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增脑细胞核;抗原 (prolifera tíng cell nucleus 

a n t i gen , P CNA ) , 是一种在 S 期开 始在核内

出现， 而在 S 期结束后消失的与细胞周期有关

的蛋白质 ， 它的动态变 化可以反映 细胞由 。l

}~J进入 S 期的速率。 1-E细胞时期 调控机 ;\)I J 中 ，

c-myc 1反癌若因的农达能够促使细 胞由 GJ 邦j

进入 S 期 [ J)。孜们以往的 E作已证实大黄京具

有抑制肾小J;J<:系膜细胞 c-myc 基 因 表 达的作

用 [2)。为了进一步论证大 1it素对 c-myc 基因

的产物也有相应的减弱效应， 本文观察了大fk

东对肾小球系映细胞 PCNA 的影响。

材料 和方法

1 .大黄萦 ( Emod i n ) 系从大N生药咛l分内出的

总能衍生物， 化学名称为 3-月1基-1 、 6 、 8-三经11'二]出;

舰。此l 中国药科大学陈flj(华教授惠赠。抗增殖细胞核

1ìchl((PCNA) 怡克i气JiC休山关旧华盛顿大学 WilJiam

G . Couser 教授惠赠。

2. 肾小球系膜细胞培养 SD 大队经级检脱位j文

化 ， JC菌条件 FJ尚除肾脏。 按常刘方法I ~ 1用机械问师

法分离收获肾小球，经 RPMI 1 6 40 府养液洗 3 次 ， 镜

检肾小f如也j豆大于 DO%。将肾小球置于含 20% 灭

活胎牛监1沽 (FCS ) , 200 nm/ml )民岛京的 RPMI 1 6 40

培养液中 ， 在孵育箱 ( 37 0C ， 5% CO., 95 % 01 ) 中培

养， 3 天左右肾小球周险|长出形态为卵圆形的上j支细

胞， 以后履满瓶底 ， 3 周左右上皮细胞逐渐死亡。 代

之以梭形或星状的系脱细胞，经膜蛋白酶消化， 传代

培养。

扎 实验分组及流程 取第四代系膜细胞， 用

。 . 25%脱蛋白酶消化后 ， 1以八到置有小载玻片的 6 孔

1及中 (2 X 10 5 细胞/孔〉 。 待细胞贴监后 ， 根据实验目

的换以不同的兴验培养液。实验培养液分为两 组 : A 

饥 ， 15 %FCS + 1640 培养液做 、与对照 1 B 组 ， 15 % 

FCS + 1610 培养液十大黄索(25 μg/ml ) 。每组设两个

复孔。继乡J~ J:ii养 2 4 小时!后，取出载破 j午，用 PBS 洗

涤民进行 PCNA 染色。

4. 肾小球系脑细胞 PCNA~丧色 及 计数 PCNA 

(J:~1l 1胞 1-/-1 含监较 少 ， 月j J:d:接讼1'1 川 IIJ lftì)、难以显小。 我

们j主 11'1 政 ~:\'!;jg:商 、 4TE:12 包女f-I'I~ PAP 川 l二;夫 7位色。

l主法估llJ( 才乞'桥抗体( 只;1/"吁:二、 :在气扰你均怀有辣

恨过氧化酶) , 能使JJc)吹口-u i至投放大。!'(: !J;: l，燎可i1'~

f6沟 ， ~r.H的附有系 11克细胞fl~J 找到是片用冷lλj 嗣同定 1 0

分钟 ， 用 PBS 洗涤 lli . 加 PCNA I孚先;院抗{札 37"(; 

好宵 1. 5 小时， 用 PBS 洗涤 . .ÌJ口炖恨过氧化梅标记的

兔抗鼠抗体 (Dako ) ， 37 "(;孵 -~f 4. 0 分钟 . PDS 洗涤 ，

加 1 5吁:根:ìJ:氧化酶标记的猪抗兔;JÎC 体， 37 0C附育 tlO 分

钟 ， 用 PBS ìlj l洗 ， )J口 J兔 PAP ， 37"(;仰自 4 0 分钟后 ，

m DAB-H20 7 显色 5 分钟经:，;r水东:王三染细胞核后，H

j牛。毛正张染色玻片计数 2 50 个细胞放 PCNA 1I1I伯和阴

1'1)[l I )J也各自 j沂占的绝对数 ， 211i l总 u百分数去 IJ飞。

结 果

肾小球系膜细胞的鉴定 ThY- l 抗原

是肾小球系膜细胞我if l i标志抗原之一[4)。在相

位差显微镜下观察系 )皮细胞呈梭形式星形。用

抗-ThY- l 抗休以问接荧光j去进行染色， 系膜

细)J胞j血包 Th忡y- l 抗原呈口阳/ì斗性反 j向、4句:识Z

二、肾小球系膜细胞 PCNA 染 色结 果

系 j民细胞 PCNA ISFI 性细胞的着色特点并不均

一， 口J根据其着色类型将 PCNA /)/-1性细胞分为

S 期早期 (S J 期 ) 和后期 (Sz 期) [5) 0 S J Wl 细胞

表现为细胞核内出现均匀的棕褐色小颗粒 ， Sz 

期细胞则核内上述颗杭数目减少，但体积 增

大，向核仁周围聚集。

从表 l 中可以看出 ， 对照组非 S 期细胞，

Elll PCNA 阴 性细胞 占 6.8 % ， 大黄素组占

26 .0 % ， 大黄素组非 S 期的细胞数明显多于对

照组 (P< O.OO l ) ， 表明太贵素能够抑制肾小球
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表 1 大黄素对肾小球系膜细胞 PCNA 的影响

对照组

大黄豆豆·组

-11: S .ltJJ细胞·

17( 6 . 8%) 
65 ( 2 6. 0% 户 '

S 期细胞告

Sl 期

56 (22 . 4% ) 
96 (38 . 4% ) 

Sl 期

177( 70 . 8% ) 
89(35 . 6%) 

‘ :1-到(2 5 0 个细胞 ， PCNA 阴怯 (非 S 剿 )丰I I PCNA líi:j性 ( S }号j)细胞的绝对数， 括号内为其所占百分敛。

• p、 0 . 001 ， Vs 对照绍。

系膜细胞进入 S 期。不仅如此， 上述两组之间

S HJJ 细胞中 S1 期细胞与 S2 期细胞所占的比例

也存在省羞片 。 刘照组 S2 期细胞占 S W3 细胞

总数的 75. 9 % (1 27 / 233) ，而大货素组 S2 期细

胞只占 S J~J细胞总数 的 48 . 1 % ( 89 / 185 ) 。说

圳大~b'i'素不仅能抑制肾小 球系 膜细胞进入 S

期，而且刘于己进入 S 阳细胞的进一步过j度也

有一定的影响。

讨 论

A 在细胞周期研究中的地位

峭的细胞核抗原 (PCNA) ) î!.: Mi Yachi 寄:

1978 !.f 首次报道的[汀 ， 此后有人证实 PCNA

系细胞怡内 分寸'吐为 36 kD 的蛋白质。因为

PCN A 于 S 则在核中出现， 又在 S 期结束后消

失 ， I快又称为细胞同 ;~J 蛋白 (cyclin ) [ 8 ) 0 PCNA 

是细胞 DNA 聚合酶系的附属蛋白 ， 能 促 进

DNA 聚合附系延伸 DNA 链 ，有增强 DNA聚合

酶 m ì币机的作用 ， 并且不仅与 S 期 DNA的复ffilJ

有 关 ， J企 "f IJ，做为判断 S 1叨 DNA 含量 以及细

胞分裂增殖的一个标志、[5 ， 0 J 。因此 ， PCNA 单

;51:i隆抗体组织化学技术已被广泛用于肿瘤细胞

增殖特性和分化程度的研究[ iO ] ， 以及系膜增

魁性肾炎系膜细胞增生程度的判断指标[句 。

二、大黄素抑制肾小球系膜细胞 PCNA表

达的意义

研究大黄素在细胞周期调控中作用的设想

源于我们最初的工作， 目[J大黄素能够抑制j肾小

球系膜细胞的增殖[Z)。为了对大黄上述作用的

分子机制进行探讨，我们继而观察了大黄素对

肾小球系膜细胞 c-myc 原癌基因表达的影响 ，

发现大-þli"素能协明显拍l市IJ系膜细胞 c-myc 原

幅基因的表达 [ 2)。大 ~I~'东在 11)J íhlJ c-myc 1原路

基国表达的同 IH ， 刘其基因产物是面;也才可同样

的效应?也就 :;!t说 ， c-myc ~高基怯I mRNA 农

达被抑)I1IJ 后 ， 细胞进入 S 期的速半是否也相应

地减慢? c-myc 癌基因产物定位于细胞核内 ，

并且结合在双链或单链 DNA 上。虽然有报道

用抗 c-myc ~函基因产物拨丛末端小同部分的

合成寡聚多肤的抗血 洁检测 c-myc 癌基因产

物，由于该基因产物不始走，给我们进一步分

析大黄索与 c-myc 癌基因产物的关系带来了

困难。 PCNA 是出现在 S 期的特异性标志物，

观察细胞 PCNA 的变化能帮助我们了 解细胞

由 。1 J引进入 S 期的速卒， 对于判断 c-myc ~函

基因产物的作用可能会提供一些 1日j 接的依据。

在研究中我们发现大黄索组与对照组相比非 S

期细胞明显增多，证明了在细胞周期活动中大

黄京确实能够阻抑肾小球系膜细胞向 S 期的过

渡，而这一过程的产生很可能是通过抑制系膜

细胞 c-myc 癌基因表达来完成的。此外，在

研究中我们还发现， 大黄京仅能抑制系膜细胞

进入 S 期，而且对于已进入 S 期细胞的进一步

过技也有影响。 具有 S2 期特征的细胞不仅出

现在 S 期后期 ， 并且标志着 DNA 的合成[ 9) 。

对照组 S2 期细胞占 S 期细胞总数的 75. 9 % ，

大黄素组 S2 期细胞只占 S 期细胞总数的 48% ，

这一效应的产生可能同 样是 c-myc 癌基因受

到抑制的结果。 在细胞癌基因中 ， c-fos 能促

进细胞由 G。期进入 G1 期 ， 但对其后 的细胞

周期活动不产生影响 ， 而 c-myc 则不同， 它

除了在细胞由 G 1 期向 S ~~l过渡时. (f % ~达
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外， 在细胞周期的其它时限仍有基础水平的表

达 [ 12 ] 。那么在 c-myc 癌基因被大黄素抑制的

情况下。势必对 S 期细胞的进一步过技产生一­

定的影响。

摘 要

本文!应用体外肾小球系膜细胞培养和免疫

组化染色技术， 以增殖细胞核抗原 (PCNA ) 为

标志抗原， 观察了大黄素对肾小球系膜细胞周

期调控的影响。发现大黄素能明显抑制系 l皮细

胞从 G1 !制进入 S 期 ， 同时'对已进入 S 期细胞

的进一步过波也有影响。
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人胃癌结合自半乳糖苦凝集素对不同细胞的凝集作用
/ 

许风;告 文IJ 在贵

(滨州医学院生化教研室 山东 256603 ) 

动物凝集素是细胞F 或细胞膜上的一种糖

结合蛋白， 参与细胞间的识别联接，调节着细

胞的生长发育。研究表明 ， 细胞膜上的凝集素

可以与相邻细胞膜的糖基结合，促进细胞之间

的联接[11 0 仓 鼠成纤维细胞中的凝集素能够促

进仓鼠成纤维细胞间的粘附[Z] z 正常细胞被诱

寻恶变后， 其表面凝集素不但表达量增高[ 3 ] ，

而且在肿瘤细胞转移中具有重要作用 [4]; 此外

抗肿瘤细胞凝集素抗体能侈抑制肿瘤细胞的聚

集[ 5 ]。人溃癌型胃癌是i宾州、l 地区的一种常见高

发性肿瘤。最近， 我们从该类型肿瘤中(包括

鳞癌和腺癌 ) , 分离和 纯化出对 向 半乳糖昔键

有高亲和力的一种凝集素，称为 自 半乳糖昔i疑

集素，简称 LBP。 乳糖是其有效的抑制剂。本

文报道纯化的 LBP 对不同细胞的凝集作用 。

材料和 方法

材料

模化氨活化的 S巳pharose 4 B 和 Fetuin (Fluka) , 

Sephadex G 50( pharmacia) ,PMSF(Merck ) , Trypsin 

(Difco ) , '乳糖(上海化学试剂一厂)。昆明种小鼠和家

兔取自本院动物室。外科手术目的人溃殇型胃癌标本

均经本院病理科及滨州地区医院病理科确诊证实。

方法

φ LBP 的分离和1 纯化 2 按文献[ 6 J制备亲手日层忻载

体。简 言之， 取 250 mg 胎球蛋白 ， 用 0 . 05 mol / L 

H2SO， 8 0 0C水解 1 小时去除唾液酸，并用 pH 8. 3 0.1 

mol/ L NaHC03 溶液充分透析后 ， .J:安商品说明与 ] 5 g 

澳化1~ 活化的 Sepharose 4 B 偶合， 装柱， 再用缓冲

液充分平衡。将人胃癌标4:洗净、 称茧，剪碎， 每克

标本jm 5 011 抽捉液 ( pH 7. 8 25 O1 01ol/ L Tri s-HCl 溶

液， 含 0 . 1 % 脱氧胆酸锅， 0.05% Triton X 100 , 0.1 

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志




