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胞外基质成分 FN 的作用没有明显关系 。 TGF 可 信号转导

能通过在其作用的早期下调 Smad6 的表达，而在中

后期上调 Smac12的表达而增强其信号转导。

摘 要

本研究在人肾小管上皮细胞系 (HK-2)上探讨

了介导转化生长因子 ß， (TGFß， )生物学效应的信号

介导分子。 结果表明 SMADs 信号蛋白及 ERK 激

酶均参与 TGFß，的信号转导 ;通路特异'性 Smad2 于

TGFß，作用 4 小时后开始增加，持续至 48 小时;而

抑制性 Smad6 于 TGFß，作用 1 小时开始减少， 4 小

时达到最低值，以后逐渐恢复;ERK 只参与 TGFß

抑制增殖效应，对 TGFß 促进 FN 分泌无影响 。

关键词:转化生长因子 p 增殖 细胞外基质
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THE SIGNAL TRANSDUCTION OF TRANSFORMING 

GRO飞司1TH FACTOR ~ IN HK-2 CELL LINE 

MA Chun Yan W ANG Hai Yan. 

( lnstitute 01 Ne协γology The Fiγst Hosþital Beijing University Beijing 100034 ) 

ABSTRACf 

1n this study , we have found that the biological events govemed by TGFß, were mediated by SMAD, and ERK signal transduction 

pathways in 同仁2 cell line. Sm且d2 was incr臼sed from 4 - 48 hours after being treated with TGF ß, ; in contrast , Smad6 markedly de

creased after 1 hou r tr臼tment of TGF ß, , it reached the minimum at 4 hours , retumed to baseline after 24 hours. ERK involved in the 

negative growth ∞I1trolof τ'GFß， , but had no effect 011 FN secretion stimulated by TGFß, . 
Key Words: '1)租lSfonni吨 growth factor ~ Cell proliferation Extracellu1ar matrix Signal transduction 

BCL-2 反义硫代磷酸寡脱氧核苦酸

对原代急性白血病细胞选择性抑制作用

林艳娟 吕联煌陈英玉陈志哲张学敏

(福建医科大学附属协和医院福建省血液病研究所 福州 350001) 

BCL-2 是调节细胞凋亡的重要基因，它的过度

表达可阻止细胞程序性死亡，延长细胞寿命，使细胞

堆积，在许多癌肿的发生中起着不可忽视的作用。

且无论是急性髓系还是淋巴细胞系白血病，原始细

胞 BCL-2 高 水平表达与临床化疗效果差均有

关[1-2 ) 。 基于 BCL-2 调节细胞生存的功能和潜在的

抗药作用，BCL-2 基因可能代表着改进癌症治疗的

一种理想的治疗策略设计，因此针对 BCL-2 的反义

基因治疗技术被国内外学者用以治疗肿瘤的研究。

已有研究表明 BCL-2 基因在正常骨髓原始细胞、恶

性造血细胞中均有表达[3 ， 4 ) 。 那么， BCL-2 反义硫

代磷酸寡脱氧核昔酸 (anti sense phosphorothioate 

oligodeoxynucleotide , AS-PS-ODN , ASPO)在对急性

白血病作用的同时，是否也对正常造血细胞产生影

响尚不清楚，因此本文应用 BCL-2 ASPO 作用于正

常或良性血液病骨髓细胞和原代急性白血病细胞，

观察它们的增殖和 BCL-2 表达的变化，了解 BCL-2

本文 2001 年 2 月 20 日收到， 5 月 23 日接受。
本课题获卫生部科研基金 (98-2-337) 、福建省科委优先

发展基金(97-Z-47)资助。
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ASPO是否对正常造血细胞产生抑制作用及对白血

病细胞作用的特点。以期为 BCL-2 ASPO 进一步

的应用研究提供实验依据。

材料和方法

1.研究对象

从福建省血液病研究所门诊及住院患者中，随机选择

20例病人骨髓液或外周血(幼稚细胞在 85% 以上) ，男 16

例，女 4 例，中位年龄 33.5 岁 (4 - 66 岁) ，急性非淋巴细胞

白血病(AML)13 例(4 例M3， 6 例M5， 3 例M5复发) ，急性

淋巴细胞臼血病(ALL)6 例 (2 例L1 ， 2 例 L2 ， 1 ffftl L3, 1 例慢

粒急淋变)，恶性组织细胞病 1 例。对照骨髓标本 7 例[4 例

大致正常， 1 例血小板减少， 2 例缺铁性贫血(IDA) ]，男 2

例，女 5 例，中位年龄 33 岁 (20 - 60 岁) 。

2. 单个核细胞悬液的制备

对照及急性白血病患者儒后上棘抽取骨髓液或外周血

(幼稚细胞比例大于 85%) ，以含肝素 (20 单位In让髓血 ) , 

1640 培养液(TL 公司) ，对倍稀释后用淋巴细胞分离液(华

美，比重1. 077) ，分离单个核细胞，以 1640 培养液洗涤 2 次

后，用含 10%胎牛血清(FBS)的 1640 培养液配成 2 X 106 / ml 

浓度的细胞悬液备用。 若为骨髓液单个核细胞则种人培养

瓶，置 37"(; ， 5%α马，饱和湿度培养箱中培养 12 - 24 小时，

轻振荡后取上清悬浮细胞(以去贴壁基质细胞) ，离心、沉淀

后用含 10%胎牛血清的 1640 培养液调成 2 X 106 /ml 浓度的

细胞悬液备用。

3. ASPO 合成[5]

为 BCL-2mRNA 开放阅读框架( - 7一+ 13) ， 20 个碱

基。

4. ASPO 处理骨髓细胞及分组

1) 分组 BcI-2 ASPO处理正常或良性血液病骨髓细

胞:设对照组和处理组，ASPO终浓度为 10μmollL ;处理原代

急性白血病细胞:设对照组和处理组， ASPO 终浓度为

5阳nollL。

2) 培养体系 为骨髓单个核细胞终浓度为 1 x 1061 

时， 1640 培养液，胎牛血清 10% 。

3) 培养方法 细胞悬液种子 96 孔培养板、 100μ11孔，

置 37"(; ， 5%α马、饱和温度培养箱中预培养 1 小时后，加入

1640 培养液溶解的 AS阳，对照组仅含 10% 胎牛血清的

1640 培养液，不加任何其他物质。各组至少做 3 个平行孔。

5 观察指标

1) 台盼蓝拒染试验 子培养的第 L3 ， 5 、 7 天取细胞

作台盼蓝拒染试验，计活细胞数。

2) 集落培养 于培养的第 3 天按拒染率取活细胞，

正常或良性血液病骨髓细胞对照组及其 ASPO 组;原代急性

白血病细胞对照组及其 ASPO 组均以 2 X 105 /ml 单个核细

胞数(其中 ALL 为 5 X 105 /ml) ，分别种于 96 孔板， 100μI1孔，

各组均 3 孔，置 37"(; ， 5%αh 饱和湿度培养箱中做以下集落

培养。在倒置显微镜下计数集落，部分集落做 W-G染色观

察。

(1) 粒一单系祖细胞集落(CFU-GM)琼脂半固体培养 :

正常或良性血液病骨髓细胞及原代急性白血病细胞均做

CFUGM 培养。 培养体系为 1640 培养液， 20% 马血清

(GIBCO) ， 10%人 AB 血清(制备方法参见文献[6]) ， 20% 胎

肌条件培养液(制备方法参见文献[6]) ， 0.3%琼脂。于培养

的 7 -10 天，计数细胞二三40 个为 l 个集落。

(2) 多向祖细胞集落(CFU-Mix) 甲基纤维素培养:培养

体系为趴在DM培养液，5%植物血凝素 单个核细胞条件培

养液(PHA-MNCCM)(制备参见文献[7])(PHA ，华美)， 30%

人 AB 血浆(制备参见文献[7]) ， 2-疏基乙醇(2- 1\症，华美 )5 X 

1O - 5 mollL，促红细胞生成素 (EPO ， KIR IN) 1 单位Iml ，

0 .9% 甲基纤维素。子培养的 14-18 天，计数含两系以上的

混合细胞集落。

(3) 后红系祖细胞集落(CFU-E) 甲基纤维素培养:培养

体系为阻M培养液(GIB∞)， 20%人 AB 血清， 1 % 牛血清

白蛋白 (BSA，华美)， 2-MElO - 5 mol lL, E问lU/ml ， 0.8% 甲

基纤维素，于培养第 7 天，计数 CFU-E 集落， 8 -50 个具桔红

色的细胞因为 1 个集蔼。

(4) 前红系祖细胞集落(BFU-E) 甲基纤维素培养:培养

体系为 MEM 培养液， 1% BSA , 30% AB 血浆， 10% PHA

MNCCM， 2-ME10 - 4 mollL、 EPOlU/ml ， 0.9% 甲基纤维素。

于培养第 14 天，计数 BFU-E集落。 50 个以上桔红或红色集

落或 3 个以上中心的集落为爆发群(burst) 。

(5) 急性髓系白血病祖细胞集落(CFU-AML) 甲基纤维

素培养 :13 例 AML 和 1 例恶性组织细胞病做 CFU-AML 培

养体系为 IMDM 培养液，20%胎牛血清，20%植物血凝素白

细胞条件培养液(制备参见文献[6]) (PHA-LCM) , 2-1\.伍 5X

1O - 5mollL， 2 .7mmollL左旋谷氨酸胶， 0.9% 甲基纤维素。

于培养的第 7-8 天，计数 CFU-AML 集落，大于 20 个细胞

为 1 个集落。并取部分集落做过氧化物酶(POX)细胞化学

染色。

(6) 急性淋巴细胞白血病祖细胞集落 C CFU-ALL) 甲基

纤维素培养: 6 例 ALL 做 CFU-ALL 培养，培养体系为

IMDM 培养液， 15 % PHA-LCM , 10 %新生小牛血清(华美) , 

0 . 8% 甲基纤维素。 于培养的 5 一 7 天计数， 含 50 个以上细

胞的细胞团为 1 个集落，并取部分集落做问X染色。

3) Bcl-2 蛋白免疫细胞化学染色 于培养的第三6

天，分别取细胞悬液涂片作BcI-2 蛋白免疫细胞化学染色。

染色方法按链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶免疫化学染色试

齐u盒 (Sp Kit , Maxim公司)说明书进行，一抗为兔抗人 BCL-2

多克隆抗体(中山生命技术公司) ，二抗为羊抗兔，用 DAB酶

底物(maxin 公司)显色。 用半定量积分法对BcI-2 蛋白染色

阳性细胞进行分级(+一++++)，每份标本对 200 个细胞

进行分级，平均计算 100 个细胞的积分量(阳性指数) [ 5] 。

结果

1. ASPO 对细胞生长的影晌
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1) ASPO 对正常及良性血液病骨髓细胞生长

的影响 比较对照组和 ASP010μmollL组于培

养的第 L3 ， 5 、7 天的活细胞数变化，无显著差别 (P

>0.05) (图 1) 。

2) ASPO 对原代急性白血病细胞生长的影响

比较对照组和 ASPO 5μmollL组于培养的第

1 、3 、 5 ，7 天的活细胞数变化，发现于培养的第 3 至 7

天 ASP05μmollL组活细胞数显著低于对照组(P

<0.05) (图 1) 。

2 

::: l. 5 
e 、~、3、

v 圳 l 

事量3到2 0 5 

。

。 3 5 

.oonæl.cα1t1"01 

,lSm l().ml/L, oonæl 
口 l矶点四i a， control 
口，IS问5o.ml/L， 1四kenia

7 时间 <d)

图 1 BCL-2 ASPO 对正常及良性血液病
或急性白血病骨髓细胞作用前后活细胞数变化

2. ASPO 对祖细胞集落形成的影晌

1) ASPO 对正常及良性血液病骨髓造血祖细

胞集落形成的影响 ASPO 作用 3 天后 CFU

GM、CFU-Mix、 CFU-E 和 BFU-E 的形成率与对照

组比较无明显差别(表 1) 。

2) ASPO 对原代急性白血病祖细胞和粒羊系

祖细胞的集落形成影响 比较对照组和 ASPO 5 

μmol/L组培养第 3 天急性白血病祖细胞集落和

CFU-GM 的形成率，发现 13 例 AML 病例做 CFU

AML 培养的，除了其中 1 例无论有元 ASPO作用均

无 CFU-AML 生长和 1 例 ASPO 作用后 CFU-AML

形成率无减少外，其余 11 例均有不同程度的减少 ;6

例 ALL病例做 CFU-ALL 培养的，其中 3 例对照组

和 ASPO 组均无 CFU-ALL 生长，另外 3 例 ASPO

作用后 CFU-ALL 均减少 ;10 例做 CFU-GM 培养

的，其中 2 例对照组和 ASPO 组均无 CFU-GM 生

长，而另外 8 例 ASPO作用后 CFU-GM集落形成率

则增多(表 1) 。

3. ASPO 对BcI-2 蛋白表达的影晌

1) ASPO对正常及良性血液病骨髓细胞 BcI-2

蛋白表达的影响 ASPO 组 BcI-2 蛋白表达阳性率 ，

阳性强度(积分)与对照组比较元显著差别 (P>

0. 05)(表 2) 。

表 1 ASPO 作用前后造血祖细胞和

白血病细胞集落形成率的变化

集落种类 正常 ASPO 臼血病 AS阳
(12 X 104 细胞) 对照组 10μmollL组 对照组 5阳1011L组

CFU-Mix 5.48 :t 1. 20 铮 4.72 :t1. 6

CFU-E 11 .0:t 1. 99 * 11 .0 :t 2.23 
BFU-E 9 .43 士 4 40 *9 .19 :t 3.85 

CFU-GM 1O .8l:t 5.45 骨 9.8l:t 7.34 0.57:t 0.76 铮铮 2 . 63 :t 1. 93 
CFU-AML 11. 75 士 6. 的 **7.6l:t 4.61

CFU-ALL法 25 .0 士 1. 46 ** 13. 11 :t 2.91 

※细胞接种数 5 x 104 /100μl与L 备与正常对照比较 P

> 0.05 娓娓与臼血病对照组比较 P<0.05。

表 2 ASPO 作用前后正常及良性血液病骨髓细胞、
及白血病细胞 Bcl-2 蛋白表达的变化

正常对照组

ASPO 主且 3d 
(10umollL) 6d 
白血病对照组

ASPO组 3d 
(5umol lL) 6d 

&1-2 阳性率
(% ) 

42.71 土 3.45

铸 40 .86 :t 3. 18 
43.29 :t 4.19 
77. 92 :t 22. 50 

铮铮 54.05 土 20. 20

&1-2 阳性强度
(积分)

54 . 57 :t 5. 03 

骨 52.86 士 3.63

幡 54.71 士 5. 06

152.25 :t 50. 90 
曾铸 99.20 :t 37. 52 

* *‘ 55.35 土 22.74 赞骨铸 105.68 :t 50.19

铸与正常对照组比较 P>O . 05 , *‘与白血病对照比较 P

< 0. 01 , **善与白血病对照比较 P< 0 .05

2) ASPO对原代急性白血病细胞 &1-2 蛋白表

达的影响 ASPO 5μmollL作用于 20 例原代急'性

白血病细胞及恶性组织细胞，于作用的第 3 、 6 天观

察 BcI-2 蛋白表达的变化。除 2 例 BcI-2 蛋白表达

无变化外， 18 例于作用的第 3 、6 天均较对照组显著

降低， (表 2) 。 原代急性白血病对照组细胞 BCL-2

蛋白表达与正常及良性血液病骨髓细胞 BcI-2 表达

比较阳性率和阳性强度均显著增高(P<O.01) 。

讨论

由于传统化疗药物非选择性地作用于肿瘤细胞

和正常造血细胞，呈现出明显的非特异毒性作用。

反义技术以其特异性高 ， 毒性低的特点欣起了反义

基因治疗的浪潮。 BCL-2 癌基因在许多肿瘤中的过

表达，使得 BCL-2 反义基因药物在肿瘤治疗研究中

倍受关注。

研究巳表明 BcI-2 蛋白不仅在急性白血病细胞

中高表达，且表达于正常未成熟骨髓细胞[3-4] 。 我

们应用 BcI-2 反义技术探讨急性白血病细胞和正常

骨髓造血细胞之间的效应是否存在差别。 首先观察

了终浓度 10μmollL的 BcI-2 ASPO 处理正常及良性
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血被病骨髓单个核细胞，结果表明BcI-2 ASPO 对正

常及良性血液病骨髓细胞的生长曲线，造血祖细胞

集落形成 (CFU-GM ， CFU-Mix , CFU-E , BFU-E) 以

及 Bcl-2 蛋白表达均无影响。 对比之下原代急性白

血病细胞经终浓度为 5μmollL的 Bcl-2 ASPO 处理

结果与对照组比较显示:能抑制白血病细胞生长及

白血病祖细胞(CFU-AML、 CFU-ALL) 的生长;和特

异性抑制白血病细胞 Bcl-2 mRNA 及蛋白质的表

达。

我们的结果提示 :Bcl-2 ASPO 具有选择性抑制

白血病细胞的作用。 Skorsk 等[8] 在用 ASPO 作用

免疫缺陷鼠白血病时发现 ASPO 被白血病细胞足量

地吸收而对正常细胞元影响。 这种 ASPO 似乎有选

择性地被白血病细胞内吞，可能由于白血病细胞和

正常造血细胞的群体构成不同，且所处的细胞周期

不同 。 有以下证据说明: (1)骨髓中 CD34 +、 CD33

一和 CDlO一的祖细胞 Bcl-2 表达最高，而随着细胞

向粒、单核细胞分化其表达逐渐减低[ 4 J 。 我们进行

研究的正常骨髓细胞中原始细胞的比例(<1. 5%)

较急性白血病原始细胞比例(>85% )低 ; BcI-2 蛋白

的适量表达是正常骨髓细胞生存所必需[" ，但我们

结果表明急性白血病细胞的 Bcl-2 蛋白表达的阳性

率和阳性强度均显著高于正常对照组，因此受 Bcl-2

ASPO 特异性作用可能超过正常骨髓祖细胞。

cm1pos[9]用BcI-2 ASPO 分别作用于正常骨髓细胞

分离出的 CD34 + 细胞与 AML 细胞，就发现 ASPO

除降低白血病细胞外也可抑制 CD34 + 的正常骨髓

细胞，也说明BcI-2 ASPO 作用效应与受作用细胞群

体构成有关。 (2)处于Go期的细胞BcI-2 表达高，

白血病细胞处于 Go期要比正常骨髓细胞的多[ 10] ，

受 Bcl-2 ASPO 作用后，凋亡增加，而细胞增殖能力

较正常细胞为弱。 我们结果提示 Bcl-2 ASPO 能抑

制白血病祖细胞集落 (CFU-AML、 CFU-ALL) 的生

长，使 CFU-GM 的生长恢复。 (3) Gewirtz 等[ 1 1 ] 认

为细胞靶基因受抑制后会出现反馈性转录增强效

应，而白血病细胞靶基因的反馈性转录增强能力较

正常细胞为弱。 这可能也与 BCL-2 ASPO 的选择性

作用有关。 (4)至于 BCL-2 ASPO 不影响红系造血

祖细胞生长，本研究没有红白血病的病例以对照，但

可能与红系造血细胞中元 ASPO 分布有关[ 12 ] 。

根据我们用BcI-2 ASPO 对原代急性白血病细

胞和正常或良性血液病骨髓细胞作用差别的实验结

果，展示了 Bcl-2 ASPO 良好的应用前景，但其更确

切的生化机制还有待进一步探讨。

摘 要

为探讨 BCL-2 反义硫代磷酸寡脱氧核昔酸

(AS-PS-ODN ， ASPO)对急性原代白血病细胞和正

常或良性血液病骨髓细胞的作用是否存在差别。应

用台盼蓝拒染试验测定细胞存活力;用造血祖细胞

集落培养:粒一单系祖细胞集落(CFU-GM) ，多向祖

细胞集落 ( CFU-Mix) ，后红系祖细胞集落(CFU-E) 、

前红系祖细胞集落 (BFU-E ) 和 白血病祖细胞集落

(CFU-AML , CFU-ALL)培养检测细胞增殖能力 ;免

疫细胞化学染色检测细胞 BCL-2 蛋白表达变化。

结果发现( 1 )正常或良性血液病骨髓细胞经

10μmol lL ASPO 处理一周，同对照组比较:细胞生

长数 、 CFU-GM、 CFU-Mix 、 CFU-E 、 BFU-E 及 BCL-

2 蛋白表达均无显著差别(P <0.05) o (2)急性原代

白血病细胞经 5μmollL ASPO 处理一周，同对照组

比较:细胞生长数显著减低 ;CFU-AML 或 CFU

ALL 显著降低 (p < 0 . 05 ) ，而 CFU-GM 明显增高

(P<O. 05 ); 对照组 BCL-2 蛋白表达率为 77.92%

士 22 . 50 % , ASPO 组于培养的第 3 天为 54.05% 士

20. 20 % ( P < 0 . 01)和第 6 天为 55 .35% :t 22. 74 % 

(P<0.05)均显著低于对照组。 因此认为 BCL-2

ASPO 具有选择性地抑制白血病细胞的增殖和

BCL-2 蛋白的表达的作用。

关键词:反义寡核苦酸类 BCL-2 抑制作用

急性白血病细胞
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SELECTlVE INHffiITION OF GROWTH OF ACUTE LEUKEMIC 

CELLS BY TREATMENT WITH BCL-2 ANTISENSE 
PHOSPHOROTHIOATE OLlGODEOXYNUCLEOTIDES 

LIN Yan Juan LU Lian Huang C阳也 Ying Yu CHEN Zhi Zhe ZHAl'lG Xue Min 

(U，ηωn Hosρzωl Affiliate ω Fujian Medical Uni'æl由:y Fujiaη lnsititute of Hemaωlogy Fuzhou 350001 ， αina) 

ABSTRACf 

49 

Toob喝erve the different effec凶 between acute leukemic cells and bone marrow cells of norm且1 or benign blα对 di优岱es produced by 

treatment with BcI-2 antisense phosphorothioate oligodeoxynuclωtides( ASPS-ODN , ASPO) . T he cellular viabili ty was detected by tr只)8.n

blue exclusion. The ability of prd iferation of hernato阳iet ic cells were determined by the culture of colony forrning unit-granulocyte/ 

macrophage( CFU-GM) , mix-∞lony forming w1it ( CFU-Mix) ，∞lony forrning unit-erythroid (CFU-E) and burst forrning unit-erythroid 

(BRU-E). The ability of proliferat ion of leukemic cells were tested by the culture of ∞lony forming unit-acute myeloid leukemia(CFU

M也)and ∞lony forrning unit-acute Iymphoid leukemia( CFU-ALL). T he expressions of BcI-2 protein was determined by immunc陀yto

chemistry. 1t was shown that in normal or benign blα对 dis臼妃， there were no signifi臼nt differences in the cellular viabil ity , proliferation 

of hernatopoietic cells and the expr岱sion of 坠1-2 protein whatever the treatment with ASPO at lOumollL or without ASPO. 1n acute 

leukemia ,otherwise; the cellular viability and the forming rate of CFU-AML or CFU-ALL were s igni日αnt lower in presence of ASPO at 

加nollL than that without ASPO(P< O . O日， but the amount of CFU-GM w岱 sigT甘 ficant higher( P < O. 05) . The expression rate of 

BcI-2 protein of acute leukemic cells treated without ASPO was 77.92 %士 22. 50 % . 1n the third day and the sixth day of tr臼tment with 

ASPO, the expression rates of BcI-2 protein of acute leukemic cells were significantly decreased to 54.05 % 士 20.20% ( P < O. 01 )and 

55 . 35% 土 22. 74%(P<0.05)respectively. Our data suggested that ASPO ∞uld selectively i剧bit the proliferation and the expression 

of BcI-2 protein in acute leukemic cells 

Keywo时S: Antisense Oligonuclωtides BCL-2 Inhibition Acute leukemic cells 

心室成纤维细胞分泌心肌营养活性蛋白的分离提纯及其作用 祷

龚素珍顾熊飞 善 何光耀 善 刘培庆H 潘敬运H

(广州医学院神经科学研究所 广州 510182 替 中山医科大学生化教研室 惕僻 生理教研室广州I 510089) 

构成心脏的细胞，除心肌细胞外，还有占心脏细

胞总数 2/3 的非心肌细胞 ，其中大多数为成纤维细

胞。 既往人们对心脏成纤维细胞的研究主要集中在

其产生和分泌的胶原蛋白在心脏的骨架作用，而其

对心肌细胞和自身生长及功能的调控研究很少。

1991 年，Long 等川首先报道了非心肌细胞无血清

条件培养液(NMC-CM)具有促进心肌细胞肥大反

应的作用，该现象相继被多位学者证实 ，并认为其中

心脏成纤维细胞起主要作用。 1999 年，又有学者报

道心脏成纤维细胞也能分泌肾上腺髓质素影响自身

的胶原合成和细胞增殖[2) 。 这提示心脏成纤维细

胞具有旁分泌和自分泌功能 ，在生理和病理状态下

的心脏重塑中起着重要作用。 心脏成纤维细胞产生

的活性物质种类目前尚不完全清楚 ，本研究主要探

讨心室成纤维细胞条件培养液的分离提纯及其对J心

肌细胞的营养作用。

材料与方法

1 . 心肌细胞和心脏成纤维细胞分离和培养

取 1 - 3d 龄的 SD大鼠，在无菌条件下开胸取出心脏，立

即置入 4'C D-Hank' s 液中剪取心室肌，用膜蛋白酶进行反

复消化，获取细胞。 采用差速贴壁 1h，分别获得心肌细胞和

成纤维细胞。 培养前 48h，在心肌细胞的培养液中加入 8rdu

0 . 1mmollL，以抑制成纤维细胞的增殖。 用鼠抗 sa∞meric

actin( sign1a , 1 : 600 ) 鉴定心肌细胞和成纤维细胞，纯度达

95% 以上。 具体方法见参考文献[3.4) 。

2 . 成纤维细胞条件培养液 ( P∞M ) 的获取

将成纤维细胞传代，接种于 50 ml 的玻璃培养瓶生长至

本文 2000 年 7 月 14 日收到， 11 月 27 日接受。

铃 国家自然科学基金资助项目 (No.39870888) 。
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