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骨骼肌
、

心肌细胞核的制备

扑象千 石 成德 王仁鹏带 董燕麟 (生化教研室 )

真核细胞遗传信息贮存在细胞核中
,

欲

研究基因调控机理
,

首先必须分 离 出 纯 度

好
、

产率高的细胞核
。

由于肌肉组织内肌纤

维之间连接比较牢固
,

过度匀浆
,

常同时破

坏细胞核
,

加之细胞核不稳定 (1 ’ ,

要从 中制

得理想的细胞核是较困难的
。

我们实验室由

于研究大鼠骨骼肌和心肌细胞核体外转录活

性的需要
,

改进了 K ue hl `2 ’ 制备骨骼肌细胞

核的方法
,

采用内切式组织匀浆器和玻璃匀

浆器两步匀浆法
,

结果发现制得的细胞核不

仅产率高
,

纯度好
,

而且通过光镜
、

电镜和

酶学方法检查
,

形态完整
、

功能正常
。

材 料 和 方 法

冰醋酸 (3 , 1) 固定液固定 30 m i n
,

制片后用 G ie m sa

氏液染色
,

结果见图 2
、

4
。
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材朴

体重15 。一 2 0 0 9大鼠
,

实验前饥饿 1h6
,

断头放

血砰材
·

心肌去心内
、

外膜得心肌层
,

而骨骼肌除

去肌肉外面的结缔组织成份
。

四种核普三磷酸盐
,

上海东风试 剂 厂 产 品
。
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,
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,
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产品
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L K B z Z i 7 型液体闪

烁计数器
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一
1 00 型紫外分光光度计

。
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一
1

型内切式组织匀浆器
。

日本 H
一

30 。型电镜
。

二
、
细胞核的制备

参照 K ue hl 方法
,

改进匀浆方法
。

所用试剂
:

人液 (0
.

2 5m o l/ L 蔗糖
、

1 %小牛血清
、

s m m ol / L

M g C ]: ) , B液 ( o
.

2 5m o l / L蔗糖
、

0
.

5% T r i t o n

X
·

100
、
l m m o l /L M g C ]: ) , C 液 ( 2

.

3m o l / L

蔗楷
、

i %小牛血清
、

s m m o l / L M g C 1 2 ) , D 液

( 2
. ` m O’ l /L蔗搪

、
1%小牛血清

、
s m二 0 1/ L M g C I三)

。

具体过程见图 1 。
全部操作均在 。 ℃一 ` ℃进行

。

三
、
细胞核光镜观察

已制备的骨骼肌及心肌细胞核悬液
,

用甲醇
、

, 合 并 , 一—令
过滤 ( 2 0 0目双尼龙布 )

十
离心 ( 5 0 0

幸
沉淀 (以适量 B

x g 乙, )

液洗一次 )

幸
悬浮于 1 5m l C液 (下垫 s m 1D液 )

令
超离心

令
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图 1 骨骼肌
、

心肌细胞 核 的制备

四
、

细胞核 电镜检查

细胞核先用戊二醛
、

饿酸二重固定
,

经丙酮系

列脱水和 61 8 环氧树脂包埋
,

用 L K B
一

V 型切片机

作超薄切片
,

以醋酸铀柠檬酸铅双重染色
,

在日立

H
一

30 0型电镜下观察
,

结果见图 3
、

5
。

五
、

肌 匀装和细胞核 D N A 含量 测定

基本参照K ue hl 方法
` 3 ’

进行
。

样品用 10 %三氯

醋酸沉淀 D N A
,
5% 三氯醋酸洗一次

,

在 5 % 三氯
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醋酸中加热 90 ℃水解 15 m i n
,

离心得上清
,

用二苯

胺反应显色
,

测定 6。。 n m 波长光吸收
,

由标准曲线

读出D N A含量
。

六
、

细胞核 转录活性的浏 定

参照M a r z l n f f等 “ ’

法进行
。

在 2 0 0协l总反应体

系中含细胞核悬液 50 闪
,

各组份的最终浓 度 为 25

。 m o l / L p H s
.

o T r i s
一

H C I 缓冲液 , Z s m m o l / L

a 一

琉基乙醇 , 。 .

05 m m ol / L E D T A , 人 T P
、

G T P
、

C T P均为 l m m o l / L
; U T P为 0

.

2 m m o l / L , 〔 3 H〕
-

U T P为 2协C i
。

反应体系于 3 0℃保温 3 o m i n
,

加 2 m l

冰冷 10 纬T C A一 20 m m ol / L 焦磷酸钠液终止反应
,

并沉淀生成 R N A
。

于玻璃纤维滤膜上相继用 10 肠

T C人
.

5 % T C A 和 75 % 乙醇各冲洗三次
,

滤膜置

80 ℃烘干 30 m i n
,

于二甲苯闪烁 液中计数
。

表 2 心肌细胞核纯化不 同步骤

D N A 含量和产率

纯化步骤
D N A 含量 (m g )

( 4 9 心肌 )
细胞核产率

( % )

2
。
5 8

1
.

3 5

0
。
6 5

0
。
4 3

1 0 0

5 2
。

4

5 2
。
3

1 6
,

8

液浆核核匀滤纯粗

三次制备的平均值

结 果 和 讨 论

利用本法制备了大鼠骨骼肌细胞纯核
,

表 l 为纯化过程中不同步骤的 D N A 含量与

细胞核产率
。

从肌肉匀 浆 中 D N A 含量 为

1 0 0%计算
,

本法得纯核为 2 3
.

6% ( n 二 3 )
。

E d e l m a n
等法的产率为 0

.

6%
,

K o e h l 法报

告产率为 9
.

3%
,

本法的产率明显高于前两

种方法的结果
。

表 2 为大鼠心肌细胞核制备

中各步 D N A 含量与细胞核产率
。

用本法得

纯核为心肌匀浆的 1 6
.

8%
。

表 1 骨骼肌细胞核纯化不 同步骤

D N A含量和产率

纯化步骤
DN A含量 (m g )

( 4 9 骨骼肌 )
细胞核产率

( % )

né八U00丹UlóJn乙,上n七nJO“八U倪口勺自

…
,上nUn甘

O
。
2 5 2 3

。
6

浆液核核匀滤粗纯

三次制备的平均值

从表 1
、

2 可以看出
,

D N A 丢失最多

的是发生在过滤步骤
,

丢失 D N A总量的 50 %

左右
。

而K u e hl 在纯 化骨骼肌细胞核时此步

丢失 D N A 为76 %
,

本法 为 50 %
,

这是提高

细胞核产率最关键的一步
。

这主要取决于匀

浆方式
、

程度和条件
。

剪碎肌组织直接使用

玻璃匀浆器
,

一般细胞核分离介质进行匀浆
,

肌纤维不易破碎
,

细胞核不能充分释放
,

产

率很低
。

为此
,

往往必须延长匀浆时间或加

大匀浆器转速
,

但这样又常常伴随有大量细

胞核的损伤和破坏
,

不仅不能提高细胞核的

产率
,

而又直接影响细胞核的纯度 侈 ’ 。

本法一方面采用K ue hl 法的优点
,

在分

离介质中加入 0
.

5% T r iot
n X

一 1 00 和 1%小牛

血清有利于细胞核的释放及增强细胞核的稳

定性
。

另一方面
,

改进了匀浆方式
,

采用 内

切式组织匀浆器和玻璃匀浆器两步匀浆法
,

前者能促使不易破碎的肌组织迅速切碎成小

段肌细胞碎片
,

不易损坏细胞核
,

后者只要

在温和的条件下就能使足够量的细胞核从切

碎的肌纤维 中释放
。

这一改进既克服了玻璃

匀浆器匀浆不易操作的困难
,

又避免了过度

剧 烈匀浆条件而损伤和破坏细胞核
。

实验结

果表明
,

这样做不仅提高了产率
,

而且制得

的骨骼肌和心肌细胞核形态完整
,

纯净度也

较好 ( 图 2
、

3
、

4
、

5 )
。
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图 2 骨骼肌细胞核 x 6 6
骨骼肌细 胞核 、 5 0 0 0

(俞头指 向是核膜 )

砚侧月3一粼群粉图

图 4 心肌细胞核 义 6台 图 5 心 月几细月包手亥又 5 0 0 0

(箭 头指向是 核膜 )

表 3 骨骼肌和心 肌细胞核

体外转录活 性

aH
一

U T P掺入 ( e P m /m g D N A )

聚 合酶起到明显的激活作用
,

提示细胞核功

能良好
,

基本满足研究工作的需要
。
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为进一步观察制得的细胞核的生物学功

能
,

我们将骨骼肌和心肌细胞核同时进行体

外转录
。

从表 3 结果表明
,

制得的两种细胞

核均能使〔
。
H 〕

一
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,
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