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提高最终产物的特异性。
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FACTORS EFFECT ON REVERSE TRANSCRIPTION PCR 

XING Yong Na LU Da Ru QIU Xin Fang XUE Jing Lun 

Clnstitute 0/ Genetics , Fudall U lIiversity , 200433) 

ABSTRACT 

This paper described several factors effect on reverse transcription PCR. The denaturing and annealing tempera­

tllre .RNA template .reverse transcriptase and nested primer were described ,disc lIssed and recommended. 
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5划
用NAG 酶活性荧光测定法检测 3T3 细胞增殖及其应用

丁焕文何锡煌· 苏增贵

(广州军区广州总医院骨科 510010) 

碱性成纤维细胞生长因子 (basic fibrob­

last growth factor , bFGF)是一种在体内分布

广泛、生理功能重要的生长因子[门，最近因发现

其与多种组织如软组织【2]、软骨组织[3] 、骨组

织川、神经组织阳等的损伤修复过程有关而愈

来愈受到重视。在研究 bFGF 过程中，建立一种

快速、敏感、有效的 bFGF 生物活性鉴定方法相

当重要，本实验根据许多组织细胞中均含有一

种溶酶体酶一-N-乙酌氨基葡萄糖昔酶 (N­

acetyl-ß-D-glucosaminidase) ，该酶能使底物令

甲基伞形嗣-乙酷氨基葡萄糖背( 4-methyl - um-

belliferyl - N -acetyl - ß-D-gl ucosaminide , 4MU­

NAG)分解产生荧光物质令甲基伞形嗣 (4-

methyl-umbelliferyl ， 4MU)的原理而建立一种

新的 bFGF 生物活性鉴定法一-3T3 细胞

NAG 酶活性荧光测定法，取得了较好的结果。

现将实验方法及结果报告如下。

本课题受全军 95 青年基金部分资助，课题编号

96Q017. 

·第三军医大学西南医院外科教研室，重庆，

400038. 
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材料与 方法

1 . 主要试1ilJ

4MU-NAG 为天津市医药科学研究所产品，

DMEM 培养液(Dolbecco's modified Eagle's medium) 

为 Gibco 公司产品， Triton X - 100 为 Sigma 公司产

品，上海化学试剂采供站分装，其余均为国产分析纯.

2. 细胞株

3T3 细胞为小鼠成纤维细胞株，由第三军医大学

烧伤研究所赵雄飞教授惠赠，于含 10%小牛血清的

DMEM 培养液中传代培养.

3. bFGF 来源

按 Gospodarowicz[6J介绍的方法从牛脑垂体中提

纯并加以鉴定. bFGF 标准品为宝灵受公司产品.

4. 3T3 细胞数目与其 NAG 酶活性的关系

取不同浓度 3T3 细胞悬浮液 100μ1(含 10' - }' 5 

X 10' 个细胞)加入试管，再加 O. 25%Triton X-100 溶

液 100μI ， O.lmol /L 拧核酸-Na ，HPO‘缀冲液 (pH 4. 

8)800μ1.2.0 mol/L 4MU-NAG 底物液 100μ1.37 "C反

应 60 min 后加甘氨酸终止液 (pH 9.9 、 0.17 mol/L 甘

氨酸-Na，CO，缓冲液) 2 mI.于荧光分光光度计<Hi­

tachi 公司)上测各管于 358/447 nm(狭缝 5/5 nm)处

的荧光强度值，均一式三份，取其均值.

5. 维持 3T3 细胞正常存活的簸适宜血清浓度以

及检jjlJNAG 酶活性最佳时间的选定

取生长融合状态的 3T3 细胞以 0.25%膜蛋白酶

溶液消化，使之悬浮于含 10%小牛血清的 DMEM 培

养液中，接种三块 96 孔培养板，细胞密度 10' 个/孔，每

块培养板均于 8 h 后倾去培养液 .PBS 洗三次，每三孔

为一组，同时分别以不同浓度的小牛血清 (0.2% 、

0.4% 、 0.8% 、1. 5% 、 3% 、 5% 、 10%)培养，子培养24 h 、

48 h 、 72 h 分别取一块培养板测各孔的 NAG 酶活性。

6. 采用 3T3 细胞作为靶细胞捡jjlJ bFGF 的生物活

性

按与上相同方法接种 3T3 细胞于 96 孔培养板、8

h 后换含 0.4%小牛血清的 DMEM 培养液，再过 24 h 

后换含 0.4%小牛血清、0.5%牛血清白蛋白、不同浓度

bFGF 样品或 bFGF 标准品的 DMEM 培养液，刺激 48

h 测各孔的 NAG 酶活性。

7. 3T3 细胞的 NAG 酶活性测定方法

将待测 96 孔培养板倾去培养液 .3T3 细胞以 PBS

洗三次，加 O. 25%t riton X-100 每孔 100 μ1. 数分钟后

移入试管，每管加拧橡酸-Na，HPO. 缀冲液 800 ul. 

4MU-NAG 底物液 100μI.于 37 "C反应 60 min 后加甘

氨酸终止液 2 时，于荧光分光光度计上测各管的荧光

强度.

结 果

1. 3T3 细胞数目与其 NAG 酶活性关系

3T3 细胞是 bFGF 的靶细胞之一，常用作

检测 bFGF 生物活性的工具。由于以检测 3T3

细胞 NAG 酶活性来反映其增殖状况以往未见

报道，因此我们首先检测了 3T3 细胞数目与其

NAG 酶活性的关系，结果显示 (见图1): 3T3 

细胞数目在 103
- 1. 5 X 105 之间与其 NAG 酶

活性呈线性关系 (n=9 ， r =0. 997 ,p<0. 01)，同

上重复 3 次，相关系数 r 均大于 O. 995。这表明

用 3T3 细胞 NAG 酶活性来反映其增殖状况是

可行的，而且检测下限细胞数目低达 103 个，故

该方法足够敏感，能用于 96 孔培养板中 3T3

细胞增殖状况的检测。
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图 1 3T3 细胞数目与其 NAG 酶活性的关系

2. 维持 3T3 细胞正常存活的最适宜血清

浓度

以不同浓度小牛血清培养 3T3 细胞的结

果见图 2。从该图看出:以 0.4 %一0.8%小牛血

清培养时 3T3 细胞能够正常存活而呈微增殖

状态，在此基础上加入 bFGF 或其他剌激细胞

生长的因素则易显示其促进作用;而小牛血清

浓度低于 0.2%时，不能维持 3T3 细胞于正常

存活状态，使细胞产生不可逆损害，失去对

bFGF 的反应能力;小牛血清浓度高于1. 5 %时
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3T3 细胞生长已经较快，在此基础上加入 到最大增殖效应的一半时的 bFGF 浓度。

bFGF 或其他剌激细胞生长的因素均不易显示 bFGF 样品 、 标准品生物活性鉴定的结果

其促进作用。故维持 3T3 细胞正常存活的最适 见表 1 ，其 ED 50 值分别为 3.59ng/ml 、1. 84 

血清浓度为 0.4 %一0. 8 % 。

J「
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棋
似
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小牛血，胃浓度 (%)

图 2 不同浓度小牛血清培养 3T3 细胞的增殖结
果

3. 检测 3T3 细胞 NAG 酶活性最佳时机

以不同浓度小牛血清培养 3T3 细胞， 24 h 

检测时各不同浓度小牛血清组之间 NAG 酶活

性没有明显区别，而 48 h 检测时效果较好，真

实地反映了各不同浓度小牛血清组之间细胞增

殖状况的差异，因此检测 3T3 细胞 NAG 酶活

性以培养 48 h 时进行为宜(见图 3 ) 。

30 
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图 3 不同培养时间检测 3'0细胞 NAG 酶活性
的结果

4. bFGF 生物活性鉴定结果

图 4 为提纯 bFGF 样品促 3T3 细胞增殖

的剂量效应曲线，可以看出 bFGF 样品在0.1-

35 ng/ml 之间能明显促进 3T3 细胞增殖，且具

有良好的剂量效应 关系，其 ED 50 值为

3. 59 ng/mlo ED 50 值为引起 3T3 细胞增殖达

ng/ml 、这表明 bFGF 样品较 bFGF 标准品生

物活性差。

160 r 
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bFGF 浓度 (ng/ml)

图 4 bFGF 样品对 3T3 细胞增殖的影响

bFGF 样品、标准品生物活性鉴定的结果

见表 1 (见下页) ，其 ED50 值分别为 3. 59ng/ 

ml 、1. 84ng/时，这表明 bFGF 样品较 bFGF 标

准品生物活性差。

讨 论

NAG 酶是降解糖基成分的溶酶体酶，广泛

存在于多种组织细胞中 ，NAG 酶活性的改变能

反映多种活细胞的增殖和功能状况，以往常用

检测 L 929 、 SMMC-772 1 、 WILL- 2 等细胞的

NAG 酶活性来反映其增殖状况，进行 TNF 、

IFN-r 、 IL- 2 等生物活性鉴定。本实验首次证实

NAG 酶活性荧光测定法亦能检测 3T3 细胞增

殖。

3T3 细胞是 bFGF 的靶细胞之一，常被用

来作为检测 bFGF 生物活性的工具，以往在

bFGF 生物活性鉴定过程中检测 3T3 细胞增殖

最早使用细胞计数法[61 ，该方法较为古老，易受

操作者主观因素影响，而且检测周期太长，一般

需加入 bFGF 剌激 5 天才开始做细胞计数。后

来引入的3H - TdR参入法川虽然克服了以上
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襄 1 bFGF 样品、bFGF 标准品促 3T3 细胞增磕结果(以 NAG 酶活性表示)

浓度 (ng/m)) O(对照) o. 1 o. 25 o. 5 1 2. 5 5 10 25 35 

bFGF 样品 2.11土 5.54土 6.82土 20. 33土 29.08士 39 . 08土 54 . 98土 7 1. 04土 104 . 27士 138.4土

3.35 3.11 0.19 4.96.. 1. 96..6.10'.6.56..3.66.. 13.50.. 12.14.. 
bFGF 标准品 2.11 士 6.74 士 18.23士 28.5土 35. 87 土 54 . 98土 69 . 12土 97.57土 1 3 1. 47土 75.26士

3.35 0.19 4.77. . 2.39.. 3.56.. 9.28.. 2.15.. 9. 76.. 2.55.' 11. 71" 

注:. P<O. 05 •• P<O. 01(与对照组比较〉

不足，但因使用放射性同位素致操作不太方便，

易污染环境，且数值不太稳定，重复性差;我们

参照 Landegren [8]、彭代智川等介绍的方法 ，采

用 3T3 细胞 NAG 酶活性荧光测定法来进行

bFGF 的生物活性鉴定，效果较佳，我们体会到

该方法与上述两种方法相比，具有检测周期短、

操作方便、没有放射性同位素危害、数值稳定、

重复性好等优点。

本实验证实 bFGF 样品、标准品均能促进

3T3 细胞增殖，其 ED 50 值分别为 3. 59 ng/ 

ml 、1. 84 ng/时，表明 bFGF 样品较 bFGF 标准

品生物活性差。由于 bFGF 是一种对热不稳定、

易被蛋白酶降解的生长因子，因此我们认为

bFGF 样品较 bFGF 标准品生物活性差可能与

提纯过程中 bFGF 样品活性丧失以及样品纯度

较 bFGF 标准品低有关。

观察 3T3 细胞增殖反应时正确选定维持

细胞正常存活的最适血清浓度和细胞接种密度

相当重要。只有维持 3T3 细胞于正常存活而呈

微增殖状况，才能对加入的 bFGF 或其它促成

纤维细胞增殖的因子产生敏感反应。但是该最

适小牛血清浓度易受多种因素影响，如不同批

号小牛血清营养成分的差异、血清灭活方式、细

胞生长状态等。本实验以 56 'C 、 30 min 灭活小

牛血清，测得维持 3T3 细胞正常存活的最适宜

血清浓度为 0.4%-0.8% 。接种 3T3 细胞密度

亦很重要，接种密度太高则因培养孔内细胞过

早长至密集状态而导致细胞生长受抑制，其

NAG 酶活性反而下降;接种密度太低则因检测

方法灵敏度不够而影响结果，故接种细胞密度

与细胞生长速度、培养时间有关，细胞生长较

快、培养时间长则接种密度宜低，反之接种密度

可高一些，本实验于培养 48 h 检测 NAG 酶活

性时 3T3 细胞接种密度以 103
- 1. 5 X 103 个/

孔 ( 96 孔培养板)为宜。

目前检测 NAG 酶活性有两种方法:我们

采用荧光法以 4MU-NAG 为底物，需在荧光分

光光度计上测结果;另一种方法一一比色法以

p-硝基酌-NAG 为底物，需在酶联免疫检测仪

上比色测定结果[ 10] 。这两种方法原理相同，灵

敏度较高，能用于 96 孔培养板中细胞数目的检

测 。 3T3 细胞 NAG 酶活性荧光测定法系微量

测定方法，消耗试剂少而且所用试剂均有国产

供应，成本低，适宜于推广应用。

摘要

设计采用 NAG 酶活性荧光测定法检测

3T3 细胞增殖，本实验确立了检测 3T3 细胞

NAG 酶活性的一些实验条件，并将该方法用于

bFGF 的生物活性鉴定。结果: (1) 3T3 细胞数

目在 1 03
- 1. 5 X 105 之间与 NAG 酶活性成直

线关系，且检测下限细胞数目低达 103 个细胞，

表明该方法灵敏度高。 (2) 接种 3T3 细胞密度

以 103
- 1. 5 X 103 /孔 (96 孔培养板)为宜。 (3)

维持 3T3 细胞正常成活的最适血清浓度为

0.4%一0.8 % 0 (4) 检测 3T3 细胞 NAG 酶活

性以样品刺撒培养 48 h 为宜。 (5) bFGF 样品

与标准品一样能促进 3T3 细胞增殖，但 bFGF

样品生物活性较 bFGF 标准品差。结论 :NAG

酶活性测定法能用来检测 3T3 细胞增殖，该方
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法优于以往的细胞计数法、 3H-TdR 参入法。

关键词: 4-甲基伞形自同-乙就氨基葡萄糖营 3T3 

细胞碱性成纤维细胞生长因子
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DETERMIN ATION OF 3T3 CELL PROLIFERATION BY 

MONITORING N-acetyl-ß-D-GLUCOSAMINIDASE 

ACTIVITY AND ITS APPLICATION 

DING Huan Wen SU Zeng Gui 

wφa，.tment o/Ortho户edics.Guangzhou General Hos户ital 0/ Guangzhou Command • Guangzhou. 510010) 

HE Xi Huang 

(De户artmellt o/Ortho户edics .Southτuest Hos卢ital.Third Military Medical College.Chollgqillg. 400038) 

ABSTRACT 

ln the present study 3T3 cell numbers were determined by monitoring its N-acetyl-ß-D-glucosaminidase activity. 

We studied the experimental condition of the method.and the bioactivity of bFGF was determined by the method . It 

was found that 3T3 cell numbers are proportional to its N-acetyl-βD-glucosaminidase activity. The experimental con­

dition: 1. 3T3 cells were seeded to 96-well Micro Test plate about 10'-1. 5 X 10' per well. 2. 3T3 cells has a maximal 

response to bFGF when they were maintained in a low serum concentration between O. 4 % and O. 8 % calf serum. 3. 

N-acetyl-βD-glucosaminidase activity of 3T3 cells should be monitored after 48 hours of culture. 4. bFGF samples 

stimulated 3T3 cells proliferation as bFGF standard. Therefore 3T3 cell numbers can be determined by monitoring its 

N-acetyl -ß-D-glucosaminidase activity. 

Key words: 4-methyl-umbeIliCeryl-N-acetyl-ß-D-glucosaminide 3T3 cell ßasic fibroblast .growth Cactor 

用改进的 Mg++沉淀多聚核糖体法分离胞质 mRNA

张西乎荧磊张楚翁玉手~生

(武汉大学生命科学学院 430072) 

mRNA 的分离对于基因表达的调控，核酸

结构的分析及基因工程等方面的研究是十分重

要的手段和工具。提取细胞 mRNA 目前大多采

夏伏建

(中国农科院油料作物研究所武汉 430062) 

用异硫氨酸版(1)或酸盼方法(1)得到总 RNA.继

而用 oligo CdT) -纤维素层析柱或偶联有 oligo

CdT)的磁珠纯化 mRNA。这些方法不需超离
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