
明究三三
三工帽三三 凝集素与细胞凝集

1.放射受体法测定正常鼠肝及腹水型肝癌细胞

的 ConA 受体

未正美 顾天爵

(上海第一医学院生物化学教研室)

近年来，用放射受体法研究激素与受体的

相互作用取得不少进展。用同位素标记的凝集

素测定细胞表面膜的凝集素受体，文献也有不

少报道[卜町，其中尤以 ConA 为材料者较多，

但多数结果不能说明受体与凝集素强度之间有

对应关系.不过，这些数据都是用饱和分析法

测定细胞与 ConA 的最大结合量，而未作受体

与 ConA 间结合常数 (Ka) 的测定，可是 Ka

是受体分析中最关重要的一项数据.因为专一

性的受体和其配基之间的结合一般表现为高亲

和力与低容量，所以结合容量(受体数R)的大

小并不足以说明配体一受体结合能力的强弱，

而结合常数 Ka 可显示这一特性[ 3). 

本文用放射受体法测定受体与 ConA 的

结合，数据用 Scaìchard 作图[4]，算出受体

的结合常数 Ka 及结合容量R。所用材料为小

鼠正常肝细胞及小鼠腹水型肝细胞肝癌。

材料和方法

(一〉细胞悬擅 CJR 小鼠正常肝脏按 Anders

on 及 Steer 等方法[5-6)略加改良制成细胞悬液，相差

镜下观察形态完整，台盼蓝排斥试验检测存活率在
89-95%0 HepA 细胞接种于 CJR 小鼠腹腔， 7-9 
天后抽取腹水，分离出肿瘤细胞，经充分洗涤后作为
测定样品。上述细胞均悬于磷酸缓冲生理盐水 (PBS)
或无糖、无钙 Hanks 液中。

〈二) 1251-ConA 的制备 ConA (Sigma) 按乳过
氧化物酶法进行破标[町，标记物经 SephadexG-25 柱

分离游离 Na125 I，再用 Sephadex G-50 柱作为亲和

层析柱，除去无活性成分，用 0.2M 葡萄糖/0.05MPB-
1MNaCl y昆合液洗脱，决脱液对 o . 0 5MPB-1MN aCl 
液(pH7.2)透析。产率约 90% ，比放射性 10 7cpm/mg

蛋白质，加入 1 毫克/毫升血红蛋自，在- 20 "c冰箱

。一-0根据实验数据(三次测定结果平均值〉所
作曲线

·一一-.根据 Buller 作图渐近线参数计算法所

得理论曲线
反应体系: 125I-ConA( 0.4 微克) 10 微升，不同

浓度未标记 ConA(2-100 微克)90 微升，HepA

保存可用一个月。
{三}结合试撞反应体系为 125I-ConA5-10 微

升(最终浓度 2-4.25 微克/毫升)，细胞悬液 100 微

升〈正常肝细胞数为 4 X 105, HepA 为 5 X 106 )，加无

糖 Hanks 液至总体积为 200 微升。反应在小玻璃试
管中进行，每测定组均为三复管。作结合竞争试验时

加入未标记 ConA 2-240 微克，充分混和，置 37 "c 
保温 15 分钟后细胞用冷 PBS 洗 3 次，在 FH408 定标
器中测定结合的 1251 量。

结果与讨论

(-) 保温时间、 pH 与细胞浓度对结合

伟用的影响 ConA 和细胞的结合受时间的影

响.在 37"C保温 10 分钟结合率已近最高峰，到

30分钟尚保持高结合率，以后逐渐下降〈图1a) 。

pH 对结合反应的影响也十分显著，其最适 pH

在 7.0......，7.4 之间〈图 lb). 细胞与 126I-ConA

的结合和细胞浓度成正比关系，浓度过低结合

量太少z 浓度过高，加入未标记 ConA 时抑制

效应不显著〈图 2).在 37"C时，正常肝细胞浓度

以4x10'/ 毫升， Hep A 细胞以 õ x 107/毫升较

为适宜，本文实验中均采用上述两种细胞浓度.

圄，a

uu 
保温MI\ïj<分}

保温时间对细胞与 ConA 锺舍的影响

反应体系 I 12SI-ConA 0.4 微克， HepA 细胞1x

107/100 微升，PB(pH7)中保温。总体积 200微升

可以设想对凝集素凝集效应强的细胞，其

表面可能具有容量虽少但亲和力强的受体，它

易与凝集素结合，并且在它与凝集素结合后使

表面膜上受体易于发生聚集，细胞发生凝集.
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图 lb pH 对细胞与 ConA 结合的影响

反应体系 : 125I -ConAO.4 微克， HepA 细胞 1x

1Q1 /100 微升(在 0. 5MNaCl 含 1mMCaC12 及
1mMMnC12 溶液中 ) ，加pH3-10 不同 pH 缓冲

液，体系总量 200 微升， 37'C 保温 15 分钟
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图 2 细胞浓度对 12SI-ConA 与细胞结合的影响

10 

.-. 1x1 0 7/毫升肝细胞

。一 o 4 x 10 6/毫升肝细胞

×一… x 2x 106/毫升肝细胞

(二)结合常敏与结合容量(受体踉)的测

定 配体与受体结合有特异性和非特异性结合

两部分。实验时先用结合试验法测得总结合量，

再在过量未 标记 ConA (104 倍于 l且5I-ConA

量〉存在下，求得细胞与 ConA 的非特异性结

合率 (HepA 为 2.7% ，正常鼠肝细胞为

4.3%)，总结合量减去非特异性结合量为特异

性结合量。配体与受体特异性结合应具有饱和

性。当反应体系中加入 ConA 近 400 微克时，

特异性结合达饱和， 结合曲线成水平延 伸线

(图 3a 及 b )。
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固 3a HepA 与 ConA 特异性及非特异性结

合曲线
反应体系: 5x10 7/毫 升 HepA 细胞与 3 微克/

毫升山I-ConA 及。一2 毫克/毫升不同浓度未标记
ConA 在 200 毫升总体积， 3 7 'C 保温 15 分钟

总结合量 =1比I-ConA 结合百分率 xConA 总浓

度
非特异性结合量 = 在反应体系中加入 2 毫克未标

记 ConA 后的 125I-ConA 结合率 (2.7 % ) x 各 管

ConA 总浓度

特异性结合置 =总结合量 一 非特异性结合量
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图 3b 正常肝细胞与 ConA 特异性及非特
异性结合曲线

反应体系: 4 X 106/毫升肝细胞与 2.65 微克/毫升
125I-ConA 及 40问-1 毫克/毫升未标记 ConA 在 200

μl 总体积中， 37'C 保温 15 分钟 。非特异性结合率4.3%

取上述特异性结合数据 按 Scatchard 作

图，正常鼠肝细胞为一直线(图 4)，直线的负

斜率即为 ConA 与细胞表面膜上受体的结合

常数 (Ka = 7.89 X 105 ); 直线在X轴上的交点

为结合容量 (R=4. Ol x10勺。这是一种配基

和细胞膜上一种均一的、亲和力恒定的受体，

在稳态下反应的典型曲线。 HepA 的结果按
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图 4 肝细胞与 ConA 特异性结合的 Scatchard

作图
Ka=7.89x10 5M-l R=4.01x108 

反应体系 : 12S 1-ConA(0.53 微克 )10 毫升，不同

浓度 ConA( 8-2 00 微克 )

90 微升， 肝细胞(4 X 10 5 )1 00 微升， 37.C 保混 15

分钟。
注 I Ka= 直线的负斜率

R= 直线 X 轴的截距 x 6.022 x 1023 

4 X 105 X 5000 
B: 结合量 F: 游离量

M: 克分子浓度

计算中 ConA 分子量取 100 ， 000 (后同)

。l
D 

n01X IÛ') 

回 5 HepA 细胞与 ConA 特异性结合的 Scatc-

hard 作图

Ka1 = 6.72 x 106M-l q2 = 8 .85 x 10- 7M 
Ka2 = 5.00 X 105M-1 R = 2.6 X 107 

q1 = 1. 95 x 10- 7M 
。一-0根据实验数据(三次测定结果平均值}所
作曲线

· 一一 · 根据 Buller f乍图渐近线参数计算法所

得理论曲线

反应体系 : 125 1一ConA(0.4 微克) 10 微升，不同

浓度未标记 ConA(2-100 微克 )90 微升， HepA

细胞(5 X 10 6 )1 00 微升， 37"(; 保温15 分钟

Scatchard 作图得一山山i向上的曲线(图 5 )。

可见正常小鼠肝细胞与 HepA 细胞的 Scatc

hard 图形差别十分显著。有多种情况使得

Scatchard 图形呈凹线， 其中之一是有两类不

同亲和力的受体同时存在， 它们的结合常数和

受体数可用 Bulled斩近线法结合计算得出[7- 8] 

HepA 上两类 ConA 受体的 K 、 q (反应体系中

所具有结合位点的克分子浓度〉及R值见表 1 。

由表1可见在 HepA表面膜上有一类高亲和力 、

低容量受体，这种受体不存在于正常肝细胞。如

果比较两类细胞的受体数，以单个细胞为单位，

则正常肝细胞反比 HepA 高达 15 倍。上述结

果表明两类细胞凝集强度的不同可能是由于在

HepA 表面膜上有一类高亲 和力受体之故.

关于细胞表面与凝集素结合的位点数和细

胞对凝集素的凝集效应之间的关系已有许多报

道。如小鼠 3T3 细胞不被 ConA f疑集，而经膜

蛋白酶处理，经 SV40 病毒或多瘤病毒转化后

则可发生明显凝集。细胞在处理或转化前后用

放射受体法测定其单位细胞的 ConA 受体数，

彼此都无甚差异[ 1]. 此外，有的转化细胞凝集

效应强，其受体数却反而比不易凝集的亲体细

胞少[ 11]. 虽亦有易凝细胞受体数较多的报道

[1 2] ，但绝大多数结果表明细胞的 受 体数与其

凝集效应间无一定相应关系。本文用正常肝细

胞与 HepA 细胞进行测定的结果也是如此。

Christopher 报道:促甲状腺素 (TSH)

不仅能和其靶细胞一甲状腺结合，还能和非靶

细胞结合，从结合容量看两者没有统计学上的

显著差别。但若分析两类细胞与 TSH 的结合

常数 Ka，则发现甲状腺细胞表面膜上有高低

两类亲和力的受体，而非靶细胞和 TSH 的结

合只具有一类低亲和力的受体，可见 Ka 更能

反映配体、受体间专一性结合的能力 [3] 。

可以设想对凝集素凝集效应强的细胞，其

表面可能具有容量虽少但亲和力强的受体，它

易与凝集素结合，并且在它与凝集素结合后使

表面膜上受体易于发生聚集，细胞发生凝集.

本文用 ConA 及同一实验室用 SBA(l S] 对
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Scatchard 

表 1 正常小鼠肝及肝癌细胞 ConA 受体的比较

受体结合常数 | 受 体 数

(M-l) | 单位细胞 | 单位表面积(μ2)

K=7.89x105 I 4.01x108 I 2 加 10 5

R1 =4.S9x106 
K1 = S. 72 X 106 

细胞种类
作图
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HepA 凹形曲线
K 2 =5.00xl05 

R1 + R2 = 2.60 x 10' 

R 2 = 2.13 X 107 5.68xlO' 

?主: HepA 为大小不等的球形细胞，在测微仪下测定 60 个细胞直径， (平均约 12的再按球形计算其

表面积， 取阳其均撒数为训川4归58创仰队』μt

胞直径，均数为22.仰，此数值与 Drochmas 等 [9]报道的大鼠肝细胞的平均直径(22.78肘相同，

故肝细胞表面积按该文报道的大鼠肝细胞表面积 1629川计算。

日epA 细胞进行放射受体测定，所得数据

Scaìchard 分析的结果都支持上述设想。但以

上结果仅得自一类细胞，还有待更多的证实.

此外，这种在动力学上表现出的强的亲和力，

是否由于有特殊的糖蛋白质受体存在于癌及胚

胎细胞膜上，或是癌细胞及胚胎上的受体在质

上和正常细胞相同而仅是聚集状态、空间排列

有异，以致表现不同的亲和力，还是由于其它

因素的影响，都还待进一步探讨。

小结

用放射受体法测定正常鼠肝细胞和腹水型

肝癌细胞表面膜上 ConA 受体，发现正常鼠肝

细胞仅表现为一类低亲和力受体，而肝癌细胞

则表现有高低两类亲和力的受体。受体数不论

以单个细胞还是单位面积计算，正常肝细胞都

显著多于肝癌细胞.结果提示肝癌细胞对ConA

凝集强度高，可能是由于存在高亲和力受体的

关系。
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暴 1 大鼠肝癌细胞备组号瘾包体戴目蛮

化情况果结验实
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CBRH-7919 大觑肝癌细胞黛色体

本实验对 102 个肝癌细胞〈第四代〉的分

裂中期细胞进行了观察和计数.染色体呈明显

的非整倍性，数目变化范围很广，从近单倍体

(23条)到超八倍体(196 条〉都有，多数在三倍

体到超四倍体的范围间.众数峰不很明确.染

色体在 80-86 条范围的细胞占 48.7%，具 80

条染色体的细胞占 16.7%(见图).

·111111 11111.比ιl
30 40 50ω70 剧目。 >100

染色体数目

CBRH-7919 大鼠肝帽细胞的组型

撤

变化

根据大鼠 (Rattus norvegicus) 染色体标

准核型委员会的规定及 G. Lavan 对大鼠染色

体G带命各的建议，对 CBRH-7919 细胞系的

染色体进行核型分析〈见表 1 )，结果显示各组

染色体均有增加，但增加比例不等.D组增加最

多，为正常的1.96 倍; B 组为1.83 倍; C组

为 1.42 倍;A组增加最少，为1.35 倍.各号

染色体大部分为多体(multisomy)，幅度波动
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大，最多的达八体、九体，个别亦有单体、二

体出现.A组染色体比较恒定，其中 1 、 8 号

基本上为二体， 2 号多为四体.C组 12 号染色

体多为单体.x染色体为三体、四体，也有单

体存在.异常染色体数波动于 6-12 之间〈见

表 1 ). 

三、巍色体形窜锺掏的重组

从G带核型中可以观察到众多的染色体结

构重组形式，如缺失、重复、易位、插入等.

同源染色体中常有一个或两个产生变异，有时

甚至难以辨认其所属组号.关于大鼠正常细胞

的 C12 染色体带纹的多形性曾有过报道，而

CBRH-7919 大鼠肝癌细胞的G带核型中不但

观察到 C12 同源染色体带纹的多形性，而且发

现诸如 B4、 B7. D14 同源染色体带纹也出现
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表 2 大鼠肝癌细胞(第 35 代〉黛色体做

目与标记捺包体戴目的分布

S~l 

Q • 琶 z

2 

2 

SM，微小染色体分别称为 Mh M 2 • 

经G带分析， SM 由 1 号染色体长臂与 6

号染色体易位而成，可写为 t (1 ;6) 或 6qter→

6cen: :lcen• lqter. Mj 是很小的亚中央着丝

点染色体， M2 更小，具顶端着丝点，染色都

很浅，可能分别由某一号染色体上断裂而来

〈图 4 ). 
CBRH-7919 细胞中还有相当数量频率不

等的异常染色体，这是肿瘤细胞群体核型多样

性的因素之一，是伴随肿瘤进程发生的问。大

部分是易位的结果，由 C 组、 D组染色体的一

臂与A组、 B 组染色体的一臂易位组成(图 1) • 

在异常染色体中还有一类短小的亚中央着丝点

染色体，有的是 1 号染色体末端缺失，有的是

8 号染色体末端缺失。
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1 1 

大量细胞遗传学的工作表明2 肿瘤细胞通

常具有染色体数目与结构的变异，而正常细胞

显示染色体异常性的则甚为罕见。然而，不同

的肿瘤类型、组织来源及病因都可能使肿瘤细

胞染色体变异具有各各不同的特点，而实体瘤

的移植接种，肿瘤细胞的体外培养等过程又进

一步会使它发生次生性的变化。

迄今为止，大鼠肿瘤染色体普遍被认为是

非整倍体，但各种肿瘤的染色体数很不一致e

论讨

变异〈见图 3 )。如果所分析的G带核型标本多

些，多形性同源染色体的类型可能进一步增多

更加纷繁复杂的变化是不同的易位与缺失

的出现，形成了频率不一的多种异常染色体.

四、 CBRH-7919 大鼠肝癌细胞的标记

操色体

在染色体计数观察和核型分析中我们发现

两条同源的巨大的亚中央着丝点染色体和两条

着丝点不清楚的微小染色体，前者的出现频率

为 82%，后者为 53.9% .它们在不同染色体数

细胞中的分布情况见表 2. 这四条染色体我们

认为是 CBRH-7919 肝癌细胞的标记染色体，

并将亚中央着丝点的两条同源染色体称为
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即以肝癌而言， Grover 等[ 4]用二乙基亚硝胶

(DENA)诱发的大鼠肝癌，染色体数接近二倍

体的 (40-43) 占 67%. 01ah 与 Weber 等[盯

在 Morris 移植性肝癌的研究中指出，生长缓

慢的 8999 株大部分为二倍体，而生长迅速

的 3924A 株，染色体数的分布由 54 至 120 ，

干系数为 60. 强家模[白，10]用二乙基亚硝胶

(DENA) 诱发的大鼠移植性肝癌 BERH-2 ，

大部分染色体为亚四倍体，众数为 72 条。本实

验所用的 CBRH-7919 大鼠肝癌细胞系有近半

数细胞在四倍体范围内，与移植性肝癌

BERH-2 的染色体数接近〈比其它肝癌高得

多)，是否与使用同一化学诱变剂 DENA 有关

还不清楚。此外，正常大鼠肝实质细胞内往往

有多倍体核占优势的现象，其形成机制据认为

与异常的有丝分裂有关[11]. CBRH-7919 细胞

来自成年大鼠体内诱发的肿瘤，在制备染色体

标本过程中观察到核内复制现象比较多，

CBRH-7919 细胞染色体近半数为近四倍体，

是否与上述原因相关还无足够依据。而染色体

数目分布的广泛，众数峰的不明确，则可能是

体外培养过程中核型的不稳定性的增加。至于

CBRH-7919 细胞标记染色体稳定而高频地出

现又说明了什么，是否与该系细胞的恶性特征

的稳定有关，还待进一步说明.

CBRH-7919 细胞系在染色体组型的增减

方面与 BERH-2 移植性肝癌也相似[10]. A组

C 组染色体增加较少， B 组D组染色体增加较

多，因而细胞原有染色体组型之间的平衡被破

坏.

在标记染色体方面， CBRH-7919 肝癌细

胞与 BERH-2 移植性肝癌有较大的差异，不

但显示了形态的不同，类别的增加，而且在组

成上主要涉及到 1 号染色体的片段，差异的原

因值得进一步探讨.

综上所述， CBRH-7919 肝癌细胞系染色

体畸变与 BERH-2 移植性肝癌相似之处甚多.

这可能是实验动物和化学诱变剂相同，因而得

到的肿瘤类型一致的结果[ 10)。至于标记染色

体的差异能否归诸于体外培养过程中次生性的

变化还有待进一步阐明。
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大鼠隔肌去神经后终极形态结构及胆碰醋酶活力

在体与在器官培养下的变化的比较

周振华于长亮陈春仙

〈中国科学院上海生理研究所〉

在体骨悟肌去神经后，终板形态结构退变， 胆险醋酶活力迅速下降[问].而 Miledi
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