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摘 要

采用胰蛋 白酶消化 法离解家兔争丸细 胞
,

研 充赖氏细胞在体外短期培养 条

件下的内分泌学特性
。

结果表明
,

L H / H C G 能够特异性地促进赖 氏细 胞 分 泌

肇酮 ( T )
,

而 肾上腺素 ( E ) 却显著地拮抗 L H / H C G所致的赖 氏细 胞 T 生成 作

用
,

L R H 时赖氏细袍 T分泌似 无 直接作用
,

茶减能够有获 地提 高赖 氏 细 胞 对

L H反应的灵敏度
。

关键词 促黄体素 ( L H ) ; ’

肾上腺素 ( E ) ; 家兔 ; 赖氏细胞 ;
年酮 ( T )

雄性学研究指出
, L H可以刺激其靶细胞— 赖氏细 饱厂且

:

肇酮 ( T )
,

然而
,

近

来相继有儿茶酚胺对 L H 靶细月刨乍用的实脸报道
, C o

ok
e e :

`

1
. 仁` 一 “ 〕研究 揭 示

,

在 某

种条件下
, ’

肾上腺素 ( E ) 或许能够象 L H 那祥刺激 赖 氏 细 胞 的 T 分泌
。

D u f au
。 t

a1
。 〔 4 一 ` ’ 直接用放射免疫分析法 ( RJ A ) 和 L H / H C G 细胞生物学 IR A 方法测定 同一

血样时
,

后者的测定值 总要比前者高一些
。

因 勺 L H 细胞生物学测定法是根据 L H 特异

性地刺激赖氏细胞产生 T 的曲线关系而建立的
,

因此
,

如果 C o
ok

。 。 t al
.

的上述 研究

结果在常规条件下也能成立
,

那么
,

D u f au
e t a l

.

用两种测定方法对同一血样进行测定

时
,

其所得测值的差异就可能 与血液中 E 的存在有关
。

假设在短期原代细胞培养 中
, E

不能刺激赖氏细胞使 T 的分泌显著增加
,

否贝11
,

L H 细胞生物学测值高于直 接 R I A 测

值的现象就可能是由于 E 的作用所引起
,

就意味着 L H 细 !}包生物学方法特异性的否定
。

目前
,

国内尚未见到有关报道
。

本实验 旨在研究赖氏细胞对 L H
, E 反应的内分泌学特

性
,

试图为建立高灵敏度的 L H / H C G 细胞生物学方法提供一些基本资料
。

材料和方法

1
,

主要试剂 L H ( L P一 53卜 2 )
:

美国 B u r n : 一 B i o t e e ; H C G ( 8 40 12 9 2 )
:

武汉

生物试剂厂 , 盐酸肾上腺素 ( 3 3 0 5 0 5 )
:

上海第十制药厂
、 L R H ( 8 4 0 2 2 2 ) 、

上海生物
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。
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,
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化学制药厂 ; 胰蛋白酶 ( 名10 3 2 5 ) :
活力 1 : 2 5 0 ,

新疆伊犁地区肉联厂生物制 药 厂
,

聚蔗搪 4 0 0 ( 82 02 2 5 )
:

上海化学试剂厂 p h a r m a C i a 进口 分装
;
牛血清白蛋 白 ( 8 4一 0 7

一 2 0 )
:

上海化学试厂分装厂 S
e r v a

进 口分装 ; M z 9 9 培养粉 ( 5 9 0 9N S )
:

日本 N i s s u i

eS i y ak u ; 茶碱 ( 8 2 0 2 0 6 ) 一上海试剂二厂
。

肇酮抗体及肇酮标准品购于上海 内分 泌 研

究所
,

肇酮标记品购于上海原子能研究所
。

2
。

实验动物 成年雄性家兔
,

无生殖系统疾患
,

性活动正常
,

使用前进行五天以

上的饲养观察
。

3
.

细胞制备 击昏家兔
,

立即摘除两侧肇丸 置于 4 ℃的 D 一 H an ks 掖 中
,

于无

菌条件下清洗血污并除去附皋及囊膜
,

然后进行剪碎一。 组织洗涤一
“ 卜酶消化一~ 扣细胞

洗涤
一

过滤 一细胞计数
,

最后用 M ” 9 培养液 调 整 细 胞 浓 度
,

台 兰 ( rT yP an -

lb u e
) 染色后镜检

,

要求活细胞率大于 95 %
,

备用
。

4
.

细胞纯化 细 胞 纯 化采用聚蔗糖 4 00 密 度 梯 度 离 心 法
,

结合 丁a sn z
en

〔 , ’ 和

C o n n 仁已 ’
报道的方法进行 ( 见细胞纯化流程图 )

,

便可获得纯度大约为60 %的赖氏细 胞

制剂
。

l x 1 0 日

个细胞 / m l

细 胞 悬 液

与等体积 2 6 %聚蔗
糖一 O

。

4 % 白蛋 白

一 K R B G P 玉1 6
.

5

混合均匀 一
一一 )

5 一 1 0℃
, 1 5 0 0 9

离心 10 分钟

工
而杨再篡属

一

{ 「
-

公兀』万; ;蔽
一一

…
俪

石瘾面息下事-

1 { 泛王乙 慈田 L 人
’

1 以 u 乙 } {

6%葡聚糖一 0
.

9% }— - 一卜
1 1—

-
.
争 ! 于 M 19 9 培养液

丫
。
。 , 。* , 。 」 } 离 心 2 分 钟 } { * : 二、 、 田

,

`

一` l `廿推甲 ! } { { 甲
’ “ `

从
,
侧 ” J

一

细胞纯化流程图

5
.

试剂配制 M 19 9 培养液配成后
,

再加入青霉素 G 钾和硫酸链霉素
,

使其最终

浓度分别为每毫升 1 00 国际单位和每毫升 1 00 微克
。

消化液 由。
.

25 %的胰蛋 白酶和 0
.

02 %的 E D T A 溶液按 2 : 1体积混合而成
。

各种

激素均以 H an ks 液稀释
。

6
.

细胞培养 培养时先将细胞悬液混匀计数
,

调整细胞浓度 于 1
.

0 又 10
6

一 2
.

O x

10
`

个细胞 / m l
,

再无菌分装到培养瓶中 ( 每瓶 1 m l )
,

预孵一小时后等量加入不 同激

素浓度的培养液
,

然后于 37 ℃水浴中振荡培养
,

培养时间除注明外均为三小时
,

最后经

沸水浴 15 分钟终止反应
,

保存于 一 20 ℃冰箱中待测
。

7
.

肇酮测定 辜酮以 R工A 方法进行测定
,

提取率大于 9 6
。

8 4 %
,

回 收 率 大 于

87
.

20 %
,

水空 白值小于 5
.

14P g /营
, 丫值小于

一 0
.

9 9 1 6 ,

批 内及批间变异分别为 5
.

21 写

和 14
.

2 2 %
。
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结 果
声\I \

司到|州|||州||拧

丰丁了`一 :

一
-

一
,

-

一`一` -一一一
~ ` ~ ~ ` 曰 ~ 侧

一
一 J 一

( 一 ) 赖氏细胞的 T 分泌量随着

L H 剂量的增加而增加

从图 1 可以看出
,

在培养液中加

入或不加入茶碱的两条曲线 只 是 对

L H反应的灵敏度不 同
,

而其变化趋

势是相似的
,

在曲线的中段
,

赖 氏细

胞的 T 分泌与 L H几乎呈线性关系
。

在本实验条件下
,

T 分泌达峰值时
,

有茶碱组和无茶碱组
,

需要的 L H 相

应量分别为。
.

78 “ g / m l和 1
.

匕6拼g / m lo

币 ( 二 ) E和 L R H 不能直接刺激棘

氏细胞分泌 T

图 1 不同剂蛋 L H刺激下塞酮 ( T ) 的分泌最

—
表示加 10 m M ol 茶 碱组 : … … 表示未 加茶碱组 ,横坐标为 L H浓

度的 自然对数值 , 曲线上竖短线表示 该点的标准差 ; 每点重复五次
。

二姜仇
。)卜

图 2 表明在本实验条件下
,

赖氏细

胞在 L H 和 H C G 作用下
,

T 分泌量迅

速增加
,

而对 E 和 L R H 却 无 明 显 反

应
。

因此它支持赖氏细胞在短期培 养条

件下对激素反应的特异性
。

( 三 ) E可以抑制 L H
、

H C G 对赖

氏细胞 T分泌的促进作用

从图 2 和图 3 可以看 出
,

单 独 的

L H 或 H C G 能极显著地引起 T 分泌的

增加
,

而加入不 同浓度的 E 之后
, L H

或H C G 促赖氏细胞 T 分 泌作用就 极显

著地被削弱
,

其中 E 对 L H 促 T 生成效

应的拮抗作用在不 同浓度组间无显著差

异
,

而 E 对 H C G 促 T 生成效应的拮抗

作用
,

则有随 E 浓度增大而减小 的明显

趋势 ( 见表 l , 2 )
。

只 : : 刃盖 L H

匕仁二二
_ _

_
H C G 三

图 2 不同激素对赖氏细胞 T分泌的影晌

柱顶端横线表示标准差 I 每 点重复三 次 . 人表示

与对照组比 较差异极显著 ( P < 。
.

01 )
.

( 四 ) 茶碱能增强 L H对赖氏细胞 T分泌的刺激作用

在细胞培养液中加入 10 m M ol 的茶碱能使 L H一 T 曲线明显地左移 ( 图 1 )
,

它表

明加入茶碱后能够有效地提高赖氏细胞对 L H反应的灵敏度
。

在图 4 中
,

茶碱一 T 曲线呈



7 2西北农业大学学报 15卷

抛物线状
,

说明在 T 分泌达到峰值之前
,

茶碱浓度的增大与赖氏细胞对 L H 的反应性呈

正比关系
,

而超过峰值后则表现出一种高浓度毒性现象
,

使正比关系转变为反 比关系
。

利用多项式回归进行曲线拟合可得

T = 2
。

1 1 9 + 4
.

9 0 7 X 一 0
.

4 8 1 X
Z + 0

.

0 12 X 3

d T

d X

d T

d X

= 4
.

9 0 7 一 O
。

g 6 2 X + 0
。

0 3 6 X

令

解得 X
; 二 6

.

8 6’ X
, 二 1 9

。

8 6

X
:

与实际情况不符
,

故舍去
,

因此
,

茶碱的最适浓度应为6
.

86 m M ol
。

H C G
「一一一一 - 一一一 - 一门

H一.óù

J
se
.

, ee

lIC3a二姜p)卜

了
.

5̀夺3又,

0 0
.

1 一 1
.

0 0 0
.

一
卜 O E : 书 ,加口

图 3 E对 L H
、

H C G刺激赖氏细胞 T分泌作用的影响

L H ( 1拼g / m l) 和 H C G ( 。
.

0l l U / m l ) 组中各有四个不同的 E浓度处理组
。

重复三次
。

L H ` 3 召 , 而 l )

佰141110

二资曹)卜

86

4 f
2

{
_

J _ J

一` - - - - - - - -

一
“ ; 寸 , .

0 2 4 6 8 10 11 14 16 1吕 2 0 2 1

茶碱
` , 州。一。 。

图 4 茶碱对 L H促赖氏细胞 T分泌作用的影晌

曲线上竖短线表示该点的标准差
,

重复三次
。
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表 1不同处理组 T的方差分析表

变异来源
平 方 和 {自 由 度 {均 方 F值

L H H G CL H H G CL H H CGL H H CG

18
。

9 12 42
。

3 5 16
。

06 4 4 1
.

02 5 }4 1
.

5 4 7奋 辛 2 5
。

18 4二

由一

l
一

|
一

…
一

!

处理间

处理内

总 和

3
。

8 2 74
。

8 9 9 0
。

4 1 10
。

62 5

2 1
。

8 4 04 7
。

153

表示极显著 P ( <0
.

0 1)
。

表 2不同处理组 T平均值比较表
.

鲁烈居八班若斗爪岁匹 {
2

·

3 2 7”

5
.

0 78

{
5

·

8 83

!
。

·

3 96

1
2

·

2 0 0二 …
”

·

2 7`

1
,

·

“ `

{ {
4

·

` 0 4

)
4

·

4 7 2

)
”

·

` 2 2

{
”

·

7 8 9

… } { …
4

.

6 82

!
3

.

6 8 3

4 {
`

{
.

1
.

1 {
表示显著 ( P ( 0

.

0 5 )
, 一 表示极显著 ( P < 0

,

0 1 )
。

( 五 ) 赖氏细胞对 L H反应的时间特性

将培养中的赖氏细胞作为一个系统来考察
,

加入的 L H和赖氏细胞分泌的 T 则分别

作为系统的输入和输 出
。

尸H,通矛一加oBI
. . .. .

. 门
.

. . . . .
.̀

. 户 - . .口口
,
目, . . . . 月 . , . . 闷 . . . 口

助和
盆老.̀

,

卜

`

戈仗六六六六六烈六尸
。

图与 T生成盆与恒定 L H作用下细胞培养时间的关系
”
一详加入量

,

一
T的分泌量 , t

.

为细胞培养的时间 ; t
。

~ 5 x2
。 一 ` 分钟 ( n

司
,

2
,

一
,

, )
, 重复三次

.
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已知输入函数为阶跃函数

n g/ ml

n g/ ml

t ) 0

根据结果对输出量 T 进行曲线拟合处理可得

T =
13 1

。

8 1

1+ 26 9
。

9 7e 一 “ . 7’ “ ( n
=

t <0

2, … … ,
9 )

0009自

了
尹、 l、

一一HL

Y = 一 0
。

9 9 6 5 ( P < 0
.

0 1 )

由上可知
,

在输入 L H 的作用下
,

随着时间的推移
,

输出 T 经历了一个缓慢— 急

骤—
再缓慢的变化过程

,

最后逐渐向最大值 13 1
.

81 n g / m l 逼近
。

当 t 二 3 20 分钟时
,

T 分泌量达到半最大值
,

该点还是曲线的拐点
。

讨 论

酶分散细胞体外培养法是研究细胞 内分泌学特性的有效方法
,

本实验操作中未观察

到胰蛋 白酶使细胞丧失对激素产生反应的现象
,

说明细胞表面受体功能正常
。

在进行赖

氏细胞纯化时还观察到
,

虽然纯化后的赖氏细胞基础 T 分泌和经 L H刺激后的 T 分泌均

有明显的提高
,

但是
,

它们在纯化前后对不同剂量 L H 的反应差异仍然未改变
,

从而提

示混入其它类型的细胞并不影响赖 氏细胞的内 分 泌 学 特 性
。

这 一 点 与 Jan s z
en

e t

al
. 『卜

9 , 的报道相似
。

实验结果表明
,

在体外三小时的原代细胞培养中
, E 不能刺激赖 氏细胞 T 分泌的显

著增加
。

本结果符合本文开始的假设
,

说明 L H细胞生物学 R工A 方法测值 高 于 直 接

RI A 方法的现象不是 由血中 E 所引起的
,

可能是血中类 L H 活性物的影 响
。

此 外
,

E

对 L H / H C G 的促 T 生成效应具有拮抗作用
,

并且这种拮抗作 用在 L H 和 H C G 间尚

有不同
,

原 因不 明
。

据报道酪氨酸亦有此作用
〔 ` 。 ’ ,

但酪氨酸是否要转变 E 才能发挥作

用
,

以及 E 究竟在什么条件下才能对 L H 的靶细胞起作用
,

还有待于深入研究
。

从实验中还可以看出
,

适量的茶碱能够提高 L H 对赖氏细胞 T 分泌的刺激作 用
。

茶

碱是磷酸二醋酶的抑制剂
,

加入茶碱就意味着提高了细胞内 C A M P 的浓度
,

这间接 地

说明了 C A M P 在 L H 对靶细胞作用过程 中至少是其介导物之一
。

虽然在本实验中 L R H 对赖氏细脸 T 分泌没有直接作用
,

但是将它作为结论时还需

慎重
,

因为 L R H 对赖氏细胞的作用是因动物种类及细胞培养条件不 同而异的
『“ ’ 。

国内有关 L H 的细胞生物学测定方法的报道较少
,

从本实验所得 L H一 T 曲线可以

清楚地看出
,

在本实验条件下
,

只需用已知量 L H 标准品作一条 L H一 T 标准曲线
,

就

可能建立一种高灵敏度的 L H 细胞生物学测定方法
。

众所周知
,

RI A 方法测 定的 是 免

疫学活性
,

而且 由于其标准抗原要求
、

抗体制备及放射性防护等问题
,

使其应用的广泛

性受到了限制
。

建立 L H / H C G 细胞生物学测定方法
,

不仅测值可以代表 L H 的生物学

活性
,

而且由于赖氏细胞对 L H 的生物学
“
放大

”
作用

,

还可以提高其灵敏度
。

因此
,

此项测定技术对于生殖生理学和动物繁殖学的研究是一种切实可行的留防法
。
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从系统的观点考察赖氏细胞 内分泌学的动态特性可以 音出
,

虽然输入 L H 浓度的变

化是阶跃形式的
,

但是
,

输出的 T 分泌量却呈 S 型
,

这 说明该系统具
一

矛质性和滞后 性
。

然而阐明系统的频率响应还需要更精确的实验研究
。
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