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…川剧
… 一种高效率细胞同步化方法的改良与运用

梁云羔 五代树方家椿牛串t英石永进王永湖·

(北京市肿瘤防治研究所细胞生物学室)

细胞同步化对于深入研究细胞增殖和增殖

周期中的各种事件， 以及临床上利用细胞动力

学规律治疗肿瘤具 有重 要意义。自 1959 年

Oastler 和 Sherman 明确提出细胞周期包括 4

个时相的概念以来，科学家们从各个方面探索

和建立了各种各样的细胞同步方法。其中最为

广泛使用的有:血清饥饿法 [1] 、 有丝分裂选择

法[ 2 ]及过量胸腺咱吭核苦阻断法[3 ]。这些方法

虽然对细胞的损伤与副作用较小，但收获率或

同步率较低， 往往不能满足实验需要。且有的

不适用于肿瘤细胞(如血清饥饿法)。很多药物

性周期阻断法[4-6] 虽有较高的同步率和收获

率，但副作用较大， 干扰实验。 为了避免外界

因素的干扰，常根据细胞的物理性质一一-细胞

大小(重量〕、形状 、 密度 、 表面电荷的差异，

采用沉降陕、电泳、电磁场、纤维柱(('*)以及

流式光度术等方法来大量分离单纯类型细胞。

其中离心向洗iji较优[ 7 ] 。 可一次同时收获大量

不同时相的活细胞，但普及与推广极为困难。

为此几年前我们参考 Rao的高压装置图[8] 自行

加工改进了设备装置。并对 N20 ( 笑气)阻断实

验进行改良， 用不同上皮性细胞进行同步，均

获得高活力 、 高同步率和较高收获率的各时相

细胞。可满足实验中较大细胞量的需要，宜于

在一般实验室推广使用。

材料与 方法

一、高压罐结构与材料

选用不锈钢(管材与板材) 为材料， 以防止长期使

用 rþ氧化生锈与腐蚀。 可根据实骑工作髦的大小确定

罐的容积， 即钢节的内径和长度。本文所用的装置，

铜管内径 :与 15 cm ， 民 3 3 cm ， 铜管厚 5 mm ， 铜板厚

16 mm (根据国家有关 6 kg/cm1 高压容和、大 小的标准

所应)。 高压罐的结构如图 1 月rr示。 罐盖 l二接 有三通

阀门 ， 作为 N10 进出气 口， 并联压力表。 罐冠下面用

一钢筋环套八个可转动的螺丝 (1 2 mm ) , I江增加密闭

罐盖的因定强度 。 Np 购 自北京有色金属研究院。

二、细胞同步化

*研究曾选用了人需低分化粘液腺癌 MGC 80-3 、

人胃淋巴转移腺癌 SGC 79 0 1 、 He la 及 V刊 等细胞为

材料进行同步化 ， J:'JN.:下述步骤进行。 (l ) M 期 细胞

的同步化，将细胞按常规拉种于培养瓶(或 JJJl )中， 当

细胞进入指数生长期时 加入胸腺暗览核音 (TdR 终浓

度 2 . 5 mmol/句， 经 lC 小时培养， 洗脱解除 3 -5 小

时，将瓶盖扭松(或换上;i if孔的胶塞，孔内挺有棉花)放

入白.Eli鳞 ，伴们'、l充入 ~ O () ml CO2 气休 ，迅速 ))m!1密封 ，

从进气口徐盐 II卫入 问o .! G(!m N20 气很久未用需先放

出上层废气)0 0 . 5小时 使罐内尺力)"1 至 5. 5 kg/cm J ，

关 IfJ 阀门，将罐放入 37 "C恒温12养箱 ， 经 14 小时后
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圈 1 改良后离压媲装置困

·北京师范大学生物系。
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在通风橱或"~j ì住'囱l- 1 1IX气;读性，lU出培养 Jlti 任轻如

荡 ， M }1Jl细胞脱落 、 悬浮 ， 收集待用。 ( 2) 收集 M用

细胞接种于悄养瓶Ij l ， 于 37 0C培养， 经一定时间(一般

为 2 小时) 细胞进入 。1 期。可根据需要在不同时间

内收集早 0 ， 月1和中 0， 期细胞。 ( 3 ) S 期与 O2 期细

细胞的同步 ， M 用细胞释放 5 小时后 ，再次加入 TdR ，

经 16 小时J;1 养 、 优脱、 释放。释放后 用 3H-TdR 脉

冲标记培养物， 然后以放射自显影术汩1)定 S 期 l毛矩 ，

以此为根据获取 S 期和1 02 期细胞。

三、放射自显影

将 M 期细胞接种于带有多个盖片的大平皿中 ， 按

第 2 步方法经 TdR 阻断、 释放， 每 2 小时取两片， 用

3日-TdR (0 . 5-1 μCi/ml )进行脉冲标记。 按放 射 自显

影方法计算朽记指数 (LI ) 和有丝分裂指数 (MI) ， fiftJ ]匡

正 O2 期时相的适当时间及整个周期时才干I(TC) 时 间与

S 期细胞同步率。

四 、 细胞 DNA 含量的测定

按同步化步骤收集不同时相细胞 ， 分别用 70% 乙

醉固定 ， PI (腆化丙吭)染色、 用流式光!主术测立飞 各

时相细胞均为→个峰。

五、 MGC 80-3 各时捆细胞的形态及膜表面ConA

受体复合物再分布的观察

将 M 期细胞按î'1 1在盖片土， 经释放、 l'll 断 、 再

释放等步骤获得不同时相细胞 ， !n::;钙 、 饺1'1甘 PBS 洗

3 次， 加 FITC-ConA ( 26 μg/ ml ) ， :(E rJ肖处 3rc 孵育

30 分钟 ， 再用 PBS 洗 3 次 ， PBS :甘汕 (1 :9 )封片，

于荧光显微镜下观察照像。

结果 与 讨论

装置

Rao 的高压罐在罐冠与罐盖之间有固定夹

槽和固定圈 (图 2 、 3 ) . 以 耐 受 6 kgjcm2 压

图 2 、 3 改良前的离压罐外观与结构 图 4 改良后的高压罐结构
A 固定圈 ， B 固定夹槽 ， C J;~养瓶托架

力。 这两个部件需用整钢材， 且精密度要求

高， 工序复杂， 在国内加工成本较大F 而经改

良简化后的装置 (图 1 . 4) . 在罐冠下用一钢

筋环套八个螺丝， 取代了固定夹槽和固定圈 ，

不仅节约钢材和费用 ， 而且一般工厂均能加工

制造。 在恒温装置上 . Rao 采用外循环水， 由

于恒温时间较长 (1 4 小时 ) . 昼夜温差 大， 往

往使保温水随温差的变化致使罐内温度也产生

相应波动， 导致罐内压力超过阔值， 使部分细

胞出现微核或多核。 如 ì1!i夜间暂时停电， 还会

号子致循环水溢出。 我们改用恒温箱保温， 保证

了同步化细胞的质量。 Rao 证明 : N20 对细胞

的 DNA 、 RNA 和蛋白质的合成无影响。但不

能超过 6 个大气压力 [ 8] 。 恒温设备改换后， 实

验操作大大简化. iE可用一般无缝钢管取代不

锈钢材 (因免除了外循环水的锈蚀)。

二、细胞同步化

为了提高同步率与收获率， 人们早 已放弃

了单一的同步化方法， 常常将 于3 种方法交叉

组合使用。其中以 TdR 阻断加秋水 仙 素的再

阻断，经有丝分裂选择等联合使用最为广泛。

如 Doide 等人将悬浮细胞先 用 TdR 阻 断 ， 再

加秋水仙胶处理， 其 M 期细胞同步率 与收获

率比单纯用 TdR 高得多。 我们曾用这 些方法

* 感谢北京中医研究院中心实验室的池旭生、 庇

大本二位大夫为我们测店。
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在 MGC 80-;3 细胞进行过比较，无论是同步率

还是收获率都不如 TdR 加高压 N20 气阻断方

法好。 国内叶 f&珍等人对 BEL-74 02 肝癌细胞

M 期和 S 期同步化的最佳结果在国内外相同

方法中具有一定代表性。 他们先用 TdR 一次

阻断， 后经解除1;1小时 ， M 期细胞的比 率最

高为 17 ， 3 % ，如双阻断再加秋水仙素处理，

M 期细胞的比率最高达 44 ， 8% 。我们采用 TdR

一次阻断，再经高压 N20 处理 ， MGC 80-3 细

胞 90% 以上被阻断在 M 期[图版图 1 、 2 J. 
在同步 S 期细胞中。 BEL-': 74 02 细胞用 TdR 双

阻断解除 5 小时 ， 标记 细胞数(L1)最高达

68% ; 放射自 显影结果表明采用本方 法 MGC

80 -':3细胞经解除 5 小时 ， LI 可达 90% ，最高可

达 99 % 0 LI 和 MI 不仅表明 MGC80斗细胞 S

期时相同步率高 (99%) ，而且表明经 TdR 第二

次阻断后 11-12 小时 ， 细胞进入 G2 期。表 1

的结果同时表明采用本方法可获 得高 同步的

G2 期细胞。为了进一步鉴定四个不同时相的

同步化细胞， 我们用流式光度术测定，结果如

图 5 所示。 Go +G J 期细胞 DNA 相对含 量的

波峰在横座标轴上靠左， 峰值在 118 道处， M

Ì39 

期细胞波峰靠右， 峰值在 204 道处; s 期 在两

峰之间，峰值在 1GO 道处 l G2 期细胞 波峰与
M 期波峰部分重合， 其峰 值位于 119 道处。

峰值的差异反映了细胞周期中 DNA 复制过程

的动态。

志杂-?卡物生胞细

- 、丁l 有丝分裂
标记细胞数|未标 ì21 标 i己

细胞数

(民11 )

MGC 80-3 细胞阻断s 释放后 3H

TdR 脉冲标记指鼓

906(90 . 6%) 

950 (95 %) 
992 (99 . 2% ) 

8( 0.8 %) 

(LI) 

表 1

"'",. LI 与 MI

释放后日刊]

( T ) "'-

2(0 . 2%) 
3(0 . 3%) 

近年来不少人采用淘洗离心法分离不同时

相细胞。此方法虽有不受药物干扰并适用于各

类细胞的优点， 但我们在试用中深感不适于国

内推广使用。一是成本太高， 需进 口设备

(Beckman 离心机和特殊转头 ) ， 每次实验需大

量培养液(至少 300 0 ml ) J 二是测定分析比较

复杂。而我们的装置成本低， 测定分析简单，

M 

?气

G1 
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流式光度计(型号 FACS 420 ) 测定 MGC 80-3 细胞各时捆的图象
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收获率高?特别适用于不同数量的细胞。我们

还先后对人胃癌细胞， V7D 、 Hela 等细胞进行

了同步都得到满意结果。 但本方法不适于成纤

维细胞。

三、 MGC 8 0-3 各时相细胞的形态及膜表

面 ConA 受体再分布

在同步化的工作中，通常 G2 与 M 期细胞

很难分开， 'h~' 以 G2 +M 的混合时相报道。本

文介绍的方法对某些细胞株的 G2 与 M 期分离

较好。 不仅有流式光度计的测试证明 ， 而且在

形态和 ConA 受体复合物的分布上进一步显示

了 G2 与 M 期细胞的差异性。以 M‘ TC 8 0-3 细

胞为例:M 期细胞呈圆形 ， 膜表 Û ConA 受

体复合物呈连续均匀的荧光分布， ;;Q质与核为

阴性(图版图 3 ) ; G 1 期细胞开始fJi展 ， 细胞

体积较小 ， J皮表面 ConA 受件复合 物 呈 断续

的 、 簇斑状荧光分布(图版图 4 ) ; ，';期细 胞体

积最大， 全部 íilj展 ， 斑块面积也缩小(图 版图

5); G2 期细胞形态有 3 种，早 G; 期与 S 期

近似， 中 G2 期具有明显向圆形过渡的趋势，

晚 G2 期变圆的趋势更为明显。从膜表面ConA

受体复合物的分布来看: 早 、 中 G 2 期与 S期

近似，但荧光更弱， 少数晚 G2 期细胞荧光变

强， 不均匀，其形状与荧光分布都显著地表现

出向 Ml引过渡 ( 图版图 6 ) 。 综上所述看 出 z
MGC 3肘，) 细胞 G 1 期的荧光弱于 M期 ，但族斑

多 。 S 剧与 G2 l~J细胞荧光强度比 G 1 J明弱，但

族斑极少。说明族斑的多少与荧光强弱无关，

而是与不同时相细胞膜表面性状有关。 这一点

在其受体复合物的侧向运动及运动方式的不同

得到了证明 [ 9] 。 ;在斑多少的差异与细胞处于不

同周期时相的骨架组装密切相关[1 0 J 。 从而也

证明了本文所用同步方ìlJfi'获得的单一时相细

胞纯度很高。

采用高压 NlO气方法获得的各 IJ.]相细胞进

行某些物质的出取、 转运及分布的实验，也反

映出细胞处在不同时相具有的显著区 别 [ 11.12 ] 。
总之， 我们利用同步化细胞进行了一·系列实验

均取得了非常满意的效果。

摘要

本实验改良了 Rao 的高压 Np 气阻断方

法，获取高同步率和收获率的 4 个周期时相细

胞，并进行了测定分析。

将指数生长的细胞用过量 TdR ( '? .:; mmol j 

L >预处理后，放在新设计的高压罐内 ，并直接将

罐放入恒温箱内，经高压 N20 气处理， 细胞

被阻断在有丝分裂中期。收 集 M 期细胞在

:.l 'i "c下孵育释放 2 小时 ， 细胞即可进入 G 1 期 z

在中 G 1 期再次用过量 TdR 处理与释放， 于不

同时间分别收集 S 期与 G2 期细胞。

各时相细胞通过膜表而 ConA 受体再分布

也表现进显著的时相差异性。 每个时相细胞均

能继续贴壁生长， 活力高，适于各种相关实验

研究。
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