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因子诱导的细胞内反应事件也应分感受性和进行性二

犬类。这样， 某些癌基因产物可能涉及感 受态 (如

myc、 myb 、 Ela、 fos ， si时，另一些则 与进行态有关

〈如 ras ， Blym , rafjmil ) ， 也有介于两者之间(多瘤州

举的 middle T ) 。

四、摘要与小结

剌激细胞增殖的多肤生长因子， 是培养细胞也可

能是活体内细胞重要的生长调节分子。 ·体外非转化细

胞的生长繁殖二般需要一种以上的生长因子。通常'条

件下， 由于生长因子较培液中其他成分更易耗尽， 因

此成为增殖的限制因子。 R'll瘤细胞的增殖对特异生长

因子需求的减少或消失是一种较普遍的现象， 也是肿

瘤细胞的主要特征。对各类生长因子及其癌基因产物

研究生长因子作 用的分子机制刚开始， 最近几年

对细胞癌基因的注意力和兴奋点已逐渐转向生民因

子。 这不仅是由于生长因子参与了正常细胞的生长控

制， 而且由生民因子启动的细胞增殖过程包含着癌发

生的病因学。 对生长控制进行分子分析的一个重要目

的是希望找出在生妖训节过程中起重要作用的具体基

因或蛋白。 编码生长因子、 受体和受休后过程的基因

可能是关键性调节基因中一组重要的子集。此外， 这

些基因的细胞专一性提示人们有可能用只杀伤那类增

殖细胞的药物来进行导向治疗， 而不是目前所用的广

泛性杀伤药物。 比如 ， 那些干预 TGFß- sis- PDG F 途

径的试剂 ， 可能抑制肉瘤中大部分间质细胞的增殖 ，而

不影响造血系统的细胞和肠上皮细胞的正常繁殖， 对

后者也有同样的损伤效果是目前化学药剂经常产生的

的研究， 使我们对肿瘤细胞增殖的机制有了进一步的 副作用 。
了解: 细胞增殖是通过生长因子一受体一细胞反应这

一信息传递途径完成的， 这一途径中任何一步改变都

可能影响细胞增殖。

陈虹摘译自 Cancer Research 

第 46 期 (] 98 6年 )

施1胃康校

植物 组织培养的次生代谢产物

N . 生物素(诱导突变与生物测定Y

渡边 克美

1 . 实验材料

生物素是一类维生素。 可试用细胞筛选方法分离

出生物素高产株。 生物亲在体内几乎均作为生物素酶

的辅助因子以与蛋白质结合的形态存在 ， 而参 予 CO2

固定与转移反应。缺乏生物京则毛发脱落、 皮肤发炎。

筛选生物素高产株必需先以乡种富含生物素的植物细

胞作为筛选高产株的试验材料 ， 逃出培养细胞种[1 J。

在细胞进入生物素含量最高的恒定期时测定其生物索

含量， 选择含有生物京最多的培养细胞种。 本文将测

定过的植物培养细胞中生物素含量最高的绿色京衣草

(Lavender )作为培养细胞的实验材料。

2. 生物素高产株的分离

A. 生物素含量的定量方法

J音养细胞中生物东含 址的应量采用乳酸杆后面

LactobacilLus plantarum ATCC 80 14 进行微生物定量

法， 以滤纸圆片平板法测试(2 ] ， 测定进入生物素含量

最高的恒定期细胞的鲜蛋。 将细胞进行深度冷冻 ， 冷

冻的细胞放入玻璃匀浆器 (Homogenizer) 加入少量蒸

馆水进行破碎， 细胞碎片移入离心管 ， jJ口人少量蒸馆

水在匀浆器中 ， 收集残留的细胞碎片， 一并放入离心

管， 以 30 00 rjm 转速离心 15 分钟 ， 上清液移入另一

试管作为生物素定量用的检测液。用滤纸圆片平板洁

求出检边jlJ液的生物素浓度， 然后测定检测液的量， 求

出每一培养细胞鲜重的游离状态生物素的含量， 这→

数值作为高产栋的筛选指标。 结合态生物素在细胞中

仪作为辅酶存在二 ， 因而可以认为脱离型态生物素含量

高的细胞中生物索总量也i ~~~ 0 

B. 筛选方法

将培养细胞置于网孔为 250 μm 的不锈钢筛网上 ，

筛网放于培养皿 !-I-I ， 细胞稍稍浸没于)JfI入的液体培养
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基"1:1。后养基系继代培养 时所用的培养基， E!iJ用加

入口引味丁酸 10- 5 mol/L 和 6-BA10 - 6 的 LS 培养基[3] 。

用小刮铲将细胞团仔细地破碎。 过不锈钢筛l'筛出的小

细胞团在液体培养基中用孔径1 62 μm 曲尼龙网过滤。

在尼龙网上残留的大约由 10 个细胞组成的游离小细胞

闭 ， 以此作 r'.}筛选生物素高产株的起始材料。

直径 9 厘米培养血中加入 1 %琼脂培养基 10 rn1 0 

将所准备的起始材料的小细胞团悬浮于液体培养基

巾。 在琼脂培养基凝固后 ， 用玻璃营或大口径的吸管

将悬浮小细胞团植入琼脂培养基上。测定悬浮在液体

培养基中小细胞的密度， 按一个培养皿大约植入 1 5 0

个小细胞团 ， 用聚氯乙烯绝缘带密封培养皿。在 27 'C、

4000 Lx 条件下培养。 经常进行观察， 观察时特别注

意聚氯乙烯绝缘带是否脱落。如果脱落则培养血中水

分蒸发 ， 培养基干燥而细胞枯死， 或增加霉菌和细菌

污染的危险性。

大约培养一个月后形成的细胞团飞 逐个的分别

植入新的培养基中。三周后将再生长的细胞团仔细破

碎继续植入新的培养基。 把经分析生物素含量很高的

细胞团再继续培养三周。 供分析生物素含量用的细胞，

其鲜童不能少于 1 克。

从生物素含量很高的各细胞块中， 每一细胞团选

出 6 个左右鲜重为 10 rng 的小细胞团， 分别植入新鲜

培养基巾。 处长的细胞块形成绿色深浅不一 、 硬度 、分

化等程度各异的细胞结构。 此时将具有各种特征的小

细胞回分别选烽保留。 逃出的小细胞团作为次代高产

株筛选的材料进行培养。其余部分在测定鲜重后冷冻

供生物紊含量的分析。根据各细胞团生物素含量分析

的结果 ， 将生物素含量高的 5 - 6 个细胞团保留下来 ，

合计一个细胞块只有 30 个小细胞团继续进行培养。小

细胞团移植三周后 ， 再植入新鲜培养基， 此时将生长

大的细胞团仔细破碎后移植。破碎的许多小细胞团比

大的细胞团原样移植生长要迅速， 移植后继续培养三

周 ， 生民出生物素含量分析很高的细胞团。

共计培养 6 周后再进行选择生物素高产株。 将生

物含最高的细胞团保留继续培养， 从生物素含量的小

细胞团生长出的各细胞块按前述方法在每一细胞块中

选出 6 个左右分别鲜重为 10 rng 的小细胞团， 放入新

鲜培养基。这些小细胞团作为次代选择材料继续培养。

测定细胞团的鲜重并冷冻供生物素含量的分析。与七

次筛选一样， 保留生物素含量高的 5-6 个细胞团，

共计 30 个小细胞团再 继续培养。这一操作反复进行

即能分离出生物萦含量高的生产株[l叫。

C . 利用增大蛮异性来诱导出生物素高产

株

通过细胞筛选获得有用物质的高产株， 作为筛选

的起始材料的细胞团有关物质生产性能的变异很大，

这是获得高产株的震要因素。 为了增大培养细胞有关

筛选物质生产性能的变异 ， 可进行放射性照射等物理

处理或采用在培养基内添加化学试剂等化学处理。

( 8 ) y 射线照射使蛮异性扩大

Y 射线是放射 线的一种 ， 直接作用于 DNA 分子

或通过游离基产生的产物间接作用于 DNA 分子而诱

发突变。 因此为使细胞生物素生产性能变异性增大，

将绿色蒸衣草培养细胞进行 Y射线照射。 照射后的细

胞团作为筛选的起始材料， 试行分离出生物素含量更

高的细胞株。

培养细胞放入玻璃瓶内，用硅塞为瓶盖。 为了不

发生 Y 射线的间接作用 ， 瓶内不加入培养基与水。不

通过 Y射线的器皿， 铝质器皿等不能使用。 y 射线不

被遮蔽的通过细胞 ， 细胞块的大小不影响效果。 以剂

量为 10 kR/hr 的 Y 射线照 射玻璃瓶中的细胞 1 小

时" ， 剂量的大小以多数细胞死亡为佳凹，细胞的生存

率低， 变异的程度大，且可获得稳定的高产株，将经 Y

射线照射的细胞团用上述B 项内筛选方法置于筛网上

仔细加以破碎。从游离单细胞中取出 10 个细胞左右

小细胞团。 这一经 Y 射线照射的小细胞团I'!p作为生物

索离生产株筛选的起始材料， 按照 B 项内小细胞团筛

选法反复进行筛选 ， 可获得能高产生物素的细胞株。

(b ) 利用添加庚二酸 (Pimelic acid) 的培养基筛

选生物素高产株

庚二酸系生物素的前体， 同时具有阻碍蒸衣萃细

胞增殖的效果。另一方面 ， 生物素本身对细胞的增殖

则无阻碍作用。 因此 ， 利ffl /J日入庚二酸高浓度的培养
基反复进行细胞筛选 ， 可筛选出将有毒的庚二酸向无

毒的生物素转化能力强的细胞。 所以将添加庚二酸的

培养基用于反复进行细胞筛选， 可以试行分离生物紊

高产株。

B项内所述筛选方法的培养基，可使用加入庚二酸

和 L-丙氨酸各 100μg/rnl 的添加庚二酸的培养基忖事 ，

·细胞团的形成率约为 30% 。

"使用钻 60 ，生存率是形成可见小细胞团的比率，

为未经照射细胞的 10 % 。
..*生存率以形成可见细胞回来衡量时为未添加培

养基的 20% 。
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反复进行细胞tdJ边叫获得优物京; 17i rk栋。庆二酸的添

加浓度是民多没;jJ'1入细胞达到死亡的浓度。
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周荣f二 摘 i来 自 iI !F门!裴 ζ 编着 "植物细

胞培养?二工 7 )V "一 :g的 6 9 ~73 页 。

周郑校

原代人胎成骨细胞体外培养方法的建立

'衣新花 张丈治李兰英王 H注:羔 庞智J令浮;fjj) 彬

(天津医学院内分泌研究所〉

Peck (1 96 4 ) 首次将胎鼠骨细胞用于体外培

养(1 ] 。此后人们开始将体夕1、培养按术及骨细胞

培养物做为→种模型用于研究骨代谢中细胞生

长及调节机制 。 所用骨细胞一般取材于大、小

鼠、 鸡等动物[卜410 近年 wergedal (1982) 和

Farley( 19 83 ) 相继报道了成人骨细胞体外培养

的结果( 5 ， 町 ， 为人体骨代i射的研究提供了极有

价值的方法。体外研究的特点是排除了体内实

验中复杂因子之间的相互干扰，并可以从单细

胞形态及代谢指标的变化 ? 反映某一影响因子

的直接效应。

骨组织是由骨 基质 及多种细 胞成分构

成[飞 如成'自细胞〈OS!eoblast OB )、肯细胞、

破骨细胞、 纤维母细胞(Fibroblast. FB) 及大

量血细胞。 现在国外刻骨细胞的体外培养研究

尚处于改进分离技术和提高纯化手段上。 骨细

胞的分离培养方法多采用 Luben(1 976)报道的

酶消化分段收集法 :8 ] 。为此， 我们参照 Luben

方法进行改良， 从人胎长f号'汾离 OB 并在体外

进行原代培养。 并借鉴国外近年报道的 OB 定

性方法， 在形态学、 组织化学及特异性骨代诗I

指标测定等方面证实该培养物具有 OB 的典型

特征，可作为体外研究骨代谢的生物学模型。在

细胞水平， 为研究骨恪衰老、 激素反应及各种

因素引起的病理变化机制提供了前提条件。

材料与方法

-、原代人险。B 分离培养

选用人工流产的五月龄胎儿在无菌条件下分离四

肢民骨，消除骨膜、 骨斯等软组织 ， 沿长骨轴径劈开，

D-Hank's 液洗去骨髓组织。

将上述骨组织加入消化液中(合骨胶原酶 0.05% , 

膜蛋白酶 0.1% ， EDTA 0.1 %) , 37 'C恒温，缓慢搅

拌 10 分钟。收集该细胞悬液为第一细胞群。再重复

上述过程 4 次， 每次消化 20 分钟 ， 各次收集液分别为

2 、 3 、 -， 4 、 5 细胞群。弃去第一群(因含有大量纤

维母细胞)，将后 4 君子.混合 ， 经 100 ， 80 , 30 u 孔径的

三层尼龙网过滤后 ， LXJ-64-01 型离心机(北京产)

1500 转/分离心 6 分钟，所得细胞团再加入 0.83%氧

化胶缓冲浪溶解红细胞， D-Hank's 液清洗二次，用含

10% 小牛血清的 199 培养液制成细胞，悬液 ， 接种于培

养瓶内 (105 个细胞jcrn勺。 在 5 %C02 , 3 7 0C ， 饱和湿

度中培养，隔日换液。

二、纤维母细胞培养

参考 Karatza (1 984)报道的纤维母细胞分离培养

法川，在无菌条件下从同一胎儿的肺组织取材， 剪碎

后加入消化液(同前) ， 搅拌消化 3 0 分钟 ， 其余步骤

同前、

三、形态学现察

使用 Nikon 倒置相差显微 镜每日观察 OB 和l FB
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