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THE PHOTODAMAGE EFFECT OF BUCKYBALL C60 ON 

THE HELA CELLS CULTURED IN VITRO 

H uang Wendong Qian Ka ixia n Li W cnzhu* 
(Department of Biological science & Technology, *Department 01 Physics, Zhejiang 

University , Hangzhou 310027) 

ABSTRACT 

The method of MTT colorimetric assay was used to detect th e photodamage effcct of C60 

on the HeLa cells cultured in vitro under diffe rent concentrat io ns i'_nd photo-intensity . The resu­
lt showed that whcn the concentra ti on of Cõo was 30 !lg/ ml and thc photo- intensity reached 4000 
Lux , C60 could damagc most of tho cell s. Thc damaged cells dctached from thc wall of bottles 
and their shape became round and contractive . Th巳 dark particl es were incr~ased in th巳 cells

and the microvi11 i were tl ecreasçri . The surface of th e cells was evcn damagcd whcn the photo­
intensity was increased. 

Key words, C60 Rrradiation HeLa cells Photodamage effect 

骨髓高增殖潜能集落形成细胞( !--IPP-CFC)

分化产生巨核细胞的研究

张学军蒋丽珍王新明 丰iJ 志朝

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200031 ) 

巨核细胞形成是一个分多阶段的细胞分化

成熟过程。通过这些过程，原始干细胞分化并产

生巨核细胞祖细胞 ， 继而形成巨核细胞和血小

板。 近年来对于已定向的巨核细胞祖细胞的增

殖和成熟有广泛的研究。许多检测祖细胞的新

方法的应用和多种基因重组造血生长因子的使

用， 剌激和推动了该研究的进展[1 -3 ， 18 )。但是，

对于原始干细胞如何分化成巨核细胞祖细胞的

过程仍不很清楚。 小鼠造血干细胞的分化阶段

是不同的， 各个阶段的亚群可根据 5-FU 处理
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后的再生动力学和对细胞因子的特殊需要来加

以区别 (2 ， 5.6]0 HPP-CFC-l 的特征是在体内

抗 5-FU 处理并能进一步产 生 HPP-CFC-2 的

HPP-CFC细胞和晚期祖细胞 ( 5 ， 6 ] 。有报道 H.PP-

CFC- l 和I-IPP-CFC-2 都不直接生成巨核细

胞。 本研究中 ， 我们观察到以前未曾阐述的小

鼠 HPP-CFC ， 这些细胞的生长可以因单用再

生障碍性贫血血清(AAS) 或联合用 ILs-， GM­

CSF、 1L6 ' EPQ 和 SCF 而剌激生长。

材 料 与方法

造血生长因子

纯化的基因重组小鼠 SCF ， 1L3' GM-CSF , 1L6 

和 PF 4 从上海贝特生物技术有限公 司购 买， 基因重

组 EPO 囱 KIRIN 公司提供。 纯 化 的 TGF-ß 1 从英

国 Bio-Technology 公可购买。 再生障 碍性 贫血猪血

清(AAS ) 由法国血管血液研究所 ( IVS ) 赠送 。 5-FU

从上海旭东海普药业有限公司购买。

小鼠骨髓细胞的制备

本研究使用 8 周龄 Balbj c 小鼠 ， 颈惟脱位法处死

小鼠。取出股骨，用 2 ml RPMI 164 0 培养液 (GIBCO )

冲洗出骨髓细胞。然后，在 RPMI 1 6 40 中 ， 220C , 

250 g 离心洗涤 2 次。 5-FU 实验组小鼠， 按 McNiece

等[6J的改良方法， 向小鼠腹膜 腔 内 注 射 5-FU (1 50 

mgj kg) , 8 天后收集骨髓细胞。

培养系统

本文使用血浆凝决洁[8J 培养骨髓细胞。 将骨髓有

核细胞(正常小阻 2 x 105 j ml , l!x 5-FU 处理小鼠
1 x 10 5jml ) 培养于 35= 塑料培养皿中。 每个培养ml

中 ，总量为 1 m) RPMl 1640 培养液， 其中包含 1 %牛

血清白蛋白 (BSA)(Sigma Chemical Co.) , 10%拘橡酸

铀处理的小牛血浆(Flow Labora try , Paris) 1 x 10- ' 

M ~î基乙醇 (Sigma ) ， 0. 34mg CaC12 和 1 5 U 青豆草案 ，

15 问 链每素。此外，实验组添 加生长 因 子 或 AAS

(详见表 1 )。培养 12 天后，用滤纸吸干凝块l书的水

分， 加 1 %多聚甲醒固定， 再作乙航胆碱自旨酶染色反

应，最后用苏木粉染色。

集落再生培养实验

5一FU 处理的小鼠目·谴经过 12 天原代血浆凝块培

养后 ， 在倒置显微镜高倍'视野下， 将主在个大克隆用巴

士德吸管吸出， 放入 RPMI 1 6ω 培养液中。用带有小

针头的注射器抽吸培养液， 以:细胞分散，计细胞数，

按上述培养方法继续培养 12 夭 。

克隆的鉴定

按 McNiecc 等[ 5)和我们以前 [8 ， I OJ的分类方法， 将

直径为 0 . 5mm 以上的荣格， 但无 乙欧胆碱酶酶阳性

反应细胞的致密大克隆定义为 HPP一CFC-l ; 如果其

中含 5 个以上巨核细胞则是 HPP-mCFU-MI'汇 集 落。

结 果

巨大集落形成

由正常和经 5-FU 处理的小鼠骨髓细胞产

生的巨大集落最早出现在含 AAS 培养基 中的

第 6 - 8 天 ， 高峰在 12 夭。 这些 集落 的直径

在 0 . 5 mm-5 mm 之间。 乙1在胆碱醋 酶-苏木

精染色显示 HPP-mCFU-MK 集帮中含有大丑

的颗粒-巨噬细胞和少数未成熟的 幼红细胞及

大量 的巨核细胞 ( 1到版罔 1 ， 罔 2 )。 每个

HPP-mCFU-MK 集前中的巨核细胞数约 5一200

个。 根据巨核细胞的刑Nï 能力 ， H PP-mCFU­

MK 集落又可分为 A 和 B 两个亚型: A 型( 匹!

版图 1 ) ， 很像 Long 等问J苗述的小鼠 BFU-MK

那样 ， 每个集前含有 42 个以上的巨核细胞 ， B

型 ( 图版图 2 ) ， 有 11-41 个巨核细胞 ， 并混

合有大量的粒细胞和红细胞系。使 用 联 苯 股

和苏木精染色发现在 AAS 剌激 培养生长的大

集落中 ， 有 73%的大先需含有母幼红细胞 ，

其数蛊每个集市中约有 10-200 个不等。 在同

样的培养条件丁 ， 也有部分巨大集落中没有巨

核细胞 (HPP一CFU寸，见 图版图 3 ) 0 HPP­

mCFU-MK 和 HPP-CFC-1 的出现率 ， 依据'添

加的因子而异。 在加有 AAS 的正 常骨髓细胞

和 5-FU 处理的小鼠骨髓细胞培养中其比例分

别是 3/4. 6 和 16/42 (见表 1 和表 2 )。

AAS、生长因子 和 细 胞浓 度对 HPP­

mCFU-MK 集落生长的作用

经辐射处理后获得的再生障碍性贫血猪血

清 (AAS)能剌激巨大集湛的生长，而正常措血

清则没有这种作用。 表 1 中显示了正常小鼠骨
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表， iE常小鼠骨髓单个核细胞经过培养后所形成的 HPP-CFC 和 HPP-mCFU-MK

一一…呵呵呵>;.~一一一-一~-a..，.:'Ll:l..._]‘一..，._~ .帽 a

HPP-mCFU-MK 
添加的因子 HPP-CFC-1 

未添加因子 。

AAS 3 . 0 士 0 . 5

IL 3 + IL 6 2. 2 :1:: 0 . 2 
IL 3 + IL 6 + GM-CSF 4 . 0 土 0 . 7

IL 3 + GM - CSF + SCF 4 . 2 士 0 . 8

Epo 个 GM-CSF+SCF 3. 5 :1:: 0 . 3 
IL3 + IL 6 +GM- CSF +Epo 5 . 2 土 0. 9

IL 3 + I L 6 + GM - CSF + Epo + SCF 7 . 2土 0 . 7

A ~~ 

。

2.6土 0.4

。

。

。

。

1. 0土 0.2

2 . 1 土 0 . 4

B 型

。

2 . 0士 0 . 5

。

0. 8 :1:: 0. 3 
0 

0 

1. 5 士 0.2

2. 5 土 0 . 7

表中数值是 3 次重复实验，每碟内 3 种不同集蓓，各种集落数目的平均值士均数标准误 (SEM) 。每磅的单个有
核细胞的接种密度为 2 x 10 5jml。添加的生长因子浓度为 :IL 3 (1 00 UjmI); I L 6 (20 ngjml); GM-CSF( [j ngjml) , 
Epo (1 Ujml)1 SCF(20 ngjml) , AAS 均是 1 0% 。

表 2 5-FU 处理的小鼠骨髓单个核细胞经过培养后所形成的 HPP-CFC 和 HPP-mCFU-MK

HPP-mCFU-MK 
添加的因子 HPP-CFC- l 

A 型 B 型

-一一
未添加因子 。 。 。

AAS 16 .0土 2 . 0 20 . 0 士 2. 0 22.0土 1 . 0

IL 3 + IL 6 8 . 0 士 0 . 8 。 。

lL 3 + I L 6 + G M - CSF H . O士1 . 0 。 1. 6 士 0.2

lL 3 + GM-CSF + SCF 12.0士 2 . 0 。 2.4士 0.3

Epo +GM-CSF +SCF 10 . 0士 0 . 3 。 。

IL 3 + lL 6 + GM - CSF + Epo 14 . 0士 2 . 0 2 . 0 土 0 . 2 6.0士 0 . 7

lL 3 + IL 6 + GM - CSF + Epo + SCF 20 . 0:1:: 2. 0 6 . 0 土 1 . 0 8 . 0:1::1. 0 

表中数值是 4 次重复实验，每礁内 3 种不同集落， 各种集落数目的平均值士均数标准误 (SEM)。每碟的单
个有核细胞的接种密度为 1 x 10 5jml。添加的生长因子浓度为 I IL3 (lOOUj ml ) J IL 6(20ngjml ) J GM-CSF 
(5 ngjml ) , Epo (1 Ujml) 1 SCF(20 ngj ml) , AAS均是 10% 。

髓细胞经不同条件培养的结果。在未用 AAS

和生长因子的对照组中，没有观察到 HPP-CFC

集落。 而加有 AAS 的 实验组 中，有 HPP­

mCFU-MK 和 HPP-CFC-l 集落生长。 联合使

用多种细胞因子，以适合于诱导巨核细胞生长

的浓度"， 18， ZO] ，如 IL3 (1 00 U j ml) , GM-CSF 

(5 ng j ml). IL6 (20 ngjml ) , SCF(10 ngjml ) 和

EpO (l U j m l) ，加入到培养液中 ， 经过一段时

间后，可观察到Ù HPP-mCFU-MK 和 HPP-CFC

-1 集落生长。

5-FU 处理的小鼠骨髓细胞 的实验组， 计

算有核细胞 ， 以 lX10 5jml 的浓度接种于培养

皿。 在单一使用了 AAS 时 ， H PP-mCFU-MK 

集落的出现频度 ， 比来源于正常小鼠骨髓细胞

对照组高出 5-9 倍之多。 联合使用 1L3' IL. 

GM-CSF 等 3 种因子， 也可以促使 HPP-CFC-

1 和 HPP-CFU-MK B 型的形成。 但是 . HPP­

CFU-MK A型 (表 2 )的生长， 却需要 4 或 5

种细胞因子。 在 AAS 和其他细胞因子使用组

中 ， HPP-CFU-MK 的数 量之差异有显著性

(P < O . 05 , Student's t 检验) 0 TGF- ß 1 和

PF 4 是两种强有力的巨 核细胞生长抑制因

子 [7 ， 8 ， 10]。将 TGF-ß 1 和 PF4 以有效抑 制

CFU-MK 生长的浓度， 加入到 5-FU 处理的

小鼠骨髓细胞培养液中 ， 没有发现两者有抑制

HPP-mCFU-MK 生长的作用(表 3 ) . 
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表 3 TGF 自 1 和 PF4 对 HPP-mCFU-MK 生长的作用

]87 

因于 HPP-mCFU-MK HPP-CFC-1 mCFU-MK CFU-MK CFU- GM 

AAS 2 0士 2 14士 2 26 士 3 248 士 9 15 8士 4

AAS + TGF 自 1 26 士 3 10土 1 8::!:: 1 1与 42士 4 ")坛 7 8 ::!::5 ")坛
AAS + PF 4 2'1 士 2 10土 2 6 土 1 食 90圭 3 1纣 134::!:: 4 

--回国..…·‘_.咽F…-回画-----==….- -币.. 匾"'-_，圃-‘晶4胃口压…‘_.回M咽.-马---‘'ν…咽_..且'回回恤唱唱_.、-畸..ι-~ω-唱-…~--嗣…‘.. ‘. .配_ .. 饲-圄矗..._，.，_肉-且-且A ‘ - 啕翩翩』…_._吃4….回_.. 咽--圃.~因·四叮』回-~鹏-…. -蝇'

表中的实验细胞来源于 5 只 5-FU 处理的小鼠骨髓，接种密度为 1 X 10 5/时， 在 AAS 及有无 TGF 自 1 ，

PF4 存在的条件下， 形成的 5 种不同集落数目。根据 4 次重复实验结果， 取其平均值±均放标准误 (SEM) 。

为号是与 AAS 比较， P< O. OS(Student's test) 。

添加的因子

表 4 源于 HPP-CFC 集落细胞经第 2 次培养再形成的第落

HPP-mCFU-MK 

AAS 
AAS 
IL3 +GM- CSF+SCF 

c
­

ht

­

c

-
21 

1‘
-11
土
O

E

-
E
4 

-

F 

-
c 

-

cd 
一

+

-

F 

(

QU 

-
c 

养
一
例

培

→;
十
丑

次

-U
6
川
岛

2

-L
h比A

第

一
+

L 3 士 0.3
0 
0 

原代培养 A 型

]土 0.3
0 
。

B 型

用血浆凝块方法作了 3 次重复实验， 每次每项一式三份。各种集落数目的平均值士均数标准误 (SEM) 0 原代
培养的细胞来源于 5-FU 处理的小鼠骨髓.接种密度为 1x 105/ml，经过 1 2 天培养后， 吸出已形成的巨大集落
的细胞， 放入 RPMI-1640 培养液中 ， 以 2 X 10 5 的密度， 用前次同样的方洁， 牛耳培养 1 2 犬。 添加的生长因子和
AAS 浓度见表 1 。

HPP-mCFU-MK 集落细胞的再增殖潜能

挑选出单用 AAS 或几种因.子联合应用剌

激生长了 1 2 天后的原代培养的 巨大 集落， 再

次分别用 AAS 或联合应用几种因子， 血浆ì%1

块培养 12 天， 结果见表 4 。 三组中 ， 只有原

代培养和第 2 代培养单用 AAS 实验组能再次

形成 HPP-CFU-MK 集落.

讨 论

本研究显示正常和 5-FU 处理的小 鼠骨髓

中一种新的多能干细胞群，我们称之为 HPP­

mCFU-MK。这些细胞除 能形成 HPP-CFU 型

集落[旧， 6 J外 ， 还有大2的巨怯细胞。 这些细

胞与 AAS 或 3 种以上造血因子联合剌激作用

有关， 但是， 对于可抑制晚期巨核细胞祖细胞

生长浓度的 TGF-ß 1 和 PF4 不敏感。 我们 曾

在培养的小口和人骨髓细胞中鉴定 出一种巨

核细胞祖细胞 ， 该祖细胞可以形成 小 型 的混

合了其他细胞的巨核细胞集落。 这些祖细胞被

命名为 mCFU一MK。因为强调巨核细胞 ， 故也

称作 CFU-GEMM 或 CFU-Mix[ 8 ， l飞我们;认

为 HPP-mCFU-MK 较之 mCFU-MK 为早，因

为 mCFU-MK 增殖能力相对有限，常常形成

仅有少数巨核细胞的小乐浮。 而且 mCFU-MK

对单一因子的剌激， 如 1L3 IJI<: GM一CSF凹， 1 0J有

所反应。

很明显 HPP-mCFU-MK 是早期干细胞 ，

因为它可以在 第二次培养中再生出 HPP-

mCFU-MK 和 HPP-CFC-2 集落。HPP-mCFU­

MK 到底是不是以前发现的 HPP-CFC-1 呢?

这种可能性是应该考虑的。 因为当培养条件中

缺乏适当的因子， 或细胞因子的浓度低于巨核

细胞生长所需要的浓度时 ， HPP-CFC一1 可能

不表达出其潜能。 然而， 本实验所得到的结果

显示 HPP-CFC 是 异 源性的。 因为 HPP­

mCFU-MK 和 HPP-CFC-1 集落在同一培养皿

中被观察到。 此外 ， HPP-mCFU-MK 集落的

生长基本上与 AAS 剌激或 3 种以上细 胞因子

联合应用相一致。 HPP-CFC一1 则可用 单一

的 [5 ， 61GM-CSF、 M-CSF 和 1L3 、 或两种 合用

刺激生长(表 1 和表 2 )。 然而 ， 仅用 AAS 而

不合用多种因子的原代培养 ， 12 天后得 到的

HPP-mCFU-MK ， 经过511二次iJ丁纭 ， 又能产生

HPP-mCFU-MK。 来自正常小鼠平i15-FU 处理
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的小鼠的实验结果显示了某些有赳的差异(见

表 1 和表 2 )。 用于正常的小鼠骨髓细胞实验

时， 5 和1 1细胞因子的效呆与 AAS 相似。 但是 ，

j甘于 5-FU 处理的小鼠骨髓细胞实验时， 5 利l

细胞因子合用的效呆显著地低于 AAS。 该结果

暗示同步化细胞汪必安的。 因为 5-FU 处理的

小鼠骨髓内晚期成熟的细胞已被 JI ~空 。 AAS含

有某种因子 ， 该因子可能由同步化细胞释放。

长期以来 ， 人们认为 AAS 含有一 种称作 MK­

CSF(I, \1-13J的巨核细胞克隆生长因子和包括

Epo , GM-CSF , G-CSF 和 1L6 在内的其他几种

生长因子( 1← 17 J 。 有可能从受放射 处理猪得到

的 AAS 含有 MK-CSF，从而对 HPP-mCFU­

MK 的生长有作用 。 如果有纯化的 MK-CSF ，

就可以得到肯定的结果。

总之 ， 我们观察到一种小鼠多能祖细胞 ，

其特点元在多种因子剌激下能形成大量的巨核

细胞 ， 并且-在第二次且ín 浆凝:f3ç培养时，具有再

次形成集蓓的能力。本研究提供了一个研究正

常和病理状态下巨核细胞发生的新方法。

摘 要

本研究rl-l正常和 5-FU 处理的小鼠骨髓细

胞 ， 作 J[r]浆 l丘'块培养 ， 对一 种称作 HPP­

mCFU-MK 的 HPP-CFC 亚型细胞集?在进行体

外追踪。 发现 HPP-mCFU-MK 不但能形成符

合 HPP-CFC 标准的巨大集蓓 ， 而且能产生大

量的巨核细胞。 该巨大集落的生长，依赖添加

再生障碍性贫血猪血清 (AAS)或合用三种以上

的基因重组造血生长因子而增强 ， 在体外不被

TGF-ß 1 和 PF4 抑 TIjlj 。 原代培养 12 天所得到

的 HPP--mCFU-MK 集落 ， 用 AAS 剌激可再次

形成集落。 该结果提示 HPP→nCFU-!vIK 是小

鼠骨髓r:1:I 多古巴祖细胞的一个亚型。

199::; Sj:: 
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A STUDY OF MEGAKARYOCYTES DIFFERENTIATED 

FR。如f MURINE HIGH PROLIFERATIVE-

POTENTIAL COLONY二FORl\在ING CELLS 

(HPP-CFC) IN VITRO 

ZHANG Xuc Jun JlANG Li Zhen WANG Xin Min g, HAN Zhong Chao 

(Shanghai lnstitute of CeU Biology , Academia Sinica, Shanghai 200031) 

ABSTRACT 

189 

1n thc prcscl1 t study , a r. ew subset of HPP-CFC d巳 nominatcd high-proliferative-potentia1 
mi xed colo ny- for mi ng unit-mcgaka ryocy忧， (HPP-mCFU-MK) , was de t巳cte cl i n normal a nd 3-
fluorouracil (5-FU) treated murine bone marrow cells in pJa sma clot cultures . The I-Il'P-mC FU­
MK was not only abl巳 10 form macroscopic colonics that fit the criteria o f thc HPP-CFC c010-
ny , but also tc gro lV a number of megakaryocytes. Their growth was dep巳nclent on compJemen­
ting eÍîhcr a plastic anemia serum (AAS) or a combination ùf threc or morc recom binan t h c­
matopoictic growth fac tors , but it was ineffectiv巳 for adding inhibitory fac tors , tra nsforming 
growt h facto r 自 1 (TGF -ß 1) and platdet fac tor 4 (PF 4) , in vit ro . Th巳 r巳colon i ng of the 12-
day- olcl HPP一mCFU-MK colon ies pickeà up from AAS-stimulat ::d primary culturcs ca usιd a 
seconda ry formation of HPP一CFC c010nies. Thesc results :,trongly suggest that HPP-mCF U-M K 
is a new subset of stem cells in murine bone marrow. 

Key words: High proliferative potential colony-forming cells (HPP-CFC ) Megakaryocyte , 
Platelet factor 4 (PF 4) Cytokine 

脑啡月太对小鼠神经母细胞瘤细胞脂褐素影响的实验研究来

手l、 H龙江蔡 ;z 苏敏王.ft 张毅."绵波

(上海第二医科大学附属仁济医院神经生物学实验室 上海 200001) 

手]、九 f令高彦军

( Jj( f;忠医学院附属医院神经生物学实验室)

冲经肤的研究是神经科学研究的 前沿课

题。 随着科 学研究的不断深入和社会逐步老龄

化， 主走者与:fit::夜老研究已成为国际社会所共同

关注的课题之一。 神经细胞老化是老年学的核

心问题。 我们先前的研究已表明 ， !!有氨酸1J口压

索 、 神经降压J吉利强r~ f.Jlt在三种神经肤可显著

降低神经两 细胞瘤细胞 A2(NBAz) 内脂褐素的

积累[ l ] ; 分别使 cAMP 和 cGMP 水平及 cAMP/

cGTvJP 比 fFí发生改变 ， <阿 兰J~物信 ，巳传入细胞内

部[ Z ]; 通过 DNA 丰11细胞总蛋白的变 化[3川 ] ，

促进细胞突起数目增加[町， 以使细胞更好地发

挥其生物学功能 ， 延长细胞培养寿命[町， 进而

攀上海高等院校科学发照基金及河北省自然科学

基金资助
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