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相对含量以及功能变化的比较
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［摘要］　目的：培养人胚肺二倍体成纤维细胞 ＷＩ３８，比较年轻和衰老细胞中线粒体量和线粒体ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）相对含量的

变化，以及线粒体功能的改变，探讨线粒体与衰老的关系。方法：培养人胚肺二倍体成纤维细胞 ＷＩ３８；四氮唑盐（ＭＴＴ）比色

法测细胞活力；差速离心分离线粒体，ＢＣＡ１００Ｐｒ定量试剂盒测定线粒体蛋白的含量；竞争ＰＣＲ法分析 ｍｔＤＮＡ的相对含量；

流式细胞仪测定线粒体膜电位的变化；分光光度法测定线粒体呼吸链氧化酶ＮＡＤＨ氧化酶活性。结果：衰老细胞较年轻细

胞形成单层时间明显延长，细胞圆缩蜕变，细胞活力明显低于年轻细胞；线粒体膜电位约下降为原来的５０％；ＮＡＤＨ氧化酶活

性也降低，最大反应速度由６６．７３ｎｍｏｌ／（ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ·ｍｉｎ）降为３６．０１ｎｍｏｌ／（ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ·ｍｉｎ）；衰老细胞线粒体蛋白含量

（０．７８±０．０２ｍｇ／ｍｌ）高于年轻细胞（０．５６±０．０３ｍｇ／ｍｌ）；以核１８ＳｒＤＮＡ为内参，衰老细胞 ｍｔＤＮＡ相对含量（１．５５７±０．０７２）

明显高于年轻细胞（１．２９２±０．０６８）。结论：衰老细胞中，线粒体量和 ｍｔＤＮＡ相对含量的增高可能是功能下降的一种代偿性

反应，为探讨线粒体与衰老的关系提供一定参考。
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　　线粒体作为真核细胞中一种重要而独特的细胞
器，其性状改变与人的衰老和疾病密切相关。自

１９８９年Ｌｉｎｎａｎｅ等［１］提出线粒体衰老假说以来，人
们越来越关注线粒体与衰老的关系。研究线粒体与
衰老的关系，既有理论意义，在医学上也有潜在的应
用前景。

　　被称为细胞动力工厂的线粒体，因其生命周期

有限，具有高的更新率，形态、大小、数量和分布常因
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细胞种类不同而异。线粒体 ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）与核

ＤＮＡ不同，是多拷贝的且具有异质性，到目前为止，
虽对衰老中线粒体量和ｍｔＤＮＡ相对含量以及功能
的改变有一些研究报道，但结果并不一致［２～７］，关于
人衰老中线粒体的一些变化并无定论。机体的衰老
来源于细胞的衰老，本研究建立二倍体细胞衰老模
型，比较了年轻和衰老细胞中线粒体量和功能的变
化，结果报告如下。

１　材料和方法

１．１　材料　人胚肺二倍体成纤维细胞 ＷＩ３８，来自
妊娠３个月的正常胚胎肺组织，购于上海中国科学
院细胞库；ＢＣＡ１００蛋白质定量测定试剂盒（申能
博彩生物科技有限公司）；基因组ＤＮＡ抽提试剂盒
（上海生工生物工程有限公司）；线粒体膜电位检测
试剂盒（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司）。

１．２　细胞培养　用含１０％胎牛血清的 ＭＥＭ 培养
液接种 ＷＩ３８细胞，在３７℃条件下，９５％空气＋５％
ＣＯ２培养箱（美国ＦｏｒｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）中培养，待
细胞长满瓶后，０．２５％的胰蛋白酶消化，制成单个细
胞悬液，充分混匀，血球计数板计数，以需要的密度
传代细胞。按时换液和传代，定期冻存于液氮中；倒
置相差显微镜观察，拍照记录生长状态。细胞从２０
代传至约５０代。

１．３　四氮唑盐（ＭＴＴ）比色法测定细胞活力　经胰
蛋白酶充分消化分散的 ＷＩ３８细胞，计数后以１×
１０４细胞／孔接种至９６孔培养平板中，每孔体积２００

μｌ。每次设１６孔空白对照（只加培养基）。将培养
板移入ＣＯ２孵箱中，培养４８ｈ后，每孔加入ＭＴＴ溶
液（５ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ，３７℃，继续孵育４ｈ，终止培养，
小心吸弃 孔 内 培养上清 液。每 孔 加 入 １５０μｌ
ＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。酶联免疫
检测仪（４９０ｎｍ波长）测定各孔光密度值，检测紫色

ｆｏｒｍａｚｏｎ晶体的产生量，判断细胞活力变化。

１．４　ＢＣＡ１００Ｐｒ定量试剂盒测定线粒体蛋白的含
量　０．２５％的胰蛋白酶消化，分别收集年轻（３０代
前）和衰老细胞（４５代后），取相同数目（８×１０５），按

１ｍｌ／１０６ｃｅｌｌ加入分离介质（５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖、１０
ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０），玻
璃匀浆器匀浆，差速离心分离线粒体，制成合适的线
粒体悬液。ＢＣＡ１００Ｐｒ定量试剂盒测定线粒体悬液
的蛋白量，间接反映线粒体的量。

１．５　竞争ＰＣＲ法［９］测定 ｍｔＤＮＡ相对含量变化　
０．２５％的胰蛋白酶消化，离心收集年轻和衰老细胞，
细胞计数，取相同数目，采用基因组ＤＮＡ抽提试剂

盒提取细胞总ＤＮＡ。上海生工生物工程服务有限
公司合成ＰＣＲ引物。内参照１８ＳｒＤＮＡ引物序列
为ｎ１：５′ＧＣＴ ＴＴＣＴＡＣＣＴＡ ＣＡＴ ＧＧＴ ＴＧＡ
ＴＣ３′；ｎ２：５′ＧＧＣＣＴＣ ＧＡＡ ＡＧＡ ＧＴＣＣＴＧ
ＴＡ３′，大小５５９ｂｐ。线粒体ＤＮＡＤｌｏｏｐ区引物
序列为 ｍ１：５′ＣＣＣＴＴＡ ＡＡＴ ＡＡＧ ＡＣＡ ＴＣＡ
ＣＧＡＴＧ３′；ｍ２：５′ＧＴＴ ＡＧＴＴＧＧＧＧＧＧＴＧ
ＡＣＴＧＴ３′，大小４６８ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：９４℃ 预
变性４ｍｉｎ，然后９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃
延伸４０ｓ，共３０个循环，之后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物经２％琼脂糖凝胶电泳分析，各组上样量为６

μｌ。

１．６　线粒体膜电位测定

１．６．１　Ｒ１２３标记　０．２５％的胰蛋白酶消化，离心
收集年轻和衰老细胞，ＰＢＳ漂洗２次，重悬于ＰＢＳ
中，细胞调整为２×１０５ｃｅｌｌ／ｍｌ，取０．５ｍｌ加入Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ管，加入荧光染料Ｒ１２３（１μｇ／ｍｌ）３μｌ，３７℃
孵育２０ｍｉｎ，弃染料，ＰＢＳ漂洗，重悬于１ｍｌＰＢＳ
中，流式细胞仪ＦＬ１通道检测荧光强度［１０］。

１．６．２　ＴＭＲＭ 标记［１１］　采用线粒体膜电位检测
试剂盒：０．２５％的胰蛋白酶消化，离心收集年轻和衰
老细胞，细胞调整为２×１０５ｃｅｌｌ／ｍｌ，取０．５ｍｌ加入

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管，离心１０００×ｇ５ｍｉｎ，弃上清，沉淀加
入稀释的 ＭｉｔｏＣａｐｔｕｒｅ溶液（含荧光探针ＴＭＲＭ）１
ｍｌ，５％ＣＯ２，３７℃条件下培养１５～２０ｍｉｎ，离心

５００×ｇ５ｍｉｎ，弃上清，沉淀加入１ｍｌ预温的孵育缓
冲液，悬浮，流式细胞仪ＦＬ１通道检测聚集在细胞
质中的绿色荧光单体。

１．７　线粒体呼吸链氧化酶活性测定　０．２５％的胰
蛋白酶消化，分别收集年轻和衰老细胞，按１ｍｌ／１０６

ｃｅｌｌ加入分离介质（５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖、１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ、５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０），玻璃匀浆器
匀浆，差速离心分离线粒体，即１０００×ｇ４℃离心

１０ｍｉｎ，取上清，１００００×ｇ４℃离心１０ｍｉｎ，所得黄
色沉淀即为线粒体，溶入分离介质中制成合适的线
粒体悬液。ＢＣＡ１００Ｐｒ定量试剂盒测定线粒体悬液
的蛋白量。酶标分光仪（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｖｉｃｅ，ＵＳＡ，

ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ１９０）测定 ＮＡＤＨ 氧化酶活性［１２］。反
应体系：ＤＣＰＩＰ（０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ）２５μｌ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２５

μｌ（ｐＨ７．４），ｄｄＨ２Ｏ１５０μｌ，线粒体悬液（蛋白含量
约２５μｇ），３０℃孵育５ｍｉｎ，加入２ｍｍｏｌ／ＬＮＡＤＨ
启动反应，６００ｎｍ波长处检测２ｍｉｎ内光密度值变
化。

１．８　统计学处理　数据均以珚ｘ±ｓ表示，组间差异
采用ＳＰＳＳ统计软件进行方差分析或ｔ检验。
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２　结　果

２．１　细胞生长状态　观察发现年轻细胞平均２ｄ
呈致密单层，细胞长梭形，排列成束状，界限清晰，细
胞饱满，折光度好，立体感强；衰老细胞形成单层时
间延长，细胞变短，边缘不整齐，排列紊乱，折光度下
降，表面有微小泡状突起，胞质内有颗粒样物聚集，
直到不再形成致密单层（图１）。

图１　年轻细胞（Ａ）和衰老细胞（Ｂ）生长状态比较

Ｆｉｇ１　Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｏｆｙｏｕｎｇｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄａｇｉｎｇｃｅｌｌｓ（Ｂ，×２００）

２．２　细胞活力测定　结果表明衰老细胞活力
（Ｄ４９０）明显低于年轻细胞（０．２２±０．０２ｖｓ０．６３±
０．０３，Ｐ＜０．０５）。

２．３　线粒体量的测定　按照试剂盒的测定方法，绘
制标准曲线：ｙ＝０．１２＋０．２０８ｘ，ｒ＝０．９９９８；测定
结果早期细胞（８×１０５）线粒体蛋白含量为（０．５６±
０．０３）ｍｇ／ｍｌ，晚期细胞（８×１０５）线粒体蛋白含量为
（０．７８±０．０２）ｍｇ／ｍｌ（ｎ＝５，Ｐ＜０．０５）。结果显示
衰老细胞线粒体含量明显高于年轻细胞。

２．４　竞争ＰＣＲ法测定 ｍｔＤＮＡ相对含量　本实验
重复５次，以核１８ＳｒＤＮＡ为内参，分析电泳条带净
密度比值，结果表明衰老细胞 ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区片
段与１８ＳｒＤＮＡ片段相比相对量明显高于年轻细胞
相对量（１．５５７±０．０７２ｖｓ１．２９２±０．０６８，Ｐ＜
０．０５），衰老与年轻细胞的 ｍｔＤＮＡ 相对量比值为

１．２０５±０．０２０。

２．５　线粒体膜电位的测定

２．５．１　Ｒ１２３标记　流式细胞仪ＦＬ１通道检测结
果显示年轻细胞的平均荧光强度为６３．７５，衰老细
胞下降为３３．４１，由此可见衰老后线粒体膜电位明
显下降（图２）。

２．５．２　ＴＭＲＭ 标记　流式细胞仪ＦＬ１通道检测
聚集在细胞质中的绿色荧光单体，结果显示，年轻细
胞胞质中的绿色荧光单体的平均荧光强度为

４５５．９９，衰老细胞上升为９４１．５０，由此可见衰老后

线粒体膜电位明显下降，与Ｒ１２３标记结果一致（图

３）。

图２　Ｒ１２３标记测定线粒体膜电位

Ｆｉｇ２　Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｙｂｉｎｄｉｎｇｗｉｔｈＲ１２３
Ａ：Ｙｏｕｎｇｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ａｇｉｎｇｃｅｌｌｓ

图３　Ｒ１２３标记测定线粒体膜电位

Ｆｉｇ３　Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｙｂｉｎｄｉｎｇｗｉｔｈＴＭＲＭ
Ａ：Ｙｏｕｎｇｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ａｇｉｎｇｃｅｌｌｓ



第１２期．孙青菊，等．人胚肺二倍体成纤维细胞 ＷＩ３８年轻和衰老细胞中线粒体量和ｍｔＤＮＡ相对含量以及功能变化的比较 ·１２９３　 ·

２．６　呼吸链氧化酶ＮＡＤＨ 氧化酶活性测定　结
果显示衰老细胞ＮＡＤＨ氧化酶活性明显低于年轻
细胞，最大反应速度年轻细胞为６６．７３ｎｍｏｌ／（ｍｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ·ｍｉｎ），衰老细胞下降为３６．０１ｎｍｏｌ／（ｍｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ·ｍｉｎ）。

３　讨　论

　　线粒体作为真核细胞中一种重要而独特的细胞
器，其性状改变与人的衰老和疾病密切相关。线粒
体的数量在不同细胞中差异很大，多则可达数千，甚
至几十万个，少则仅几百个，并且随细胞衰老而变
化。蛋白质是线粒体的主要化学成分之一。通常，
它可占到线粒体干重的６５％～７０％，所以从一定意
义上可代表细胞线粒体的量。我们用差速离心法分
离线粒体，ＢＣＡ１００Ｐｒ定量试剂盒测定线粒体蛋白
的含量，间接反映了线粒体的量。与核ＤＮＡ不同，
哺乳动物细胞内ｍｔＤＮＡ是多拷贝的。每个人体细
胞可包含几千个以上的ｍｔＤＮＡ，同时其数量变化与
细胞的功能状态密切相关。因此对衰老的研究中，

ｍｔＤＮＡ含量的变化是极有意义的。由于１８ＳｒＤ
ＮＡ在每个细胞内具有上百个拷贝，含量较恒定，因
此可代表核ＤＮＡ的含量。Ｄｌｏｏｐ区为 ｍｔＤＮＡ的
复制和转录起始区，一般不存在较大的缺失突变，可
以代表ｍｔＤＮＡ的量。所以我们选择１８ＳｒＤＮＡ作
为内参照，ｍｔＤＮＡ 与核 ＤＮＡ 的含量比值即为

ｍｔＤＮＡ的相对含量。采用竞争ＰＣＲ法检测 ｍｔＤ
ＮＡ相对含量。

　　线粒体作为细胞活动的能量供应中心，是动物
细胞生成ＡＴＰ的主要地点。线粒体基质的三羧酸
循环酶系通过底物脱氢氧化生成 ＮＡＤＨ。ＮＡＤＨ
通过线粒体内膜呼吸链氧化酶氧化。ＮＡＤＨ 还原
酶（ｃｏｍｐｌｅｘⅠ）是呼吸链上最复杂的酶复合体，是
呼吸链的主要入口，其功能与多种疾病和衰老有
关［１３］。在氧化的同时，跨膜质子移位形成跨膜质子
梯度和跨膜电位。线粒体内膜上的ＡＴＰ合成酶利
用跨膜质子梯度能量合成ＡＴＰ。合成的ＡＴＰ通过
线粒体内膜ＡＤＰ／ＡＴＰ载体与细胞质中 ＡＤＰ交换
进入细胞质，参与细胞的各种需能过程。因此线粒
体膜电位的稳定与细胞维持正常功能密切相关。

Ｒ１２３是一种亲脂性阳离子荧光染料，对膜具有通透
性。它的荧光信号主要集中于线粒体，因此可通过
流式细胞仪检测其荧光强度的变化来反映线粒体膜

电位的变化。ＴＭＲＭ是一类阳离子染料分子，对线
粒体膜电位非常敏感。线粒体膜电位下降或消失，
它以单体形式存在于细胞液中，发出绿色荧光。因

此检测胞液中绿色荧光强度的增高，可以反映出线
粒体膜电位的下降。

　　机体的衰老来源于细胞的衰老，对二倍体细胞
的研究有助于衰老机制的探讨。通过对年轻和衰老
二倍体细胞中线粒体变化的研究，有助于探讨线粒
体与衰老的关系，进一步弄清线粒体在衰老中的作
用。近年来应用人胚肺二倍体细胞作为衰老研究的
体外模型，已得到国内外研究工作者的肯定［１４，１５］。
成纤维细胞在体外的群体分裂次数小于３０次时，

７５％～８５％的细胞能够进行ＤＮＡ合成，发生有丝
分裂，因此视为年轻细胞；而当其群体分裂次数大于

４８次时只有不到１０％的细胞能进行ＤＮＡ合成，此
时的细胞是衰老细胞［１６］。我们选用人胚肺二倍体
成纤维细胞 ＷＩ３８，传代培养，定期冻存，建立了衰
老研究的体外模型，对年轻和衰老细胞中线粒体的
变化进行了比较研究。

　　我们的实验结果表明，衰老细胞较年轻细胞线
粒体膜电位、呼吸链氧化酶活力均下降；而线粒体的
量、ｍｔＤＮＡ的相对含量显著增多（Ｐ＜０．０５）。有关
线粒体的量、ｍｔＤＮＡ含量增加的机制尚不完全清
楚，可能的机制有两种：（１）代谢反馈机制［１７］：衰老
后线粒体功能出现缺陷，这种与衰老相关的线粒体
功能的缺陷，一方面通过增加未受损的正常线粒体
工作量来进行代偿，另一方面反馈刺激细胞增加线
粒体的含量来代偿。（２）调节失控机制［１８］：早期细
胞中，野生型线粒体ＤＮＡ有一种顺势控制作用，在
衰老过程中，这种控制作用因基因突变而被抑制或
失活，突变型线粒体ＤＮＡ的量就超过野生型，导致
与细胞能量状态及代谢需要无关的突变型线粒体

ＤＮＡ的过度增殖。

　　总之，本实验通过培养人胚肺二倍体成纤维细
胞 ＷＩ３８，对年轻和衰老细胞中线粒体量和ｍｔＤＮＡ
相对含量及线粒体功能变化进行了比较研究，为线
粒体与衰老关系的探讨提供一定参考。关于其变化
的分子机制有待于进一步探讨。
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ｏｐｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｌｏｓｅｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｎａｇｉｎｇ［Ｊ］．

ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＲｅｇｕｌＩｎｔｅｇｒＣｏｍｐＰｈｙｓｉｏｌ，２００４，２８７：Ｒ１２４４

Ｒ１２４９．
［７］　ＭａｓｕｙａｍａＭ，Ｉｉｄａ Ｒ，Ｔａｋａｔｓｕｋａ Ｈ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ｃｈａｎｇｅｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｖａｒｉｏｕｓｍｏｕｓｅｔｉｓｓｕｅｓ

ｄｕｒｉｎｇａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２００５，１７２３（１３）：３０２

３０８．
［８］　司徒镇强，吴军正 主编．细胞培养［Ｍ］．北京：兴罘图书出版公

司，１９９６：１８６１８７．
［９］　ＹｅｎＭＹ，ＣｈｅｎＣＳ，ＷａｎｇＡＧ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉ

ａｌＤＮＡｉｎｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＬｅｂｅｒ’ｓｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｏｐｔｉｃ

ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙｗｉｔｈ１１７７８ｍｕｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｒＪＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２００２，

８６：１０２７１０３０．
［１０］ＬｅｅＨＣ，ＹｉｎＰＨ，ＬｕＣＹ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａａｎｄ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｈｕｍａｎ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，２０００，３４８：４２５４３２．

［１１］ＢｅｌｌＲＭ，ＭａｄｄｏｃｋＨＬ，ＹｅｌｌｏｎＤＭ．Ｔｈｅｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｎｄ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｅｐｏｌａｒｉｓｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ

ｉｎｍｏｕｓｅｈｅａｒｔ［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＲｅｓ，２００３，５７：４０５４１５．
［１２］ＴａｄａＯｉｋａｗａＳ，ＨｉｒａｋｕＹ，ＫａｗａｎｉｓｈｉＭ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｄｃｈａｎｇｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｕｒｉｎｇｒｏｔｅｎｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｌｉｆｅ

Ｓｃｉ，２００３，７３：３２７７３２８８．
［１３］ＢａｉＹ，ＰａｒｋＪＳ，ＤｅｎｇＪＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｃｅｌｌｓｗｉｔｈｃｏｍｐｌｅｘⅠｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ［Ｊ］．ＡｎｎＮＹＡｃａｄ

Ｓｃｉ，２００５，１０４２：２５３５．
［１４］陈　勤．抗衰老研究实验方法［Ｍ］．北京：中国医药科技出版

社，１９９６：１６７１６９．
［１５］张洪泉，余文新．中华抗衰老医药学［Ｍ］．北京：科学出版社，

２０００：２９４２９５．
［１６］ＰｅａｃｏｃｋｅＭ，ＣａｍｐｉｓｉＪ．Ｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ：ａｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｎｏｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｃｏｎｔｒｏｌ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ｏｒａｇｉｎｇ［Ｊ］？ＣｅｌｌＢｉｏ

ｃｈｅｍ，１９９１，４５：１４７１５５．
［１７］ＡｍｅｓＢＮ，ＳｈｉｇｅｎａｇａＭＫ，ＨａｇｅｎＴＭ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｅｃａｙｉｎ

ａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，１９９５，１２７１：１６５１７０．
［１８］ＫａｔａｙａｍａＭ，ＴａｎａｋａＭ，ＹａｍａｍｏｔｏＨ，ｅｔａｌ．Ｄｅｌｅｔｅｄｍｉｔｏ

ｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｎｔｈｅｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｏｆａｇｅｄｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ［Ｊ］．

ＢｉｏｃｈｅｍＩｎｔ，１９９１，２５：４７５６．
［收稿日期］　２００６０６１３　 ［修回日期］　２００６０９０１
［本文编辑］　尹　
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ＧＢ／Ｔ７７１４２００５《文后参考文献著录规则》规定的文献著录格式（Ⅰ）

　　ＧＢ／Ｔ７７１４２００５自２００５年１０月１日实施。以下括号中标注“任选”的是选择项目，其余为必备项目。

　　专著　以单行本或多卷册形式在限定期限内出版的非连续出版物，包括图书、古籍、学位论文、技术报告、会议文集、汇编、

多卷书、丛书等．

　　著录格式：

　　［序号］　主要责任者．题名：其他题名信息 ［文献类型标志（电子文献必备，其他文献任选）］．其他责任者（任选）．版本项

（第１版不著录）．出版地：出版者，出版年：引文页码 ［引用日期（联机文献必备，其他电子文献任选）］．获取和访问路径（联机

文献必备）．
示例 ：

　　［１］　昂温Ｇ，昂温ＰＳ．外国出版史［Ｍ］．陈生铮，译．北京：中国书籍出版社，１９８８．

　　［２］　全国文献工作标准化技术委员会第七分委员会．ＧＢ／Ｔ５７９５１９８６中国标准书号［Ｓ］．北京：中国标准出版社，１９８６．

　　［３］　孙玉文．汉语变调构词研究［Ｄ］．北京：北京大学出版社，２０００．

　　［４］　辛希孟．信息技术与信息服务国际研讨会论文集：Ａ集［Ｃ］．北京：中国社会科学出版社，１９９４．

　　［５］　赵耀东．新时代的工业工程师［Ｍ／ＯＬ］．台北：天下文化出版社，１９９８［１９９８０９２６］．ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｅ．ｎｔｈｕ．ｅｄｕ．ｔｗ／

ｉｎｆｏ／ｉｅ．ｎｅｗｉｅ．ｈｔｍ（Ｂｉｇ５）．

　　［６］　ＰＩＧＧＯＴＴＭ．Ｔｈｅｃａｔａｌｏｇｕｅｒ’ｓｗａｙｔｈｒｏｕｇｈＡＡＣＲ２：ｆｒｏｍｄｏｃｕｍｅｎｔｒｅｃｅｉｐｔｔｏｄｏｃｕｍｅｎｔｒｅｔｒｉｅｖａｌ［Ｍ］．Ｌｏｎｄｏｎ：Ｔｈｅ

ＬｉｂｒａｒｙＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，１９９０．

　　［７］　ＹＵＦＩＮＳＡ．Ｇｅｏｅｃｏｌｏｇｙａｎｄｃｏｍｐｕｔｅｒｓ：ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＴｈｉｒｄＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅｏｎＡｄｖａｎｃｅｓｏｆＣｏｍｐｕｔｅｒ

ＭｅｔｈｏｄｓｉｎＧｅｏｔｅｃｈｎｉｃａｌａｎｄＧｅｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｍｏｓｃｏｗ，Ｒｕｓｓｉａ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ１４，２０００［Ｃ］．Ｒｏｔｔｅｒｄａｍ：Ａ．Ａ．Ｂａｌｋｅ

ｍａ，２０００．

　　（注：作者姓的外文或汉语拼音的写法也可首字母大写，余小写）


