
行计算。关于 D-mtDNA，用我们使用的制片

方法难于观察到，它需用甲酞胺法的才能确切

观察到。据文献报道，在正常情况下，鸟类

mtDNA中的 D-mtDNA也少于2肠[31。关于

这些构象的功能意义有待进一步研究。
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为1.86, A260../A2 ”二 的比值为2.09。由此可

见，mtDNA纯化得比较纯净，可以用于电镜检
测。

（二）mtDNA的电镜观案结果

图3, B为鸽肝 mtDNA的展环结构的电

镜照片，图3, C为它的超螺旋结构的电镜照

片，图3, D亦为超螺旋结构，但呈蝴蝶形。我

们认为这些结构可能都是鸽肝mtDNA构象的

拓扑异构型。至于它们出现的比例数，没有进

[121

[131

细胞共养和BrdU对人和小鼠NOR。活性的影响

颜 永 衫
（中国科学院遗传研究所，北京）

不同种类细胞的共养可引起不同种细胞间

的代谢协同现象，即在细胞相互接触的地方进

行细胞间分子交换。它可降低姐妹染色单体互

换频率1121促进细胞 DNA合成E73、细胞代谢缺

陷互补125,261和提高细胞对药物的敏感性19,2810
核仁组织者 （NORs)是细胞rDNA进行

转录的地方，细胞银染NORs (Ag-NORs）数

可用来估计细胞18S + 28S rDNA的转录活

性till0对于每个物种来说，细胞 Ag-NORs数

和它们在染色体上的位置都是相当稳定的ttsl

细胞 Ag-NORs数或它们在染色体上位置的改

Yan Yongshan: Influence of both Coculture and BrdU

on NORs Activity of Human and Mouse Cells
本文于 1985年7月17日收到。
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变意味着细胞代谢过程或遗传性状已发生了较

大的改变。因此，探讨各种因素对 NORs活性

的影响很有必要，但至今有关的报道仍少。 已
见体细胞杂种〔2,67精子发生过程山，和细胞周

期〔137 Ag-NOR：的变化；RNA合成抑制剂[241

和某些疾病〔10]引起的Ag-NORs改变等。我们

曾首次报道 BrdU可抑制中国仓鼠细胞 NORs

活性〔2l,dC可解除BrdU对NORs活动的抑制作

用［3,281。我们还报道了BrdU抗性细胞的NORs

活性也被BrdU所抑制〔4,307。那么，是否 BrdU

也能抑制其他物种细胞的NORs活性？由于

在体细胞杂种中，某一亲本[271或2个亲本〔幻的

NORs活性会受到抑制，是否细胞共养也能对

细胞 rDNA 转录活性产生某些较大的影响

呢？

本文报道细胞共养和 BrdU对人及小鼠

NORs活性的抑制作用。

到恢复，当PG 19在含BrdU(30pg/ml）的ME M

中生长48小时后，洗去细胞表面的 BrdU，并

让细胞在无BrdU的ME M中生长50小时。加

人 BrdU后，各组细胞都在黑暗的条件下进行
培养。

3．染色体制片 见以前的报道［Ell o

（二）Ag-NOR。显色和分析
取片龄3-6天染色体制片，按已报道的方

法〔3，进行 Ag-NORs显色。每组观察53-228

个银染清晰、染色体形态良好的细胞，记录每个

细胞 Ag-NORs数和携带 Ag-NORs的染色

体数。 由于 PG 19细胞有的染色体携带4个

Ag-NORs，为了便于比较，我们仍称为人染色

体［270

材 料 与 方 法

（一）细胞的处理和染色体制片

1．细胞的选择及其特征 PG 19细胞为

小鼠细胞株，除了有1条中着丝粒(Rb12.12）和
1条近中着丝粒染色体（Rb 5.15）外，其余的染

色体（约37条）为端着丝粒染色体（图版1,6)"'.

MGc是人胃癌细胞株，细胞染色体众数为 65

条，绝大多数染色体是中着丝粒或近中着丝粒

染色体（图版1, 1)o HeLa为人宫颈癌细胞株。

上述细胞在含15％小牛血清的ME M培养基中

生长良好。

2．细胞的分组处理 （1) BrdU组和对照

组：把上述细胞各分成2组，1组加人 BrdU,

最终浓度为3-30Fzg/ml，另 1组为对照组（即

不加 BrdU)o (2）细胞共养组：先将PG 19和

MGC细胞等量混合培养，保证细胞之间能充分

接触，再按上述方法处理细胞。(3) dC加BrdU
组：为了探讨dC能否消除 BrdU对小鼠细胞

和人细胞 NOR。活性的抑制作用，我们把 dC

和 BrdU同时加人到细胞共养组，最终浓度都

是30Fzg/mlo (4）洗去BrdU组：为了探讨在洗
去 BrdU后，被抑制的小鼠NORs活性能否得

结 果

（～）BrdU对PG19, MGC和HeLa细

胞的 NOR。活性的抑制

如表1所示，若培养基中 BrdU的浓度为

3 ug /ml, BrdU并没有使MGC细胞的Ag-NORs

数和携带 Ag-NORs的染色体数减少 归 ＞

0.05)。当BrdU浓度提高到30 ug/ml时，与对

照组相比，BrdU已分别使 PG 19, MGC和

H eL。细胞的Ag-NORs数减少了66.1务,17.6肠

和30.1%，细胞携带 Ag-NORs的染色体数也

分别减少了32.6外、18.1外和24.6务。BrdU还

使细胞 A。染色体数由原来的 2.80条减少到

0.18条，即减少了93.6沁。各实验组与它们相

应的对照组的差异均极显著 （P＜0.001).
PG 19细胞先在含 BrdU培养基中生长48

小时后，再在无 BrdU 的培养基中继续生长50

小时，此时细胞 Ag-NORs数和携带Ag-NORs

的染色体数成倍地增加 （表 1)，细胞A。染色体

数也明显提高 （即由 0.17条增加到0.93条）。

显然，洗去BrdU组与BrdU处理组之间的差异

极显著 （P＜0.001).
总之，BrdU可使上述3种细胞的 Ag-

NORs数明显地减少，在洗去 BrdU后，细胞的

Ag-NORs数以及携带Ag-NORs的染色休数会

得到恢复。这表明BrdU对人和小鼠NOR、活
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表1 BrdU对PG19, MGC和He1.a细胞的NOR。活性的抑制（平均值土标准误）

细胞类型 BrdU dC 观察细 Ag-NORs/细胞 带 Ag-NORs A,染色体数／细胞

胞数 染色体数／细胞
浓度 时间 浓度 时间

(Rg/ml) （小时） (fig/ml) （小时）

PG19 0 0 0 0 68 20.78士 0.78 6.69土 0.17 2.80 

30 48 0 0 114 7.05土 0.46 4.51土 0.26 0.17 

30' 48 0 0 53 14.51土 0.39 7.77士 0.35 0.93 

30 48 30 48 60 14．10士 0.49 6.85士 0.20 0.98 

MGC 0 0 0 0 100 8.97＋ 0.21 4.69土 0.15 0 

3 48 0 0 5斗 8.72士 0.28 4.56士 0.15 0 

3〔） .18 0 0 228 7.39+ 0.29 3.84士 0.11 0 

HcLa 3： 4： 0 ： ：； 12．55士 0.35 6.98士 0.20 

0 8.77士 0.33 ｝ 5.26士 0.20 

1) PG19细胞在含 BrdU (30tig/ml）的MEM中培养48小时后，在无BrdU的MEM中继续生长 50小时。

性的抑制作用是可逆的。

（二）细胞共养对细胞NOR。活性的影响
由于 PG 19细胞染色体形态及细胞 Ag-

NO Rs的大小和在染色体上的位置都与 MGC

细胞明显不同（图版1,4, 5)，因此在混合制片

中很容易把它们区别开。从表2可看出，细胞

共养明显地减少 PG 19细胞的 Ag-NORs数

（由原来的20.78减为9.53）和携带 Ag-NORs

的染色体数（由6.69条减为4.52条），A；染色

体数也由原来的2.80条减为0.71条。 实验组

与对照组差异极显著 （P＜0.001)0

细胞共养也降低了MGC细胞的Ag-NORs

数和携带Ag-NORs的染色体数 （P＜0.001)0

共养细胞生长在含BrdU的培养基中达48

小时后，PG 19细胞的Ag-NORs数和携带Ag-

NORs染色体数（表2）与单用BrdU处理的PG 19

组（表1)相比，都有明显的减少归＜0.001),
即分别由7.05和4.51下降到4.04和2.23；但

表2 细胞共养对PG19和MGC细胞NOR。活性的影响（平均值士标准误）

·⋯！BrdU dC 观察细Ag-NORs／细胞带Ag-NORs染A；染色体数／细胞胞数 色体数／细胞
浓 度 时 间 浓度 时间

(mg/ml) （小时） (Etg/ml) （小时） 0.71 

o.17 

PG19 0 0 0 0 112 9.53+ 0.55 4.52士 0.24 0.77 

30 48 0 0 186 4.04士 0.42 2.23士 0.24 0.25 

30 斗8 30 48 68 9.10士 0.46 4.04士 0.19 

30 24 0 0 53 6．70士 0.67 3.21士 0.39 

MGC 0 0 0 0 53 8．15士 0.21 4.06土 0.10 0 

30 48 0 0 226 7.34土 0.22 3.85+ 0.11 0 

3t） 48 30 碑8 58 7.07+ 0.21 3.63土 0.11 0 

对MGC细胞来说，这种差异不显著（P<0.05)0
（三）dC对BrdU抑制细胞 NORs活性

的影响

PG 19细胞在同时含有 BrdU和dC的培养

基中，细胞Ag-NORs数以及携带 Ag-NORs
的染色体数都明显地比单用 BrdU 处理组高

（P<0.001)（表 1)，这表明 dC可有效地减经

BrdU对 PG 19细胞 NORs活性的抑制作用。

此时PG 19细胞的 Ag-NORs数、携带Ag-NO

Rs染色体数以及A；染色体数都与洗去 BrdU

组无显著差异（P＞ 0.05)，这表明dC的加人可

使PG 19细胞的 NORs活性提高到洗去 BrdU

组的水平；但对 MGC细胞来说，dC的加人并

没有明显地改变 BrdU 对其 NORs活性的柳
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制作用（P > 0.05)0

讨 论

小鼠PG 19细胞和人类 MGC细胞共养会

明显地抑制PG 19和 MGC细胞 NORs活性。

BrdU不仅对中国仓鼠细胞的NORs活性〔1]，而

且也对人类的MGC, HeLa细胞和小鼠的PG 19

细胞 NORs活性都有明显的抑制作用。 细胞

NORs活性受抑制都表现在细胞 Ag-NORs数

的明显减少和细胞携带 Ag-NOR。染色体数的

减少。 细胞共养还明显地增强了 BrdU 对

PG 19细胞NOR：活性的抑制作用，但对 BrdU

抑制 MGC细胞NOR，活性的能力没有明显的

影响。在洗去 BrdU后，PG 19细胞NORs活性

能得到恢复。不论 PG 19细胞是单独培养还是

与MGC细胞共养，dC都可明显地减轻或消除

BrdU对PG 19细胞NORs活性的抑制作用，但

对MGC细胞来说，dC的这种作用不明显，这可

能与细胞的核昔酸库大小不同有关。

细胞间的代谢协同现象能否发生，主要取

决于所采用的细胞类型，例如，有些类型细胞尽

管相互接触但也不能〔7]或很难Lls]产生代谢协同

现象。本文报道的人类MGC细胞与小鼠PG 19

细胞共养会改变细胞rDNA转录活性，同时它

们的染色体形态、Ag-NORs大小及在染色体

上的位置都不同，这可有效地减少观察中的人

为误差。因此，PG 19与MGC是进一步研究细

胞共养对rDNA转录活性的影响、rDNA转录

活性细胞间调控机制的较好实验组合。

洗去BrdU后，人和小鼠 NORs活性可以

恢复，这再次表明BrdU抑制细胞 NORs活性

很可能是一种毒性效应。dC消除 BrdU对细

胞 NORs活性的抑制作用可能是由于 dC能

通过胸苔酸合成酶转变成胸昔，从而减少细胞

DNA结合 BrdU的量〔271；或者dC本身能解除

由BrdU引起的dC“饥饿”119，的结果。

Satoth[2'，和 Zakharov[311都证明了银染法可

选择地显示出与新转录的rRNA密切结合的核

仁蛋白（酸性蛋白），其中包括C2；蛋白〔1610荧

光免疫标记证明，C23蛋白定位在中期染色体

NORs[201。 由于q，蛋白的磷酸化水平与核仁

rRNA合成活性密切相关［[15,211，所以这酸性蛋
白的磷酸化很可能起了rRNA基因转录的调控

作用［22,2310 是否 BrdU会妨碍C23蛋白的磷酸

化或者BrdU使银染核仁蛋白基因不能表达或

部分表达，从而引起 NORs不能附随这类蛋白

质的结果，还有待深入研究。
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颇永衫：细胞共养和BrdU对人和小队NOR：活性的影响 圈版1

不同种细胞的 AS-NORs分布

1·MGC（加 Brdu); 2. HeLa;3. HeLa（加 BrdU); 4. MGC; 5. PC 19;‘．PG19（与 MGC共养）；
7. PG19（与 MGC共养，加BrdU)


