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困 版说 明

PE: 色素上皮层， ONL: 外核层 ， INL : 内核层

IPL: 内网状层， GL: 神经节细胞层。
A . 示幼年猫视网膜无长突细 胞中的递质共存。

AJ 示神经紧张素 (NT) 能细 胞， Az 示 r氨基丁酸
(GABA )能细胞， Al 示甘氨酸(Gly) 能 细 胞。特征性

标记物: 血管 ( . * . )和节细胞 (GC) 。双箭头示 Gly/

GABA 共存细胞。单箭头示 Gly/GABA/NT共存细

胞。 x 700 
B. 示幼年猫正常位置的多巴胶能无长突细胞。

x 750 

C. 示幼年猫迁移的多巴胶能无长突细胞。 x 750 
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新生牛肝脏再生剌激物质的部分纯化及生物学特性

戴炜* 雷却t攀彭志刚林汝洪马各抗先

(广州，第一军医大学南方医院传染科 510515) 

细胞增殖与分化机制的研究正日益依赖于

各种调节因子的寻找与分析。 在众多因子中，

组织和细胞特异的调节因子更引起人 们的兴

趣。 本实验室曾报道肝部分切除后大鼠再生肝

中的肝刺激物质 (Hepatic Stimulator Substance , 

HSS) ， 可使成年原代大鼠肝细胞 DNA 合成增

加(1)。由于再生肝操作复杂， 来源困难， 实际

应用受到限制。 本文从新生牛肝胞质液中提取

出同样具有剌激肝细胞增生的物质，对其有效

成分进行了部分纯化及理化性质的分析， 并用

成年原代大鼠肝细胞和肝源性肿瘤细胞初步测

定了其生物学活性。

材料与方法

-、 HSS 的制备

新生牛生后 24 hr 内杀死，无菌取肝， 剪碎并用

~理盐水漂洗，按图 l 方法制备s

~圭 +肝 M

川 (苟且，jM 生U 卓

r J 叫。由 65 忖山
气ifYlk刀，∞川4 'C 20士坐到

〈彼胃聋 子量均 6-!KD ) I 
I 100, 000 X g4 ' C1h，取上清

叫出部 分 牛车热 咛 64 ℃ 

DEAE Seph盯O~ CL-6B Sephadex G-75 

圈 1 日SS 的纯化部骤

=、盐析

取 95"C组样品两份， 分别加等量的生理盐水搅

匀， 逐?商加入饱和硫酸馁， 使其终浓度分别达 30%和

60%. 30 min 后经 12 ， 0 00 x g 离心 20 min (4"C)，沉

淀物用 PBS(pH 7 .4 )溶解， 透析除盐后， 恢复至原样

品体积。

· 现在北京佑安医院 100054. 
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三、 ;在相色谱分离

95 "(;组经 0 .45μm 的比器ìJ:比后， 用 于高子交

换、 凝胶址、抢;色i常分禹。收集各洗脱JI命冻干浓缩、 除

盐后，恢复至原样品体积，直接测活性或 - 20 0C贮存。

SDS-PAGE 测定分子量。

四、 细胞系及原代细胞培养法

FSK-7901 细胞为大鼠肝癌细胞系 (第四军医大学

提供) ; BEL-7402 为人肝癌细胞系(军事医学科学院

提供)。培养液: RPMI-1640 培养液(含 1 0% 新生牛

血清 (NCS ) 、 50 u/ml 庆大霉素及 2 mML-谷氨酸胶)。

成年大眠肝细胞按 Seglen 报道[ 2 ) 的胶原酶循环滋注法

分离后进行接种和培养， 4 hr 后换无血清培养液。

五、 JH-TdR 掺入及液体问烁计敏

各种细胞悬液均以 5 x 1 0 s/ml 的细 胞密度接种子

。 35mm 的培养皿中，每孔 1.2 ml。在换无血清培养

液同时，各加不同处理制备的 HSS 以及不 同浓度的

HSS , 37 0C 、 5%C02 培养 22 h r 后 ， 每孔加 3日-TdR

5 μCi ， 2 hr 后， 加消化液(0 . 05 %膜蛋白酶、 0. 02 % 

EDTA)0 . 5 ml/孔，待细胞全部悬浮时， 收集细胞，

进行 自 计数，结果以 dpm 值表示。

实验数据以 3 复孔的均数土标准差 (M士SD) 表

示， 显著性分析用 Stud ent's t 检验。

结 果

新生牛 HSS 的部分纯化

1. 硫酸按沉淀表 1 中 9 5 0CHSS 的活性

成分完全不被 30%的硫酸接 沉淀， 6 0 %的硫

酸按也只能沉淀很少的活性成分。 说明该法度

不宜用于 HSS 的提纯。

表 1 硫酸镶沉淀

处 理 dpm/6 x 10Scell (M土SD ) IS擎

。.:I:飞d了 白 3964 士 600

95"(; cHSS 19920 士 1190 5. 03 
30 % 4206 士 345 1. 06 
60 % 6206 土 4 51 1. 57 

• index of stimulation. 

2. 离子交换色谱 图 2 为 95 "C HSS 经

DEAE Sepharose CL-6 B 分离 色谱 图。 图中

I-V 为色谱保留时间及样品的峰型，其中1 ( 1，、

h)为穿过峰， 在 0 ， 3-0 . Q m o1 /L NaCl 浓度梯

度中洗脱出来的 W 、 V 峰为活性峰。该步提纯使

蛋白含量较95 0C HSS 降低了约 21 倍， 而j特异

活性提高了 4 . 6 倍 (FSK-790 1 细胞) ， 95 0C H SS 

是对照组的 7 . 25 倍。

3. Ì:疑胶 过 暗 色谱图 3 为 95 "C HSS 经

Sephadex G-75 分离色谱图。分出 4 个 主要组

分， 1 、 E 为活性峰， 并以 E 峰为高F 每毫升

培养液中 130 n g HSS 使 BEL-74 02 细胞 DNA

合成增加 6 . 3 倍。各峰的分子量分别为 I 峰z

59-67 KD、 E 峰 : 43KD、 ill: 35 KD、 IV:

< 18 KD (SDS-PAGE: 银染色) (3) 。
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图 2 HSS 经 DEAE sepharose CL-6 B 分

离色谱固

洗脱液: 0. 02 mol/ L Tris-HCl (pH 8 . 5) 、 0 . 0-0 . 6

mol/ L NaCl 梯度。
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回 3 HSS 经 sephadex G-75 分离色谱图

洗脱液: 0.02mol/ L PBS (pH 7 .. 4) 。

4. HSS 的纯化及剌激反应(表 2 ) 

襄 2 日SS的部分纯化及特异活性

步 骤 蛋白含量 IS 特异活性纯化倍数
(mg/ ml) (IS/ mg protein) 

匀浆 50. 000 
未加热 20 . 500 
95"(; 2. 000 7.25 3. 63 1.0 
DEAE 0.096 1.60 16 . 67 4. 6 
sephadex 0. 065 6. 30 96. 92 26 .7 
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表 2 中蛋白浓度测定按"体积相当法飞即
每提纯步骤完成后将样品恢复至原样品体积。

二、 HSS 的理化性质

HSS 对热是稳定的，未加热处理的肝细胞

匀浆提取成分在原代大鼠肝细胞无血清培养中

不表现出 HSS 的活性，而且见细胞浆混 浊、

细胞脱颗粒，死亡加速，提示该成分中具有细

胞毒性或细胞抑制物质(表 3 )。

表 3 HSS 的物理性质

处 理 dpm/6 x 10 5cell (M士 SD ) IS 

步::J二飞ε 自 39 64 土 600

透 析 11895 土 805 -3.00 
未加热 2405 土 15 0 0. 61 
65 "C 13790 士 113 3. 48 
95 "C 19920 士 1190 5. 03 

裴 4 HSS 的化学性质

处 理 dpm/ 6 x 105cell (M :tSD ) IS 

空 白 46 64 土 350

950C 16640:t 892 3. 57 
pH 2.0 2592 士 156 。 . 56

pH9 . 4 4974 土 287 1. 07 
1 %自-$施基乙醇 29 181 士 79 2 6. 26 
0. 1%SDS 4176 士 19 2 0. 96 

95 'C HSS经O. lmol/L乙酸缓冲液(pH2 . 0) 、

0.1 mo1/L甘氨酸缓冲液 (pH9. 4 ) 及 O .l%SDS

处理后 ( 20 hr、 4 0C ) ， 活性完全丧失，而经 1%

#蔬基乙醇处理后 ， 活性是 95 'C HSS 的1. 75 

倍 (p< 0.05 ) 。对照组用生理盐水处理同样时

间(表 4 )。

表 5 中各种酶均购自 Sigma 公司。各种酶

解反应均在最佳反应条件下进行。取 95 'C HSS 

( 2.0 mg/ml 蛋白质)分别与膜蛋白酶 (Trp) 、

蛋白酶 K (PrK) 各 200 μg/ml 37 'C、 2 hr; 

DNase 和 RN ase 各 100μg/ml ， 37 'C、 30 min; 

然后 95 0C. 15 min 以终止酶解反应 ， 27 , 000 x 

g 离心 20 min，取上请。实验结果表明，膜蛋

白酶处理后 ， HSS 活性大部分 消失，与 95 0C

对照组比较 p< O.OOl ， 但与空白组 比较 p<

囊 5 HSS 的酶解反应

处 主E dpm/ ß x 10 5cell (M士 SD) IS 

空 白 4664 士 350

95 0CHSS 17864 士 778 3.83 
95 0CHSS + Trp 6898 土 1120 1. 48 
950CHSS + PrK 3836 士 1241 0. 82 
95 0CHSS + DNase 23588 土 2094 5. 06 
95"C HSS + RNase 20877 土 630 4.48 

0 . 05，提示经膜蛋白酶处理后的小分子量物质

也可能具有一定的活性， 而经蛋白酶K处理

后，活性完全丧失F 核酸酶处理对活性没有影

响。

讨 论

重症肝炎发病机理复杂，病情严重，病人

预后取决于肝细胞坏死程度和残存肝细胞的再

生能力。因此，积极寻求既能阻止肝坏死又能

促进肝再生的物质和药物，是目前临床肝脏病

学面临的一大任务。

本实验从新生牛肝胞质液中提取出有效成

分， 经加热 95 'C 、 30 min、 一定的离心及凝胶

过滤色谱分离后， 蛋白浓度降低近 770 倍 ， 特

异活性提高 26.7 倍(表 2 )。该步骤对 HSS 的

初步提纯是必耍的。

在无血清培养条件下， 95 'CHSS (4 吨/m1

蛋白质)使原代大鼠肝细胞 DNA合成增加5. 03

倍，使 FSK-7901 细胞及 BEL-7402 细胞 DNA

合成分别增加 7 . 25 和 7.23 倍。无种属特异

性。未经热处理的肝匀浆上清液未能检出 HSS

活性，但经加热处理以及用透析法直接从肝细

胞匀浆提取小分子物质 C<10KD) ， 却表现出

HSS 的活性。认为肝组织中可能存在常见的大

分子非特异性细胞生长抑制物(如精氨酸酶等)

受到破坏有关。 HSS 为耐热的蛋白质或多肤物

质，对蛋白酶敏感。 而不受核酸酶影响F 主要

活性成分的分子量在 43-67 KD 之间F 在 pH

8.5 条件下为带高度负电荷物质z 一定的酸碱

条件以及一定浓度的变性剂可使 HSS 的活性

受到破坏，而 1%扣蔬基乙醇处理后， 活性有
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一定的提高，表明 日SS 的活性必须具备 一定

的三级结构及疏基基团。

La Brecque 等[ 4] 从断乳鼠肝脏中提取的

HSS， 分子量为 12 KD 和 17 . 5 KD 的蛋白质，

O.l % SDS不能使活性改变。诲j明等 [ 5J从新 生

牛肝脏中提取的 HSS，其活性成分的分子量为

15KD。 可能动物种类不同， HSS 不 完 全 一

样， 即 HSS 具有一定的异质性; 提取和测定

方法的不同以及 HSS 可能有复合 物 形 式存在

等使 HSS 有许多不同的存在形式 。

， 目前，国内有报道[6 J直接应用动物肝 HSS

治疗重症肝炎收到一定疗效。新生牛肝来源丰

富， 提取方便，可为 HSS 的进一步研究 和应

用提供较理想的来源。

摘 要

新生牛肝胞浆液中存在剌激肝细胞 DNA

合成的物质， 经过一定的分离提纯， 可使其杂

蛋白含量降低 77 0 倍 ，特异活性提高 26 . 7 倍。

在无血清培养条件下， 可使成年原代大鼠肝细

胞和肝源性肿瘤细胞 DNA 合成分别增加 5 倍

及 7 . 2 倍左右。 H因 为耐热的蛋白质， 一定的

酸碱及变性剂可使活性丧失， 主要活性成分的

分子量在 43-67 KD 之间，但小于 10KD 的

物质亦具有一定的活性。该实验结果提示z

HSS 很可能是正常肝细胞分裂与再生时共同的

调节因子。

I r 
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用器官培养法研究抗连接蛋白单克隆抗体

对鸡胚水晶体发育的影晌来

李新人 林义挪李海续" 张德宁泰国强张非常夏仲豪

(南京大学生物系和"生物化学系 210008) 

我们曾用原位眼内微注射的方法，证明抗

连接蛋白单克隆抗体能影 响鸡 胚水晶体的发

育， 并认为是由于单克隆抗体减少了间隙连接

形成的缘故[1]。这项研究为间隙连接在发育中

的重要作用 [2 - 4]提供了新的证据。 但胚胎原位

试验不能排除胚胎机体内部其他机制的影响，

有必要用体外培养的方法作进一 步 验证。为

此， 我们利用水晶体器官培养怯研究了抗连接

蛋白单克隆抗体对鸡胚水晶体发育的影响。

材料和 方 法

实验材料为忘大利红布罗;fijlx~胚的水晶体. 向南

京尧辰种鸡场提供受精卵 。 受精卵先在 39 0C孵育箱中

孵育 2 天， 然后在无菌操作箱中敲开蛋壳， 使鸡胚无

损地保留在卵黄上并和蛋清一起小心地转移到一种专

用的"鸡胚摇篮吁1 。 "鸡胚摇篮"是一种去壳鸡胚培养

装置，由钢架、 薄膜及培养皿三部分组成。 钢架包括

直径为 80 mm 的不锈钢圈和高为 32 mm 的三根不锈

钢支脚， 以及一只比钢圈直径稍小的夹持钢片F 薄膜

为一般的市售保鲜薄膜3 培养皿稍大于钢架即可。 使

用时以夹持钢片把薄膜安装到钢图上并使薄膜中部下

垂成囊状， 去完鸡胚就培养在这种辑状的薄膜格篮

· 国家自然科学基金和江苏省科委基金资助项
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