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热量限制对 JV,JW'W细胞氧化损伤的影响
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#摘要$!目的!观察热量限制培养条件下#JV,JW'W细胞抗氧化应激损伤的能力) 方法!建立过氧化氢诱

导的 JV,JW'W细胞损伤模型) 体外培养 JV,JW'W细胞#分为对照组(损伤组%'&("&&(%'&('&&(" &&&
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&(低糖组%% ;9O&(低糖 S损伤组#进行细胞形态观察(测定各组细胞的噻唑蓝%[TT&代谢率(乳酸脱氢酶%ORV&

漏出率) 结果 !与对照组比较#%'&("&&(%'&('&&(" &&&&

"

-509OV

%

`

%

损伤 " 6 后 [TT代谢率测定细胞活力#'&

"

-509O组与对照组比较差异无统计学意义 %Ut&3&'&$其他组与对照组比较#随着 V

%

`

%

浓度的增加#细胞活力呈

递减趋势#差异具有显著性%Mm&3&"&$选定 %'&

"
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%

组为损伤应激源) 用低糖预处理细胞 %* 6#给与 %'&

"

-509OV

%

`

%

损伤 " 6 后测定 [TT代谢率显示#与对照组比较# 损伤组活力明显下降#低糖组活力上升%Mm&3&"&$

与损伤组比较#低糖 S损伤组活力明显上升%Om&3&"&$继续培养至 ) 6 发现#与对照组比较#低糖组活力上升%Mm

&3&"&$与损伤组比较#低糖 S损伤组活力明显上升 %Mm&3&"&) 进一步检测 ORV漏出率显示#损伤 " 6 后结果显

示#与对照组比较#损伤组漏出率明显增加 %Mm&3&'&#低糖组漏出率稍有减少 %Mt&3&'&$与损伤组比较#低糖 S

损伤组漏出率明显减少%Mm&3&"&$继续培养 )6 显示#低糖 )6 组与低糖 " 6 组比较#漏出稍有增多 %Mt&3&'&#低

糖 S损伤组 ) 6 组与低糖 S损伤组 " 6 比较漏出率稍有增加%Mm&3&'&$细胞形态学观察显示#未加损伤之前#低

糖组的细胞形态#与对照组比较无明显改变) 加入损伤药物 "6 后的细胞形态与对照组比较无明显改变) 加入损

伤药物 ) 6 后的细胞形态# 低糖组和对照组细胞突起伸展良好细长#损伤组可见细胞数目明显减少#死细胞多#突

起回缩#细胞明显变圆#贴壁性不好#透光性差) 结论!热量限制能提高神经细胞的抗氧化应激能力#增加细胞生

存率#降低死亡率)

#关键词$!氧化应激$ JV,JW'W细胞$ 细胞培养$ 热量限制
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!!神经退行性疾病的共同特征是特定区域神经

元功能的丧失#即神经元的不可逆损伤(死亡) 越来

越多证据表明#氧化应激参与了神经退行性疾病的

病理机制#在阿尔茨海默病(帕金森综合症(脑卒中

等疾病中都发现了自由基增多导致的细胞损伤#增

多的氧自由基能攻击蛋白质(脂肪酸和脂质膜#从

而破坏细胞的功能和完整性) 因此#减少神经元内

氧自由基的产生#对保护神经元(延缓衰老及对抗

损伤有重要意义 -".

)

热量限制饮食在很多物种中能够改善健康和

延缓衰老#近年来大量研究发现#热量限制饮食可

以减少多种与年龄相关的疾病的发生 -%.

#但至今其

延缓衰老的机制尚未十分清楚) 有研究表明#热量

限制延缓衰老可能机制之一是抗氧化应激 -$.

) 热

量限制大大降低了脑(心脏和肝脏中线粒体活性氧

物质的产率#可能是延缓衰老进程的一个基本机

制 -*.

) 本实验拟通过观察低热量培养对过氧化氢

诱导的 JV,JW'W细胞氧化损伤的影响#为进一步探

讨热量限制在氧化应激损伤中的保护机制打下

基础)

J3材料和方法

JPJ3材料

"3"3"!细胞株'人神经母细胞瘤株 JV,JW'W细胞

来自瑞典卡罗林斯卡医学院)

"3"3%!试剂'噻唑兰%[TT&购自 J/;-.公司#二甲

基亚砜%R[J &̀购自北京亚太精细化工公司#乳酸

脱氢酶 %ORV&测定试剂盒#购自北京化工厂#编号

&&"&"%#$&k过氧化氢购自北京化工试剂厂)

JPH3方法

"3%3"! 细 胞 培 养 与 处 理' 细 胞 用 R[+[

!

"̂%

%d/145&培养基培养%$3& ;9O,;0B45<F&#加入 "&k胎

牛血清(青霉素 "&& Ib9-O(链霉素 "&& Ib9-O于

$)j('k L̀

%

培养箱中培养) 贴壁细胞生长密度达

到 )&k hG&k时#分组处理'对照组及损伤组#换用

R[+[ n "̂% 加入 "k血清#培养 %* 6$低糖组及低

糖 S损伤组#换用低糖组培养基为 R[+[%%3& ;9O,

;0B45<F&加 "k胎牛血清#培养 %* 6$予以 %'&

"

-509

O的 V

%

`

%

分别损伤 " 6 和 ) 6) 用于后续实验)

"3%3%![TT代谢率测定'将 JV,JW'W细胞接种于

#( 孔板中#细胞接种密度 "3& n"&

*

9孔#待细胞贴壁

生长至 )&k hG&k时予以相应处理#加入 [TT溶液
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%'3& ;9O&%& BO继续培养 * 6 后#弃去培养液#每孔

加入 "'&

"

OR[J`作用 "& -/D 后#用全波长酶标仪

%[B07/<c.D J8F47CB-&测定 ')& D-处光密度值)

"3%3$!细胞生长形态观察'用倒置显微镜% 0̀=-8B<

产品&观察培养的细胞#比较对照组和实验组细胞

的形态)

"3%3*!ORV漏出率测定细胞培养方法'同前#按照

ORV试剂盒所示方法%比色法&# 测定 ')& D-处光

密度值#同时做条图)

JPQ3统计学方法

用 JUJJ""3' 软件统计分析#资料数据以均数 u

标准差%

%

%uL&表示#组间差异显著性检验用单因素

方差分析 % D̀Ff.=PK̀ Q& 及重复资料的方差分

析#Mm&3&' 认为差异有显著性意义#Mm&3&" 认为

差异有非常显著性意义)

H3结果

HPJ3.00代谢率测定

不同浓度过氧化氢作用 " 6 后#采用 [TT法检

测细胞活力) 结果显示随着过氧化氢浓度的增加#

细胞活力呈递减趋势%图 "&)

图 J3不同浓度过氧化氢对细胞活力的影响

注'与对照组相比!!

Mt&3&'$

xx

Mm&3&") 误差条' u% <

-=EUJ!+ZZF475Z>/ZZFCFD745D4FD7C.7/5D<5Z6=>C5;FD

8FC5E/>F5D 76FJV,JW'W4F00<]/.1/0/7=

K57F'

!!

Mt&3&'# ]<@45D7C50;C5B8$

xx

Mm&3&"# ]<@45D7C50;C5B8

用 %'&

"

-509O过氧化氢分别处理 " 6 和 ) 6#

和对照组比较#低糖组活力明显上升$与损伤组比

较#低糖 S损伤组活力上升%图 %&)

HPH3,2"漏出率测定结果

与空白组比较#损伤组漏出率明显增加#Mm

&3&'#低糖组 "6 漏出率稍有减少#Mt&3&'$与损伤

组比较#低糖 S损伤组 " 6 漏出率明显减少#Mm

图 H3热量限制对过氧化氢损伤不同时间段的影响

注'损伤 "6#与空白组比较#

!

Mm&3&"$与损伤组比较#

!

Mm&3&"$

损伤 ) 6#与空白组比较#

!!

Mm&3&"$

与损伤组比较#

!!

Mm&3&") 误差条' u% <

-=EUH!+ZZF475Z4.05C/4CF<7C/47/5D Z5C>/ZZFCFD77/-F<5D 76F

6=>C5;FD 8FC5E/>F,/D>B4F> 4F00>.-.;F

K57F'R.-.;F> Z5C" 65BC#

!

Mm&3&"# ]<@45D7C50;C5B8$

!

Mm&3&"# ]<@V

%

`

%

;C5B8$>.-.;F> Z5C) 6#

!!

Mm&3&"#

]<@45D7C50;C5B8$

!!

Mm&3&"# ]<@V

%

`

%

;C5B8@

!!

图 Q3ORV漏出率测定

注'图 $ 为过氧化氢损伤 "6 的细胞 ORV漏出率) 与空白组比较#

!

Mt&3&'$与损伤组比较#

!!

Mm&3&") 误差条' u% <

-=EUQ!T6FORV0F.c.;FC.7F</D 76F4F00<5Z>/ZZFCFD7;C5B8<

K57F' V

%

`

%

,7CF.7F> Z5C" 65BC@

!

Mt&3&'# ]<@

45D7C50;C5B8$

!!

Mm&3&"# ]<@V

%

`

%

;C5B8

&3&"#继续培养至 ) 6 显示#低糖组漏出率由%"3"'*

u&3&(%&增加至%"3%%$ u&3"&)&$低糖 S损伤组漏

出率由%"3"%G u&3'*%&增加至 %"3%(% u&3&G"&#M

m&3&"%图 $&)

HPQ3细胞形态学观察

图 *('((%见彩插 "&所示为各组细胞在不同处

理时段的细胞形态) 图 * 为未加损伤之前#空白组(

低糖组的细胞形态#各组细胞数目及形态与对照组

比较无明显改变) 图 ' 为加入损伤药物 "6 后的细
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胞形态与未加损伤钱比较无明显改变#图 ( 为加入

损伤药物 ) 6 后的细胞形态#低糖组和空白组细胞

突起伸展良好细长#损伤组可见细胞数目明显减

少#死细胞多#细胞突起回缩#细胞明显变圆#贴壁

性不好#透光性差)

Q3讨论

热量限制%4.05C/4CF<7C/47/5D#LM&是指一种有计

划的减少由食物提供的热量的进食方式#一般指在

生物体所摄入营养成分在保证其不发生营养不良

的情况下#将正常自由进食所得的热量减去 $&k h

'&k) 早在 %& 世纪 $& 年代#[4L.=等 -'. 人就发现

限制食物的摄入就能延长啮齿类动物的寿命) 许

多学者运用热量限制的方法在从酵母到灵长类动

物中发现了类似的结果 -(.

) 在热量限制的动物和

志愿者#可以看到一个稳定的生理变化'较低的体

温(较低的血糖和胰岛素水平(以及脂肪和体重的

降低 -).

(较强的应激耐受能力#包括热应激和氧化

应激) 神经元衰老机制研究中#氧化应激是加速神

经元衰老的主要原因之一#虽然神经元衰老的机制

仍不是很清楚#但长期以来一直认为氧化应激(RKP

损伤可能是神经元衰老的关键原因 -G.

)

本实验观察到在细胞生长至对数期后给予低

糖预处理 %* 6#过氧化氢损伤 " 6%短期&和 ) 6%长

期&#[TT代谢率及 ORV漏出率测定显示低糖组活

力较损伤组活力明显增高#低糖组细胞形态维持良

好#而损伤组细胞突触回缩#形态变圆#悬浮细胞和

死细胞增多#显示低糖对短时间的急性氧化应激损

伤和长期的氧化应激损伤都能起到一定的保护作

用#这一结论与近年研究的热量限制抗氧化损伤的

结论相符 -#.

#低糖通过模拟热量限制的作用#降低

线粒体活性氧类物质的生成#上调相关解偶联蛋白

的表达#提高机体的抗氧化酶水平#使机体内活性

氧类物质生成减少#清除提高#从而发挥很好的抗

氧化损伤作用 -"&#"".

$也提示我们#在日常生活中减

少碳水化合物的摄入的比例有益于提高自身的抗

氧化应激能力#保持身体健康#延缓衰老) 总之#LM

是一个生物体主动调节的过程#其延缓衰老的作用

可能是通过促进线粒体增殖进而降低自由基水平

来实现的 -"%.

) 本实验为热量限制抗氧化应激损伤

提供了重要的理论依据)
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