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TION AND DIFFERENTIA TION OF 岛1URINE

HEMA TOPOIETIC STEM CELLS 
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By PCR amplification of Y chromosome specific sex-determining region (Sry) as a new cy
togenetic marker, the characteristics of proliferation and differentiation of hematopoietic stem 
cells had been studied . The results indicated that thi s technique had advantages in simplicity. 
sensitivi ty, and specificity . When bone marrow cells or 13 day-spleen colony-forming unit 
(CFU-SI3 ) derived from male mice were injected into female recipient mice, Sry PCR results 
showed that all the CFU-S13 and some of cells from bone marrow , spleen , thymus , and lymph 
node in recipient mice were originated from donor with XY genoty,pe. These data above gave 
the direct molecular biological evidence that CFU-S could proliferate and differentiate into va
rious hematopoietic cells in vivo during CFU-S transplantation. 

Key words: CFU-S Hematopoietic stem cell SRY PCR 

亚硝酸盐对培养心肌细胞周期的影响来

王尤式* * 赵软卓王凡 赵勇

(白求恩医科大学应用基础医学研究所 长春 130021 ) (卫生部放射生物重点实验室)

亚硝酸盐类药物己广泛地用于治疗冠心病

等缺血性心脏病， 其机理可能主要是由于此类

药物能使末梢动、 静脉血管扩张，减少回心血

量， 使收缩期心室壁张力降低、心肌耗氧量减

少 ， 从而起到缓解心肌缺血性损伤的作用 [1] 。

但是，临床上曾有因应用此类药物不当而导致

心肌梗塞区扩大的报道[ 2] 。 作者曾给大白鼠经

胃连续灌入较大剂量亚硝酸锦(NaN02 ) ，使其

心肌产生坏死性改变"].本文研究的目的是利

用细胞体外培养的方法，观察 NaN02 对大鼠

心肌细胞周期的影响。

材料与 方法

-、动物

新生 1-2 天 的 Wistar 乳鼠 (白求恩医科大学实

验动物部提供)。

二、试剂

胎牛血清(卫生部长春生物制品研究所制品) , 
MEM干粉培养基(美国 GIBCO 公司产品) ， 腕蛋白

酶(美国 Sigma 公司产品)， NaNOz (北京化学试剂厂

·国家"八五"攻关课题 ( 85-917-01-0 1) .

"现在中国医学科学院心血管病研究所 北京
100037. 
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产品 ， 分析纯丁 ， L 3H]胸j尿啼咬核否(俨H]TdR )( 中国

原于能研究所创 Jl，)。

三、心肌级胞培养

参!\(i Laarsc 方法[叫， 无茵状态 1 :取 Wi sta r 轧民(

心主肌， 用腺歪 :1酶消化成【在细胞忿液， 利用差速贴

应?去分离纯化jllU备心目L细胞:送液 ， J目合 20 % 胎牛JliL洁

的 MEM :!音养价;稀释成细胞密度为 3 x lÙ s 细胞jml ，

拔科子 25 ml J~i公瓶吠 96 -fL培养板内 ，置 r 3 6 . 5 "C 、

5 %C02 UiU有内启示2 。

囚 、 细胞周恩分衍

-J - 25 ml i 飞养瓶叫 l进行民养的心Jti l 细胞俊生长

接近汇合状态时， l矢入台'，' 1 0 - 8moljL、 10 - 6moljL

NaN02 的 J {'i养液，分别继生):培养 1 、 2 、 3 天后，按

Pai la飞 icin i 方法 [5J进行细胞周期分析测定。 主要步骤

为2 生长在E!穹养瓶内的心HJL细胞经 0 . 1% 腆蛋白酶消

化、 PBS 洗涤后制俗成单细胞悬液 ， 4 00 目网过滤、

调整密度为 2 X 10 6 细胞jml。取其 250 μl 细胞;思:液盟

测样宫中 ， 加入等体积的 RNA ~每 (500ujL ) ， 3 7 "C 水

浴 30 分钟， 再加入含 0 . 0 3 % Triton X- IOO, 5 mg % 

的 PI 染;夜 0 . 6 ml ， 直，j OC边光染色 30 分 钟 ， 应用

FACScan 流式细胞仪(美国 Becton-Dickson 公司产

阳) ， 15 mW 气冷式氮离子激光器做为激光光源， 激

光波长为 488 nm。用鸡红细胞核调整仪器光电倍增电

压和线性状态， 以坚红细胞做为内标准 ， Cel1 -Fit 软

件收集样品， List Mode 形式储存于计算机硬盘 。 测

样结束后，用 HP 310 计算机、 Cell-Fit 软件进行分

析计算。

五、 [3日JTdR 掺入率的测定

96 孔板培养的细胞生长至接近汇合状态时， 换入

含 0 . 5%胎牛血洁的 MEM培养液， 11 8 小时后加入不

同浓度的 NaN02> 离温育 3 小时， 然后 Jm人[3日]TdR

(18.5 x 10 3ß q j L )o 2 小时后去除培养液并用 10 %三

氯醋酸于 4 0C固定 30 分钟 ， 洗涤后用 1 % SDS- 0 . 1 

mol j L !也OH 溶液使细胞裂f晖 ， 37"C放置过夜后 ， 用

L KB 12 1 7 液闪计数器测量[3H1TdR 掺入t7t ( cpm ) 。

六、 过氯化自旨质测定

采用 Tanizawa 方法[6]，以 0 .5 nmoljL 1, 1 , 3 , 3-

四甲氧基丙统办标准品 ， 岛津 RF-540 荧光分光光度

计测定心肌细胞及培养液中丙二隘的浓度。

七、统计学处理

结果表示为均数土标准误 (立土 SE) 。 应用 非配

对 1 检验进行资料分析， P 值小于 0 .0 5 有 统计 学意

义。

圣土
"口 采

一I

KO O 

图 1 对照组 ( 1 天 )心肌细胞周期分析的直

1I图 时期 百分率

0 11 50.5 
S , 32. 2 

G 2 +M, 17.3 
Total , 100.0 

叫 s· 「
斗 L

E 才

LJ 

1000 

800 1000 

固 2 10 - 6mol j L NaN02 处翠 1 天 后心 肌
细胞周期的变化 时期 百分率

G1, 59 . 9 
S : 18.8 

G2+M, 21 . 3 
T otal: 100 . 0 

培养液中加入 l 0 - emoljL NaN02 1 或 3 天
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5是 1 NaN02 对培养的心肌细胞周期的影响

百分率仅土 SE )

GoGJ 期 S WJ G 2 +M 期
- -一---一 --~且._----一 __._- ---_. -----一一--一-一--一___.J_~一--一一一--牛-一一--一-一---一-一--一-一-- -

'l;J *1 组( 1 夭) 10 11 8. 85 士 0 . 79 32 . 81 土 1 . ]3 ]8 . 32土 0 . 87

对剧组( 3 大) 10 .1 6 . 62 士 0 . 55 3 6 . 33 工 0 . 96 1 1 . 1 3 土 1. 72 
10- 8mol/ L NaN0 2 ( 1 夭) JO 1Jt! . 7 2 士 1 . 2 4 36 . 7 6 土 ] . 09 18 . 4 6 土 0 .- 96

10- 8mol / L NaN02 ( 3 天) j O .1 2 .6 5 土 1. 4 6 38 . .J. 7:t 2 . 68 18 . 91 土 2 . 75

10寸mol /L NaN0 2 ( 1 天) 10 5 7 . 9 9 士 2 . 38 1 9 . 3 5 土 1 . 8 2 . 22 . 5 9 土 2 . 41

10 - 6mol / L NaN02 ( 3:;;是) 10 60 . 72土 2 . 5 4 14 . 53 土 2 . 4 5 * 2 4 . 81 士 1. 91 

叩<0.05 ， 与相应对照组比较 。

n 
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图 4 NaN02 对心肌细胞丙二M含量的影响
·对!剧组 忖P<O . OI ， 与对照组比较。

三、 NaN02 对心肌细胞及培养液中丙二

醒含量的影响

|茎1 4 为 NaN02 处理后心肌细胞 及培养液

中丙二陆水平 ， 表明 NaNOz 能引且其丙二~~

含量的增加 ， 提示心肌细胞发生了 )J旨质过氧化

过程。

后 ， 细胞周期中各时期细胞数发生变化 ， 其中

s Þ剖细胞的减少与相应对J!百组相比有显若是抖
(P<0 . 05 ) ， 见图 2 。

10• mol / L Na!叫O. 处理后心肌细胞周期未

见明显改变(表 1 )。 与相应对照组相比 ， 其中

S 期细胞数略有增加 ， 但未达到显若差异 (P>

0.05) 。

二、 NaNOz 对心肌 细胞 [3HJTdR 掺入辜

的影响

如图 3 所示 ， NaNOz 对 [3日 ]TdR 掺入车

的路l响 ， 依其 NaN02 所施 剂 量不 同而片 ，

10寸-1 0- 7moljL 的 NaN02 能剌激心趴细胞对
[3日JTdR 的撤职， 其中 以 10 - 8moljL 浓 度的

N aN0 2 作用#强; 而 1 0 - 6moljL 的 NaN02 则
呈现出明显的抑制作用。

，

j 01 
1可 HO~
-'{] 1 

rfll1 120 ~ 
-< \ 
，唱

:悴~ -~ .... 
~ IUU 

·。
H 

NaN0 2 
，依*

论

过茧的亚硝酸盐能使血红蛋白氧化形成高

铁血红蛋白 ， 因而丧失运输氧的能力 ， 造成全

身缺氧。 临床上曾有很多由于亚硝酸盐中毒引

起高铁血红蛋白血庄的报迢[勺 。 但是 ， 关于亚

硝酸盐对心脏的损伤作用 ， 尚未 引起 足够监

视。作者曾观察到急性 NaN02 中毒能引起大白
鼠心肌坏死性改变[气本文利用体外培养技术

首次观察到 10 -6mol jL NaN02 能引起心肌细

讨

'陪

10 -' tn- ' JO - ~ 

(rllcl jL) 

囹 3 NaN02 对心肌细胞 DNA 合成的影响

.. P< O . 05 , ... P < O .01 ， 与对照组比较。

** T 
、h

i 

;收

10 -:' 」
o

n" 
。
n

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



142 细胞生物学杂志 Í995 年

胞 S 期细胞明显减少(囡 2 ) 、 抑制细胞增殖

(图 3 )，同时其过氧化脂质 含 量亦明显增加l
(图 4 ) . 

关于 NaN02 导致心肌细胞损伤的机理，

尚待进一步证实。 鉴于 NaNOz 的分解产物氧

化氮是一种活性氧自由基。在体内 ， NaN02 能

使大白鼠心肌组织谷肮甘肤过氧化物酶活性下

降及过氧化脂质含量增加[町，本文也观察到

NaN02 能引起体外培养的心肌细胞丙二醒含量

增加。因此，作者推测 ， NaN02 可能通过引发

自由基链锁反应 ， 导致脂质过氧化，从而造成

心肌细胞的损伤变化。

摘 要

本文用流式细胞仪测定了 NaNOz 对体外培

养的 Wistar 乳鼠心肌细胞周期的 影响。 结果

表明， 10 -6mol / L NaNOz 引起 S 期细胞明显减

少(P<0.05 ) ; 10-8mol / L NaNOz 对其作用不

显著 (P> 0 . 05)。应用 [3日 ] TdR 掺入法测定了

NaNOz 对心肌细胞增殖的作用。 实验发现，

10 -6mol / L NaNOz I归显抑制l细胞增 础 ， 而

10 -9一10 - 7moljL 的 NaNOz 则 促进细胞增殖，

以 10- BmoljL 的 NaN02 作用最强。 NaN02 还
能引起心肌细胞过氧化脂质含量增加。

关键词:心肌细胞的培养

细胞周期

亚硝酸铀
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EFFECT OF SODIU岛f NITRITE ON CELL CYCLE IN CUL

TURED NEONATAL RAT MYOCARDIOCYTES 

Wang Guangwu et a1 . 

(1nstitute of Preclinical Scìences , Norman Bethune Un iversity of Medical 

Sciences , Changchum 130021) 

ABSTRACT 

In our previous work we ha ve demonstrated that sodium n itrite caused acute myocardial 
necrosis in rats in vivo. The direct effect of sodium nitrite on cell cycle in cultured neonata1 
rat heart cells and its mechanism were investigated with the fo l1owing results : (1) large doses 
of sodium nitrite (lO- 6m01/ L ) cou1d decrease th e percentage of S phase of myocytes (P < 0.05) 
(2) The effects of sodium nitrite on [ 3HJTdR incorporat ion into DNA of myocytes were: small 
doses (10• -10 - 7m01/ L) was stimulatory, while 1arge dose (lO- 6m01/ L ) was inhibitive. (3) So
dium nitrite (lO-8-10- 6mol / L ) could increase the melondia1dehyde contents of myocytes. Thes巳
resu1ts suggested that the changes of myocytes induced by sodium nitnte were relative to lipid 
peroxidation. 

Key words: Cultured myocardiocytes Sodium nitrite Cf U cycle 
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