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立的昆明小鼠卵子的体外受精1日培养系统是可

行的。

固版说明

圈版 I

1. 授m号后 10 分钟，大贵的精子附君在卵子表面。

x 100 

2. t:受精后 0 . 5 小时，精子已穿'入卵予内(箭头所

示)0 x lOOO 

3. t:受精后 2 小时， 穿入的精子头部膨大， 与尾部

分离 (箭头所示 ) x 1000 

4 . :t:受精后 4 小时 ， 形成的雌、 雄原核以及精子尾

部。 x 400 

40 

5 . :t:受精后 ] 5 小时， 陈 、 推原核开始融合。 x 400 

图版 E

6 . t;，;养 2 4 小时形成的 2 细胞胚胎。 x 200 

7 . 珩养 48 小时形成的 4 细胞肝、胎。 x ]00 

8 . 培养 72 小时形成的桑棋院。 x 100 

9 . 培养 96 小时形成的囊胚。 x 100 

]0. 培养中的小鼠输卵管上皮及发育的囊胚。 x

11. 受体雌民及其 4 只"试管小鼠"
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甲2 巨球蛋白对辐照细胞的保护效应

何介薇 高素梅

(上海医科大学放射医学研究所)

甲3 巨球蛋白 〈α2M )是机体内一种广谱的

蛋白酶抑制剂 ， 113 报道它具有抗辐射损伤作

用[1 1。临床 上应用人血飞M 制剂治疗急慢性

放射性皮肤粘膜就窃已获得满15 的效果[ 2 ] 。 为

了进一步探索 α2M 保护辐射损伤的有效机理，

我们采用 3H_胸腺咄吭核昔e日-TdR )掺入方
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?去观察人 / (! / α 2M ;!jlJ 剂对辐 !!商人成纤维细胞的保

护效应。

材料与方法

人阴阳jjJ)~纤维细胞们 U 上海!怎科大学微生物教研室

供应 )地养在 Eaglcs MEM J言养液 、水解孔蛋白 、 10%

jJ/]热灭活小牛lill.rr，:札1 jj'L 凶东 (奇 、 键 、 卡刀[1 1;革素 ) pH 

7 .0一7 . 2 的养业中 ， *IU胞生 长在 25 mm J富'养皿中 ，

37 0CWi ~ì'，实验所用的生11/胞为第 18-24 代u

在启养的 2 x 105- 1 x 10 6/lill成纤维细胞中加入

1 μCi 3H-TdR (山1[ 1 俨 i Þ7'é上沟原子 核研究所 供 应 )

37 0C肝百 18 小H才 ，细胞经 0 . 25%脱酶消化， 三ùn~酸

处理后， JìJ n比片法 ( .19 型玻ÍI% v，S J.出 )加 PPO、 POPOP

闪 烁液，川J LKB 液体川;朗、计数仪计数， 纺织以 cpm

表示。

在，1 x 10 5 /川成纤好t~m )缸中 jJrl入不同浓j立的 α2M

1!JU )trJ<卫生沾上海生物 ;[iU品研究所供应 ) ;ìjJl浆'ι对细胞

'H-TdR 拉入 11<]彭 IIlíù 0 边 J圣洁居: α2M t!jU 1fÚ分 别在J!快射

}泊 、 H(i射 Ja力JI入地养的成纤纯细胞 ， ~见察细胞 3H-TdR

掺入计数的改变。

!!(iM条{'j: : 用 Jji;j医科大学附加;\ 11 '1' j国医院的协-

60 治疗机 ， !!(i射 i蚀与细胞之间的 In~肖为 80 cm ， 剂量率

为 125 cG y/min ， 照射 i斗剂业分别为 50 、 100 、 200 、

300、 400 、 5 0 0 cGy o

结果

成纤dìi细胞 3H...èTdR 掺入计数随细胞数显

增加而升高(农 1 )。我们边用 4 x 10 5/illl细胞

观察不同浓山 α2M ;!!IJ剂对细胞咀-TdR 掺入计

数的影响，结果见表 2 。从表 2 中可见当 α2M

剂量在 J 5(:) -.'2 500 μg l时 ， 3H-TdR 掺入计数与

盐水对照组相比没有差别。而当 α2M fl\IJ剂浓

度达 5 m g 1时 ， 细胞 3H-TdR 掺入计数则有明

显illl :I! IJ 。

我 1 不同细胞踉 3H-TdR 掺入量

细胞数
3H-TdR 掺入计数(cpm)

n 
主 + SD

~ X 105 

4 x 10 5 

1 x 10ú 

5

5

5 

17840 土 2522

34020 土 2670

477 01 :t 3082 

裴 2 α2M 制剂对细胞 3H-TdR 掺入计戴

的影响

α2M 制剂蛊 3H-TdR掺入计数(cpm )
一一一一一

(微克蛋白浓度 ) n 王 +SD

。 5 3 362 3 士 3016

156 5 32091 士 2918

313 5 3 -1 009 土 3 108

625 。 33891 土 3205

1250 5 33799 土 3 116

2500 υ 俨 33683 士 3352

5000 d 产 1 0312 士 986

1侃圃自由

1000 o t∞ 200 J(曰.00 1110 eoo 
剂量 ( cGy ' 

图 细胞 3H-TdR 掺入的辐射剂量效应曲线

襄 4 四2M 制剂对辐射细胞的保护作用

3H-TdR 掺入计数 (cpm )
组 别 n 

王 +SD

不J!制j 对J!1.t组 5 33797 土 3012

照射组 5 5322 土 562

!照前力日 创M 5 .17 ，1 5 土 417

!!夜后加 α2M 5 6226 士 373'

* : 与照射组比较， P < 0.5 

4 X 10 5/皿成纤维细胞接受书'i_ß Oy 射线照

射，在 50-500 cGy 剂量范围内，随着照射剂

量增加细胞咀-TdR 掺入计数逐渐减少。各照

射剂量组间差异非常显著， 经变异数分析统计

处理P<O.Ol。用最小二乘法求得当以 cpm 表

示的掺入计数换作对数时与照射剂量呈线性关

系。 y = 33745.4e-u. 00 3ßx (见图) 。

4X105/皿细胞接受钊-60500 cGy 照射 ，

在照射前及照射后 30 分钟分别加入 α2M 制剂

625μg ， 观察其对 辐照细胞 3H-TdR 掺入计数

的影响，结果见表 3 。从表 3 中可见 4 X 10
5

/ 

皿细胞在照射前加 α2M mlJ剂 ， 细胞 3H-TdR
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掺入计数与对照生11相比没有明显差别; 在照射 由于在细胞增殖的同时伴随著释放犬量蛋白

后加 α2M ftilJ 剂细胞 3H-TdR 掺入计数与对照 酶，而 α'M 能抑制多种蛋白水解酶，因而α2M

相比则有显著:自 义 (P<0.05) 。 能调节细胞周围的环境 ， 有益于保护细胞膜的

讨 论

电离辐射能直接或间接作用于细胞，破坏

DNA 与膜等生物分子引起细 胞变性死亡。 我

们采用培养的单层细胞 3H'--TdR 掺入方法观察

辐射对培 72的成纤维细胞的影响。结果表明经

O• 500c Gy钻-13 0照射后 ， 细胞 3H-TdR掺入计

数随照射剂量升高而减少 。细胞 3H-TdR掺入计

数与辐射剂量呈良好的线性并系 (y=337 4 5.4-

0. 0036)( )。在 4 X 10 5 成纤维细胞受到 500 cGy照

射后， 其~ ~H-TdR 掺入计茧'已明显下降，仅为

不照射对照组的 16% 。 我们还观 察到同样数

量的细 胞接受 30 Gy 照射后 ， 细胞 也H-TdR 掺

入计数极度降低，只占不照射对照组的 3.3% 。

我们采用人胚 IJili 成纤 地 细 胞 培养在 2

2. 5 ml 培养液的 25 mm 玻璃培 养 皿中，加入

1μCi 3H-TdR 培养 48 小时后测每分;中计数二字 。

细胞在 10 5-10 6 ù!: 围内 ， 其 3H-TdR 掺入计数

随细胞数增多而升高。考rtI: 到我们所用的细胞

培养条件扣加入同位素的量要符合所使用的液

闪测定仪的最佳条件 ， 故选用浓度为 ，1 x 10 5 细

胞。 应用 3H-TdR 掺入注研究电离辐射对培养

细胞的影响是经典、 简单 、 能够反映辐射对细

胞损伤的研究方法。我们的结果说明在适当条

件下，用 3H-TdR 掺入计数方法观察外政|因素

对细胞的影响， 仍不失为 良好的手段之一。但
是当 3H一TdR 浓度过高时会破坏 DNA 的正常

结构，影响细胞的正常生长。

业已证明成纤维细胞膜上有 α2M 受体。 ~fl2

巨球蛋白是由四个亚基组成的-种蛋白酶抑制

剂， 大量存在于血请中 ， 它几乎能与所有的内

肤酶形成复合物， 当 α2M 与蛋白酶结合后很快

与细胞表面 α2M ，主体结合 ， 从而进入细胞，再

经 receptosome 到海酶体内逐惭分解。 Mosher [3]

国 用 L_3 5S 甲硫氨酸放射免疫分析法证实， 月iii

px:纤维细胞白色 合成 飞M 且很快从细胞分泌。

完整性， Saksela [4j 也证明正常细胞可合成与吞

饮飞M，从而调节细胞周围蛋白水解作用。

Dickson , Maxfield [5 ， 6] 以 1 25 1_α2M 及碱性恋红

-α2M 方法证明 ， α2M 在生理浓度时与膜酶结

合从而结合到成纤维细胞表面受体上，他们用

电镜观察了细胞摄取 α2M 的过程。说明在 30

分钟后 α2M 巳大部分进入细胞的洛酶体中，并

且提出细胞摄取 α2M 的过程有类似转谷酌胶酶

的活性作用，可能在维拉细胞内环境方面包括

对于氨基酸及蛋白水解酶的调节上起到积极的

作用，从而保护细胞的完整性。 Hanover[ 7 ]等所

作的 12 5 1一α2M 结合到细胞膜上受体的实验证明

当 α2M 浓度大于 3 mgjml 时，它与细胞膜受体

的结合率可降低 85二90%。 我们 的 结果也表

明当高浓度飞M 时，它能极度抑制细胞 3H-TdR

的掺入。

本结果表明 4 X 10 5 成纤维细胞接受 500

cGy 照射后加 625 问α2M，细胞 3H-TdR掺入计

数与照射组相比有明显升高，提示在照射前加

α2M 对细胞生长没有预防作用。 在照射后加

α2M 对细胞生长有保护作用。与临床使用 α2M

治疗放射性皮肤粘膜损伤有效的 结 果 [ 2 ] 捆一

致。电离 辐射 引起 蛋白酶活性增高， 由于

α2M 是广谱蛋白酶抑制剂 ， 它能抑制j辐射引起

细胞内外蛋白水解酶的活性，从而调节细胞的

做环境 [8 .9 ]
0 Hoffman 等 [1 0 ]认与 飞M 能抑制

激活的巨噬细胞产生超氧化合物。 在感染趋化

作用过程中蛋白酶 抑制剂能抑制 0; 自由基的

产生。电离辐射 作用使 自由 基产生增多，而

α2M 是蛋白酶抑制l剂 ， 因而它的辐射的护作用

可能与它是自由基的清除剂有关。 至于 α2M 的

辐射防护作用是否直接作用于它能请除电离辐

射引起的大量自由基，从而保护细胞的生长，

值得进一步研究。

摘要

用 3H -TdR 掺入7'-5法观察 也离~i<'， JH x，j培养
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的人成纤维细胞的影响。在 0-500 cGY /~ì~-60r 

射线照射剂量范国内，细胞 3H-TdR 掺入计数

与照射剂量呈线性关系。 y = 33745.4 e-O. 0 0 3 6 x 。

低浓度 飞M 对细胞 3H-TdR 掺入没有影响， 高

浓度 α2M 能抑制细 胞 3H-TdR 掺入。 4 X 105 

细胞 经钻-6 0r 射线 5 00 cGy 照射后加 u2M 倍。

剂，细胞 3H-TdR 掺入计数与不照射对照组相

比有明显升高 (P< 0.05) 。 在照射前加 α2M 制

剂与对!照组相比无明显差别。
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生物素标记检测在基因探查中的应用

能辛* 亨F 征

(北京市肿瘤所细胞遗传室)

从 1969 年分子原位杂交技术问世以来[l] ，

为检测其杂交结果 ， 形成了以放射自显影技术

为主的检测手段。但因此技术涉及到对人体有

窑的同位素，而促使人们寻找其他的方法以代

替同位素的使用。为此，生物素标记检测体系

的建立和发展受到了人们的青睐。 本文拟就生

物素标记检测体系的建立、 应用及前景作一概

述。

生物素特性 属于脂洛性维生素 B jj失 。 具

有睡 l功与尿素相结合的骄环，并带有戊酸侧链。

为小分子水恪性物质 [2 ] 。

生物京的分子结构式如下z

。

11 

/ C"" 
HC CH 

I I 
HC CH 

I I 
HC CH(CH2 ).COOH 

"" s / 

生物素 ( Biotin )可与存在于鸡 蛋清中的)

种碱性蛋白质一一抗生物素蛋 白 (Avidin ) 相结

合。和 (Avidin)理化特性相似， 存在于链每菌

中的链抗生物素蛋 白 (Streptav凶n ) 才、能与生物

素结合。生物素与这两种蛋白之间的结合极为

牢固， 其亲和力为 KD = 10- 1 5lV1l 3 ， '1J。而且达

种结合是特异性的 [ 5 J泣不可逆的 [6 J 。

生物素栓测原理 其原理可以认为是基于

免疫酶组织化学及分子杂交原理。前者属于抗

原抗体反应范畴，即籍助于酶 、荧光京等标记抗

体与待检标本中的相关抗原相结合。由于酶经

过一定的显色处理， 可呈现醒目的阳性色彩，

而荧光京则可发出荧光 ，达样，在显微镜下~jJ可

根据颜色反应和所发荧光来准确定位科检抗原

物质。它将显微镜的高度柏确性和抗原抗体反

应的高度敏感性触为一体[7 ] 。 而分子杂交原瞿

则是: 榕液中的 DNA 分子被加热立性后，两

. 昆[去附 一 j:;:~肿瘤所。
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