
HGPRT 缺陷性人结肠癌细胞株的建立
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随着分子生物学技术的进步，真核细胞基

因的结构、功能、表达和调控等方面均获得迅速

的发展。培养细胞突变体研究已成为细胞生物

学主要的研究手段和 内容，它对许多研究技术

如细胞融合，单克隆抗体制备等也有很大实用

价值。人类细胞中 HGPRT 基因位于 X 染色体

q26-q27 位点，其 cDNA 全序列已被克隆、测

序[门，其编码产物是细胞合成瞟岭核昔酸补救

ji!í路的关键酶，次黄瞟 口令鸟瞟岭转磷酸核糖酶

(HGPRT) .此酶氨基酸序列已被确定【2J。当

HGPRT 基因突变时，此酶活性缺失，表现出对

8-氮鸟瞟岭(8-AG) 的抗性 (AG勺。本研究选用

乙基甲磺酸 (EMS) 诱导 人 结肠癌细 胞系

CCLl 87 细胞突变，然后用 8-AG 筛选药物抵

抗型 HGPRT 缺陷细胞株。

材料 和方法

I.细胞系

人结肠癌细胞系 CCL1 87 由美国哈佛医学院

Dana-Farber 肿瘤研究所惠赠.常规培养子 DMEM/

10% FCS 培养基中.

2. 试费1)

EMS、 8-AG 、 Anti-Mouse IgG-FITC (SIGMA) , ' H 

- Hypoxanthine (中科院原子能研究所) ,DEAE-Cellu­

lose(SERVA) ,DMEM (GIBCO) , DTT 、 PRPP(华美生

物制品公司) ，抗人结肠癌相关抗原 LEA 单克隆抗体

ND-1 由本室研制 L3J

3. EMS 处理及剂量选择

处于指数生长期的单层 CCL1 87 细胞 (1 0 ' /瓶) ，加

入 EMS 至终浓度分别为 100 ， 1 50 ， 200 ， 2 50 和 300

μg/时， 3 7'C ， 5%CO，作用 12 小时后，去除 EMS ，经膜

酶消化，制成单细胞悬液，台盼蓝染色后计数，计算野

生型 CCLl 87 细胞存活率.经重复试验，确定细胞存活

率为 70%时的 EMS 剂量 200μg/ml 作为突变剂量[41.

4 . 突变表型的诱导和筛选

将指数生长期的单层 CCL1 87 细胞 00'/瓶) ，加入

EMS 至 20年g/ml， 37 'C , 5%CO，作用 12 小时，去除

EMS ，用 PBS 洗两次 ，经膜酶消化，制成单细胞悬液 ，

按 103 细胞/瓶传代 ， 3 7'C ， 5 %CO，培养 7-10 天 ，至细

胞汇合后，按 10'/瓶接种传代。培养 24 小时后，加入 8-

AG 至终浓度 20μg/ml ，继续培养，筛选具有 AGR 表型

的 HGPRT 缺陷细胞川。

S. HAT 处理

将细胞按 10' /瓶接种子 HAT-DMEM 选择性培养

基， 37 'C ， 5 %CO，培养 (H: 10• mol /L ,A: 4 X 10-'mol/ 

L , T: 1. 6 X 10-'mol /L)，观察存活、生长情况。

6. HGPRT 缺陷型细胞的生物学特性

(1)形态学研究:常规光镜，电镜观察。

(2) 核型分析:常规染色体制片，染色，观察.

(3) 增殖状况:以 10'/瓶接种 MCL1 8 7 及 CCLl 87

细胞于 DMEM/5 %FCS 中，逐日定时取祥计数，将结

果按细胞浓度对数绘制生长曲线.

7. HGPRT 酶活性测定

将细胞悬液冻融裂解，以咀一 IMP 的形成为指标

作定量测定.取细胞裂解液 30μ1，加反应液 70μ1 7昆匀

(含 Tris-HCI. pH = 8. 0 , MgCl , , DTT , PRPP , BSA 

及'H - Hypoxanthine 分 别 5mmol/L， 9mmol/L , 

2mmol / L , 1mmol/ L , O. 5g/L , O. 06mmol/L) '.于 37 'C

反应 15mi n ，加入 1 50μl 预冷的 50mmol /LTris-HCI ，置

冰浴中终止反应.上 DEAE-Cellulose 柱，以 5ml Tris­

HCl 洗涤 ，最终以1. 5ml HCl (1mol/L)洗脱，进行液闪

计数测定[，]。

8. LEA 抗原在I-IGPRT 缺陷细胞表达的 FACS 分

析

将对数生长期的细胞经照li(i消化后制成单细胞悬

液，用 PBS(含 1 %BSA)洗两次，调整密度至 2 X 10' / 

ml . 取细胞悬液 100μ1，加 20μ1 ND-1 混匀，置 4 'C ，

4 5min ， PBS 洗 3 次，重悬于 100μ1 PBS ，加入 5μ1 Anti­

Mouse IgG-FITC 混匀，置 4 "C , 45min , PBS 洗 3 次，重

悬于1. Oml PBS ，加戊二澄至终浓度 0.05%固定后，上

F ACSon CBecton Dickinson ) ì测定[6]. 阴性对照以 PBS

替代 ND-1 单抗。
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1. HGPRT 缺陷株的建立

经 200μg/ml EMS 诱变后的细胞 (105 /

瓶) ，加入 8-AG 至终浓度 20月/时，继续培养

24 - 48 小时后，野生型细胞逐渐死亡，具有

AGR 表型的 HGPRT 缺陷细胞则能够存活。经

8-AG 选择的 HGPRT 缺陷细胞，继续传代培

养于 DMEM/IO%FCS (含 8-AG20μg/ml) 中。

经冻存复苏后仍具 AGR 表型，命名为

结

图 1 MCL187 ， CCLJ 87 细胞生长曲线

将 CCLl 87 及 MCL187 细胞悬液分别冻

融裂解，以3H-IMP 的形成为指标作定量测定。

重复测定结果，MCLl 87 比 CCLl 87 细胞 HG­

PRT 活性低约 80% ， 差异有显著性意义(表

HGPRT 活性测定结果(X士SD)

CCLl 87 
29. 。土 4.0

2435 . 。土 58. 0 

4. LEA 抗原在 MCL187 细胞的表达

经 FACS 测定， MCL187 细胞 LEA 抗原

表达阳性率为 88.26 % ， 其阳性峰平均道数为

164. 90，与野生型 CCLl 87 细胞 (86. 35 % , 

179 . 83)无显著性差异(图 2) 。

真核细胞在一定条件下可发生突变，并且

可经一定选择后筛选出缺陷型细胞系。突变种

或称缺陷株，应具有以下特征:表型改变是由于

MCL187 
27.0士 3. 0 

482.0土 37. 。

表 1

细胞株

本底 cpm

实验 cpm

论讨

P <O.O l 

MCLl 87 。

MCLl 87 细胞在 DMEM 培养基中常规培

养时生长良好，在 HAT-DMEM 选择性培养基

中不能存活。野生型 CCLl 87 细胞在 HAT­

DMEM 则能够存活。

2. MCL187 细胞的生物学特性

(1)形态学观察 MCLl 87 细胞与野生

型 CCLl 87 细胞相似，常规培养时在光镜下呈

多角形，贴壁生长，细胞间界限不情，相互重叠，

无接触性抑制 。 TEM 观察可见核大且形态多

样，可呈分叶状或锯齿状，数个核仁;溶酶体丰

富，线粒体由奋不明显，内质网稀少且分布散乱 ，

不规律，伪足中有内质网分布〈图版图 1) ;SEM 

下见细胞表面极不光滑 ， 多见针状，丝状，片状

伪足(图版图 2 ) 。

(2) 核型分析 MCLl 87 细胞染色体众

数在 50-59 之间，属亚三倍体范畴，与野生型

CCLl 87 细胞相似。

(3) 生长曲线 (囡 1)

3. HGPRT 酶活性测定

。
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L瓦A 抗原在如ICL187 细胞和 CCL187 细胞内表达的流式细胞术检测
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基因组的某一特定区域发生突变所致;表型变

化可以基因产物，如酶的形式表现;突变表型可

稳定遗传给后代 z 突变频率可由致突变剂的使

用而提高。人类细胞 HGPRT 基因位于 X 染色

体 q26-27 位点，全长 57kb ，由 9 个外显子和 8

个内含子组成，其 mRNA 转录本长 1. 6kb ，其

中蛋白编码区域有 654 个核昔酸[汀 ，基因产物

HGPRT ，由 2-4 个蛋白亚单位组成 ，是细胞合

成瞟岭核昔酸补救Jm路的关键酶，其特异性不

强，能将 8-AG 等瞟岭类似物掺入 DNA 分子

而引起细胞死亡。当 HGPRT 基因突变时，此酶

活性缺失，表现出对 8-AG 的抵抗性， 即 HG­

PRT 缺陷细胞能够在 8-AG 存在条件下存活，

野生型细胞则死亡。突变细胞由于其瞟岭核背

酸合成补救Jm路丧失，只能依赖于全程途径，当

此途径被氨基喋岭 (A)抑制时，在有外源性次

黄瞟岭 (H)存在时，野生型细胞存活，而突变型

细胞则死亡。以上特点构成了 HGPRT 缺陷型

细胞的筛选及其在杂交细胞制备等研究中应用

的理论基础川。 HGPRT 缺陷细胞系如 NS- 1

(Milstein , 1976) 、 Sp2/0(Shulman ， 1978) 等已

在单抗制备中被广泛应用。在人类疾病谱中 ，与

此相关的有 HGPRT 活性部分缺失所致的高尿

酸血症、痛风和完全缺失所致的 X 染色体连锁

的遗传病 Lesch-Nyhan 综合症[8J。此类疾病

中，迄今已发现多种形式的 HGPRT 基因突变，

但其与酶分子结构及酶活性改变之间的确切联

系尚无定论的。本研究首先应用化学突变剂

EMS 诱发人结肠癌细胞系 CCLl 87 突变，随后

用 8-AG 筛选药物抵抗型 突变株 ， 最终经 8-

AG 、 HAT 选择检测和相应酶活性分析，证明

已获得 HGPRT 缺陷 型人结肠癌细 胞株

MCLl 87 。 此缺陷株细胞 HGPRT 活性显著低

于野生型细胞，具有 AGR 表型，在 HAT 选择

性培养基中不能存活;生物学特性方面与野生

型细胞无明显差异，且细胞表面仍表达结肠癌

相关抗原 LEA。这为进一步应用此缺陷型细胞

株，将其与其它细胞融合产生新的杂交细胞系，

再用此杂交细胞系从事多种研究，如肿瘤细胞

逃避免疫监视和机体抗肿瘤免疫机制的研究，

肿瘤细胞恶性度分析，基因转移途径的探讨，外

来基因的表达、调控等研究提供了一个新的模

型。

摘 要

本研究首先用化学突变剂乙基甲确酸

(EMS)处理人结肠癌细胞系 CCLl 87 ，然后用

瞟岭类似物 8-氮鸟瞟岭 (8-AG)筛选次黄瞟岭

鸟瞟岭转磷酸核糖酶缺陷细胞 (HGPRT-) ，历

时半年，成功获得抗 8-AG 毒性突变体，即 HG­

PRT 缺陷细胞株 MCLl 87。该缺陷株细胞 HG­

PRT 酶活性显著低于野生型细胞，在 8-AG 中

能够存活，在 HAT 选择性培养基中则死亡，与

野生型细胞同样表达结肠癌相关抗原 LEA。此

缺陷株的成功建立，为杂交细胞制备及其应用

研究奠定了基础 。

关键词 :人类细胞系 HGPRT 缺陷株 结肠癌

肿瘤细关抗原
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THE ESTABLISHMENT OF HGPRT MUTANT FROM HUMAN 
COLORECTAL CARCINOMA CELL LINE(CCL187) 

HE Wu SONG Jin Dan 

CKey Laboratory of Cell Biology ,Ministry of Public HeaItb of Cbina ) 

ABSTRACT 

The wild type of human colorectal carcinoma CCL187 cells were treated firstly by a chemical carcinogen EMS for 

the induction of mutagenesis , then the mutant cells were selected in the medium containing 8-AG åt the concentration 

of 20μg/ml. After six months' screening.the HGPRT mutant line MCL1 87 was established . It was found that the mu­
tant cells could grow vigorously in the medium containing 8-AGC20μg/μ!)but not in HAT medium. The HGPRT assay 

showed a significant qllantitat ive difference between the HGPRT mlltant cells and the wild type. Expression of tllmor 

associated antigen LEA on the HGPRT mlltant cells was similar to that on the wi ld type. 

Key Words: Human cell line HGPRT mutant Colorectal carclnoma Tumor associated antlgen 

脉冲电场对真皮成纤维细胞生长和膜流动性的影响

张红锋陈树1毒· 王耀发陈家森·

(华东师范大学生物系·物理系 上海 200062) 

低频电磁场的生物效应是一个相当复杂的

问题，已有报道表明，电剌激可以影响生物大分

子(包括 DNA ， mRNA 和蛋白质)的合成，酶活

性，Ca2+运输，细胞增殖等[门。 Cadossi [2]研究了

低频脉冲电场 (E=4mV/cm 和 E=50mV/cm )

对人淋巴细胞增殖的影响。 Borgens 等[3]发现

脉冲电场对神经再生也起着重要作用。低频电

磁场对大肠杆菌和肿瘤细胞的增殖也表现出相

似的生物效应。]。我们曾研究过脉冲电场对表

皮细胞增殖能力的影响【气本文在真皮成纤维

细胞上进一步进行实验，并对两组结果做了 比

较研究。

脉冲电场引起细胞膜电位的改变，引起细

胞膜Jilí透性的变化[51 ，生物工程中外源基因的

导入和细胞融合都采用脉冲电场。我们以荧光

偏振方法，结合上述增殖实验的结果，选择了电

场作用 5 分钟(即显著促进细胞增殖)和 45 分

钟(即显著抑制细胞增殖〉这两 个条件，研究脉

冲电场对细胞膜流动性的影响。生物膜的流动

性是膜结构行使功能的基础，它与受体的运动

和信号传递，蛋白质通道的开闭和细胞内外物

质运输等代谢活动密切相关。通过这方面的研

究，将有助于在细胞水平上揭示低频电磁场的

作用机理。

材料和 方法

一、真皮成纤维细胞的离体培养

皮肤组织取自包皮环切手术，于 D-Hank's 液中

洗尽血迹 ，剪成 2 X 2mm' 的皮肤组织块，真皮面朝下

贴于培养瓶底部 .37"C静置 3-4 小时，使组织块紧紧

粘于瓶底，加入含 20%小牛血清的 MEM(GIBCO)培

养基 5ml /瓶 .37"(;5 %CO，培养箱恒温培养.待组织块

周围的细胞生长晕扩展以后，可进行传代培养，获得稳

定生长的真皮成纤维细胞.

二 、脉冲电场作用实验

实验中所采用的 f = 50Hz. t = 20间 .Epp= lV / m 

的脉冲电场来自我们自己研制的脉冲电场发生器.该

脉冲电场加在二圆形平板电极上，实验组样品细胞培

养板(或培养瓶〉置于二圆形平板电极之间.对实验组

细胞进行电场处理时 ，对照组和实验组细胞同时从培
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