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PREPARATION OF PARVOVIRAL NONSTRUCTURE PRO­

TEIN TRANSGENIC MICE 

SHEN Xi Zhong CONG Xiao Qian JIANG Shao Ji XIAO Shu Dong 

(Shanghai lnst itute 01 Digestíve Díseases, Shanghai Second MedicaL University Ren Ji 

Hospital, Shanghai 200001 ) 

ABSTRACT 

DNA containing the genes of parvoviral nonstructure protein was microinjected into the 
male pronucleus of fertil ized ovum (Cs,BL/ SJL F 1 ) , the injected eggs (225) wcre implanted 
into the fa l10pian tube of 9 pseudopregnant foster mothers (BABL/ C) . After a normal gesta­
tion ensues (approximately 3 weeks) , 4 out of 9 faster mothers delivered 15 viable pups. DNA 
was extracted from tai ls of the 10 of 15 pups . PCR and Southern blot Were performed to con­
firm the presence of the NS gene. 4 out of the ] 0 mice were showed the integration of the NS 
gene. The 8 offspring of founder B 6 ( ó ) were also checked by PCR and Southern blot, 3 out 
of the 8 mice were found the integration of NS gene, the reEults suggested that the integrated 
NS gene are inheri table. 

Key words, Parvovirus Nonstructure protein Transgenic mice 

脊髓内源性物质对脊髓神经元在体外存活的影晌

果 吉吉杨 浩农艺鲍 5睿鞠躬

(第四军医大学神经科学研究所 西安 710032)

神经生长因子 (Nerve Growth Factor , 

NGF)是第一个被发现的神经营养 因子[汀，它

在神经系统的发育期、 成年期及损伤修复期都

起着重要的作用，它可以诱导神经纤维的定向

生长，控制神经元存活的数量，促进神经元的

分化[2]。以后，随着研究的深入， 又发现了许

多神经营养因子，有的可以促进神经元存活，

有的可以促进神经突起的生长， 有的既可以促

进神经元存活又可以促进神经突起生长，有的

则对不同的神经元有不同的作用 [3] 。

脊髓损伤后脊髓自身是否会分泌一种或一

些神经营养因子，以促进脊髓自身神经元功能

的恢复， 这是长久以来未引起重视的问题。发

育中的胚胎脊髓可以促进成年脊髓损伤后运动

神经元功能的恢复， 这已有许多实验可以证

明[竹 ， 表明胚胎脊髓中存在有促进运动神经元

功能恢复的物质， 但是是否可以促进脊髓神经

元的存活尚无直接的实验证据。我们以人胚胎

脊髓为材料制备脊髓提取液，研究了脊髓内源

性物质对体外培养小鼠脊髓神经元存活的影

响。
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材料和 方法

, .脊髓粗提取液的制备
人胚 4 月龄， 分离脊髓，剥掉脊髓膜， 将其剪碎，

放入 DMEM 中勾浆 ， 3000 rpm 离心取上请液 ， 测蛋

白浓度，分装， - 20"C保存备用。

2. 不同组分脊髓提取液的制备

将粗提取液 400μ1 放入分子E 为 30 KD 的 Cen­

tricon (Mi11i]:ore沛， 000 rpm 离心 30 min ， 得到>30

KD 组份， 将剩余部分放入分子量为 10 KD 的 Cen­

tricon (Mi1l ipore) 中， 5 , 000 rpm 离心 30 min ， 得到

<10KD 及 10-30 KD 两种蛋白组分。 取样测蛋白浓

度， 分装， - 20"C保存备用。

3. 细胞培养

参照 Ransom[S 1的方法，简述如下z 取昆明种胎

鼠(E 12-E 15) ，无菌解剖，取出脊髓，剥掉脊髓膜，

剪成约 1 mm3 的小块， 置入 0 . 125%的 Trypsin 中消

化 25 min , 37 0C。然后用 Trypsin lnhibi tor (Sigma) 

终止 Trypsin 的作用。 细胞经 DMEM清洗后，

放入 96 孔 培养板 (Nunc ) 中 ， l x I o ScellsjO . 1 m l!

weI1 0 24. h 后-加入网糖胞苦 (Sigma )抑制非神经细胞

的生长， 继续培养 24 h，去掉含抑制剂的培养液， 换

人新鲜 DMEM-10%马血清(HOS )培养液(SCCM) 或

N1 无血清培养液(SFCM) ， N1 无血清培养成份为g

亚晒酸铀 5 μgjL，黄体酣 20 nMjL ， 膜岛素 5 mgj L , 

转铁蛋白 5 mgjL。 同时加入人胚脊髓提取液， 终浓

度分别为 500 μgjml ， 100μgjml ， 20 μgjml ， 4 μgj 

ml 及 0 . 8μgjml ，并设不加提取浓的空白对照。 继续

培养 72 h o 

4. MTT 检测

参照文献的方法[h71，对 MTT 方法进行改进如

下z 终止培养前 4 h ， 加入 5 mgj ml MTT 1 0 μ1 ， 终

浓度为 0.5 mgj ml o 4.小时后 ， 吸掉上清液， 每孔加

入 100 μ1 DMSO 溶解 MTT 结晶 ， 待沉淀充分溶解

后，用 Dynetech MR 4000 测 OD 值， 检测波长 570

nm ， 参考波长 630 nm。

5. 总蛋白测定

综合文献的方法[8，， 1 ， 将细胞自培养箱中取出 ， 吸

掉培养液，先用经冰盒预冷的 o . l moljL pH7 . 2 PBS 

洗三次， 然后加人 100 μ1 含 0 . 3% Tritoon-X 1 00 的

50 mmol/L Tris-Hcl pH 6.0 缓冲液，再加入由乙醇和

磷酸配制的终浓度为 0.01%的考马斯蓝 G-250 显色，

Dynetech MR 4000 测 OD 值， 检测波长 570 nm。

6. NSE-ELISA 

参照文献[ 10J的方法加以改进， 简述如下g 培养细

胞用 4%多聚甲自主固定， 然后进行常规神经元特异性

烯醇化酶 (Neuron Specific Enola r.e, NSE)免疫组化
染色， 显色用邻苯二胶 (OPD ) 0 Dynetech MR 4000 

测 OD 值， 检测波长为 490 nr口。

7. 统计学分析

用 Student's t-test 方法对所得各项数据进行统

计学分析。

结 果

1.粗提取液对细胞存活的影晌

粗提取液可以促进细胞的存活，各项指标

的实验结果详见图 10 MTT 结果表明蛋白浓

度为 100μgjml ， 20μgjml 及 4 μgjml 时，线

粒体内玻拍酸脱氢酶活性显著高于对照组。总

蛋白的测定表明在 500μgjml ， 100μgjml 与

气
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固 1 粗提取遍对纽胞存活的影晌。
上图为 SFCM 结果，下图为 SCCM 结果

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



132 细胞 生 物学杂志 1996 年

20 [lg/ml UJ'显著高于对照组。 NSE-ELISA 结

果表明蛋白浓度 500 μg/ml ， 1 00 μg/ml ， 20 μgl 

ml , 4μg/mlll才'NSE 活性显著高 于对照组。

2. < 10 KD 组份对细胞存活的影晌

各项实验指标均表明在一定蛋白浓度下，

<10KD 组份对细胞存活有 促进作用(见图

2 )0 4μg/ml 时 MTT 表明玻甜酸脱氢酶活性

显著高于对照组，而在 100μgl时， 20 昭Iml ，

4 μg/m l ， 0.8μg/ml 时总蛋白浓度显著高于对

照组， 500 !-I g/m1 , 1 00 μg/ml ， 20 附Iml ， 4 

μg/ml 时 NSE 晦活性显著高于对照组。
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回 2 < 10 KD 组份对细胞存活的影晌

3 . 1()-30 KD 纽份对细胞得活的影响

各项指标均表明 1 0一30 KD 组份对细胞

存活没有影响(见图 3 ) 。 表现在线粒体内酶、

总蛋白浓度及 NSE 浓度等方面，实验组与对照
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固 3 1(7-30 KD 组份对细胞存活的影响
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圄 4 > 30 KD 组份对细胞存活的影响

组相比无显著性差异。

4 . > 30 KD 组份对细胞存活的影响

各项指标均表明 >30KD 组份对细胞存活

没有影响(见图 4 )。 表现在线粒体内酶、 总蛋

白浓度及 NSE 浓度等方面， 实验组与对照组

相比无显著性差异。

讨 论

现已发现的许多神经营养因子具有促进神

经元存活的特性， 如 NT-3 可以促进大鼠海马

神经元及[6JPurk i nje 细胞 [IIJ的存活， BDNF[叫

可以促进大鼠颗粒细胞的存活， CNTF 可以促

进 Furkinje 细胞的存活[13] ， 由大鼠视网膜细

胞产生的营养因子可以促进大鼠视神经节细胞

的存活， 因而， 一种物质是否有促进神经元存

活的作用是衡量其是否有神经营养作用的重要

指标之一。 我们研究了人胚脊髓内源性物质对

小鼠脊髓细胞的营养作用，发现粗提取液及不

同组份对神经细胞的存活影响不同。粗提取液

对神经细胞在体外的存活有促进作用，蛋白浓

度 20 附Iml 时所检测的各项指标均显著高于

对照组。 <10KD 组份促活作用也十分明显，

而 10-30 KD 及>30KD 组份对神经细胞在体

外的存活影响不明显。

为了检测神经细胞的存活，我们采用了三

种方法， 即 MTT 法、 总蛋白测定及 NSE....;

ELISA 方法。 MTT 是较常用的方法， 它反映
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了细胞中线粒体内就甜酸脱氢酶的活性， 尽管

我们在培养中加了胶质细 胞抑制剂 Cytosine

ara binoside，但它并没有杀死胶质细胞， 所以

MTT 法结果反映的不仅是神经元的存活状况。

总蛋白测定是通过细胞生长过程中合成的总蛋

白量来反映细胞的存活， 但其 也 有同样的缺

陷。目前， 常见于文献的方法为计数法， 即通

过台盼蓝染色[13]或腊根过氧 化物 酶 HRP 吞

噬[14]显示神经元， 然后在光镜下随机选 取视

野进行计数，这种方法形象直观， 数据可靠，

但是操作繁琐。 为此，我们参考文 献建立了

NSE-ELISA 方法，细胞经固定经免疫组化染

色后，用可洛性底物邻苯二胶 OPD 显 色， 直

观准确地反映出了培养细胞中神经元的活性，

且方法简便易行。运用以上三种方法，实验结

果指出人胚脊髓粗提取液对小鼠神经元在体外

的存活有促进作用，最适浓度为 20μgjml。

无血清的实验表明精提取液时对神经元的营养

作用并不是通过血清起作用 ， 而是直接作用于

神经元。进而我们研究了不同组份的作用 ， 表

明 10-30 KD 及>30 KD 组份对脊髓神经细胞

及神经元的存活均无促进作用 ， 而<10KD 组

份则在检测的各项指标中有明显促进神经元存

活的特性。 庆宏[1 5] 曾研究了纹状体提取液对

体外培养的中脑黑质神经元发育 的影响， 用

MTT 方法发现活性部分为分子量为 10-30

KD 的组份。 目前已发现的诸多营养因子分子

量大都在此范围。我们发现脊髓提取液中的活

性成份在<10 KD 组份， 至于它的各种理化性

质如何， 通过何种机理起作用尚需做进一步的

研究。

摘 要

神经元在体外的存活是衡量一种营养因子

有无神经营养作用的重要指标之一。我们用人

胚制备脊髓提取液，并用 Centricon (Millipo­

re)将相提以液分成<10KD、 10-30 KD 及

>30 KD 三种组份， 研究了粗提取液及这三种

组份对体外培养中的脊髓神经元存活的影响，

结果表明加粗提取液及<10KD 的实验组比对

照组活性要好， 表现在线粒体中玻甜酸脱氢酶

活性高 (MTT 法)，神 经元中 NSE 活性高

(NSE-ELISA 法)及细胞生长合成的总蛋白的

量高等方面。 但以< 1 0 KÐ 组份对细胞的促活

作用最强， 与对照组相比有显著性差异。 以上

结果显示人胚脊髓中存在对脊髓神经元有促进

存活的物质。

关键词 z 神经营葬因子提取渡人胚啻

髓 小鼠脊髓细胞存活
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EFFECT OF THE ENDOGENOUS SPINAL COR D SUBSTAN­

CES ON THE SURVIV AL OF THE NEURONS OF 

SPINAL CORD IN VITRO 

LIANG Zhe YANG Hao NONG Yi BAO Xuan JU Gong 

(lnstitute of Neuronsciences, Fourth M il itary Medical University , X i'an 710032) 

ABSTRACT 

The survival of m urons in vitro is an important index to evalutate the trophi c effect of 
neurotrophic fac tors (NTFs) . Crude extract was prepared from human fetal spinal cord and 
further divided into three frac tions , < 10 KD , 10-30 KD an d > 30 KD with centricon (Milli­
pore ). The effects of th巳 crude extract and the three frac tions on th巳 survival of spinal cord 
neurons were examined . 岛1TT， NSE-ELISA and assay of total proteins were used to evaluate 
the viability of the c巳 I1 s . All three methods demonstrated increase viab ility in cultures with 
the crude extract and< 10 KD group . It is conclucled that there are n巳uron survival prompting 
substance(s) in the extract of human fe tal spinal cord . 

Key words: Neurophic factor (的 Extract Human fetal spinal cord Mouse spinal cord 
Cell survival 
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细胞培养中支原体污染的 PCR 检测

刘?五姜达1患

(中国医学科学院医学生物学研究所 昆明 65 0107) 

细胞培养物中污染支原体是个极普遍的问

题， 1992 年 Kuppeveld 应用培养法、 DNA 染

色法、探针杂交法和 PCR 法等检测欧洲各实验

室的细胞系，阳性率为 55 % ( 52 / 95) [1) ; 1993 

年首都儿科研究所应用培养法检测 了 国 内 77

个传代细胞样品，支原体污染率为 49%[ 2 ) 。

其中发酵支原体(M. fermentans ) ，猪 鼻支原

体(M. hyorhinis)、口腔支原体 (M.orale ) 、 精

氨酸支原体(M. arginini) 和莱 氏无胆笛原体

(Acholeplasma laidlawii) 占 了 全 部污 染的

95% 以上。

检测支原体，目前巳建立了多种方法，但

由于文原体污染的特殊性，尚没有一种方法能

令人完全满意[3 ， 4 )。 随着分子生物学的发展，

对支原体核酸的结构 及分子组成越来越了

解凹， 6) 0 90 年代初 ， 国际上已开始把 PCR 技术

应用于支原体的检测[7-813 在国内这方面的工

作还处于起步阶段。 本文以细胞培养中常见的

各种污染支原体为模式株，试对其 16 s rDNA 

特异性序列进行扩增的 PCR 检测z 并与 DNA

染色法和培养法比较， 评估其对实验室人为污

染的细胞和送检样品检测的实用性。

材料和方 法

1 . 支原体参考茵袜

6 种支原体参考菌 株: Mycoplasma arginini , 
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