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摘要院目的 观察磷酸脂酶 C-酌1渊PLC-酌1冤对血小板生长因子 (PDGF)介导的细胞增殖的影响 遥方法 应用无内源性

PLC-酌1 小鼠成纤维细胞株袁观察在 PDGF 作用下细胞增殖情况渊包括细胞内钙离子动员及 DNA 合成冤袁并与正常细胞

株对照遥结果 缺失 PLC-酌1 的细胞与正常细胞 DNA 合成显著增强袁均出现细胞内钙动员曰但 PLC-酌1-/- 细胞 DNA 合成

时间显著延长袁钙流较 PLC-酌1+/+ 值小且峰值出现较晚(孕<0.01)遥结论 PLC-酌1 在 PDGF 作用下成纤维细胞的增殖过程

中有重要作用袁当其缺乏时功能可被其他途径代偿遥
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粤遭泽贼则葬糟贼押韵遭躁藻糟贼蚤增藻TostudytheeffectofPLC-酌1oncellproliferationinducedbyplatelet-derivedgrowthfactor(PDGF).

酝藻贼澡燥凿泽Theimmortalized fibroblastsgeneticallydeficientinPLC-酌1(PLC-酌1-/-)wasusedtoinvestigatetheroleofPLC-酌1

incell proliferationinducedbyPDGF, whichinvolvesthemobilizationofintracellularCa2+ andDNAsynthesis. 砸藻泽怎造贼泽DNA

synthesis wasincreasedandintrcellularCa2+ mobilizationdetectedinbothPLC-酌1-/- andPLC-酌1+/+ cells,butintheformer,the

timeconsumptionofDNA synthesiswas prolonged, andthemobilizationof Ca2+ attenuated andpostponed. 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶
PLC-酌1 is important in cellular mitogenic signal transduction induced by PDGF, but its deficiency maybecompensated

through othersignaltransductionpathways .
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磷酸脂酶 C-酌1渊PLC-酌1冤在细胞增殖信号传递中

是否必需袁目前各家说法不一遥Ji 等咱1暂应用基因打靶

技术证实 PLC-酌1 在小鼠胚胎早尧中期发育过程中至

关重要袁缺失 PLC-酌1 的小鼠胚胎发育至第 9 天时死

亡遥
在本研究中袁我们观察了两种 PLC-酌1 细胞的生

长及血小板生长因子渊PDGF冤介导下 PLC-酌1 对细胞

内钙流的产生和 DNA 合成的影响遥

1 材料和方法

1.1 细胞

不 含 内 源 性 PLC-酌1 的 小 鼠 成 纤 维 细 胞 株

渊PLC-酌1-/-冤及正常对照细胞株渊PLC-酌1+/+冤均来源于

小鼠 8 .5d胚胎细胞袁由本室冀群升提供遥
1.2 试剂尧材料 及仪器

DMEM 培养基(高糖袁美国 Gibco 公司)袁胎牛血

清 (美 国 Hyclone 公 司)袁3H-TdR (上海核工业所)袁

Fluo-3-AM 荧光染料 (美国 Sigma 公司)曰96 孔板渊美

国 Eagle 公 司 产 品 冤袁Petri 培 养 皿 渊30 mm袁 美 国

Falcon 公司产品冤曰粘附式细胞仪渊美国 Meridian 公

司 冤袁LS-6500 闪烁记数仪 渊美 国 Beckman 公 司冤遥
1.3 方法

1.3.1 细胞生长曲线 取生长状态良好的两种细胞分

别接种于 96 孔板中袁各 30 孔遥细胞浓度为 2伊104/ml遥
每天取出 3 孔的细胞进行计数袁计算均值遥以培养时

间为横轴袁细胞数为纵轴遥连接成曲线后即为该细胞

的生长曲线遥
1.3.2 细胞内钙离子浓度变化 取处于指数生长期的

PLC-酌1+/+ 与 PLC-酌1-/- 细胞袁用 0.25%的胰蛋白酶消

化后袁加入适量含 15%胎牛血清的 DMEM 培养基袁
吹打后按每皿含细胞 1伊105 的密度接种到 Petri 培养

皿中遥在 95%空气尧5%二氧化碳尧37 毅C尧饱和湿度条

件下孵育 8~10h袁使细胞完全贴壁并伸展呈梭形遥将培

养皿取出袁室温下 Hanks 液漂洗 3 次院加入 20 滋mol/ml

荧光染料 Fluo-3-AM 80~100 滋l袁标记胞内 Ca2+袁37 毅
C 避光孵育 20~30min袁再用 Hanks 液漂洗 3 次后加

入 0.5mlHanks 液待检测遥将含已染色细胞的培养皿

置于 ACAS570 交互式激光细胞仪载物台上袁先直观

地扫描测定细胞内染料初始荧光强度袁得到细胞图
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象遥2~3min 后分别加入 PDGF渊终浓度 20 滋g/ml冤袁
观察随时间的变化袁细胞内 Ca2+ 的变化袁绘制各时间

- 荧光值曲线图遥
根据时间 - 荧光值曲线所提供的两种细胞PDGF

作用后胞内荧光值变化的情况袁计算在相同时间间隔

内渊0~15min冤袁波峰渊波谷冤与作用点间荧光比值的差

值袁以及加样点与波峰时间点之间荧光值的变化率遥
1.3.3 细胞内 DNA 合成 将两种细胞用 0.25%胰蛋

白酶消化后袁以 0.5伊104 个 / 孔接种于 96 孔板袁每组

10 孔遥每孔中加入含 10%渊灾颐灾冤胎牛血清 DMEM 培

养基 200 μl 培养 18~24h遥以含 0.5%渊灾颐灾冤胎牛血清

DMEM 培养基 3 6 h袁以使细胞处于静止状态遥每孔中

加入 PDGF渊20 ng/ml冤袁分别刺激 0尧10尧20尧34尧40 h遥
加入 20μl 3H-TdR1h袁使其最终浓度达到 18.5kPq/ml遥
去培养上清液袁PBS 漂洗2 次曰10%三氯乙酸预冷袁4 益
保存 10min袁漂洗 3 次袁每次 5min遥每孔中加入 200 滋l

0.3mol/LNaOH 袁60 益处理 30min袁制成细胞裂解液遥
闪烁记数仪进行检测遥同时以未加 PDGF 的细胞为对

照遥
1.4 统计处理

应用 SPSS 8.0 软件袁采用 字圆检验和 贼检验比较

分析细胞内钙离子浓度变化袁采用方差齐性检验比较

分析细胞内 DNA 合成遥

2 结果

2.1 细胞生长

两种细胞均能正常生长,无明显差异遥细胞传代后

8 h 左右贴壁袁16~24h完全伸展开袁呈三角形或梭形曰
2~5d相互接触形成网状袁6~8d形成片状袁细胞呈多

角形遥PLC-酌1-/- 与 PLC-酌1+/+ 的生长速率相近院在 3~5d

时袁细胞增长最快袁达到渊3~5冤伊105/ml曰6~ 8 d袁细胞增长

减慢并表现出接触抑制袁数量均能达到渊5~7冤伊105/ml遥
2.2 细胞内钙离子浓度变化

加入 PDGF 后袁两种细胞均能见到细胞内游离

钙流产生袁但 PLC-酌1+/+ 细胞的钙流峰值出现在 8 0 s

左右袁PLC-酌1-/- 细胞的钙流出现在 2 6 0 s左右袁最大值

前者较高袁约为 1.6袁后者为 1.18 左右渊图 1袁见封二冤遥
说明 PLC-酌1-/- 在 PDGF 刺激下仍能使游离钙流在细

胞内出现袁但钙流的最大值降低了袁出现的时间显著

延迟渊孕<0.01冤遥
2.3 细胞内 DNA 合成

用 PDGF 刺激后袁检测两种细胞进入 S 期 DNA

合成的能力袁结果发现未加 PDGF 的 PLC-酌1+/+ 与

PLC-酌1-/- 细胞之间无显著差异曰加 PDGF 的袁在 0尧
10尧20尧3 4 h两种细胞间无显著差异袁在 4 0 h则有显

著差异渊孕<0.01冤曰加 PDGF 和未加 PDGF 的细胞之间

有显著差异 渊孕<0.01冤遥在 2 0 h 两者均可出现峰值袁
DNA 增加约 4 倍遥但到 34~40h时袁PLC-酌1-/- 的 3H

仍高于基础值袁而 PLC-酌1+/+ 细胞已基本恢复至基础

水平遥表明在 PLC-酌1-/- 细胞中细胞仍能正常增殖袁但

DNA 合成时间显著延长了遥结果见表 1遥

表 1 血小板生长因子诱导下 PLC-酌1 对 DNA 合成的影响渊灶=8, 曾依泽)

栽葬遭援员耘枣枣藻糟贼泽燥枣孕蕴悦-酌员燥灶阅晕粤 泽赠灶贼澡藻泽蚤泽蚤灶凿怎糟藻凿遭赠孕阅郧云(灶=8, 酝藻葬灶依杂阅)

0 10 20 34 40
PLC-酌1+/+ +PDGF 5121.21依372.41 6708.57依433.73* 20074.28依723.57* 8829.68依679.10* 6003.76依588.28*#

PLC-酌1-/- +PDGF 4260.91依363.16 5396.76依393.66△ 17542.23依1437.30△ 10849.75依1357.99△ 8742.39依679.47△#

PLC-酌1+/+ 5121.21依372.41 2885.70依314.60* 3993.96依118.22* 2856.68依217.58* 2226.33依273.78*
PLC-酌1-/- 4260.91依363.16 1938.15依188.22△ 2356.49依80.60△ 2015.15依77.51△ 1606.16依170.78△

DNAsynthesisatdifferenttimepoints(h)

PDGF:platelet-derivedgrowthfactor;* #吟孕<0.01atthesametimepoint

3 讨论

3.1 PLC-酌1 对细胞生长的影响

Ji咱1暂发现袁缺失 PLC-酌1 的小鼠胚胎至 9.0 天死

亡袁其组织胚胎学分析显示袁PLC-酌1-/- 胚胎在第 8.5

天时还正常袁但不能继续正常发展遥这意味PLC-酌1

可动员的第二信使分子的缺失不能由其他信号系统

代偿遥但来源于此胚胎的细胞和来源于有 PLC-酌1 的

胚胎细胞却照常增生遥 我们的实验也证明缺失

PLC-酌1 并未明显影响细胞的生长袁这意味着 PLC-酌1

对细胞分化的影响大于对细胞增殖的作用遥胚胎从第

8.5 天发育到第 9.0 天时袁PLC-酌1 是分化过程中不可

缺少的袁而在细胞的生长过程中却并非必需遥因此细

胞株与完整的器官组织相比对 PLC-酌1 的依赖性较

小遥
3.2 PLC-酌1垣辕垣与 PLC-酌1-/- 细胞游离钙钙流产生的差

异

在细胞周期中袁细胞内钙流动员出现在 G1→S 和

G2→M 期咱2暂遥目前对于 G2→M 期还了解较少袁但有许

多非直接的实验已证明 Ca2+ 在 G1→S 期起着极为重

要的作用袁可能调控细胞的增殖遥
我们知道袁细胞内游离钙主要储存于内质网 / 肌

浆网中袁有 IP3 敏感和 IP3 不敏感两类钙池袁分别由

IP3 受体系统和 ryanodine 受体系统渊RYR冤控制遥环

腺苷二磷酸核糖渊cADPR冤通过 RYR 系统使钙释放袁
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而 cADPR 活性受 cGMP 调控遥而 IP3 则由 PLC-酌1

分解 PIP2 后产生遥两种系统在不同种属不同组织细

胞中分布是不均一的袁且发生作用所需环境 渊pH 值

等冤也不尽相同遥正常情况下袁一个系统启动袁另一个

系统处于野备用冶状态遥PDGF 介导下袁对细胞游离钙

钙流产生的差异尚未清楚 咱3~4暂遥我们的实验发现在

PDGF 刺激下袁PLC-酌1-/- 细胞内有钙流出现袁但大小

和出现时间均较正常低 尧晚袁提 示 PLC-酌1 是 在

PDGF 介导下细胞内游离钙动员机制中的重要因素袁
但并非唯一 袁还存在其他通道代偿遥生长因子 -

PLC-酌1-IP3 通 路 与 cGMP- cADPR-RYR 通 路 以 及

Ras 通路尧MAPK 之间的联系袁还有待进一步研究遥
3.3 缺乏 PLC-酌1 的细胞 DNA 合成时间延长袁但合

成量并不降低

关于 PLC-酌1 在增殖过程中的作用袁存在不同的

观点遥Mohammadi咱5暂和 Peters咱6暂等在 L6 成肌细胞中袁
突变 PLC-酌1 与 FGF 受体的酪氨酸磷酸化结合位点曰
Ronnstrand咱7暂等在主动脉的内皮细胞中袁突变 PDGF

上的相同位点,均发现 DNA 的合成并未减少袁而突变

自动磷酸化位点阻止了 PLC-酌1 的磷酸化以及磷酸

肌醇的出现遥这些结果表明 PLC-酌1 在增殖反应过程

中并非必需遥但是也有人认为咱8~9暂袁在肾上皮细胞和

FDC-P2 骨髓前期细胞中袁突变 PLC-酌1 与 PDGF 的

结合位点导致 DNA 合成减少遥SmithMR尧Roches 等
咱10~11暂用显微注射 PLC-酌1 抗体或 GST-SH2 融合蛋白袁
作为一种竞争抑制阻断 PLC-酌1袁可以阻碍 PDGF 诱

导 DNA 合成遥Valius咱12暂等发现袁在 PDGF 诱导的分裂

信号传递过程中袁PLC-酌1 和 IP3 激酶是必需的袁而不

需要 GAP 和 Syp曰相反袁GAP 可以抑制 PDGF 激活的

PLC-酌1遥我们使用缺失内源性 PLC-酌1 细胞株袁发现

PDGF 刺激后袁DNA 合成并未减少袁但时间延长了遥
因此认为 PLC-酌1 在增殖过程中有重要作用袁但当其

缺乏时袁原有作用可能被其他通路代替遥
PLC-酌1 在 PDGF 诱导的细胞迁移过程中并非必

需袁分析实验结果有以下几种可能院渊1冤可能反映了体

外培养细胞的信号传递途径遥很明显袁细胞株与完整

的器官组织相比对 PLC-酌1 的依赖性较小袁也许是成

纤维细胞在一些信号转导分子的基因被打靶去除后

有一定的修复袁细胞只有在 糟原躁怎灶基因同时纯合缺失

的情况下才不能生长咱13暂遥渊2冤可能是在建立细胞株的

过程中袁细胞逐渐适应了信号分子例如 PLC-酌1 的缺

失 袁而其他通道 如 Ras 通道开放进行代偿遥 渊3冤
PLC-酌1 与其同功酶 PLC-酌2 在结构功能上极为相

似遥PLC-酌2 在大鼠脾脏高水平表达袁在肺尧胸腺尧骨骼

肌和睾丸中其表达则低袁而在大脑尧肝和肾脏中只能

检测到 PLC-酌2 痕迹水平 咱14暂遥是否有可能在 PLC-酌1

被打靶去除后袁PLC-酌2 代偿性表达增强钥基于此观

点袁进一步实验可以将刚从缺失 PLC-酌1 的胚胎上取

下的细胞与相同大小的胚胎进行比较曰 在 缺 失

PLC-酌1 的细胞株上检测其他通道的表达曰或者检测

缺失 PLC-酌1 的细胞株 PLC-酌2 的表达情况遥
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