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由 Go 期过渡到 8 期时温度敏感突变株

tsAF仑 的 Pl'e-rRNA 基因的活化

薛绍白*5长7乌向1* 成 j女宣* 刘 1t兰忡

(山西医学院中心实验室细胞室)

李春华

果

1.温度、低法庭放绒菌素 D ( O . 03 Jlg/ 

ml) (~3 . 5 0C)或5 mmo1/L丁酸铀 ( 3 3 . 5 0C )对G。

期tsAF-8 细胞进入 S 期的影晌 tsAF-8 细胞

生长至对数生民期时， 换入含 0.5%小 牛血清

的培养液，继续培养 4 8 小时，使其进入 Go 期。

再换入含 10%小牛血 清的培 养 液，分别

在 33.5 'C、 3 9.5 'C 、 0.0 3 问/ml 放线菌素

D .( 33.5 'C)或5 mmol/L丁酸的 ( 33.5 'C )的情况

下，用 3H-TdR 放射自显影检测 tsAF-8 细胞

由 G。期进入 S 期的动态过程。 结果见图 1 0 

吉，..，= 哺乳类细胞按其增殖状况可分为三类z 连

续分裂的细胞、 不分裂的细胞和静止期细胞

(G。 期) [1 ] 。 连续分裂的细胞在一定条件下可

以进入 G。期 ， 并在一定的刺激条件下 G。期细

胞可重新进入 S 期，合成 DNA。所 以研 究

Go→S 的过i度对细胞增殖的调控以及肿瘤的治

疗都有很大意义。 在 Go 向 S 过夜时细胞进行

一系列的生物化学变化， 其中已有大量事实证

明 rRNA 合成之增加是细胞生长前要求( 2 ] 。为

了探讨 pre-rRNA 基因转录是否是 G。→S 期的

50 

必需条件， 我们在温度敏感突变株 AF-8 细胞

\ 于不同条件下用银 染 NOR 的方法探讨 pre

rRNA 基因活化与 G。→S 期过技之间的关系 。
x 
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材料与方法 、

1 .细胞培养 tsAF-8 细胞为幼龄 仓 鼠肾细胞

(BHK ) 的温度敏感 突变 株(由美国 Temple 大学 R

Baserga 教授赠予) ， 培养在含 10%小牛血清的 Eagle

培养液巾 ， 允许温度为 33-33 . 5 0C ，才 1， 允许 温度为

。

Go WJ tsAF-8 细胞在含 10 %血清培养

液中处于不同条件下进入 S 期情况

x 33 . 5"C 口 5 mmol/L 丁酸铀 ( 3 3 .5 0C)

039.5 0C . ，:'\ 0 . 03μg/ml 放线菌素 D (33.5 "C) 

本课题为自然科学基金资助项目， 在北京师范大
学生物系细胞生物学研究室完成， 工作中得到薛绍白
教授和其他老师的指导和帮助， 胡云英和常虹同志协

助技术工作， 特此致谢 。

· 北京师范大学生物系。

" 吉林医学院生物学教研室。

回 1

39 .4 "C。

2. 3H-TdR j!J.统自显影s 细胞经 74 KB9/ ml 

3HTdR ( 比洁性 (1 0-4 0) x 37 GB 9/mmol/L ， 中国科学

院原子能研究所产品)用脉冲标记 20 分钟 ， 甲醇 : 冰黯 .

酸 (3: 1) 固定 ， 涂布核 4 乳胶(中国科学院原子能研究

所产品) ， 4 oC陈光， 显影、 定影后用 Giemsa 染色。

3. 银染核仁组织医 CNOR) 按. Howell l 3 J 一步
讼， 纪以 2 % 明I~主显包剂滴于已固定好的长有tsAF-8

细胞的盖破片上， 再泊j以加倍量的 50%硝酸银溶液，

混合后并在溶液'上加一盖玻片， 放在 70 0C恒温加热器

上 2 分钟， 以后用去离子水漂洗。 用相差和反射光显

微镜计数 Ag-NOR。核旦淡黄色，核仁 轮 廓清晰，

Ag-NOR 染成深棕包。
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在 33 .5 cc tsAF-8 细胞可由 G。进入 S 期 ，

血清剌激后 10 小时 . 3H-TdR 标记的细胞已达

14.5%. 2 ;) 小时达 44 % . 说明在允许温度将

G。期细胞恢复在含正常血清量之培液 中 培养

可进入 S 期。但 在 39 . 5 "C 、 0.03 吨/m1 放线

菌素 DI 33.5 "C ) 或 5 mmo1/L 丁酸铀 (33.5 0C)

条件下虽均恢复在正常血清量中培养，却都抑

制 tsAF-8 细胞由 G。期向 S 期的过渡。

2. 对 pre-rRNA 基因活化的影响 在

0.5%血清之培液中处于 G。 期的 tsAF-3 细胞 ，

经上述同样处理后， 用银染核仁组织区 (Ag-
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.( a ) 

( 小时)

NOR)方法测定 pre-rRNA 基因活 化的情况。

图版图 A. C‘示银染后 tsAF-S 细胞的形 态表

现， 可见核的轮廓清楚， 呈淡黄色， 银粒只限 .

于核仁中 ， 核质中不存在银粒， (胞 浆中散在

少数银粒为本底)。对每个 细 胞中核仁银粒

(Ag-NOR) 的计数表明 : 换入含 1 0 %血清培液

后， 在允许温度 ( 33 .5 0C )情况下， 经过 0.5 小

时就出现含 2 ;) 个以上银粒的细胞， 至 9 小时

绝大部分细胞都呈阳性， 并出现带 40 个 以上

银粒的细胞. 15 和 1 9 小时几乎全部计数细胞

均呈阳性，且带 40 个以上银粒细胞增多(图
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因 2 Go 期 tsAF-8 细胞被 10 %血清剌激后，在不同条件下每个
细胞核仁中银校数量的分布(每个时把统 计 35 个细胞)

a. 33 . 5'C b. 39 .5 'C c. 5 mmoljL 丁酸铀 (33 . 5'C )

d . 0 . 03 μgjml 放线菌素 D ( 33.5 "C )

口的时辛/细胞 幽 10→20 银粒/细胞- 20-40 银粒/细胞回 40 以上银粒/细胞
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2 a ， 图版图 A ) ， j 9 . 5OC或放线菌素D( 33 . 5 0C )

组中 ， 加入 10%血清后至 19 小时， 绝大部分

细胞为阴性， 仅偶然出现含 20-4 0 个银粒的

细胞， 没有发现 40 个银粒以上的细胞(国 2 b、

d， 图版图 B. D ) , 5 mmol/L 丁酸的 (3 3 . 5 'C)

处理组中 ， 换入含 10%血清培液 15 小时后，

70% 以上细胞带有银粒， 并出现含 4 0 个以上

银粒的细胞(图 2 c ， 图版图 C ) 。

·以上结果表明 ， tsAF-3 细胞在低浓度血

清进入 Go :l'm 后 ， 换以 10% 血清培液， 在

33 . 5 'C进入 S 期的过程中伴随着 pre-rRNA 基

因的活化， 其活化程度随着细胞进入 S 期而逐

渐增加。在~ I三允许温度 (J9 . 5 0C) 或 放线菌素

D(33 . 5 0C ) 作用 f ， 细胞不能 进入 S 期 ， 其

pre-rRNA 基因 也没有活化。 在 5 mmol/L 丁

酸铀 ( 33. 5 0C) 11 用 下， G。期细胞不能进 入 S

期，但 pre-rRNA 基因被活化， 其 1舌化程度低

于允许温度组，并且出现也较晚。

i寸 论

G。期细胞向 S 期过渡l时 rRNA 合成增

加 [2J O rRNA 是由 18 S + 28 S 的 pre-rRNA J颐

反子转录而来 [4 J 。 应用 DNA-RNA 分子杂交

技术证明人类的 18 S、 28 S rRNA 原初转录本

基因 (pre-rRNA 基因)定位于 NOR ， 用银染技

术可使 NOR 呈特异性着色，但是只有当 pre

rRNA 基因具有转录活性或者已经转录过而其

上仍有残余的与 rRNA 相连系之蛋白质 (C23 ，

B23 ) 的 NOR 才被银染着色 ， 没有转录活性的，

其 NOR 则不着色[5.6 J o NOR 着色频率与 pre

rRNA 的合戚相一致 [7- 1 0 J 。所以可用银染NOR

的方法米研究 pre-rRNA 基因的活化。

本实验用 Ag-NOR 方法探讨 tsAF-8 细胞

pre-rRNA 基因活化与 Go→S 期过渡之间的关

系 ， 显示 : 在允许温度 tsAF-8 细胞由 G。进入

S 期 ， 伴随着 pre-rRNA 活化， 而非允许温度

或低浓度放线菌素:' D ( 33.5 0C ) 条 件下， G。期

细胞不能进入 S 期 ， 其 pre-rRNA 基因也 没有

活化， 上述 3 种情况存在平行关系。但 Rossini

等 [1 1]发现在非允许温度 rRNA合成和积累也不

受抑制。他们是用份离的细胞 核 和核仁测定

的 ， .而本实验系非允许温度对 tsAF-8 完 整细

胞的作用 ， 故不能排除有胞质存在时 ， 在非允

许温度情况下胞质对 pre-rRNA 基因的抑制作

用。

本实验观察到 5 mmol/L 丁酸制 ( 3 3 .5 'C )

抑制G。→S 期的过渡， 和薛绍自等报道的丁酸

制阻断 Ll Z l o[ l3 ] 丰1] HeJö. 细胞 [ 1 4 J在早 G 1 期的结
果是一致的， 因为 G。 期细胞也可视为生长期

延长的 G1 期细胞。 在 ;;::; .5 'C 时 丁酸钊虽然抑

制 tsAF-t;细胞由 G。→S 凯的转移 ， 但对 pre

rRNA 基因的活化无明显影响。 因此从不实验

上述的结果证实了 pre-rRNA 基因的活化不是

进入 S 期的唯一先决条件。这和 Kawasak i等 [12 J 

在 3 T 3 细胞中发现丁酸铀抑制了 G。→S 期过

渡， .而对 RNA 积累没有影响的结果也是，一致

的。

摘 要

， 用 0 . 5%低血洁培液使 tsAF-8 ~~ i 胞 进入

G。态后 ， 再培养于含正常 量(10%)血洁 白~I培

液中，分别在允许温.度 ( 3 :3 .5 0C ) 、 非先许温度

. (39.5 'C ) 、 d放线菌素 D ( 0.0 3 μg/ml )\ 3 3.5 0C)

或丁酸铀 (5 mmol/ L ) (33. 5 0C ) 的条件 下， 用

3HTdR 放射自显影检测G。月J tsAF-8 细胞进入

S 期的过程， 并用银染核仁组织区 (NOR) 的方

法观察 pre-rRNA 基因 (rDNA ) 自包括化程度。

在允许温度时 Go ;钊细胞进入 S 期 ， pre-rRNA 

基因被活化。 在非允许温度或低浓度放线菌素

D (33. 5 'C )条件下 ， G。期细胞不 进入 S 期 ，

pre-rRNA 基因也不活化。 5 mmol/L 丁酸铀

( 33 .5 0C) 条件下细胞不能进入 S 期 ，百11 pre

rRNA 基因被活化， 但活化程度较低。

图 版说 明

Go 期 tsAF-8 细胞换入企 10%小牛lflL Ì!'j 之土高液经
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19 小时示不同条件下 pre-rRNA 基因活化程度

A . 33 . GoC 细胞核内 Ag-NOR 明显增 多 ， > 40 

个以上。

B. 39 . 50C 可见胞浆及核轮廓 ， 核 内无活化之

pre-rRNA 基因 。

C. 5 mmol/L 丁酸纳 (33 SC) 与 A所见相似。

D. 0 . 03 μg/ml 放线菌素 D ( 33.5"C) 同 B所见。

参考文献

[ 1 ] Baserga R . , 1985 , The Biology of Cell 
Rcproduction. ed. by Baserga , R. pp , 
5一7 Havard University , Cambridge Ma
ssachusetts London , England . 

[ 2 ]汪堕仁等 ， 1990，细胞生物学 ， 北京师范大

学出版社， pp , 308-390. 
[ 3 ] Howell , W H et a l , 1980 , Experientia , 

36: 1014-1015 . 
~ 11 J Hsu , T C , et a l. , 1975 ， Chromosomα ， 53: 

25-36. 

[ 5 J J . H 普里斯特者， 198 5，刘权 主主 译，医学

细胞遗传学和细胞培养，北京 : 科学山版

社 仰， -1 50-155. 
[ 6] Daskal , Y. , K. , et a l., 198 0 , Exp. CeU 

Res. , 1 27:285一291.

[ 7 J Hubbell , R. H . , et a l . , 1979 , CeU Biology 
lntemational Reports , 3: 615- 622. 

[ 8 J Busch , H , Y et al. , 1979 , Cancer Res. , 
39:857-863 . 

[9J Schnarzacher , H G , et aI., 1978 , Cytog
E时 ， CeU Genet , 20: 2-1 -39. 

[1 0] Hernandez-Verdum , D. , J et a l., 1980 , 
Chromosoma , 74:3 49 • 362 . 

[l1 J Rossini , M , and R . Raserga , 1978 , Bioc
hemistry, 1"1 : 858- 863 

[l2J Kawasaki , S . , L . D ia mond and R . Base

rga , 1981 , M ole. Cell. Biol . , 1 :1038一
1047. 

口3 J Darzynkiewicz , A . an d S . B. X ue et aI., 
1981 , Exp. Cell Res. , 138:279-293 . 

[14J Xue S. B. , et a l., 1981, J . CellSci. , 51: 
163- 171. 

人子宫内腰上皮膜内颗粒的菱形排列来

王自能

(暨南大学医学院妇产科及暨南大学电镜室)

利用冰凉断裂技术研究人子宫内膜上皮的

细胞连接时， 我们发现有些膜内颗粒呈菱形排

列。形态上， 这种型式的颗粒排列与典型的间

隙连接明显不同。据我们所知，中外文献至今

尚无有关膜内颗粒的菱形排列出现在人子宫内

膜的上皮的报道。 本文将就此排列作一简介并

探讨它的功能。

材料和方法

材料取自 6 位月经周期正常， 且未服用过含性激

素药物的育龄妇女， 均因店、真他才在内膜性妇科疾 病而

做子宫切除术。在于宫后壁近宫底处取下→块内膜组

织、并将它分成两部分， 其 ~p一部分用甲酸溶液固定，

经常规技禾树备百供组织学分期用 r 1] 0 (注 z 月经周期

增生中、 晚期各 1 1flJ l 分泌早期 l 例，中期 2 例 ， 晚

期 1 例)另 _. 部分被切成约 1 mm3 小块 ， 在室 温下用

含 2.5 %戊二隆及 2%多聚甲睦溶液(用 0.1 mol/L 二

甲肘1酸铀缓冲液配tlilJ ) 固定 2 小时后，在 30 %甘油 (用

同一缓冲;夜配;副)浸泡 1 小时 ， 经液态 Freon 22 快速

冷却后 ， 在液氮贮存。 用 Balzer 360 M 冰凉昕裂装置

制成的复型膜经次氯酸盐漂白剂处理及蒸馆水多次冲

洗后， 最后置于铜网上， 在 Elmiskop IA 地透射电镜

下观察。

结 果

在冰冻断裂的复型膜上， 典型间隙连接的

识别是聚集的颗粒群(P 面 )或浅窝群 ( E 面)。

颗粒的直径为 8 . 0-10 . 0 nm ， 相 邻 的颗粒排

列成六边形， 颗粒间的中心距 离约为 9. 0 nm 。

在月 经周期的增生期，间隙连接的数量少，面

积也小p 在分泌期， 特别是分泌中期， 其数量

及面积增加明显。

· 本文获国家 自然 科学基金会反联邦德国

Volkswagen 基金会资助 。
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