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mous ceI1 carcinoma which were not treated by chemotherapy, 
The two round transfection tests were carr ied out with NIH/3 T 3 cell system. The second 

round transformation was 2. 7 times as ef ficient as that of the f irst one. It seemed that the 
number of transforming focus increase with the amount of DNA used. 

The second round transforming cells were implanted into nude mice (BALB/ c). The grow­
ing tumor ceJls were separated and cultured alive. It was showed that the cel1s possess the 
character of tumor cell. 

The DNA of the pr位nary and secondary transformed ceJls were analysed by Southern blot 
with 32p labeled human Alu DNA sequence and ras fam i1y gene as probes. The findings indi­
cated that the positive bands hybridizing with human Alu seqllence were present in DNA ex-

d 
tracted from both transformed a-nd the tumor cells from nude mice. 1t was identified that hu-
man lllng carcinoma genomic DNA was integrated into these ceJls. And Ha-ras gene was consi­
dered as the putative transforming sequence in this t est . 

Key Words. Non-small cell lung carcinoma (NSCLC) Murine fibroblast (NIH/3 T3 ) 
DNA transfection Alu sequence Ha-ras oncogene 

U 46619 双向调节系膜细胞DNA合成的研究

吴升华 练、林华 林主义华

(南京医科大学第一附属医院 南京 210029) 

U 46619 是花生四烯酸环氧 化酶产物血栓

素 (TX)Az 的内过氧化同型物， 结构为 9 ， 11-

双去氧-11α ， 9α-环氧甲醇前歹IJ 腺素 吨，性

能稳定。 在体外试验研 究 TXAz 时，常将

U 46 6 1 9 代替 TXA2 这一不稳定的化 合物进行

试验[1-3]0 U 46619可与大鼠及人的肾小球系膜

细胞膜的 TXAz 受体相结合， 从而调节细胞的

DNA 合成，这一受体与磷脂酶C (PLC )相关联，

受体活化后促进磷酸肌醇 (IP)的合成[1] 。 迄今

为止，尚不清楚 U 46619 是否 通过活化 PLC

进而促进二醋酷甘油(DAG)的合成， 是否最

终激活蛋白激酶C(PKC)。本文应用eH]胸腺

唔览核苦([3H]TdR)掺入法测定 U 466 1 9 对大

鼠系膜细胞 DNA 合成的作用 ， 测定 系膜细胞

DAG 及三磷酸肌醇 (IP3 ) 的合成量 ， 探讨其作

用机制.

肾皮质中分离肾小球。 将肾小球?昆悬液与 N型胶原酶

共育后，用生理盐水磷酸盐缓冲液(PBS ， pH 7 . 3)洗

涤。将肾小球在 37 "C 、 5%C02 条件下培养于 RPMI-

1640 培养液中 (15%小牛血清， 0.75 U/ml 膜岛素〉。

每两周细胞传代一次， 在第 4 次传代后得到较纯的系

膜细胞， 该细胞在相差显微镜下呈卫星状或纺锤状，

用抗系膜细胞 Thy 1 抗 原的抗体进行间接免疫荧光染

色， 95 %以上的细胞呈阳性。

2. [3H]TdR 掺入法测定细胞的 DNA 合咸阳

将系膜细胞培养于 24 孔培养盘中，每孔细胞数

1 X 1 0 4。 在细胞生长再汇合时， 一组直接加入不同浓

度的 U 46619(Cayman Chemical ， USA) ，温育 18 h , 

另一组除去原培养液，加入含 0.5%小牛 血清的培养

液， 细胞生长停滞 48 h后 ，加入不同浓度的 U 46619 , 

再温育 18 h ，两组均加入[3H]TdR(2μCi/孔，84 .8 Ci/ 

mmol , NEN) 0 6 h 后去除培养液，细胞经收集及洗

涤后在 LKB 1 2 17 液闪计数器测定俨HJTdR 掺入量.

每试验组由 6 孔组成， 对照组中细胞仅与培养液及

[3日JTdR 共温育。结果表示为 g
材料与方 法

1. 系膜细胞的培养及鉴定

用系列过筛法从 SD 雄性大鼠(体重的一1 00 g) 的

-实验组 cpm[3日]TdR 掺入量-一一一一一= x 100% 
对照组 cpm

3 . 蛋白漳酶 C 抑制议验( 4J 
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在荧光灯源下，生长停滞的系膜细胞与特异性

PKC 抑 制剂 Calphostin C(0 .6 !lIDoljL , Biomol , 

USA)在 37'C、 5%C02 培养箱中共温育 3 h，然后加入

U 46619(1μmoljL )温育 18 h，再测定 C咀]TdR 掺入

量，如上述。

4. 系躏细胞 DAG定量

将系膜细胞培养子 60 mm 的培养皿中(1 X 106 细

胞/皿) ，在生长停滞 销 h 后加入不 同浓度的 U 466 19

或 10%小牛血清，在对照组中仅加入 PB趴在 37 'C

下温育 15min 后收集细胞，按 Bligh法抽提细胞脂

质IS]，有机相用于 DAG 定量及总磷脂定量[61。在干

燥脂质中加入携带溶液，在超声水浴中振荡 5min 后

加入 DAG 激酶(Amersham， USA)、反 应 缓冲液、

Dithiothreitol 及[r-32P]ATP 进行反应。将抽i提后的

脂质点加于 Si1ica Ge160 薄层色谱板上层析。将色谱

板上[32P]磷酸斑块切下后置于闪烁液 中测定其放射

性。用标准底物二油酸脂按上述方法层析并制备标准

曲线。结果表示为 DAG pMoljnMol 磷脂。

5. 系膜细胞 IP3 测定[1 ..1 I 

将细胞培养子60mm的培养皿中 (1 X 10 6细胞/llID.

当细胞生长至汇合时，去除培养液，加入无血清、 ' 无

肌酵的 DMEMjF-10 培养液 (Gibco， USA) ， 含有

[3H] 肌 醇(3μCijml ， NEN) 。 温育 40 h 后 加入

U 46619，在剌激后第 10 秒加入三氯醋酸终止反应，

每试验组用 4 个培养皿。将细胞抽提物 加样于 HPLC

阴离子交换层析往中 (Whatman Partisi1 SAX) 0 应

用磷酸绞梯度洗脱法分离磷酸肌踪的同分异构体。将

洗脱液在 LKB 1217 液闪计数器上测定其放射性。 IP3
测定结果表示为对照组放射性(cpm)的百分比。

6. 统计学处理

结果表示为均数土标准差。应用非配对 t 检验进

行资料分析。对[3H]TdR 掺入法测定资料应用单因素

方差分析， 其中每两组数据 的比较应 用 student­

Newman-Keu1s 方法。

性
tμ 果

1. U 46619 对系膜细胞 DNA 合成的作用

在图 1 上方， U 46 619 剌激生长停滞的系

膜细胞对[3HJTdR 的摄取， 其作用呈剂量依赖

方式， 对照组 100%是生长停滞系膜细胞的

[8HJTdR 掺入量。 15%小牛血清可 使生 长停

滞的系膜细胞[8HJTdR 摄取升高至 172. 6 士
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固 1 不同浓度的 U 46619:对生长停滞的系
膜细胞(上方〉或生长旺盛的系膜细胞
(下方)DNA 合成的作用

.P<0.05[与对照组(100 %) 比较〕。
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回 2 PKC抑制剂 Calphostin C(CAL)对

U 46619 所毅的系膜细胞增殖的作用
*P<0.05(与对照组相比较〉。
非 P<0.05 (与 U 46619 组相比较〉。

18.4% 。 在图 1 下方， 对照组 100 %为含 15%

小牛血清培养液中， 生长再汇合时系膜细胞的

[3HJTdR 掺入置 ， U 46619 抑制 15%血清所致

的系膜细胞 DNA 合成， 呈剂量依赖方式.

2. PKC 抑制荆对 U 46619 作用的影晌

如图 2 所示，在生长停滞的系膜细胞，特

异性 PKC 抑制剂 Calphostin C 抑制了 U46619

(1 μmolfL)的促进 DAG 合成的作用。

3. U 48619 对系膜细胞 DAG 合成的作用

如表 1 所示 ， U 46619 促进生长停滞的系

膜细胞的 DAG 合成， U 46619 的三种浓度作

用后的 DAG 水平之间无显著差异 (P>O .05) ，
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mous cell carcinoma which were not treated by chemotherapy. 
The two round transfection tests were carr ied out with NIH/3 T 3ce11 system-The second 

round transformation was2 .7times as efficient as that of the first one- H seemed that the 
number of transforming focus increase with the amount of DNA used. 

The second round transforming cdls were implanted into nude mice (BALB/c).The gm?­
ing tumor ceJls were separated and cultured alive. It was showed that the cells possess the 
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费 ， U 4661 9 混血清对大院系醺细胞 DAG 合成的作用

U 46619 (队mol/L )

1 10 100 

DAG (pMol/nMol 磷脂) 0 . 99土 0 . 2 8 1. 81 士 0 . 3 1 . 2 . 0 8士 0 . 39. 1. 63土 0 . 28. 1 . 97 土 0 . 30~

培养皿数 7 4 4 10 3 

叩<O . 05 (与对照组相比较)

生Rlil 细3 

J O Vo血清1、.j r.在纽

剂 SQ 27427 . 可阻断 U 46619 与系膜细胞的

结合[Z10MERE 报道 ， U 466 19 可促进生 长停

滞〈即 向/G 1 期)的人的系膜细胞 DNA 合成及

细胞增殖[ 2) 。 本实验用大鼠系膜细胞进行测

定， 结果与 Mene 报 道相似. Mene 研究了 U

46619 促增殖作用的 机制， U 4661 9 与 TXA2
受体结合后， 活化 PLC，从而增加 IP1 、 IPt-.

IPs 的合成， 先促进细胞内质网 CaU 库释放

Ca1+ ，使J胞质中游离 Ca1+一过性升高，再促进

细胞外 Cal+ 进入细胞内 ， 造成第二次细胞内

游离 Ca2 + 的升高 ， 但仍不清楚在此之后是否

使 PKC 活化【 1-气 本实验中也证实 U 46619 

使细胞的 1 ， 4 ， 5-IPs 合成增多，虽然本实验中

所测 1.4 ， 5-IPs 是在 U 46619 作用后 10 秒的

水平，但已有报道在人及大鼠系膜细胞中 ， U

46619 持续剌激 IPs 合成直到作用 15 分钟以

后[lJ 。 本文首次证实 U 46619 也可促进 DAG

的合成。 DAG 来源于各种 IP 的循环， 也可由

磷脂酶 D 产生的磷脂酸转化 而来， 是内源性

PKC 活化剂。 本文首次用 PKC 抑制剂 Calph...;

ostin C 预处理系膜细胞， 可阻断 U 46619 促

进系膜细胞 DNA 合成的作用 ， 证实 U 46619 

诱生的 DAG 通过活化 PKC 而促进生 长停滞

的系膜细胞的 DNA 合成。

然而， 本实验发现， 在血清所致的生长旺

盛的鼠系膜细胞中，加入 U 46619 却引起 DNA

合成的减退(图 1 ) ， 这一结果与 Mene 在人系

膜细胞实验中的结果:相同 [2] ， 均呈剂量依赖方

式.这-抑制作用的机制尚不清楚，可能与以

其作用与 10%血清促进 DAG 合成的作用相近

(P>O .05 ) 。

4. U 466 1 9 对系膜细胞合成 IPs 的作用

如图 3 所示 • U 466 19 促进生长停滞的系

膜细胞合成 1 ， 4 ， 5-IPs，在 100 !J.mol/L 浓度时

的作用大于 10μmol/L 浓度时的作用 (P<

0.05 ) 。

100 

论

系膜细胞增殖是许多肾小球疾病的病理特

征. 在多种肾小球疾病的病人及动物棋盘!中 ，

均发现肾小球合成的 TXA2 增多[7刑。 TXA2
可收缩系膜细胞及肾小球血管， 从而减少肾小

球有效滤过面权，使肾小球掠过2年2下降， 说明

U4661 9(μ归回If L)

U 46619 对系膜细胞 1 ， 4 ， 5-IPs 合成
的影响
.P<O . 05(与对照组比较).
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Mene m血清或佛波醇肉豆寇乙酸 (PMA)预先

活化系膜细胞的 PKC. 可 抑制 U 46619 所致

的 IP 合成及细胞内 Ca2+ 的升高 I l 1 ， 提示 PKC

fÞi先活化后，可对再次活化 PLC-PKC 的 物所

起负反馈抑制作用。 血清中含有血液凝固时血

小板释放的血小板源性生长因子(PDGF) ， 可

活化 PLC 及 PKC ， 可能对 U 466 1 9 的作 用起

负反馈抑制，使 U 46619 促增殖作用丧失。 第

三 ， TXAz 可能直接或间接剌激前列腺素 (PG)

Ez 或 PGlz 的合成， 而后两者有抑制j细胞增殖

的作用 [ 2)。不论何种机制i参与 ， U 46619 这种

抑制作用在病理上可能有积极意义= 在正常状

态下，体内肾小球系膜细胞为静息状态 ， 肾小

球合成的 PG 及 TX 极少 ， 当肾小球产生炎症

时， 肾小球白细胞及血小板浸润增多 ， 合成的

PG、 TX 及 PDGF 增多I81 ，这时 TX 的升高可

能有抑制 PDGF所致细胞增殖的作用。

摘 要

本实验用 [8HJTdR 掺入法测定 TX鸟 类似

物 U 46619 对大鼠系膜细胞 DNA 合成的调节

作用， 测定系踉细胞合成的 DAG 及 1 ， 4 ， 5-IP3
茧 ， 用 PKC 1印制剂 Calphostin C 预处理系膜

细胞 ， 观察其对 U 46619 促增殖作用的影响。

结果表明， U 46619 促进生长停滞的系膜细胞

的 DNA 合成及 IP3 的生成。 本文首次证实

U 466 19 也促进 DAG 的生成并发现 PKC 扣j '~;lIJ 

剂可抑制 U 4661 9 的促增殖作用 ，提示 U46619

使生长停滞的系膜细胞的 PLC 活化， 促进 IP

及 DAG 生成， 进而激活 PKC ， 促进系膜细胞

DNA 合成。 此外 ， U 46619 也抑制血位所致

的系股细胞 DNA 合成，对其机制作了三点推

测o U 46619 这种双向调节系膜细胞 DNA 合

成的作用有一定意义。

关键词. U 46619 血绘萦 系膜细胞

细胞分割
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DUAL MODULATORY EFFECTS OF U 46619 ON DNA 
SYNTHESIS OF MESANGIAL CELLS 

飞.vu Sheng-Hua, et a1. 
(The First Affiliated HospitaL of Nanjing Medical University , Nanjing, 210029) 

ABSTRACT 

Dual modu1atory effects of thromboxane A, mimetic U 4.6619 on DNA synthesis of rat me­
sangial cells were assessed by [ 3HJ thymidine incorporation. U 46619 increased DNA synthesis , 
inositol triphosphate production and diacylglycerol mass leve1s in growtharrested mesangial cells. 
Protein kinase C inhibitor Calphostin C inhibited the enhanc巳d DNA synthesis of growth-arres­
ted mesangia1 cells induced by U 46619. On the other hand, U 46619 inhibited fetal bovine se­
rum-stimu1ated DNA synthesis of mesangial cells. Dual modulatory effects of U 466J 9 may be 
of significance in the control of mesangial cell pro1iferation. 

Key words t U 46619 Thromboxane Mes凰ngi8.1 cel1s Cell dJvi,ioD 
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