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LOCOLIZATION OF MAD2 HOMOLOGUE IN Cell CYCLE OF VICIA FABA 

MA Lan Y AO J ian Hui GU Yue Hua 

( School of Life Sciences , University of玩ience and Technology o.fαina ， 陆βi 230027) 

AßSTRACf 

Cell cycle is a highly ordered pr悦邸， and it is tightly monitored by check阳nts.ν队D2 is an im阳<rt四t protein of spindle check

阳int. We have identified a bT1ωd bean hcxnologue of MAD 2 usir毡 immunoblotting method . It has a MW of about 26kDa. The pattern 

of its 1∞alization in mitotic cells is alm凶t like th岱e hαnologues in animal cells , it also varies with the stage of mitosis. Duting interphase , 

W队D 2 was distributed throughout the cell and had a protlÙnent localization in 阳rinuclearar臼. Nter nuclear envelope broke down , it be

gan accumulating on kinet∞hore . In prometaphase , N队D2 ∞l∞al ized with the kinetc陀hores . With the extension of microtubule , the 

kinet∞hore was labeled weakly or not at all . By late metaphase and anaphase , Mad 2 was not detectable on kinetl∞hores. 

Key wor也: Vicia faba ch优kpoint protein Kinet侃ho陀 Homologous I创泪tion

无血清培养高密度乳猪肝细胞的形态和功能变化

陈钟骨 丁义涛 张鹤云

(南京大学医学院附属鼓楼医院肝胆外科南京 210008) (南京大学生化系南京 210093)

生物人工肝(BAL)是治疗急性肝衰竭(ALF)或为

. 肝移植创造条件的一种具有良好前景的手段。 猪肝细

胞因其分化功能接近于人肝细胞，且细胞产量较高 ，是

最合适的异种细胞来源[l] ，目前多数 BAL使用猪肝细

胞。 思想的细胞培养密度为 1 × 16-5 × 105/ml[2] ，然

而，BAL 需要大量肝细胞来支持 ALF 患者的肝功

能[3 -4] 。 制成有临床意义的 BAL 约需人全肝量的

10% 一 20%(2 X 109 - 4 X 109 个细胞) [5 ] ， BAL 中细胞的

密度常超过 1 X 107 /m[3] 。 此外，BAL使用时含血清培

养基常需换成元血清培养基[6] 。 因此，了解肝细胞在

无血清培养基中高密度培养的形态和功能对于判断

BAL 的治疗效果十分重要。 但是，迄今为止，所见报告

甚少[7 -9) 。 本文研究了高密度猪肝细胞在元血清培养

时的形态和功能。

材料和方法

1.材料

中国实验用小型乳猪 10 只，体重 2.7-4.0 峙，雌雄不

限，由本院实验动物中心提供。 胶原酶W 、 RPMIl640 购于

Gib∞公司，其他试剂为分析纯级。

2 . 肝细胞分离和培养

采用改良的原位两步胶原酶灌注法分离乳猪肝细

胞[ 1 0) 。 分离的肝细胞清洗后悬浮在 RPMI1640 中 。 台盼蓝

拒染试验测活率。 肝细胞以不同的密度接种至含 200μglL

氢化可的松， 1mglL HGF , 10周IL EGF , 20μglL NGF , 

本文 2001 年 11 月 15 日收到， 2002 年 3 月 20 日接受。
本研究受 江苏省卫生厅重点发展项目基金

( BQ2000200 )资助。
· 现工作单位 : 江苏南通医学院附属医院普通外科，邮
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100阅IL膜岛素 ， 4μglL 膜高血糖素， 6 . 25mglL转铁蛋白，

10吨IL 亚汹酸， 2mmol 谷氨酸胶， 0 . 5glL牛血清白蛋白，

3nmolIL晒酸铀 ， 0. 1flmollL CuS04'5H20 ,50pmollL ZnS04 

' 7H20 , 15mmolIL I-亚PES ， 200周IL 头抱nÆ酣铀 ， 10 万 UIL

青霉素 ， 100 mglL链霉素的无血清 RPMI1640 培养基中，

置于 37'C ， 5%α马培养 7 天。 培养瓶预先用鼠尾胶覆盖。

3 . 实验分组

A组 (n = 10 ，高密度培养组 ) :肝细胞以 1 x 107 /ml 培

养 ;B 组(n= 10，低密度培养组) :肝细胞以 5 x 105 /ml 培养。

4. 观察指标

(1)活率 用台盼蓝拒染试验测肝细胞活率。

(2) LDH含量 培养上请中 LDH 含量用全自动生化

仪(MEGA Toshiba)测定。

(3) 蛋白质合成功能 将 与Ci/ml [3Hl _ 亮氨酸加入

培养基中 ， 置于 37'C , 5% (v/v)m 培养 24 h。 肝细胞用

Hanks液洗涤后在细胞滤纸上用 10% (v/v)三氯醋酸裂解、

元水乙醇固定，用Beckman-LS 9800 液体内烁仪计数肝细胞

内 [3H]_亮氨酸的量。

(4 )安定(口azepam) 转化功能 在培养基中加入

50吨lL(w/v)安定(Dia硝)am)标准品培养 24 h，用荧光偏振免

疫分析仪(Ablx>tt TDx)测定上清中安定(口aze阳n)的浓度。

(5 ) 葡萄糖-6-磷酸酶(G-6-Pase )活性 收集肝细胞、

粉碎，以葡萄糖-6-磷酸为底物，反应的终产物磷酸的盘表示

该酶的活性。

(6) 形态学 倒置显微镜动态观察肝细胞的形态;

Hitachi-300 透射电镜(TEM)观察细胞的超微结构。

5 . 统计学处理

结果用二 :1:. SD 表示。用 stata 6 . 0 软件进行方差分析

(ANOVA) 。 当 P<0.05 时，认为有显著差异。

结 果

1.活率

肝细胞活率随着时间的延长逐渐下降， A、B 两

组间无显著性差异(表 1) 。

表 1 培养肝细胞活率 ( % )( X :1:. SD) 

培养天数 A 主且 B 组

。 98. 7 :1:.1. 6 98 . 7 :1:. 1. 6 
1 95 .7 :1:. 1. 5 96 . li:. 2. 7 
2 96 . 2 :1:.1. 5 94.0 :1:. 1. 6 
3 92.5 :1:.1. 0 90 . 6 :1:. 1. 5 
4 94 . 3 :1:. 2. 0 92 . 5 :1:. 2 . 0 
5 90 . 9 :1:. 4. 8 89 . 0 土 2. 8

6 91. 4 士1. 9 90.5 :1:. 1. 2 
7 90. li:. 4.6 88. 1 :1:. 45. 0 

2. LDH 含量

A组 LDH 含量较 B 组为高 ; A 、B 两组 LDH 含

量培养初期随着时间的延长而增加， 3 天后逐渐下

降(表 2) 。

表 2 培养肝细胞 LDH 含量(UIL/I06 cells) (主 :1:. SD)

培养天数 A 组 B 组

。 2 . 6 士 0 .2

1 14 . 6 :1:. 2. 5 
2 17 . 6 :1:. 2 .0 
3 16 . 4 :1:. 2.2 
4 12 . 6 土 0 . 9

5 11. 9 :1:. 1. 2 
6 11. 0 士 0 . 7

7 10.7 土 0 .4

曾 与 A组相比 ， P< 0 . 05。

3. 蛋白质合成功能

0. 0 :1:. 0.0* 
2.8 :1:. 2 .0* 
3.5 士 2.0*

3.3 :1:. 2. 3 * 
3 . 0 士 2.1 幡

2.6 :1:. 2.3* 
1. 9 :1:.1. 8* 
1. 3 :1:.1. 9 * 

A组肝细胞内 [3H]_亮氨酸的量较 B 组为低;

A、B 两组肝细胞内 [3H ]_亮氨酸的量在 7 天的培养

中略有增高(表 3) 。

表 3 培养肝细胞内 [3H]_亮氨酸量 ( cpm/l06 αlls) (主 ::!:SD )

培养天数 A 组 B 组

。 569 . 6 士 25 .6 1384.6 :1:. 96.0 * 
1 573 . 3 :1:. 26. 7 1376 . 0 :1:. 104 . 1 僻

2 590 . 5 :1:. 27. 8 1398. 4 :1:. 153.5* 
3 591. 3 :1:. 35 . 2 1428 . 0 士 176.9 曾

4 595 . 6 士 37 .2 1512.4 i:.l96 . 0 * 
5 617 . 2 士 37 . 。 1552.3 :1:. 168. 6 * 
6 649 . 2 :1:. 59 . 5 1607 .2 :1:. 160.0 份

7 666.3 土 53.8 1639 . 2 士 180 .6*

锋 与 A组相比 ， P<0 . 05。

4. 安定(Diazepam)转化功能

A 组肝细胞的安定(Diazepam)转化能力较 B 组

肝细胞为低 ;A、B 两组肝细胞在第 2 、 3 天安定 (Di

azepam)转化功能最强(表 4) 。

表 4 肝细胞培养上清安定浓度 (mg征-110' cells) (主:t sv)

培养天数 A 组 B 组

。 12 . 30 士 2.30

1 11. 28 :1:. 3.32 
2 9 . 18 士1. 72

3 8.5li:. 2 .20 
4 9.82 :1:. 2. 06 
5 11.24 :1:. 1. 62 
6 13.16 士1. 47 
7 14 . 73 :1:. 1. 51 

·与 A组相比 ， P<0 . 05 o

5 . G-6-Pase 活性

0 . 8 li:. 0.02 铃

0 . 79 士 0 . 03*

0. 75 :1:. 0. 04 * 
0.77 :1:. 0. 05 * 
0.95 :1:. 0.06* 
1. Oli:. 0.09 ‘ 

1. 05 :1:. O. 07 * 
1. 19 :1:. 0.10* 

A 组肝细胞的 G-6-pase 活性较 B 组肝细胞为

低;两组肝细胞培养当天 G-6-Pase 活性最高 ， 第 1

天明显下降，然后稍稍升高 ，维持在较低的水平。

6 . 形态学 .

两组新分离的肝细胞形态学上完整，放人培养

瓶中很快贴壁生长并形成小的聚集团块 ，然后铺满

瓶壁。 TEM显示高密度培养的猪肝细胞具有正常

的培养肝细胞的超微结构，可见丰富的粗面内质网
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采取细胞保护措施的必要性。后者的观察也提示氧

气是降低高密度培养肝细胞活率的潜在因素。肝细

胞活率随着时间的延长逐渐下降限制了 BAL 的效

果及持续时间。本研究显示肝细胞在含有多种生长

因子和化学元素的激素限定的无血清培养基中高密

度培养 7 天，其活率虽逐渐下降，但均超过 90% ，主

要功能低于低密度培养肝细胞。这可能与高密度培

养时缺乏足够的氧气和营养、代谢产物的堆积以及

细胞间的接触抑制有关，本实验结果与文献报告一

致。 较高的肝细胞活率与我们采用的原位肝灌注法
有关[ 1 2J 。

JO!y[ 1 3J报告培养肝细胞在 4 天内的蛋白质合成

逐渐增加。 本研究表明蛋白质合成功能在 7 天内能

较好地维持，并略有增加。 TEM显示细胞丰富的粗

面内质网，提示血浆蛋白质的主动合成和分泌比较

旺盛。

G-6-Pase 是调节血糖、保持内环境稳定的一种

关键酶。 文献报告乳猪肝细胞以1. 0 X 105 1m! 在含

血清培养基中培养，其 G-6-Pase 随时间延长而增

加[ 14 J 。 本组结果显示 A组肝细胞 G-6-Pase 高峰在

0 天，其后在低水平维持。

在常规培养条件下，存在于内质网或线粒体内

膜的细胞色素 P450 和其它负责异种代谢的一些酶

很早就失去活性，这限制了 BAL 的应用。 安定转化

功能反映细胞色素 P450 的活性，本研究表明 A 组

肝细胞的安定转化功能在第 2 ， 3 天最强。

LDH是细胞损害的最敏感的指标。 本组结果

显示前 3 天 LDH 漏出量最高，说明由于酶造成的新

分离细胞膜的损害需要 3 天才能得到恢复，与文献

报告一致[ 1 5J 。

因此，本研究表明无血清培养高密度猪肝细胞

在 7 天内能较好地维持其形态、蛋白质合成及安定

转化功能，肝细胞活率均高于 90% ，分离当天的肝

细胞 G-6-Pase 活性最高，高密度培养肝细胞的功能

较低密度培养时为低。

241 

(图 1) 。

表 5 培养肝细胞 ι6-Pase 活性 ( nmollL/1010 cells) 

(X:!:SD) 

志杂学物生胞细第 4 期第 24 卷

组

n
u
τ
i

句
，，，"
句
J
A

呼
气

d
k
u

匀
，

B 

12.90 :t O. 30 

3.06 :t O. 34 铃

4 . 05 士 0.39

6.38 士1. 38 

5.14 :t O. 62 

5.48 士 0.95

5 .68:!: 0 .46 ‘ 

6.48 :t O. 87 铃

组

14.19 :t 2. 41 

5.10 :t 1. 86 

4 .43 :t 1. 10 

4 .87 土 1. 40

4.33 :t O. 97 

4.78 :t O. 97 

4.58 士 0.90

4.58 :t O. 93 

A 培养天数

本文研究了元血清培养高密度猪肝细胞的形态

和功能变化。 将分离的肝细胞以高密度 (l X 107 /1时)

培养在含激素 、多种生长因子和营养成分的无血清

培养基中，动态观察培养 7 天中肝细胞形态、活率 、

蛋白质合成功能、 G-6-Pase 活性、安定转化功能及

LDH含量;同时以无血清培养低密度 (5 X 105/ m! ) 

肝细胞作为对照组。 研究结果表明:高密度培养的

要摘

理想的 BAL 应当包含大量有功能的肝细胞。

这种装置应当能暂时提供高水平的肝功能，包括血

浆蛋白的合成及生物转化和解毒过程中一些酶的活

性;这种装置也应该体积较小且使用方便。 因而，肝

细胞必须以高密度培养。 由于 BAL 中肝细胞是培

养在无血清培养基中，因此，本文研究了乳猪高密度

肝细胞在无血清培养条件下的形态和功能。

Yu出a[1 1 )证实细胞的密度是调节生长和表达分

化功能的极为重要的因素，在高密度培养条件下，肝

细胞表达完全的分化能力，但它们的生长受到抑制 。

Nyberg[4 )发现高密度(1. 0 X 107 /ml)培养的包裹在

凝胶中的大鼠肝细胞在 24h 时活率最低 、尿素产量

最低，并观察到在活细胞数量与尿素产量之间有直

接相关关系。这些结果强调了细胞活率对 BAL 的

代谢能力的重要性及为了维持和改善肝细胞的活率

透射电镜示 A组肝细胞超微结构( x 5000 ) 

论

·与 A组相比 ， P< 0 . 05。

讨

图 1
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肝细胞各项功能较低密度培养的肝细胞为低;高密

度培养的肝细胞的形态、蛋白质合成功能在培养 7

天中保持稳定;活率随着培养时间的延长而下降，但

均高于 90%;安定转化功能在培养第 2 、 3 天最强;

G-6-Pase 活性在培养 1 天后明显下降，然后维持在

较低水平;LDH 含量在第 1 ，2 ，3 天较高。

关键词:肝细胞培养生物人工肝
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CHANGES IN MORPHOLOGY AND FUNCTIONS 
OF SUCKING PIG HEPATOCYTES CULTURED IN 

SERUM-FREE MEDIUM AT HIGH-DENSITY 

CHEN Zhong DING Yi Tao 

(De阳riment of HeJxltobiliary Surgery , A.兀filiated Drum Taræγ 

Hosρzω1 ， Medical Sch∞，1 ， Nanjing Universi纱 ， Nanjing 210008) 

ZHANGHe Yun 

(Deþartment of Biochemistry , Nanjing University , Nanjing 210093) 

ABSTRACf 

ln the present study , we assessed the dynamic changes in morphol唱/ and functions of 阳Ircine hepatocytes cultured in serum-free 

medium at high-density. lsolated hepat∞ytes were cultured in serum-free medium at high-density . Morphology , viability , protein syn

thesis , G-6-Pase activi ty , diazepam transfo口nation of hepat∞yt臼 and LDH in supematant was evaluated during 7 days of culture. The 

hepatocytes cultured in serum-free medium at low-density were served as a ∞ntrol group. The results showed that morpholc毡y ， protem 

synthesis of hepatocytes cultured at high-density were stable over the ∞urse of 7 days. High viability (>90%) was obtained though it 

declined wi由t1me 口也E阳m transformation was higher on days 2 and 3. G-6-Pase activity of the hepat∞ytes declined apparently after 

1 day of culture, and it was m且intained at low level for 7 days. LDH in supe口Jatant was higher on days 1 , 2 and 3. The functions of 

hepa~∞ytes cultured at high-density were lower than at low-density culture. 

Key words: Hepatocyte Culture Bioartificial Iiver 

热休克反应中小鼠肾 HSP70 和乳酸脱氢酶同工酶表达变化的研究 祷

魏纪东 张J顺手IJ ** 张新胜张文学徐存拴

(河南师范大学生命科学学院 河南省生物工程重点实验室 新乡 453002) 

热休克反应以热休克蛋白 (Heat Shock Protein , 

HSP)的合成为主要标志。 用 Westem blotting 或放

射自显影方法，以体外培养的细胞为材料对 HSP 的

研究已较深入[ l-3] ，并明确了 HSP70 的细胞保护功

能，但对整体动物的同类研究却很少报道。迄今，体

温升高诱导肾表达 HSP 及其间乳酸脱氢酶(LDH)

同工酶变化的资料尚未见到。 进一步研究揭示了

本文 2001 年 10 月 22 日 收到， 2002 年 5 月 28 日接受。

普 中法先进技术合作项目 (B96-11)及河南省动物学重点

学科资助。
H 通讯作者。
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