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不同周期 Sf9 细胞琉始酸脱氢酶酶活的研究
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摘要:为了研究不同周期 Sf9细胞线粒体税均酸脱氢酶酶活的差异首先使用 TdR{硝腺嗜咬核爷〉双阻断

法将 Sf9细胞闯步化于 Gl /S 剔 ， 恢复生长分别得到 S，G2/ M，Gl 期的细胞.然后利用'ITT法检测不同细胞

周期的 Sf9 细胞魏约峻脱氢酶酶活 町 发现处于 ( ;1期的细胞酶活比 S，< ; Z jM剔的细胞酶浩大 跟琼细胞成长 .

在不同的时间点采样.以 Mrl法检测藐约酸脱氢鳞鳞活.发现接种后 48 h 的 Sf9 细胞鳞话录大 .此时与其他

时刻相比的 Sf9细胞处于 GLS期所占的 比例最大

关键词 e 细胞周期 §珑均 画在脱氢酶 ; MTT 法
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1 实验部分

1. 1细胞

草地夜战制胞(Sf9 )购于中国典型培弄物保藏

MTT 法的基本原思是活细胞的线粒体琉劝

酸脱A氢酶能将染 MTT ( 四 甲基伺氧 吧坐 盐)转 变为

不溶的紫色甲脐颖拉，后者的生成量与细胞数 目

和细胞活性jE正相'Ie .周二甲亚耽(υMSO)浓解

所生成的甲脑.通过酶标仪检酬 。D j直变化 ，可间

接反映细胞生长;&增殖活性【 l-S】由于该法稳定客

观 • i.生有放射性损伤 和污染 问题 ，所 以 常被 用 来推

刑活细胞的数 目 . 了 解 药 物抑制或 ;t- 伤 肿 瘤 细胞

的能力或椎耳病毒滴庄I &-9 I

在活细胞要去量相等而细胞生长状志却不同的

情况下 OD位是否还会一样，即在细胞生长活力

不同的情况下线粒体内就始酸且呈酶的酶活是否

相同因此笔者设计了以下两个实验 1利用细胞

周期同步化方法克将 Sf-9细胞同步化 r G1 /S

剔，在恢主生长不同的时间段分别得到S、G2 /M、

( ~1 翔 的 制胞 ， 然 后使用 MTT 法制 三个周期 内 细

胞的 OD 值 2在一条细胞生长曲线上的潜伏期，

指妻生生长期，平稳剔，衰亡期分别来样， t;.( M Tl

法制 OJ)位来判断其后夺活大小同时，通过FCM

检测每个样 G1， S、 G2 /M的周期分布.以进一步

研克细胞周期对统均後盹氢酶活的部响
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1. 2 试剂及扭器

ιrace '自 培养基 、 胎 牛血清均 购 于ιI且‘0 公

司 胸腺啼哇核备为 北京欣经科生物技术有限公

司产品 Mu lt i skan MK3 酶标仪 由 实在 电仪 器有限

公司生产 HECKMA;\.l公司 EP I(刀 ALTRA IT 型

流式细胞住

1. 3细胞培弄

Sf9 细胞 以 Grace's 培 养基 ( 含体租 分较为

10 %胎牛血清 〉贴壁传代培菲 待细胞生长 良好时

转入格瓶培弄 ( 2 7 L . 80 r/min ) 接种 浓庄 为

1. 5 X I Q'个/rnL，细胞存活率> 95%

1. 4 MTI 法溃l 酶活

用体租分数为 10%胎牛血清的 Grace 's培养

波特 S19 细胞接种于 96 孔板 ， 每 :fL 100 μL， 调整

世直接种细胞数日在 1. O X I0 t ~ 1. O X I05 个/孔

之间 (例 如 5 . Q X I 04
、 3 . 5 X I 04

、 2 . 5 X I 04
、 1. 5 X

1 0勺 ， 并设将弄液 空 白 组 同 时每孔加入 30 II I

(5 mg/mL)MTT. 直 27 ·C 培弄捕振荡培弄 4 h ,

乎板离心机 2 000 c/min 离 心 1 0 mi n 后 齐上清

加 1 00 1..tL 二甲基亚耽振荡 1 0 川I n .在酶标住上

570 nm 处剧 。D位

1. 5细胞周期同步化方法

丰用胸脉'密咬核爷双阻断法阻断细胞于 ι1/

S 湖之间 (Sf9 细胞大桂需要 6 h 穿 过Gl 期. 6­

7 h跨过S 期 . 6~7 h 走过G2/M 期 )【W】 简 妥步骤

如下取处于对数生长期的 Sf9细胞加入胸腺啃

收稿 日 期 200S - 1 2 - 08

基金项目 武汉科技局重点科技公关项目 ( 2005 20020 1 1)和国家 自然种学基金( 20876 1 20 )

作者简介张佑红(1 964 - ) . 男. 湖南浏 阳人 町教校，溥士，硕士研究生导师 研究方向细胞生物学.分子生物学



第 5 期 张佑红 等 ;不同周期 Sf9 细胞琉劝酸脱氢略略活的研究 5

咬核爷 (Thymidine)至其终浓度为 2 mmol • L-1•

培荐 16 h. 1000 r/min 离 ，;:; 10 min 后 弃去培弄液 .

以 PHS液清洗细胞后加入新鲜培菲液乡音 10 h . 再

次加入胸腺嗦咬拉普至其终浓度为 2 nunol · L ' •

培养 1 6 h ， 弃 去培养液 . v). PBS 泼清洗细胞后加

入新鲜培养液恢复生长，

1. 6 流式细胞仪检叫样品的制备及试式剧试

所有样品均从栋瓶中汲取 0. 8 mL 的 制胞革

泼，离心弃上 4肯，克加入 HECKMA.:'\I 公 司 Pi试剂

盘中的 D~A PREP LPR 100 μL 于微型旋涡混合

扭上混匀 10 s . 再加入 H\lA PREP SI州11 tnL 同

样直 T微型旋涡混合仪上混匀 10 s ， 然 后 放入

1 "c冰植保存备用 上;或式前从 1 ·C冰箱 内取出样

品，边尤 37 'C放直5 mm 异 于正常Sf' 细胞大小

的物质与粘秽的细胞被排除在"门"之外每个样

品至少计数 1 X 1 0 ' 个 组胞以上 对 D\lA 直方 国

的分析采用 ModFit 软件

2 结果与讨论

2. 1 不 同 姐胞周期S(9 制胞酶活的波l 定

国 l在示出 ，，~ MT1 法检喇不 同 匍胞周期Sf9

细胞的 OD l血 Sf' 细胞经过胸腺哇哇核著双阻断

法同步化后.经流式捡副其同步化卒为 9 1. 2 % 然

后从 o h开始梓放，分别在释放后 1 h、 7 h 、15 h 从

格瓶内来样做 MT1围 l中三个翔的直战方程分

别龟，下 Gl :y=O. 0 10 3 X+ O. 017 8 . If = 0. 9985 ;

S: y = 0.008 4x I 0.026 4 . R~ = O. 993 4 ; G 2/M:

y= O. O 丁64.T十0. 0211 , f{2= 0. 992 4 . 图 1 说明 ，在

相对细胞较量相等的情况下.代在 (; 1 期直蝇的钟

学〉代在 S 期直线的份学〉代在 G2/M 期直线的

斜卒 ，这一结果在明 G1 期 的细胞酶活是最大的
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2 .2 不 同 生 长周期 Sf9 细胞酶活的制定

国 2为 Sf'细胞生长曲线 .从接种 o h 开始 ，

每隔 21 h来样进行细胞计数，取二次计委生的平均

值
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Fig. 2 The concentration of Sf9 cells in different

growth phase

罔 3 在示周 MTT 法喇 不 同 生 长周 期 Sf' 细

胞的 On位 Sf9 细胞接种 24 h 后 ( 国 剖 ， 开始 采

牛乎并以 MT1 法制 Oil l直 (此时 细胞处于对数生长

期初期) ， 以后每隔 21 h 未样做 MT1 直至细胞进

入哀亡期围 3中代表各个时期的直线万程分别

如下 24 h :y= O. 00 6 2x I 0.007 4 . R?= 0. 9982 ;

48 h :y = O. 00 9 j .T十 0. 01 2 1 . f{2= 0. 99 7 :-1 号72 h

y =0.006 3x + 0. 026 2 ,R 2= 0. 999 6 ; 96 h: y =

0 .005 5x+0. 0 13 4.R2= 0. 9 94 7 从 国 3 上 的直

线以及直线方程可知接种后 48 h 时 ，也就是细胞

处于指数生长 中翔 时的 直线斜卒最大 ， 即此时 的

细胞酶，舌是最大的.
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2. :-I Sf9 细胞周期分布的制定

自接种 21 h开始每隔 21 h 革样 ，进行流式的

样品制备及流式测试与分析具体的流式分析数

据如在 1 所示

表 1 Sf9 细胞周期分布

Table 1 Distr i hu t i (川 of Sf9 ccll cycles at cl iffc冒nit timc of

growth

ti l. G1 J期 /% S期 1 .% GU M Jil / .%

u 16.90 38. 20 44. 90

" 1R. 10 1;,.8e 3~ . 8e

" 9.8 R 32. 10 58. 02
96 11. 6e 20. 00 68. -10

从在 1 "r知 ， 在接种后 18 h 处 的 Sf9 细胞处
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在 G1和 S 期所占的 比例相对于其它时间点是最

大的

MTT 法被广泛应用到细胞生物学 、 生物 医学

寺的诸多 领域中，虽 然该法具有操作简便、快速、

准确、廉价及不使用同位章等优点 .但重立性不高

这一缺点也较为明显即在实验过程中，人为操作

或环珑因幸的稍稍改变均会对最后的结果造成较

大影响

罔此 ，为 了 得到 真 实 、 可信的 实验结采 . 笔者

多次重复本实验并且现在实验 2 . 1 中 .所有的数

据均显示 出 成均酸且氢酶酶活( 以 时期在示〉为

( ;1>5>ι21M 这一规律 而在 实验 2. 2 中 ， 接种

后 18 h 时的细胞酶治明显大于其位时间 的如胞酶

活 ， 同时，通过 FCM分析我们走现此时处于 Gl和

S 期 的细胞相对其他时间 处 于 G1 和 S 期 的 细胞

最多 ，这一观靠正好和实脸 2. 3的结论相互印证

3 i!主 i吾

实验证明 . G1期的细胞坑劝酸且氢酶酶活要

大于 S 翔的细胞酶活， s 朔 的 细 胞酶 活 又 大 于

G2/M 期 的细胞酶活 ，相应的 .位于接种后 18 h 的

细胞酶活最大， 而此时正处于指数生长期中生长

最旺盛的时期，其处 T川 、S期的细胞所占 比例相

对于其它时间处于 ι1、 S 期的 细胞为 最大闵此 ，

证明 T不同周期 Sf9 细胞与其统均酸且主酶酶活

之间存在着紧密联草 ，
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