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疏基蛋白酶抑制陈对体外培养细胞生长的影响

手l、讼冯建芳 i王淑荣程改花陈明哲

(北京医科大学第三医院心Jfrl 管研究室 100083) 

自 1981 年 Barrett [l J 从鸡卵请中分离纯化

了蔬基蛋白酶抑制肤 C(命名为 Cystatin C 或

简称 CPlc) o CPlc在动植物体内的分布[Z] ， 理

化性质以及其分子结构已得到 较 深入的研

究[句 ， 近年来 CPlc 的基因结构和基因工程也

取得了很大进展[仆。而 CPlc 的生物学功 能，

尤其是细胞生物学功能方面却知之甚少。

198 6 年 Suhar[ 5J 曾发现 CPIc 对仓鼠 肺成

纤维细胞生长有微弱的 促 进作用 ， 1988 年

Korbelik[ 6J发现 CPlc 对肿瘤细胞有轻微的抑

制作用 ， 而对非肿瘤细胞则有轻微 的促进作

用。 19 89 年 Sun [7 J研究了 CPlc 的 FormI ( CP­

Ic-I)和 Form 1I (CPlc- 1I )对细胞的增殖作用。

发现 CPlc- lI 对 小鼠 3 T 3 成纤维细胞有 较强

的促生长作用，而 Kirsten 鼠肉瘤病毒转化 的

细胞 K-3T 3 成纤维细胞对其更为敏感。 而

CPlc- 1 的作用则不明显。本文研究了 CPlc­

E 对- NC3H 10 , TC3HIO , 2BS , SHR 平口

WKY 大鼠主动脉血管平滑肌细胞以及大鼠乳

鼠心肌细胞生长的作用。

材料与方法

一、材料 polybuffer 74 , polybuffer exchanger 

94 , Sepharose 4 B (pharmasia 公司) ， papain，腆乙

酸， 澳化氨 (sigma 公司) ， Trypsin (Difco) 0 3H-TdR 

(中国科学院原子能所)0 DMEM (GIBCO , Grand 

sIsland , NY)。小牛血清(北京北郊农场血清组) 0 96 

孔， 48 孔培养板 (Nunc)。其他化学试剂均为 AR 试

剂.
Cm-papain-Sepharose 4 B 按 A nastasi [ 31方法制

备.

小鼠成纤维细胞 C3H10Td2CL 8 (简称 NC 3 H I0) ，

其特点是转化率低。有相应的由 3H-TdR 转化的恶性

细胞(简称 TC 3 H I0) (中国预防医学中心朴长清提

供) ， 人胚肺成纤维细胞株 2 BS(北京生物制品所提

供) ， 大鼠主动脉血管平滑肌细胞 SHR 和 WKY (医科

院心血管研究所) ， Wister 大鼠乳鼠心肌细胞制备按

前文[ 8 1 。

二、鸡琼基蛋白酶抑制陈 C 二型一-CPlcI- n 制

备和纯化 以鸡卵清为材料，具体程序按 Anastasi[ 3 1

方法进行。主要有三步: (1)以 pH3.0 的甲酸铀缓

冲液阅 pH 至6 . 5 ， 沉淀卵粘蛋白。 (2) 用 Cm-papain­

Sepharose 4 B 进行亲和层析， 结合鸡卵清中的 CPlc。

(3 ) 用 polybuffer exchanger 94 进行聚焦层析， 分

离纯化 CPlc→ I 和 CPlc-n 。所得制品以饱和硫酸钱

沉淀形式， 存于- 5 0C以下。 使用前进行透析脱盐并

与适当的培养基透析平衡。

三、 细胞培养 所有细胞一般都接种在含 10%小

牛血清的 DMEM 培养液-10%CS-DMEM 的培养

板或培养瓶中 ， 培养在 37 "C 、 5 %C02 的培养箱内.

细胞传代均以~酶 (merck)EDTA 溶液消化， 消化时

间和所用膜酶浓度视不同细胞而定。

四、细胞计数及蛋白定量 将细胞接种于 24 孔培

养板， 每孔 400 μ1 ， 密度 2 x 10 4/cm2 左右。在亚最适

条件 (suboptimum )下 : 以 I%CS-DMEM 为培养 液，

37"C, 5 %C02 培养， 实验组加入浓度为 200 μg/ml

CJ'Ic- II ， 培养不同时间后，吸去培养液， 用胶 酶

EDTA 溶液消化， 制成细胞悬液，镜下计数。或用冻

融法使细胞裂解， 溶胞液以考马斯 亮蓝 G 250 显色

法[9 1测定其 ODS9S ' 以 BSA 为标准，求得相应蛋白含

量。

豆、 3H-TdR 参入DNA 测定 细胞接种于 96 孔

培养板， 每孔 200 μ1 ， 密度 1 X 10./cm2, 以 DMEM-

10 %CS 为培养液， 37"C, 5%C02 培养至细胞未成完
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全融合单层 (subconfluent layer ) 。移去培养液， 换用

无血清 DMEM，继续启养 28 小时， 使细胞同步进入

Go 期 ，然后换用低浓度血清 DMEM-0 . 5-4 %CS 370C , 

5 %C02 培养，启动细胞周期， 实验组加入不同浓度的

CPlc- II ， 培养 20 小时后， 每 孔加 入 0 . 4 μCi 3H­

TdR ， 再培养 2- 3 小时，吸去培养液， 用 10 % 冷

TCA 固定细胞 3 分钟 ， 以冷 DMEM 轻轻j刷洗三次。最

后加入 200μ1 l %SDS 、 0 . 1 rnol/ L NaOH 溶液在 3 7 0C

保温 10 分钟溶解细胞。将细胞溶解液转移入闪烁瓶，

加入 4 rnl 闪烁液 (21 g PPO , 1L Tritonx-100, 2 L 甲

;;白 ， 在闪烁仪上测定 CPM。

生胞细

1. CPlc- n 对 TC 3 H 10 细胞呈现明显的

生长刺激作用，其作用表现为 以下 三方面z

(1)促进 3 日-TdR 参入细胞 DNA ， 其参入量

随 CPlc- n 浓度增高而增加， 呈 剂量相关性

( 图 1)0 (2) 促进细 胞蛋 白质合成。 在

DMEM-1 %CS 的亚最适条件下， 实验组细胞蛋

白质合成均高于对照，接和í l后 72 小 时达最高

峰(图 2) 0 ( 3 ) 促进细胞数增加 ， 在上述条件

下实验组 24 h、 48 h 、 72 h 、 96 h 的细胞数都

高于对照。(图 3 )。

2. 对不同组织来源的几种细胞的 影响。

用 NC 3 H 10 , TC 3 H 10 , 2 BS ， SHR 和 WKY

主动脉平洞'肌和心肌细胞，培养在亚最适条件

下，研究它们对 CPlc- n 的促生长作用的敏感

性。实验表明 CPlc- n 普遍地剌激所研究的全

一舍- with CPlc 

CPlc- II 促进 TC 3 H l 0 细胞蛋白质合
成的动态曲线(以考马斯克蓝G 250 显

色 ， 测定抖 。DS9S ' 表示总蛋白的相
对丑)

_..._ '('1. 吧。ut CP!c 

图 2果结

120 

图 3 CPlc- II 促进 TC 3 H 1 0 细胞数增加

部细胞的生长和地殖。且呈明显的剂量依赖关

系 ( 图 4 ) ，没有发现抑制作用。但不同细胞其

敏感性有所不同。对 CPlc- ]I的增剧作用 : TC 

3 H 1 0 大于 NC 3 日 10 ， 在实验浓度范 围内

TC 3 H 10 的 3H-TdR 参入均高于 NC3H10，

在较高浓度时其参入远是 NC 3 日 10 的1. 5 倍

( 图 5 ) 。

SHR 大鼠主动脉平滑肌细胞(增殖力 强 、

类似肿瘤细胞 )其 咀-TdR 参入 也高于 WKY

( 图 6 ) 。人的 2 BS 成纤维细胞咀-TdR 参 入

也高于 NC 3 H 1 0 细胞。

--- wilh CPlc 

T,me(hours ) 
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CPlc-II 促 进 3H-TCR 参入 TC3 Hl 0 
细胞的剂量曲线

36 0 2 70 

CPlc- ll(ug/ml) 

180 90 

国 1

均按 Anast....，本研究室所用 CPlc- n 制品 ，
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CPlc- II (u日 1m!)

-- WKY 

CPIC- l! 对 SHR 和 W KY 大鼠主动

脉平滑肌细胞的作用

-。一 SHR

图 6

-- TC -舍- 29 -- NC __,.• SH 一台一 CM

TC 3 日 10 和乳鼠心肌细胞， CPIc- n 的促生

长作用表现在以下三方面 : (1)促进细胞 DNA

合成， (2 ) 促进细胞数增加， (3) 促进细胞蛋

白质合成。因此可以得出结论: CPlc- n 对于

体外培养细胞均能促进其增殖。在细胞代谢方

面起正调节作用 。

分析正常细胞和转化细胞对 CPlc- n 的敏

感性可以看出， 转化细胞 K-3T3 ， TC3H10 

的敏感性高于对应的 3T3 和 NC 3 H ]0 , 而

且 SHR 细胞的敏感性也高于 WKY 细胞。似

乎 CPIc- n 对肿瘤或肿瘤样细胞的促增殖作用

更为明显。 198 9 年， Laber 等 [1 0]研究指出 z

CPIc-n 和 CPlc- 1 在蛋白质一级结构方面和

免疫学活性方面，均无明显差别，只是 CPIc­

n (PI 5.6)的 pI 低于 CPlc-I (pI6.5)，是

CPlc- 1 的磷酸化型式。 Laber 分子结构这方面

的研究和我们细胞生物学方面的研究结果是相

呼应的。众所周知大多数的活性蛋白在磷酸化

后才显示其生物学活性。

关于 CPlc- n 促进细胞增殖的机理，推测

有两种可能: (1) 像一般生长因子作用一样，

作用于细胞受体，从而促进细胞增殖。 (2) 不

是生长因子，它只是存在于培养液中，抑制蛋

白酶活性，防止有限浓度的生长因子被水解，

从而延长了生长因子的作用 ， 显示了促增殖作

用。但目前所获得的证据， 还有矛盾之处，不

CPIC- l! 对不同细胞生长的影响

NC-小鼠成纤维细胞 NC 3 H 10 
TC_3H-TdR 转化的 NC3 H 10 细胞
ZB-人胚肺成纤维细胞 ZES

SH-大鼠主动脉平滑肌细胞 SHR

CN-大鼠乳鼠心肌细胞
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CPI← E 对 TC 3 Hl 0 和 NC 3 Hl0 的
作用比较

360 

-- NC3 111 0 

2 70 

CPlc-II(ug/ ml) 

180 ，。

-+- TC3Hl0 

图 5

asi[3]程序制备，在 SDS-PAGE 上只有一条

带[汀 ， 纯度在前文[7， 9 ] 已检验和讨论过， 无可

检测的其他生长因子存在。

CPlc- n 对不同类型细胞生长的影响。本

文研究了 6 种细胞， 综合前文[7 ， 8 ]研究过的小

鼠 3T3 和 K-3T 3 成纤细胞的结果，共研究

过 8 种细胞。从细胞类型方面看有成纤维细

胞、 肌细胞;从来源看有小鼠、大鼠和人的E

从性质方面看有正常培养细胞、 及其转 化细

胞、 和原代培养的心肌细胞。 CPlc- n 均显示

是促进生长作用。对较深入研究过的 3 T 3, 
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足以做肯定的结论，还需做进一步的工作。

摘 要

本文研究了鸡蔬基蛋 白酶抑制l 肤 C 二

型一一-CPlc- If对 NC 3H1 0 ， TC3HI0 , 2 

BS, SHR , WKY 和乳鼠心肌细胞的生长的影

响，发现 CPlc- JI 对所有研究过的细胞都有促

生长作用， 无一例外。促进作用表现 为三方

面: (1)促进细胞总蛋白 iLI 增加; ( 2) 促进

DNA 合成 : (3) 促进细胞数增加。并 且转化

细胞均比相应的正常细胞对 CPlc- JI 更敏感，

至此可以部到初步的结论， CPlc- lT 在细胞代

谢调节方而是一个正调节因素。
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细胞外基质对体外培养心肌细胞铺展作用的影响

马学忠

(太原， 山西医学院 030001) 

多放哺乳类动均体内实质细胞与细胞外基

质有密切关系。 心脏的细胞外基质是复杂的 ，

由各种不同的巨分子成分组成，包括 I 、 E 、

lV 型战原， iEi股乡糖，糖蛋白 如纤维连接蛋

白 、 层连接蛋白等。 心肌细胞表面有各种细胞

外基质成分的特异受休。

细胞外基质对心脏的发生发展起重要作

用，近年研究表明的句， 细胞外基质成分在调

节心肌细胞行为上起重要作用 ， 其中包 括识

另IJ 、移动与粘附等。细胞粘附于固体物方能增

殖，不同和1 1类及不同浓度的细胞外基质， 影响

细胞的粘附， 1且只粘附还不够， 为了增殖，细

胞i主要铺版，有人研究了细胞外基质对成纤维

细胞、肝细胞铀民的彭I币IJ [ 3 ) ，但对心肌细胞铺

展的影响尚未见报道， 本实验研究了不同种类

的细胞外基质在不同的培养时间， 对体外培养

心肌细胞铺展的影响 。

材料与 方法

实验动物 SD 大白鼠， 出生后 4 天。

实验药物 胶原酶OVÌ旦)， F12K 细胞培养粉，

兔抗大鼠 α-肌动蛋白 ， 学抗兔 Rhodamine(罗达明儿

(以上均购自美国 Sigma 化学试剂公司)。各种细胞外

基质抗体， 包括 1 ， lli 型肢原 (C I/ lli) 、 N 型胶原 (C

!v)、 纤维连接蛋白 (FN) 、 层连接蛋白 (LN) (以上均

由美国南卡罗来那大学医学院 Tom Borg 博士馈赠) , 

纤维连接蛋白的片段 FFg ， 分子量为 105000 D (Kris­

tofer Rubin博士赠送， Uppsaloe University , Swed­

en) 。
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