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EFFECT OF MAC SUßLYTIC INJURY ON FOCAL 

ADHESION OF CULTURED HUMAN GLOMERULAR 

VISCERAL EPITHELIAL CELL 

GUO Xiao H lIa LIAO Li Sheng 

(Depart 

ABSTRACT 

It is now welJ established that proteinuria can be mediated by membrane attack complex of complement (MAC). 

This mechanism. however .is not understood. This in vitro study was performed to define the change of focal adhesion 

and adhesion-associa ted proteins upon cultllred hllman glomerular visceral epithelial cells (GVEC) to MAC sublytic 

injury. The results show that this injllry brings on imbalance of extracellular matrix protein prod llction .cytoskeleton 

rearrangement. decrease of integrin and cell sllrface sulfate proteglycan.with change of GVEC adhesion.which associ

ate with simplification of the foot process .even detachment of GVEC from the GM日 .conseqllent t he onset of protein-

lIrta m VIVO. 

Key words: Membrane attack complex of complement Focal adhesion Clomerular vlsceral eplthelial cell 

热损伤诱导单核细胞株 Raw264.7 凋亡

及其分子机制的初步研究

张璐 f长到t 赵克在

(第一军医大学全军休克微循环重点实验室 广州'1 51051 5) 

业已知道，重症烧伤后机体易出现细胞、免

疫功能紊乱[门。导致烧伤的致热源对机体的热

辐射作用，可以引起一系列的病理生理变化。已

查明烧伤和创伤以后出现了自细胞功能不全

(dysfunction) ，表现为它的趋化性、吞噬力、产

生超氧阴离子和过氧化氢能力及杀灭细菌能力

均减弱，导致机体免疫力下降和容易发生感

染[2.飞惆亡概念的提出为研究烧伤开拓了一个

新的领域。我们曾用在体动物模型研究表明，烧

伤后外周血单个核细胞调亡率明显增加，井随

时间的推延呈增高趋势，它可能是烧伤后白细

胞功能不全发生的机制之一μ] 。 为了进一步研

究烧伤后单核细胞洞亡发生的机制，需要对离

体单核细胞用分子生物学方法进行基因转染和

传代研究，此时用一般活体动物分离的细胞难

以完成，为此我们拟建立一个单核细胞株的热

损伤模型，探讨热损伤是否诱导其调亡及相关

基因表达情况，为进一步深入研究打下基础。

材料和方 法

1.细胞培养

尊核细胞株 Raw264.7 由 美国Scripps 研究所惠

赠.将 1 X 10' 个细胞接种在含 5 %小牛血清的 DMEM

培养液中培养 (37 "C .5 % COz ) 。

2 . 热损伤反应
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将对数生长期的单核细胞株 Raw264.7 置于温度

为 43"C的水f谷中温育 30 分钟，然后置于 37 "C .5 % CO, 

饱和湿度条件下继续培养 ，于 3 、 6 、 12 小时收集细胞.

3. 细胞形态观察

将收集的细胞用 2.5%戊二M前固定 .1%饿酸后

固定 ，按常规漂淡、脱水 、渗透，环氧树脂包埋.ðU主铀

和拧核酸铅双染色，透射电镜观察.

4. DNA 凝胶电泳
采用快速法[OJ拙提细胞的 DNA.进行1. 5%琼脂糖

凝胶电泳.

S. 流式细胞仪检测细胞凋亡

收集的细胞于 4 "C .70%乙醇固定 24 小时以上，

50μg/ml RNA lIfif (Promega) 3 7'C消化 1 小时 .100μg/

ml 殃化丙绽 (PI. Sigma)染色 I 小时，流式细胞仪进行

细胞周期分析，低于 Gl 期细胞 DNA 含量出现二倍体

峰的细胞为调亡细胞 .

6. 流式细胞仪俭;~IJ Dcl-2 及 Dax 蛋白表达

收集的细胞于 4 "C .1 %多聚甲M固定 15 分钟 .PBS

清洗，羊血清封闭 10 分钟 ，加入鼠抗人 &1-2 或 Bax 单

抗 ，空白对照组加入无关抗体 .37 "C温育 30 分钟 .PBS

清洗 ， 加入羊抗鼠 IgG-FITC. 黑 暗中 37 "C孵育 30 分

钟. El ite 流式细胞仪检测 .

结 果

1. 形态学观察

透射电镜下，细胞表现为胞体缩小，胞浆浓

缩，细胞核碎裂 ，呈现比较典型的细胞调亡形态

学改变，见图 1 。

2 . 流式细胞仪鉴定凋亡细胞

图 1 凋亡细胞超微结构 (6000 x ) 

流式细胞仪检测热休克 (4 3 <C .30min )后各

个时间点。h ，仙， 12h) 的 DNA 分布，结果显示

典型的调亡细胞群恃征 :DNA 含量低于 G1 期

细胞，出现亚二倍体峰，热休克 3 小时后 ， 细胞

惆亡即明显增加，由剌激前的 2.8土 0.5 %增加

为 16. 5 ::i:: 1. 2 % (P<O. 0 1) ，通过连续观察提示

其为渐进性过程 ，随着时间延民，调亡细胞比例

明显增加，见图 2 。

3. DNA 凝胶电泳

惆亡细胞由于内源性核酸内切酶的作用 ，

其 DNA 在核小体之间的连接处被切断，降解

为 180 - 200bp 或其整倍数的寡核昔酸片段，经

琼脂惦凝胶电泳呈现阶梯状条带。热损伤后 12

小时，大鼠单个核细胞的 DNA 电泳出现明显

的阶梯状条带，而对照组 DNA 电泳未发现阶

梯状条带，见图 3 。

4. ßcI -2 与 ßax 蛋白表达

Raw264. 7 细胞稳定表达 Bcl-2 与 Bax 蛋

白，细胞平均荧光强度分别为 4 1. 0 与 44 . 0 。 热

损伤后 12 小时 BcI - 2 蛋白表达下调，其平均荧

光强度为 3 1. 7 ( P < 0. 0日， 而 Bax 蛋白表达显

著上调，细胞平均荧光强度为 57 . 2 ( P<O. 01) 

见图 4 。

讨 论

细胞在外界应撤剌激作用下，可呈现出不

同的死亡方式:惆亡及坏死。细胞调亡(编程性

细胞死亡)是由基因调控的细胞有序的死亡，表

现为细胞皱缩、染色质边移、细胞核裂解形成调

亡小体 .DNA 断裂为 180 - 200bp 整倍数的

DNA 片段;而细胞坏死是非基因调控的，表现

为细胞肿胀、细胞膜Jllí透性增强 . DNA 随机断

裂。上述细胞死亡方式受多种因素的影响，包括

细胞周期、细胞类型及应激剌激的强度与时间。

热损伤作为一项外界应撤刺版，其对组织

细胞产生的生物学效应已有广泛的研究，并主

要集中于以下几方面:研究细胞在不同热损伤

温度下的生长繁殖功能的完整性 ;研究细胞生

长对其生长条件的依赖性;研究细胞在热损伤
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图 2 热损伤后 RAW264. 7 凋亡发生率的变化

A. 流式细胞仪检测 43 'C热损伤后 RAW264.7 细胞例亡.对照组 (a) ，热损伤后 3 小时 (b) ， 6 小时 (c) ， 12 小时

(d). B. 43'(:热损伤后 RAW264.7 (用亡百分率曲线图。

发生惆亡，这些细胞包括淋巴瘤细胞株

L517S[6 J 、小鼠胸腺细胞[IJ 、 HL-60[8J、淋巴源性
3 2 1 

I b I -:: 1 M:31 .7 I 
~ ~ I 
o ... I 
ι.) ....a\ I 

.1 10ØØ 
Pt'lT2-LOG 

I a I 
芒 1 M:41 .0 I 
g 1 I 
u _1\. ..____ι1 

1111111111111111……" '111111 .1 løee 
P~lT2-LOG 

A 

B 

10日自.1 

且F
C
d
J
O
U

lØØØ .1 

UFESOU 

图 3 RAW264. 7 细胞 DNA 汲胶电泳图i营

1. 43 'C热损伤混度 . 2 . 对照组 RAW264 . 7 DNA . 
3. 分子量标准 λDNA/Hind 1 +EcoRI. 

Pt'1T2-LOG 

流式细胞仪检;j!IJ 热损伤后 RAW264.7 细胞

DcI-2(A)与 Dux(ß )蛋白表达水平

正常对照组 (a ) ，热损伤后 1 2 小时 (b) ，M 表示细

胞平均荧光强度.图中阴影示背景染色(空白对照组).

Pt'1T2-LOG 

固 4
下亚细胞结构的改变。近年来热损伤诱导细胞

调亡的研究引人注目。诸多的研究表明，多种细

胞在热剌激下 (42. 5 - 45 'C. 20min -lh)可以
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细胞株 CEM-C7 和 BM13674 等，但关于热损

伤对单核细胞的效应，鲜有报道。我们的在体动

物模型研究表明，烧伤后外周血单个核细胞调

亡率明显增加，它可能是烧伤后白细胞功能不

金发生的机制之一[飞业己证明，导致烧伤的致

热源对机体的热辐射作用 ，可以引起一系列的

病理生理变化.为了进一步研究烧伤后单核细

胞凋亡发生的机制 ，我们建立了一个单核细胞

株的热损伤模型，探讨热损伤是否诱导其调亡

及其发生机制。本研究观察了 43 'C ， 30 分钟的

热损伤条件对单核细胞株 Raw264.7 惆亡的诱

导作用 ，结果发现热损伤作用下，Raw264.7 细

胞呈现出特征性的形态学变化，DNA 电泳出现

阶梯状条带，流式细胞仪检测显示亚二倍体峰，

表明此时的细胞死亡属于细胞调亡。

细胞调亡是一种主动的受基因调控的细胞

自杀过程。多种基因如 bc1 - 2 、 p53 、 c-myc 、 bax ，

bad 等参与调亡的调控[叫。其中 bc1-2 尤为重

要，它被认为是细胞惆亡调控的最后通路之一。

Bc1-2 的抗洞亡机制尚未完全阳明，但新近的资

料提示 Bcl-2 能与几种 Bc1-2 相关蛋白，尤其是

Bax 形成异二聚体，Bc1 -2 的效应有赖于与 Bax

的相互作用[川。 本实验发现未受剌激的

Raw264.7 细胞稳定表达 Bc! - 2 及 Bax ，热损伤

后 12 小时，bc!-2 基因表达下调，而 bax 基因表

达上调，其结果是 bc1-2\bax 比例减少，这可能

是热损伤诱导单核细胞株 Raw264 .7 细胞调亡

的分子机制之一。 进一步的研究尚在进行中 。

摘 要

为探讨热损伤诱导细胞死亡的模式与分子

机制，采用流式细胞仪、DNA 凝胶电泳、透射电

镜观察热损伤诱导单核细胞株 Raw264.7 调亡

发生的动力学变化及分子机制。结果显示热损

伤能显著诱导单核细胞株 Raw264.7 调亡;有

效降低 Bcl-2 蛋白表达，而上调 Bax 蛋白表达。

这说明细胞惆亡是离体细胞在热损伤作用下重

要的死亡方式之一， bcl-2/bax 比例减少可能是

热损伤诱导单核细胞株 Raw264.7 细胞调亡的

分子机制之一。

关键词:热损伤 凋亡 基因表达
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PRELIMINARY STUDY ON THE HEAT-INDUCED RA飞币264.7
CELL APOPTOSIS AND ITS MOLECULAR MECHANISM 

ZHANG Lu ZHANG Lin ZHAO Ke Sen 

CK ey Lab for Shock alld Microcirculatioll Res叫rch. of PLA. 

T h.e First Military Med i<'al Ulliversity.Guallgzholl. 510515) 

ABSTRACT 

To elucidate the possible modes and molecular mechanisms of heat- induced cell death .Raw264 . 7 was used for in 
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vitro studies. The effect óf heat on Raw264. 7 cells was detected by flow cytometric analysis and DNA elec
trophoresis. The data show that heat can induce Raw264. 7 cells apoptosis and effectively down-regulate the expres
sion of bcl-2 gene and up-regulate bax gene. lt was sugges ted that apop tosis is an important cell death pathway taken 
by the heat-injured Raw264. 7 cells in vitro , the decrease of BcI-2 / 13ax rat io may be one of the molecular mechanisms 
of heat-induced cell death. 

Key words , I-Ieat Apoptosls Cene expresslon 

吐温 80 对体外 HeLa 细胞的杀伤抑制 铮

朴义姬杨虎川杨幸~1在向忠红 l味 4点

(上海铁道大学医学院肿瘤细胞研究室 上海 200070) 

吐温 80 作为一种表团活性剂，是一种安

全、低毒的细胞质膜作用药物，对正常细胞组织

无明显毒性[11 ，并可作为助溶剂用于临床治疗。

本室已在细胞、动物实验中证实其为良好的温

热治疗肿瘤协同药物，即为温热增敏剂 [2J 。有报

道吐温 80 有轻度肿瘤细胞抑制作用[11 ，但由于

不同肿瘤细胞株对药物敏感皮都不尽相同，本

实验研究了不同浓度吐温 80 对 HeLa 细胞株

(人宫颈癌细胞株)的抑制作用，并通过检测

HeLa 细胞 HSP70一一肿癌细胞增生、生长所

必需的保护性蛋白[巧，进一步探讨吐温 80 对 、

HeLa 细胞抑制性杀伤机制，同时研究 LPS 、

PGE l 及其与吐温 80 协同对 HeLa 细胞

HSP70 表达影响。

材 料和方法

一、 材料

吐温 80(上海大众制药厂 ，批号 84001) ， HeLa 细

胞(人宫颈癌细胞株，日本扎幌医科大学病理研究室

赠) I 标准 HSP70 (Sigma . Co. );兔抗人 HSP70 多克隆

抗体(日本扎幌医科大学病理研究室赠);碱性磷酸酶

标记羊抗兔 IgG 抗体(华美公司)， LPS (Ecoli . 026 ，时 ，

Sigma. Co. ) ,PGE1 (长春臼求恩医科大学制药厂，批号

95001) ,MTT(Thiazocyl blue ,Sigma. Co. ) 

二、方法

1.细胞抑制实验 (MTT 法 ) (1] HeLa 细胞以

含 10%FCS RPMIl 640 培养液常规培养(含 25mmol /

L HEPES , 16mmol /L 葡萄糖， 1 00U/ml 青霉素 ，

100μg/ml 链霉素) ，以 0.25 %腋酶消化制成细胞悬液

(2.5 X 105 /ml)，均匀铺入 96 孔细胞培养板， 100μ1 /孔，

第一列孔加生迎盐水作对照，余列孔加不同浓度吐温

80(0.005% , 0. 01% ,0. 02% ， 0.04%) 、 LPS(终浓度， 0.

1pg/ml)及 PGE 1 (终浓度， 1 0mg/m门，继续置 37 'C ，

5 % CO，培养箱温育 24 小时，加 25μ1 /孔 MTT(5mg/

ml in P13S)3TC 2 小时， 500 X g 离心 10 分钟，去上清

液，加 100μ1 /孔溶解缀冲液 (SDS 溶于 50%DMF ， 20%

W/V ， pH ， 4. 门 ， 3TC 1 小 时，于微孔读数仪 (516MC

型，上海三分厂)下以 570nm 读取 OD 值.细胞抑制率

按以下公式表示 : 抑制率 ( %)=[1-样品 OD 值/对照

OD 值] X 1 00 %(5] 。

2. 细胞裂解液制备 HeLa 细胞同前制成悬液

(1 X 1 0' /ml)均匀铺入 24 孔细胞培养板， lml /孔，培养

48 小时后加入不同浓度吐混 80 、 LPS 及 PGE1(加法同

上) ，继续毁 37 "C ， 5 %CO，培养箱混育 24 小时，细胞经

冷 P13S 冲洗三次{死亡脱落细胞需离心取细胞) ，加

0.5 % NP-40 裂解液 (50mmol /L Tris. HCI pH6. 8 、

15mmol / L NaCI 、 5mmol /L EDTA 、 0.5 % NP-40 、

1mmol/ L PMSF ，临用配制) ，冰浴 20 分钟，将裂解液

及刮下的细胞残渣移入离心管， 12000rpm 离心 5 分

钟，取上消液-20 'C贮存备用.

3. SDS-PAGE 蛋臼电泳及 Western-blotting 蛋白

鉴定(，] 将上述细胞裂解液及标准 HSP70 以加样

缓冲液 2 , 3 稀释后等盘加祥在 7%的聚丙烯欧胶凝胶

中垂直电泳(夹心式电泳梢 ) ， 凝胶以 0.2%考马斯亮蓝

R250 染色显示外，另一相同加样凝胶继续转膜，以半

· 国家自然科学基金和上海市科技发展基金资助

课题(编号 39 1 76825 ， 131303801) • 
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