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些结果提示， EC 细胞的诱导分化过程是复杂

的，同时吾来 RA 和 DMSO 的作用方式也并不

相同。

球状的肿瘤细胞的集合物已被广泛用于研

究物理和化学因子对细胞的作用，因为这种球

状体中的细胞所处的条件更接近于活体内肿瘤

中细胞的状况[ 12J。球状系统的一个主要缺点

是其内的所有活细胞都是恶性的。现巳证实，

组成自然发生肿瘤的大多数细胞是干细胞的分

化了的后代，而干细胞本身所占的比例比较

小【 18]。经 RA 或 DMSO 处理的 EC 细胞集合

物可作为类似于人类自发性肿瘤的球状模型，

其中的干细胞的比例小、稳定而且可以控制。
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选择性标记基因和 V-erb B 基因对哺乳

动物细胞的转移及其转录产物的检测

徐卫明末雄厚挑主

〈中国科学院上海细胞生物学研究所〉

近十几年来， 应用 DNA 转移的方法将克

隆基因或细胞总 DNA 导入离体培养的哺乳类

细胞，已成为研究真核细胞基因调控的-个重

要方法。一般要获得克隆基因稳定表达的细胞

系，需要用选择性标记的基因 [1]。对于具有

TK- , aprt- 或 hprt- 缺陷的细胞，通常可以用

相应的互补基因作为选择基因 [2J。对于不具有

特殊遗传缺陷的细胞，可以用显性转移基因

Xgpt[3] , neo[4]或 dhfr[5]基因作为选择基因，加

上需要研究的本身不带选择标记的目标基因对

细胞共转移，二种基因都可以稳定地整合到宿

主细胞染色体，通常有 10-90%的可能性，但

因为要获得稳定的转移基因的克隆需要长时间

和大量的工作，并且共转移中需要 109 细胞才

能检测到 RNA 的表达产物， 因此筛选和检测

的工作量有时异乎寻常地大。 为了提高检测的

灵敏度， 我们应用了近二年新发展的 RNA 快

速打点杂交沽，对转移后的细胞进行检测[6 ， 7] 。

结果发现， 只需 105 到 10 6 细胞就可以明显地

观察到克隆基因的表达情况。

材料和方法

-、细胞

小鼠 L-TK-细胞株是一株 TK 基因缺陷的 L细胞
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株，由法国巴斯德研究所 Pierre Tiollais 博士赠送。

NIH/3 T 3 细胞株由美国麻省理工学院 H. Land 博士

赠送。 二株细胞都培养在含 10%小牛 血清的 DMEM

培液中， 用 。 .025%膜酶消化传代。

二、质位的抽提

pAGO[8] 是含单纯炮痊病毒(HSV) TK 基因的

pBR 322 质粒 ， 由法国巴斯德研究所 Pierre Tiollais 博

士赠送。 pZipneo SV (B) erb B(9]质粒含耐 G418 和卡

那霉素的 Tn5 转鹿子和 1 .9 kb 的 V-erb B 基因，由美

国麻省理工学院 H. Land 博士赠 送。 应 用 50 ng-

100 ng 质粒 DNA， 转化大肠杆菌 HB 101 品系.然后

用含 40μg/ml 的氨苓青霉素和 LB 培养基筛选转化克

隆。对 pZipneo SV(B)erb B 质粒转化的克隆用含卡那

霉素和氨苇青霉素的双重抗菌素 LB培养基筛选。一般

每只培皿可得到 200-4 00个转化克隆。挑出十个集落、

分别扩大培养， 用小规模碱变性法拍提 DNA，再用

酶介和电泳鉴定。大规模提取质粒也用碱变性的方法

粗抽，再用氧化 绝密度梯度离心，用 Hitahi 70 P-72 

型超速离心机， Rp 80T-3 转头， 5 X 104 转/分钟离心

30 小时， 用注射器抽取只含共价 闭环的质粒DNA

层[10J 。

三、转移试验

分别接种 6 X 105 个 L-TK- 细胞或 NIH/3 T 3 细

胞于 60mm 塑料培养皿中 ， 24 小时后，换新鲜培养

液。再经 4 小时 5%C02 培养箱培养，每只培皿加

入 20 j.lg 质粒 DNA-磷酸钝复合沉淀物 〈不加载体

DNA)o DNA-磷酸纬复合沉淀物按下列方法制备s

首先用吸管量取含 40 陆的质粒DNA溶液{质粒DNA

溶于 TE 缓冲液中， pH 8.0) ，加重蒸水至 0.5 ml，再

加κ0.5 M 氧化锦 0. 5 ml，用手摇匀。然后将这 lml

溶液， 逐滴加入 1 ml 2 x HBS(Hepes 作缓冲剂的生理

盐水， pH7.10 :t 0.l) ，边和边用另一支吸管往里吹气，

加完后室温放置半小时，使其形成极细颗粒的悬浊液，

每只培皿加 l ml。

转移时间 4 一12 小时。细胞经生理盐水洗涤二次，

换正常培液继续培养。 L-TK- 细胞于 24 小时后，用展

酶消化， 按 1:4 密度接种于选择性培养基中， 该培养

基含次黄嗦岭(H) 1 x 10- 4M , 氨基喋岭(A)4 x 10-7M 

和胸腺嗜览核昔(T)I.6 x 10- sM。

NlH/ 3 T 3 细胞在换新鲜培液 48 小时后，消化传

代。按 1:10 比例扩大培养，再过 12 小时后，加入含

G 418(一种新霉素类似物抗生素，Gibco Labovatories, 

Life technologies, U. S. A)的培养液，药物浓度为

100μg/ml。

四、细胞RNA的快速打点杂交法. (Quick blot) , 

取待检转移基因的细胞和对照细胞各 50-150 万，

经腆酶消化后计数。离心后用生理盐水洗涤， 再经离

心收集细胞， 悬浮于含有 RNA 酶抑制剂〈放射菌嗣

20-30μg/时， 1/20 体积的硫酸氧饥核糖核苦复合物

(vanadyl ribonucleside complex)制作过程) [11]的水溶

液中 ， 按 2 .0 X I0 6 细胞加入 5川 的比例加入水溶液。

- 20"C反复冰融二次， 再用 50μg/ml 蛋白 水 解 酶 K

37"C处理 30 分钟。然后，加 10%Brij-35 和 10%脱氧

胆酸铀各 1/20 体积。 混合后冰浴中放置 3 分钟到 5 分

钟。 }再加入过饱和的殃化纳(0.813 倍体积)，混匀后

点样子用 RNA 酶抑制剂处理过的硝酸纤维素膜 BA

85 上，用真空泵抽滤上样。

点祥后用含 RNA 酶抑制剂的水洗 3 次，每次 5 分

钟。 70%酒精洗 3 次，每次 5 分钟。 用乙散化试剂封

闭膜上的残留蛋白，滤膜经 50"C烘干后，放入塑料袋

中- 20"C保存。

在对照实验中， 细胞先用 RNA 酶〈上海东风试剂

厂 )37"C处理 30 分钟(酶浓度 100μg/ml) ，然后用蛋白

水解酶K处理，后面的操作同实验组 ，RNA 酶解前水

溶液中无 RNA 酶抑制剂。

五、摞针的制备和缺口翻海

pAGO 质粒直接用 T. Manitis[叫等人的方法标

记 DNA。

pZipneosv SV (B) 质粒用 XhoI(中科院生物物理

所产品〉酶解，电泳后用介剖刀切下 1.9 kb 的 erbB基

因片段，将这段琼脂糖置于透祈袋中电泳分离回收。经

电泳鉴定后常规缺口翻译法标记。 pAGO 标记比度为

2.1 X 108 cpm/ j.lg DNA, erbB 为 1.0 X 108 cpm/j.lg 

DNA)。

六、预杂交和杂交

预杂交液按下列比例配制 s甲眈胶 50% ， 6 X SSC ，

0.5%SDS , 100μg/ml 小牛胸腺 DNA ， 5 x Deuhardt 

液。 42"C温育 4 小时，小牛胸腺 DNA 先用 100"C水浴

10 分钟变性。

杂交液含甲t$\;胶 50 % ， 6 x SSC, I%SDS , 1 x 

Denhardt 液， 100μg/ml 小 牛胸腺 DNA， 再 加 经

100"C水浴处理 15 分钟的 32P 标记的探针 DNA ， 42 "C 

温育 12-16 小时。

·唐永明同志参加 RNA 快速打点杂交洁的部分
工作，特此感谢。
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七、活膜的洗豫和显示

滤膜先用 2 x SSC, O.l%SDS 洗三次，每次 10

分钟。 再用。 .1 x SSC, l%SDS 洗三次，每次 10 分

钟。 37"C烘干后 ，固定在 Whatman 滤纸上，最后把滤

纸和滤膜一起装入含有增感屏的 X 光底片暗盒中，

- 70"C曝光 3 一 7 天后显影。 显影点的强度用岛津凝

胶扫描í~扫捕。

结果

-、质鞋的转化和鉴定

pAGO 质粒转化大肠杆菌 HB 101 后，挑出

抗氨书青霉素的菌落。细菌扩大培养后用碱变

性方法提取质粒。 然后， 用 Pvun 内切酶(生

物物理所出品) 37 "C 1 小时，电泳鉴定。图 1

是该质粒的物理图谱，图 2 是酶解后的电泳图

谱。

回， pAGO 质粒图谱

3 2 1 

23 
9.8 
6.6 
1+ . 5 

2.5 
2.2 

TK 

、 P、

回 2 pAGO 质槌用 PVU][ 酶篇回浦

图 2 中第一行是 DNA 用 Hindm酶解后的

分子量标记。 第二行是标准样品质粒 DNA，第

三行是转化克隆 1 的 DNA，用 Pvun 酶解后

5\:40 
O !' :!. 

pBR( t et S , ampR>

L1R 

回 3 pZipneo SV (B ) erbB 质粒圈谱

2 

23 
9. 8 

-- 6.6 
4. j 

2.5 
2 . 2 

回 4 pZipneo SV(B)erbB XhoI 酶解图髓

可以看到，二者在 4.5 怡 和 2 kb 各有-条带，

因此证实转化质粒是含有 2 kb HSV-TK 基因

的 pBR 322 质粒。

pZipneo SV(B) erb B 质粒含有稳定的显性

选择基因如0，可提供 G 4 1 8 抗性 ， 并有 V-erbB

插入片段1. 9 胁。该片段是在 pZipneo SV(B) 

质粒的 XhqI 切点接入(图 3 ), 因 此用 XhoI

内切酶可以切出 1.9 kb 片 段。 图 4 是用 pZi

pneo SV(B)erb B 质粒用 XhoI 酶解图谱。 第一

排是 λDNA 用 Hindm切后标准分子量。第二

排是用 XhoI 酶解的图谱， 正好切出 1.9 kb 预

定大小的片段，因此证实转化的质位的确是含

V-erb B 基因的。

二、细胞的转移
L-TK- 成纤维细胞在基因转移后 15→21

天可以看到散在的转化克隆， 起始的克隆内细

胞数 10一100 个不等。 每只培 皿一般 10-20

个。大约需半个月左右单个克隆才能扩大到 24

孔板中培养，再过半个月左右才能转入小北京

瓶中扩大培养，培养液中始终含有筛 选药物
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HAT。对照细胞〈未经 pAGO 质粒 DNA 处理〉

全部在 10一20 天内死亡。而实验组细胞始终可

以在 HAT 选择性培养基中扩大增殖，因此 TK

基因的转移是成功的。

NIH/3T3 细胞在基因转移后 15-20 天左

右可以看到散在的转化克隆，转化后的克隆中

纺锤形细胞增多，倒置显微镜下观察细胞折光

率明显增高，细胞之间有交叉重叠生长的现象。

一般每皿 30-40 个克隆，单个克隆可以用解剖

刀或玻璃柱克隆法分离得到，用展酶消化后传

入 96 孔， 待细胞在 96 孔板的孔中长满后再通

过 24 孔板扩大后传到小北京瓶中，时-间约需 1

个月左右。细胞在筛选初期始终在 1 mg/ml 

G 418 中生长。呈然对照组(未经质粒转化)于

10-2 0 天内死亡， 实验组 细胞却可以增殖很

快， 在传到小北京 瓶 中后都换用 200μg/ml

G 418 扩大培养 (因为 G 418 药品很贵)。另外，

在筛选初期， 当克隆还比较小时，我们也试用

5 一 7 天不加 G 418，以后再加 G 418 继续筛

选的方法， 所得到的克隆以后仍是可以保持

G 418 抗性， 因此说明这种抗性在撤除药物后

仍是稳定的。

三、用快速打点杂交法对转化克隆基因表

达产物的检测

使用不同细胞浓度点样后所得的 结果如

下z

对于转化后的 NIH/3 T3 细胞，分别以

1 X 10 8 细胞/点 ， 1 X 10 5 细胞人点， 'l x 10 4 细

胞/点点样。从 X 光曝光的底片可以看出， 经

neo 基因与 erbB 基因共转移后 ， erbB 基因的表

达明显地增加了 ( I到 5 )。 在 1 X 10 8 细胞/孔中，

未经基因转移的空白 对照组 3T3 细胞只有很

弱的阳性点(可能为内源 C-erb B 基因的表达

或质粒 DNA 杂交产生的本底， 未作进→步分

析)， 而实验组表达却很高。在 1 X 10 5 细胞/点

的情况下， 对照组检测不到阳性点而实验组仍

能检测到很强的 erbB 基因的转事:信号d 在 1 x

] 0 4 细胞/点，实验组!虽然有的点有很弱的阳性 ，

但有的 1 x 10' 细胞的点和空白对照组→样， 却

类装~::" 司-1

~2 

- 3 

10' 105 10' 105 106 

~1lI院1 戳

(1) 实验主u

(2) 空白对照剑

(3) 实验组(用 RNase 处理〉

图 5 周 pZipneosv (B ) erbB 质稽转化 NIH

3T3 细胞后， 用 crbB 作探针的 RNA

快速打点杂交

国
挡
回
怵

10. 105 10. 105 106 

细胞数

!?l一
细胞主t

随 6 对圈 5 各点的光密度扫撞图谙

基本上没有。 图 6 是用岛津式扫描{义对图 5X

光片扫描的国谐。从各点的扫恼图形可以看出 ，

在 10 5 和 10 8 细胞的情况下， RNA 快速打点杂

交怯能够很明显地把 实验姐和1 对 nf\ ~~[ 区分开

来d 为了确定用快速打点杂交ik检测到的的确
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二一一一一一一一一一-一一一一一一一一一一

是 RNA，实验组细胞样品预先用 RNase 酶处

一 2 理后再作快速打点杂交， 结果是未发现有阳性

点(图 5 第三排〉。

- 3 
‘ -nu '-x l S AV l 

x

'"
义

'i

秽
，

eJ
胞

nv

mm 
唱
'
A

，
"，
，

X ,q S AU --A × FU 

固 7 用 pAGO 转化 L-TK- 细胞后 RNA

快速打点杂交
一一(1) 实验组(用 RNase 处理 )(空白 ， 未示〉
一一(2) 实验组(a )

一← ( 3) 空 白对照组( b )

-一一----一 /'\._一/"\.
! XIO' l XlO' 4 x lr一

固 8 为固 7 (1 X 104 - 4 X 1 OS) 细胞备点光密度扫描

• • ~'， 

实验组
对照组

团 9 为困 7 5 X 10 ' 细胞做点的光密度的扫描

L-TK- 细胞株是一株 TK 基因缺陷株。用

含有单纯癌彦病毒的 TK 基因转移后，可以获

得抗日AT 的转化细胞。这种经 pAGO 转化的

细胞株与未经转化的 L-TK- 细胞相比(图 7 ), 

TK 基因转录信号要强得多 ，在 1 x 105-5 X 105 

细胞的情况下，二者的差别很明显。在 RNase

酶处理后阳性点消失。图 8 ， 9 是各点的扫描图，

从图中可见明显的差别。但值得注意的是， 无

论是 NIH/3 T 3 转化细胞还是 L-TK- 转化细

胞， RNA 快速打点杂交法对其 mRNA 的检测

都不是精确定量的。从各点的扫描数值看，细

胞量相差 10 倍时，点的光密度值相差只有 2-

5 倍〈表 1 )。

襄 1 RNA 快速打点杂交法扫描各点先

密度值读敏

质粒， pZipneo SV (B)erbB 转化 NlH/3T3 细胞

一五函数 ! 实豆石-r---;t 1m m-
1 X 106 

1 X 105 

1 x 10~ 

4500 

2000 

50 

500 

0 

0 

质粒 pAGO 转化 L-TK-细胞

细 胞 数 | 实 验组 | 对照 组

5 X 105 

4 X 105 

1 X 105 

1 x 10~ 

865 

860 

232 

72 

。
υ
a

u

'
'

"'

t
i

nr
u

唱
A

唱
i

讨论

利用选择性标记基因与 目标基因共转移的

方式一般有二种=一种是按一定比例混合二种

基因一起转移到受 体细 胞， 另一种是 利用

DNA 体外重组技术将二种基 因接在 同一质粒

上进行转移，后者共转移的效率接近 90%[ 4 J 。
我们使用的是后一种方式。 因为 neo 基因直接

提供了 G 41 8 抗性， 因此在我们的实验中与 '已
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相联接的 V-erb B 基因也导入了受体细胞，问

题是该基因能否得到表达，结果我们用 RNA 快

速打点杂交法在刚转化出来的只有接近于二个

小北京瓶的培养物 (1. 5 X 10 6 细胞)就检测到了

目标基因的表达。 如果用常规 Northern 印迹方

法检查， 需要 109 细胞，这就需要至少 10 个大

的卡民瓶细胞培养物。 因此用 RNA 快速打点

杂交法对转移的克隆基因表达的检测提供了一

个简便快速的初筛方法。为了看一看是否这一

情况也适用于其它克隆基因的转移实验，我们

也用了最常用的基因转移模型: tK 基因(癌彦

病毒〉转化 L-TK- 细胞，得到了相似的结果。

有时对一个未知功能的 DNA 片段进行转移或

对一个克隆基因虽然已知功能但其编码的蛋白

或多肤尚未有适当的生化或免疫化学的方法检

测时， 利用 RNA 快速打点杂交法进行检测将

是一个有效的途径。

当然， 这种方法对 RNA 产物只能给以粗

略的量的估计，并不能达到严格地准确地定量。

同时对于转移后克隆基因转录的 mRNA 的种

类和状态也还有待于进一步地用 Northern 印

迹的方法进行分析。

小结

利用 RNA 快速打点杂交法， 在 105-106

细胞的情况下，检测到了 pAGO 质粒转化L

TK- 细胞后 TK 基 因的表 达和 pZineo SV (B) 

erbB 转化 NIH/ 3 T 3 细胞 后 erbB 基因的表

达。
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新生大鼠肝细胞系 NRL-84 的建立及其特性的研究

陈尊器 葛曰萍

(汕头大学医学院〉

未雄厚 叶秀珍 陈且也 铭

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

自从五十年代后期发现甲胎蛋白 (AFP) 以

来， 经过一系列研究，其与肝癌的关系已被肯

定。虽然近年已有了一些人体和动物的肝癌细

胞系 、 株[ 1 -3 1 ， 但建立能够反映 AFP 变化功态

的正常肝细胞系，对于进一步开展实验研究和

应用，将是非常重要的一环。我们已从纯品系

wistar 新生大鼠肝组织获得体外长期培养的正

常肝细胞，定 ，包为新生大鼠肝细胞系 NRL-84 ，
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