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STUDY ON THE p 53 GENE IN HUMAN HEPATOMA CELL 
LINE QGY一7703 AND ITS EXPRESSION 

WANG Hou Yi HUANG Qing Shan CHEN Cui Wei LUO Zu Yu et al. 

(Department oj Physiology and Biophysics Fudan University Shanghai 200433) 

ABSTRACT 

p 53 gene in human hepatoma cell line QGY-7703 was studied with following methods: 
17 p alleles analysis , PCR-SSCP , RT-PCR/ sequencing , Northern b10t , immunohistochemistry , 
W estern blot and immunoprecipitation. There may exist allelic 10ss in the vicinity of p 53 
gene on chromosome 17 p. Whereas no any point mutations were found in the coding region 
of p 53 gene in the cell , Northern b10t and immunoprecipitation experiments show巳d its expre
ssion is quite 10w , which may be re lative with the malignancy o[ the ccll. 

Key words: Tumor suppressor gene p 53 PCR/ SSCP RT-PCR/sequencing Northern 
blot Immunoprecipi ta tion 

肾小球系膜细胞株的建立及影响其生长的因素来

刘古争芳 温进坤

(河北医科大学基础医学研究所生化室 石家庄 05001 7) 

肾小球系膜细胞(MC)属于特化的可收缩

的平滑肌细胞类，能合成并分泌多种参与肾小

球结构与功能调节的蛋白因子(1)。已经证明，

多种类型的肾小球疾病均与 MC 异常增殖有

关( 2)。因此确定影H向 MC 增殖的因素及其作用

机制有助于阐明多种肾小球疾病的发病机理，

并为该疾病的防治提供理论依据。

MC 的体外培 7字是研究其增殖调控的首妥

步骤。虽然有关 MC 的培养方法国内外均已有

报道[卜5] ， 但不同实验室所采用的培养条件差

别较大， 且均未详尽描述培养过程。本文探讨

了体外培养 MC 的适宜条件，在成功建立 MC

株后 ， 观察了多种肤类因子对其增殖的影响 ，

并首次报道膜岛素对多种肤类因子的促 MC 增

殖效应具有协同作用。

材料和方法

一、材料

膜岛索系 Sigma 公司产品，碱性成纤维细胞生长

因子 ( bFGF) 和肿瘤坏死因子 (TNFα〉购于北京邦定

生物工程公司 ， RPMI 1640 系 GmCO 公司产品。 3H-
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TdR 为中国原子能研究院产品 ， 其它试剂为国产分析

纯。

二、 MC 的分离与培养

1 . 肾小球的分离 无茵条件下分离 SD 大鼠肾

皮质， 剪碎后于 100 目不锈钢网筛上用橡皮塞轻轻碾

压， 并不时用 PBS 冲洗。被波、过的肾小球及破碎细胞

再经 150 日网筛üW-后， 用 250 目网筛收集肾小球。

所得肾小球纯度叮达 98%左右。

2. MC 的培养 采用两种不同的方法培养

MC[31 。

(1)种植完整的肾小球z 用合 20% 小牛血清

(FCS) 、 15 mmol/L Hepes 和 2 mmol / L Gln 的 RPMI

1640 培养浪将肾小球悬浮于培养瓶中 ， 置 37 "C， 5% 

C02 条件下培养， 6 天后首次换液， 以后每 2-3 天

换液一次，以除去脱落死亡的肾小球表皮细胞(GEC ) 。

4 周左右 MC 接近铺满后，按常规方法传代[6]，泊化

液为 0 .25%胶蛋白酶-0 . 02% EDTA 液。

(2) 种植肾小球残体2 用 1v 型肢原酶( 300 U/ ml) 

消化肾小球(37 "C， 20-3ù min ) , 离心得肾小球残体

后， 按上达方法进行培养。 2 周左右 MC 接 近铺满后

即可传代培养。

三、 MC 的鉴定[3-51

1. 免疫组化方法鉴定 将二分之一盖玻片置

入培养瓶中，接种 MC. 待 MC 铺满， 取出盖玻片，

用 PBS 洗涤 )[î 以甲醇固定 5 分钟 ， PBS 冲 洗 3 次。

用抗 Thy-1 抗体进行免疫组化染色。

2 . 透射电镜检查 用 2 . 5 %多聚甲隆固定离心

收集的 MC 团块，制成透射电镜标本， 观察 MC 内的

微丝结构。

四、 3H-TdR 参入实验

将 2-5 代 MC 接种于 96 孔板内 ， 待其铺满 80%

瓶底后， 换成含 0 . 5% FCS 的培养液饥饿培养 24 小

时 ， 然后 ， 换为含 5%FCS 的培养液， 同时分别加入

不同浓度的1夷岛索、 bFGF、 内皮京-l( ET-l)和 TNF

α， 对照组加等体积 PBS，继续培养 24 小时 收 集细

胞。于收集细胞前 6 小时加咀-TdR ， 每孔加入E为

0 . 2 μCi /100μl 培养液。按传代方法收集细胞， 用

LKB-1211 液闪仪测;屯 3日-TdR 参入值 C cpm 值) ， 每

组实验重复 5 次，取平均值。与对照组比较， 实验组

cpm 值所增加的百分率按下列公式计算2

cpm 值附加百分率(%) = 
主监m cpm 值-对照组 cpm 值 x 100% 

对照、组 cpm 值

将展岛素(0 . 6 U/ml)和 bFGF (5一200 ng/ml)、

ET-l( 10-9-10- 6mo!/L) 或 TNFα (30-1000 U/ml) 

同时加入 MC 培养液， 按上述方法观察胶岛素对Jl;k类

因子促 MC 增殖的影响。

五、 统计学分析

用 SASC SAS Institute Inc , 1989)中的一般线性

模型C GLM )方法对所得各项数据进行统计学分析。

结 果

-、 MC 的培养与鉴定

1.种植完整的 肾小球 一般在种植后

2-3 天自肾小球周围长出多边形或卵圆 形的

G EC , 6-8 天铺满瓶底 L图版图 1 ), 10 天左

右死亡脱落 ， 之后 ， 不规则星形或纺锤形的

MC 开始生长 ， 4 周左右铺，满瓶底(图版图

3 ) 。

2. 种植肾小泳残体 一般于种植后3一

5 天 ， MC 自肾小球残体周围长出(图版图 2 ) , 

15-20 天铺满瓶底(图版图 3 )。

MC 铺满后进行传代。 第一次传代后常有

少量肾小球相伴随 ， 但基本 1二可去除 GEC。

用上述两种方?去培养的 MC 均已传到 35 代。

本文培养的 MC 在相差显微镜下呈不规则

星形、 三角形或长纺锤形 ， 胞质向外伸出长短

不等的突起 ， 胞核明显(图版图 2 和 3 ) ， 透射

电镜检查可见细胞内有微丝结构(图版图 4 ) , 

抗 Thy-1 抗体染色阳性(图版图 5) ， 说明该

细胞为 MC。

二、 陈类因子对 MC 增殖的影响

如表 1 所示 ， bFGF、 膜岛磊、 ET-1 非11

TNFα 均显著提高 MC 的 cpm 值 (P< O.Ol) ，

说明四者均能显著促进 MC 增殖。其作用强度

与剂量有关: 膜岛索 、 ET-1 和 TNFα 的最有

效剂量分别为 : 1. 2 U / ml , 10- 8mol/L 和 250

U/ml;在所测定的浓度范围内 (5→200ng/ml) ，

bFGF 的促 MC 增殖作用与浓度里正相关。 与

对照组比较， 膜岛东、 ET-1 、 TNFa 在其最

有效剂量和 bFGF 浓度 为 200 ng/ml 时， MC 

的 [3HJ-TdR 参入值增加的百分率是: bFGF 为
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不同浓度陈类因子对 MC DNA 合成的影响表 1

[3日J-TdR 参入量
(cpm) 

[3HJ-TdR 参入量
( cpm ) 组别

bFGF 
(ng! ml) 

16380 . 3士 1112 . 8

18034 . 5 士 852 . 4*

22273 . 3士 264 . 0"

24942 . 0士 346 . 4.. 
17960 . 7土 503 . 7*

17920 . 7 土 209 . 5*

20878 . 0:t 222 . 2.* 
20412 . 0:t 325 . 6* 
13867 . 3 土 226 . 6

0. 1 
膜岛素 。 . 3

(U! ml) 0. 6 
1. 2 
2. 4 

10-9 

ET-1 10-8 

( mol! L ) 10- 7 

10-6 

]6 907 .7 士 984 . 2

21643 . 3士 1069 . 俨

38832 . 7 士 1 924 .俨 *

39843 . 7 士 889 . 5**

41184 . 0:t 204 . 1** 

5 

10 
20 

100 
200 

组别

15333 . 7 土 1 3 7 . 9

15 870 . 7士 2 02 . 2

15774 . 0土 615 . 6

18 186 . 0士 243 . 7* *

16809 . 7 士 152 . 6*

14891 . 0 土 74 . 0

30 
60 

]20 
250 
500 

1000 

TNFα 

(U! ml ) 

15439 . 0:t 440 . 1 对照
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166.8% ， 膜岛素为 6 1. 5% ， ET-1 为 35.2% ，

TNFa 为 17.8% 。 由此可见， 在四种肤类因

子中， bFGF 作用最强，分别是膜岛素、 ET-1

和 TNFa 的 2.7 倍、 4.7 倍和 9 . 4 倍(见表

n = 5, *P < 0.05 , "P<O.O l( 与对照比较)。

200 

图 1 膜岛索与 bFGF 但 MC :I!曾殖的协同效应
注: . P<0 .05, **P<O.Ol(与单因京作用之和比

较 )

#P< 0. 05 , uP<O.O l( 与对照比较 )

E亮岛索与 TNFα 但 MC 增殖的协同
效应

注: "P<0 . 05 , "P<O.Ol( 与单因京作用之和用
较)

#p<o.町、 ""P< O.Ol(与对照比较)
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三、膜岛素对 bFGF、

MC 增殖效应的协同作用

膜岛素 (0.6 U/ml) 、 bFGF(5-2 00 ng / m l) 

或 TNFa (30-1000 U/ml)单独作用于 MC 时，

与对 照比较 ， MC 的 cpm 值所增加的百分率

是z 膜岛素为 44.2% ，不同浓度的 bFGF 分别

为 9. 5% ， 40.3% ， 15 1. 7 % ， 158 . 3 %和 166 .8 % ，

不同浓度 的 TNFa 分别为 一 0 .68%~ 2.8 % , 

2.2 % , 17.8 % , 8.9%和 一 3 . 5 % 0 1民岛索和

不同浓度的 bFGF 或 TNFa 共 同 作用于 MC

时 ， 与对照组比较， MC 的 cpm 值所增加的百

分率是=膜岛 索与 5-200 ng/ ml bFGF 分别

为 105 . 5% ， 266 .6 % , 287. 8% , 300.5 %和

303 . 5% (图 1 );膜 岛素与 30-1000 U / ml 

TNFα 分别为 45 .7 %, 66 .0 %, 83 . 6 %, 98 .9 %, 

59 . 7 % 和 33 .2 % (图 2 )，由此可见， 膜岛

素与 bFGF 或 TNFα 同时作用于 MC 时， MC 

的 cpm 值与 对照组比较所增加的百分率大于

. 两者单独 作用之和。提示膜岛索与 bFGF 或

TNFα 促 MC 增殖具有显著的正协同 作用(图

1 ，图 2 )。

ET-l 和 TNFα 促
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固 3 顾岛索与 ET斗倪 MC 增殖的协同效

应
注， .P<O.05 , "P<O .O l( 与单因素作用之和比

较)

.P<O.05, "'P<O.Ol( 与对照比较)

膜岛素对 ET-l 促 MC 增殖的 影响具有两

种不同的作用。当膜岛素(0.6U/ml)和不同浓

度的 ET-l (10- 9-10-6mol/L) 单独作用于 MC

时， MC 的 cpm 值与对照比较所增加的百分率

是:膜岛素为 44 .2 % ，不同浓度的 ET-1 分别

为 16.1% ， 35.2 % , 32.2%和 -1 0 .2 %。当膜

岛素与不同浓度的 ET-1 共同作用于 MC 时 ，

其 cpm 值较对照增加的百分率分别是 81. 3 % , 

144.6 % , 69.6%和 25% (图 3 ) 。 由此可见，

膜岛素与低浓度 ET-1( ζ1 0- 8mol/L)共同作用

于 MC 时， 其促增殖效应大于两者单独作用之

和 (P<O.O l) ， 呈现正协同作用 z 与高浓度

ET-1(注 10- 7mol/L)共同作用于 MC 时， 其促

增殖效应小于两者单独作用之和 ， 表现为负协

同作用，但无显著差异(P>0 .05 ) 。

比较膜岛素和 bFGF、 ET-1 或 TNFa 促

MC 增璋的协同效应，可见膜岛素和 bFGF 的

协同作用最强。

讨 论

肾小球细胞是一个复杂的细 胞群， 包括

MC , GEC，肾小球内皮细胞 (EC)和肾小球壁

层表皮细胞。因此，从肾小球中分离与培养

MC 的条件不好掌握，难度较大。本实验室经

一年多时间的摸索，对 MC 的分离与培养积累

了一定的经验，我们体会培养 MC 成功与否，

关键在于两点z 第一 ， 原代及第 3-5 代是MC

培养的关键时期， 要顺利通过这一时期，首先

在原代培养时要尽可能提高肾小球的贴壁率，

使肾小球细胞易于向外生长: (1)分离肾小球

时-操作要轻。 在 1 00 目网筛上碾压肾皮质碎块

时 ， 要不时用 PBS 冲洗， 以防网眼堵塞; (2) 

用肢原酶消化肾小球要适度， 以肾小球结构松

动 ， 不破碎为宜; (3) 用 250 目 网收集肾小球

时， 要用大量 PBS 冲洗， 尽量去除散在 细胞

和组织碎渣; (4) 接种肾小球后前 5 天勿摇动

培养瓶， 更不要换液， 以免影响肾小球贴壁。

第 3-5 代 MC 生长很慢， 传代时接种密度宜

大一些。 第二， 正确掌握传代手法对 MC 培养

尤为重要。 MC 休积大，而且贴壁紧密。因此，

适度的消化和吹打是其传代的关键，过分的吹

打会造成 MC 严重损伤。 预提高消化效果，可

在消化前用 PBS 洗 MC 数次，并用含 EDTA

的膜蛋白酶液作为消化液以充分分散细胞。

研究表明， MC 在维持肾小球正常的结构

和功能方面起着重要作用 。 它能合成并分泌多

种参与肾小球结掏与功能调节的蛋白因子。这

些因子可以自分泌或旁分泌方式作用于 MC ，

引起其收缩， 增殖和合成系膜基质增加[l Jo MC 

增磕是多种进行性肾小球疾病的共同病理改变

基础[且]。 因此，研究影响 MC 增殖的因素及其

作用将有助于阐明该类型疾病的发病机理， 并

为其治疗提供理论依据。已经证明，膜岛素、

ET-1 和 TNFa 均显著促进 MC 增殖， 并参与

肾小球疾病的发生和发展[7呵。 本文 3H-TdR

参入实验结果显示，这三种肤类因子均能显著

提高 MC 的 cpm 值， 是 MC 的促 分 裂原，与

前人的研究结果一致。近年发现， bFGF 是成

纤维细胞的强效促分裂原[10 J O MC 属于成纤维

细胞类 ， bFGF 对 MC 的影响及其与其它生长

因子的关系方面的研究报道尚少。*文观察了

bFGF 对 MC 增殖的影响， 并对四种多肤因子

的作用强弱进行了比较。发现 bFGF 促 MC 增

殖作用最强， 分别是膜岛素、 ET-1 和 TNFa 的
2.7 倍 ， 4.6 倍和 9.4 倍，说明 bFGF 是 MC
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的强效促分裂原o 提示 bFGF 在进行性 肾小球

疾病的发生发展过程中， 可能扮演着重要角

色，拮抗 bFGF 的作用可能是治疗该类疾病的

有效途径之一。

目前， 国内外有些实验室为解决 MC 体外

培养生长缓慢 ， 培养较为困难这一问题， 常采

用下述两种方法:第-一，在培养液中加入 0.6

-1. 0 U/ml 膜岛素。本文结果表 明 膜岛素在

促 MC 增殖方面与多种肤类因子具有协同作

用，提示在研究 MC 功能，特别是研究其增殖

调控机理时，应使用不含膜岛素 的 培养 液。

MC 生长缓慢可通过提高培养液巾 FCS 浓度和

增加接种 MC 密度的办法加以解决; 第二 ， 月1

细胞克隆法培养 MC 时，常选用条件培养液，

即处于对数生长期的 3T3 成纤维细胞培养液。

这就给 MC 培养工作带来很多麻烦。木文结果

表明 bFGF 是 MC 的强效促分裂原，膜岛素也

具有显著促 MC 增殖作用 ， 两者对 MC 生长又

具有很强的正协同作用 (P<O.O l)。因此，我

们认为若用细胞克隆法培养 MC. bFGF 和膜

岛素联合使用可代替条件培养液。

总之，虽然体外培养 MC 的方法已日趋成

熟， 但随着对其功能调节机制研究 的 不 断深

入，其培养方法，特别是培养条件有待进一步

改进 ， 以便真正阐明所研究因素对 MC 功能的

影响。

摘 要

SD 大鼠肾小球中成功分 离肾 小球系膜 细胞

(MC)后 ， 探索了培养 MC 的适宜条件， 观察

了膜岛素、 碱性成纤维细胞生长因子(bFGF) 、

内皮素 (ET-l)和肿瘤坏死因子 (TNFa)对 MC

增殖的影响。 结果表明， 四种因子均可显著促

进 MC 增殖 (P <O .Ol ) ， 其 中 bFGF 作用最强。

当服岛素和 bFGF、 TNgα 或 低浓度 ET-l (ζ 

10 - 8mol/L )共同作用于 MC 时， 其促 MC 增殖

显示正协同作用 (P< O .O l ， P<0.05)J 与高

浓度 ET-l(注 1 0 - 7mol/L)共同作用于 MC 时，

呈负协同作用 (P> 0.0 5 ) 。

关锺词 2 肾小球 MC 细胞培养 细胞增殖
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ESTABLISHMENT OF GLOMERUAL 孔1ESANGIAL CELL 

LINES AND EFFECT FACTORS ON ITS GROWTH 

LIU J ing Fang WEN Jin Kun 
( Section of B iochemist ry , Institute of Basic Medicine , Hebei Medical University, 

Shijiazhuang 050017 ) 

ABSTRACT 

According to the differential growth capacities of glomerular cells, glomerular mesangial 
cells (MCs) were successfully isolated from the glomeruli of rat . The opt imum condi tions for 
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the culture of MCs were investigated. The effects of insulin, bFGP, ET-1 and TNFαon the 
proliferation of the cultured MCs was determined. Th;_ results showed that insulin , bFGF, 
ET-1 and TNFαsignificantly stimulated the proliferation of MCs ( P<O . 01) , of them, the 
effect of bFGF on the proliferation of MCs was the strongest; insu lin exhibited synergetic 
stimulatory effect with bFGF, TNFα or lower concentration of ET-1 ( ~1 0-8mol/L) (P<O.Ol , 
P<O .O日， synergetic inhibitory effect with higher concentration of ET-1 C;;:nO- 7mol/ L) (P> 
0. 05) on the proliferation of ~在Cs.

Key words: Glomerulus MC Cell cult ure Cell proliferation 

利用静电场提高 IVF 小鼠胚胎发育率的研究*

何牧仁高飞旭日千

(内蒙古大学实验动物中心呼和浩特 010021 ) 

自从 1951 年张明觉(1 ]教授和 Austin( 2 ] 发

现了哺乳类精子获能现象以来， 家畜体外受精

(in vitro fertilization , IVF)技术的发展十分

迅速，现已成为畜牧业生产中应用的高科技生

物技术。目前在家畜 IVF 技术中，有 关 卵母

细胞及 IVF 胚培养系统的研究工作得到了人们

的普遍关注。在现行的培养条件下， 家畜 IVF

卵囊胚 发生率大 多只能达 30%-40 % 左

右"，1l]. 且这些胚胎在质量上与体内发育胚胎

相比差异较大。为了缩小这种差异， 人们除了

改善各种培养基以外，还对培养系统温度的 、

气相【町等物理因子进行了系统的研究，然而很

少有人把电场对 IVF 过程的影响作为一个必

要的物理因子来研究和应用 。 因为，动植物一

直生长在地球这个巨大的静电场中 ， 其漫长的

发展史造就了它们对环境的适应以及利用环境

因素促进自身发展的遗传特性。 生物体也有一

个复杂的电磁场，可以说， 只要有生命运动 ， 就

伴随着生物电发生。 Cross 证明小鼠未成熟卵

母细胞在成熟过程中伴随膜电位变化凹，这个

电位差是细胞进行新陈代谢不可缺少的条件。

新近的研究表明，电流控制生物体的极性， 极性

则控制着生物体生长和发育的方向。适当地控

制或改变生物体的极性，就有可能影响和刺激

有机体的生长发育。外加电场在一定程度上也

是通过影响和控制细胞的极性而影响生长发育

的I7] ， 所以本研究将用小鼠 IVF 胚作为生物模

型， 探讨静电生物学效应，为今后静电场在

牛、 羊、猪等家畜 IVF 中的应用提供有价值的

科学依据。

材料和 方法

1 . 实验动物

本研究采用内蒙古大学实验动物中心饲养的昆明

系小鼠， 雌鼠为 8-10 周龄，雄鼠 为 10-12 周龄，

均为清洁级标准化实验动物(合格证书 g 京动字 8806

M35 ) 

2. 精子的准备

将供精雄鼠处死后取出附宰，剪开附辜管， 用无

菌玻璃针挑取一滴精液， 放入预先平衡于 C02 培养箱

中的、 液体石蜡(sigma ) 覆盖的 0.3 ml 受精用培养液

TYH[8J中，将精子扩散后取出玻璃针，放入 37 'C，

5%C02 温度 84%-99%条件下的 C02 培养箱内培养

1. 5 h ， 以备受精时用。

3. 卵子的准备

将供卵雌鼠皮下注射 PMSG(天津实验动物中心〉

5 iu , 48 小时后腹腔注射 5 iu 的 HCG(宁波激素制品

厂)进行促排处理， HCG 注射 12-16 h 后取出输卵

管，放入覆盖受精用培养液漓的液体石蜡中， 以小刀

将输卵管膨大部切下，用解剖针将卵块引入 0.2 ml 受

*国家自然科学基金资助项目 (5956700 1).

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




