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3. 反转录酶法

这种方法使用较多，有不少用此法制得的

基因已在大肠杆菌中得到了表达，如鼠膜岛素

基因、鸡卵自蛋白基因等。这种方法首先需要

分离出纯的 mRNA 作为模板， 在反转录酶的

催化下，以四种脱氧核苦酸为原料，合成互补

于该 mRNA 的 DNA(即 cDNA)，最后再用

反转录酶或 DNA 聚合酶 I 合成此基因。

4. 鸟枪射击法〈叉称榴散弹射击法〉

这种方法不需要预先分离出某个特定基因

的 mRNA，而是用限制酶把各个基因组切成

许多 DNA 片段，与适当的载体重组后去转化

缺乏某个特定基因突变的、突变型菌株，通过互

补法筛选出所需基因。如 Struhl 等人用此法

获得了组氨酸基因。另外也可采用某一基因的

mRNA 或 cDNA 作探针，用菌落杂交的方

法，从鸟枪法制备的基因库中筛选出该基因，

如免疫球蛋白 CK 基因等。 此法实验步骤大

致如下z ①将供体 DNA 及载体以相同限制酶

处理后进行重组:②转化受体细菌并使受体细

菌在微孔惊膜上生长:③用滤纸印下在滤膜上

生长的菌落;④用。.5MNaOH 处理，滤膜上细
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菌并使它们的 DNA 变性:⑤加入同位素标记

的 mRNA 或单链 cDNA 和变性后的 DNA

单链结合，只有含有相应基因才显示同位素标

记:⑥根据同位素标记自显影位置，在洁、膜上

检出相应菌落，这些细菌中的质粒上带有所需

要的基因.

5. 微生物遗传学方法

某种生物基因组基因图清楚的情况下，可

利用限制酶切割基因组来获得所需基因。例如

切割 F 因子、 R 因子、 ColEI 质粒， ÀDNA 
等"我们曾用这种方法分离了 h 的启动基因.

在分离特殊的基因如某一操纵基因时，可利用

该操纵基因和它的阻遏物相结合后可避免核酸

酶作用的原理来分离操纵基因。这方法大致如

下z 首先把带乳糖操纵子的 h 噬菌体 DNA 用

超声波切成碎片，加入阻遏蛋白并使悬浮液通

过硝酸纤维素谑膜.把收集到的阻遏蛋白操纵

基因复合物用诱导物异丙基-ß-D 硫代半乳糖

昔(IPTG)处理以游离出操纵基因。 应用此原

理也可分离起始基因、启动基因等。

〈未完待续〉

细胞周期浅说

邵伟

〈东北师范大学生物系〉

细胞主要以有丝分裂方式复制自己，更新

和保持机体各类细胞之间的平衡.人们把每一

个体细胞生命活动的周期，称为细胞周期(Cell

Cycle)。

本世纪 50 年代以前， 人们对细胞生命活

动的了解很有限，特别是对处于分裂间期的细

胞，长期以来视为细胞的"静止阶段'\近30

年来由于科学技术的飞速发展和现代研究手段

在生物学研究土的广泛应用，为揭开细胞的微

观活动创造了条件。晚近的一些研究进展表

明，细胞周期各阶段都发生复杂的生化变化，

特别是间期细胞的生命活动，显得更为重要。

本文仅就细胞周期研究进展的某些问题作

一简述。

-、细胞周期的划分

本世纪 40 年代初， Cas persson (1941)和
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Brachet(1941--1943)用紫外显微镜分光光度

法和细胞化学方法研究各类细胞的核酸含量时

就注意到，早间期核的 Feulgen 反应为阴性，

至分裂前期的 DNA 含量显著增加，分裂后期

又急剧-F降。同种(生物类型〉细胞的 DNA 含

量比较恒窟。 RNA 含量是前期降低， 后期最

少，只是到有丝分裂终了才恢复到间期细胞时

的水平。 Howard 和 Pelc(1951--19õ3)是建

立细胞问期概念的最早学者，他们最先用放射

性标记化合物研究了细胞间期各阶段的 DNA

合成，发现只是处于间期阶段的细胞才有 p32

掺入，而且是在分裂前几小时内完成的。他们

用蚕豆根尖细胞做材料，先在含有 p32 的营养

液内培养，然后观察幼根每小时排出 p32 的情

况，以及用放射自显影分析(P32 掺入〉根尖细

胞 DNA 合成的时间间隔.为了除去 p32 对细

胞 RNA 的掺入，材料事先用核糖核酸酶做了

处理。他们发现每隔 1 小时固定的材料，只有

在根接触 p32 8 小时后，才出现放射性标记的

分裂相，说明细胞终止 DNA 合成是在有丝分

裂前 8 小时。有放射性标记的分裂相的出现持

续 6 小时后，非标记的分裂相又占优势，说明

DNA 合成期是 6 小时。这种变化每隔 30小时

重复一次。根据上述事实， Howard 和Pelc把

蚕豆根尖细胞的细胞周期 30 小时划分为 4 个

期，即合成前期(G 1 12 小时，合成期 (56 小

时")，合成后期 (G2 8 小时〉和有丝分裂期 (M

4 小日才〉。

上述发现被以后学者们用 3H-胸腺嗜览核

苦进行的类似研究所证实.他们提出的细胞周

期 4 个时相，一直沿用至今.

二、细胞周期的测定

各类细胞的细胞周期，分裂期占的时间较

短，大部分时间是处于间期(图 1 ).以测定间

期阶段的 DNA 合成和加倍为主要线索，进而

可确定细胞周期各阶段的时长，

目前测定各类型细胞的细胞周期，一般用

3H- 柯; ì己的胸腺略览核音 eH-TdR)掺入细胞

细胞民分裂

圄 1 细胞周期备阶段的模式固解(Hole ， 1979) 

DNA 的放射白显影方法。 3H-TdR 进入机体

后，经一系列胸腺唔览核苦酸酶的作用，相继

生成一、二、三磷酸胸腺唔览核昔，并且很快

掺入 DNA，使复制后的染色体有放射性标

记，经放射自显影可显示出有放射性标记的分

裂相.贵在(3H)衰变放射的自粒子在生物组织

内射程为 1 微米范围，所以在核乳胶自显片上

能看出染色体被 3H-TdR 标记的精确位置‘

当机体注入 3H-TdR 后， 在增殖的细胞

中，处于 DNA 合成期的细胞可被标记，而处

于 Gh G2 和M期细胞则不被标记，根据不同

矶
，

〈d
m
)
帕
蒂
部
尔2
3
，S

固 2 标记分裂指.曲线(φpaHKφypT ， 1975) 

上图是细胞个体间完全一样情况 F理论标记分裂
指数曲线。
下图是在细胞群体中实际测定的标记分裂指数曲
线。

T一一周期时K:， tR、 tGz、 t lll一一代表 S、 Gh
M各时斗目的时民
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时间间隔取材制作的自显影标本，计数标记分

裂相，绘成曲线后，可求出细胞周期 (T) 各时

丰目(t8、 tG l' tH2 、 t皿〉的时长〈图 2) 。 如果设

想细胞个体间无差异， 则在注入 3H-TdR 后，

当时处于 DNA 合成期的细胞被标记，经过

G2 期后开始出现标记分裂细胞， 然后在一个

短的 tm 时间后，出现的全是标记分裂相， 并

在以后的 t8 - tm 时间内保持不变，最后标记

分裂相骤然消失〈见图 2 上图)，这是一个理论

上的曲线.实际上在一个细胞群中，由于各个

细胞的细胞周期时间和各时相时间上的差异，

测得的标记分裂指数曲线则如图 2 下图情形.

根据标记分裂指数曲线升降全过程，可以推求

细胞周期各时相的时长，其中 DNA 合成期的

时长为标记分裂指数上升 50% 和下降 50% 之

间的一段时间。计算公式是z

tG = T 0 - (tG2 + t8 ) 

公式的 tG2 时长，其中还包括较短的 t皿期

在内。如果要进一步求出 t皿的时长， 则可用

下式求出2

t~ = T o • MI 
一二

~ 0.693 

式中: To 为细胞周期时长; MI 为分裂指

数，为细胞群中分裂相所占百分数; 0.693 为

ln2. 

例如用体重 18-20 克 C3HA 小鼠皮下移

植原发性肝细胞瘤22 , 10 天后腹腔注射 10 微

居里 3H-TdR，注入后 1 、 2 、 4 、 7 、 10、

13、 16、 19、 22、 25 小时分批处死小鼠，取

瘤制片制作放射自显影，计算各时间的肿瘤外

周 20-30 层细胞的标记分裂指数，然后根据

标记分裂指数曲线得出的结果是: To =13.5 

小时， t8 =8.6 小时， tG1 =2.5 小时， tG2 =2.4

小时〈中paHK中ypT ， 1965). 实际上 tG2 期中也

包括M期在内，如果进一步求出M期，则可依
To • MI 

上述引用的公式 t皿=一一一加以计算.
0.693 

近些年来，研究细胞周期的学者对不同类

型细胞(正常组织、体外培养的细胞、肿瘤细

胞等〉的细胞周期进行了测定(卖 1-3 ), 据

Altman1975 年的统计资料，有 71 种组织确

定了细胞周期。

三、周期备时捆的动态

近些年来许多学者用放射性标记化合物示

踪，对细胞周期各时相在分子水平上的动态，

有了更深入的了解。

G1 期是进行剧烈地细胞合成时期，细

胞体积在增大，制造产生核糖体 RNA 、信使

RNA、转移 RNA 以及核糖体。 RNA 的合

成，导致结构蛋白和酶蛋白的形成，这些酶控

制着用于形成新细胞成分的代谢活动 (Hole ，

1979). G 1 期持续时间变异很大，多数类型细

胞的 G1 期较长，这可能与细胞在 G 1 期需要

增加质量有关。但是在某些单细胞生物〈如大变

形虫、四膜虫)和多细胞生物的某些细胞(如海
胆胚胎、小鼠胚胎)，它们则缺乏 G 1 期，有人认

为 G1 期的缺乏，意味着 DNA 合成不一定在

有丝分裂之后，可能是在 G2 期完成的。 G1 期

后阶段至 S 期，这一阶段与 DNA 合成有关的

一些酶活性增高，包括胸腺唔腔激酶、胸腺唔

览核苦酸激酶、脱氧胸腺唔览核昔酸合成酶等

〈太田行人等， 1975)，特别是 DNA 聚合酶活

性急剧增高〈图 3 )。这些酶活性增高，为充分

利用核酸底物在 S 期的 DNA 合成是不可少的

条件. G 1 期合成 mRNA，可能与 S 期 DNA

加倍后的遗传信息转录和新的蛋白质合成有

关.
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回 3 间期 DNA 合成的动态变化(Harber ， 1968)
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襄 1 哺乳动物Z常组织的细胞周期

! I 各阶段持续时间(小时}
动物组织 i 动物 | 丁一一一「一一→ l 

I I C G1 I s I GZ + M 

小肠隐窝上皮 1 大鼠 I 10.5 2 6.5 1+1 

"小鼠 113.1 4. 6 6.9 1+0.7 

淋巴细胞 ! 大鼠 12 3 8 1 

嗜酸细胞 I " I 12 3 8 1 

精原细胞 " 60 18 24. 5 15.5+2 

乳腺上皮 1 小鼠 64. 37.7 21. 7 3+ 1. 6 

正常肝 |大鼠 I 47.5 28 16 1. 8+ 1. 7 

再生肝 " 15 3.5 8 3.5 
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作者，年代

Cairnie, 1965 

Lesher, Bauman, 1970 

Post, Hoffman, 1970 

Constable, Blackett, 1972 

Huckins, 1971 

Bresciani, 1965 

Post, Hoffman, 1964 

Fabricant, 1968 

表 2 体外组织培葬的细胞周期

各阶段的持续时间〈小时〉
细胞种类 作者，年代

G1 S Gz 
一『一一一二

人的宫颈癌Hela S3 B 9.5 3 0.7 Terasima, Tolmach , 1963 

" Hela 10.5 10 4 0.5 Petrovie , Nias , 1967 

小鼠成纤维细胞L60 9一10 6-7 2-4 Stanners , T il1, 1960 

" L-60T 8 3-3.5 0.5 Domon , Rauth , 1968 

" L-V166 6.5 10 3.5 1 Petrovic , 1970 

小鼠淋巴瘤LS178宜 1. 8 7.3 1. 2 0.5 Rosenberg , Gregg , 1969 

小鼠艾氏腹水癌 5.7 8.5 3.8 1 Kim , Evans , 1964 

人胚肺成纤维细胞W1-38 6 6 4 0.8 Macieira, Coelho , 1966 

襄 3 哺轧动物移植性肿疆的细胞周期

各阶段的持续时间(小时〉

cI G1 I s I 
12 3.5 7 0.5+ 1<0.5-2.5) 

156.5 6.5 2+0.5 

19.1 7.5 8.8 1. 8+ 1<0.5-4.5) 

14 3 8 2.5 + 0.5(0.8 - 6.8) 

18.4 1. 4 13.7 1. 2+ 1. 2 

21 9.4 8.9 2.4 

53 39 9 4 

肿瘤种类
Gz+M 

小鼠腺癌755(4天〉

小鼠乳腺癌

小鼠艾氏实体瘤

小鼠肉瘤180(5天)

" (2天}
大鼠腺癌A12 (6代)

大鼠纤维肉瘤Az(4代〉

作者，年代
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Shiffer, 1973 

Janic,Steel , 1972 

Steel , 1972 

关于 G1 期是如何过渡到 S 期的， 据目前

了解，在 G1 期有一个限制点 (restriction

point)，或者称R 点， G 1 期的开启或关闭与

R点有关， 例如细胞内 cAMP 增多、细胞密

度增加等，可阻止 G1 期向 S 期过渡e 用嘿岭

毒素抑制蛋白质合成或用放线菌素 D 抑制

RNA 合成，也能够延援 G 1 期进入 S 期 (Pre­

scott , 1976) 。

S 期这一阶段完成 DNA 合成，以及合

成与 DNA 有关的组蛋白. s 期终了，每一染色

体复制成两个染色单体(Hole ， 1979). DNA 

复制的时间顺序是有区别的，根据标记的 DNA
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前身物在培养的细胞株和癌细胞 S 期 DNA 合

成时的参入表明，开始时逐渐增多，到中期达

最大值，末期则逐渐减少，形成一个连续的对

称型的峰(图 4 上图)，有些报道又证实培养的

哺乳动物细胞多倍体和异倍体 S 期的 DNA 合

成是不连续的，形成几个峰，如图 4 下图所示

〈太田行人等， 1975). S 期不同阶段复制的

DNA 碱基组成是不同的，初期阶段 GC 含量

多，过渡到后期阶段变为 AT 含量多，这是哺

乳动物细胞的一个普遍现象。不同阶段上的险

基组成变化，说明 DNA 复制具有高度的顺序

性，它的意义尚不清楚(Prescott ， 1976). 用

3H-TdR 标记蚕豆根尖细胞 DNA ， 研究新合

成 DNA 在子细胞核的分布，看到复制的新染

色体都是均一带有放射标记，而再经复制产生

的两条染色体，其中只有一条有放射性标记，

这似乎表明 DNA 复制是以整个长度为单位进

行的(Taylor ， 1957-1958). 

型综连不l
A
割
割
叫
创
刊
叫n

s 
时期

固 4 S 期内 DNA 合成的提型
连续型为一对称的峰，表示核内 DNA 总量以 S

形增加，不连续型呈现 4-6 个不规则的峰，表明
DNA 总量增加的同时伴有分解〈太回行入等， 1975). 

G2 期这期间为细胞准备分裂提供物质

条件。 目前对 G2 期的生命活动，了解不多.

用放射性标记的 RNA 和蛋白质前身物示踪表

明， G2 期进行着强烈的 RNA 和蛋白质合成，

假如破坏这个合成，那么 Gz 期就不能过渡到

MWI , HIl细胞不能进行有丝分裂. Forrcst 和

1982年

固
E

但E
…

~
A
J
U
J
w
q
-

一
川

/
队J
L
V
L
棚
"Klevecz(1972)认为 G2 期合成构成纺锤丝的

微管蛋白。 Tobey 等 (1971) 认为 G2 期 RNA

的持续合成是进入分裂期所必需的，例如文氏

腹水癌细胞完成 G2 期 RNA 合成约需 5-6

小时，而合成的 RNA 是哪一类，尚不清楚.

M期 这一时期通常是亲本细胞分裂为两

个相等的子细胞，而且确保亲本核染色体能精

确均等的分配给两个子细胞核，使分裂后的细

胞保持遗传上的一致性。Dyer(1979)认为，染色

体的复制在细胞周期中要经过如下几个阶段z

DNA 复制、染色丝复制、染色单体复制和染

色体复制、核复制、细胞复制等(图 5)，称为

染色体周期(chromosome cyc1 e) 。 染色丝是

一种假想的染色体基本结构单位，它的结构包

括产生和装配到新 DNA 上的其它结构成分.

到目前为止，尚不清楚未经复制的染色体中有

几个 DNA 分子， Dyer 认为只有一个 DNA

螺旋.

四、细胞周期的调坦问题

各类细胞按各自的基因表达进行细胞周期

活动. Mazia (1974)认为，细胞周期有两个阶

段最重要: G1 到 S; G2 到M。这两个阶段正

处在复杂活跃的分子水平变化时期，易受环境

条件的干扰，如能人为的进行调控，对深入了

解生物的生长发育和控制肿瘤生长等问题，无
疑是重要的，

晚近发现诸如放线菌素 D(actinom俨
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CI Tl 川、 ρ一氟苯丙氨酸〈ρ-fluorphenylala­

nine)、异丙基肾上腺素(isoproterenol)、环

化腺昔酸(cA MP)、体内各类抑素 (chalone)

等，均可干扰细胞周期的运行.早在 1963 年

Lieberman 等就观察到移植的静止状态的兔

肾细胞同少量放线菌素 D (0.1 微克/毫升〉接

触时， DNA 合成被抑制。 Baserga 等(1965)研

究了更小剂量的放线菌素D (0.016 毫克/克体

重)对小鼠腹腔内非同时生长的文氏腹水瘤细

胞的影响，发现这一剂量使细胞不能进入 G2

期，但也未抑制 DNA 合成， 可是细胞从 G 1

期进入 5 期则被抑制了。 Baserga 等根据抑制

作用的功力学分析，认为在 G 1 期有个对放线

菌素 D的敏感点，位于在 DNA 合成开始前 8

小时)ZJ:‘ Sisken 和 W ilkes (1967)指出，当G2

期细胞问 ρ-氟苯丙氨酸接触时，同类氨基酸

被加入到j蛋白质的苯丙氨酸位置，而有丝分裂

被显著延长了，但是接触其它各期，对有丝分

裂则无影响。如果接触 G2 期细胞的ρ-氟苯丙

氨酸浓度适宜，可以阻止细胞进入有丝分裂

(Wheatley 等， 1974)0 阻止细胞于 G2 期的

最好例子是异丙基肾上腺素，正像 Radley 等

(1!:171 )指出的，它能暂时阻止腮腺的腺泡细胞

于 G 2 期或分裂中期。因为异丙基肾上腺素属

于激活腺昔酸环化酶是作用最有力的类肾上腺

素功能药物〈日-adrenergic) ，并且能提高细胞

内 cAMP 水平。有人设想细胞阻止在 G2 期是

由 c i\ MP 引起的，认为 cAMP 能够使人的淋

巴朽，细胞和中国仓鼠卵巢细胞阻止在马期，

并且证明 (;2 期细胞内 cAMP 水平增高 (Mil­

I i s 等， 1972; Remington 等， 1973) 。还有人

认为细胞的抑素，能阻止 G 1 期进入 S 期和阻

止 l;z 期进入M期，阻止在 G 1 期的细胞有表

皮、肝、黑色素细胞及成纤维细胞(Houck等，

1973) ;阻止在 G2 期有从哺乳类皮肤分离出

的上皮抑素，它是糖蛋白性质的 (Argyris ，

1972) 。

在一个增殖性的细胞群中，并非所有细胞

是同步化增殖，据目前了解，它们在细脏周期

s 

G. 

不再分裂的细胞

圄 B 群体细胞的细胞周期的可能途径

(Baserge , '976) 

运行中，可能有四种命运(图 6 ):一种是细胞

经M期叉开始第二次周期;另一种可能是停止

于 G2 期(有人称为 R2 ) ，它受某种剌激后无需

DNA 复制可进入周期z 第三种是停止在 G 1

期，称为休止细胞(quiescent cell)或叫 G o期

细胞，这类细胞受某种刺激仍能进入周期，并

且开始 DNA 合成和有丝分裂;第四种为丧失

生命力近于死亡的细胞，称为丢失细胞(1oss

ce l1) • 

细胞周期也受机体调节系统的影响，例如

肝再生就是由调节系统的作用加速肝细胞增

殖。但是肿瘤细胞，宿主失去了对它的调控，

因而恶性增殖。实验研究表明，在肿瘤细胞周

期中， G 1 早期、 Go-G t. G1-S、 S-Gz • 都属

于对化学物质敏感阶段. G1 期细胞重要特征

是能用 N-甲基-N'-硝基-N一亚硝基肌诱友肿

瘤发生(Bertram 等， 1974) , 这可能是在 G 1

后期有对这一化学致癌物质的异常敏感有关。

用化学物质干扰肿瘤细胞周期，抑制和破坏肿

瘤细胞的增殖，与深入研究肿瘤细胞周期特

点，关系非常密切，而且也是筛选抗肿瘤药物

的理论基础。临床上应用的抗代谢抗癌药物，

就是以抑制癌细胞 G 1 期的 RNA 合成和 S 期

的 DNA 合成为根据的。皖化剂抗肿瘤药物是

以阻抑瘤细胞 S 期进入M期为条件的。在肿瘤

增殖过程中，由于细胞密度制约和营养缺乏等

条件，使某些瘤细胞转为 G o 期状态• G o 期细

胞代谢水平低，对抗癌药物极不敏感，往往是
(下转第 40 页〉
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图 6 F-ConA 在 98% 甘油溶液中光嚣黄先恢

复曲线， T=26 t: 

散系数.从而证实了本仪器的可靠性.

我们巳用此装置测定了肿瘤细胞表面伴刀

豆球蛋白受体的侧向运动[ 10 1 。
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肿瘤治疗后再次复发和转移的原因。 诱发 Go

期细胞进入细胞周期，合理使用抗癌药物加以
杀灭，是防止癌转移和扩散的重要调控措施，

也是肿瘤学者深感兴趣的研究课题ω
总之，近十多年来对细胞周期活动和调

控，开展许多研究，有很大进展，但是许多问题
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