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摘 要
:

[目的 ] 研究 5 种蛋白激酶 e ( P K e )亚 型 p K e
。 、

PK e
。 、

P K e
, 、

PK e 。
和 P KC

。

在小鼠胚胎干细胞 ( E s 细

胞 ) 株 E s
一
B A L B / 。 的表达情况

。

【方法」E s
一
B A L B / 。 细胞株用普通 E s 细胞培养液培养

,

分别种植于预置有盖玻

片的 6 孔板和直径 10 0 m m 的培养皿
,

培养 Z d 和 4 d 后分别进行 PKC 亚型免疫组织化学 和 Wes et m 印迹检测
。

【结果】免疫组化发现 P K c
。

在 E s
一
B AL B / c

细胞有广泛 的棕黄色的阳性表达
,

以细胞浆和细胞核最甚
,

而 P cK
。 、

P KC
, 、

P K c 。
和 P K C

.

4 种亚型无明显表达 ; W es et m 印迹发现 P KC
。

出现一条蛋白印迹条带
,

分子质量约为 84 ku
,

而 P cK
, 、

P
cK

, 、
P
cK

、
和 P cK

.

4 种亚型无蛋白印迹条带
。

【结论】KP c
。

在 E s 细胞阶段 即有表达
,

在将来的细胞分

化阶段可能有非常重要的作用
,

而 P K C 。 、
P K C

, 、
P KC。

和 PK C
.

4 种亚型在 E S 细胞阶段没有表达
。
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自 N i s h i z u k a 19 7 7 年发现 蛋白激酶 e ( p or t e in

ik na
s e C

,

P KC )以来
,

因其广泛参与细胞信息传递
、

分泌
、

离子通道调节
、

细胞增殖
、

分化及癌变等一系

列与生命现象相关的过程而成为生物界和医学界
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蛋 白激酶 C 亚型在小鼠胚胎干细胞中的表达研究 3 1 3

研究的重点之一
。

目前发现 PK C 家族至少有 12 种

亚型 【’ 一 3】,

各亚型显示 了不同的酶学特性及不同的

组织表达和特定的细胞 内定位
,

不同的亚型具有不

同的功能
。

胚胎干细胞 (
e m b斗 o n i c s t e m c e l l s

,

E s 细

胞 ) 为一种具有发育全能性的高度未分化细胞
,

已

在个体发育研究
、

基因功能研究以及制备转基因动

物等许多医学研究 领域 中发挥重要作用
’ 4 一 6 , 。 然

而
,

迄今为止人们没有对 E S 细胞的 P K C 亚型进行

研究
,

我们采用免疫组织化学和 W es et m 印迹两种

方法研究 E S 细胞的 5 种常见的 PK C 亚型表达
,

为

进一步研究 P K C 调控 E S 细胞 的分化奠定 了实验

基础
。

1 材料与方法

1
.

1 主要试剂
PK e

。 、
f, K e。

、
P K e

, 、 PK e 。 和 P K e
。 ,

鼠单克隆抗

体 ( B D T ar n s d u e t i o n L a b o ar to r i e s
) ;辣根过氧化物酶

标记兔抗 鼠抗体 ( B D T r a n s d u e t i o n L曲 o ar ro d e s
) : 免

疫组化二步法染 色试剂 盒 ( Im m u n o s ta i n E li v i s io n

iK t ) (福州迈新生物技术开发公司 ) ; 胎牛血清 (杭

州 四季青生物制品公司 )
、

小 鼠白血病抑 制因子

( m o u s e l e u k e m ia i n h i bi to叮 af e t o r ,

m L IF
,

G IB I C O 公

司 )
。

1
.

2 细胞培养

E S 细胞为 E S
一

B A LB / 。 细胞株第 2 0 代 vl]
,

由

中山大学北校区动物实验 中心黄冰副教授提供
。

在

细胞扩大培养时用有饲养层的条件培养基 (无 2
-

琉基乙醇和 m H F ) ;实验时 E S 细胞用常用的 ES 细

胞条件培养基培养
。

培养液含
:
高糖 D ME M 培养

基
、

非必需氨基酸
、

L
一

谷胺酞胺
,

1 0 0 m L / L 的胎牛

血清
、

1 0 0 林m o l / L 的 2
一

琉基乙醇
、
l o

6
U / L m Lxr

。

1
.

3 细胞爬片制备

E S
一

B AL B c/ 细 胞 长 满 培 养 瓶 80 % 时
,

用

D
一

Han k s
液清洗后

,

再用 2
.

5 9 / L 的胰蛋 白酶
一

EDTA 室温消化 0
.

5 m in 后
,

用毛细吸管轻柔反复

吹打
,

将细胞吹散
,

接种于预置盖玻片的 6 孔板中
,

加人 E S 细胞培养液孵箱培养 4 8 h 后取 出细胞爬

片
。

0
.

0 1 m o l / L PB S 洗 2 次
,

丙酮固定 6 0 m i n
, -

2 0 ℃保存备用
。

1
.

4 免疫组织化学检查

按免疫组化二步法染色试剂盒说明书进行
。

第

一抗体为鼠抗 P K C
。 、

P K C。
、

PK C
, 、

P K C
。
和 P K C

。 。

基

本步骤为
: 取出细胞爬片

,

加过氧化酶阻断剂 (试剂

A )
,

室温 10 m in ; BP s 洗后非免疫性动物血清 (试

剂 B )室温孵育 10 m in ; 加 1 : 600 稀释的第一抗体
,

室温孵育 6 0 m in ; PB S 洗后加辣根过氧化物酶标

记的的第二抗体 (试剂 )C
,

室温孵育 30 m ;in P B s

洗后
,

加现配的试剂 D
,

显微镜下观察 5 m in
,

自来

水冲洗
,

苏木素复染
,

脱水
、

中性树胶封固
。

实验的

对照设计如下
: 阳性对照

,

用小 鼠大脑细胞与待检

标本平行染色 ; 空白对照
,

第一抗体用 P B S 代替 ;

替代对照
,

用兔正常血清替代第一抗体
。

1
.

5 W es t e r n 印迹

将 s x l O
6 E S 细胞接种到 10 m m 直径 的培养

皿 中
,

培养 4 d 细胞刮匙将细胞收集
,

液氮冻存
。

实

验时将冰冻细胞用细胞裂解液 (0
.

l m ol / L NaC I,

0
.

0 1 m o l / L irT
s

·

H C I( p H 7
.

6 )
,

0
.

0 0 1 m o l / L E D
-

T A ( p H 8
.

0 )
,

l 协g / L A p or t i n i n 和 10 0 卜g / L 苯 甲

基磺酞氟 ) 裂解
,

作用 30 m in
,

离心 (上海安亭

G L
一

1 6 G
一

11 离心机
, ; = 2 5 e m

,

12 0 0 : / m i n
,

1 5 m i n )

后取上清
。

以考马斯亮蓝法 ( B ar d
一

fo dr )测定蛋白含

量
。

然后加人 1 5/ 体积的 s x 上样缓冲液
,

经沸水

煮沸 5 m in 处理后 以 10 0 林g / 道上样
。

参照 (分子克

隆实验指南》中的方法
`“ ’
进行 s D s 聚丙烯酞胺凝胶

电泳及 W es et m bl ot 检测
。

积层胶浓度为 4
.

5%
,

分

离胶浓 度为 10 %
。

将 电泳分离的蛋 白质转移 至

PV D F 膜上
,

在封闭后的 PV D F 膜上加人 l : 1 0 0 0

的 p K C
。 、

p KC 。 、

p K e
, 、

P K e
、
和 P K e

:

小鼠单克隆抗

体
,

4 ℃下过夜
,

在室温下与 1 : 2 0 0 辣根过氧化物

酶标记的兔抗小 鼠 Ig G 孵育 3 h
,

清洗后在 DA B 溶

液中呈色
。

阳性对照
: 用大脑溶解产物代替标本

。

每

个实验重复 3 次
。

2 结 果

2
.

1 E S
·

B A L B / e 细胞观察

E S
一

B A LB / c 细胞在有饲养层的培养基上呈集

落生长
,

呈卵圆形或结节状
,

体积大
,

边界清晰光

滑
,

散在豁附在梭形的滋养层细胞上
,

集落内细胞

排列紧密
,

边界不清 (图 1 )
。

在无饲养层时仍能保

持其高度未分化状态
,

呈小集落
、

贴壁生长
,

边缘清

晰
,

细胞排列紧密
,

细胞之间界限不清 (图 2 )
。

用胰

酶消化后细胞涂片观察见
: 细胞为圆形

,

呈链状
、

半

环状和小片状排列
,

胞质少
,

胞核大
、

略深染
。

2
.

2 免疫组织化学染色
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图 l在饲养层上生长的 E - SL B B A/ c细胞

F i g
.

E 1 S
一

BL / B Ae e cll s gr ewn o t he e fe derly a
r e

(x 0 0 2 )

K P C
。

在 E S
一

BL / B A c细胞有广泛的棕黄色的

阳性表达
,

以细胞浆和细胞核最甚
,

细胞膜也有一

定的阳性表达 (图 3 )
,

而 PK e 。 、

PK e
, 、

P K e
。
和

PK C丹 种亚型在细胞中无明显表达 (图 4 )
,

空白对

照均不着色 ; 阳性对照可见大脑细胞胞浆和细胞核

呈棕黄色着色
。

2
.

3 W
e s t e r n 印迹

PK C
。

出现一条蛋白印迹条带
,

分子质量与蛋

白质分子 质量 M a r k e r 相 比
,

约为 8 4 k u ,

PK C 。 、

P Ke
, 、

PK e
。
和 P K e

:

均未 出现蛋 白印迹条带 (图

5 )
,

而它们的阳性对照均出现分子质量不等的蛋白

杂交条带
。

90 ku
。

P K C 广泛分布于几乎所有的组织细胞的细

胞膜和细胞质中
,

有时细胞核中也有分布
。

PK C 参

与许多细胞的调控
,

其作用机理是促使蛋 白底物

发生磷酸化从而改变其活性
,

调节细胞的生命活

动 【9 , 。 PK e 可分为 3 大类
l̀ 一 ’ ] : 典型 PK e (

C l a s s i e a l

PK C s , c P K C )
,

因其依赖 C a Z ` ,

也称 C aZ
`

依赖性

P K C
,

包括 P K C
。 、

PK C 。 , 、

P K C。。
、

PK C
、 ; 新型 P KC

(
n e w P K e S , n P K e )

,

包括 P K e
。 、

P K e
。 、

P K e
。 、

P K e
。 、

P K e
; ; 非典型 P K e (

a t y p ie a一P Ke s , a P K e )
,

包括

P K c ; 、
PK c

` 、

P K c
、 ,

各亚型具有不同的组织表达和

特定的细胞 内定位
,

多种亚型可在同一组织甚至同

一细胞中存在
,

并介导不同的信号传递功能
。

我们首次用免疫组化和 W es et m 印迹两种方

法检测 P K C 亚型在 E s 细胞中的表达
,

得 出了相似

的结果
,

E S 细胞 的 PK C
。

有广泛表达
,

P K C 。 、
P K C

, 、

P K C
。
和 P K C共 种亚型均无明显表达

,

而这 4 种亚

型的蛋 白 m盯ke r 和 阳性对照均能出现正常结果
,

说明我们实验本身无技术因素失败 ; 然而 PK C 。 、

P K C
, 、

P K C
。
和 P K C

。

4 种亚型在组织细胞中均有不

同程度的表达
,

如兔视网膜有 P K e
。 、

P K e 。 和 PK e
,

3 种亚 型表 达 110
,

川 ; 人视 网膜细 胞也 有 P K C
。 、

P Ke 。 , 和 P K e
。

3 种亚型表达
“ , ’ 。

究其原因可能与

细胞分化的基因表达特点有关
「” ]。 受精卵

、

卵裂

球
、

胚胎细胞及各种类型的分化细胞都具有相同的

基因组
。

细胞分化时
,

细胞内基因并非都同时表达
,

而是不同的基因在不 同的时间点表达
。

在同一时间

内有 的基因有活性
,

有 的基因可能无活性而处于沉

默状态
。

在另一时期
,

原来有活性的基因可能继续

表现活性
,

也可能关闭
,

而原来沉默的无活性基 因

可能被激活
。

在胚胎发生过程中相继出现的新细胞

类型
,

就是有关的特定基因相继表达的结果
。

这种

在个体发育过程 中基因按照一定程序相继激活的

现象
,

被称为基 因的差异表达 ( id ffe er n it al e
xP er s -

s i o n
)或顺序表达 (

s e q u e n t i a l e x p r e s s i o n
)

。

细胞分化

的关键是细胞按一定程序发生基 因差异表达
,

开放

某些基因
,

关闭某些基因
。

鉴于 PK C
。

在细胞分化中

有非常重要 的作 用 〔̀ 4
, ` 5 〕 ,

因此我们有理 由推测
:

P K C
。

在 E S 细胞阶段即有表达
,

在将来的细胞分化

阶段可能有非常重要的作用
,

而 P K e 。 、

P K e
, 、

P K e
。

和 P K C
:

4 种亚型 由于基因的差异表达特点在 E S

阶段并不表达
,

可能是 E S 细胞分化为组织细胞之

后才获得 的
,

至于它们的时空表达特点需要进一步

的研究
。

知119794631匆19

图 5 P K C 亚型的 W e s t e r n 印迹

F i .g 5 Wes et r n b lo t o f p K C is o fo r
ms

压
n e l : PK C

。 ; 】月 n e Z : PK C , : aL
n e 3 : P K C

, ; 压
n e 4 : P K C

。; 肠
n e

5 : P K C
.

; 压
n e 6 : p o s i t i v e e o n

otr l o f P K C
。 ; M : m ar k e r

3 讨 论

PK C 是从脑组 织中分离 出来的是 一种磷脂

依赖性丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶
,

分子质量为 80
-
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fe er n t ial er g u lat i o n Of rh e e x p er
s s io n o f Na ( + ) / H ( + )

e x e h a n g e r i s o
fo

r l z l N H E 3 b y PK C
一 a

l Ph
a in C a e于2 e e

ll
s

f J ]
.

Am J hP y s sOI C el l hP y s io l
,

2 0 0 2
,

2 8 1 ( 5 )
: C 1 5 5 1

.

(编样 刘清海 )

·

简 讯
·

我校非典研究获重大成果

最近
,

我校中山大学附属第三医院传染病科李刚教授与生命科学院徐安龙教授合作撰写的论文 Por 6 l
e 。

f S p ce 司 A nt i bdo y

in s A R s 几 t ie n t。 ( s A邢 特异性抗体的变化规律 ) 将发表在 2 0 0 3 年 7 月下旬 N
e w E n

乡
a
川 如

u nr 习 。 f M
e
d i

e i n e
( (新英格兰 医学

杂志》 )上
。

该杂志是国际权威 医学杂志
,

其影响因子为 29
,

高于 cS i e二
e
和 N at u er 等国际学术杂志

。

李刚教授和 徐安龙教授通过对 20 多例非典患者不同时期系列血清标本和 or o 多例与非典患者密切接触的医务人员血清

标本进行研究
,

揭示了非典抗体的动力学变化规律
。

这一发现对非典疫苗研制
、

疾病控制
、

流行病学调查及治疗均有重要意

义
。

该成果是我校医学和生命科学跨学科合作的结果
,

充分显示了中山大学作为综合性大学的学科优势
。

(何晓钟 )
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