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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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养箱中取出，置于室温下相同的时间， JlP待各实验组样

品电场处理完毕后，对照组和各实验组样品再同时放

入 37C5%CO，培养箱继续培养.在研究电场影响细胞

生长的实验中，将真皮成纤维细胞传代于 96 孔培养

板，对照组和各实验组样品均 由 48 孔组成，以便对实

验结果进行统计分析.电场处理时间分别为1. 5 ， 10 ，

15 ， 30 和 45 分钟.电场处理后继续培养 5 天 ，进行

MTT(嚓吆蓝〉比色分析. 在研究电场影响膜流动性的

实验中，将真皮成纤维细胞传代于培养瓶，每 3 瓶细胞

为一组，分成对照组和实验组〈电场处理 5 或 45 分

钟) ，进行荧光偏振度测定 .

三、Mπ 比色分析法检;j!IJ细胞增殖M

用无血清 MEM 培养基配制浓度为 5mg/m! 的

MTT 溶液.在样品细胞培养 5 天以后 ，同时将每孔的

培养液换成 100μl 的 MTT 溶液， 37C继续培养 4 小时

以上.吸去上消液，用 100μ! /孔二甲亚识充分溶解甲替

结晶.用酶联免疫检测仪测定各孔在 570nm 处的光密

x., - x" 
度值。按公式，CP=一号二二丘 X 100% ，计算细胞增殖变

A时

化百分率.式中 X实为实验组样品光密度值的平均值，

X'I 为对照组样品光密度值的平均值。并用 t 检验确定

实验组样品和对照组样品之间差异的显著性.

四、荧光偏振法检测膜流动性(7 . . J

1.配和tlDPH 液: 将 1 ， 6-二苯基-1. 3 ， 5-乙三

饰<DPH ， SIGMA 公司〉配成 2 X 10" mo! /L 四氢咬喃

贮存液，放于 4C冰箱中.使用时用 pH7. 。的D-Hank's

液稀释成 2 X 10" mo!/L DPH 使用液.

2. 荧光偏振度 P 的测定 当传代的真皮成纤维

细胞长满培养瓶底以后，经腕ìí~t肖化制成细胞悬液，每

3 瓶细胞为一组，分成对照组和实验组进行实验.实验

组在电场处理 5 或 45 分钟以后，即刻或室温继续培养

30 分钟以后，分别离心(l500rpm ， 10min)收集细胞.每

瓶细胞(约 5 X 10'cells) 加 2m! 2 X 10"mo!/ L DPH , 

25 'C混育 30 分钟，再用 D-Hank's 液洗涤一次 ，最后悬

浮在 3m! D-Hank气液中。周日立-850 型荧光分光光度

计测定荧光偏振度 P. 激发波长 362nm ， 发射波长

432nm ，分别测得 1" , I.L , Iv , IH 四组荧光偏振光强度.

(l… -GI ，飞
计算校正系数 G=Iv/IH' 由公式 pzJL-4 ，计算

(l,, +GI.L) 

荧光偏振度 P.

结果 和讨论

一、表 l 为不同作用时间的脉冲电场影响

真皮成纤维细胞增殖能力的实验结果，从对照

组和电场处理组的光密度值的平均值可以看

出，脉冲电场对细胞的分裂能力起着增强或抑

制的双向调节作用。这种调节作用与电场处理

时间有关。脉冲电场作用 1 分钟和 5 分钟，均产

生促进细胞增殖的效果，增加百分率分别为

+6.28%和 + 12.04% 。而较长时间 t注10 分钟

的作用则显著抑制细胞的正常增殖，电场作用

10 ， 15 ， 30 和 4 5 分钟的抑制百分率分别为

一16.33% ， -24. 37 % , -48.29% 和

- 54.21 % 。我们在成纤维细胞上重复了三次实

验，所得结果完全一致。电场作用 10 分钟是一

个转折点，当 t <10min ，产生促分裂作用， t~

10min ，产生抑制分裂的效果。本结果与我们在

脉冲电场影响表皮细胞生长能力的实验中所得

出的结论基本一致[飞在表皮细胞，受相同的脉

冲电场作用 l 和 5 分钟，促使细胞增殖能力提

高22.0%和 12.0% ，而较长时间 (t注 10 分钟)

的作用则抑制细胞的分裂活动。并且随电场作

用时间的延长，抑制百分率增大。

脉冲电场影响细胞增殖的作用机理，可能

表现在直接作用和间接作用两个方面，一是电

场直接作用于细胞结构和生化反应。沈海红

等[9J发现脉冲电场影响鸡胚脑细胞 cAMP 含

量和 Ca2+通道的活动。说明电场刺撒有可能通

过影响细胞的信号系统，改变细胞的增殖能力。

另一方面，脉冲电场有可能对细胞周围的环境

产生了影响(如培养液的理化特性)进而再间接

地影响那些促进或抑制细胞生长的效应。已有

报道[ 1 0J提出脉冲电场可以改变水等基质的理

化特性，如介电常数，导电率，渗透压，紫外、荧

光光密度值等。因此电场对细胞的作用是诸多

促进细胞生长的生物效应和抑制细胞生长的效

应的综合表现，也是直接作用机制和间接作用

机制的综合表现。在短时间的脉冲电场作用下，

促进细胞增殖的生物效应起主导作用，而在长

时间电场作用情况下，抑制细胞生长的效应大

于促进细胞生长的效应，结果导致细胞增殖受

抑制 。

二、脉冲电场对膜动力学的影响的实验结
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果表明(表 2) ，在电场作用后即刻测得的荧光

偏振度 P 说明，脉冲电场作用 5 分钟，使真皮成

纤维细胞的膜流动性显著增加 (P<o.o日，而

电场作用 45 分钟对膜的流动性没有明显影响

(P>0.25) 。然而，电场作用以后继续培养细胞

30 分钟，发现电场作用 5 分钟引起的细胞膜流

动性增加得到恢复(P> 0.2) ，而电场作用 45

分钟，则导致膜流动性的明显降低(P<0.02) 。

结果表明，电场促使细胞膜流动性增大的

效果表现得较快，而降低膜流动性的效果表现

在处理后的 30 分钟。 可见，电场引起膜流动性

增加和减慢的机理是不相同的。短时间 (t=

5min)脉冲电场处理，可以增加细胞膜的流动

性，而撤除电场以后，膜的流动性会逐渐恢复到

对照组水平。在脉冲电场作用下，磷脂分子等生

物大分子有可能发生极化和沿电场方向的重新

排布等现象，从而导致膜脂分子的流动性增大。

而较长时间 (t= 45min) 的 电场处理后，可能对

细胞周围的环境产生了影响，如自由基的发生

等，导致膜脂分子中不饱和脂肪酸的过氧化，最

终引起膜脂分子的固化，这是一种累积的变化

过程，所以电场所引起的膜流动性减慢发生在

电场处理之后的一段时间间隔 (约 30 分钟) 以

后。

我们选择了脉冲电场处理 5 分钟和 45 分

钟两种条件，观察其对膜流动性的影响，目的在

于了解膜流动性的改变与细胞增殖能力的改变

之间有无相关性。结果发现，电场作用 5 分钟 ，

可以促进真皮成纤维细胞分裂，膜流动性也显

著增加。而电场作用 45 分钟，可以抑制细胞分

裂，膜流动性则明显降低。由于膜流动性的增加

促进了细胞内外物质的运输和信号转换，从而

使细胞的代谢活动变得旺盛[111. 膜脂分子的固

化则会影响膜蛋白(包括受体、酶和载体蛋白)

的功能表现，从而进一步影响那些调控细胞周

期的重要环节 。因此，我们认为膜流动性的改变

可能对细胞增殖能力的变化有一定的影响。

表 1 不同作用时间的脉冲电场对细胞增殖的影响

组号 1 

电刺激时间 t(min) 。

O.D 值 (X士SD)
o. 140 
土 0.04 0

CP( %) 

P 值

势差异显著 .n=48

电剌激时间 t ， (min) 。

剌激后培养时间
。t ,(min) 

荧光偏振度 P O. 243土 0.011

P 值

骨差异显著 .n=6

摘 要

2 3 4 5 6 7 

l 5 10 15 30 45 
0. 149 o. 157 0.117 o. 106 0.073 0.064 
土 o . 058 土 0.042 土 0.020 士 0.029 土 0.06 1 土 0.020

+6.28 +12.04 一 16 . 33 一 24. 37 -48.29 -54.21 

P<0. 05 . P<O. OOl' P<0.001' P<0.001' P<0. 001' P<0.001' 

表 2 脉冲电场对细胞膜流动性的影响

5 

。

0 . 227 土 0.012

P<O. 05' 

45 。 5 45 

。 30 30 30 

O. 249土 0.020 O. 250土 0 . 008 0.24 3土 0.020 0.270土 O. 070 

P>0. 25 P >0.2 P<二0.02'

P <O. 001) ，而较长时间 (t注 10 分钟)的电场作

用则显著抑制细胞的正常增殖 (P<0.001) 。

采用 MTT 比色分析法检测脉冲电场 (f=

50Hz.t=20间 .Epp= 1V 1m) ， 对真皮成纤维细

胞增殖的影响，结果表明， 电场作用 1 分钟和 5

分钟，均产生促进细胞增殖的效果 (P<0.05 和

采用荧光偏振法研究了脉冲电场对真皮成

纤维细胞膜流动性的影响。结果表明，电场作用

5 分钟后即刻引起膜流动性的显著增加。而电

场作用 45 分钟后，需经过一段时间的温育 (30
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分钟) ，才表现出膜流动性的降低。说明不同作

用时间的电场可以造成膜流动性的增加或降

低，而且对膜流动性的影响是可逆的。我们认

为，脉冲电场所引起的膜流动性改变是细胞分

裂能力发生变化的原因之一。

关键词 g 脉冲电场 Mπ 比色分析法 荧光偏振

度膜流动性
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THE EFFECTS OF PULSED ELECTRIC FIELD ON DERMAL 

FIBROßLAST PROLIFERA TION AND MEMßRANE FLUIDITY 

ZHANG Hong Feng CHEN Shu De 'WANG Yao Fa CHEN Jia Sen' 

(Biology De户artme1lt. • Physics Ðeþartment .East Chilla N017l1al U lI iversity) 

ABSTRACT 

The effect of pulsed electric field(f= 50Hz.τ=20μs. Epp = 1 V /m)on dermal fibroblast proliferation was investi­

gated by the MTT colorimetric a臼ay. It was found that the cell proliferation can be improved in short exposure time 

(t<10min).but inhibited in longer exposure time(t~l Omin). We also examined the membrane fluidity with f1uores­

cence polarization. The results demonstrated that the low frequency pulsed field can affect the membrane f1uidity.and 

the membrane f1uidity is changed in correspondence with the alteration of cell proliferation. 

Key words: PuIsed electric Cield 

CIuidity 

MTf colorimetric a皿ay Fluorescence polarlgation. 

紫外照射对 DNA 修复基因 RAD24 转录的影响铮
未应Z在科云傅欣贾2乏珍主坦君 ..

(北京医科大学第三临床医学院 北京 100083) 

Membrane 

到目前为止，人们对原核生物大肠杆菌

DNA 的修复已研究得相当清楚，但对真核细胞

〈包括人类细胞)DNA 修复机制的阐明仍受到

极大的限制川。酿酒酵母(S. cerevisiae)是单细

胞真核生物，它的基因组比较简单，易于操作，

·本课题获国家自然科学基金(No.39670235)资助.

..北京医科大学生化与分子生物学系.
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