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肝细胞培养方法研究进展

陈慧梅廖红高静

(南京大学医学院南京 210093)

肝细胞分离、培养是一种研究肝脏和肝细胞的

良好方法。 虽然离体培养的肝细胞没有完整机体所

存在的神经体液调节作用的影响，却可利用控制其

外环境的理化因素实现稳定条件下药物和其他作用

的观察及监测，从而用于多方面的研究:肝细胞和其

他细胞之间的作用;肝细胞对外界剌激的反应、药物

对细胞的作用、细胞内产物的分泌;细胞内胞质的活

动和胞质与胞核之间的流动等。事实上肝细胞培养

是简化、分析肝细胞功能的有效方法之一，已广泛应

用于病毒学、免疫学、细胞毒理实验、临床医学及生

物技术等各方面[ 1 ) 。

60 年代初， HilI is 等人成功地培养了人胚胎肝

细胞。 30 多年来，肝细胞培养技术已由外植块培养

发展到单一细胞成分培养、由短期培养到现在的长

期培养。 本文就肝细胞分离及培养技术的发展、演

变、特点和面临的问题作一综述。

一、肝细胞分离方法

1.机械分离法

(1)直接剪切法 1961 年， Hillis 等最早进行

了人胚肝细胞培养(2) 。 将手术取得的肝组织切成小

块，直接置于简单培养液中即可。此方法操作简单 ，

成本低，所分离的细胞膜上的蛋白质成分性质不易

改变。 但外植块上长出的上皮细胞时间长，各部分

间不均一，获得的肝细胞数量也有限。成纤维细胞

也会迅速增殖，在其增殖与分化的过程中，与肝实质

细胞形态相似，不易区分，从而难以观察肝细胞的数

目和生长 、分化程度。 此外，未分化的细胞在培养过

程中其分化及功能的获得与正常肝细胞有一定差

异，因而此法显得比较局限(3 ) 0 Watanabe , Alexader 

等也进行了类似的培养，在细胞呼吸作用研究及形

态观察方面有一定进展。

(2) 剪切消化法 此法将肝脏直接分离置于

冷的培养基中，剪碎，加入溶解的酶(多为膜酶或胶

原酶)破坏肝细胞间的连接，再经震荡、沉淀，最后在

上清液中得到游离的肝细胞悬液(4) 。此法操作简

单，在成年肝与胎肝中均有采用，仅在酶的浓度和消

化时间上有细微的差别。 一些实验室采用该法，用

于肝细胞功能和对外界的反应等少部分研究，但有

许多不足之处。 若采用成年鼠肝脏:由于成年的肝

组织连接多而紧密，分离困难，刀剪的机械损伤，使

得细小组织块周围的肝细胞多受损，不易成活;消化

时，中心的细胞未分离，周边的常消化过分而被破

坏。 若用胚肝培养时，又有细胞未分化的缺点，成纤

维细胞大量增生。 此外，细胞多呈团块，混有大量血

细胞，故不常采用。

2. 门静脉灌流消化法

分离肝细胞的关键是破坏细胞之间的紧密连

接，以获得实质细胞。 Howard 等首创用胶原酶和透

明质酸酶共同灌流肝脏，提高了分离的肝细胞的存

活率。以后，又发现胶原酶也可消化 、分解大白鼠胎

肝以及人胚肝[5) 。 此法不断被改进及应用，将分离

的肝细胞存活率提高到了 80% 。

1971 年， Williams 等建立了用胶原酶、EDTA 联

合灌流分散肝细胞的方法。 许多学者也随后进行了

研究， Segalen 首先将 EDTA 先灌流过肝脏，后用胶

原酶分离肝连接，形成了经典的门静脉二步灌流

法[6];现在，各种肝脏灌流的基本方法多为:先从门
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静脉用无钙、含氧前期缓冲液，冲出血细胞和钙离

子，再换含蛋白水解酶的溶液至组织软化即可[7] 。

近来文献表明，肝灌流的途径除了门静脉外，还有经

胆道、腹主动脉等多种途径。此法分离、获得的肝细

胞几乎为纯的肝实质细胞，不仅数量多，而且保留了

肝细胞的各种功能。 并且，细胞的形态易于观察，单

一性较好，便于各种处理和观察。还有活性高，容易

培养的优点，作为肝细胞培养的经典方法，被广泛于

肝毒性物质的筛选，肝脏的各项功能的测定与调节，

以及护肝药的活性鉴定和机理分析，肝炎病毒的感

染和转导等多方面。但由于操作环节多，技术要求

高，所费的时间长，故易污染。加强严格的无菌操

作，在培养基中加入抗生素，可减少污染的可能。

3. 肝细胞亚群的分离技术

肝细胞的各类亚群在肝脏结构和功能的维持上

有着不同的作用，在研究中需要将其分离分别培养

以研究各自的功用。

(1)离心分离法 根据不同肝细胞亚群之间

的形态、大小和密度的不同而将各自分离 ，其包括简

单的速度沉析到复杂的多种密度梯度离心法。其中

Friedman 等介绍的不连续密度梯度离心法提高了

细胞的产量和纯度，是简单有效的实验方法[8] 。

(2) 选择性崭附分离法 利用细胞选择性的

黠附到固体表面(如组织培养皿)上的特性，从而分

离特殊的肝脏细胞。枯否氏细胞首先勃附到固体表

面，可有效地将其从内皮细胞和其他肝脏细胞相中

分离。 此方法简单、方便、成本低[9] 。

(3) 双相水聚合物提取法 由两种水溶性聚

合物(最常用的是葡聚糖和聚乙二醇)按一定比例混

合，形成等渗压的双相液体系统，根据电荷密度、疏

水性和免疫性能的不同而选择性进入不同的液相 ，

从而将不同肝细胞分离。 但此法得到的细胞活性较
低[川。

(4) 选择性细胞毒分离 法 通常利用蛋白水

解酶如链霉蛋白酶、膜蛋白酶和内毒素等引起肝细

胞选择性溶解，从而使肝实质细胞与非实质细胞分
离[ 11] 。

(5) 利用仪器鉴别法 荧光激活细胞分类仪

可以将荧光标记的细胞通过流式细胞技术检测分离

出来，可以用于肝脏不同亚群的定性和纯度分析。

FFE( free-flow electrophoresis)能通过细胞的细微差
异如细胞表面微小的电荷差别，鉴别不同的细胞亚

群，还可以区分完整的活细胞与死亡的细胞 、细胞核

和细胞碎片。但均因细胞产量相对低，时间长，并且

设备昂贵，实际应用较少。

二、肝细胞培养方法

1.铺板胶质培养

最初， Hillis 等人将获得的细胞或组织块，直接

置于铺着鼠尾胶的转筒内培养。后经发展，在用小

牛血清或鼠尾胶、多聚赖氨酸包被，直径 60mm 培养

皿以及 24 孔培养板上直接接种[ 12] 0 90 年代，又出

现了夹层培养的方法，即在 24 小时后的细胞悬液的

上方再铺加一层胶质物质，称之为三明治培养[川。

还有人在筒状的胶柱体上培养。 在基质研究上研制

出一种基质膜凝胶提取物，称基质凝胶，它是小鼠的

Engelbreth-Holm-Swrm 肉瘤的尿素提取物，含有胶
原、层粘连蛋白、肝素硫酸糖蛋白，可促进肝细胞基

因的高水平表达。从而为肝细胞的均衡 、贴壁良好

的生长提供了条件。

2. 培养基培养

培养基中各成分的发展及其作用的研究与应用

更是日新月异。 60 年代， Hillis 仅在简单的血清、

PBS 和少许抗生素中培养。后研究表明:血清的浓

度与成纤维细胞的生长呈正比，而增加葡萄糖，提高

渗透压则抑制其生长，但对肝实质细胞损伤亦较大。

目前 ，研究者形成共识 : 在低钙，低血清的培养基添

加适当刺激因子(如 :表皮生长因子 EGF、肝细胞生

长因子 HGF[ 1 4] 、霍乱毒素、牛脑垂体提取液、转铁

蛋白以及唾液酸糖蛋白、白蛋白 [ 15 ] 等)可促进肝细

胞较好的生长及功能的获得，其机理尚未完全明了 。

还有人证实膜岛素及膜高血糖素可提高离体肝细胞

的存活率，适量的氢化可的松则显著缩减成纤维细

胞的生长。 近年已发现，二甲亚矶(OMSO)可提高

肝细胞的特异性基因表达，戊巴比妥及甲双口比丙酣

亦有类似作用。

培养基本身则多采用标准配方，批量生产的商

品，如 1640 培养液，OMEM 培养液。特别是 781 培

养液(元菌收集 48-72 小时的人胚肺纤维细胞株单

层的培养液)可有效地抑制成纤维细胞的生
长[川6] 。

三、肝细胞的长期培养

上述常用的原代培养仅能在 1-2 周内维持肝

细胞的形态与功能，后便逐渐退化死亡，从而肝细胞

培养的应用受到限制 。 随着肝细胞培养技术的迅速

发展，在长期肝细胞培养方面作了许多研究。 在许

多方面有较好的应用 : 如乙型肝炎发病机理的研究
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证实周围血淋巴细胞对自体培养肝细胞有毒性作

用;评价某些物质与化疗药物对肝细胞的作用效果;

还有人进行了黄曲霉素 B1、澳苯等肝毒素对肝细胞

的毒性和致癌作用的研究[ 17 ) 。

1.共培养体系

共培养体系即是将两种细胞(可以来自同一组

织，亦可以来自不同的组织)混合，共同培养，从而使

其中一种细胞的形态与功能稳定表达，并维持较长

的时间[ 1 8) 。 在长时间的摸索中， Morin 与 Normand

将其应用于肝细胞的培养中，建立并发展了由肝窦

状内皮增殖的细胞和肝细胞共同组成的培养系统。

共培养的作用机理尚不十分清楚，目前的研究

主要涉及以下几个方面:

1) 细胞与细胞之间的接触、作用，引起胞质膜

的直接接触并产生细胞外基质(ECM)其含有间质

胶原、纤连蛋白 、蛋白多糖及层粘连蛋白等成分，从

而模拟了与体内相似的微环境，维持肝细胞的立体

构形及促进肝细胞的功能。

2) 肝细胞呈立方多边形，肝非实质细胞的存在

可维持与体内相似的三维立体状态下的细胞间相互

作用。

此外，肝非实质细胞还可分泌刺激肝细胞增殖

的细胞因子。 在培养基成分与细胞外胶质成分改进

的研究前已详细介绍，许多成果已被用于长期的肝

细胞培养[ 19 ) 。

2. 悬浮培养

原有的原代肝细胞培养多为基底膜基质培养，

在此基础上发展为悬浮培养，可高密度培养。其用

于肝细胞的长期培养，取得了较好的效果。悬浮培

养常用的方法有以下几种 :

1)微囊肝细胞 将肝细胞包裹在藻酸盐-多

聚赖氨酸-藻酸盐(APA)的微囊膜内，该膜及营养物

质及细胞合成产物通过，而不让大分子如抗体通过，

从而起到支持和营养作用。

2) 微载体和附培养 分离的肝细胞可蒙古附

到经胶原被覆的聚糖载体称 Cytodex 3 或 Biosilon

微载体上进行培养，微载体可为肝细胞提供立体支

撑作用。

3) 球形聚集培养 可根据肝细胞相互聚集

的特性，在肝细胞分离后采用一定方法，如使用阳性

电荷培养瓶(皿) 、聚起乙基异丁烯酸被覆或激素定

量培养液、旋转培养等，促进肝细胞聚集，并防止其

贴壁，从而形成球形体后进行培养[ 20) 。

四、几类肝细胞系

由于肝细胞组织分化程度高，体外几乎不发生

增殖分裂，故其传代培养极为困难。 目前研究仅建

立了几类细胞系，其稳定性和机理的研究尚不理想，

介绍如下:

1.人胎儿肝细胞培养建立的细胞系

日本学者 Katsuts 等从正常引产胎儿获得肝细

胞，采用改良 DMEM 培养基成功建立人胎儿细胞

系 Hui-1 ，用此细胞系培养的上清液治疗大鼠急性

肝衰竭，存活率可达 75 % 。

2. 长期培养转化获得的传代细胞系

此类细胞可保留一部分人肝细胞原有的特异性

功能，同时其生物学特性发生显著变化。 如 Chang

细胞保持了合成白蛋白、抗-ADH 等功能，但不能生

成米氏常数乙瞪脱氢酶 ;受乙醇作用，可生成大量胶

原，故常用于肝纤维化的研究[21) 。

3. 混合培养后获得的细胞系

如 Roberts 等采用强化培养液，将大鼠表皮细

胞与人正常肝细胞进行混合培养，建立了 HH01 ，

HHO♀ 、HHω、HH254 系传代细胞。 Paolini 等将放

射致死的非站附人单核细胞系与动物肝细胞j昆合培

养，建立了啃齿类传代肝细胞培养方法。 但此协同

效应的机理尚不清楚。

4. 肝肿瘤细胞来源的传代肝细胞

早在 1960 年，陈瑞铭教授就从手术标本中获得

了可以不断繁殖、传代的细胞系，后又从多孔细胞杂

交中筛选出可分泌人抗人肝癌单克隆抗体的小鼠杂

交瘤，并应用与基础理论研究。最近美国 Hepatix

公司从人肝母细胞瘤分离一种 C3A 细胞系，能合成

人的白蛋白、凝血因子、尿素及糖原等[22) 。

5 . 病毒转染所致传代肝细胞

如近年 Miyazaki 等采用猿猴病毒 40 将 T-抗原

基因及耐新霉素基因转导人人胎肝细胞，形成

OUMS-22 耐新霉素传代细胞。

五、肝细胞培养的技术困难及前景

目前，肝细胞培养的研究已取得了很大进展，已

陆续建立了许多肝细胞系，其可用于各种不同目的，

包括肝细胞的脂质、蛋白质和糖的合成、代谢过程及

酶功能，以及肝细胞膜及细胞连接、理化及生物因素

对细胞的影响。 例如，可以利用培养肝细胞制成缺

氧、缺糖模型来模拟体内肝缺血状态，还可以利用培

养肝细胞制成癌变模型来研究制癌因子及癌的防治。
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长期培养主要应用于慢性肝炎(如与乙型肝炎病毒感

染相关的肝病)、肝硬化及肝癌的发病机制探讨。 利

用体外肝细胞 HBV培养系统，可研究 HBV感染、复

制、肝炎发病机理特别是慢性化、重型化机理、肝细胞

癌变机理、抗病毒疗效及疫苗的提取等研究。

但上述培养肝细胞在技术及应用上仍存在以下

问题:

1) 如何提高肝细胞的存活率，并使细胞的各种

功能趋于完整与一致。

2) 进一步探讨肝细胞体外生长的适宜条件，使

原代培养中的肝细胞不失去原有功能，并保持对各

种激素的反应。

3) 继续寻求解决肝组织中成纤维细胞、Kupffer

细胞、贮脂细胞等优先增殖，从而取代分化程度高增

殖功能低的肝细胞的满意方法。

的人类肝细胞经长期培养或传代培养，虽仍具

有正常肝细胞的某些功能，但其特异功能常与肝细

胞不同，在应用中易出现不良反应 ，如从病毒转染所

制肝细胞株或从癌肿组织转化而来的肝细胞用到人

体常引起感染及癌变的危险。

总之，经过近 40 年的努力，肝细胞分离和培养

技术已经得到了较大的发展，为研究肝脏疾病机理

以及治疗药物的筛选提供了材料和技术支持，特别

是占世界病例 113 - 112 的三大肝脏疾病:肝炎 、肝

硬化和肝癌。但至今各种方法，哪怕是经典的两步

灌流法都各有其不足，使研究的深入仍有一定的障

碍，这也正是我们努力前进的方向 。

摘要

离体肝细胞的培养可以简化分析肝细胞功能，

为肝脏的生理、病理以及药理的研究提供材料。 特

别是近年来的长期肝细胞培养技术使离体肝细胞较

成功地再现了肝脏的功能、形态以及对剌激的反应

能力 ，为进一步的研究提供了条件。离体肝细胞的

培养涉及到肝细胞的分离、纯化和培养液的成分等

多方面。本文就国内外肝细胞分离、培养的各种方

法的创立、发展、成熟及其应用作一综述。
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钙 (Ca2 + )在植物抗寒中的作用

简令成王红'费

(中国科学院植物研究所北京 100093) 

近些年来，Ca2 + 的生理功能无论在人类和动物

细胞中，或者在植物细胞中都有着广泛的研究，它的

重要作用愈来愈吸引着研究者们的兴趣。大量的研

究结果揭示，Ca2 + 作为细胞的第二信使在植物的生

长发育以及植物对环境的反应与适应中有着极其重

要的作用[ 1 - 4 ] 。 关于植物的抗寒机理已有长期的、

· 国 家 自然科学基金资助项目 (No. 39870371 , No. 
60005003) 。
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诸多方面的研究[5.6] 。大量的研究结果为人们认识

植物的抗寒性提供了丰富的知识;然而，其中观测到

的许多变化仅仅是与抗寒性的发展平行相关，有关

植物对低温信号的初始反应及其相继发生的生理生

化过程则还知之不多。 ea2 + 功能研究中所揭示的一

些事实为植物抗寒机理的进一步研究提供了很好的

启示。于是近些年来，一些植物抗寒机理研究的专

家们也相继开展了

讨。本文是对这方面的一些研究结果的一个简要综

述，包括我们自己在近十年内所获得的一些初步结

果。

一、不同抗寒性植物细胞内 ci+

稳态平衡的 区别

ea2 + 行使第二信使的功能是通过细胞内 ea2 +

水平的升降来实现的[ 1.2] 。非激发状态下的植物细

胞质和细胞核通常是处在低浓度 ea2 + 的稳态平衡

(Homeostasis) [ 2 - 4] 。已知许多刺激，包括生物的和

非生物的，例如风、机械压力、低温、高温、光照、干旱

脱水、盐胁迫、缺氧胁迫和病原菌等都能引起 ea2 +

进入植物细胞[2.3.4.7] 。许多测试结果已经揭示，这

种 ea2 + 流人的速度及其在细胞内的动态，随着植物

种类的不同而有很大区别。关于低温引起的 ea2 +

流人，无论是室内的人工低温处理，或是野外的自然

低温作用，不同抗寒性植物细胞内 ea2 + 动态的差异

已经被观测到[2 - 4.7 - 11] 。这种 ea2 + 动态的差异是由

于不同抗寒性植物对低温有着不同反应。植物对低

温的反应分为两大类群:一类是冷敏感植物(Chi1l

ing-sensitive plants) ，或称不抗寒植物;另一类是对

冷不敏感植物(Chilling-insensitive plants) ，或称抗寒

植物。前者原产于热带和亚热带地区，它们的生命

活动需要较高的温度，故又称喜温植物，一般在零上

10"C或 12"C以下的非冰冻低温即可引起生命活动

的伤害。后者生长于温带地区，它们对低泪都有一

定的抵抗能力，但在不同种类植物之间有差异，而

且，同一种植物的抗寒力是随着一年中季节性的温

度变化而变化，在夏天的温暖生长季节里，这类植物

的抗寒能力也不高，一般只能抵抗 -3"C一- S"C的

低温;随着秋末冬初低温的降临，它们的抗寒能力迅

速提高;到寒冬，一般可达到一 20"C一- 40"C的抗冻

力，一些木本植物，例如杨树，将它们此时的枝条投

入 一 196"C的超低温液氮中，化冻后仍能存活;当春

天来临时，这类植物的抗寒力又降低。简言之，与冷

敏感植物相反，一定的低温是这类植物抗寒力发展

所必需的外界条件和诱发因子[川] ;在实验室里，将

这类植物通过低温处理即可获得较高的抗冻力，例

如冬小麦和冬黑麦经 2"C低温处理 20 天以后，即可

分别获得一 lS"C 和- 20"C的抗冻性。 由于不同抗寒

性植物对低温反应有着固有的遗传上的巨大区别，

所以，作为感应低温的 ea2 + 信使在不同抗寒性植物

细胞内的动态，自然就会有明显的差异。 下面分别

叙述冷敏感植物和抗寒植物在低温条件下细胞内

ea2 + 动态的细节。

1.冷胁迫引起冷敏感植物细胞的 ea2 + 流人在

延续的低温下不撤退，结果导致 ea2 + 毒害。 Minor

sky 最先阐述了低温引起冷敏感植物细胞的 ea2 + 流

入及其导致的伤害作用[8] 。近 10 年来，我们先后研

究了多种冷敏感植物，如水稻 、黄瓜、玉米等在冷胁

迫(Chi1l ing-stress)下，细胞内 ea2 + 水平的变化和细

胞结构受伤害的现象。这些研究结果表明，当这些

冷敏感植物的幼苗或培养细胞遭到 2 - 4"C低温胁

迫时，在 30min 内即可观察到 ea2 + 迅速地进入细胞

质和细胞核，到弛，细胞溶质和细胞核内的 ea2 + 浓

度达到很高的水平，在继续的低温胁迫中，至 3 天， 5

天或 10 天，细胞内的 ea2 + 水平继续呈现高水平，没

有降低的趋势。在此过程中，质膜 ea2 + -ATPase 活

性显著降低，甚至完全失活，说明冷敏感植物在低温

胁迫中，细胞内的 ea2 + 浓度不能恢复到低水平的稳

定平衡(Homeostasis)。在冷胁迫一天以后，即可观

察到高浓度 ea2 + 造成的毒害现象;细胞质和细胞核
的结构遭到破坏[4.1 3 - 15 ] 。

其他的许多报道也揭示高浓度 ea2 + 对细胞的

毒害作用，例如: (a) 冷胁迫或应用 ea2 + 离子载体

A23187 处理细胞，引起 ea2 + 流人，可导致细胞质流

动的停止川。( b)通过低温处理或向细胞内注入
ea2 + 和 eaM(钙调素)会引起微管的去组装[ 17 - 川 。

( c)低温引起的内质网和高尔基体空泡化，以及同心

圆内质网的聚集，可能与其细胞内 ea2 + 浓度的升高

相关[却] 0 (d)低温引起的高浓度 ea2 + 可与磷酸盐形

成磷酸钙沉淀，从而对呼吸起抑制作用[ 1 ] 0 (e)这种

高浓度 ea2 + 还会抑制卡尔文循环中几种关键酶的

活性，并相继引起 NADP+ 水平的降低→活性氧增

加→膜结构破坏[川2] 0 (f)高浓度 ea2 + 还可以刺激

多种水解酶的活性，例如核酸内切酶[23] 和磷脂

酶[叫，从而导致核内染色质断片化和膜的破坏。 我

们观察到的冷敏感植物玉米细胞在 3 天冷胁迫后，

核内染色质和膜结构严重被破坏，即可能是低温引
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起细胞内高浓度 ea2 + 活化了核酸内切酶和磷脂酶
相继变化的结果[4 . 1 5] 。

由于这些伤害性变化都是在低温迅速引起细胞

内Ca2 + 浓度升高后相继发生的结果，所以，这种低

温引起的Ca2 + 浓度升高被认为是"冷敏感植物对低

温信号的初始反应";也是"低温对冷敏感植物损伤

作用的信号传递者"。

2. 低温引起抗寒植物的Ca2 + 流人是短暂性的，

诱发抗寒植物进入抗寒锻炼(臼ld-acclimation) 。

Erlandson and J ensen 报道，将抗寒的冬小麦幼苗的
根浸人放射性标记的Ca2 + (45 Ca2+ )溶液中，置于

2'C低温下，结果观察到大量的放射性Ca2+短暂地

进入根细胞内，以及幼苗抗寒性的提高[25] 0 Monroy 

等观测到，抗寒的盲稽悬浮培养细胞和分离的原生

质体在 4'C低温处理下，在 15 -20min 内，Ca2 + 即迅

速进入细胞溶质，30min 以后降低，随后测试到抗冻

基因的表达和抗寒力的提高。 他们用Ca2 + 的整合

剂 EGTA 和 BAPTA 或Ca2 + 通道的阻断剂La3 + 处

理这些培养细胞和原生质体，结果表明，这些处理既

抑制了细胞内Ca2 + 水平的升高，也同时抑制了抗冻

基因的表达和抗冻性的提高。 这些作者还在 25'C

非抗寒锻炼条件下，用Ca2 + 通道促活剂Bay K8644 

或Ca2 + 离子载体A23187 处理悬浮培养细胞或分离

原生质体，引发Ca2 + 的进入，其结果也能导致抗冻

基因表达和抗冻力的提高。 因此，这些作者们得出

结论:Ca2 + 进入细胞是低温作用于植物细胞的信号

传递者，是引发植物抗寒锻炼、抗寒基因表达和抗寒
力提高所必需的[ 10 . 11] 。

Knight et al.还发现，抗冷的拟南芥(Arabidop

sis)在 4'C低温的冷处理中，用Ca2+ 整合剂 EGTA

和Ca2 + 通道阻断剂La3 + 处理，只能部分地抑制细胞

溶质Ca2 + 浓度的升高和抗寒基因 Kinl 的表达。 他

们的试验揭示，低温引起的细胞溶质Ca2 + 水平的升

高，除主要来源于细胞外Ca2 + 库(细胞壁和细胞间

隙)外，还有部分的是来源于细胞内的Ca2+ 库:液
泡[26 ] 。

近些年来，我们在冷敏感植物和抗冷植物Ca2 +

动态的比较研究中观察到[乱时，这些植物的幼苗或

细胞在 4'C低温处理中，经焦锦酸饵沉淀的细胞化

学技术显示的Ca2+ 沉淀，不仅在细胞质中迅速增

加，而且在细胞核内迅速增加。 前面已经谈到，冷敏

感植物玉米细胞在持续的低温胁迫中，细胞内增加

的Ca2 + 浓度不降低，结果造成Ca2 + 毒害。然而，抗

冷植物冬小麦和小僵麦却不同，它们的幼苗或细胞

在 4'C低温处理中，在 30min -弛，细胞质和细胞核

中的 ci+ 浓度迅速升高，此后则降低，到 12h 和

24h，又恢复到冷处理前的低水平。 在低温处理 5 天

后，无论是冬小麦幼苗或小僵麦细胞的抗冻'性，均已

从一 3'C提高到一 7'C ，显示它们在低温诱发细胞内

Ca2 + 短暂性的增加后，已进入抗寒锻炼。

为了阐述冷敏感植物玉米和抗冷植物冬小麦和

小僵麦细胞在 4'C低温处理过程中不同的Ca2 + 动态

的机理，我们通过电镜细胞化学观察了质膜钙泵

Ca2
+ -ATPase 活性的变化，其结果揭示，冷敏感的玉

米细胞在 4'C低温处理 12h 后，其质膜 Ca2 + -ATPase 

活性显著降低，甚至完全失活，以致其细胞内增加的

Ca2 + 离子不能被泵回细胞外，不能恢复细胞内低水

平的 ci + 平衡，结果造成Ca2 + 毒害。然而，抗冷性

的冬小麦和小恒麦细胞在低温处理过程中，其质膜

Ca2
+ -ATPase 活性不仅不降低，甚至有所提高，特别

是核膜上呈现很高的Ca2+ -ATP 酶活性，显示Ca2 + _ 

ATPase没有受到低温的伤害。 这样，在低温引起

Ca2 + 进入细胞后，细胞内的高浓度 Ca2 + 又反馈性的

激活Ca2 + -ATPase，于是增加的Ca2 + 离子又被泵回

到细胞外，恢复细胞内低水平的Ca2+ 稳定平

衡[川]。这些结果说明，对抗冷植物说来，Ca2 + 的流

人不会导致Ca2 + 毒害;细胞内Ca2 + 水平短暂性的提

高起到了传递低温信号的作用，相继引发一系列的

生理生化过程的变化，使植物进入抗寒锻炼。

二、钙与抗寒特性的形成

已有不少实验证据揭示和证实，有些抗寒特性

的形成与Ca2 + 有密切的关系，例如:细胞膜系统的

稳定性是植物抗寒力发展最重要特性[川。 己知

Ca2 + 对膜的稳定性起重要作用，Ca2 + 作为磷脂的磷

酸根和蛋白质竣基间连接的桥梁使膜结构变得更为

牢固[28] 。用含有Ca2 + 成分的抗寒剂 CR-4 对水稻

和黄瓜进行浸种处理，在萌发后的幼苗细胞内，特别

是质膜内侧观察到较多的 Ca2 + 分布;同时观测到低

温逆境中(l'C)质膜的离子渗漏比对照低，质膜的功

能性蛋白 5' -核昔酸酶和 Mg2 + -ATPase 活性，以及

膜的流动性都比对照的高[27 . 29] 。 还有实验证据指

出，用Ca2 + 溶液 (30mmollL CaCI2 ) 处理水稻种子

后，幼苗叶片中结合态钙含量增加;同时抗氧化剂的

谷肮甘肤和抗坏血酸的含量增加，以及清除活性氧

的超氧歧化酶、过氧化氢酶和过氧化物酶的活性提

高;并且，热稳定蛋白质的含量也增加。 这些都对膜

系统在低温逆境中的稳定性起着保护作用[划 。 低
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温引起细胞内Ca2 + 增加，导致脯氨酸积累也有许多

报道[3 1.32) 。已知脯氨酸不仅是渗透调节物质，也是

保护膜的重要因素[划。

细胞壁的坚固性是植物抗冻性的另一个重要特

性，它是防止胞外冰冻脱水引起细胞塌陷损伤的一

个重要因素[判。 因此，植物在人工低温锻炼，或越

冬抗寒锻炼过程中，细胞壁加厚并木质化[判，从而

提高细胞壁的坚固性。一些研究结果揭示，Ca2 + 是

细胞壁加厚和木质化的调节者。 Eklund 等 (1990 ，

1991)报道，Ca2 + 离子浓度影响细胞壁成分的合成，

低的细胞质Ca2 + 浓度降低细胞壁内木质素和非纤

维素多糖的沉积;高的细胞质Ca2 + 浓度则增加非纤

维素多糖和木质素的合成及其在细胞壁中的沉

积[药品) 0 Ca2 + 能刺激植物细胞分泌过氧化物酶到

细胞壁中，并提高其活性[37.38 ) 。 通过这种过氧化物

酶的催化作用，使参人细胞壁中的一种糖蛋白一一

伸展蛋白( extensins)形成异二酷氨酸双酣醋桥，导

致伸展蛋白分子间以及伸展蛋白与多糖分子间的连

接，从而加强细胞壁的牢固性(39) 0 Jian 等观察到，

杨树和桑树在秋季和冬初的短日照和低温诱导的休

眠和抗寒力发展过程中，细胞内Ca2 + 浓度显著增

加，并且持续达 3 个月之久(从 8 月中旬至 12 月中

旬) [3 .4飞在这期间，与分泌活动有关的"质膜外一

钙 ATP 酶"(PM ecto-Ca2
+ -ATPase)被活化[削]。与

此同时，细胞壁不断加厚，并提高木质化程度。该作

者们推论，这是由于短日照和低温引起细胞内Ca2+

水平的提高，激发了细胞壁多糖和木质素的合成与

分泌，结果导致细胞壁的加厚与木质化，提高细胞壁

的坚固性，以抵抗寒冬时期的冰冻伤害[3 .40.41) 。

已有证据指出，细胞间通道(胞间连丝)的开放

与关闭对植物抗寒锻炼起重要作用(42) 0 Ca2 + 是直

接参与胞间连丝颈部口径大小的调节者(43) 。通过

显微技术向细胞内注入Ca2 + 结合的荧光染料

(Ca2
+ -BAPTA) ，结果显示，在细胞含有高浓度 ca扣

的条件下，抑制了荧光染料经过胞间连丝在细胞间

的扩散;而在对照细胞中(只注入荧光染料，没有结

合Ca2 + ) ，则荧光染料可以通过胞间连丝从一个细

胞扩散到另一个细胞问.45) 。 冬季里的巨型轮藻由

于细胞内有着较高的Ca2 + 水平，细胞间交通受阻，

生长停止，处于休眠;到春季， 细胞内Ca2 + 浓度降

低，胞间通道畅通，生长恢复。用含有 Ca2 + 载体

A23187 的溶液培育，或通过显微技术直接注入

Ca2 + 溶液，提高春天轮藻细胞的Ca2 + 浓度，其细胞

间交通又反回到冬季时期的状态[咽]。 Jlan 等通过

细胞超微结构观察，进一步证实Ca2+ 与胞间连丝结

构变化的关系(47) 。杨树在短日照诱导的休眠和抗

寒力提高过程中，当细胞内Ca2 + 含量明显升高时，

连接胞间连丝的内质网 (ER)发生收缩，中断了与胞

间连丝的联系，胞间连丝孔口周围的质膜相互融合，

封闭了孔道口。或者，由于高浓度Ca2 + 引起细胞壁

加厚，使胞间连丝孔道受挤压而缩小，甚至完全封

闭 (3) 。新近， Holdaway-clarke 等(2000)报道，通过冷

处理、Ca2 + 载体溶液培育及显微注射，提高细胞质

Ca2 + 浓度，结果引起胞间连丝孔道迅速关闭(48) 。细

胞质的高Ca2 + 水平也剌激脚脱质的合成及其在胞

间连丝孔口的沉积，从而封闭胞间连丝孔[49.50) 。显

然地，胞间连丝的中断，破坏了植物共质体的整体

性，阻碍了物质运输和信息传递，导致生长停止，进

入休眠，提高对寒冷的适应能力 。

三、钙与基因表达

在动物细胞方面，Ca2 + 在调节基因表达中的作

用已有不少明确的例证。它的调节作用主要表现在

转录和转译水平上，例如Ca2 + 诱导催乳激素 (pro

lactin)和伸长因子 2 (elongation factor-2) 基因的表

达，即分别表现在转录水平上[5 1) 和转译水平上[划 的

调节。在植物方面，Ca2 + 诱导和调节基因表达的例

证也在日益增加。 Lam等(1989)报道，通过细胞内

Ca2 + 浓度的升高，可诱导叶绿素 a 和 b 束缚蛋白转

录体mRNA 的增加[划。如前所述，低温引起的

Ca2 + 流入诱发了茵宿 、拟南芥和冬小麦冷适应基因

的表达和抗冻性的提高[ 10.11.25.54) 。拟南芥某些受低

温调节的基因，如 CRTIORE 控制的 Cor6 .6 和

Kin1 的完全表达，也必须依赖于细胞内 Ca2 + 水平的

增加[26.55) 0 Ca2 + 整合剂 BAPTA 或Ca2 + 通道阻断

剂La3 + 抑制了低温诱导的Ca2 + 输入，也同时减弱了

冷适应基因Cas15 和Cas18 基因的表达，并降低盲

稽的抗冻能力。而应用Ca2 + 离子载体A23187 和

Ca2 + 通道促活剂 Bay K8644 促进细胞的Ca2 + 流人，

则在 25'C的非低温条件下，也能诱导抗冻基因

Cas15 和Cas18 基因的表达( 11) 。低温剌激不仅导致

Ca2 + 进入细胞质，而且迅速和大量地进入细胞

核[3.4·15] ，也显示Ca2 + 的流人与核基因表达的密切

关系。

至于Ca2 + 进入细胞后，信号如何传递，目前还

知之不多，但已有一些启示性证据。 业已知道，Ca2+

可以直接或通过钙调蛋白(CaM)激活多种蛋白激

酶[56) 0 Monroy 等揭示， Ca2 + 对低温信号的传递过
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程可能与蛋白磷酸化有关。 他们的试验指出，在低

温诱导茵稽Cas15 基因的表达中，一种 15kD蛋白

的磷酸化水平比低温处理前提高 10 多倍;另一方

面，当行使蛋白磷酸化的蛋白激酶受抑制剂 Stau

rosporine 抑制时，抗冻基因的表达水平也强烈地受
到抑制[ 10.11.57) 。他们试验还揭示，在 25'C非低温条

件下，应用 ea2 + 离子载体和 ea2 + 通道促活剂促进细

胞的 ea2 + 流人，引起蛋白磷酸酶(PP2A)活性的降

低，或者，应用抑制剂 Okadaic acid 抑制 PP2A 的活

性，也能诱发抗冻基因Cas15 的表达[门 .57) 。 还有一

些研究揭示低温活化某些蛋白激酶的证据。 Jonak

等(1996) 报道，茵稽的一种分裂原活化蛋白激酶

(rnitogen-activated protein Kinase)在低温作用 10 分

钟即被活化，其转录体水平迅速增加[58) 。 在低温的

作用下，首稽和拟南芥中的钙依赖蛋白激酶(CD

PKs)的转录体水平也升高[ 1 1. 55 ) 。 在拟南芥中，一种

编码s6核糖体蛋白激酶的基因和一种编码 MAP

激酶的基因在低温刺激中同时被诱导[到] 。

综合以上这些资料，似可作出这样的推论:低温

引起 ea2 + 输入，导致细胞内 ea2 + 水平短暂性升高，

从而抑制了蛋白磷酸酶 2A 的活性，并同时激活了

一些有关的蛋白激酶，使某些蛋白质磷酸化，进而诱

导冷适应基因(或称抗冻基因)的表达，进入抗寒锻

炼，发展各种抗寒特性。

摘要

ea2 + 作为植物细胞的第二信使对不同抗寒'性植

物起着不同的作用。冷敏感植物在冷胁迫下引起的

ea2 + 流人不撤退，结果细胞内高浓度 ea2 + 导致冷敏

感植物的 ea2 + 毒害。 抗寒植物在冷胁迫中引起的

细胞内 ea2 + 水平的升高是短暂性的，它们在完成信

使作用后即撤退。这种短暂性的高浓度 ea2 + 可能

通过激活某些有关的蛋白激酶，使某些相应的蛋白

质磷酸化，从而诱发抗冻基因表达，使植物进入抗寒

锻炼，发展各种抗寒特性。 ea2 + 对抗寒特性的形成，

除通过诱发抗冻基因表达发展抗寒特性外， ea2 + 也 m

可能对某些抗寒特性的形成直接起作用，如 ea2 + 对

膜结构的稳定作用，刺激木质素和非纤维素多糖的

合成及其在细胞壁内的沉积，以及直接调节胞间连

丝孔道的开放与关闭等。
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335 . 

异硫代氨酸盐的抗癌机理及其相关研究

汪俏梅
(浙江大学园艺系杭州 310029)

癌症可以通过很多天然和合成的化合物来预

防，这些化合物一般称为化学预防剂[ 1 ] 。 很多化学

预防剂来源于植物，通常为人类膳食中的非营养成

分，因而被称为植物化学物质。通过植物化学物质

进行癌症的化学预防是最有潜力的癌症预防手

段[2] 。蔬菜和水果包含一大类具有抗癌作用的植物

化学物质，如丙烯基硫化物，酣酸，多酣，异黄酣和异

硫代氨酸盐( isothiocyanates，简称 ITCs)等，其中异

硫代氨酸盐是一类重要的植物化学物质，近年来的

研究发现异硫代氨酸盐以阻遏和抑制因子发挥抗癌

作用，这些研究不仅深化了人们对抗癌作用机理和

癌症的化学预防的认识，在癌症的预防、治疗以及功

能食品的设计上显示了广阔的应用前景，同时推动

了旨在提高蔬菜作物中的抗癌成分及其生物利用率

的一系列相关研究，并为作物育种提出了新的目标

和策略。

一、异硫代氨酸盐与化学致癌

作用的抑制

1.植物中的芥子油苦.葡萄糖硫昔酶系统与异

Steffen Abel 
(Universi ty of Califomia , Davis , 95616) 

硫代氨酸盐的产生

天然的异硫代氨酸盐由芥子油昔( glucosino

lates)在葡萄糖硫昔酶(myrosinase) 的作用下降解产

生。 在完整植物中，芥子油昔定位于细胞的液泡中，

相对较为稳定，而葡萄糖硫昔酶则定位于特定的蛋

白体中，在正常情况下，两者是分离的，但当组织和

细胞受到损伤时，葡萄糖硫昔酶就会从它贮藏的组

织中被释放出来，并很快把芥子油背水解，脱去葡萄

糖和硫酸，并在不同条件下通过非酶化重组反应，形

成几种不同的降解产物，一般在 p四-5，且亚铁离子

存在的情况下形成乙脯;在 pH>8 的情况下形成硫

代氨酸盐;而在 pH5-8 的范围内，即中性环境下则

易形成异硫代氨酸盐。其中异硫代氨酸盐是芥子油

昔降解的最主要产物[3.4] ，异硫代氨酸盐的功能基

团为-N=C=S，包含一个具高度亲电性的中央碳原

子，这一碳原子在温和的条件下能很快与以 O- ，S

或 N-为中央的亲核基团反应[ 5 ] 。 异硫代氨酸盐侧

链上的 R基团来源于不同种类的氨基酸(如甲硫氨

酸，苯丙氨酸和色氨酸等) ，据此可将其分为脂肪类，
芳香类和蚓睐类[6] 。

2. 异硫代氨酸盐与化学致癌作用的抑制
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