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维生素C 对新生大鼠海马神经细胞生长的影响
Ξ

刘新颖,安志兴,吴月红,张　涌
(西北农林科技大学 生物工程研究所,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　取新生大鼠海马组织进行原代体外分散培养,用M T T 比色法检测不同浓度维生素 C 对神经细胞

生长的影响,并观察其形态学变化和分化程度。结果表明, 2和 20 nmo löL 维生素C 组对神经细胞生长的影响与对

照组无显著差别 (P > 0. 05) ; 200 nmo löL 维生素C 组能促进神经细胞的存活,与对照组相比差异显著 (P < 0. 01) ,

进一步观察发现,该处理的细胞突起数目、长度、胞体面积均显著高于对照组 (P < 0. 01) ; 2 000 nmo löL 维生素C 组

可显著减少细胞的存活数,能引起细胞凋亡。提示 200 nmo löL 维生素C 对神经细胞生长发育有一定的促进作用。
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　　维生素C,又名抗坏血酸 (A sco rb ic acid) ,是一

种重要的水溶性抗氧化物质,是细胞外液的主要抗

氧化剂,是羟化酶维持活性必需的辅助因子之一。其

在人体中不能合成,必须从食物中获得,在人体中主

要用来预防坏血病[1 ] ,而且可以促进铁的吸收。维生

素C 在脑和中枢神经系统中具有重要作用,可以提

高智商,治疗精神病[2 ]。维生素C 转运系统在大鼠脑

细胞试验模型中,已经被刻划出来[3 ]。维生素C 是神

经递质去甲肾上腺素 (N E)合成限速酶2多巴胺 Β羟
化酶的辅助因子,其可能影响肾上腺素能神经元中

N E 的贮藏机理。本试验观察了不同浓度维生素C

对大鼠海马神经细胞生长的影响,以期为其的进一

步研究应用提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　试验动物　本试验所用动物为新生 1～ 2 d

的二级 SD (Sp rague2D aw ley)大鼠,购自第四军医大

学实验动物中心。

1. 1. 2　主要试剂及仪器　M T T ,二甲基亚砜购自

Sigm a 公司; DM EM öF12, N 2培养添加液购自 Gib2
co 公司; 胎牛血清、马血清购自杭州四季青生物制

品公司。主要仪器有倒置相差显微镜 (O lympu s)和

酶标仪 (D G5031,华东电子集团)。

1. 1. 3　培养液组成　种植培养液: 基础液为

DM EM öF12,含体积分数 10%胎牛血清,体积分数

10%马血清,谷氨酰胺 (Gln) 100 ΛgömL ; 血清饲养

培养液: 基础液DM EM öF12 含体积分数 95%马血

清,谷氨酰胺 (Gln) 100 ΛgömL , N 2 10 mL öL ; 无血

清饲养培养液: 基础液DM EM öF12,添加谷氨酰胺

(Gln) 100 ΛgömL 和N 2 培养添加液 20 mL öL。
1. 2　试验方法

1. 2. 1　海马神经细胞原代培养　将 SD 大鼠断颈

取头,用体积分数 75%酒精浸泡消毒, 无菌状态下

分离出海马组织,剪成约 1 mm 3 小块, 用质量分数

0. 125%胰酶在 37 ℃消化 20 m in,然后用种植培养

液洗涤、稀释后,以 (1～ 5)×105ömL 浓度接种到胶

原包被的 35 mm 培养皿或 96 孔培养板中, 置 37

℃、饱和湿度、体积分数 5% CO 2 培养箱培养 24 h,

然后将种植培养液换成等量的饲养液,培养 2 d 后

加入阿糖胞苷抑制胶质细胞的生长。继续培养 5 d

后,全部改用无血清培养液培养。

1. 2. 2　海马神经细胞维生素C 培养处理　用基础

液DM EM öF12 配制维生素 C 浓缩液, 0. 22 Λm 微

孔滤膜, 4 ℃保存备用。细胞种植培养 24 h 后培养

液改为饲养培养液,根据体积分数计算,加入不同剂

量的维生素C 浓缩液,使其终浓度分别达到 2, 20,

200, 2 000 nmo löL ,以未添加维生素C 浓缩液的为
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对照组。在 37 ℃、体积分数 5% CO 2 培养条件下继

续培养,分别于第 3, 7, 10 和 14 天在倒置相差显微

镜下观察各组细胞的生长情况及其形态学变化。

1. 2. 3　海马神经细胞增殖活性检测[4 ]　在培养神

经细胞的 96孔板中,每孔加入 20 ΛL M T T 溶液, 37

℃继续培养 4 h 后终止培养, 再加入 150 ΛL DM 2
SO ,震荡 5 m in。选择波长 570 nm ,以经过相同处理

的空白孔调零,在酶标仪上测定各孔光密度值,绘制

细胞生长曲线。

1. 2. 4　海马神经细胞胞体面积、长径和短径的测定

　分别取对照组和试验组培养 3, 7, 10和 14 d 的海

马神经细胞,戊二醛固定,苏木精染色后,于Q uan2
t im et 970 图像分析仪上通过 400 倍显微镜随机选

择 50个视野。用灰度分离法分别测定神经细胞面

积、长径、短径 (A rea,L ength,B readth)。

1. 2. 5　统计学分析　试验数据以“平均值±标准差

(M ean±SD )”表示。采用 SPSS (12. 0)统计软件进

行单因素方差分析与显著性检验。

2　结果与分析

2. 1　神经细胞的形态学观察

新生大鼠海马神经细胞接种 6～ 7 h,大部分细

胞开始贴壁, 12～ 24 h 后基本完全贴壁, 并开始有

突起伸出 (图 1) , 3 d 后神经细胞突起进一步增多并

延长,分支交错形成稀疏的网络 (图 2)。培养的海马

神经细胞以多极神经元为主,胞体呈三角形或椭圆

形。随着培养时间延长,神经网络变得更加稠密。细

胞主干和分支明显延长变粗,培养 14 d 的神经细胞

最丰满且光晕明显 (图 3)。观察可见, 200 nmo löL 维
生素C 处理组的细胞数目显著高于对照组,所以选

用该浓度进一步观察维生素C 对海马神经细胞胞

体面积、长径和短径的影响。2 000 nmo löL 维生素C

处理组细胞出现凋亡现象,细胞随核染色质凝聚成

块状,聚集在核膜边缘,突起减少以至消失,而且随

着作用时间加长,细胞核损伤程度加重,裂解形成膜

包裹的凋亡小体 (图 4)。

图 1　培养 24 h 的神经细胞

F ig. 1　N eurons cu ltu red fo r 24 hours

图 2　培养 3 d的神经细胞

F ig. 2　N eurous cu ltu red fo r 3 days

图 3　培养 14 d的神经细胞

F ig. 3　N eurons cu ltu red fo r 14 days

图 4　凋亡的神经细胞

F ig. 4　A pop to sis neurons
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2. 2　维生素C 对海马神经细胞增殖活性的影响

M T T 比色结果 (图 5)显示, 2 和 20 nmo löL 维
生素C 组与对照组相比,海马神经细胞增殖无显著

差异 (P > 0. 05) , 200 nmo löL 维生素C 组与对照组

相比,其能极显著地增加细胞的存活数 (P < 0. 01) ,

而 2 000 nmo löL 维生素C 组使细胞存活数极显著

地降低 (P < 0. 01)。

2. 3　维生素C 对海马神经细胞胞体面积、长径和

短径的影响

在细胞培养 3～ 14 d 时,用图像分析仪分析不

同处理条件下海马神经细胞的胞体面积、长径和短

径,其结果见表 1。由表 1可见, 200 nmo löL 维生素

C 对神经细胞生长发育有极明显的促进作用 (P <

0. 01) ,该结果与酶标法检测结果相一致。

图 5　维生素C 对海马神经细胞增殖的影响

F ig. 5　Effect of p ro lifera t ion of h ippocampal

neurons w ith addit ion of V C

表 1　200 nmo löL 维生素 C 对海马神经细胞胞体面积、长径和短径的影响

T able 1　Effect of V C (200 nmo löL ) on area, length, b readth of h ippocampal neurons

培养时间öd
Cultu red

days

CK 200 nmo löL V C

胞体面积öΛm 2

A rea
长径öΛm
L ength

短径öΛm
B readth

胞体面积öΛm 2

A rea
长径öΛm
L ength

短径öΛm
B readth

3 70. 16±18. 72 12. 59±2. 36 3. 13±0. 50 112. 34±28. 963 19. 45±4. 293 3. 89±0. 793

7 86. 35±20. 69 14. 20±3. 44 3. 34±0. 49 133. 83±37. 593 11. 86±3. 783 4. 21±0. 943

10 110. 71±33. 28 16. 87±4. 42 4. 21±1. 09 185. 72±53. 463 25. 07±2. 633 5. 21±0. 893

14 192. 37±43. 63 3. 90±5. 68 5. 12±0. 79 216. 18±63. 393 28. 59±5. 473 5. 46±1. 073

　　注: 3 表示 P < 0. 01。

N o te: 3 Stand P < 0. 01.

3　讨　论

大鼠脑细胞培养材料大部分来自于临床 21 d

的胚胎和新生动物[5 ] ,鼠类在出生时神经细胞和神

经胶质细胞均未分化成熟,而大鼠又是广泛用于高

级神经活动研究的试验动物,海马属大脑边缘系统,

其与人体的感觉、运动、学习、记忆及内环境恒定系

统的调节功能密切相关[6 ] ,因此本试验选择以新生

的 SD 大鼠为试验动物,以大鼠海马神经细胞作为

研究对象。另外,脑功能的正常发挥依赖于脑细胞的

数量、性质、脑细胞之间的连结情况及其神经递质的

足够分泌[7 ] ,试验中采用了细胞增殖活性检测及胞

体面积、长径和短径的测定,以分析细胞的生长变化

情况。本试验利用M T T 比色法进行检测,结果发

现, 200 nmo löL 维生素C 处理组与对照组能显著促

进细胞存活,而 2和 20 nmo löL 浓度的维生素C 对

大鼠海马神经细胞的增殖没有影响, 2 000 nmo löL
浓度的维生素C 处理组则显著降低了神经细胞的

数量,有可能是浓度太高而产生细胞毒性,其产生的

强氧化作用诱导了细胞凋亡的发生。维生素C 本身

虽具有还原作用,但低浓度时为抗氧化作用,而高浓

度时为强氧化作用,其发挥抗氧化作用还是促氧化

作用,完全取决于浓度的大小[8, 9 ] ,本试验也证实了

这一点。试验结果还表明,维生素C 促进神经细胞

生长的最佳浓度是 200 nmo löL。而周德庆等[10 ]认

为, 0. 1 mmo löL 的维生素C 为最佳浓度,原因可能

是所用的动物种类和培养液不同所致。本试验结果

提示, 维生素 C 对神经细胞生长发育具有促进作

用,但所用浓度必须适当,浓度太高会抑制神经细胞

生长,甚至会产生细胞毒性。
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Effect of V itam in C (asco rb ic acid) on the grow th

of new bo rn ra t h ippocam pal neu ron in v itro

L IU X in -y ing, AN Zh i-x ing,W U Y ue-hong, ZHANG Y ong
( Institu tion of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he effects of V itam in C (V C ) w ith differen t concen tra t ion s on the grow th of h ippocampal

neu ron s from new bo rn ra t w ere detected w ith M T T m ethod by dissocia ted cell cu ltu re, and the mo rpho logi2
cal changes and the differen t ia t ion degrees w ere ob served. R esu lts ind ica ted that the num ber of su rvived

neu ron s in 2 nmo löL and 20 nmo löL V C group s w ere almo st the sam e as con tro l group (no V C in m edium

(P > 0. 05). T he num ber of su rvived neu ron s in 200 nmo löL V C group w as sign if ican t ly h igher than that of

con tro l group (P < 0. 01) , and the su rvived neu ron s in 2 000 nmo löL V C group w ere scan ty, w h ich cou ld

lead to cell apop to sis. T he num ber and the length of neu ron sal p rocesses as w ell as the area of neu ron s in

200 nmo löL group w ere all increased m arkedly, enhanced sign if ican t ly as compared w ith con tro l. T hese re2
su lts ind ica ted that the su itab le amoun t of V C cou ld imp rove neu ron grow th in v itro.

Key words: vitam in C; h ippocampal neu ron; in v itro cu ltu re
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T elom erase act ivity in m ou se oocyte and em b ryo s du ring early developm en t

J ING X iao-q i,L E I An -m in ,W ANG Han ,YANG Xue-y i,DOU Zhong-y ing
(S haanx i B ranch of N a tiona l S tem Cells E ng ineering & T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he telom erase act ivity in mou se oocyte and p reimp lan ta t ion em b ryo w as exam ined u sing the

po lym erase chain react ion2based on telom eric repeat amp lif ica t ion p ro toco l (TRA P ). T elom erase act ivity

w as detected in mou se oocyte, mo ru lae and b lastocyst and no t in 22cells and 82cells em b ryo. T he quan t ita2
t ive comparison resu lts show ed, by ladder den sitom itric m ethodo logy, tha t the to ta l p roduct genera ted

(T PG) w ere 85. 782, 96. 231, 269. 331 un its in mou se oocyte, mo ru lae and b lastocyst respect ively. How ev2
er, the T PG of single cell of mo ru lae and b lastocyst w ere 4. 00, 3. 45 un its. So , the oocyte had the h ighest

telom erase act ivity level abou t 252fo ld of b lastocyst.

Key words: mou se; oocyte; early em b ryo s; telom erase act ivity
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