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仅能也多提高原尘质体的分裂频率，而且能够却l

i主原生质体的发育进徨 ; 除木棍;外 ， 葡萄糖、

甘露醉如山梨的均古j节为原生质体培养初期的

渗透稳、在剂 。

来源于下胆:轴)泉生质体的愈伤组织在含~3 :~. ~ 

毫克/升 BA、 0 . 1 毫 克/升 GA3 或 3 毫 克/升

BA 的 MS 培养基上诱导出γ芽， 合 0. 05毫克/

升 IBA 的 MS培养基上访导出根"从而获得了

完整植株。

图版说明

1. 刚说尚的下胚轴原生质体 400 x 

2 . 原生质体左:生第一次分裂 400 x 

3. 1京生肌体:t;~生第二次分裂 ,100 x 

，1. 原生，民{小时生的二人细胞回 400 x 

5 、 6 . 原生质体发育成的胚性和l 二11二脏性愈伤组织

7 . 愈伤组织I1J现芽的优化

8. 1京生肌体培养再生成元整植株
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cAMP 对瘤细胞增殖周期的影响和膜表面ConA

受体分布相关性

r .\! ~ • i t 
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癌细胞和正常细胞的增值都是通过细胞周

期运转而实现的。而j细胞周期可直接受到坏核

昔酸 (cAMP ) 的调节控制 ， 用外源性 cAMP 及

其衍生物刘细胞周期的影响有不同结呆[1 - 3 ] 。

伴随周期的改变，一些重要的细胞膜性质如院

表面受体分子的表达与运动[←飞膜抗原[ 7 ] 、

膜结合酶[8J 以及膜电荷等等 也随之发生变化。

但是在癌:'111118) ，' ;J J剧 变化 'i I ， 特川是一·些已知的

细胞)院表面转化标志[ 9 ， I U] 与周期丛 各种，占型之

间的相关性等尚不完全清楚。

本文研究了在艾氏腹水癌细胞(EAC)生长

增殖过程中 cAMP 对其周期影响和细胞膜表面

本工作系自然和|宅基金资助Jj}jI斗。
拿 内蒙医学院组织胚胎教研室。

FCM 分析由北京医科大学细胞室流式光度术组

圳 ìA处坝， 特此刻E谢。
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1\ 1 2 在币 J I 月 细胞生物":;'，杂

刀:百球习毛 r [ A ( Con A.) 安: 体 ，}"布状态 、 I' E>NA 合 涂片。 )'. w 

)}14 之 1' 1 ] 1 i 1 ，'~ (1 。 二 1 ' ;~~ ，' lU ]; EAC :' iR ; j也 r' : 恒 AMP :! . 民主 '1 ; CAMp (SigJll <l ) ; 礼争 ;Iiil， (1 "11唁电，; ) ; 1111 ~r :~ 

i秀 ~f T , S WJ i :i G 2 + M fYl 细讪 比:丰莉1 Lle H- , H) (l l 、 14); }f.硫~;t酸荧)Ï_;贯一刀功I3;J( YiUC[ A [ CF­

TdR 标记 Jh 'i1~ )丰|丁 MI C{jlc兰分裂捐数)发生弘平与: 1 ConA )200 μgjmlJ ( Sigma); 币1化"才院 ( Sigma ) )Î,:, Dcan 

[ !2 1 )ji:L配ω ; 核 4 辛LJ惊(北立 40 1 )i巾。
变化， ，1主些主 化和细胞膜哀而 ConA .主·休复合

二、 cAMP 对 EAC 细胞周期分布影响
物分布状态密 切相犬。

‘ 取上述fle用 iìbK各 3 淌 F f?有 PBS 的 i式nl;l~ . ,'ì.1 

\ J[、?克涤 IJ)î ;j:: ， 进行以 1，' iP!IJ 在 : (J) fì[I)i' I(~ ( T t'ypan bluc) 

排除j辱削í.l二活细胞比率。 ( 2) DNA 朱光，1吁 :1己 fIJ;~[式细

胞)'(;皮术 ( FCM) 分析 : 细胞用 7 0 % ;f~1击 I":i 仨 .按 D~an

哼人 rU l方 i~1~用融化TJg I!iÈ( Propidiumiodidc Pl) 进门 ;.)~

光机、 ic ， Ú J fJ FCM 测定何个细的 DNA 1ï!可 /γ赔。光

源为~;K离 二产 i金光器 ， 激发 I1支民 514 . 5 nm ， DNA 川J:
的荧光通过 570nmk光片， 光信 iJ经光 r-l1 悄 悄管放

大、 转换 、 再经多道脉冲分析器分析 ， 最后微机贮存。

经拟合{~~宁哥细阳明埠U拟合(见|主仆 ， 计算 LL\ G o 十

G1 S. G 2 +M 各时非，-[细胞 I，í' ， ，' i口分 1-1:'，什 1 ) ψ 

三、 LI 测定 e日-TdR 掺入)

处夕已在J物后 ， 布 I1.:: 1 滴 i出 '1<. SJ;); '， f'千 j占1 '. 丘 、 山村

11 乳胶 、 i曝光 、显菇、 G iemsa 染色笃步骤 ， Yif!:察 1 000

个捅j泡， 讲c:f: LIo 
囚、 MI 测定

士勾;注t只功物取腹7水]0 i汹i尚市 V口~勺j川片'1 ' . 1;户问[刊!注定: 、 G iω巳msω口 骂染杂 臼 .

i叶t十- ，数放 1 0ω00 个细胞叫申j布 飞织1.;分} 宇纯~ (白亿的i巨山〈飞I~纠细!f川f[)胞E归{臼兰叭仆相生斗杭v汶Yf.飞

五 、 ConA 受体复合物的分布

取胶水 5 漓 ， 月.~ PBS ï勾心洗涤 . 伙 1ι !J~Ji层细胞浓

j止至 1 x 1 06jml 。 旧仨0 fCi'l汉 5 ÌI花， 边尤加入 F-ConA

100 μ1( 200 μgjml ) ， 于 37C孵肯 8 分钟 ，经 PBS 洗派去

除游离 F-ConA ，用 PBS :，门 i!Il( 10: l) ì~~什议运注细胞 ，

取 1 淌封片， 严荧主U1t附注下剔瘁J!i:J1~:， ì r二 ì l 数 1000

个细胞 ， 以观察 CónA 受体复合物的何 事[1分布状态。

志

材料与方法

一、 材料和试剂

, .动物的处理2 昆明种小 i21 鼠(lll一2 2 g) ，每 3tt 30

只 ， 分fR 1口处州立jì'1;勺!、 l iÎ肘才|同 [ 11114 ] 。 拉4平!'E~C 后

5 、 7 、 9 、门 天川、切价到(纯 cA，.MP处坷D和对Jl.fJ 组

备选 3 川、 ， 先分 'd 1j抽*少镜腹7Jq寺用。 然后腹腔注入

3日-TdR (0 . 7μcij 1屯 ) . 1 小时盯 ， 处死动物 ， 1双脏水
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果

一、 cAMP 对 EAC 细胞周期分布的影响

结果如1图 、 丧 1 月7示 ， !引 rF' 可见均为两个

衅， 充侧高峰 f;J Go 十 G，期细胞分习iJ ， 有侧低
IIr条为 O 2 + M J明 细胞分不11 ; 两峰之 !flJ 二'] S 即] 细

胞分布。各时相细胞百 分比如 J!，~ J 所示 ， 接声1 1I

j月 ;) -9 天实验结i 与对 J1f1 主l生的 G o + G j 细胞 !土

、非均急剧下降。 但实验细的 S 期细胞比7十二显著:

上升达45 .3 % ， 且高于对!膏、组 ; 对照细的G二 十

M'期细月告比车上升达 3 -(占多，高于实验到。页 11
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图 cAMP 对 EAC 细胞周期分布影响

对ft(\~FJ. : A 、 C、巴、 G ， 援和þ)8 5 、 7 、

实验公1 : B 、D 、 F 、 H ， t主示!'后 5 、 7 、
纵座标 : 细胞数量( x 10') ; 

横座标: DNA 相对台最;
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12 细胞!!-:物接杂志 1仰o ':r. 

费 1 ' EAC 细胞在 cAMP 语导下细胞周期分布( %) .

I! J [l IJω5i'/ ! D i I l 
一-←~- -- 一-一←一 一一一-_.-一一 ←一-一}一→一 -~-一- .一一.~-一j'+~一一 寸!一 一一一一寸一→-一 一卜 -一→ 一一一一-

组 别 i l ' I 
~ !实验组对照组 | 实验组 对以i组 |实验组对照久1 I 实J价纠 l 对州、往l

~且咀土li .___二三二〉 I I I, 一一牛一一一
G 0 + G I . • t" 1 " 4.0 3 5 I 23 20 i I 13 19 I 39 45 

s i 53 61 I 67 G4 I 77 68 I 57 53 

G 2 + M I 7 4 l 10 15 I 10 J :l I 4 2 
一】白-一』】4刷一一位一一一一~一-一.-一一一一-←酌'吹 一--一一町..--_一--~.__.也一一-

天实验纠 S 期细胞比率明黑下降，与;;:;J- J唱组羔 分布i富于对月1 主且，以 7 -9 天哇为显苦，分别

异变小啕 1ê. G z + M 细胞比率反îrüi苟于英J'n~组 。 1高 ?4 %和 26% ， 与此同时对照姐的断线簇状分
二 、 LI 测定 ( 3H-TdR t露入) : 布都显著高于实验组 1. 67 Í:刊口 3 . 54 倍。至11

如表 2 )沂示 ， 实验组 5 -:- 9 天 LI 增加，跟

着高干刘勋刑 ， 平. 第 1] 天 LI 急剧下降，反而

略低于刘丹R细 9

袭~ cAMP 对 EAC 细胞 3日-'i'd~ !t入

联 (tí ) 的影响 ? 
I '=- I 靶，- . . ...._，~---_.-白 ~_._. ........-咀__._.__......_ .. ...._; _...，.........;，..~ ~-Z'.;，:; 

飞\ 时|可J< 夭 ) 1 i I 

、飞 I 5 7 9 ! ii 
什!别 飞

~~ : .~金主[1 42 . 3353 . 45 :48 . 26 32 . 86 

浏 阳也 | 比 8 比74 !341严 !比 24
-…-倒‘~，-"".…_ ' _'__.L__"_‘'‘_ ......._町 ~._-- -……甸』句-‘_."'"- . . .._.""_-...... 

三、 MI 测定

出门 去 3 问-示 ， 辛辛种 1巧 5- 9 天~:f~ 咙组 .tìt 著

低于对!!引 纤[， " 'I ~ 第 11 天实验细 MI 惯常;= JJl.

而jX才 110 fn 1JJ (，丁 ，'I~;f 。

四、 ConA 受休复食物的分布

~n ，在 I )~ r 示 . 在手中币与 - 9 天实宇:扫帽状

裴 3 cAMP 对 EAC 细胞 MI 的影响
~-一 i币?:Ï(jT)--'一一气一…?一-_.一_. _-

5 1 7 G J J 
二_._→盟主I J 一一， 三j一一 一____. .i . J_ 

兰;且12 纠 ， :~ . 2 2 . 9 I 2 . 6 3 . 3 

对照伺 j 5 . 6 1 4 . 5 '; 4 . 2 1 3 . 8 

天实验细断续簇状分布反 t:七 元!照 组声\ i t\ 88% , 

而连续簇状分布比对照主f-l.低。

讨论

从，因; 哀 1 另J6户 ， 接来f1f!'T ::; -~ 9 天两组的

GQ+ G1 期细胞比率急剧下降 ，说明细肮;二入增

娃i状态的数量增多; 但|柯组细胞的进曰:却有罩

着不同·。 实 y~组 S 期细胞比率上升， 对照姐是

Gz+M 期细胞k zR wt 升i 说明 EAC 细胞在
cAMP 诱导 γ未能引l'入 G2 + M 期， 而是被阻滞

于 S 期， 这与 Meeteren !.车人们]结果 .. 生生，而与

他人不同IZJ] ， 这是'肉干用药 丰l 呻i~f\ll)也不 n:iJ所

致。 JastorW 13]认为这些共异:可能是: íl:1T cAMP . 

和 l不同细胞的受休蛋自质分子 rlci] 相互 '作用的类

割不同所致。cAMP)(.J 细胞 ):;j J明 阳断十'!: )fj Tisd ­

ale 等人曾 证明是;与调节 DNA ~;)i~有关。因此

我们还观察了 LI 和MI 的影响。实验主II Ll 上升

29%--40 . 5% \与对照组比 ) , 说明决入 DNA

合成的细胞比1年1增 1;门 ， 然 汗市而ii MI t却‘币口 f低民干 X、才们i

5臼5 .1盯7 %一7刊5 % 。 这就进 :.tt~. 说明细胞确被阻

滞于 S 期。 在接种 )ï.~' 11 天， 实验舌I t s 期细胞比

表 4 cAMP 对 EAC 细胞膜表面 ConA 受炸复舍!防军同分布%
一-_.一一…~一一一一一-一-一『一--一一一----.t___，‘ . 一一一-一…一-~. ~_ ...，' - _ ...， ..~…… ……-一

l时间 (天) ! v ! - 7 ! - 9 : l1 

了一二 百丁「一-一一 ----- 一一一一

实验组 对照组 ( 实验织 对日同伺 ! ~;H金组 对照组 I )~~衍ii. :X、jJ照m
受体分布 ( %) 一.~一_.一. ~~ . ~ ~ . 二二 J ~~_:;]#I ~-. : ... .- ! -.... • 一一一

阳 状 i 比 4 , .'10 . 8 i 26 . 43 17 . 32 i ~! 2 . 6 16 . 7 i 2~ . 1 5 比 37
不连线簇状 I 3 . 6:7 3 . 44 i '1. 34 11 . 57 i 2 . 35 l Ó:67 i lG . 87 8 . 97 

连续簇状 ! 82 .2，8 帆，，15 I 69 . 23 7 1. 7 i 74 . 23 72 . 6 I ?1. 3 比47
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:它 1 2 卷第 l 均1 细胞生物 学 杂志 ,11 

率下降C" 盯们 ， Gz + M 期 ?同 制比 1之上升，说明

以 n l. ~.:: : :r: i1i, '. rf 7ü .I!. ì ，、 Gz 斗 M I剖 ， l!I Jr七 \忖女 LI

丁 11，'(. ( 31 , 9 % ) ~-! 1 M 1 上升Cí % ) 。 这就阎明了

实验主rl 币 1γ fr: l日 11 无痛细胞急剧增娟[11]的原

因。 同时 沌说明 EAC 细胞在 cAMP 诱导下于

;ìI.(~' ll J污 5 - q 天各种"南抖"表矢lj ， 特别是癌细

基因亏楚这变化?有 切 中目关 (待发表 ) 。 同时还有待

，山 (!、 J.ι - --. 二j_; .rt、 dcAMP lll n 他忆 {史 i了;二k(U阳i自

调 J~~ l r' 相互 J/i 1J'L 手l ì I办剧 的 、ι王 ， ')， <i.j戈上址~ s 
期阻111] _/J释放的机 ; !JIJ 。

摘 要

))包悄 悄!可j liJi [l I J]并不是癌细胞的分化去现 . 仅 用 ;fi式光度 ì+ 、 放射 向 JE影和荧光标记等

仅是 lt， -r气 ;巨细胞暂时自1;肚子 s J白 J丑引起。 ~þ (L研究 r ，i*.F'~ 文民!但水癌(EAC )细胞窍~ cA~
-17 2jy 4 · J Jl 

除土 :ì:~f~ ":: j}外， EAC 细世f在生 !毛过程中 、 Mp呐守肝，忏 扫: ~~妻 增脑过程中细H包周期和细胞

还有 !'!己的 i 1:. - '支特征 ( 1 5 ] 丰日 F 刊 期时 间 [ 1 6]的变

化 。 .JZ: 1r!J 9 天以后，细胞从快速! t:长期进入?平

稳州长期 . 周 JtÞJ延长， 并逐渐趋于衰亡，因此

丧 1 -3 均 可 见到 9 天以后， 实验组与对R?组

各种指标飞去数趋于下降， l罔3 月 IJ 是 MI-:' 0君主 3 )和

11天的Gz 个 M期 ( 二是 1 ) 更为明显。 但实验与对

照之间的平行对比仍及到 HJ 思著差异。-

伴随细胞周期的改女， 细胞转化戎分化都

将在脱退而 Hi现各种表 7'0:it异 。 细胞院表面一

些'去休的 ;:-d j 与王达往往皂细胞增殖、 分化的

重要标志[9 ， 10 ] 。因版照片表明 z无论是实验组或

对 W~细细iL映在面 ConA 受休复合物的荧光分

布均有 3 种方式 : 向l连续均匀 'rl 分布 、 断续簇状

和中目收分布。· 这是由 T句细细胞都是混合群体

细胞 ， 处干不同周期和 ! 不同性能的表现。 J-~.机

iljl) 是随后i' f.1l1 H扭忏架 (微竹 、 1;!i-~ ~主 ) ~J:U段变 ~'::I': ííi1变

化 [ 1 7 . 1 8 ] 。 于，;; cAMP ì秀号川， .-;) -9 天 ， 实验泪

I II 'I~!状 分布的细胞比京照若高于对 照毛11 (2 .1. 1 % 、

1 2 ， 6 % 、 3;:; ， 3 % )( 在 t ) 0 BoutguigllOn 等人川在

小鼠 L 1 2 1 0 ; 10也 1 !1证明 : ConA'立休复合物呈啊

:比分布者不到i是 S 朋好: iJ l但作征。 说明本实验组

这- .结果的趋势平1.1 r-J!f ifli 结果 ---- 、 二之间相符。对

照纯的断续放吠分布七lJi仨又显著高于实验妇 。

(2 . G一一 1 . 5 r':i) 0 ).主是 |才1 · l 二对 11眩目细胞仍仪原有

的周期运转，所以 S 期细胞与安体复合物相状

分布的比 二十' 均 {K干实 lt-ì: ~r l 。 毛第 11 天实验组里

t~t比分布的细胞 U~ 气 - 41剧增加 ， ~再 tL; 第 9天 6 .1 8

衍 ， lt ';: j' I:rHll,i';.i I 1趴 在.~ IÍ ) , 1主应 !:H S 期细胞

比2年下降 ， 说明 S 期细 )J~l 释放进入周期运转。

导致上边结果的原因可能与细胞内多个癌

膜哀而 ConA 受体复合物分布之间的相关性。

结果表明 : 1t-种后;) - 9 天实验纤l S 期细胞增

1 加 45.3% ，同时 ConA 吃休复fT物分布呈阳:伏

的比率和 LleH一TdR 掺入 )均大于 1、j jF细 。 但

Gz 辛 M期细胞的比率及MI 却小于对 !涓细 ，后者

呈断续簇:1犬分布的细胞 I t ;，京大干 起验组。 专 接

种后， 1-1 天 ，实验组绍l .!ï包断续簸，状介布的比 1年:急

剧增加，达 6.18 倍 。 这 S'f S 期细胞比率和 LI

均下降 ， -rro G2+ M 期细胞反而大于耳!再组卢
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鸡血清极低密度脂蛋白对鸡颗粒细胞孕躏合成的影响
I 1. I 

. , , a 

吴苹 1贞

(南京医学院病F卫生理教Mf室 〉

198 1 年 Krumins 等川报道了极Y民密 度脂

蛋白 ( VLDL ) 巧低;需度脂蛋白 (LDL) 与鸡的卵

母细胞膜的 VLDL 和 LDL 受体有专L陆 的竞

争结合。 有人 I片片 1[户 . 3)携带阴阳醇和其他脂质

的 VLDL 捉从鸡 的JíTl液高度转移到鸡·卵母细

胞， :ìi: ;ïH .ì'l 免疫化学、电泳和1氧某酸的分析，

证明鸡f'JL i i'í: 巾 的 VLDL 和营责 tþ 的 VLDL 是相

同的。 挝此， 民们川 l j鸣的 i店;也颗位细胞 ( gran­

ulosa cell s , G C . ) }] i l ;1句 j (JJ.清 'νl.JDL，ι 37 0C ，

振荡fiT: 泪 ， 热 j!寸用放射吃疫方 i'1;测定41. 恫寄i: 0 

发工地非 il1司 !:I二 J/~ ~). 非常显若地增多。此项研究同

|人l 尚未见 以 ï(i ， i次 ;1得此费阶方?jz味I~、价果 !K告如
ι-, 0 

r I'.J] 

材料和方法 川 j:
。

一、材料

1 . 试剂

绵羊{~Y~f)，Ji:侦友 ( C>I:..H ') 与 19 9 1培养液t分别由美

HI Na tional pituit:uy agency Grand lsland Biological 

伫币'提供。版原醋、 大世肌蛋 l气酶抑制剂， 肝素和牛
1111 洁白蛋白 ( BSAY从 Sigma ~~斗r;，j ý!与*。祠rjí.巳孕嗣药箱

是 F. Hertelendy 实轮案制备。

2. 实验动物 '

采用 Leghon f;J鸡 ( 8 一 12 ~月) ， 在产 卵吉Ij 1 -

3 小时， 用 JJjl在盹白;若杀死 ， ~1PJ且i ， ， 即|呱r仁最本能
;但 ， 立即放人 :1"(; ， 0 , 01 molfL , pH 7 . 4 /1句磅股盐缓

冲液中备用。 ‘i .~ " "'!",' i 、 t

' =.、方法.r l

1. fr，U备鸡的最大i!怎泡颗粒细胞

基本采用 Hammond 等 ! 41 )-ji去 ， 将 i't~~包作_.-辰 1. 5

j豆米的 υ)1.:..1 ， 在 8 0-90 % 蛋 ].'，\'流 LU i后. J[,z H:\ a刮包!I们口

颗收层 ， mJ:.i主磷酸盐缓冲液i;~ :0议， 去J市滤泡Jl英 ，

小心分离颗粒j罢 ， 二月-将其移到 199 培养液叩 (pH 7 . 4 ，

内 7号? JO mmoI / L Hepes ， O. l %BSA)。用此培养液洗 3

次后， 加 2 ml 内含胶原酶 2 . 7 mg TII J' }吕六百恢蛋白

附抑制剂的悄养液，放入 3ï "C水浴巾 iR荡 7 分钟 ， Inlj 

颗粒层分散为 G . C. 。此细胞再用 199 j市养液洗 3 次 ，

用台阶蓝枪泌细胞存活z扫 ， 今 f&都在 90 % I'J 1.:'0 将前

述细胞也:用稀释至 105细胞Iml ， 放冰浴 !i i 备用。

2 . 沟 l阳 I")f JJfî I:雪白分;坷按照j子歹IJ i也J2s 肉 心法 [ 5 J进

行。

3. G . C. 保温参照 Sgarìata .~字 ')Jj去j如 j' ! 6 J ， G .C.

( 105 /ml )加 VLDL(最终、浓度 400μg/ml ) ， 37 "C， 水浴

振荡 1 小时， 再加不同髦的 OLH(浓度范序I 1• 50 ngl 

ml) , 37"C，水浴振荡 3 小时， 取出立即放八i水浴中 ，

终止反应。 离心 1000 g , 1 0 分手中( IÎ. "C), lf川-清用放

!::f免疫方法测定生成的孕隅量。此为 VLDL 组。

4 . 方法同上， 但 G. C' J，";养液贝加 OLH 而不加

VLDL o j!t为 OLH 组。

5 . r.方法仍同上 ， 但培养液 rl l不加 VLDL 和I OlJH ，

作为对照组。

本工作在美国圣路易斯大学医学院 F • Hertelendy 
实验室进行， 工作中得到 Hertelendy 教授的ff导和帮

助， 特此致谢。
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