
372 细胞生物学杂志 2002 年

CLONING OF CHLORPLAST DIVISION RELATED GENE NtFtsZ2-1 
AND THE EXPRESSION IN E. COLI 

KONG lling lling SUN J ing san 
( lnslilute of岛ωny ， αlinese Academy of缸凹的 ，Beijing 100093 ) 

WANG lling 

( InSlilule of Life Science ，问Îng NormaL Universily , Beijing 100875) 

HU Yong JU Chuan Li HE Yi Kun 

(De阳rtmul of Biology , caρfωl Normal Universily , Beijing 100037) 

ABSfRACf 

The FtsZ protein plays a key role in bacterial cell division. l t forms a ring structure at lhe site of division to ∞ntrol the process of di 

vision. The deficiency or production of FtsZ can block the norm且1 cell division and lead to a fi lamentation of the cell. We ∞nstructed a plas

tid enα对ing the full- Iength NtFtsZ2-1 fused to enhanced green Ouorescent protein (EGFP)at the C- termina l. Overexpression of the fusion 

protein in E. coli resulted in a filamentous phenotype. F luorescence micros∞py reveals the NtFtsZ2-1-EGFP fusion protein as 呵~Iarly

spaced dots or bands along the bacterial filaments. These results su理巳st that NtFtsZ2-1 can reCO!扣 ize the signals for division site position

ing in bacteria and take part in the bacterial division ∞mplex.i ty 

Key wo时s: FtsZ protein Fusion expression Cell d ivision 

畸形细胞生物学意义的探讨

秦启联· 李登铸苗麟僻宋宪军 * . ，.，* 任璐‘·叫 丁 翠 慌 龚和 骨

( .中国科学院动物研究所农业虫害鼠害综合治理研究国家重点实验室 北京 100080 

"沈阳农业大学沈阳 110000 ...扬州大学农学院扬州I 225009) 

畸形细胞(terat∞yte)是某些膜翅目 内寄生蜂中

地位十分特殊的细胞，在寄主体内的寄生蜂胚胎孵

化时，胚胎的浆膜 ( serosal membrane ) 同幼蜂分离，

掉落并分散在寄主的血腔中，成为畸形细胞伴随整

个寄生过程。到寄生后期，细胞直径一般增加 5 -

10 倍，但并不分裂[ l] ，只是染色体倍性增加，成为多

倍体细胞[2] 。因而畸形细胞的数目不会多于从浆膜

释放出来的细胞数。不同的寄生蜂有不同的畸形细

胞数，具有种类的特异性[3] ，变动的范围在 8 到 900

个之间。同一寄生蜂，随蜂种不同，畸形细胞在整个

寄生期间，细胞数或者保持不变[2] ，或者大量减

少l4 ] 。关于畸形细胞的超微结构和生理功能已有大

量的研究报道[5·6] ，一般认为，畸形细胞表面大量致

密的微纤毛活跃地向寄主血腔中分泌蛋白质和多肤

物质，并通过这些物质影响寄主的生理，将之调整到

适合寄生蜂幼蜂生长发育的状态。

我们在研究畸形细胞形态和生理功能的过程中

发现，该细胞的数目和生物量有一定的生物学意义，

从侧面印证了畸形细胞的某些功能，因而对之进行

了探讨。

材料与方法

1.昆虫的饲养

蒙古虫 Pseud，αLetia seþar，ωα 用人工饲料饲养于 16hr 光周

期，26 :t O. 5'(; 的光照培养箱中 。 中红侧沟茧蜂 Microþlitis

mediator 成蜂交配后，喂饲 10%的蜜糖水，在室温或 4'(; 下，

黑暗中保存。

取单头 2 龄或 3 龄的新虫，暴露在交配过的雌蜂下，根

据各实验的要求，控制雌蜂在秸虫上产卵的次数，获得含不

同胚胎盘的寄主， 16hr 光周期，26 土 0.5'(;下饲养。

2. 畸形细胞的计数和收集

实践中发现，刚释放的畸形细胞的大小同教虫血细胞相

近，但密度较大;成熟的细胞有许多吸附在寄主脂肪体、马氏

·本文 2002 年 5 月 10 日收到， 9 月 10 日接受。
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管和体壁内侧 ，而且有聚集的倾向 。 畸形细胞的这几种特性

都造成用常规血球计数板计数产生很大的误差，因此 ， 我们

用拉细的毛细管，在解剖镜下逐个吸取畸形细胞，一一计数。

这种计数方法虽然耗时费力，但实践表明，该方法准确有效。

幼龄畸形细胞的计数 在雌蜂产卵 32怡，蜂卵将要孵化

时(产卵后约 34hr 蜂卵孵化(6] ) ， 解剖寄主，取出胚胎，用

Ringer' s 生理盐水 (0.805% 和 NaCI ， O. 042% 的 KCI ，

0.018% 的CaCl2 )清洗后，放入有 20μISf 900 昆虫细胞培养

液(Gib∞公司)的凹玻片中，每片一个胚胎，加盖载玻片，室

温下用摇床振荡培养。 待幼蜂孵化畸形细胞分散后，用毛细

管在解剖镜下逐个吸取计数。 在显微镜下 ，每个寄主中随机

选取 30- 60 个细胞，测微尺测量细胞的直径。

成熟(6 日龄)细胞的计数 受寄后 7 天(细胞约 6 日

龄)的新虫称重后，在 Ringer' s 中解剖，去除幼蜂和寄主中

肠。 用尖嘴慑撕破寄主头壳和体壁，充分漂洗，使畸形细胞

完全脱离寄主，落人生理盐水。 用毛细管在解剖镜下逐个吸

取计数。 在显微镜下，每个寄主中随机选取 30 - 60 个细胞，

测微尺测量细胞的直径。

畸形细胞的收集 收集畸形细胞的方法类似计数的，解

剖的寄主为受寄 4 天的黠虫，此时畸形细胞为 3 日龄。 解剖

液和清洗液用 Sf 900 代替 Ringer's 生理盐水，以保证细胞在

处理过程中保持良好状态，并且用毛细管多次转移细胞，在

Sf 900 中反复清洗，直到彻底去除寄主血细胞和其他杂物 ，

清洗好的细胞马上用于注射实验。

3. 畸形细胞注射寄主

将 3 龄秸虫浸没在蒸馆水中 10min 使其麻醉，用拉细并

标定的毛细管，吸取约 200 个畸形细胞随同 0 . 3μL 的 Sf

900 ，从第一对腹足之一注入新虫体内 。 对照注入 0 .3μLSf

900。 注射后，寄生用小麦叶饲养，先在黑暗中恢复 12尬，然

后移入光照培养箱中饲养，观察生长情况，每日称重。

4. 畸形细胞生物量的计算

利用公式 vpw= 4/3π(n X l ) / w 计算单位寄主质量含

有畸形细胞的体积，其中

vpw=单位寄主质量含有畸形细胞的体积;

π= 圆周率;

n二每个寄主的畸形细胞数;

r = 畸形细胞的半径;

w= 寄主的质量。

结果和讨论

1.畸形细胞对寄主生长的影响

由于收集成熟畸形细胞比较困难，工作量很大，

因此每头 3 龄黠虫只注射约 200 个 3 日龄的畸形细

胞，相当于 115 的胚胎量。从图 I 可以看出，虽然注

射畸形细胞量较少 ， 但对蒙古虫生长的抑制作用是明

显的。如果跟踪观察注射 6 天以后蒙古虫的生长情

况，发现处理勃虫的体重逐渐恢复 ，虽然发育滞后于

对照，但最终多能正常化踊。因而畸形细胞延迟寄

主发育的作用是通过减小寄主的体重来实现的。 抽

样解剖寄主，在寄主血腔中只能发现很少量的畸形

细胞，即在注射细胞以后，寄主将逐渐"消灭"其体内

的畸形细胞，最后完全消除畸形细胞的影响 。

140 
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注射后天数(天)

图 1 注射 3 日龄畸形细胞对 3 龄蒙古虫体重的影响

2 . 幼龄畸形细胞的数目和大小

离体条件下，中红侧沟茧蜂幼蜂孵化后，包裹胚

胎顶部和尾部的浆膜层很容易分散成单个的球状细

胞，但是胚胎中部的浆膜层多不解离，细胞呈椭圆形

(图 2) ，体内的胚胎刚孵化时也能观察到这种现象，

然后逐渐分散发育成畸形细胞。 此时细胞 930 ::t 78 
个 ，直径 13.6 ::t 1. 8μm。这一结果与红足侧沟茧蜂

MicrojJLitis croceijJes 的情况比较一致[5.7) 。

20μm 

图 2 初孵时胚胎中部的浆膜不分散，呈椭圆形

3. 畸形细胞的生物量
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图 3 5 日龄的畸形细胞，示细胞大小不一

表 1 寄主质量同 6 日龄畸形细胞数量和体积的关系

寄w主(m质g量) 细胞半径半径(μ标m准)差
单所位含质量

胚胎数/ 细胞数目 细胞
寄主 n r(μm) 的体积

吁:n{1O~ Jrrm\/nψ

22.00 594 37 . 73 3.50 6.07 

19.00 1081 30.92 3.53 7.04 

1 22.00 511 39.79 4.85 6.13 

l 22.00 918 32.17 2.66 5.82 

20.00 1097 29.43 3.33 5.85 

i 19.00 482 39.73 7.21 6. 66 

l 19.00 586 36.30 3.96 6.18 

1 16.00 902 29.03 2.73 5.77 

1 16.00 1009 27.77 3.19 5.65 

l 18.00 1079 30.55 4.55 7. 16 

I 18.00 1076 29.38 3.97 6.35 

l 24.00 585 36.92 6.61 5.14 

2 19.00 1522 26.99 5.72 6.60 

2 17.00 864 32.15 6.44 7.07 

2 24 .00 1406 28.65 4.00 5.77 

3 24.00 1490 28.04 5.06 5.73 

3 15.00 1764 22.77 4.76 5. 81 
3、 26.00 2068 26.36 5.56 6.10 

4 19.00 1607 25.22 3.78 5.68 

平均 19.95 1086.37 29.86 4.50 6.14 

标准差 3.12 453.83 6.54 1. 32 0 .55 

变异系数 15.63 41. 77 21. 92 29.46 8.95 

对于成熟的畸形细胞，前人认为每头幼蜂所产

生细胞的数目和直径比较一致，变化不大[3 .7 ] 。而

我们研究的结果表明，细胞的数目和大小在不同的

寄主个体中差别很大(图 3) ，体内畸形细胞数多的

个体，细胞直径相对较小，而细胞数较少的个体，细

胞直径相对较大。 进一步的研究发现，单位质量的

寄主含有畸形细胞的体积比较恒定(表1) 。 中红侧

沟茧蜂的 1 龄幼蜂存在种内竞争的现象[6] ，如果雌

蜂在寄主体内产出多粒卵，孵化的幼蜂之间将进行

争斗，最终只能有一头成功发育，而孵化时散落的多

个胚胎量的畸形细胞却能够在寄主血腔内继续生

长。这种情况下，仍然符合单位质量的寄主含有畸

形细胞的体积比较恒定的结论(表 1 中大于 2 胚胎

数/寄主)。

4. 生物学意义的探讨

变异系数表示变数之间相对变异程度的大小，在

数值上等于变数的标准差除以平均数后的 ]00 倍(表

l 的变异系数=标准差/平均 x 100) 。 其数值越大，

表示样本越不整齐，变化越大。 从表 1 的数据看出，

不同寄主个体间畸形细胞的数目变化最大，变异系数

达 41. 77，而单位质量的寄主所含细胞的体积间变化

最小，变异系数是 8.95。 也就是说，虽然不同寄主个

体之间畸形细胞的数目(变异系数等于 41. 77)和半径

(变异系数等于 21. 92)变化很大，但是单位质量寄主

所含细胞的体积却非常恒定(变异系数等于 8.95) 。

由表 l 的数据，至少要产生两个疑问:畸形细胞在不

同寄主个体中，数目可以相差 1 倍以上，是什么原因

导致大量的细胞"失踪"，单位质量寄主所含畸形细胞

体积相对恒定的生物学意义何在?

• 

图 4 寄主体内被黑化的畸形细胞
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成熟畸形细胞的减少不可能是幼蜂取食造成

的。因为 1 胚胎量的 6 日龄畸形细胞的最大数目达

到 1 ， 000 个以上(表1)，约等于初孵细胞的数目

(930 士 78 个) ，细胞数并没有减少。 那么其他个体

中细胞数目的减少一定另有原因 。 中红侧沟茧蜂畸

形细胞的命运跟不同个体寄主的免疫功能的强弱、

幼蜂生长状态或幼蜂是否存活、尊液的存在与否等

因素有关，8 . 9] 。 不同于 Tanaka 等[ 10 ] 和 Kitano 等[ 11 ]

研究的结果，我们的实验表明，成熟畸形细胞(5 日

龄)的匀浆液没有酣氧化酶抑制活性，而且在寄主血

腔中可以观察到被包囊和俄被黑化的畸形细胞(图

的 。 这也就是说，在寄生周期中，寄主免疫系统可能

被激活，动员浆血细胞 (plasmat∞ytes)将畸形细胞

包囊化(encapsulation) ，同时激活前酣氧化酶级联系

统(prophenoloxidase cascade system) ，将被包囊的畸

形细胞黑化，杀死一些畸形细胞。 畸形细胞注射寄

主的实验结果表明，畸形细胞能够延缓寄主的生长，

降低其体重(图1)，但寄主最终能够克服畸形细胞

的影响而正常化蝠，并且使体内的畸形细胞大量减

少。

一定量的寄主(单位质量)需要由一定量的畸形

细胞(体积或质量)来"处理"或控制;或者可以认为，

一定量的寄主只能供养一定量的畸形细胞。数量减

少时，畸形细胞将有多余的资源(寄主的"量")用来

增大体积进行补偿;数量增加时(发生过寄生的情

况) ，畸形细胞将没有足够的可利用资源来增大体

积，只能维持较小的直径。即相对于寄主的质量，畸

形细胞的生物量一直保持在比较恒定的水平，这种

情形暗示了寄主和畸形细胞两者之间存在一种营养

关系，而我们以前的研究表明，畸形细胞通过向寄主

血腔中分泌胶原酶，打散寄主的脂肪体供幼蜂取

食[S] ，也反映了一种营养上的关系。

摘要

中红侧沟茧蜂 MicroρLitis rnediato旷不同个体

的畸形细胞在开始形成时，数目和大小比较恒定，为

930 士 78 个，直径 13.6 :t 1.8μm。 到寄生后期，不同

个体间的数目和大小变化很大，其变异系数分别为

41.77 和 21 . 92(半径) ，但单位质量的寄主所含细胞

的体积却相对比较恒定，变异系数为 8 . 95 。 畸形细

胞注射勃虫的实验表明，畸形细胞通过降低寄主的

体重来抑制寄主的发育，但寄主可以克服这种抑制

作用。 这些结果暗示了寄主和畸形细胞两者之间存

在一种营养上的关系 。

关键词:畸形细胞 中红侧沟茧蜂生物量

营养关系
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BIOLOGICAL SIGNIFICANCE OF TERATOCYTES BIOMASS IN 

MEDIATING RELATIONSHIP BETEEN PARASITOID AND ITS HOST 
QIN Qi Lian 嚼 LI Xuan 幡 MIAO Lin 曾 SONG Xian J un 份." REN Lu....幡 DING Cui' GONG He ‘ 

( • State Key 1血m阳y o.f lnlegraled Ml1Ia.伊nenl o[ 1nsecls & Raúnls , 1nstilule o[ L在哟。 ， Chine.世 AωdemyofSâ凹的 ， Heiji吨 100080 ，

"弘凹ymg A!,,,icultuml Ulliversily ， 创制y:mg 11001∞， .•• Agricultuγal Col句:re ， Yan需加u U7Iiversily , Yang动WU 225009) 

AßSTRACf 

The nW11ber and volwne of neonate MicmρÙÚs medialor (H严nenop田:a: Bra∞nidae) terat∞ytes in different individual is relalive 

st臼dy ， whose nwnber is 930 :1: 78 and the dian1eter is 13.6 :1: 1 . 8问1 ， respectively. In the late period of parasitism, lhe nW11ber and vol

山ne of the cell in different parasitoid wasp individual diversifies fiercely. The variat ionα冗fficien ts are res阳ctive 41. 77 and 21. 92( radi

us). However , the volwne of the cell in unit host weight is relative ∞nstant ， whc时 variat ionα冗fficient is 8 . 95. Injection of the terato-
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cytes into the host haemαnel shows that the cells i出ibi t the host development by decreasing the hos[' s weight. The results imply a nutri

tion relation exists between the host and the terat∞ytes from its parasitoid w，岱p.

Key words : Teratocytes Microplitis mediator Biomass Nutrition relation 

尿激酶型纤溶酶原激活物的表达与毛囊细胞增殖关系的研究

崔志鸿杨恬据 曾益军

(第三军医大学细胞生物学教研室 重庆 400038)

尿激酶型纤溶酶原激活物(ωurokinas臣e p抖la臼smmo盯O

gen activator , uPA)是丝氨酸蛋白酶家族的成员，近

年来发现它与表皮细胞的增殖和迁移有关，在皮肤

的发育及创伤愈合中起重要作用[ l J] ，但是关于

uPA 在毛囊中的表达及作用尚缺乏研究。作者以

前的工作发现，人和小鼠毛囊发育的早期在毛囊的

外根鞠 (outer r，∞t sheath ， ORS)及毛母质等角质形

成细胞中有 uPA 强表达[刀 ， 从而推测 : uPA 的表达

与毛囊细胞的快速增殖有关，但对此推论尚缺乏直

接的证据。 本实验在原有工作的基础上研究 ORS

细胞 uPA 表达与其细胞周期的关系，试图为以上推

论提供有力证据。

材料和方法

1.0RS 细胞的原代及传代培养

参照文献的方法进行[4 ] ，所用毛盘来源于新生昆明小鼠

的触须。

2.0RS 细胞细胞周期的测定

原代及三代 ORS细胞用 0 . 25%膜蛋白酶消化为单细胞

悬液，离心后用 PBS(pH7.2)洗 2 次，分别收集 0.5 - 1 x 106 

个细胞，将细胞沉淀加入 70%冷乙醇中固定过夜，清洗细胞

后加入含 1%Rì\IA 酶的 PI 染色液 lml ， 于 4'C染色 30min，于

B.D 公司 FACS Calibur 型流式细胞仪上测细胞周期，激发光

源为 15mW 氢离子激光，波长 488nm，细胞周期分析软件为

ModFit LT2 .0 。

3. 原代及三代 ORS 细胞 uPA 的免疫细胞化学染色及

图像分析

将原代及三代细胞消化后，按 2 X 105 /ml 接种于盖玻片

(预先用多聚赖氨酸处理)上，次日取出用 4%多聚甲酸固定

30min ， PBS 漂洗 5min X 3 次后用山羊抗兔 ABC 试剂盒

(Vectastain)进行免疫细胞化学染色，所用抗体为兔抗小鼠

uPA IgG，用正常山羊血清代替 uPA抗体设阴性对照。 在显

微镜下对每一组免疫细胞化学结果随机选取 5 个视野，用

Tiger 图像分析系统对其平均积分光密度 (AOD)值进行测

量，对所测数据进行 Student t 检验。

4. RNA 抽提

参照 Tripure 试剂盒(Bohringer Mannheim)说明书的方

法进行，分别提取原代、第一代及第三代 ORS 细胞的总

RNA。

s. RT-PCR 检测
uPA : 上游引物 : 5'TGα工AAGGAAATTCCAGGG 3' 

下游引物 : 5' GGCAAT口飞CACATAGCACC 3 '可扩增

255bp 片段

βactm :上游引物 : 5' ATGGATGACGATATCGCTGC 3 ' 

下游引物 : 5' GCTGGAAGGTGGACAGTGAG 3 '可扩增

1040bp 片段

按 RT-PCR 试剂盒(Amersham Pharmacia Biotech)要求

的量加入细胞总 RNA 100ng，引物 10pmol ，及试剂盒提供的

M-MuIV 反转录酶及 pd(N)6 反转录引物，反应总体积 50μ1 ，

反应条件为:逆转录: 42'C 30min , 95'C灭活逆转录酶 5min;

PCR 条件 : 95'C l min , 55'C lmin , 72'C lmin，共 32 个循环，加

强延伸 72'C 10mino 

反应完毕，取反应产物 10μ1 ，加 2μl 点样缓冲液，于 2%

琼脂糖凝胶中以 0 . 5 X TBE 为电泳缓冲液以 5V/cm 电压电

泳 1 h ，于 Bio-Rad (Gel I:XX: 2000)凝胶分析仪上扫描、分析、照

相。

结果

1.不同代龄的 ORS 细胞的细胞周期测定

原代及第 3 代 ORS 细胞的细胞周期(表1)显

示，原代 ORS 细胞处于增殖期的细胞较多，细胞增

殖指数(proliferation index)达 25.16% ，第 3 代细胞

处于增殖期的细胞数明显下降，细胞增殖指数下降

到 9.22% 。这一数据与我们在细胞培养与传代过

程中观察到的现象一致。

本文 2002 年 4 月 1 日收到， 7 月 15 日接受。

国家自然科学基金资助项目: No. 39870390 
·通讯作者。 E-mail : tiany@163.net 
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