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B7-2 胚胎性癌细胞与其分化细胞的周期特性·

丛笑f青花渭康

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

近年来，小鼠恶性畸胎瘤研究使有可能分

析哺乳动物早期发育和肿瘤发生中复杂的生物

学问题z 就发育潜能而言， 恶性畸胎瘤干细胞

一一胚胎性癌(简称 EC )细胞极类似于胚泡的

内细胞团(lCM)细胞，可作为研究早期哺乳类

发育中某些问题的模型[1 ， 2] ;同时， 鉴于 EC

细胞在一定条件下能 直 接分 化成非恶性的细

胞， 因此又可用 以探讨肿瘤生物学 的一些问

题 [3 ， 4] 。 我们曾报道 ， B 7-2 多能 EC 细胞克隆

株在体外能保持较均一的未分化状态 ， 经环六

亚甲基双乙股股 (HMBA) 体外处理能被诱导

分化为内胚层性质的细胞。在诱导分 化过程

中，细胞发 生 了 P 53 转 化蛋白 、 植物凝集素

受体等表型转变。 同时，细胞增殖速率明显减

缓。接种到同系宿主皮下， 失去原有的恶性生

长性质 [ .5 ， 6 J。然而，细胞分化期间 ， 细胞周期

的时相变化参数迄今还未被完全阐明。本文报

道了 B7一2 EC 细胞经 HMBA 处理前后两种不

同表型的细胞周期特点， 为分析 EC 细胞诱导

分化的基因表达与周期关系提供了参数。

材料和方法

-、细胞株和诱导剂 HMBA 处理

l 未分化细胞 B 7- 2 EC 细胞[5J生长在含 10%

小牛血清的 RPMI-1640 培液巾， 不经服酶消化， 每隔

三天传代一次。 对数生长期的细胞悬浮于培液， 以每

毫升 1 X 105 细胞接种 5 毫升 子 2 . 5 x5 cm1 培养瓶中 ，

瓶塞上插上一注射针头， 置 5%C01 培养箱， 3 7 'C培

养 72 小时， 这时细胞又处于对数生长期。

2 分化细胞对数生氏的 B 7-2 EC 细胞悬浮在

含 5 moljLHMBA 和 10 % 小 牛血清 的 RPMI-164 0

培液中，使 每 毫 升细 胞数 为 1 X 1 0 5。接利1 10 毫

升细胞悬液于 3 . !i x 7cm2 培养 瓶， 直 5%C02 、 37'C

培养。由于 B 7-2 细胞用 HMBA 处理 48 小时后，

90 %的细胞已完成定向分化[6 1。因此， 细胞经药物处

理 96 小时后， 换以不含诱导齐Ij HMBA 的新鲜培液，

按实骑要求继续培养不同时间。

二、细胞生长曲线

经 HMBA 处理 96 小时的 B 7-2 分化细胞， 根据

继续培养在无诱导剂的常规培液中的时间 ， 分为 24 ，

48 , 72 和 96 小时四组。每组各取 3 瓶细胞， 0.25% 

肤酶泊化， 收集细胞， 计数， 取平均值作出分化细胞

的生长曲线。未分化 B 7-2 细胞的 生长曲线测定同分

化细胞， 分别对相应于分化 细胞接种后培养的时间进

行细胞计数。

*本文由中国科学院 R 850595 号基金资助， 并承

姚主教授指导， 包林平同志参加实验。部分内

容收集于中国细胞生物学学会第 3 次会议论文

摘要汇编" 198 6 年 10 月， 成都。
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三、细胞周期测定

1 细胞的连续标记和脉冲标记

(1) :ì在纱I~*/J~ i~ 米分化 B 7- 2 EC 细胞和HMBA

处理1 96 小时的分化细胞， 离心后按 每;主列 1 X 10 5 细

胞悬浮在台 1 μCi j唁升 3H-TdR (41 )舌里/毫克分子 ，

上海町、子核研究所〉的 RPMI-1640 珩液中， 分别连续

标记 24 小时和 3 6 小时。离心 收 集细胞， 用合 0.01

rnrnolj L TdR ( Sigrna 产品)培液洗两次， ，悬浮在适量

。 .01 rnol j L PBS 液中 ， 涂片，冰醋酸:甲醇(1: 3) 固

定 。 涂核乳胶 (中国科学院原子能研究所产品)， 4"(;曝

光两星期。 ID1 9B 显影液08-200C)显影 10 分钟。酸

性定影液定影 20 分钟。水冲洗。 Giernsa 液染色， 镜

检。一般计数 500 个以 t的核，算出被标记核的百分

数。

(2) 脉冲标记 B 7-2 未分化和分化的两种细胞

分别用含 4μCij毫升 3H-TdR 培液脉冲标记 15 分钟。

收集细胞， 用合 0.01 rnrnoJ j L TdR 的衍液洗两次， 同

上细胞涂片， 同定和放射白血;影， 计算细胞核标 i己百

分数。

2 G 2 +￥时期

细胞周期测定基本土按 Liskay 方法[7) 0 5 rnrnol 

j L HMBA 处理 96 小时的 n 7-2 细胞用 Hanks' 液洗

一次 ，换 J;-l合 4 μCij毫升 3H-TdR 培液。 脉冲标记 1 5

分钟后， 弃去台 3H-TdR 的培液， 用预冷的合 0.01 rn 

rnol j L TdR 培液洗两次。 0.25%膜酶消化半分钟，收

集细胞。 Hanks' 液说:两次， 再以合 10 % 小牛血清的

RPMI-16 40 培液配成 1 x 10' 毫升的细胞悬液， 接利1

5 毫升于 2 . 5 x 5 crn 2 的培养 瓶内，分四组，每组两

瓶， 置 5 %C02 培养箱， 分别培养 1 、 2 、 3 和 4 小时
取样品， 按我们实验室常规方法川市IJ备染色休。光学

镜检 ， 每个核区域大于 ] 0 个假颗粒的作为标记细胞。

计算染色体被标记的细胞百分数 ，用以计算 G2 +? 时

相。

、 B 7- 2 EC 细胞接利1后 96 小时，由于细 胞处于密

度依赖抑制l而有局部自 发分化现象。因此， 我们选用

培养 72 小时的细胞作为未分化细 胞。用 Hanks' 液洗

一次， JH-TdR 标记， 分组和计算方法都同 HMBA处

理的分化细胞生且 。

3 细胞周期各时相分析

按 Rosenstraus 等人 (982)方法[9)对细胞周期各

时相进行分析和讨算。 根据生长曲线可以测定细胞的

倍增时间: 未分化细胞从传代后第二天 (24小时)起

算， 而分化细胞从撤除 HMBA 并换以常规培液的第

二天(24 小时)起算。 细胞周期的 S 时相用 Cleaver 氏

公式[1 Uj 计算 : lljJ 

L1 == exp(咛与)(叫
式中

L1 == 脉冲标记百分数

t l == G2 期时间

T == 细胞周期时间

ts == S 期时间

最后， G1 期时间 = 细胞周期时 间← ( S +Gz+ M)

时间。

结果和讨论

-、 B 7-2 未分化和已分化细胞的生长速

率

我们分别测定了经 5 mmol j L HMBA 处理

96 小时后再撤除药物的 B 7-2 分化细胞的和未

经药物处理的未分化细胞的生长曲线( 图 1 )。

80 

、
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-
Aw ‘。
审革

'自
愿

。 2‘ 岛

时闽 t 小树 》

回 1 未分化和E分化 B 7-2 细胞的生长曲

线

。一-0未分化细胞
× 一- x HMBA 处JIll.的已分化细胞，

二次实验的平均值

两次平行实验结果表明， 纠药物诱导的分化细

胞在常规培液中的倍增 11"1- 间平均为 30.5 小时 ;

而未分化的 B 7-2 EC 细胞培养 72 小时的细胞

数已增加为原初接种时的 5.7 倍 ， 细胞倍增时

间平均是 18.7 小时。 显然 ， 分化细胞的细胞

倍增时间比未分化的慢 1 1. 8 小时。细胞生长速
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率变化与细胞表型改变有关。我们先前报道，
B7-2 细胞在 HMBA 诱导处固其们可，一些细胞

表型发生了不可逆性变化， 并分化为内胚层样

细胞 [5 . 6 ] 。由于层和i连蛋 白 ( Laminin ) 是内胚

层细胞标志之一[IIJ。最近我们使用 JIf 粘连蛋

白免疫酶染色法检测 B 7-2 诱导分化细胞，发

现 HMBA 处理 48 小时以后的细胞质显示阳性

染色反应;而不经药物处理的未分化细胞则为

阴性(未发表资料)。进一步确证了 B 7-2 诱导

分化细胞的内胚层性质，细胞形态和生化性质

上已完全不同于未分化细胞。

二、 B7-2 未分化和己分化细胞的周期

未分化和己分化的 B 7-2 细胞分别经 3H_

TdR 脉冲标记后， 各自培 养 1 、 2 、 3 和 4 小

时后制备染色体。计数被标记染色体的细胞百

分数。根据市IJ片上有丝分裂细胞达到 50%所

需要的时肌可以获得细胞周期的 Gz + ￥的时

相。 结果表明， 未分化 B 7-2 EC 细胞的 G2 +

Y时相为 2.5 小附而已分化细胞为 3.75 小

时(图 2 )，比未分化细胞的稍有所增长。

根据 咀-TdR 连续标记和脉冲标记未分化

和已分化 B 7-2 细胞所得到的数据， 按照

Cleaver 氏公式分别计算出各自的细胞周期 ， s 
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图 2 来分化和巴分化 B 7-2 细胞的 G2 十号时相
。一-0未分化细胞
x 一一 ×已分化细胞

未分化细胞组为三次实验 ; 分化细胞为二次实验

期和 G1 期的时间。结果表明未分 化细胞的周

期为 18 小时，其中 G1 期 1. 7 小时; s 期 13 .6

小时 ; G2 +M 期是 2 .7 小时(表 1 ) 。写 HMBA

诱导的分化 细胞 生 长速率明显减缓，细胞周

期的时问长达 30 小时， 其中 G 1 期 8.6 小时 z

s 期 17 .1 小时 ; G2 + M 期为 4 .0 小时 (表 2 ) 。

因此， B 7-2 已分化细胞与未分化 EC 细胞相

表 1 未分化 B 7-2EC 细胞的细胞周期分析

一一
细胞倍 连续标记 脉冲标记 时间 (小时)

实 ~儿旦

增 时间 核百分数 核百分数 细胞周期 G1 S G2 +M 

1 19 0.95 0. 66 18.05 1.9 13.4 2 .7 5 
2 18 . 5 0.97 0.74 18.0 0 .9 14. 4 2 . 70 
3 18.8 0.96 0.70 18.05 2.3 13.0 2. 75 

平 均 18 . 7 0.96 0. 70 18.03 1.7 13.6 2 .73 
一 _._----_一一

袤 2 HMBA 处理后 B 7-2 分化细胞的细胞周期分析
--…"，，_，_._.... ..…·匾，在 ‘，，_.........-....-...J阳·四---四-…眨咽配_.国町·、----…，，，画<~阳"c._回-当-回国-咱国~-国…白~嗣--二_.二~...，.民-叮町，..""""，， -~-..，_"胃写~市民.-..~回也矗…M姐~-~_.回E胃口卢-眶，..--"，~田_.• 缸里-‘-

细胞倍 连续标记 脉冲标记 时间 〈小时〉
实 验

增时间 核百分数 核百分数 细胞周期 G1 S G2 +M 

1 31 0.98 0. 50 30 . 4 8.6 17 .8 4.0 
2 30 0.97 0.48 29.1 8.6 16. 5 4. 0 

‘ t 

平 均 30 . 5 0.97 0.49 司0.O J ,8..6 17.1 4. 0 
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比， 主要是 G1 期和I S 期的时间分别增长了6.9

小时和 3. 5 小 11J，从而使分化细胞具有缓慢的

生长速率。

三、 EC 细胞及其分化细胞的周期特点

在小鼠肝胎发育中，早期胚胎细胞的 G 1
期都很短暂， 细胞生长速率改变主要受细胞周

期的 S 期时间增长的影响[l 2J 。 这 种现象在多

能 EC 细 胞诱导分 化的初期 也存 在f131 0

Mummery 等 ( 1984)[14]已证明 ， PC 13 EC 细

胞经维生素A酸处理 48 小时， 虽然 G1 期时间

有所增长， 但细胞生长速率改变主要由于细胞

周期的 S 期时间增加。许多实验也表明 ， 真核

细胞成为终末分化细胞时的生长速率改变则主

要依赖于细胞周期 的 G1 期时间变化[ 15] 。我们

的实验材料是 HMBA 处理前后的未分化和已

分化的 B 7-2 细胞 ， 实验结 果可能并不反映细

胞诱导分化期间 ， 特别是药物处理初期的细胞

周期时相。但将已分化细胞的周期与未分化

B 7- 2 EC 细胞的相比较，前者的 G1 期和 S 期

时间都增长 ， 分别增 长 80.2% 和 20.5%。因

此， 象其它终末 分化细胞一样 ， B 7-2 诱导分

化细胞的生长速率除了受细胞周期的 S 时相影

响外， 主要是 G1 期的变化。

有证据表明，其它一些 EC 细胞的周期也

存在类似 B7一2 EC 细胞的周期特点。在细胞

分化期间， G 1 期和 S 期逐渐拉长。 F9 克隆株

OTF 9一63 EC 细胞在未分化状态的 G1 期仅为

0. 2 小时 p 用维生素A酸处理 4 天后，细胞的

G1 期为 2.3 小时[ 9] 。 然 而，不同的 EC 细胞

G1 期尽管都很短暂，但似乎不 象早期胚胎细

胞那样 : G 1 期越短， 这种细胞所处的发育阶

段就越早， 发育潜能也越大。例如许多动物胚

胎的卵 裂 期细胞， G 1 期完全缺乏，随 着

胚胎发育 和细胞分 化，细胞的 G1 期逐渐拉
长[1 2 ， 1 6 ， 1 7] 0 Sennerstam 和 Strömberg( 1984) [j8] 

分析过 F9 、 PCC4Azal 和 PCC3 N/1 三种不同

的未分化 EC 细胞的周期与它们的发育潜能之

间的关系。发现三者各自的 G1 期分别为 1. 5 , 

1. 8 和 3.4 小时， 就各 自的发 育 潜 能而 言，

F9EC 细胞几乎无白发分化能力[ 1 9 l ， 而 PCC3
N/1 细胞是一利i 白发分化能力 很强的多能 EC

细胞 [ 20 ] ， PCC4 Azal 细胞的发育龄 能则介于

两者之间。 由 此可见， 未分 化 F9 细胞 的 G1

期尽管比 PCC3 N/ 1 细胞的短得多 ， 但其发育

潜能却比 PCC3 N/ 1 的低得多。就 G j 期而言，

我们的米分化 B 7一2 EC 细胞非常近似于 PCC.

Azal EC 细胞，但两者的发育潜能和生长行为

却有所不同: 后者呈细胞聚集生长，且易自发

分化。因此， 现有证据还难以阐明 EC 细胞的

Gj 期短暂和其发育淋能的 关系。但是，随着

细胞分化 ， G j 期时间的增长却是分 化细胞所

具有的共同特点， 至于细胞分化与 G 1 期时间

增加的内在联系也还有待进一步研究。

摘要

本文用 3H-thymidine 标记 B7一2 EC 细胞

及其经 HMBA 诱导的分化细胞。根据连续标

记和脉冲标记核百分率，计算和分析这两种细

胞的细胞周期各时相特点。结果表明 ， 未分化

EC 细胞的周期是 18 小时， 其巾 G j 期 1. 7 小

时， S 期 13 . 6 小时; 分化细胞的周 期 是 30

小时 ， G j 期 8 . 6 IJ、 H才 ， S 期 1 7 .1 小时。 因

此， B 7-2 分化细胞与未分化的相 比， 主要是

G j 期和 S 期时相相应拉长。
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花烟草叶肉原生质体再生植株

王尤远 夏镇澳

(中国利学院上海植物生理研究所)

花烟草是一种观赏植物， 染色体数少

(2n = 18) ， 植物形态和花型与其 他烟草有较

大差异 ， 是较好的细胞融合材料。文献中巳报

道了从花烟草叶肉原生质体再生植株， 但都是

由愈伤组织分化芽而来[1 ， ZAU 尚未见有经胚

状体途径的资料。而这一途径已在多种植物的

组织培养中观察到， 并越来越多地引起人们的

重视。本文报道在花烟草叶肉原生质休培养过

程中形成大量球形胚，心形肝， 再生成完整楠

株的结果。

材料和方法

实验材料 花烟草(Nicotiana alata) (由 中国农业

科学院烟草所提供) 种子 播 于 讯室 ( 日 25 0C ，夜

13 0C ，自然光照) ， 用 45 天以上苗龄的伸展叶片。取

下叶片用肥皂水表面清洗后放入 3%漂粉精水溶液内

表面灭菌 15 分钟，无菌水洗涤二次法:纸吸干。撕去下

表皮，放入己抽滤的酶液内(酶液组成 EA 3-867 纤维

素酶 1 % ， 甘露醇 0 . 6 mol / L, pH 5 . 日， 28 0C恒温箱

内保温 4 小时， 然后过滤， 离心， 洗涤 ， 用原生质体

娘养基 (NT )制备成 2 .1 x 10‘个/ml 原生质体悬浮液。

原生质体培养 基 : NT[ ']培-养基，附加 2 ， 4-D

2 mg/l , KT 0.25 mg/l ， 陈糖 2% ， 甘露醇 0.6 mol/ 

L , pH 6.0 。

愈伤组织继代培养基 z 改良的 MS (MS 的大量元

索和微量元素， Bs 维生素) ， 附加1 2.4-D 2 mg/l，族

糖 3% ， pH6.0o (液体培养基 '1 1不加惊脂) 。

分化培养基= 与 I ~述 改良的 MS 相同，附 )J~l G­

BA 2 mg/ I, IAAO , 25 mg/ l 。

结果和讨论

原生质体培养 将制备好的原生质体

悬浮液进行浅层培 养 ( 图 1) 0 24 小时原生质

体明显长大， 3 天后有 70%原生质 体呈椭圆

形。 7 天出现一次分 裂( 阁 2 ), 15 天观察到

2-3 次细胞分裂( 图 3) ， 5 周后观察到细胞

回(图 4 )，而且有 20 %左右 的球 形而结构紧

密的细胞团。 将细胞悬浮液移入新鲜 NT 培养

液内继续培养， (甘露醇降低为 0 .2 ffioljL) 。

组织移入改 良的 MS ~~可见的愈伤组织，把 2

\ mffi 大小的愈伤组织移入改 良 MS 培养基上继

'1-'ç培养， 愈伤组织继续生长一个月后，将愈伤

· 照片由陈乃先同志帮助拍摄， 特此致谢
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