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MC were Iabeled with fluorescent probes and fluorescence intensities were measured using con­
focal Iaser scanning microscopy. MC incubated in HG , F-action bundles appeared Iess promi­
nent and changed to irregular n巳twork ， displaying partial disassembly of F-actin.As compared 
with NG , HG caused a decrease in F- actin fluore scence intensi ty and an increase in G-actin 
intensity , consequently reducing the F /G-actin fluorescence intensi ty ratio. In HG , the addi­
tion of VE or EN normalized HG-induced F-act in di sassembly and F- and G-actin fluorescen­
ce intensities. These findings suggest that both VE and EN prevent HG一induced the al­
teration of actin assembly pattern. 
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不同中间丝类型细胞系间交叉污染的

抗中间丝蛋白免疫荧光检测来

张荣兴朱德厚笃锡锐

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200 031) 

细胞系间的交叉污染，严重地威胁着细胞

系的质量控制，特别是 HeLa 细胞的污染是世

界性的棘手问题[1λ] 。 目前采用的检测细胞系

间交叉污染的方法主要是染色体分析和同功酶

分析。但是，由于体外培养细胞染色体的复杂

性和同种不同细胞系的同功酶的同源性，这些

方法都存在一定的局限性 ， 需要建立一些新的

检测手段来弥补上述方法的不足。

中间丝是一种细胞骨架结构， 其结构蛋白

是组织和细胞类型特异性的z 上皮细胞中的角

蛋白 (keratin) 、间质源细胞中的波形蛋白 (vi­

mentin ) 、肌肉源细胞中的结蛋白 (desmin ) 、星

形胶质细胞中的胶质纤维酸性蛋白 (GFAP) 和

神经细胞中的神经丝蛋白 (neurofilament pro­

teins ) [3] 。另外，恶性细胞仍保持其来源细胞类

型特异中间丝的表达这一事实，已被广泛用于

肿瘤诊断[4坷，如癌以表达角蛋白为特征，肌

肉肉瘤以表达结蛋白为特征等。本文根据中问

丝蛋白的细胞类型特异性， 建立了抗中间丝蛋

白的问接免疫荧光法 ， 藉以检测不同类型细胞'

系间的交叉污染。

材料与方法

1 .细胞

入宫颈腺癌细胞 (HeLa) 、非洲绿猴肾细胞(Veroy ... 

幼地鼠肾细胞 (BHK)和中国仓鼠卵巢细胞 (CHO) ，均J

来自本细胞库，星形胶质瘤细胞(U 251)来自重庆医

科大学范维网教授实验室。

2. 抗体

兔抗人脐脱角蛋白抗体见张荣兴等[6J。兔抗结蛋

白抗体购自 Sigma 公司。抗肢质纤维酸性蛋白单抗

购自重庆医科大学范维坷教授实验室。 异硫氨酸荧光

黄标记的第二抗体 (FITC-羊抗兔 IgG 和 FITC-兔抗

鼠 IgG)均由本细胞库制备。

3. 细胞系间实验交叉污染

取两个不同类型细胞系培养物分别计数， 然后按

照一定比例混合后种入带盖片的培养瓶， 两种细胞总

* 中国科学院"八五"重点项目基金资助

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



144 细胞生物学杂志 1997 年

数一般为每瓶五万左右， 37 "C培养 2 -3 天后 取盖 性蛋白免荧光染色结果表明 : U 251 细胞呈阳
片， 作免疫荧光检测。 性反应 ， 而 HeLa 细胞为阴性。

4. 间接免疫荧光染色

见张荣兴等[6J 。

结 果

1.上皮细胞污染 其它类型细胞系的检测

上皮细胞特异的中间丝蛋白为角蛋白 ，非

上皮细胞系若被上皮细胞所污染 ， 可用抗角蛋

白抗体免疫荧光法进行检测。我们测定了两个

实验交叉污染系统:一是 HeLa 细胞污染的问

质源的 CHO 细胞，其比例为 : HeLa / CHO = 

10- 4 ， 经抗角蛋白免疫 荧光染色 ， HeLa 细胞

呈阳性染色，而 CHO 细胞为阴性，见图版图

1 。 二是 HeLa 细胞污染的星形胶质细胞源的

U 251 细胞 . HeLa 细胞呈阳性染色，而 U 251 

细胞为阴性，见图版图 2 。

2. 肌肉源细胞污染其它类型细胞系的栓

溃j

文献证明， BHK 细胞与某些血管平滑肌

细胞一样表达波形丝蛋白-结蛋白杂交分子

(vimentin-desmin hybrid ) [7 J ， 且此细胞系来

源于胚胎血管平滑肌细胞[气非肌梗、细胞若被

肌原细胞所污染，可用抗结蛋白抗体免疫荧光

法进行检测。我们用 BHK 细胞实 验污染了三

个非肌源细胞系，其比例分别为 : BHK/ CHO = 
10 斗， BHK/Vero = 10- 4 和 BHK/HeLa = 10斗 。

然后用抗结蛋白抗体进行免疫荧光检测，结果

表明: BHK 细胞呈阳性反应，而 CHO、 Vero

和 HeLa 细胞为阴性， 见图版图 3 ， 4 和

5 。

3. 星形胶质细胞污染其它类型细 胞系的

检测

星形胶质细胞特异的中间丝蛋白为胶质纤

维酸性蛋白。其它细胞系若被星形胶质细胞所

污染，可用抗胶质纤维酸性蛋白抗体的免疫荧

光法进行检测。图版图 6 为星形胶质瘤细胞

(U 251) [9J 污染的 HeLa 细胞，抗胶质纤维酸

讨 论

本文采用了三种抗中间丝蛋白抗体，即抗

角蛋白抗体、抗结蛋白抗体和l抗胶质纤维酸性

蛋白抗体， 对上皮细胞/1'1日j质源细胞，上皮细

胞/星形胶质细胞， 肌肉源细胞/上皮细胞，肌

肉源细胞/间质细胞， 和星形胶质细胞/上皮细

胞等 6 个实验交叉污染系统进行了检测，均获

得可靠而明确的结果。 特别是对光镜下形态均

为成纤维样的 BHK 细胞和 CHO 细胞间的交叉

污染，也能顺利检测。 见图版图 3 。

结果表明 : 抗中间丝蛋白抗体免疫荧光法

是检测不同类型细胞系间交叉污染的一个非常

有用的方法。与染色体分析法和同功酶法相比，

其明显优点是操作简便、 对污染细胞的专一性

强。在我们的实验中， 阳性反应的细胞荧光深

浅虽有不同，但与周围背景对比中总能容易的

识另IJ 出来。 因此检测的精度只取决于所检细胞

的数量。但也存在缺点，此法不能检测同种或

异种动物的相同细胞类型的细胞系间的交叉污

染。

由于许多体外培养的上皮细胞[10]，肌源细

胞和星形胶质细胞均能表达问质细胞所特有的

投7~丝蛋白，或表达波形丝蛋白-结蛋白，波形

丝蛋白-胶质纤维酸性蛋白杂交分子[lblZ ] ，因

而给间质细胞污染其它类型细胞的检测带来了

极大的麻烦。另外，由于神经细胞的体外培养

细胞系非常少 ， 因此在我们的实验中未采用抗

波形丝蛋白和抗神经丝蛋白抗体。

摘 要

本文采用抗角蛋白抗体，抗结蛋白抗体和

抗胶质纤维酸性蛋白抗体的免疫荧光法，对上

皮细胞/间质源细胞， 上皮细胞/星形胶质细胞，

肌肉源细胞/土皮细胞， 肌肉源细胞/间质细胞

和星形胶质细胞/上皮细胞等 6 个实验交叉污
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染系统进行了检测。结果表明z 此法是检测不

同类型细胞系间交叉污染的一个非常有用的方

法。其明显的优点是操作简便，结果灵敏可

靠。

关键词g 角蛋白结蛋白 胶质纤维.性蛋白

间接免疫荧光染色 交叉污袋
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DETECTION OF CROSS-CONTAMINATION BETWEEN DIF­

FERENT-TYPE CELL LINES BY IMMUNOFLUO一

RESCENCE STAINING WITH ANTIBODIES 

AGAINST INTERMEDIATE FILAMENT 

PROTEINS 

ZHANG Rong Xing ZHU De Hou GE Xi Rui 

(Shanghai Institute 01 Cell Biology , Chinese Academy 01 Sciences, Shanghai , 2000 31) 

By immunofluorescence staining with antibodies against intermediate filament proteins , 
we examine six exper imenta1 cross-contamination systems: epithe1ia1 cellj mesenchyma1 cell , 
epithelia1 cellj astrocyte , muscle cellj epi thelia1 cell , muscle cel1 j mesenchyma1 cell and astrocy­
tejepithelia1.cell. The resu1 ts indicate that this mct hod is a usefu1 to01 for d巳tection of cross­
contamination between different-type cell lines. This method has many ad vantages , easy to 
operate , reliab1巳 and very sensitive . 

Key words; Keratin Desmin GFAP Indirect immunofluorescence microscopy 
Cross-conta mination 

股强
DNA 序列合成一-PCR 引物， DNA 探针、接头、随机引物等

为了进一步满足众多的科研和临床检验人员对各种主运聚核苦酸的要求，本所癌基因室(ONCO-LAB)在国内首

家购进了世界上先进的德国 ECOSYN 系列 DNA 合成仪， 合成效率高、质量绝对保证、 价格合理(14 元/碱基，

10 OD260 左右 ， 纯化)、短期交货( 3 一 7 天)。

聚合酶链式反应(PCR)和定点突变技术的发明，给现代生物学 及医学 注入了全新的活力，本所癌基因室
(ONCO-LAB )雄厚的 DNA 合成技术力量和丰富的经验将为您的临床诊断、 目标基因克隆、突变分析、反义战略

研究及新型药物开发提供全新服务。 另有 DD-PCR (差异显示 PCR ) 全套引物盒及通用测序引物供应.

联系人. I钥拥军 徐链 史琛 联系地址s 上海市岳阳路 320 号上海细胞生物学研究所 605 宝

自11 编 I 2000:)1 联系电话I 021-6433 6 896(直线) 传真( FAX): 02 1-64331090 (请注明本窒联系人，

以免延误)
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