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低能量氦氖激光照射促进体外培养

神经元的突起生长和R N A 合成

周汉城 郭碗华 曾园山 陈其辉

( 组 织胚胎学教研 室 )

提 要 机械分离新生大白鼠颈上节 ( s u p e r 主or
c e r y 主c al g 3 n gl ia ) 进 行分离细胞培养

。

培养物分为 激光照

射组与对照组
,

两组均在含有神经生长因子 ( n e r v e g or w ht f ac t or ) J’:tJ 培养液中生 长
。

激光照射组侮隔 2 小时

用 4 毫瓦氦氖激光 ( H el iu m 一N eo
n l a s e r ) 照射一 次

,

每次 5 分钟
,

直至终止培养
。

对照组未经激光照射
。

两组

培养物分别培养 2。 、
2 2

、
2 4和 2 8小时

,

测量培养物的神经元 突起 ( n e u r , et ) 生 长
;
在培养韶 小时

,

用“ H
一
尿 唁

吮核昔和 SH 一
胸腺略咙核昔标记培养物的细胞

,

放射 自显形法观察神 经元的 D N A 和 R N A合成能力
。

实 验结果表

明
,

低能量氦氖激光照射能促进体外培养的神经元神经突起的生 长
,

增加胞质内R N A 的合成能力
,

但未 见合成

D N A
。

关镶饲 分离细胞培养 氦氖激光 神经突起 冲经生长因子 ( N G F ) 核 糖核 酸 ( R N A )

激光在生物学和医学中的应用 已有 2 0多年

历史
。

已经证明高能量激光对脑
、

脊髓和外周

神经均有损害作用
〔 `

’

“ 〕 ,

但低能量激光对神 经

组织有刺激作用 的生物效应
。
R a k h i s h e v ( 1 9 7 6 )

发现
,

氦氖激光照射可加速 躯 体 神 经 的 生

长 【“ ’ 。

我们曾用 2
.

8毫瓦氦氖激光照射新生大

白鼠颈上节外植块培养物
,

从组织水平观察到

神经突起生长晕 ( n e u r i t e o u t g r o w t h ) 生 长增

强 “ ] 。

ol so n 以红宝石激光束照射体 外 培 养 的 神经

元
,

观察其电生理和形态学的改变
〔” ’ 。

至今
,

国内外对氦氖激光对体外培养神经元的生物刺

激作用报导 尚少
。

本文用 4 毫瓦氦氖激光照射

分离细胞培养的颈上节神经元
,

以测量神经突

起的生长和用
“
H

一

尿嗜吮核 昔
、 “

H
一

胸腺 咳咤

核昔标记
,

经放射自显 影 法 观 察 神 经 元 的

R N A
、

D N A 合成能力
,

进一步从细胞 水平直

接观察低能量氦氖激光对神经元的生物效应
。

材 朴 和 方 法

一
、

分离细胞培养

按我们以前建立的交感神经节分离细胞培

养方法
〔“ 〕 ,

机械分离新生大 自鼠颈 1二神经节细

胞
,

制 成 细 胞 甘液
。

将 悬 液 ( 含 1 2
.

0 00 ~

3 5
,

。O。个细胞 )滴在小培养皿底的圆凹内 (预先

涂有胶元或多聚赖氨酸底 质 )
,

于 3 7℃
、

5 %

C o Z

的二氧化碳培养箱内静 怪培养
。

2 小时后

取出培养物
,

加 1
.

sm l 培养液
,

放回二氧化碳

培养箱 内培养
仁6 ’ 。

培养 液 山 含 神经生 长因子

( N G F )粗制剂 ,
’

自 E a g l e
’ 5 M E M ( 补加葡萄糖

,

最终浓度为 6 0 0m g /m l ) 和 二: o %小牛 z打t清组成
。

N G F粗制剂按 1 : 2 0的稀释度加到 E a g l e
’ 5 M EM

I勺
〔 , 1。

二
、

氮氖激光装置及照射方法

氦氖激光器 ( 中山大学物理系激光研究室

出产 ) 功率为 4 必 瓦
。

激光束的光斑直径 为 2

m m
,

光波波长为6 3 2
.

5毫微米
。

培养物分为两组
:

激光照射组与对照组
。

每组 这一 7 皿
,

共六批
。

激光照射组的培养物

每隔 2 小时逐皿放置在激光器的激 光 束 出 口

处
,

用激光束照射培养皿底部圆凹中央的培养

细胞
,

照射时间为 5 分钟 ( 图 1 )
。

对照组未

经激光照射
,

但培养物逐皿拿出培养箱
,

放咒

于激光器旁 5 分钟
,

使两组培养物经受同等时

间的室温条件
。

三
、

测疑神经元的神经突起

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 1988. 0075



,,,,,,,,, 一
’

叼
气气

确确拓州
,
刊刊刊刊

街街街街街街街街街` 稼 . 明明

44444

口口口

IIIII

尸尸尸

巨巨巨
于于卜 ~~~

!只 ! 1

激光束

培养皿

电源

氮氖激光 器筑仪图

2 少音养物
5 稳压器

3 氦氖激光器
6 按钮

,土月性7

裕拢盔滋鉴石我份旦切

培养物分别培养 2 0
、
分2

、

例和 28 小时
,

终

止培养后
,

用 2 %戊 二 醛 ( g l u t a r a l d e h y d e ) 固

定
,

在例置相差显微镜下
,

以显微 目镜标 尺记

录各时间 ( 2 0
、

肥
、

2 4和 28 小时 ) 神经元神经

突起的长度
,

以神经突起 生 长 2印m 为神经元

生长的指标 ( 新生大白鼠交感神经节内神经元

的胞体直径 1 2一 1 4卜Lm ) 〔。 ’ 。

记录每个时 期 1 0 0

个神经元的神经突起
,

求得平均数
,

与对照 组

作比较
。

四
、

标记细胞内 R N A 和 D N A

种子盖片的培养物均培养至 2。小时
,

弃去

旧 培养液
,

分别加
“
H

一

尿喀吮核昔 5 畔 l/ m l培养

液 ( 放射性比度 2 1
.

8 ic /m m ol
。

北京原子 能研

究所出产 ) 和
“
H

一

胸腺哦淀 核昔 5 畔 i/ m l 培养

液 ( 放射性比度 嫂6 c i / m m o l
。

A m e r s h a m )
,

孵

育 2 小时后
,

取出培养物
,

按放射 自显影法制

备标本
〔` ’ 。 在光学显微镜下计算细胞 内的银粒

( 含有 5 个银粒以上为标记细胞 )
,

比较两组

培养物细胞的银粒平均数和标记率
,

作为 D N A
、

R N A 合成的指标
。

显微镜下很容易识别神经元和非神经元细胞
。

神经元体积大
,

圆形或卵圆形
,

其周围有一 圈

光晕
。

胞核较大
,

圆形
,

偏于胞体的一侧
,

可

见核仁
。

培养 7 小时
,

神经元的胞体尚未长出

神经突起
。

随后
,

大多数神经元陆续生长出神

经突起
,

能存活
,
少量神经元始终不长神经突

起
,

或长出很短的神经突起
,

但后来回缩
,

细

胞慢慢死亡
。

经激光照射的神经元
,

其神经突起的生长

有明显增强
。

培养 2叼
、
时

,

大部分神经元的胞

体长出 1 一 3 个突起 ( 图 2 见插页 )
,

但对照

组的生长较慢和较短 ( 图 3 见插页 )
。

计算 10 0

个神经元的神经突起平均数
,

激 光 照 射 组为

1 8 6
.

往士 1 3
.

2林m
,

对照组 为 12 2
.

4 士 7
.

9件m (p <

o
·

0 0 1 ) ( 图 4 )
。

培养 2 2小时
,

神 经 突 起 更

长
,

分支更多 ( 图 5 ,

见插页 )
,

个别神经元

的神经突起长达 1 3 2如 m
,

但对照组则显得短

而少 ( 图 6 ,

见插页 )
。

激光照射组的神经突

起平均数为 22 0
.

。 士 2 3
.

2卜m
,

对照 组为 1 4 8
.

6 土

1 2
.

6件m ( p < 0
.

0 1 ) ( 图 4 )
。

培养 2 4小时
,

虽

然两组神经突起平均数增加或减少甚微
,

但激

光照射组的神经突起分支比对照组的多而复杂

( 图7
、

8 ,

见插页 )
。

此后至 28 小时
,

激 光 照

射组的神经突起平均数略下 降 至 2 1 0
.

3 士 18
.

5

卜m
,

对照组则增加至 16 4
.

0 士 1 3
.

5卜m
,

但其差

别仍有显著意义 ( p < 0
.

0 5 ) ( 图 选
、

9 )
。

结 果

颈上神经节的分离细胞培养
,

图理 激光照射组和对照 组神经突起平均长度 比较

. 激光照射组 口 对照 组

基本上与我们先前报道的相同
〔 6 ’ 。

其 生长悄况

在倒置和差

用
“
H

·

尿嚓咤核昔标记培养 2 2小 时 的 培 养

物
,

观察到激光照射组标记灼神经元 有神
。

厂%
,
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1 。 激光照射组与对照 组神经突起平均长度曲线
·

一 激光照射组
。

一
。

对照 组

对照组有了通
。

5% ( P > o
。

c` )
。

前 者神经元胞质内

含有较高密度的银 粒 ( 图川
,

见插页 )
, 1 00 个

神经元的银粒平均数为娜
.

6 士 从 5 ; 后 者 银粒

密度较低 ( gl[ 川
,

见插页 )
,

其平均数为 4 5
.

选土

J
·

3 ( p < 。
·

0 0 1 )
。

}
:

刁时
,

观察到激光照 射 组内

被标记的非神经元细胞有连7%
,

它胞质内的银

粒平均数为 13 8
.

7 士 9
.

5 ;
对照组的为钧 %

,

银

粒平均数为拐 7
.

5士 9
.

几
。

两组的差别无显著意

义 ( P > 0
.

0 5 )
。

用
“
H

一

胸腺喀陡核昔标记培养 2艺小 时 的 培

养物
,

未发现激光照射组和对照组的神经元胞

核有银粒
。

但在激光照射组
,

标记的非神经元

细胞有 3
.

艺乡百
,

对照组有 3
.

5 ;么 ( P > 。
.

0 5 )
。

讨 论

扮 8 。年我们曾用 :
.

8毫瓦氮氖激光照 射 新

生大白鼠颈上节培养物
,

发现神经纤维 生长增

强仁` 〕。 当 11寸使 J月外植块培养 法 ( e x p l a n t C u l t u
-

er )
,

神经元的胞体停留在所种植 的神 经 节 组

织块内
。

因此
,

只能从组织水平上观察外植块

周围神经突起生 长晕的生
一

长
`

h步况
,

而不能在活

休情况下直接观察神经元胞体的变化
。

现应用

分离细胞培养法
,

可克服上述外植块培养法的

缺点
。

在 N G F存在情况 f
,

体外培养的交感神经

元才能生存
。

低能量纸氛激光的照射能使神经

突起生
一

长较快
,

分文较多
, “汀

_

l土神经元胞质内
3
H

一

尿嗜咙核昔标记的银粒密 )
_

组增高
,

即 R N A

合成增多
。

因此
,

我们认为
,

低能量 氦氖激光

照射能促进神经突起的生长
。

然而
,

激光照射

组内标记的神经元灼百分率与对照组的 比较
,

没有显著意义
。

!司时
,

末发现神经元的胞核内

有
“
H

一

胸腺喀绽核普标记的银粒
,

这提 示 激光

照射未能促进神经元 D N A f付合成
。

关于激光上述的作用机 制
,

目前 还不明

确
。

已知神经元的生存和生长有赖于 N G F[ 7 ’ ,

N G F 还可促进神经元 的 R N A 合 成
〔。 ’ 。

本实

验的培养物并非纯净的神经元
,

除神经元外
,

还有非神经元 细 胞
,

如 cS h w a n n 细胞
、

被囊

( 卫星 ) 细胞和成纤维细胞等
。

这些细胞在低

能鱿氦氖激光的照射下或可能产生 类 似 N G F

的因子
,

或某些墓质物质
,

如 I a m i in n 等
,

而

对神经突起 ( 轴突 ) 的生长起一定的作 用
f `。 ’ 。

因此我们认为低能量氦氖激光对神经元的生物

学效应除直接的刺激作用外
,

还应考虑到它可

能通过刺激非神经元细胞而影响神经元的这种

间接作用
。

然而
,

本实验用放射白显影研究非

神经元细胞的 R N A 和 D N A 合成
,

未发现激

光照射组与对照组之间有显著差别
。

此外
,

我

们曾用倒置相差显微缩时电影观察到在生长中

的神经突起可融合和 回缩
〔 7 〕 。

木实验培养物在

培养至 2 8小时
,

激光照射组的神经突起平均数

略有下降
,

这是正常的神经突起融合和回缩
,

还是随着培养时间的延长而激光照射次数增加

所造成
,

均有待进一步探讨
。
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o e i a t e d e e l l e u l t u r e s w e r e g r o w n i n E a g l e / 5 M E M w i t h 2 0% e a l f s e r u m w h i e h e o n t a i n n e r v e

g r o w t h f a e t o r ( N G F )
·

T h e e u l t u r e s w e r e d i v i d e d i n t o t w o g r o u P s : l a s e r i r r a d i a t i o n g r o u P a n d e o n t r o l
.

T h e f o r m
-

e r w a s e x P o s e d t o l o w e r d o s o o f H e l i u m
一

N e o n l a s e r ( P o w e r : 4 m i l l iw a t t ) 5 m i n u t e s e v e r y t w o

h o u r s
·

T w o g r o u p s r e s p e c t i v e l y c u l t u r e d 2 0 , 2 2 , 2 4 a n d 2 5 h o u r s
·

T h e n l e n g t h o f n e u r i t e s o f

n e u r o n s w e r e m e a s u r e d
.

A t 2 2 h o u r s ,

R N A a n d D N A s y n t h e s i s o f n e u r o n s l a b e l e d b y 3
11 -

u r i d i n e a n d 3
H 一 t il y m i d i n e w e r e o b s e r v e d

.

T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t lo w e r d o s e o f H e l i u m 一N e o n l a s e r i r r a d j a t i o n n o t o n l y p r o m o t e

g r o w t h o f n e u r i t e b u t a l s o i n e r e a s e R N A s y n t h e s i s o f n e u r o n s i n e u l t u r e
.

H o w e v e r D N A s y n
-

t h e s i s i n n e u r o n s d i d n o t a P P e a r i n t h i s e x P e r im e n t
.

K e y w o r d s : D i s s o e i a t e d e e l l e u l t u r e H e l iu m 一N e o 力 l a s e r N e u r i t e N e r v e g r o w t h f a e t o r (N G F )

R i b o n u e l e 工e a e i d ( R N A )




