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胞内Ca2 + 升高而收缩系肢细胞F 各种 IP 的循 使 PLC 活化 ， 促进 IP 及 DAG 的生成，从而

环也促进合成 DAG，从而活化 PKC， 使 Na+- 活化 PKC，促进系膜细胞的 DNA 合成及增

H+ 交换激活，细胞内 pH 升高， PKC 的活化 殖。

也促进其他 DNA 合成的调节基因/调节蛋白

的活化， 从而促进系膜细胞的 DNA 合成及增

殖。

摘要

本实验应用[3HJTdR 掺入法测定 LTD，对

大鼠系膜细胞的促增殖作用，测定系膜细胞合

成的 DAG 及 IPh IPb IP3 景 ， 用 PKC 抑制

剂 Calph ostin C 预处理系膜细胞，观察其对

LTD，促增殖作用的影响。结果表 明 ， LTD , 

促进系膜细胞的增殖及 DAG 合庇、 IP 合成 。

以 0 . 01μmol/L 的 LTD，作用最强。 Calphos

tin C 可抑制 LT叭 的促增殖作用 ， 证实 LTD
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HeLa 细胞和 BHK 细胞实验交叉污染消涨规律的探讨

张荣兴 林日是旭 朱德辱

(中国科学院细胞库上海 20003 1)

细胞系(株)间的交叉污染，严重地威胁着

细胞系(株)的质量控制。特别是 HeLa 细胞的

污染是世界性的棘手问题。美国模式培养物保

存中心(ATCC)用 A 型 G6PD 同功酶法，染色

体 G 带分析和 Y 染色体的奎纳克林荧光技术

证明，许多人细胞系已被 HeLa 细胞污染。如

口腔表皮样癌细胞 (KB) 、 人胚肺细胞 (L-132) 、

张氏肝细胞系 (Chang Liver ) 、 人胚小肠细胞

系 (Intestin 407) 和 3 个人羊膜细胞系 (W;sh

FL和AV3 ) 等 15 个细胞系均带有两个或更多的

HeLa 细胞标志染色体、 A 型 G6PD 同功酶和

无 Y 染色体。强烈证明这些细胞已被 HeLa 细

胞所污染[1-飞 N巳lson-Rees 等也用类似的方

法证明 z 胚肾细胞}系 (HEK)、乳房癌细胞系

(HBT-3 ) 和转化的前列腺瘤 (MA 160) 等细胞

系事实上是宫颈癌来源的 HeLa 细胞 [4 J。众所

周知，被广泛应用的 HeLa 细胞具有很高的生

长速率 ， 这或许是它们淘汰被污染细胞的主要

原因。但是，是否还有其他因素促进此现象的

发生? 为此， 我们通过抗中间丝蛋白荧光染色

和观察条件培液下的生长状况， 对 HeLa 细胞

和 BHK-21 细胞的实验交叉污染规律进行了初

步探讨。

材料和 方法
-、细胞

HeLa 细胞和 BHK-21 细胞来自本细胞库。培液

为含 20 %小牛血清的 RPIM-1640 。

二、抗中间丝蛋白免疫荧光染色方法见张荣兴
等[SJ

兔抗角蛋白抗体的制备法见张荣兴等[SJ。兔抗结
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固 1 HeLa 细胞与 BHK-21 细胞的生长曲线。
• HeLa 细胞

... BHK-21 细胞

2 

蛋白抗体购自 Sigma 公司。 FITC-羊抗兔-第二抗体

由本库制备。 每次荧光染色后在荧光镜下计数 30 个

视野以上，细胞数在 1000 个左右。

三、生长曲线测定

初始细胞数为、 7.5x10'/瓶。接种后在 1、 3、 5

和 7 天分别计数细胞，期间每隔 2 天换一次 新鲜培

液。

四、条件培液

初始细胞数为 5 x 10 5/瓶，培养 3 天后基本长成

单层 ， 吸取培液， 1500 rpm 离心 Iö' 分钟 ， 其上清液

即为条件培液。在测定条件培液下的生长曲线时， 我

们在上述条件培液中加等量新鲜培液。

五、条件培液的蛋白含量测定

双缩服法。作标准曲线的材料为牛血清白蛋白 。

结果和 讨论

一、 HeLa 细胞和 BHK细胞生长曲线的测

定

细胞的生长速率与细胞系(株)间交叉污染

后两种细胞的消涨情况密切相关。为此 ， 我们

首先在相同条件下分别测定了 HeLa 细胞 和

BHK-21 细胞的生长曲线。结果见图 1 。从图

二、抗中间丝蛋白抗体的特异性观察

中间丝蛋白具有明显的组织和细胞类型的

特异性。中间丝蛋白的这个特异性已被广泛地

用于临床肿瘤诊断[6 ， 7J 和产前诊断[句。同时也

被应用于异种组织来源的细胞系(株)的交叉污

染的检测 ， 其检测灵敏度一般可达 10-4-1 0- 5

(内部资料)。来自人宫颈腺癌的 HeLa 细胞具

有丰富的上皮细胞特有的角蛋白纤维，同时也

表达波形纤维向10]。而 BHK-21 细胞具有肌肉

细胞所特异的结蛋白纤维，同时也表达波形纤

维，也有人提出， BHK-21 细胞的中间丝由波

形纤维蛋白-一结蛋白杂种分子 (Vimentin

Desmin hybrid)组成 [IIJ。当用抗角蛋白抗体

对 HeLa 细胞和 BHK-21 细胞共培养物进行免

疫荧光染色时， HeLa 细胞呈阳性染色，而

BHK-21 细胞为阴性(图版 I 图 1 )。 相反，用

抗结蛋白抗体染色时， BHK-21 细胞呈阳性，

而 HeLa 细胞为阴性(图版 I 图 2 )。 这两种抗

体染色是我们区分上述两种细胞的主要手段。

三、实验交叉污染系统在传代过程 中

HeLa 细胞和 BHK-21 细胞的消涨情况

我们设置了 - 2 个比例 的 HeLa 细胞和

BHK-21 细胞的交叉污染系统。 HeLajBHK-21

的初始细胞数比例分别约为1:10(组1)和10 : 1

(组1I)。每传五代测定-次两种细胞的比例，结

果见表 1 。表 1 结果表明:不论 HeLa 细胞的

初始细胞数是否占优势，均表现出淘汰 BHK-

21 细胞的趋势。

四、条件培液中 HeLa 细胞和 BHK-21 细

胞的生长状况

HeLa 细胞的生长速率远比 BHK-21 细胞

高 ， 这可能是实验交叉污染系统中 HeLa 细胞 

淘汰 BHK-21 细胞的主要原因。但是一种细胞

是否能分泌某种因子来促进或抑制另-种细胞

的生长?故我们测定了 HeLa 细胞和 BHK-21

细胞在不同条件培液中的生长曲线。

1. HeLa 细 胞在两种条件培液中的生长状

1 可知， HeLa 细胞的生长速率 ( 7 天， 24.6 况

倍)远比 BHK-21 细胞( 7 天 ， 1 2.4 倍)要快。 ' 结果见图 2 。从图 2 可知， BHK-21 细胞
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表 1 实验交叉污染系统在传代过程中两种细胞比例的变化

组 I 组 E
代数

HeLa BHK-21 HeLa/BHK-21 HeLa BHK-21 HeLa/BHK-21 

原代 133 1129 1: 8.498 1826 189 1:0.1035 
5 378 1113 1:2.944 • 

10 460 466 1:1 .013 859 27 1:0.0314 
16 915 61 1:0.067 692 5 1:0.0027 

·细胞贴璧不良， 未计数。

200 
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圄 2 条件培液中 HeLa 细胞的生长曲线

À BHK-21 细胞的条件培液
• HeLa 细胞的条件培液

的条件培液对 HeLa 细胞的生长无明显的促进

或抑制 作用( 5 天时 ， P>0.4 , 7 天时， P > 

0.5) 。

2. BHK-21 细胞在两种条件培液中的生

8 

长状况。

结果见图 3 。从图 3 可知 ， HeLa 细胞的

条件培液对 BHK-21 细胞的生长有明显的抑制

作用( 5 天和 7 天， P<O . OO l)。

五、两种条件培液的蛋白含量测定结果

为了知道条件培液的剩余营养，我们用双

缩腮法粗略地测定了条件培液中作为细胞生长

主要氮源的蛋白质的含量。含 20 % 小牛血清

的新鲜培液的蛋白含量一般在 8 mg/ml 左右，

而 HeLa 细胞和 BHK-21 细胞的条件培液的蛋

80 

?OH

X 

..--. 60 

重 40
!t、

0 
0 4 6 

时间 (天)

图 3 条件培液中 BHK-21 细胞的生长曲线

2 8 

... BHK-21 细胞的条件培液
• HeLa 细胞的条件培液

自含量分别为1. 87 mg/ml 和 1.7.5 mg/ml。

可见 ， HeLa 细胞的条件培液的蛋白含量略高

于 BHK-2 1 细胞。

从我们的实验结果看， 当 BHK-21 细胞实

验污染 HeLa 细胞后 ， 其消涨的趋势是 BHK-

2 1 细胞不断被 HeLa 细胞所梅汰。 其主要原因

是 HeLa 细胞的生长速率明显比 BHK-21 细胞

高， 其次是 HeLa 细胞可能能分泌某种因子 ，

它对 BHK-21 细胞的生长有明显的抑制作用，

而两种细胞的营养竞争可能对 BHK-21 细胞的

被淘汰不是主要原因。

有文献报道，一些肿瘤 细胞能分

泌TGFs[ 12 ， 1句，而 TGF-ß 能抑制包括成纤维

细胞在内的多种类型细胞的 生长[ 14 ， 15]。我 们
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曾将 HeLa 细胞的条件 50 倍浓缩， 并用 ELISA

方法测定 TGF币，结果为阴性。 因 此， HeLa 

细胞分泌的某种抑制 BHK-21 细胞生长的因子

的性质目前尚不清楚。

摘要

本文用抗中间丝蛋白的免疫荧光染色和细

胞在不同条件下的生长曲线测定 ， 对 HeLa 细

胞和 BHK-21 细胞实验交叉污染系统中两种细

胞的消涨规律进行了初步探讨。 结果表明z 当

BHK-21 细胞实验污染 HeLa 细胞后 ， 其?肖涨

趋势总是 BHK-21 细胞不断被 HeLa 细胞所淘

汰。 其主要原因是 HeLa 细胞的生长速率明显

比 BHK-21 细胞高 ， 其次是 HeLa 细胞可能能

分泌某种抑制，j BHK-21 细胞生长的因子，而两

种细胞的营养竞争可能对 BHK-21 细胞的被淘

汰不是主要原因。
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世界上第一株体外培养的肝癌细胞系的建立及其应用

一一纪念著名细胞生物学家陈瑞铭教授

朱德厚

〈中国科学院上海细胞生物学研究所)

在爱国科学家的眼里，祖国是神圣的。早年留学于英国剑桥大学并获得博士学位的陈瑞铭教

授，辞去了英国剑桥大学的研究职务，还毅然拒绝新加坡大学的高薪聘请，怀着报效祖国的一片

热情，于 1954 年 7 月回到了祖国的怀抱J担任中国科学院实验生物研究所细胞生理室主任，并

在国内创建组织培养实验室，开展细胞生理学基础研究。他是我国组织培养技术的创始人之一。

1958 年， 他放弃了在国外多年从事器官培养的基础研究，积极投身于攻克肿瘤的研究工作。面

对着改行后的许多困难，陈教授从不气绥。根据当时的研究计划，决定在最短时间内建立一株人

体肝癌细胞系。一系列的失败没有使陈瑞铭教授灰心，通过讨论， 不断总结失败的经验教训，不
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