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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 
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mmol/ L PMSF , 0. 3 mol/L 乳糖， 1 mmol/L 二蔬基

苏糖晖， 0 .1 5 moJ / L NaCl 和 0 . 2 mol/ L KCl ) ， 高速

匀浆 1 5 分钟。 15000 转冷冻离心 30 分钟取上清液 ，用

平衡液 (pH 7.8 25mmol/ L Tris-HCl 含 20 mmol / L 

CaC1 2, 1 mmol/L 二流?在苏:tJ.ìf~字 ， 0 . 05% Triton x l OO

和 0 . 1 5 mol/ L NaCl )充分透听后 i三宋平日层析柱。用平

衡液洗涤5')é.杂蛋白流 Ll::日改用 0 . 3 mol/L 乳粉1洗涤 ，

收集蛋白峰。将蛋白峰合并浓缩， 经 Seph ad ex G 50 

柱是:析， I改失血j疑的性 dl景。 )jo用 PAGE 检测纯度。

细胞悬液的制备 1. 人胃癌细胞 s 将新鲜人胃癌

标本瘤体部分洗净剪碎 ， 用。 . 2 5 %Tryps in 和 4 mmol

/ L EDTA 37 0C 消化 2 小时， 再 用不锈钢筛过能;收

集单个细胞， 基本全部为自细胞。 生理盐水洗涤后备

用 J 2 . 小鼠脾细胞和小鼠胸盼、细胞 :取小鼠 4 只 ， 脱颈

椎处死， 分别取牌和胸牒， 用不锈钢筛过惊收集单个

细胞， 生理盐水离心洗涤 ， 0 .1 %戊二睦室温固定 1 小

时， 然后用。 . 7 %甘氨酸溶液离心 洗涤 3 次备用 J 3. 

兔外周血红细胞的消化固定按文献[7J 。

结合 LBP 的琼脂糖颗位的制备 将纯化的 LBP

用 pH 8 . 3 的碳酸缓 ìrÞ i夜充分透析后 ， 按商品说明与澳

化吉[活化的 Sepharose 4 B 结合。 结合 LBP 后的琼脂

精颗校用瑞氏染N起染 1 分钟 ， 离心洗净。染色后的琼

脂桩'颗粒镜下呈蓝色。

LBP 对兔红细胞、 小鼠脾细胞和胸腺细胞凝篇作

用的检测 在.:" V"型孔板中每孔加入缓冲浪 50 微升，

LBP 溶液 (1 00μg/ml )50 微升 ， 检测细胞 1 5 微升 (0 . 5

-1 . OX I09/ ml ) , i昆匀后室温静罩 9 0 分钟观察结果。

凝集孔旦片状， 二IP疑集孔里点状。 无色的小鼠脾细胞

和胸腺细胞经台盼蓝染色后能够象红细胞一样进行检

测 ( 囱 1 )。

固 1 兔红细胞和蓝染后IJ、鼠膊细胞在 LBP作用下的精集团像

上下两行 Lnp 含量相等 ， 从左向右用缓冲液连续等fi'，:稍释

上行 : 蓝:染后小鼠脾细胞

下行: 兔红细胞

LBP 对混合细胞凝集作用的检测 将小鼠脾细胞

分别与兔红细胞及人胃癌细胞混匀 ， 然后分为对照组 、

实验组和精抑制组。对照组为混合 细胞加缓冲液 ， 实

验组为混合细胞加 LBP 溶液，糖抑制组为混合细胞加

LBP 溶液和 0 . 3 mol/L 乳糖溶液。 ?昆匀后分别涂片，

室t，wt凉干，瑞民染液染色， 镜下观察结果。

结合 LßP 的琼脂糖颗粒对兔红细胞吸附作用的

检测 在平底孔的组织培养板 中进行 ， 分糖抑制组和

实验组。精抑制组加 0 . 3 mol/L 乳糖溶液 50微升， 红

细胞 25 微升和结合 LBP 的琼脂糖颗粒 2 5 微升 2 实骑

组加缓冲液 50 微升， 红细胞 25 微升和结合 LBP-的琼

脂糖颗粒 25 微升 ， i昆句后静置 1 小财镜下观察结果。

结 果

两次层析后的 LBP 达电沫纯

将人溃痛型胃癌匀浆透析去除乳糖和去垢

剂 ，经去l唾液酸后的胎球蛋白柱进行亲和层析，

再进行凝胶过怯层析，合并血l疑活性峰，浓缩

后进行聚丙烯眈胶凝胶电泳 (PAGE) 。 电泳结

果显示样品为单一条带(图 2 )。

应用此种方法从 12 例典型人溃痛型胃癌

组织中(1200 g ) ， 分离得 到约 1 2 mg 纯化的

LBP， 并用以进行以下研究。
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r sz PS 1 RS 

1辙 ' 
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图 2 人胃癌 LBP 的 PAGE 图谱

Rs: 未纯化样1日l
PS 1 : 浓缩后纯化样品
PS2 未浓缩纯化样品

二、 LBP 对 3 种细胞的凝集作用

将睦化同定的红细胞、小鼠脾细胞和胸腺

细胞中分别加入纯化的 LBP，均发生凝集。当

LBP 的含母一定时，其对红细胞的凝集滴度为

1 : 256 ， 对小鼠脾细胞和 )J句腺细胞的凝集滴度

分别为 1 : 128 和 1 : 6 4。上 述凝集作用均可被

乳糖抑制。结果说明 ， 人胃癌中的 LBP不但能

够凝集红细胞， 而且能够凝集脾细胞和胸腺细

胞。由于后两种组织富含淋巴细胞，提示如果

人胃癌细胞能够向其生存环境中释放 LBP， 将

对免疫活性细胞产住一定作用 。

三、 LBP 促进 3 种细胞间的凝集作用

无 LBP 存在时， 混合后的 兔红细胞和小

鼠脾细胞均匀散在分布 (图 版 I 图 1 A); 有

LBP 存在时， 兔红细胞和小鼠脾细胞相互凝集

(图版 I 图 1 B); 存在 LBP 同时加入乳糖，则混

合后的兔红细胞和小鼠脾细胞无凝集现象。结

果说明这种不同 细胞间的 凝集作用是由 LBP

引起的。

将人胃癌细胞和小鼠红细胞混匀，人胃癌

细胞能够自发地吸附红细胞 (图版 I 图 2A) ，不

过这种吸附量不多，同型 细胞之间 (红细胞与

红细胞， 胃癌细胞与胃癌细胞)无凝集; 在人胃

癌细胞和红细胞中加入 LBP， 不但同型细胞之

间明黑凝集，而且异型细胞(胃癌细胞与红细

)j但) 之间也明显凝集(图版 I 图2B); 1'1: 含有 LBP

的混合细胞悬液中加入乳糖，则凝集作用减弱 ，

但不消失(即不象红细胞和脾细胞那 样完全散

开)。

四、结合 LBP 的琼脂糖颗位对红细胞也

有眼附作用

将兔红细胞与结合 LBP 的琼脂糖颗校j昆

匀 ， 镜下见琼脂糖颗粒表陌1贝附了大量的红细

胞(图版 I[ 图 3 )。 若将兔红细胞与结合 LBP

的琼脂糖颗粒混合的同时加入乳糖，则吸附现

象减弱。

讨 论

目前国际上一直采用去唾液酸后的胎球蛋

白作为亲和层析载体， 进行 LBP的分离纯化。

胎球蛋白是高度糖基化的蛋白质，其糖链末端

为唾液酸封闭。 经低浓度的硫酸加热去除唾液

酸后，胎球蛋白就成为 LBP的天然配体问。使

用去唾液酸后的胎球蛋白柱能够从人溃窃型胃

癌中分离到 LBP， 这说明人胃癌与其它肿瘤类

似，也含有 LBP。

由于纯化的 LBP不但能够促进同类细胞间

的凝集，而且能够促进异型细胞间的凝集， 特

别是这种凝集作用能够被乳糖完全抑制或减

弱，说明人胃癌所含的 LBP确实参与并介导了

细胞间的粘附。同时 LBP-琼脂糖颗粒能够大

量吸附红细胞，乳糖也能够减弱这种吸附作用 ，

则是 LBP介导细胞间粘附的直接证据。

细胞表面的结构是复杂的， 正常细胞恶变

后，细胞表面~il~附分子和配体的含量及结构常

有很大变化[町 ， 这必然要影响到细胞间的识别

和联接。因此不难设想， LBP 介导的兔红细胞

和小鼠脾细胞间的凝集完全被乳糖抑制 ， 而人

胃癌细胞和兔红细胞之间可以不同， 其J疑集作

用只能被乳糖部分抑制。 由于乳糖只能够抑制

由 LBP引起的凝集，所以加入乳糖只减弱人胃

癌细胞和兔红细胞之间的凝集， 而不能使之究
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全消失。

人胃癌细胞对兔红细胞的粘附能力增强及

其 LBP表达量增高(待发表资料 ) ，则提示如果

某些器官或组织中含有大量能够与 LBP结合的

配体， 那么脱落到循环中去的胃癌细胞将有可

能通过其表面的 LBP分子定向种植或转移到这

些组织武器官中。

摘 要

木文使用去唾液酸脂球蛋白柱从人溃扇型

胃癌中分离纯化出一种对 自 半乳糖昔键有高亲

手1.1力的凝集素 (LBP) 。 乳糖是其有 效抑制剂。

朋究结果表明， LBP 既能促进正常细胞间的凝

集， 又能促进或介导人胃癌细胞与正常细胞间

的帖|时 ， 共价结合 LBP的琼脂糖颗粒对红细胞

的吸附能力增强。而这些作用都可以被乳糖完

全或部分抑制。结果提示 ， LBP 可能是在人胃

癌细胞定向转移中起作用的一种重要分子。
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裸小鼠人脑胶质瘤模型NHG-l 的细胞染色体分析

徐决达 马 文雄谢学川页 杜子成

(-;þjH医学院脑神经研究室 2 1 5 0 0 6 )

接种人肿瘤组织后，荷瘤鼠肿瘤细胞染色

体检测技术是一项鉴别人移植瘤或鼠白发瘤的

灵敏、 可靠方法的Z]。木实验 将我室建 立的

SHG-44 人脑胶质瘤细胞系第 67 代细胞、 及由

该细胞系接示11于裸小鼠以后建立的 NHG-l 第

]、 22 、 35 、 40 、 45 和 5 0 代移植瘤进 行了染

色体的初步分析，探讨该模型的一些细胞遗传

学特征。

材料 与方法

-、实验动物 1981 年从 日本引进 NC 裸小鼠，

在本室 NASA 1000 级裸鼠房内饲养繁殖。 将 SHG-4 4

细胞系第 67 代细胞I3]，按 1 X 107 j只鼠进行裸小鼠皮

下接种.移植成功后继续以移植瘤 组织进行裸小鼠接

示l'传 1-\;; I ' J 。

二、换色体制备 将液氮中保存的 SHG-4 4 第 67

代细胞， 及 NHG-1 第 1 和 22 代移植瘤原代培养细胞

解冻复苏， 在含有新生小牛血清 20% 、 条件培养基

l O % 、 双抗常规量的 RPMI-1640 培养液中 (GIBCO )

培养， 其它条件同以往报道[5叫。待细胞生长旺盛时

加入秋水仙素(最终浓度 。 . 07 问jml ) ， NHG-1 模型第

35 、 40 、 45 和 50 代实验眠， 颈椎脱日处死后取移植

瘤组织 ， 用机械分离法分离过i虑 ， 使成单细胞悬液[6] ，

加入秋水{JJJ索(最终浓度 0 . 5 μgjml ) 。然后分别置 37 0C

二氧化碳培养箱 2-3 h ， 收集细胞， 作染色体制备。

三、染色体显带技术 将待制备的染色体标本置

室温下 1-2 天 .G 显带按 Seabright 法[门 ，用 0 . 25 %

j痰酶， pH 7.2 处理标本 1 . 5-2 min ， Giemsa 染色 8-

10 mín。选择分散良好，带纹清晰的细胞，摄影及放
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