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pSV-2 neo 和 HPV-II DNA 共同转染NIH 3T3细胞的结果

陈保平陈晓陈奇ti每

(武汉 ， 湖北区学院细胞生物专 430 071 ) 

根据 Southern 及 Berg[l]的报道， 哺乳动

物细胞转染 pSV-2 neo ( neo) 基 因后可转变

为抗 G 418( 氨基葡萄糖戒抗生素 ) 的细胞。该

抗生素可杀死不含此基因的细胞。 因此该作者

提出 neo 基因可作为一种选择标志基因与其它

非选择基因共同转染细胞，然后用含 G 41 8 的

培养基进行筛选，将不合 neo 基因的细胞杀

死。这一技术曾被运用于许多领域的研究。在

病毒转化细胞试验中 Yasumato [2]及 Ches ters [3]

先后报道了人乳头痛病毒 16 型 (HPV-16 )对

3 T 3 细胞的转化， 二者均是使用的以 neo 为

载体的重组 HPV-16 DNA ， 但前者观察到细

胞转化， 而后者则否。其原因可能是由于重组

经酶切损伤了病毒 DNA 的功能部分。为此

本实验将两种重组质粒共同转染， 以避免再次

酶切的损伤，就人 fL头瘤病毒 11 型 ( HPV-ll )

及 neo 对 NIH 3T3 细 胞的转化 潜能进行了观

察。 同时还就 G 418 对该细胞的毒性进行了观

察。

材料 和方法

NIH 3 T 3 细胞 来自瑞士小鼠胚胎成纤维母细

胞， 由美国宾州大学医学院 Rapp 教授提供。培养液

为 90% Dulbecco 改良的 Eagle 培养液 及 10%小牛血

清， 加适量的青 、 链霉素，常规培养。

重组 pSV-2 neo 逃撵基因 按报道方法I I J织成 ，

亦由 Rapp 教授提供。

重组 HPV-ll DNA 由西德 Zur Hausen 教授嘀

送。 载体，质粒为 pBR 322，切割点约 Bam Hl。

生长曲线 在 60 mm 培养皿内加入10 ml 培养液 ，

接种 1 X 1 0 5 个细胞。 培养液 内分别加入不等量的

G 418 : 50Wg/ ml, 300μg/ml ， 100μg/ml 及 50μg/

ml。 在 37 0CC02 箱内培养，连续 5 天， 每天计数细胞

一次 ， 每次计数 5 皿 ， 取平均值。

DNA 转染及分组 将 1 X 10 5 细胞接种于盛有 12

ml 培养液 ， 直径为 90 mm 的平皿内，培养 24 小时 ，

用磷酸钙共同沉淀法[ 5 J转染 DNA ， 载体为裸鼠胚胎

成纤维可细胞 DNA。 转染 DNA 之证及分组列表于

下。

表 1 转染 DNA 之最及组别

何Jlll加入 DNA之最 (μg)
组别 士宫皿数

载体 pHPV-11 pSV-2 neo 

1 2 10 
2 2 10 2 

3 5 10 1 
4 5 10 2 1 

抗生素 G 418 (geneticin neomycin)从 GIBCO 公

司购得， 采用了四个不同的浓度用于其对细胞的毒性

试验(见图 1 )。择其毒性最强浓度 500 μg/ml 作为选

择浓度， 运用于细胞转化试验。于 DNA 转染后的 48

小时开始使用， 在转化灶克隆时继续使用， 直至实验

终止。

转化灶计数 在 DNA 转染后第四周末将所有培

养皿用 1 0% 中性福尔马林固定 ， 0.05%结品紫染色，

肉眼计数。

转化灶克隆 于固定前用弯管将部分转化灶分别

移取，种植于 20 mm 的平皿内，待生长成单层时转至

T 75 培养瓶内继续培养，收 集所有培养细胞抽提

DNA ， 供点杂交用。

DNA 拍 摄 及点杂交 按 Blin 和Stafford[叫法进

行 DNA 抽援。简而言之，用 Phenol-Chloroformi

sOámyl-alchol (25 ; 24: 1)抽提 2 次，酒精沉淀。用 TE
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第 11 卷句''; 1 Itl] 细胞何物

(pH 7 .6 ) 泪悬 ， 透析 ， 测 DNA 含茧，杂交时取 50 μ1

分 5 次滴在硝N{，(纤维惊纸上 ， 碱性溶液使 DNA 变性，

在严格条n f'j J2p 标 iL的 HPV-ll U针 (4 X 108 cpm 

j !-tg ) 或J2p 标 ÌL'，的 pSV-2 neo 探针 (3 X 108 cpmjμg )进

行杂交IS] ， 随后将其暴露于富士RX 胶片片下，于-7 0 0C

冰箱内 1 周. .!IH~后确定斑点的有、 无及相对强度。

结果与 讨论

、抗生素 G 4 18 对 NIH 3 T 3 细 胞的数

死作用

木实验证明 G 418 对不含 neo 基因的 NIH

3T3 细胞有致死作用(罔 1 )。

7, 

飞'-r~_ • _'"、飞

\ 

I 2 3一一 4 一一一τ-

À数

图 1 G 418 不 同时间对 NIH 3 T 3 细胞的
..性反应曲线图

--0 μgjm! 一一--50 μgjml

- '-' -100μgjml ……… 300 μgjml 

-ð-ð500 吨jm!

G 418 的浓度越大致死的 时间越快。在

500μg/ml 的浓度作用下， 5 天内所有 的细

胞完全死亡。此一结果与 Southern [l J的结果一

致，不过该报道没有剂量效应数据。本实验结

果所显示的 500 ug/ml 杀死所有细胞的具体时

限及剂量效应对细胞转化实验非常重要， 因为

转化灶出现的时间一般在实验开始后的 1 - 2

周内，所以在第一周内将不含 neo 基因的细胞

占(.主、 -17
J ' ..-j'; 牛、

杀死可以除去白发转化。

二、细胞死亡及转化灶的出现

171 

于 DNA 转染后一周内， 表 2 咛1 第 1 、 2

组的细胞全部死亡， 无转化灶出现。 3 、 4 组

虽见很多细胞死亡， 但仍有一定数景的散在的

存活细胞。于第 2 至 3 周内，由存活的细胞原

位增摘， 形成大小不等的细胞集痕。在集部内

细胞生长失去接触抑制 ， 相互童玩， 方向紊乱

形成转化灶(见图版图 1 )。两组转化灶之大小

及细胞形态无明显不同。于 DNA 转染后第 4

周末对转化灶的计数结果见表 2 。

表 2 pHPV-11 DNA 及 pSV-2 neo 
诱导的转化灶

组别

1 载体 DNA

2 载体 + pHPV-ll

3 载体+ pSV-2 neo 
4 载体+ pSV- 2 neo 

+ pHPV-ll 

转化灶

数μm

。

。

44 . 00 
162. 66 

转化灶平均
直径 (rnm )

2.00 
1.80 

从表 2 可看出 HPV-11 和 neo 共染 NIH

3 T 3 细胞可诱导该细胞的 转化， 转化率为

162.66/ 1 x 10 5/皿。本实验的分子杂交结果还

证明转化细胞中含 HPV-11的DNA( 图版图2) 。

此两项数据说明 了 HPV-11 有转化细胞的能

力， 从而支持了这一病毒株的感染与肿瘤发生

可能有关的报道[ 6] 。

ne。 在本实验中原是作为选择基因而被采

用 ， 但是从表 2 中看出单独用 neo 组中 ( 3 组)

NIH 3 T 3 细胞也有转化， 其转化率为 44.00/

1 X 10 5 /皿。在此组转化的细胞中 经分子杂交

(图版图 2 )证明含有 neo 基因 DNA。 由于不

含 neo 基因的细胞均被 G 418 杀 死(见对照 1

组及 2 组) ，所以本组( 3 组)的转化灶中会不会

还存在自发转化灶，尚需进一步研究。 South

ern[l J开始提出 neo 可作为选择 基因时， 也提

出它对 3T6 细胞有 1 / 7 X 10 5 的转化率， 可是

其他研究者【 2- 3J在进行 HPV-16 转化 3T3 细

胞并用 neo 作选择基因时未观察 到 neo 的转化
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]72 细胞生物 学杂志 1992 年

作用。这些报道的不同可能与实验条件不同有
关。本实验的条件与上述报道也不尽相同 。这是

在使用 neo 作为选择基因时需要考虑的问题。

HPV-11 和 neo 共染诱 导 的转化灶数是

neo 单独诱导的 3 .7 倍，并在转化的细胞中含

有该两种 DNA( 图版图 2 )。由 此虽可证明

HPV-11 的转化作用 ， 但该两种 DNA 对细胞

的转化作用是彼此单独的， 抑是协同的?尚需

进一步研究。

摘 要

本实验 将 neo 及 HPV一 11 两种 DNA 共同

转染 NIH 3 T 3 细胞，以 G 418 抗生素作为选

择剂，对诱导的转化灶进行 筛选。 同时还就

G 418 对 NIH 3 T 3 细胞的毒性进行了观察。

neo 单独使用诱导的转化灶数为44.00/ 1 X 105
; 

neo 与 HPV-11 合用诱导的转化灶数为 162.66

/ 1 X 10 5。由 neo 转化的细胞含有 neo 基 因， 由

neo 和HPV-l l 转化的细胞内含有该两种基因。

图 版说 明

1. 示转化灶的形成。 A 由pSV-2 neo + pHPV- ll 

转染， 可见式量转化灶。 B 由 pSV斗2 neo 转染，可见

较少转化灶。 C 对照 ， 7é转化灶出现。 DNA 转染后 4

周 ， 福尔马林固定， 结晶紫染色，缩小 0.55 倍。

2 . 克隆转化灶细胞 DNA 与有关探针点杂交显
影。 A: 与 pSV-2 neo 杂交结果，上排为标准 时0，

从左至右以 0 .125 陆 作倍比稀释。下排从发至右分别
为P SV-2 neo + pHPV-11 转化细胞之克隆 a ， b ， c ， d

及 pSV- 2 neo 转化细胞之克隆 a ， b. 所有克隆细胞均

含 有 neo DNA o B : 与 pHPV-l] 杂交之结果，上排为

标准 HPV-ll DNA ， 从左至右的 0.125 μg DNA 作

倍比稀释。下排材料从左至右与 A 的下排同，但 pSV-
2 n.eo + pHPV-11 转化细胞克隆含 HPV-ll DNA , neo 
转化细胞克隆 a 及 b 不含 HPV-t1 DNA. 
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人体骨髓长期培养中粘壁层的基质细胞

陈志哲 李觉民洪华山林艳占百

(福州，福建省血液病研究所 350001) 

人体骨髓长期培养 (HLTBMC) 能维持粒

单核细胞的造血达数月之久。这种粒-单核细

胞的长期造血依赖于造血细胞和粘壁层的基质

细胞之间的密切互相作用。所谓基质细胞包括

成纤维细胞、 脂肪细胞 、 巨噬细胞和内皮细胞

等(1) 。 有证据表明 HLTBMC 基质细胞中的 成

纤维细胞有别于通常骨髓中的成纤，维细胞。后

者在不同的培养条件下可以传代生长。 利用表

面标记F可以将骨髓基质细胞中各种不同的细胞

群体辨别开来，从而进一步研究它们各自的功

能特性。本研究报告 HLTBMC 粘壁层中基质细

胞的抗原表型， 并与两次传代的存在于骨髓的

成纤维细胞、 皮肤成纤维细胞和脾脏的成纤维

细胞作一比较。 此外， 本研究还报告 HLTBMC

中各种不同的基质细胞的分布。

材 料 与方法

-、骨髓细胞长期培养.

1 、 自榕后上棘 穿刺采取骨髓液。抽吸髓液的

10 ml 针筒内预先装有 1 ml RPMI-164 0, 5 %小牛血
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