫米。每孔依次力n 1疑血酶 25 微

升，神经节 3 个， 不同稀释度的领下腺粗提物 25 微

升，轻摇泪匀， 最后加鸡血浆 25 微升， 加盖静置 15

分钟，移至湿盒内， 37 "(;温箱培养。每次实验做 2-

3 个粗提物样品， 每样品用 7 个稀释度， 经等体和、凝

血酶及鸡血浆稀释， 粗提物原液在各孔中的实际稀释

度为 1:750-1:48000。 每一稀释度均同时做两孔，另

有两孔不加粗提物做为对照。

6. 结果判断， 培养 20-24 小时后在倒置显微镜

下观察，依神经节四周向外生长突起的程度分为六

级g

1 级有少量细长的神经突起(图版图 1 ) 

2 级神经突起稀疏而长 ， {旦较 1 级多而且长(图

版图 2 ) 

3 级为最强反应， 神经突起密度及长度均最大

(图版图 3 ) 

4 级神经突起浓密但不长(图版图 4 ) 

5 级神经突起浓密而甚短(图版图 5 ) 

。 级没有或基本没有神经突起生长(图版图 6 ) 

四、背根神经节的无血清培养

1. 培养板，用 24 孔塑料培养板， 各孔内涂透析

鼠尾胶原[5] 0.5 毫升，用氨水蒸气熏 10-20 分钟，再

用蒸馆水或 Hank 氏液充分冲 洗至 pH 中性，加无血

清培养基 3- 4 漓， 置 5%C02 培养箱中过夜， 实验

前吸去胶原表面的全部培养液。

2. 培养液，按 Bottenstein 氏 N3 配方[6] ， 基本成

分为 DMEMjF川 1: 1)， 每 100 毫升内含膜 岛素 。.5

毫克，转铁蛋白 5 毫克，黄体酣 0 . 63 微克，腐胶

0.88 微克，谷氨酸胶 60 毫克 ， 亚晒酸纳 0.52 微克，

葡萄糖 1 克，过滤分装， - 40 0C保存。

3. 神经节培养， 鸡胚背根神经节收集方法同前

述，向每培养孔胶原表面放置 3 个神经节， 置培养箱

内 2-4 小时令神经节贴附于胶原， 再加含有粗提物

的无血清培养液。.9 毫升， 每个粗提物试 7 种浓度，

与上述活性测定时的实际浓度相同， 另有一孔不加粗

提物做为对照，置 5%C02 箱中培养 48 小时， 镜下观

察神经节周围突起伸出的程度。

结 果

额下腺粗提物的蛋白含量 ， 9 批样品

蛋白含量平均 10 1. 6 毫克/毫升，标准差 4.0

〈见附表〉。

二、 NGF 活性测定， 各对照孔的神经节

在血浆凝块中培养 24 小时后只有少 量 纤维母

细胞向外生长，个别神经节生出少量纤细的神

经突起，按分级标准均不够 1 级。各批实验的

粗提物反应相当一致 ， 在原液稀释度为 1:750

及 1:1500 时神经节均无 反应( 0 级) ， 1: 3000 

时开始出现反应( 5 或 4 级)， 1:6000--1:12000

时反应最强( 3 级)， 1: 24 000 时反应再次减弱

( 2 级或 1 级)， 1: 48000 均无反应( 0 级)。 重

复测定时上述表现最多相差一个稀 释度。 18

次测定中，高峰在 1:3000 者 4 次，在 1:6000

者 10 次， 1:12000 者 4 次。 重复 测定时 9 批

样品中最强反应在同一稀释度出现者有 5 批，

另 4 批相差一个稀释度(见附表)。同一样品冻

存后重复测定， 3 个月 内未见活性下降。

三、神经节无血清培养， 实验组与对照组

在培养 24 小时就表现出差别 ， 48 小时更明显 ，

故只描述 48 小时所见。 各对照孔在 48 小时培
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附表 : 9 批领下腺租提物的蛋白含量及其健造神经突起生长的最大反应稀释度

样品批号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

蛋白含量 106 94 98 103 98 106 103 103 103 (mg/ ml ) 

最大反应稀释度

血浆J庚'块法·
6000 12000 3000 6000 3000 12000 6000 6000 6000 
6000 12000 3000 12000 6000 6000 3000 6000 6000 

最大反应稀释度

无血清培养·
24000 24000 12000 24 000 12000 12000 24000 12000 12000 
48000 48000 24000 48000 24000 24000 12000 24000 24000 

· 表内数据均应写成 I : XXX X ， 每项均列出重复实验结果

养后，神经节周围有许多多角形或梭形的纤维 NGF 对感觉与交感神经元的作用是多方

母细胞向外生长，没有或只有几根纤细的神经 面的[ 1 1 ， 其中最明显的是促进神经细胞生出突

突起向外生长(图未附〉 。 加粗提物的各孔中 ， 起 (Neuritogenesis ) ， NGF 的生物测定正是利用

神经节向周围伸出致密的突起，长而粗， 互相 这种特性。Levi-Montalcini 的鸡胚背根神经节

交织成网，末端常有分枝 ，偶见末端膨大。有一 法[ 8 ]虽然比较粗糙，但简单易行， 结果可靠。

些折光甚强的小圆形细胞贴附于神经突起上， 近年来有人用放射免疫、补体结合、 受体测定

纤维母细胞少见。原液稀释度在 1:750 时， 神 等 ， 因 NGF 易与血清蛋白结合而使测 定难以

经节即可有明显的突起生长(1 8 次实验中 9 次 精确[1]。也有人用神经母细胞瘤 PC 12 株作生

明显，另 9 次无明显生长) ，至 1:3000 时全部均 物测定I町， 但该细胞株较难培养。与这些方法

可引起神经节明显地生出突起， 直 至 1:48000 相比， Leri-Montalcini 法仍不失为常用的测定

时均如此。 反应高峰在 12000 时 6 次 ，在 2 4000 方法。

时 9 次，在 48000 时 3 次 。 图版图 7 , 8a , 9 即 在鸡血浆凝块中的鸡胚背根节只在很狭窄

为同一 样品在 1:3000 、 1 : 12000 及 1: 48000 的 NGF 浓度范围内才有反应。低于 最适浓度

时的反应，可见以 1 : 1 2000 反应最强。 时突起稀疏而长 (呈 2 级或 1 级反应 )，高于最

适浓度时突起浓密而短( 4 或 5 级反应〉。 连续
讨论

倍比稀释时最适反应一般只在一个 浓 度 下 出

小鼠额下腺中含有多种生物活性物质， 水 现。 目前国际上以 NGF 最大反应浓度定为每

提取液中除含 NGF 外，还含有表皮生长因子

( Epidermal Growth Factor, EGF) [7 Jo EGF 

没有促神经生长的作用 ， 若只为了促进离体培

养的神经细胞的生长，贝Ij额下腺粗提物可以用

来代替 NGF 纯品。

为了得到稳定的领下腺粗提物， 控制了以

下几个条件: (1)均选用成熟雄鼠顿下腺，提

取时加液量恒定 ， (2) 采取冷冻、 低渗及研磨

三种破碎细胞的方法，以便充分提取， (3) 提

取在低温下进行， 不用 电机进行研磨， 提取物

尽快低温保存， 以避免蛋白质失活。 通过 9 批

样品的蛋白量及生物活性测定，证明此种粗制

品具有较高的生物活性， 且性能比较稳定。

毫升 1 活性单位[町，例如粗提 物 在 1:6000 稀

释度下作用最强，则其原液的生物活性为每毫

升 6000 单位。

由于 NGF 有与血清蛋白质结合的特点而

最适浓度范围很窄， 就有必要在无血清培养的

条件下重新考查。 本实验证明，无血清培养时

领下腺粗提物的适宜浓度范围较宽(1: 3000-

1: 48000) ， 最适浓度较在血凝块中低， 大约相

差 1 一 2 个稀释度， 约相 当每毫 升加 NGF

0. 2 5-0.5 单位。

根据以上所述， 作者建议在使用本文的方

法得到粗提物后， 如欲进行有血清培养， 应该

先用正式实验所拟采取的实验方法对其最适稀
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细胞生物学迅速被推向分子生物学水平。现在的细胞

生物学实际是细胞分子生物学与细胞生物物理学(包

括超微形态学〉的结合， 它与经典细胞学具有根本不

同的内容与概念。 因此在考虑这门学科在我国如何发

展， 以及如何进行细胞生物学教学和科研改革时， 不

可回避的首先要对这个前提进行认真的考虑。
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