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量也不尽相同，所以我们又采用了用胶原酶直

接消化组织小块的方法。 应用该方法不仅可以

很快获得实验所需的大量较纯的胚肝上皮样细

胞，并且由于细胞的接种数量易于掌握， 便于

对各种实验因素进行分组比较。从 15 例人胚肝

上皮样细胞成功培养的经验看来， 标本新鲜及

营养条件适直对于上皮细胞的生长很重要。由

于 L-15 液不含碳酸氢纳缓冲系统，而以碱性

氨基酸及磷酸盐等保持 pH 值的恒定， 又含有

多种营养成分{@〉，所以在组织的存放、剪切及

洗涤等操作过程中应用 L-15 液对保存细胞活

力很有助益。另外，在消 化液中添加 PVP 对

细胞也具有保护作用 (7) 。 在培养液中增加适当

的生长刺激因子可促进胚肝上皮细胞的生长，

低血请或无血清培养则利于控制成纤维细胞的

生长。本文所报道的实验结果， 为探索人胚细

胞体外培养方法方面提供了可借鉴的途径。同

时人胚肝上皮细胞的较长时间体外培养的成

功， 也可为研究肝细胞的细胞生物学以及癌变

等问题提供了一个新的实验模型。

摘要

用胶原酶直接消化人胚肝组织小块，可以

简便、 快速地获得大量活率较高和较纯的肝上

皮样细胞。 在低钙 、 低血清浓度加有多种因素

的培养液中，胚肝上皮样细胞可以体外培养一

月以上。 原代培养的胚肝上皮样细胞一次传代

后， 仍可保持一定的生长能力。表皮生长因子、

霍乱毒素 、 转铁蛋白及肝细胞生长因子等均对

培养的胚肝上皮样细胞具有-定的生长剌激作

用。

本文还用 r-GT 染色 、 AFP 和白蛋 白测定，

以及 3H-TdR 掺入等指标观察了培养过程中胚

肝上皮样细胞的生长、 增殖和生物学功能。

人胚肝上皮样细胞的较长期体外培养， 可

望成为研究肝细胞生长、分化及癌变的一个有

用的实验模型。
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低密度脂蛋白的酶标和免疫酶标的定位研究*

楼定安 钱 浩

(浙江医科大学病理解剖学教研室〉

Brown 和 Goldstein ( 1974 )提出细胞表面

存在着特异性的高亲和力的低密度脂蛋 白(low

density lipoprotein，简称 LDL)受体[I， 2J 。 一般

研究者多用放射性配体e25I-LDL)结合法来研

究 LDL 受体的功能，也曾有人用荧光素 、 铁蛋

白标记或，}'J<冻蚀刻等方法进行了形态学的研

究[3- 5 J 。 考虑到酶标技术比较稳定而易行，又

无放射性污染，既可用作形态观察，也可用分

光光度计作定量测定等优越性， 故本实验室采

· 本文摘要见"中国细胞生物学学会 198 3 年会议"

《论文摘要汇编>， P.84-8 5。
"Abstracts of the Papers Presented at the Thir(l 

International Congrcss on Cell Biology" August 26-

31, 1984 ， 飞 Tokyo ， Japan ， p. 32 10 
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用酶标配体和免疫酶标的方法观察 LDL 受体

的定位和功能活性。 现将定位工作的结果报道

如下。

材 料和方法

, .人 LDL 的分离和兔抗人 LDLIgG 的制备 人

血清用澳化钢调整密度为 1 . 3mgjml ， 日立 80-P 型超

速离心 机 (RP-50 T型角式转头， 50 . 000 rprn , 

176, 600 x g)10 "C离心 6 小时， 取聚丙烯肤胶j疑胶电

泳鉴定为纯 LDL 组分，经磷酸缓冲液透析后备用 ( 6 .7) 。

将 LDL 给家兔免疫 ， 以琼脂双向扩散法测得血清

抗体效价为 1 : 64 ， 用硫酸饺沉淀法提取抗体(8) 。

2. 蝶根过氧化物酶(HRP )标记人 LDL 或兔抗人

LDL IgG 用过腆酸纳 氧化 HRP 高效 果标记法将

HRP(Sigma vl 型 ， RZ = 3 )标记人 LDL 或兔抗人LDL

IgG(9) 。 标记物 LDL-HRP 或兔抗人 LDL IgG-HRP 

经 50 %硫酸绞洗涤 ， PBS 透析， 以分光光度计测定结

合物 1二I~ 酶含旦 ， 用 Kjeldahl 氏定氛法测得标记物总蛋

白含量，减去酶含量即为 LDL-蛋白质含量。以兔抗入

LDL IgG 或人 LDL 作包被， 用酶联免疫吸附检测法

(ELISA)鉴定 ìJEr>>~ ， HRP 标记在 LDL 和 IgG 上，都

有生物活性。

3. 人胚肺细胞的培养和 分组实验 取健 Ln 小剖

腹产或水囊引产的胎儿肺组织， 剪碎成 1 rnm3 大小，

用 0 . 25 %膜蛋白酶( Difco) ，J "C消化 12 小时。以20 万/

ml 细胞数分别拔利!于培养瓶中 ， 培养液为 Eagle 液中

含 15%小牛血清、 0 . 0013%水解乳蛋白及青每索 、链霉

素各 100 单位jml ， 细胞传两代后，使长成单层 ， 换入

无脂培养液(Eagle 液 2 . 7 时， 10% BSAO. 3 rn l ) ， 继续

在 37 0C培养 2 4 小时。 然后置 4 0C半 小时， 弃去培养

液， 用冷 Hank 's 液洗， 按 下述分组继续 培养， 每组

3- 4 瓶。

(1) 酶标自己体 (LDL-HRP ) 组(分下歹IJ两小组)

(A ) 含 LDL-HRP (30 μgjml LDL一蛋白质) 的

Eagle 液 ， 于 4 0C培养 2 小时。

(B) 按上述同样条件 2 小时后移置 37 0C30 分钟。

(2) 免疫酶标组(分下列|六组)

细胞在含 LDL(30μgjml ) 的 Eagle 液中 ， 4"C 2 小

时后 ， 分下歹Jj三组培养z

(A) 含兔抗人 LDL IgG-HRP(2 I-tgjml ) 的 Eagle

液。

(B) 在含米标 i己的兔抗人 LDL IgG 的 Eagle 液

中 2 小时， 闯入企兔抗人 LDL IgG -HRP 的 J言养液。

(C) 经兔抗人 LDLIgG 作用 2 小时后 ， 换入含羊

抗兔 IgG-HRP擎的培养液。

以人无脂血清代替上 述培养液 中的 LDL， 4"C 2 

小时后， 再分下列两组z

(D ) 以含兔抗人 LDLIgG-HRP 的 Eagle 液培养。

(E ) 含 LDL 的 Eagle 液 4 "C 2 小时后 ， 再以兔抗

人 LDLIgG-HRP 培养。

( F) 以 5 mgj ml BSA (不含 IgG 和 LDL)代 替无

脂血清， 然后在兔抗人 LDL IgG-HRP 液中培养。

(3) 游离 HRP 组

以含游离 HRP ( 1 5 陆jml ， 与上述 LDL-HRP 的

培养液中浓度一致)Eagle 液代替含 LDL-HRP 的培养

液。

(4) LDL-HRP +肝素组

细胞在含 LDL-HRP + 肝萦 (5 rngjml ) 的 Eagle 液

中培养。

(5 ) 高脂组(分下列两组)

(A ) 含 LDL-HRP+ 高浓度 LDL ( 1 50 0 μgjm1 ) 的

Eagle 液。

( B ) 在高脂培养液 (含 LDL-胆固醇 375 μgjml ) 中

37 "C 24 小时后， 换入 LDL-HRP 培养液。

(6) 空 白对照组

Eagle 液 + 1 5 %小牛皿洁。

以上各组细胞经 4"C 2 小时后 ，倾去培养液， 掠'标

准洗涤法清洗(1 0 ) ( 于 4 "C 以含 0 . 2% BSA 的 PBS 洗六

次， 再用 PBS 洗三次) ， 洗去非特殊性粘附。以 2 . 5 %

戊二醒Ij_ OC 固 定 45 分 钟 ， PBS 洗三次， 经 pH 7 . 6

Tris-HCl 缓冲液洗一次， 以 0 . 05%DAB-0 . 0 1 %HP

显色 10 分钟 ， Tris-HCl 缓冲 液洗， 1% 0.04 固定 1

小时， 经水洗，系列酒精脱水， 环氧树脂 812 包埋 ，

LKB 超薄切片机切片。切片分别以不染色、 醋酸铀或

líM'酸铀-构榕酸铅染色， 以日立 H-600 透射电镜观察。

结果和讨论

1 .酶标配体(LDL-HRP )组

细胞质膜表面常见直径约 50~200 nm 成

丛的颗粒状电子致密的 HRP 反应产物沉着 ， 少

数直径达 230-360 nm， 这种 产物大多存在于

有茸毛状外被的质膜表面， 有的已形成不同

t . :È-在抗兔 IgG-HRP 由浙江♀?有些l三防疫站 中心实

验室提供。
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程度的凹陷 ，但很少在细胞内见到，因为在 4 'C

时吞饮作用被抑制，故结 合在受 体上的 LDL

很少能进入细胞内 (图 1 ， 2) 。 若把 4 'C培养

的细胞移置 37 'C， 使吞饮作用活跃，数分钟后

就可见结合于表面受体上的 HRP 标 记物被摄

入细胞， 吞饮j包和次级?容酶体内都可见到酶反

应产物(图 3 )。这一现象 与 Anderson 等以铁

蛋白标记 LDL 所见一致[ 3 ， 4 J 。

把培 养在盖破 片上 的细胞，经 LDL

HRP 和 DAB-HzOz 处理， 在光学显微镜下观

察， 细胞略呈技棕色， 仅见一些模糊不清的棕

色颗粒(未经处理的细胞无色)。 这可能是因为

结合在受体上的 LDL-HRP 反应产物， 直径多

在 200 nm 之下。如果不是集中或融合在一起 ，

光学显微镜不易分辨。

2. 免在酶标组

细胞在低浓度 LDL 的培养液中 4 'C 2 小时

后 ， LDL 与受体结合， 再 与兔抗人 LDL-HRP

产生免疫反应，在质膜表面可 见 HRP 反应产

物沉着 。 若细胞经 LDL 培养后 ， 先以未标记的

兔抗人 LDL IgG 处理， 再与兔抗人 LDL-HRP

作用 ， 后者的作用已被阻断，则质膜表面未见

酶反应产物(图 4 ); 如果在 LDL 培养后， 经兔

抗人 LDL IgG 处理， 再与羊抗兔 IgG-HRP 作

用 ， 则在细胞表面可 见 HRP反应产物。 与

LDL-HRP 组的反应产物相 比较，免疫酶标组

反应产物的电子密度更高，颗粒较粗大(图 5 ), 

但有时在质膜上可见'那漫性、中等电子密度的

非特异性产物沉着 。

经无脂血清或 BSA 培养的细胞，与兔抗人

LDL IgG-HRP 作用 ， 质膜上无酶反应产物F

而在无脂培养后再以 LDL 培养 ， 与兔抗人 LDL

IgG-HRP 作用， J贡膜表面又可见酶反应产物。

这都表明兔抗人 LDL IgG-HRP 是与结合在受

体上的 LDL 起作用 。

3. 游离 HRP 组

经低浓度游离 HRP 培养的细胞质 膜表面

未见酶反应产物(图 6 ) 0 Anderson 等曾将成纤

维细胞分别在高浓度游离 HRP(5 mg/m1)和铁

蛋 白标记的 LDL 培养 ，发现 HRP 反应产物与

LDL-铁蛋白的分布不同 ， 前者在有外被和无外

被的吞饮j包内都可见到 ，而未见 HRP 与细胞表

面相结合[划。本实验细胞在 15 吨Im1 的游离

HRP 中也未发现 HRP 与细胞表而结合， 这似

乎说明这些细胞表团没有特异性的 、 高亲和力

的 HRP 受体 ，细胞只能在一定浓度时以非特异

性方式摄取 HRP。

4 . LDL-HRP + 肝素组

本组极大多数细胞表面酶反应阴性，仅在

个另IJ细胞表面偶见阳性产物。硫酸氨基多精如
肝素等带阴电荷的硫酸根能与 LDL 蛋 白质中

带阳电荷的氨基结合， 形成可j容性复合物。故

肝素能与 LDL 受体产生竞争作用 ， 抑制受体与

LDL 的结合;肝素 也能使巴结合在受体上的

LDL 脱落(10) 。

5. 高脂组

不论是在 LDL-HRP + 高浓度 LDL4 'C 2 小

时或预先在高脂培养液中 37 'C 24 小时后，再以

LDL-HRP 作用 ， 两组细胞 的质膜表面都极少

见到酶反应产物。前者培养液中高浓度 LDL 对

LDL-HRP 与受体的结合产生竞争性抑制:后者

细胞在高脂培养液 中 3 7 'C 24 小时后，通过

LDL 受体途径，细胞己摄取了足量的 LDL，产

生反馈性抑制， 受体的合成减少[l， 1J 。

6. 空白对照组

培养液中不含 LDL-HRP ， 细胞表面酶反应

阴性。

现将各组所见列表于下。

上述结果表明 ， LDL 是结合在细胞质膜表

面有外被区具有特异性的、 高亲 和力的 LDL

受体上， 其理由如下z

(1) 培养液中仅含 LDL 30 吨Iml (空腹血

浆中含 LDL422-458 mg% ) ， 在如此低浓度条

件下 LDL-HRP 能与细胞表面特定部位结合，

表明这种结合的高亲和力和特异性。

(2) 经 LDL 培养的细胞， 与兔 抗人 LDL

IgG-HRP 作用 ， 在细胞表面 LDL 结合的部位

产生抗原与酶标抗体的反应F 如果事先以未标
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组别
1* 

酶标配体组 I A I LDL-HRP 

TE?土i主I LDL-HRP l 

A I LDL l 

: I 主| 些L I 
酣 I c I LDL I 

二 I D I 无脂血清 | 
二 国无脂血清 |

FI BSA I 
HRP m I HRP I 

?恶~ I LDL-HRP + 肝素|

高脂组 | 土二|-ZZEEL | 
I B i 高浓度 山L.. I 

空白对照组 | 小牛血清 i 
注:. 4'C 2 小时。

37 'C, 24 /j、时。

处

2 

DAB-HzOz 

37 0C 3 0 分

抗 LDL-HRP

抗 LDL

抗 LDL

抗 LDL-HRP

LDL 

抗 LDL-HRP

DAB-HzOz 

DAB-HzOz 

DAB- HzOz 

LDL-HRP 

DAB-HzOz 

理

3 

DAB-m i 

DAB-HO2 I 

l 抗 LDL-HRP I 

|羊抗兔IgG-HRpl

I DAB-HzOz I 

|抗 LDL-HRP I 

i DAB-HzOz I 

I I 

I I 
l DAB-HzOz 

I j 

结果
4 

I T(吞饮)

DAB-HzOz I 

DAB-HzOz I 

DAB-HzOz I 

| 土…

| 士…

+… 

… 极大多数细胞阴性，只在个别细胞表面偶见酶反应产物。

记的兔抗人 LDL IgG 处理， 已与受体结合的

LDL 表面的抗原决定簇被占据，则兔抗人LDL

IgG-HRP 的反应被阻断，而酶标羊抗、兔 IgG

的抗体能与之发生阳性反应 ， 证明 LDL 结合部

位的特异性。不论在含 IgG 或不含 IgG，但凡

不含 LDL 的培养液中生长的细胞 ， 兔抗人 LDL

IgG-HRP 都不能产生阳性反应，可见此反应是

与结合在受体上的 LDL 起作用 ， 血 清 中 IgG

不能阻断这种作用。

(3) 肝素或高浓度的 LDL对 LDL-HRP 与

受体的结合产生竞争性抑制J; 预先经高脂培养

的细胞， 与 LDL-HRP 的结合受到"LDL 受体

途径"的反馈性抑制。

(4) 低浓度游离 HRP不与细胞表面结合 ;

在芥含 LDL-HRP 的培养中生长的细胞质膜表

面酶反应阴性， 表明这种特异性的结合与

LDL-HRP 有关。

摘 要

以辣根过氧化 物酶标记人 LDL、兔抗人

LDLIgG 或羊抗兔 IgG 抗体作为示踪剂， 作用

于培养的人胚肺细胞， 经 DAB-Hz02 显色 ， 超

薄切片，电镜观察， 结果表明 :

(1) 细胞能与很低浓度 LDL-HRP 产生特

异性结合，显示 LDL 受体的高亲和力。

(2) 兔抗人 LDLJgG-HRP 与巳结合在受体

上的 LDL 的结合可被未标记的兔抗人 LDLJgG

封闭，而封闭后以羊抗兔 IgG-HRP 作用又显

示特异性反应， 这种反应只能在已有 LDL 结

合的细胞膜上显示， IgG 不能阻断这种反应。

(3) 肝素或高浓度 LDL 对 LDL-HRP 与受

体的结合产生竞争性抑制; 事先经高脂培养，

这种结合也受到抑制 (反馈性抑制 ) 。

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



第 9 卷第 1 期 细胞生物 学杂志 35 

(4) 细胞对游离 HRP 不显示特 异性高亲

和力的结合。

(5) 生长在不含 LDL-HRP 是培养液中的

细胞也无这种特殊性反应。

上述结果说明 ， LDL-HRP 是结 合于质膜

表面有外被区特异性 的 、 高亲和力的 LDL 受

体上。
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甲2巨球蛋白的丙烯酷股梯度 SDS 凝胶板电泳分析

范佩芳 :尤芝芬

(上海医科大学放射医学研究所〉

鉴定一种蛋白质的性质和纯度有多种方

法，而利用丙烯酷胶 SDS /.疑胶电泳来鉴定蛋

白质， 判'二测定其分子量， 具有设备简单， 操作

简便， 样品量少， 分辨率高 和可重复性等优

点， 因此已 成为 蛋白质分子量测定的常用方

?去。

甲 z 巨球蛋白〈简称 α2M )是存在于人和动

物血清中一种分子量很大的糖蛋白 ， 是天然蛋

白酶抑制剂，其分子量为 725 ， 000 。 分子结构

的特点之一是内部存在许多二硫键， 使肤链连

结成一个具有空间结构的大分子。天然的有抑

制蛋白酶活性的 α2M 和失去抑制活性的 α2M ，

经 SDS 热引导和蔬基乙醇还原分解成的亚基

分子量是特异的， 有明显差别的[ 1 ， 2] 。 不同来

源的 α2M 经上述相同处理后，亚基分子量也略

有差异 [3 ] 。 我们利用这些性质，采用 3一25%

丙烯耽股梯度 SDS 凝胶板电泳来鉴定纯化过

的猪 α2M， 大鼠 α2M (两者均为本实验室制品〉

和人 α2M 制剂(上海市生物 制品所 85 年 产

品 )。 通过与进口的人 α2M 和其他球蛋白分子

量比较，可鉴定上述几种制品的质量 (包括纯

化程度和抑制活性〉。 并从亚基分子量和对热

引导敏感性来比较不同来 源 的 α2M 种属之间

的异同。由于 α2M 有上述的特有的分子结构，

因而采用丙烯眈胶梯度 SDS 凝胶电泳法来鉴

定 α2M 远远胜于琼脂电泳、 Tris一甘氨酸一丙烯

眈胶凝胶电泳、 等电点聚焦i疑胶电泳等方法，

使实验得到理想结果。

材料和方法

猪α2M 和大鼠 α2M(本实验室制备， 均 取血浆经

过 Sephacryl S-300 和琼脂电泳分离纯化) 、 人 α2M制
剂(上海生物制品所 1985 年产品〉和人丙种球蛋白制

剂(上海生物制品所) 、 进口 人 α2M 与人 IgM (均为

Calbiochem. Behring 公司〉、丙烯殷胶 (Fluka 公司〉、

甲叉双丙烯跌胶(Aldrich 公司 ) 、 TEMED (B. D. H 

公司) 、 标准高分子量蛋白质药箱(Pharmacia 公司)。

一、 3一25%丙烯散胶梯度 SDS 凝胶板电泳

1)蛋白质样晶电泳前的预处理 蛋白质样品溶
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