
抗 8 氮鸟B票岭的 F9 胚胎磁细胞突变株的建袜*

i余卫明 末秋宝 却t ;'i_ 

( 中 国科学院_U每f'fl1 1泡生怕学研究 lî}i )

近年来，小鼠胚胎癌细胞 (EC 细胞 ) 已成

为有Jf究胚胎分化 、 肿瘤发生的← 一个很好的实验

模荆 [ 1 ] 。 利用休外悄养的 EC 细胞 ，通过诱变剂

处理和]筛选， fïf 川获得具有特定执因突变标记

的 EC 细脏惊。例如利用树 ，毕类以物 8 氮 乌嘿

l岭 (8 AG) ~& S 快!说氧!来啃 l贮!去背可 以分别筛

选至IJ次JIFFH令 1飞 l累 !:LT磷酸核粉j转移酶 (HPRT)

缺陷或胸腺咐; 1克陆背激酶 (TK)缺陷的突变林。

前者同时又是人类歹IJ r'r尼议 ( Lrsch-nyhan) 知

名 Jt I'j<) 1市 !T! o j .l;ll比 171立 i主科1类型的突变 F1( ， 不

仅可以手IJ n 1 i;;í] (I'J J:!~ j:: '，突变作为细胞融合的选择

性坏 i己， ITri 日丰IJli l EC 细胞可以ú: 体!人j 或离休

诱导分化的特性， 1íJ f究涉及 :15 !iEj主传~~变旦因

的调控手11表;主[ 2 ] 。

材料和方法

-、材料

取自 F' 9-1 克降细胞株[3] ，在 RPMI- 1 640 力1] 10 % 

小LF- J缸清的 Jf;养液 11 -1 J(与养 ， 每隔 2 → 3 3ζ 传1-\ --(欠 。

二、诱变

1T:Z对数 t! 长 :\11 !'r~J ~Hl 11包 ， mllH年浓度 3μgjml N-叩

tlI~ -N-{J肖基亚的基Jn\ ( MNNG ) n JJ-Ho l8 小时后 ， 细

胞离心收集， 11'1 D- Ha nk's !tj~A， I ~l~/}~ 恍垛，日 ， ~曳亲斤白):

珩 iû<培养。 MNNG 处理过的细胞一般要经过 3 → 4 天

J;i养才能恢复1I E\~νt~o 

三、筛选

用伙rUi旨)Jil药物的方法Ðm迎。

双!芸次以1旨 ( 斗!叮咬分上下二F;，} ) , 上旦台丑~~脂中ilf

0 . 25% ， 下层含 0.5 % 。 二层从1月旨糖 j匀含有 :::0 ~(g jml 

1'1<] 8 氮鸟嗦岭 (8 AG )o hlì下层凉}l~板 n;j 先降为l先温育

(56 CC)I:I(J 1 % Jjf:脂 í;，i;' (Ser va !:U 品 )与等体积的双妇;农

j立的 RPMI 1 6 ，，10( 合 10%小牛 1(1 1 清 )珩液迅速汩合 ， )jii 

入 8AG ， 铺于 50 mm 平 IJll ( F'aLcon) I:i 1 ， 才'dTlL 5 ml 。

待下层琼脂稽凝固后 ， 以 1民自每消化经诱变齐IJ处理e陌 生

长 3 → 4 天的细胞 ， 离心收集， 悬浮于双倍浓 度的

RPMI 1640 tU1~1-ll ， 立即J. j ;'，~'~ ~~;t 的。 . ;; ~t J!~(脂糖混合 ，

!JP 入 ß AG ， 叭曰 :降 ~l filì 二f i-:民月 1旨之七 ， 句 1I Il 2 ml , 

细胞;-td主 lX loSj ml。在台 5% CO , J去 养箱 '1 1 培养

( 37 'C ), 7 - - [ 0 夭出现肉眼可见大小(大 f O.l mm ) 的

细胞柴草。 以 ri 尘;p{:!j 二二 ;jt换- ~;，~ 1:~ 旬 出 pgμnl 8 AG 

的新lj! 、fj川良 ( 1~j~ !Irl 2rn l ) ‘ i': Hf!Jl包和沾自径长安1 1 ] mm :t二

右 ， 但丁子挑 LIJ扩太繁姻。。

四、扩增

挑J士l 集范 ， 'i'~ 2 '1 扎根 (Limbro /;γ-~jl土i 品 ) 11 1继续

卅养 ， 集汗'大小 i!_; 2 mm 1， ê;{ï时 ， -lit;T1!'入小北京瓶 。

们r ~~1I1包大 _~::l11~ Î 中自 日 ， ;.~ j、存 Fh~z氮 1-1: ( 保护液为 10 %二:

甲 31~ì风 ) 。先后彼此以挑出 1 0 个细胞集洛 ， 取1t l l -l 集出

I 细胞经!ð< f)~ ': ß旨 J't l锋川 {j飞分 jJí用 ， 亏仅有 6 个作了

j)L'I-!J试验及 3日 ← ·次黄 l殡 11令 ;生、入 ì J\验 。

五、抗性定性测定

对8 AG 敏感性的鉴定 叭。西'llJ只变 !(1细胞及

型f ，:，Uf') 升1付出 来市 ， 分另 :J ，h'j孚 --3' 0 w 25 ~/~ j})J 剧J:lj '1" 板 ， liJ lTIl 

( 50 mm )lOOO 个 HH jJ包 。 8 A Cì 元、 j) 10 μ gjml ,fli 2 0μgj 

ml 二利'd( lj_t ，， ! l ， í与J 纤11二括丁个_ 'V J1 ll o )í: 1王取同一细胞

:岳、浪 j昆平n子不力fl 灼的如/)jL1':/~1!1l.做\，J 11( 1, ( ~千 二 J 个、nJIl ) 。

10 )二!可 i l 数J忆;在数。

2. 生长曲线测定 仁l 洲突变~Hl)]包j'_.[ 5 X l o'j ml 拔

和1 1 T-小北京路LI !l 。 分三lJi : -{、J"!~~i ~!t千、 )J日任何特殊药物J

( [ll1--f.j ~ J们夜)。实验组 1 7111 2Cpg/ m 1 日 AG ， 生t验结ill

iJ!l HAT t点:以 ( ]-I， 次l!fi" s)l{ n 号 L x / c; 'M; A ， m~基 i呢 !f令

4 x 10 - 7M ; T ， IJ句 JJ驭 11'仨 l览 1 . 6 X iO - SM) 。 衍当 l í有 24

小时 ， 在「职 工瓶细j!包 ì!-数 ， ."i., 96 /j .i i才 ~/) 11二。 ?)~ ，;口 ，根

据藏术博1l l仆的 7'nL ì十zr {.J 数 J1~!1 y~ U,) J细胞 '问;虽二倍

i'1~J fl才 II .j LljJ细胞仍用时间。

六、 HAT 敏感性鉴定

二号 5~~分加 HAT 与不 Im HAT 二生日 ， 得组各三个平

1111 ， 每 lìil I 00 0 个细胞。 10 大后 计伪、 克隆数。 另外 t:l.

· 本文工 f~，!扫曾得到包村\ 1< 、 fj主民 i h- j" j志的帮助 ，

♀r !l 逸新同志i)J. .Ij}J 显微州彩 ， ，监致创意 。
川本文 Ici 1 ;(变型细胞是 :1"8 F !=;-] az a 灾变型 细胞

i币1号习气引~fl1 )也 f白白'~J~Z:原来的F 9-1 }U~ t[j )l包株 。
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表 1 野生型和突变型细胞对 gAG 敏感性的测定

细胞类型 对川

野生型 125 0.8 % 。

突变型 í41 130 90 % 140 97% 

· 单位为克隆数 ， 单位为克隆率(% ) ， 数据均取自三个平Jl[l中克隆的平均数。

高密度细胞(1 0 5 细胞/ 毫到 ) 接种子含 HAT 的培养皿

中， 10 天后计数克隆数。

七、 3H_次黄瞟岭掺入试验

突变型及野生型细胞各以 5 x 10' j 范升浓度接种

于放有小盖片的指节I'~I 培养。 4 8 小时后 ， 加入 3H_ 次

黄 n; 岭 (Amersham 公司出品 ， 1. 2 Ci j mmo!) 3 μCi j 

m! ， 继续开f养 2 4 小时。取出盖片用生理盐水洗涤后 ，

用 甲醇 : 冰醋酸(3: 1) 罔定。核 IV 型液体乳胶涂片。

眼光 7 天后 ， ID 19 b 显影 ì'J:~显影。If.基绿-焦宁染

色。

J\、绿色体计数和分带

对数生长期细胞加入秋水仙紊 0. 1 μgjml ， 37 'C 

继续培养 2 小时j♂ ， 收集细胞。用 0.0 75 M KCl 低渗

处理 20 分钟。 G :'fi;:用。 . 15%腆盹处理 3 - - 4 秒。 C

带用 0.2 N 盐酸处理 1 小 时日 ， 再用 Ba(OH ) 2 处理

15 分钟 ， 2 x SSC 处理 1 . 5 小 时， 1 : 1川0 吉崎萨 (印pH

6ι.8川〉染色 1川0 分§钊钟!可巾p

九、动物接种试验

接利] F 9- 1 aza 突变株细胞于同系 129jSV-ter 小

鼠(雄鼠)皮下 ， 何只小鼠接种二个点 ， 伺;点 各含 1 x

10 6 个细胞。 7 -1 0 天后肿瘤形成。 取瘤组织U Bouin 

氏浓固定 ， 切片后才市:木材」伊红染色观察。

结果

8AG 抗性鉴定

1 .克隆数的比较 在相 同 细胞接 种 数

(1 000 个/皿)的情况下， 野生型和突变型细胞

在不加 8 AG 的对照琼脂板中形成肉眼可 见大

小< > 0.1 mm)克隆的数目基本相同 (表 1 ) 。但

在含 10 吨jml 和 20μgjml8 AG 的琼脂糖平板

中，野生型细胞不能形成克隆 (图版图 1 ), 

而突变型细胞形成的克降数与不加药物的对照

培养基中形成的克隆数基本榈同(表 1 ; 阁版

图 2 )。

2. 生长曲线测定; )人图 1 可以者出， 当

. ;,; ， ~ 9G 
核种后时间(小时)

因 1 8 AG tf[性突变细胞株生长曲线的测定
@ 对 )1但日

o 20 ~ g 8 AG ~n含{:f[

x HAT 生驳fEl

每隔 2 4 小时取样时， 对!用组和台 20μgjm18

AG 的实验纤l细胞的生长曲线基本上平行， 经

计算对照组和 |实验细的细胞倍增时 间 都 在 16

小时 左右， 说明 2 0 吨jml 8 A G 浓度对突变株

细胞的生长井无影响。 相反 ， 在含有 HAT 的

培养液 中， 突变株的细胞数目不再增加，从48

小时后细胞数目开始减少 ， 72-9 6 小时大多

数细胞死亡。

表 2 野生型和突变型细胞对 HAT 敏感

性的测定

细胞类 l 对!阿组 实阶组 实验组克隆数/
型 卫ιF委主发 . 5?: !~'幸数 :二羽!理也在垦盐1旦L

野生型1.20 110 

突变型 | 180 0 

在不合 HAT 的培养皿 rl:l 0 

.. {f: :'~ HAT 的培养JlO. "lcl 0 

二、 HAT 培养基敏感性试验

91% 

试验结果如表 2 所示。 在相同细胞接种数

的情况下， 野生型细胞在含有 HAT 的琼 脂板

中形成的克隆数目 与在对照琼脂板中的克隆数

目基本相同。但突变型细胞不能在含 HAT 的
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琼脂板中形成克降 ( I零! 版图 3 、 4 )。即使在高

甜皮细胞的 }!j( 11日板! ↑ 1( 1 X 1 0 5 细胞jml) 也未发

现有克隆形成。

三、 3H一次黄l瞟岭掺入试验

HPRT 酶走核酸合成"应急通路"的主要nrJ

系之一。它能将次1Si'喋岭磷酸化成次黄苦， 转

而形成 AMP 和 GMP ， 掺入核酸大分子。如果

该酶发生缺陷，细胞将不能利用次黄瞟岭合成

报
g
m
耐

图 2 F 9- 1 抗 8 AG 突变株染色体分布图

DNA 和 RNA。 因此利用放射性标记的次贵嘿

岭可以有效地定性检测细胞是否具有 HPRT 酶

缺陷 [5 J 。 我们的结果如图 5 、 6 所示 ， 突变型

细胞完全不能掺入 3日一次jl叫T岭，野生型细胞

掺入强烈。

四、染色体计数和分带

突变株细胞韭本上保持 F 9 细胞的核型特

征。计数 100 个分裂相得到的染色休分布图如

图 2 所示。 7 1 %分裂相染色体数 在 36-40 之

间。染色体众数为 38。核型巾有一个中间着丝

点的标 i己染色体，它是由…对常染色体 8 在着

丝点处融合形成。我们用 C带染色显示该着丝

点处缺乏 C带异染色质，因此是一个非常显著

的标记(图版图 7 、 8 长箭头指的染色体 ) 0 C 带

显示核型中还有另一个缺乏着丝点 C带异染色

质的顶端着丝点标记染色体， 它可能是由染色

体 4 平1]染色体 17 jJ比 18 相互易位而形成的 [6 J 。

五、动物接种试验

突变型细胞和野生型细胞一样， 接种小鼠

皮下后 7-10 天 f~可可形成:庸 j犬 ， 直径可达 1. 5

厘米左右。病理切片检查， 无分化组织存在，

都是恶性 EC 干细胞。

讨论

从以上鉴定结果看来， 我们 建立 的 这株

F 9-1aza 突变细胞悚是一株抗高浓度 8 氮 杂

鸟嘿岭并具有恶性生长能力的 EC 细 胞 突变

株。它具有 HPRT 酶缺陷的几个特点 : (1)抗

8AG 碱基类似物; (2 ) 对 HAT培养基敏感z

(3) 不能掺入放射性标记的次黄嘿岭[7]。因此

这株突变株具有遗传的选择性标记。

F9 EC 细胞是近年来国际上通 用 的"无

能"胚胎癌细胞， 在体外j汗养 巾一般保持 EC 细

胞的形态特征， 接利1于同系小鼠皮下只产生高

度恶性的畸胎瘤，即瘤块几乎全由未分化的 EC

细胞组成。我们分离iJ-j(町这株 F9一1 a za 突变

株也具有这样的特征 a近年来的7uf究表明 ，这种

"无能"的特性是相对的 ， :"í ?-I:休外用维生素A

酸处理后， 这种细胞可以被诱导分化而形成原

始内胚层特征的细胞[8 ] ; 或用细胞融合的方法

与小鼠胸腺细胞融合后， 可以产生具有各种胚

层组织的畸胎瘤 I 9] ; 也就刑于了解癌细胞的恶

性表型的表达和细胞分化的关系问题提供了一

个很好的实验系统。最近，孜们利用这株 F 9- 1 

aza 细胞与大鼠刷版1细胞山1\ 合，已经成功地获

得了具有 F 9 细胞和大鼠胸腺细胞染色体组型

的杂利1细胞. 它失去了，出性的表~.而获得了成

纤维类或上皮类细胞的表型[J 0 J 。 因此这个突变

株对于我们今后做细胞融合以及胚胎嵌合体等

方而的工作， 是一个很有价值的实验材料。

、
‘
.

j ' 
结

利用 N一甲基-N'一硝基一亚(Jì与基肌处理 F 9-

1 EC 细胞 ， 再用软琼脂加 8 氮杂鸟嘿岭的方法

成功地筛选到一株抗 20 μgjm1 8 氮杂鸟嘿岭的

F 9- 1 aza 突变株。 经对其 8AG 抗性鉴定、

HAT 敏感性鉴定及生长曲线测定 ， 表明该株细

胞对 8AG 具有稳定的抗性，对 HAT 培养基敏

感， 不能掺入 3H一次黄嘿岭。 i亥突变株染色体

众数为 38 ，接种于同系小鼠皮下形成无分化细

胞的恶性畸胎瘤。
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人外用血 B淋巴细胞在琼脂培养基内的增殖特性

马祥1乌江 j夺王洪云

(:巧、州 [穴'f: 1吭 ，议射l' ~ .严系 }

近年来1&立的淋巴细胞朱:蒋培养技水， 无

疑地将促进人们 ，叫于淋巴细胞 的 (解。

J.Radnay ~ïf: ['J 干 1979 年月 ! 汉巨习( n甘情养技

术，以 PokeweecI ):)纠裂 邸， 1';'~ 付 人外周 1(/1. B 

淋巴细胞集浴。 T zaguirre ~~:[2 J 斗'可. B 淋巴细胞怎:

液接种JI) [~Ú :I x 10"/ml :z!!({ (J ;j 的白身攻 rdj种

T 淋巴细胞 、 20% T i体 U细胞条 f/'.J~i~. 非 ltj、 平11

0.8% 甲 虫纤 ~m隶的培养体系 /};J ， 用 Pokeweed

作丝裂原，也J~!i ;j古;， . j ~人 fl'0 B 淋巴细胞Ji~ j'掉。本

文将介绍以脂多精 ( LPS ) 、 小职红细胞 (MRBC)

及牛血清白 J:!U 1 ( BSA) )>j纠 j-~~)点， fij 1'1';. J'2 I在脂

培养技术， 圳 '，(j(. 人外mJ.liJl. B 淋巴细胞 1" 比 JJl'ÿ :i 八

养基 l人J I'J''.J:I曾 Hl 'l !，j 况。

材科与方法

在无l{.] 条{牛下 ， 采集i~! 1., ìt : 1J:、 11 1 L ;f~ iJ<JiR:芳~ -l"fc (f~1 8:j'l脉

血 ， J有淋巴细胞分尚 i{i( i挂 u分山 ， .J)d~;t'i 飞似 i f 细胞:纭，

液。 用 RPMI-16 10 ， 1;斗养泌Æ:' fñh\(_ - γ江浓度的细胞 巨.

液。 将其分成 j ! . t!l ， 分别 JJIJ入 i豆 、 浓度 li:j LPS (20 μg/ 

ml ,sigma) , O. S% MRßC , S% BSA , LPS -!. O. S% 

MRBC 才 fJ LP S • 5 % eSA o 乡川 i ;i; lj川}/9..旦:~ I~介'~ O .3 ~/ó币 i ι4叫i

本琼脂粉) j川l厅'i ~示养斤斗平二飞: (体卡 z系二 ， 分 民:纠 ({ 1) L },t Jj'}i :1去养 llU ( 应径

1 cm l 谷:积 0 . 2 ml )1句 ， I 1 民 J "轩 列的 、 {;;- C02 ，'I<)

i朝捏空气 rl ! 37 ''C N;养。 ft不同的时间问限内销枪 ， 进

行集洛计数1) >)\: .i;,:: 1.，见 察时j'èj : ìlÍJ二组在接种后势~ 2 、

G , 8 、 1 0 天 1 li::i'二组则在按平['J.ci 第 2 、 4 、 6 、 8 、

/ 飞、。

为比较引 f ~;L人夕|、问 I自L B 淋巴吉IH JJ包 j ~1础的动力学 ，

找 f!Jf引用刀， j!if i!)'\ 斗[ 3 ] 建夜的实验方;去 ， 用 Eagle's 丰I.J

RPMI-l6 40 Ji~养液进行 ß iH， 巴细胞的养。接京l ' 后:!!í~

7 天收获。 斗'1: 1:文 J)己前 18 小时注入 3H-TdR ( 1. 2 μCi / 

J，"~养开100 Jt;在: tA iJ也 !文 1}~于:J 49 :JI也必股 (_j '.ìLt产 〉上。用

[,iii".': fJ3 53 1;;'))叹道液体闪烁计数器测 Ei 备组的 3H-TdR

掺入习之(e pm ) 。

ï'c í:Ú[实验 III '~! 选用二种细胞浓皮 ， /_[ 'I, ?;)气 各实验组

ij:] 集落 : 1 数均阻力斗养时间延 长 1111增多 ， 但以每个j育养

rm 内代 0. 75 X ]05 fmJtê!. 11 íJ i'td.~段J!:。

元以其，j i L~j"J;; íi': J-li-! 1 30 个 YiUO 个u上的细胞组

}，;U白细胞|刀 ， 者FUY) … 寸、Ií~ 1泣。

结 果

实验 111 曾检验过 10 名健康献血 员的外周

1(ll B 淋巴细胞也J 码1月旨培养基内增悄悄况。献血

员的各实验细的各个观察点都设有 5 个平行样

品。各组的实验结果为 1 0 名献血员的平均值。

液体培养实验 : 句-个人的各观察点仅有 3 个平

行样品。各组的实验结果 也是 10 名献血员的

平均值。分别介绍如下:

(-)集落计撒

在 LPS 、 0.5 %MRBC 和 S%BSA 分别作用
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