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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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1. 36 细胞生物学杂志 年

现已连续培养 20 代。本文报道该系细胞培养建

立的过程及其一些生物学特性研究结果。

材料与方法

一、取材及培养

纯品系 wistar 新生大鼠， 无菌剖腹取肝， 在W(击。

显微镜下切成 1-1. 5 mm3 小块， 接种子细胞培养瓶。

加含]0%小牛血清的缺精氨酸 Eagle's 培养液，pH7.儿

子 37 0C静置培养， 每天观察。 至第 3 代后改为含有

10%小牛血清的 RPMI-16 40 培养液 ， 其它培养条件相

同。

二、细胞的生物学特征

1. 一般形态学观察在 Nikon 倒置显微镜下随

时作活细胞观察并摄影。扫描电镜标本用 2.5%戊二瞪

固定、 1 %铺酸再固定， 经脱水、 临界点干燥、 陆金

后， 在 ISM-35 C 型扫描电镜观察并摄影。

2 . 生长速度取第 5 代培养细胞， 按 1.0 X I0' 、

3 . 0 X 10 ' 及 5.0 X 10~ 三种细胞密度按种培养，隔天取

样 2 瓶计数， 连续 14 天， 其余每隔 4 天换液一次。将

结果绘制生If曲线， 并计算细胞群体倍增时间。

3 . 分裂指数 第 5 代细 胞接 种子带有小盖片条

的培养瓶， 隔天取样， Bouin's 液固定 ， HE 染色，分

别 ~I' 5 00 个细胞中期分裂相。

4 . 染色体数目及分布培养 3 天的细胞加秋水

仙素处理， 收集细胞， 常规制作染色体片， Giemsa j液

染色 ， 检查 50 个细胞中期的染色体数 ， 绘出分布图。

5 . 软琼脂细胞集落形成试验取直径 6cm 的灭

菌塑抖平皿， 在无菌条件下先加 0.5% 玲、脂铺底 ，上层

再加 1. 0 x 10"/lIll细胞密度的 0 . 3 %琼脂糖培养液 ， 置

5%COl 培养箱， 37 cC培养 3 周左右， 观察生民状况。

三、梭汲IAFP 动态

1 . 间接免疫荧光法 取培养在 小盖片条上生七己

的单后细胞， 罔定后分别加兔抗大鼠 AFP 抗血清 ， 再

加荧光宗;另:硫南酸盐标记的羊抗兔免疫球蛋白抗血清

(FITC-IgG ) ， 迅速在 olympus BH-RFL-W 型荧光显

微镜观察并摄影。

2 . 对流免疫电泳 ，庄掠脂糖板的样孔上 ， 分别加

入各代细胞的培养液反抗.lÙl1J育后 ， 进行对流免疫电泳。

部分培养液禹作微量免位电冰 ，. 进一步了向1~.沉淀帘的

特异性。

3. 核酸原位杂交议: Brahic 法[41加以改良。 培

养细胞/ 1'\ ，X;， )J1 • 条照 r..可 川 、 ìl"i稍不 同有~ß-~ 11)1.;)(后 ， 分别

力11 山I-PRAF6s 放 JH-PRAF6S (大鼠 AFP-cDNA 克

隆 3 ' 末端片段 PRAF6S ， 系由约翰霍金斯大学吴仲蓉

博士赠送) ， 在特制湿盒内进行杂交 ， 经甲股胶等处理

后作放射自显影 ， 观察细胞内银粒分布及 数量并摄

影。

结 果

-、培挥过程细胞生长动态

经过 5 天培养， 部分小组织块周围开始有

少数细胞长出。之后， 发现其中有 3 处小组织

块长出的细胞较多， 呈多边形，比较均一，鱼

贯排列并向四周放射 生长，逐渐形成生长晕

(图版-图 1 )。随着培养天数的延长， 生长晕

的细胞也不断增多， 向邻近扩展。此时同瓶中

的其它小组织块，有的已经脱落， 有的生长甚

慢， 经选择性地保护，保留上皮样细胞生长晕。

细胞数目继续增多， 紧贴瓶壁， 铺展成单层，

及至几乎占据全瓶。 随之以 0.15%膜酶-

0.02%EDTA 液混合消化， ì中散生长在瓶壁上

的细胞，原瓶继续培养。细胞散布紧贴于瓶壁 ，

有单个分散或三、 五成群(图版一图 2 )， 逐渐

繁殖成小岛状和连成片层。生长较茂密时 ， 以

同 j去消化， 接种于另一培养瓶， 进行第)次传

代， 继续培养。又经历约 3 周进行第二次传代，

此后 4-5 天换液， 约 2 周可传瓶一次，至第

三代改用含 10%小牛血清的 RPMI-1640 培养

液， 细胞能恒定地生长并繁殖传代。曾将第 5

代细胞冻入液氮 ( -196 CC ) ， 2 个月后复黠率达

90%左右，细胞生长情 况良好 〈图版←图 3 )。

现已培养历时一年多， 传 20 代 ， 生长稳定，

冻存。

二、细胞的-般生物学特征

1.相差显微镜下连 续活体观察 见到细

胞界限清晰，胞浆较丰富，胞浆内含大小不等的

颗粒。 胞核圆或椭圆形， 核仁可见， 分裂相较

多。细胞形态颇为一致 ，主~~为上皮样多边7~ , 

基本上未见梭形细胞。 扫描电镜见细胞表面微

绒毛较稀疏、 粗短 〈图版→图 n 。

2 . 细胞增础状况 ;二，军' 11不 同 接示11 ff，~贱的

细胞增 长情况结果见农 i 。
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表 1 三种不同浓度 NRL-84. 细胞接神培长做
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培养天数
位和l '细胞数(10'jml )

; 3 ×川

6 . 5 

8.4 

17.3 

24.4 

221 1 

1 x 10' 5 x 10' 

AU

nf" 

。
，"

A
A唱

n
o
o

e

'
E
A·

唱
a
A

4 . 0 

6.3 

12 . 2 

16.6 

14.3 

12 . 6 

12.1 

21. 8 

30.1 

28.3 

24.1 

19.6 20.9 

最大倍数 I 16 

18.9 1 ' 17.2 

8.1 1 6.0 

可以看出， 三种密度的细胞数培养后都是上升

的。 3.0 x1 0 4 jml 组在第 8 天为最高，约达 8.1

倍，此时 5.0x10 4jml 组开始下降。传代后细

胞结裂指数也逐步上升，第 8 天达 4&%0' 以后

逐渐下降， 至 14 天为 3 .9 %0。群体倍增时间

为 57.6 小时。

3. 染色体数目及分布 结果见图 1 。染色

体分布于 39-67 条范围，主峰为 40-44 条，

占 62% J 众数 42 条，占 38%。未发现特殊异

常染色体。

'民色体旅

图 1 染色体数目及分布

4 . 软琼脂试验接种 1. 0 x 10γ皿细胞，

培养 3 周，未见有细胞集落形成。

三、 AFP 合戚'、封:泌动态

1. 间接免疫荧光试验 阜期的培养细胞

〈第 1- 2 代)，胞浆内见到黄绿色强荧光反应

(图版一图 5 )，第 4-5 代开始减弱， 延续至第

7 代， 反应巳甚弱。

2. 对流免疫电泳第 1-2 代细胞培养

液中可测到 AFP ，其含量约在 300 ngjml 范围，

免:世电泳呈单一弧形沉淀线。 至第 5 代细胞，

培养液中已测不出 AFP，免疫电泳也未见沉淀

线出现。

3. 核酸原位杂交 早期的培养细胞胞浆

内的 AFPmRNA 增加，杂交后的放射自显影见

到胞浆内有散在的银粒存在 (图版一图 6 )， 至

第 5 代后，这种现象有减弱。

讨 论

本文报道从 Wistar 新生大鼠肝组织成功

地建立了一个上皮样细胞、有功能的正常肝细

胞系，现定名为 NRL-84 。 这系细胞有两个主要

特点:① 建系初期，选用缺精氨酸 Eagle's 培

养液，不利于非上皮细胞的生长，有选择地保

护 、 保留上皮样生长晕及其细胞，提高了细胞

群体的纯度。正是由于细胞比较均一，所以相

应地提高了实验效果的一致性和分析结果的可

靠性; ② 该系的早期培养细胞保持了 AFP

分泌的功能，但随培养时间的延长， AFP 迅速

趋向降低和停止。在我们近期的另一组实验研

究中又发现[5 ] ， 细胞经用某些化学诱变剂后，

AFP 可重现复升。如停止药物作用并再继续培

养， AFP 又可逐渐消失。细胞具有 AFP 自然消

长的这种状态， 正是肝病研究上十分有用的标

志d 因此，它是一个比较理想的实验模型。

一般而言， 正常细胞的建系较恶性细胞困

难， 这是因为正常细胞来源于已分化成熟的组

织， 生长条件要求较严格。而肿瘤细胞分化较

差， 生长已失去控制，具有无限制繁殖的能力 ，

适应环境条件的范围也较大，所以比较容易生

长。在大鼠肝上皮细胞的培养上， 较早的是

1952 年 Likely 的报道[6)。但因培养一段时间

之后，往往被成纤维细胞所占据，因此失去了

原有的目的。后来根据上皮样细胞与成纤维细

胞对培养表面的贴附力不同的特点，改进了培

养方法，可以有步骤地弄去成纤维细胞或抑制

其生长，筛选以上皮样占绝对多数的细胞系和

建立克隆细胞[74]，也有用 无血清培养液培

养[9 )。由于研究目的不同，对于细胞系的运用
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也各有所取。例如， 有着重于形态学、 酶学或

激素[10]等各方雨。 AFP 是肝 癌 的一千带特征

性的标志，所以建立能够反映 AFP 消长动态的

细胞系，对于肝癌的病因发病机理和生物学特

性研究，将是一个很好的实验材料。该系正常

新生大鼠有功能的肝细胞的建立，在国内尚属

首次报道，而从能反映 AFP 动态的细胞系来

说，国外也很有限。

既然 AFP 是一个重要标志，那么有必要在

培养细胞及其培养液中分别及时检测发现。 为

了比较客观地 表达细胞的 AFP 状况，我们应

用了以核酸原位杂交反映细胞内 AFPmRNA

的转录水平 、 以间接免疫荧光反映细胞内 A，FP

的合成和以对流免疫电泳反映细胞 AFP 分泌

状况等三方面的检测l体系，力求综合分析，提

高判断结果的科学性和准确性。从我们利用该

系细胞在另一组实验研究的检测结果分析中，

表明要比用单独任一项的结果评价更加客观，

具有一定意火，是一组有价值的检测方法。
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人中性桂细胞 Ca 受体 YC 玫瑰花结形成及其形态学观察

U 

刘友华*
、

〈中国医科大学细胞生物学研究室〉
旷

异物被吞噬细胞吞噬时通常需要经过细胞

膜上受体的认别和粘附。大量实验证明，无论

是中性粒细胞还是巨噬细胞，真细胞表面均存

在有 Fc 受体和 C3 补体受体，它们在吞噬细胞

识别、结合、 吞噬抗原颗粒及传递抗康信息中

起着协同作用 [1， 2 ] 。 体内外各种因子茧微环境

均能影响表面补体受体的活性[3 ] 。

本文根据酵母多糖可激活血清 C3 旁路的

原理，将酵母菌与人血清共同保温，形成 YC

复合物， 它与表面具 C3 受体的细胞结合形、成

YC 玫瑰花结[4)。我们用此技术检测了人正常

中性粒细胞表面的 C3 受体， 应用光镜和扫描

t:; 

电镜技术观察了人中性粒细胞所形成的 YC 玫

瑰花结的形态学特征，并讨论了一些影响中性

粒细胞 YC 玫瑰花结形成的因素。

材料和方法

一、人中性位细胞的分离制备 .

λ中性粒细胞的分离制 备参照、 Ferrante 筹 [5] 方

法，稍加改进。其简要过程是，用 20 ml 76%泛影葡

胶〈上海信谊制药厂〉加.入 90 ml 9 % Ficoll 液〈瑞典

本文承王芸庆教授审阅， 谨此致谢。 飞
·现在工作单位2 中国医学科学院基础医学研究

所。 .
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