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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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中 ， 用培养皿底托佳钢架， 用培养皿盖罩在钢架上万

(图版图 1 )。 每只摇篮只培养一只鸡胚(图版图 2 )。

鸡胚放入揭篮后， 移回 39 'C孵育箱巾 ， 再培养 2 天.

待鸡胚发育至 20 期 [5]时取下眼睛， 置生理盐水中和j

出水晶体。 以右眼水晶体为实验组， 左眼水晶体为对

照组， 分别培养于含布 1 ml 培养液的无菌塑料小指管

巾。 实验组培养液为含有单克隆抗体 NC 6[ 1 ]的条件培

养液{培养杂交瘤细胞的培养液， 我们称其为条件培

养液 ) J 对照组培养液为不含抗体的条件培养液。 指

管口 以无菌棉花塞塞住。仍置 39"(;孵育箱中培养。分

别培养 8 小时、 16 小时、 20 小时及 24 小时。 为了同

步停止生长， 用 Bouin 氏液将实验组和对照组 标本同

时进行固定。 然后在解剖镜下测51水晶体的长径和宽

径， 进行统计学处理。 测量后再进行整体立体观察和

摄影。

为了排除鸡胚左右眼水晶体本身存在大小差异的

可能性， 我们进行了的组正常发育的对照实验。 第一

组是把 20 期鸡胚的左右眼水品体分别放入网管 1 m) 

同样不含抗体的条件培养液中. 39 'C培养 24 小时后，

Bouin 氏液固定， 第二组是选取 20 周鸡胚， 不作任何

处理， 直揭篮巾 . 39"(;培养 24 小时后 ， Bouin 氏液固

定， 然后剥出左右眼水晶体.最后都同样进行大小测

定及统计学处理。

与此同时， 我们还进行了原位眼内注射。 当鸡胚

圣t摇篮内发育至 20 期 ， 向其右眼内注射 2 μ1 的 NC 61 

左眼不注射作为对照。 39 0C下分别培养 1 6 小时和 24

小时后， Bouin 氏液固定。 然后剥出水晶体， 同样进

行大小测定、 统计学处理及整体观察和摄影。

结果 和讨 论

离体培养实验的水晶体大小测量结果见表

1 。统计学分析结果指出 ， NC 6 对水晶 体 大

小的影响与培养时间正相关z 在离体培养 8 小

时或 16 小时的实验中， 实验组水晶体的大小

与对照组之间无明显差异(哀 1 ， p > 0.05) , 
当培养时间延长至 20 小时，实验组已明显大

于对照组 (表 1 ， p< 0 . 05 ) } 当培养时间增至

24 小时 ， 这种差异就变得 非 常显著 (表 1 , 

p< O. OOl)。但是， 当左右眼水晶体被离体培

养于同样的不含抗体的条件培养液中 ， 培养时

间虽达 2 4 小时， 两者 之间仍无明显的大小差

别J 2 0 期鸡胚正常培养 24 小时后， 其原位水

晶体大小在左右两侧之间亦无明显差异 (表 2 , 

p> 0 . 0 5) 。说明鸡胚左右眼水品体本身不存在

袤 1 单克隆抗体 NC6 对离体水画体生长的影响 小时; 11 

一一一
培养时间 培养液 n X+ SE p 

长度培养液 + NC6一…一 5 一一一 390 . 0土 28 . 50一- 0. 0211 
单纯培养液 ‘ 5 • 412 .5 土 67 . 31

> 0. 05 

8 
培养液 + NC6 5 372 . 5 土 2 5. 62 0. 6404 > 0. 05 宽度 单纯培养液 5 3 95. 0 土 74 . 27

长度培养液 + NC6 7 42 6. 8 土 47 . 56 1. 8999 >0 . 05 
单纯培养液 8 3 60 .9 土 8 0 . 02

16 
宽度培养液 + NC6 7 398.2 土 48 . 10 1. 6420 >0 . 05 

- 单纯培养液 8 3 43 . 8 士 75 . 00

长1甚1 培养液 + NC6 4 4 1 2 .5 土 32 . 27 3. 1683 <0 . 05 
单纯t击养液 5 3 45 . 0 土 3 1. 37

20 
宽度培养液 + N七日- 4 403 . 1 土 38 . 70 3.3305 < 0. 05 

单纯培养液 5 330 . 0 士 27 . 39

长j支培养液 + NC6 9 677 . 6 土 119 . 81一一- 5. 5023 <0 . 001 
单纯培养液 9 52 9. 9 土 63 . 31

24 
宽度培养液 + NC6 9 647 . 0 土 4 9一. 85 一一- 5. 6167 <0 . 001 

单纯培养液 9 507 . 6 士 55 . 81
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离[在

原位

培养时间

16 

24 

细胞生物学杂 志

襄 2 左右眼水画体的比较

n X+ SE 
( X Sd ) 

二右侧 4 759 . 3 土 11 4.79
长度一 一一一一一一一一一一一一一一-

左侧 4 771. 8 士 1 44 . 00

宽度-主侧 4一一一-JZtq17J3一一
左侧 4 690 . 3 士 170 . 85

右侧
长度一一一

左侧
10 
10 

895. 0 
890 . 0 

10 . 41 

宽度一直型u 一土飞一一一-~~ . ~- 14 . 46 
左侧 10 847 . 5 

、

" 
P 

0.13 63 ‘ > 0. 05 

0. 3629 > 0.05 

0. 4804 > 0. 05 

0. 5188 > 0. 05 

~ 3 单克隆抗体 NC6 对原位水·体生长的影响 小时z μ 

n X Sd p 

长度一-注射，理j一一 8一一一一旦旦旦旦一- 9.15 
未注射侧 8 571. 3 

2. 0491 > 0. 05 

注射似U 8 57.81 
宽度一一 - 一一一一一一一 … 一- 9. 07 

未注射侧 8 556.3 
2. 41 23 < 0.05 

长度一串射侧 一一一 9一一-106.q 一-
未注射侧 9 

5. 3935 < 0. 001 

~~:注射侧 一jL 690.~__. 7.1 且
~ .~ 未注射侧 9 661.9 一

3 . 9451 < 0. 01 

39 

大小差异。这就意味着，在上述离体培养实验

中， 实验组水晶体的增大确是由单克 隆抗体

NC 6 所引起。

的结构特点有关。 综上所述，本文结果证实了

以前原位眼内微注射的结果[1川是可信的。

已知NC6是利用鸡水晶体纤维细胞连接蛋

白分子的细胞外侧区片段作抗原制备出来的合

单克隆抗体[I] ， 已被认为这类抗体可专一地结

连接蛋白分子细胞外侧区的抗原决定簇，因而

具有阻断间隙连接形成的作用 [l， 7J 。 曾弥白 [8J

原位注射实验的结果见表 3 。它的统计学

结果与离体培养资料(见表 1 )相似。当培养时·

间为 16 小时， 原位水晶 体的宽径大小在实验

组与对照组之间出现明显差 异(表 0 ， P< 

0.0日， 但其长径差异 仍不明显(表 3 ， P> 

0.05); 当培养时间达到 24 小时 ， 实验组原位

水晶体的长径和宽径均非常明显地大于对照组

(表 3 ， p< O.OOl 或 p< O. Ol ) 。也就是说， 在

原位注射实验中 ， NC 6 对7](晶体生长的影响

也与培养M问正相关。众所周知，离休培养实

验的结果不受胚胎体内其他机制的影响。 本文

离体培养实验的结果与原位注射实验的结果相

一致这一事实表明，胚胎体内的其他机制也没

有明显影响原位实验的结果。这可能与水晶体

早已利用冰冻断裂技术在形态上直接证明了抗

连接蛋白抗体能阻断间隙连接的形成。 我们最

近的电镜观察亦已证明 NC 6 处理可明显减少

间隙连接的数量问。 所以，无论是以前的原位

眼内注射实验(1 川， 还是本文的器官培养及原

位注射，它们所揭示的 NC6 促使水晶体增生

的结果均可能与间隙连接形成的被阻断直接相

关。 Loewenstein [ 10 J 曾指出， 连接通道在进行

生长控制分子的细胞间转运过程中起作用 z 连

接通道的缺乏或被阻塞将导致细胞生长控制失
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调。 我们推测， 正是由于间隙连接的形成受到

抗体 NC 6 的作用而减少，从而使细胞分裂失

控， 水晶体的增大正是细胞分裂失控的反映。

我们过去的原位注射实验结果[ 6]可支持这种推

测， 因为它证明， 在 NC 6 作用下， 水晶体的

增大与纤维细胞数的增多是同时发生的。正因

为 NC 6 影响水晶体生长的直接原因可能是由

于细胞分裂失控， 所以这种影响与培养时间正

相关， 培养时间越辰， 影响越明显(见表 1 和

表 3 )。

整体水晶体的立体观察指出，无论是原位

水晶体(图版图 3 、 4 ) ，还是离体培养水晶体

(图版图 5 - 8) ， 其实验组与对照组水晶体都

十分相似， 说明抗体 NC 6 并不影响水晶体的

形态.

摘 要

用器官培养技术研究了抗连接蛋白单克隆

抗体 NC 6 对鸡胚水晶体发甫的影响，同时进

行了原位眼内注射 NC 6 的实验。7]<.晶体大小

的统计分析结果指出 ， 离体器官培养结果与原

位眼内注射结果完全一致z 实验组水晶体均明

显地大于对照组F 这种差异显著性又与培养时

间正相关。 但正常水晶体左右侧之间无显著的

(上接12页 )

CFU 和 GM-CFU 测定对 SFM-l 和 SCM 进行

全面比 较后显示， SFM-l 和 SCM 对上述造血

祖细胞的生长支持作用没有显著性差异，而且

SFM-l 优于另外 2 种无血清培养基(SFM-2 和

SFM-3) 。 未发现 SFM-l 对细胞形态、 表型和

结掬有明显影响 。
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大小差异。 这些结果表明 ， NC6 确有 促使水

晶体增大的作用。以前的工作已经证明， NC 6 

能阻断间隙连接的形成。因此， 作者推测， 可

能是 NC 6 阻断了水晶体纤维细胞中的 间隙连

接形成， 造成了细胞分裂的失控， 从而导致水

晶体的增大。 本文结果进一步证实了间隙连接

在生长控制中起重要作用 。
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