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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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as 细胞生物学杂志 1992 年

心肌细胞分离 按 Tom Borg 氏方法[幻， 简单讲，

即大鼠皮肤消毒， 断头，迅速取出心脏， 剪碎放入

KRB 液， 经胶原酶消化 6 次后 ， 收集第 2 次以后细

胞， 加入 FuK 培养液， 接种于预先置入盖玻片的 35

mm 塑料培养基， 接种密度为 1 x 10 6/ml ， 所用平皿

预先用各种不同细胞外基质包被 ， 用量: C r / 1II 为 50

μg/ml ， 其余各为 10 μg/ml。培 养 1 ， 4 , 8 , 12 、

24 、 48 、 72 小时， 每组取出 2 个平皿 ， 用 2%多聚甲

隆液固定 10 分钟。

免疫荧光染色 固定后的平皿， 以 PBS 液冲洗，

加入 Triton-X 100 , 10 份$队 PBS 冲洗， 滴加兔抗

大鼠 α←-肌动蛋白 ， 3盯7 0C4臼5 分§钊11仇l

兔 Rhodamine ， 370C 4 5 分钟 ， 用甘油稀释液封固，

荧光显微镜下it行形态学观察， 并用测微器测量细胞

面积，随机测量不相接触的、 孤立的心肌细胞的最大

直径及横径，每组随机测量 50 个细胞， 计算其均值，

并进行比较。

结 果

-、 细胞形态 细胞在接 种 后 1 小 时贴

壁，轮廊清楚， 大部呈圆形 、 三角形 ， 4 小时

开始有突起， 12 小时可见细胞 内应力纤维出

现， 呈束状，伸向突起， 24 /J、时出现明显的横

纹， 说明细胞收缩装置开始形成 ， 48小时则横

纹极为清晰( 图版图 1 - 3) 。

二、 不同种类的细胞外基质对心肌细胞铺

展面积的影响 分离的新生大鼠心肌细胞， 接

种后迅速贴附于各种不同细胞外基质， 接种 1

小时后起到饱和水平， 细胞开始铺展， 其铺展

面积因不同基质而不同 ， 培养 8 小时已能看到

。
-J F, 
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国 不同细胞外基质对心肌组跑铺展的影响

襄 1 不同细胞外基质对培养 48

小时心肌细胞宙职的影响

组别 细胞面积

主 (μm2 ) 士SD

FN 1251 . e8士 89 . 79'

LN 112 9 . 26土 84.09'

C lV 991 . 68 士 68 . 79*'"

C r / lII 1051.40 士 86 . 2'M

FFg 5 13. 12士 38 . 83"''''

注 : 与 FFg 相比 • .p< 0. 001 
与 FN 相比 '" 'p< 0. 05 "'''' .P < 0. 001 

各种不同基质间的差别(见图 )， 4 8小时后，各

种不同细胞外基质间铺展面积有明显统计学意

义(表 1 )。细胞铺展的过程较为复杂p 涉及到

细胞骨架的重组， 可能还有细胞内、外新合成

的成分的影响。结果表明 FN 包被的基质在 8

小时细胞铺展范围较其他基质包被者增加，到

48 小时， 除与 LN 未算出统计学差异外， 与其

他和11基质比较差异均非常显著。FN 的片段 FFg

对细胞铺展作用最小 。

讨 论

脊椎动物细胞的发生发展与细胞外基质有

极密切的关系，新分离的大鼠心肌细胞在不同

的细胞外基质中发生附着 、 铺展， 其形成率及

形态大小因不同基质成分而不同， 表明特异的

细胞外基质影响心脏形态的发生。细胞外基质

与心肌细胞表面的相互 作用是以受体为中

介川，由于细胞表面对不同种类基质的受体数

目不同 ， 影响对细胞粘附及铺展。从本实验结

果看， FN 对心肌细胞铺展影响最大。 FN 早已

被人称为粘连因子，它与大多数细胞的粘附、

铺展有关， 其粘附机制可能是: (1) 与细胞表

面神经试脂等作为 受体相连J ( 2 ) FN 通过

140 KD 糖蛋白连接于细胞表面。细胞 外 基质

与细胞骨架关系密切 ， 有人将 FN、 胶原、 蛋

白多糖(PG )看做是细胞外骨架，其与细胞的

关系为， FN 的二个亚单位与胶原纤维相连，

再与邻近细胞或支持物相连， FN 的内端通过

黯脂和 PG 与细胞质膜交联， 部分可嵌入膜结
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构， 细胞外骨架与细胞膜下的细胞内 骨 架(肌

动蛋白 、 中间丝、微管)相对， 并呈 平行交错

排列， 细胞内、外骨架相互连接相互作用 ， 使

细胞在支持物上形成支撑点而向前铺展及移

动 [5] 。

FN 分子上具有许多功能区 ， 可分另1]结合

纤维蛋白、 胶原、 糖胶多糖、 DNA、 透 明质

酸、肌动蛋白、细菌及细胞表面[町，构成细胞

与细胞外基质相互间的复杂结合。 FN 片段 赳

心肌细胞铺展作用小于 FN， 可能是其功能单

位减少所致。

摘 要

本研究用分离的新生大鼠心肌细胞， 观察

不同的细胞外基质， 在培养不同时间对心肌细

胞铺展的影响。 结果表明，不同的细胞外基质

影响心肌细胞铺展，在培养 8 小时即出现差

别， 48 小时差异明显， 其中 FN 促进心肌细胞

铺展， 而 FN 的片段延缓心肌细胞的铺展。

j 实验技术;

图版说明

1 . 新生大鼠心肌细胞， 培养 1 小时， 细胞贴壁，

呈圆形或多角形。 α一肌动蛋白免疫荧光染色 x 400 

2 . 新生大鼠心肌细胞， 培养 12 小时-后 ， 细胞铺

展， 呈三角形或梭形， 出现应力纤维。 α-肌动蛋白免

疫荧光染色 x 400 

3 . 新生大鼠心肌细胞，培养 48 小时后 ， 细胞出

现明显的战纹。 α-肌动蛋白免疫荧光染色 x 400 
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细胞 培养中支原体污染的检 测来

吕记罔 喻峰

(中国科学院上海细胞生物学研究所 20003 1) 

支原体是细胞培养中常见的污染源， 能影

响培养细胞的各项参数[ 1 ]。其 个体微小 (φ

0.3一0.8μm) ， 能透过 0 .45μm 孔径的施膜，

且对大多数抗生素不敏感[Z] ， 致使对污染的防

治仍颇为困难。

American T y pe Culture Collectio l1 (A TCC ) 

和 日 本理化研究所细胞银行等提供标准化细胞

系的细胞库/细胞银行都制订了细胞培养物的

支原体污染的检测条例。 中国科学院细胞库也

把对支原体污染的检测作为最基本的质旦控制

项目之一。

我们采取了以应用指示细胞培养 物的

DNA 荧光染色为主，辅之以微生物培养(支原

' 本工作属于"七五"中科院生物学重大课题" 细
胞库的建立及技术研究"的内容之一。 工作中得到沈
鼎武、 吕淑霞、 葛锡锐、 朱德厚、 洪龙生等老师的指
导和周翠堤老师的指点 ， 特此致谢 !

" 在 90 ml 超纯水中溶解 5g 葡萄糖 ， 1 g 精氨酸，
2 mg DNA , 92 . 2 mg 氯化胆碱 ， 2 mg 盐酸utt哆踵，
11 mg 肌莓， 2. 4 mg 烟耽胶， 2. 4 mg 泛酸铝 ， 1. 3 mg 
叶酸， 1 mg 核黄素， 0. 3 mg 维生素 Bu ， 0. 2 mg 坐
物素， 1 mg 维生去 玩， 37 cC溶解后定容至 100 ml , 
用。 . 22 J.!ml 惊膜过滤， -70。保存。

...均由中国兽药监察所提供，特此款谢。
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