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(EicheJe , 1989) 以及对同 ilJl，j)!型框基因复合体的表达

都有很大)ð响，Simeone et al. 1990 ) 。 在发育中的鸡

翅芽q~植入一颗含维生素 A 酸的小球，能使 XIH box I 

表达梯度扩展很大， 伴随这一现象的是在牺牲肢芽其

余部分的情况下，形成过多前肩结构的畸形(它们是

XIHbox 1 --一表达细胞的正常命运) (Oliver et al , 

19 90) 。 就 Hox ，j ::R:合体而言 ， 在鸡翅芽I刷品1宣入一

颗含维生素 A 酸的小球能诱发一系列同源异型框基因

的活性。它导致 Hox '.1表达的镜象茧复 (mirror image 

duplica tio时，这与维生素 A 酸引起的 趾的重复E相

关联 (Izpisua-Belmonte et al , 1991; Nohno et a l , 
1991 ) 。

很多其他份子也可能有关， N-CAM、 陈生长因

子， 1血外蛋白 Wingless(脊椎动物 中是 ínt- l)都已提

到过。很多配休尚未搞清的受 体已被分离出来 (Evans

1988) 。在果蝇中参与核调节蛋白 激活(如 notch ，

sevenlcss 和I bridc- of-sevenless ， 参 阅 Banerjec 和

Zipursky , 10ÐO) 的细胞表面 分子具有 (Co ffman et al , 

19 90) 或者设妞具有脊椎动物的同源分子。 已经知道

约有 50 种突变影响小鼠肢体的发育，也 许有些突变

就影响这个细胞问信号系统。 表达与同源异型框基因

的启动子融含的报告基因 (repQrter genes )梯度的转基

因小肌有助于这类分析。

这篇文景巾 ， 我们主要阐述了 XIH box 1 基因 ，
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脊椎功物约有 40 种不同的 Antennapedia 型同源异型

枢基因 ， 没有理由认为它们的表达模式会没有多少意

义。 XIH boxI 之所以特殊， 是因为较早的就有了与

多种脊椎动物的同源基因存在交叉反应的抗体。

在胚胎发生中， XIH box 1 在具有很不同发育潜

能的几个区段表达。首先， 它在躯体前部将休轴分成

一个同 ìJ~ü丰型区蛋白表达衍，包含巾胚臣 、 中央神经

系统和神经盼， 能观察3?1j它沿右身体末端逐渐减少。

其次 ， 它在|范幸亏肢芽的友育产生的前肢的侧板中胚层

中表达 ，在中胚F;';核中形成一个 A-P 表达梯度。 最后 ，

在羽毛的发育中 ， 真皮中的曰:形区表达之后是羽芽的

生侯，并在每个羽芽中产生新的 A-P 梯度。这样，实验

胚胎学称为形态发生梯度场区 (Harrison ， 19181 Hu­

xley 和 de Beer , 193 '.1)似乎具有一定分子基础， 能够

用可见的抗体标记物追踪。 看来对于脊椎动物建立模

式的问题已在胚胎发生中被一再应用 ， 也许是在这些

进行模式形成的细胞场区内提供了 A-P 极性。

我们已经讨论了同源异型区蛋白的梯度表达和移

植实验中所表明的形态发生场区行为之间的相互关

系。 我们也强调了 目前还没有直接的证明连接二者的

因果关系。 本文的目的在于激励大家思考和探索梯凄

场区一一一个时机已经成熟地开展分子水平研究的发

育问阁。

(王 莹译， 的弥白 、 姚曾序审校)

人血管内皮细胞生长因子的提取及活性测定

张 惕 全慰芳朱涵能盛民立

(上海医科大学放射医学研究所 200032) 

由单f~内皮细胞组成的血管内膜，形成血

液和组织之间的分界面的2 J ， 成为有选择性的

屏障。内皮细胞的结构及功能的改变在创伤愈

合[3] ， 血栓的形成 [2 J 、动脉粥样硬化[4 ， 5 ] 和辐

射引 j恒的出血[6 ， 7J等方面都起一定的作用。 然

而，进行这些方面的研究需要大量体外培养的

内皮细胞，但是人脐静脉内皮细胞(HUVEC )一

直被证实很难进行长期离体培养，因此耍解决

这个问题必 须要有一种能提高体外培养

HUVEC 的有丝分裂能力的物质。

1 979 年 ， Maciag . T[町等人在低温条 件

下， 从新鲜牛脑中提取出一种分子 量 约为 75

KD，对热不稳定， 能剌激 HUVEC 在 体夕|、生

长的酸性蛋白 ， 并称它为内皮细胞生长 因子

(ECGF)，从而有效地解决了这个问题。本实

验根据我室的条件， 从新鲜小牛脑中提取出内
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皮细胞生长因子(ECGF) ， 并对该 ECGF 的 促

HUVEC 增殖的作用进行证明。

材料与 方法

一 试剂

硫酸锻 (NH')2S0• ， AR 级(上海金山化工厂产) , 

丙烯殷胶 ，双丙烯跌胶 (Fluka 公司产 ) ; 十二院基磺酸

铀 (SDS) ， L-谷氨riIr.胶 (Merck 公司产) I 低分子量标

准奄白(中科院上海生化所东风试剂厂产 ) ， 1 型肢原

酶 (SIGMA 公司产:)，膜蛋白酶 (DIFCO 公司生产) , 

TC-199 培养基(日本产) ， 其余试剂 均为 AR 或 CP

级。实验过程用水均为去离子水，再经全玻璃蒸馆 器

重蒸后使用 。

二、方法

1 . ECGF 的提取。 本实验参考 Maci ag . T 等人

的方法[a] ，采用新鲜的小牛脑约 1 Kg，经生理盐水漂洗

后 ，加入 0.15 mol/L (NH') 2S0. 溶液，放在高速组织捣

碎机中匀浆。在 4"C条件下匀 浆 1 时后 ， 离经 8 ， 00 0

rpm , 4 0C下离心半小时。上清液按每 100 ml 加入 22

克的比例加入 (NH') 2S0• ，搅拌 10分钟后 ， 仍以同样

条件下离心半小时。其上清液再按每 10 :J ml 加入 50

克的比例加入过量的 (NH') 2S0" 搅拌 20 分钟后呈饱

和状态， 同样条件下再次离心半小时，然后取 沉 淀

物。将沉淀物在 4"C条件下用去离子水透析约 24-48

小时后 ， 在西德 Christ 公司由 ALPHA 2-5 型冷冻干

燥机中冻干。所得到的 ECGF 在 - 2:J"C中保存备用。

参考 LaemmW们 的方法，将所得到的 ECGF 用分

离胶浓度为 11%的垂直板式 SDS-PAGE进行分析，上

样量如照片(1)所示，电极缓冲液为含 l %SDS 和

0 . 192 mol/L 甘氨酸的 0.02 5 mol/L Tris 缓冲液 pH

8 . 3 ， 维持电流 30mA 左右，电泳 5 小时后 ， 取出凝肢

用考马斯亮蓝 G 250 显色后观察电泳图谱。

2.ECGF 对 HUVEC生长 的影响。 l ) HUVEC

的制备。 取新鲜胎儿的脐带经 D-Hank's 液冲洗后 ，

用。 . 1% 的 I 型胶原酶灌注静脉， 结扎后 ， 3 7"C消化

15 分钟。消化液离心后，弃去上请部分的酶液，沉于

试管底部的即为 HUVEC。用台盼蓝染色， 计数活细

胞。然后用含 20%小牛血清 (NBS ) 的 199 培养液在含

5 %C02 的 37"C培养箱中培养数天后 ， 用 PAP 法鉴定

细胞内的因子 VIIIR : Ag o 2)ECGF 促 HUVEC 增殖

作用的最适剂量的选择。 将 HUVEC按照每孔4 . 0 x 

10' 的活细胞数接种子 6 孔培养桥、内 ， 分别加 入溶解

于培养液中经灭菌过捷的含不同浓度 ( 0 陆/ml ， 50 μg/

ml , 1 5 0 μgjml ， 250 μgjml ， 350 μgjml ， 450 μgjml) 

的 ECGF ， 每个剂量 5 个孔， 每孔加 3 ml ， 仍置于含

5 %C02 的 37 0C培养箱中培养。每两天份别换一次含

相应浓度 ECGF 的培养液， 8 天后弃去培养液 ， 加 入

1 ml 0 . 25 %膜蛋白酶液和 1 ml 的 0.04%DETA，消

化 2 分钟 ， 每个剂量 5 个孔， 11:取 20 个样本作活细胞

计数，取平均值为该剂量的细胞数。 3)ECGF 作用后

HUVEC 增殖率的测定。 将 HUVEC 按每孔 4 .0 X 10 4

的活细胞数接种于 6 孔培养板内， 分别以经过灭菌过

滤的含 20 %NBS 的 19 9 培养液和含 35 0 j.lg/ mlECGF 

的 20%NBS 的 199培养液培养。每组 15 孔，以上述

同法培养。分别在 4 ， 7, 1 0 天时每组取 5 孔，消化

后 ， 每组取 2 0 个样本进行细胞计数。取其平均值为

该组该时相的细胞数， 并计算-出该时相的 HUVEC 增

殖率。 4) ECGF 对 HUVEC 长期培养作用的观察 。

将 HUVEC 用含 350 口 g/ml ECGF 的 20 % NBS 199 

培养液稀释， 使细胞密度达到 2 x 10 5/ml。以 4 ml 细

胞悬液接轨! 于 50 ml 的培养方瓶中，每两天换一次

同样的培养液。待细胞完全汇合， 用 0 .25 %的膜蛋白

酶液和 0.04% EDTA 以 1 : 1 7昆匀 ， 37 "C下消化 1-3

分钟 ， 10 00 rpm 离心后， 用 35 ~ μg/mlECGF 和 20%

NBS 199 培养液稀释细胞达到上述相同的细胞密度

数。接种培养瓶， 并用 PAP 法鉴定传代细 ，咆。 的

双酶抗酶 (PAP )法则定因子 VIIIR:Ag 鉴定 HUVEC。

培养的 HUVEC 细胞片经中性福尔马林固定后 ， 先与

兔抗人因子 VIIIR : Ag 血清在 4"C下孵育 48 小时，再

逐步分别与羊抗兔 IgG 血清军口兔 PAP血清和试剂在

37 0C下孵育 3 0 分钟 ， 然后避光与底物二氨基联苯胶

(DAB )在过氧化氢的作用下反应 10-15 分钟 ， 蒸馆7.k

冲洗 、干燥 ，透明 ， 封片 ， 显微镜下观察。对照组 1 用

Balb/C3 13 细胞代替 HUVEC ， 对照组 2 用 PBS 代替

兔抗人因子vm R : Ag 血清.

结 果

从小牛脑匀浆中粗提取的内皮细胞生长因

子 ( ECGF)是一种没黄色的絮状物，溶于培养

液后略有沉淀， 经灭茵过滤后不影响 HUVEC

的促进生长效应。 其胆固 醇含量为 0.14 吨/

mg。估计沉淀的主要成份为脑磷脂。 ECGF 粗

提物的 SDS-PAGE 分析(图版图 1 )，可见其中

成份复杂。 但在相当于标准蛋白 M r 67Kd-Mr 
94 Kd 带谱区域出现 ECGF 的特 异性条 带，
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图 1 不同剂量 ECGF 对 HUVEC 的增值作用

• :p< O. 01 

(图中箭头所示 )， 用迁移率法测定其分子量约

为 75 Kd， 与 Maciag. T ( 8 J 报道的结果相符。

图 1 显示了不同剂量 的 ECGF 对 HUVEC

的促进增殖作用。随 着 ECGF 浓度的增大，

细胞数亦呈上升 趋势，在 35 0 昭jml 时 ， 细

胞增殖数达到峰值， 而大于此剂量时 ， 细胞数

又略有下降。可见当所用培养液 中含 350μgj

ml ECGF 时，内皮细胞生长最为旺盛，此浓度

可视为 ECGF 促进 HUVEC 增殖作用的最适剂

量。
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固 2 ECGF 添加组与一般培养;在组中原代

HUVEC 地值的比较

. ;P< O.Ol 

图 2 的结果显示， 培养液中加入最适剂量

的 ECGF 后，随着培养日期的增加， 细胞数

增长 幅度不断提高， 在培养至第 4 天时使用

ECGF 组的细胞数比对照组提高 39 %，至第

10 天时使用了 ECGF 组的细胞数比对照 组提

高了 3 98 . 4% ， ( P< O. O l)有非常显著性意 义。

由 于图 1 、 图 2 两组 实验 均使用原代

HUVEC 进行， 并i细胞的接利I密度大大低于

正常 HUVEC 体外培养 所要求 的高密度条

件[l o - l Z ] ， 因此对照组的细胞未见增殖，而在其

他条件均相同的情况下， 在 ECGF 添加组 中

HUVEC 的增殖率则更为显著 (p< O.Ol) 。

在倒置相差显微镜下观察 ， 相同的培养条

件下， 含有最适剂量的 ECGF 培 养 液培养的

原代 HUVEC 6 小时后贴壁生长， 24 小时后

呈单层小集落， 分裂细胞较多，细胞呈长多角

形F 换液后 48 小时细胞集落继续增大， 一般

2 -3 天后形成排列密集的单层细胞z 连续传

代培养至第二十四代， 细胞形态均无明显变化

( 图版图 2 、 3 )， 第 3 天细胞亦基本汇合z 但

培养至第二十五代时，细胞增长速度减慢，胞

浆增多，细胞间隙较大 ， 培养第 3 天时细胞仍

没有汇合(图版图 4 ); 上述各代细胞用 PAP

法鉴定因子 VIIIR: Ag ， 结果均 为 阳性，棕

色颗粒均主要分布于胞浆内，近核部位更加明

显， 说明上述细胞均有 HUVEC 的特性，是

HUVEC o Balbj C 313 组的 结 果 为 阴性s 以

PBS 代替兔抗人因子 VIIIR: Ag 血清组亦为

阴性。

在倒置显微镜下观 察，用不 含 ECGF 的

培养液培养的原代 HUVEC， 最 初的生长情况

与前者相似， 但细胞较小，汇合所需时间较长

(5 -7 天) 1 传代培养到第三代时细胞非常瘦

小，胞浆稀少; 连续培养十多天也不汇合(图版

图 5 )，无法继续传代培养。这种情况符合国

内外有关文献的报道( 10- 1 2J。这三代细胞均用

PAP 法鉴定因子 VIIIR: Ag， 结果均为阳性。

讨论

60 年代 Maruyama( l3 J 开始了血管内皮 细

胞培养工作。 70 年代 laffe(I 4 J 用人脐静脉培

养成功并可传代的 HUVEC，同时建立了脐静

脉内皮细胞鉴定方· 法 。 80 年代 Gordon(I5 J 用

牛脑匀浆提取 ECGF 成功 地将 HUVEC 体外

传代培养至 28 代。近期国内也有 HUVEC 细胞

系 15 代和 6 代的研究报道( 16 - 1η ， 而我们自 己

提取的 ECGF 粗制品已经传代培养至 25 代 ，

HUVEC 体外存活可达四个月。 培养过程刊 l 我

.L 
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1a 细胞生物学杂志 1992 年

们观察了 ECGF 对原代培养细胞的影响， 发

现在相同的细胞接种密度下，不 加 ECGF 的

HUVEC 呈小多角形，增殖速度慢， 一般需体

外培养 5 一 7 天汇合。添加 ECGF 的体外培

养 HUVEC 接种后细胞贴附率高 ， 形态呈长多

角形。 双核分裂相细胞较多，有明显椭圆形核，

伴有 2 一 5 个核仁，细胞增殖速度快， 一般培

养 2 -3 天汇合。这两种培养效应似乎提示，

ECGF 作为 HUVEC 特异性有丝分裂原， 在 促

进内皮细胞分化和增殖的同时 ， 可引起相应形

态学上的某些改变，但并不会影响 日UVEC 的

生物学特性[ lZ - 13]。为了证实这一点， 我们又进

一步比较了 ECGF 对传代细胞的影响， 结果

表明不加 ECGF 的 HUVEC 传代后时附率低，

生长稀疏， 不能继续传代。 这种情况与 日UVEC

体外只能传至 1 - 2 代的报道 [ 1 8 ] 相一致。而

加ECGF 的细胞贴附增殖良好， 可以继续作传

代培养的结果与 Gordorí 的报迢[ 15]相比较也支

持了上述的推测 ， 说明 HUVEC 具有体外长期

传代培养的生物学特性，其生长需要 ECGF 的

支持 ，而 ECGF 的活性浓度则是 HUVEC 生长、

增殖、 分化的关键。 ECGF 在 20 % NBS 19 9 培

养液中的浓度低于或高于 350μg/ml 时，都会

直接影响 HUVEC 生长和传代培 养。只有当

ECGF 为最适活性浓度时， 才具有刺激静止期

HUVEC 增殖的作用。 因 此 ECGF 是 HUVEC

体外分化， 增殖和维持长期传代培养的重要物

质。

本实验采用的 ECGF 是一种粗制品， 经

测定其中含有分子量为 75 Kd 的蛋白成份。 由

于提取方法简便， 能1]备得率高， 而且不影响

HUVEC 生长所必须的条件， 在实 际培 养

HUVEC 中有着一定的实用价值。本文应用 的

ECGF 粗制品， 对于 HUVEC 的生物学特性和

生理功能，以及心血管疾病、 血管再生等方面

的影响将有待于进一步的研究。

摘 要

本文报j草了一种从牛脑匀浆中提取的

ECGF 粗制品， 在 20%NBS 199 培养液 中含

量达到 35 0μg/ml 时， 具有剌激静止期 HUVEC

增殖能力 ， 并可使 HUVEC 在体外传代培养至

2 5 代 。 这个结果说明 ECGF 是 HUVEC 体外

分化 、 增殖和维持长期传代培养的关键物质，

并为研究 HUVEC 的生物学特性和生理功能，

心血管疾病和血管再生等提供了一个重要的条

件。

因版 说明

1. ECGF 粗制品经 SDS-PAGE 分析后的电泳照片。

a. 为低分子量标准蛋白带谱，上样量为 2μg.

五种分子量的蛋白 自 上而下依次为 : 酸磷化酶

B(Mr 91 Kd ) ，牛血清白蛋白 (Mr 67 Kd) ， 肌 动

蛋白 (Mr 43 Kd ) ， 碳酸自干酶(Mr 30 Kd) ，烟草

花l叶病毒外完蛋白 (MrI7.5Kd ) 。

b.为 ECGF 粗制品的蛋白带谱， 上样置:为 25 阳，

经迁移率法测定， 图 r I~i箭头所指的 G 条 带 Mr

约为 75 Kd o 

2 . 用含 350 μgjml ECGF 的培养液培养的第 四代

HUVEC 第 3 天的生长情况。 (倒Et 杆|差显微

镜 x 100) 

3 . 用含 35 0 μgjml ECGF 的培养液培养的第十四 代

HUVEC 第 3 天的生长情况。(倒置相差显微

镜 x 100) 

4 . 用含 350μgjml ECGF 的培养液培养的第 二 十五

代 HUVEC 第 3 天的生长'I~í 况。(倒置相差显

微镜 x 200) 

5 . 不含 ECGF 的培养液培养的第 3 代 HUVEC 第 10

天的生长情况。(倒 l'C，' 相差显做主运 x 10~ ) 
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γ一干扰素对人大肠癌细胞系的生长棚制

作用和对细胞周期的影响

王 耳令戒人杰周 尤λ

(上海市免疫学研究所 200025) 

我们发现人大肠癌细胞倍 HLA 抗原异 常

表达和肿瘤细胞 DNA 含量(倍性)有关，而且

HLA 抗原的表达率愈市则肿瘤转移率愈低(1)。

为了了解 HLA 抗原表达与肿瘤生长增殖及预

后的内在联系， 我们还用 r 干扰素(IFNy)在休

外成功地诱导了三株大肠癌细胞系使其 HLA

抗原及癌胚抗原( CEA)表达增强[2) 。 在此 基

础上，本文进一步测定肿瘤生长增殖状态和细

胞周期的分布，目的是揭示与肿瘤细胞 HLA

抗原表达相关的某些因素间的变化的规律及意

义，为肿瘤免疫治疗提供依据。

材料与方法

一、人大肠癌细胞系 LoVo (结肠癌， 引 自 美国

ATCC) , HR 8348 (亘肠癌D和HCI (结肠癌) 。 后两者

自浙江省肿瘤所短系 [81 。

二、 IFN 抑制实验将LoVo、 HR 8348 和 HCI

分别以每孔 1ù3 、 10' f日 10 5 细胞纪(1m入 9 6:JL 平底细

刘新垣

(中国科学院上海生物化学研究所)

)也培养板， 细胞贴堕生佼2t1小时后，各孔加入含基

因重组 IFN y (中科院生化所ffjU)的培养液 0 . 3 时， 浓

度依次为 10 、 1 0 2 、 10 3 、 10' 和 10 5 Ujml ， 对照孔加

无 IENy 的培养液 ， 再培养 48 小时后检测 IFNy 的抑

制作用。另用 IFNy103Ujml 分别与细胞培养 21、

48、 72和 96 小时， 观察 IFNy 作用的时间效应。

三、向位素掺入 肿瘤细胞经 IFNy 作用后 ， 吸

去培养液，各孔中加入不合 IFNy 的培养液 0 . 2 ml 和

3H-TdR (上海原子核所， 比度 2 3 mCi j ml )0 .5 uCi。实

验对照未经 IFN γ 培养孔， 空白对照为无细胞孔，

3rc 、 5 %CO 2 培养 4 小时后 ， Hanks 液洗板， 各孔

用 O .l N KOH O .1ml 和 5%三氯醋酸。.1 ml 处理，

l次综细胞， 自 涉;闪仪测各孔 cpm 值， 并计算生长仰制

率z

生长抑制率(%) = 
( 加剧γ 孔 cpm 值 - 空白对照孔 cpm)
1- 不J:ïrlIFNY1Lcpm-m:-τ至白舟，前L- cpm)

x 100 % 

细胞 DNA 含且削定承_lj每月中泊医院曹世龙教授

。i导的 FCM 实驳室大力协助， 11争致谢惠。
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