
第 �� 卷
�� �� 年

水 生 生 物 学 报
� � �  ! ∀ # ∃ % &∋% ( % � ��� ��� ���

� � �
�

��
,

� � �  ,

� �
�

�

�� ��

鱼类 � � � � � 缺陷型细胞的诱变和筛选
’

甘新生 陆仁后
�中国科学 院水生生物研究所

,

武汉 们� � � ��

提 要

草鱼卵巢细胞 � � � 经乙基甲磺酸 ��� � 诱变
,

稳定表达 � 代以后
,

采取逐步提高培养基

中 �一琉基嚓吟 ��一� �� 的方法
,

获得对 �一� � 稳定抗性的细胞
,

暂定名 �� � 一�
。

本文比较了 � � � 细胞及 �� � 一 � 细胞在含 �一� � ��� 拜� � � �� 和不含 �一� � 的培养基中

生长曲线的特点
,

并对上述两种细胞的染色体数目和葡萄糖一�一磷酸脱氢酶电泳图谱进行了比

较分析
。

最后对两种细胞在 � � � 培养基中的生长特点进行了平行对照实验
,

根据实验结果
,

可以判定 �� � 一 � 细胞为草鱼 � � �� � 缺陷型细胞
。

本文还讨论了进一步研究草鱼 � � ��  缺陷型细胞的途径及草鱼 � � ��  缺陷型细胞

在鱼类细胞遗传学上的应用前景
。

关键词 鱼类
、

诱变和筛选
、

�一琉基嗓吟
、

� � ��  缺陷型细胞

� � �� � �次黄嘿吟鸟嗓吟磷酸核糖转移酶 �是核酸代谢的补救途径中的一个嗓吟补

救途径酶
,

可为核昔酸的合成提供一条应急通路【
’�

。

对 嗓吟类似物 �一琉基嚓吟 ��一� ��
、

�一琉基鸟嚷吟 ��一� � �以及 �一氮杂鸟嗓吟

�� 一� �� 抗性的细胞一般都涉及到 � � �� � 的缺失�� 
。

由于上述嗦吟类似物在缺乏此酶

的细胞中不被利用合成毒性核昔酸
,

因而能够成活
,

而正常的含有 � � ��  的细胞
,

由
一

�
二

合成了毒性核昔酸而死亡
。

� � 年代末
,

� � �� � ��� �和 �� ��� 率先用 �一� � 筛选了人类抗性细胞�
, �� � ����� � � �� 利用

上述原理发展了一种分离 � � �� � 缺陷型细胞的通用方法�� 
。

以哺乳类动物细胞为材料
,

用自发和诱变方法获得 � � ��  缺陷型细胞的有关报道

很多�� 一”】
。

本文试图用哺乳类 � � ��  缺陷型细胞的诱变和筛选方法
,

对鱼类 � � ��  

缺陷型细胞的诱变和筛选做一些尝试
。

期望通过上述研究
,

得到鱼类 � � ��  缺陷型细

胞
,

并将其作为以后进行鱼类遗传学研究的材料
。

� 材料与方法

� � 细胞培养

草鱼卵巢细胞 � � � 由本所陈燕桑建立 �未发表 �
,

本室体细胞遗传学研究组转赠
。

�

淡水生态与生物技术国家重点实验室课题的部分工作
�

�� � � 年 � 月 � 日收到
。



�� � 水 生
’
扛 物 学 报 �� 卷

工作培养基为含 �� � 小牛血清的 � �一 ���
,

其中无枝原体小牛血清购自杭州四季青生物

工 程材料研究所
,

使用前 在 �� ℃ 水浴箱中处理 �� �灭 活 �
,

未 经透析 � � � 一��� 为美国

� �� � � 实验室产品 �� ��� �
� �� � � �� � �� �

,

�� �
�

� � 培养温度为 � � ��
,

�� 为 �
�

� 至 �
�

� � 细胞

消化液为 � � �含 �
�

�� �胰蛋白酶和 �
�

�� � � � � � 缺钙镁离子的磷酸缓冲液 �� � �
。

� � 生化药品

�一琉基缥吟 ��一� � ��  ��� �� ��� �
,

简写为 �一� ��为 ��� � � 公司产品
,

用 �
�

�� � � �� � �

配成 �
�

�� � � � �的溶液
,

过滤除菌
,

一�� ℃保存
。

次黄嗓吟 ����
� � � � �� �� � �及胸腺嚓咙核昔 ��� �� �� �� � �分别是 � �� � � 和 � ��� 

� 公司产

品
,

双蒸水配成浓度为 �
�

� �� � � � �和 仪�� � � � � �的 � � 母液
,

过滤除菌
,

一�� ℃保存
。

氨基喋吟 �� � ��
� � �� ��� �为 ��� � � 公司产品

,

双蒸水配成 �
�

� � 火 � �
一�� � � � �的 � 母

液
,

过滤除菌
,

一�� ℃保存
。

乙基甲磺酸 �� ����� � �� � �  !∀ ��� � � ��
,

简称 � � � �为 � �� � �
公司产品

,

用 �� � 配成

��
�

�� � � � �的母液
,

过滤除菌
,

� ℃保存
。

� � 抗性细胞的诱变与筛选

对数生 长期 的 � � � 细胞经 � � 消化
,

用含 ��� 拜� � � � 乙
。

基 甲磺酸 �� � �� 的

� � 一 ��� 培养基将细 胞分散成 �
�

� � �� ���   ! � � �的细胞悬液
,

接种 于培养瓶中
,

每瓶

�
�

�� �
,

于 �� ℃ 培养 �� �
,

细胞长成单层
。

再 以 � � 消化
、

传代 � 并用普通培养基 �不含
�� � 传代 � 次

,

使其突变得到稳定表达【
’� �

。

经诱变处理的细胞用 � � 消化后
,

制成 �
�

� � ��� �� �
� � � �的细胞悬液

,

吸人培养瓶
,

加人 6一琉基嚓吟 (6一M P) 溶液
,

使其在培养瓶中的最终浓度为 4拜g / m l
,

按上述同样步

骤传代 3 次
,

再将培养基中 6一M P 的浓度提高到 8拜g / m l
,

传代 4 次;转人普通培养基

(不含 6一M P) 中培养
,

并传代 2 次
,

然后将培养基中 6一M P 的浓度提高到 20户g / m l
,

传

代 5 次
,

又在普通 培养基 (不含 6一M P) 中传代 3 次
,

培养基 中 6一M P 的浓度提高到

40 雌 / m l
,

传代 3 次;最终将培养基 中 6一M P 的浓度提高到 100 拜g / m l
,

传代 1次
,

转人

含 30拜g / m l 6一M P 的培养基中传代培养
。

筛选过程如图 l所示
:

G CG 细胞用 E M S 诱

变后稳定表达 3 代

含含 6 一 M p ( 4 尸g
/m

l)))

的的培养基
‘

1

,

传代 3次次

含 6 一 M P ( 8 召g /n
1】)

的培养基中传代 4次

普通培养基 (不含

6 一 M P ) 中传代2 次

一
卜

一
卜

含 6 一 M P (2 0 召g
/m
l )

的培养基中传代 5 次

普通培养基 (不含

6一 M P ) 中传代 3 次

含含 6 一 M P (4 0 召g
/m

l)))

的的培养基中传代 3 次次

含含 6 一 M P ( 1 0 0 一
上
g加I)))

的的培养基中传代 l次次

含 6 一 M P ( 3 0 召g
/m
l )

的培养基传代
获获得 F M R 一 1 细胞胞

图 1 F M R 一 ! 细 饱的筛选程序

F lg
.
l P roeed ures o f Selectin g F M R 一 l e e l ls

.4 G C G 细胞在含 6一M P (2 0尽g / m l) 与不含 6一M P 的培养基中生长曲线的比较
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将 G c G 细胞用 E T 消化
,

用培养基将其制成 2
.
8 x 105 ce lls / m l的细胞悬液

,

分别在

加 6一M P (2 0 拜g / m l) 的培养基和不含 6一M P 的培养基中培养
,

培养温度为 27 ℃
,

于第 2
、

4

、

6

、

9 天各任取 3 瓶细胞
,

经 E T 消化后分别用血球计数板计数每 m l所含的细胞数
,

取

平均值
。

1

.

5 筛选细胞在含 6一M P ( 2
拜g / m l) 与不含 6一M P 的培养基中生长曲线的比较

将筛选细胞用 E T 消化后
,

用培养基将其制成 1
.
8 x l护ce lls / m l的细胞悬液

,

分别在

加 6一M P (2 0拼g / m l) 的培养基和不加 6一M P 的培养基中培养
,

培养温度为 27 ℃
,

于第 2
、

4

、

6

、

9 天各取 3 瓶细胞
,

分别经 ET 消化后用血球计数板计数每毫升所含的细胞数
,

取平

均值
。

1

.

6 G C G 细胞和筛选细胞在 H A T 培养基中的生长情况

将 G C G 细胞和筛选细胞分别用 ET 消化
,

用培养基重悬细胞
,

按 1 瓶传 3 瓶传代
,

在 加 H A T 的 培 养 基 中 ( 10
一4

M
h y p

o x a n t h i
n e

,

5
x

1 0

一 6

M
a
m i

n o
p t e r i

n
,

4
x

1 0

一 ,
M

t h y m i d i n e
) 培养

,

培养温度为 27 oC
,

同时有意识地将部分培养瓶中的
“

A

”

(

a
m i

n o
P t e r

i
n

)

的浓度提高到原配方的 5倍和 10 倍 (各为 2 瓶细胞)
, “

H

”

和
“

T

”

的浓度维持不变
,

逐日观

察它们的生长情况
,

并选择在接种后第二天和第五天的各类细胞于倒置显微镜下拍照
。

1

.

7 G C G 细胞及筛选细胞的染色体数观察

G C G 细胞和筛选细胞传代后 36 h
,

加秋水仙胺 (最终浓度为 0
.
1拜g / m l) 作用 4h

,

E T

消化
,

离心
,

1 % 柠檬酸钠溶液低渗 20 m in
,

用 3 : 1 甲醇醋酸 固定液 固定 2 次
,

每次

15m in
,

滴片
,

自然干燥后用 G ie m sa 染色 20 m in
,

用 自来水冲洗
,

干燥后镜检并拍照
。

L S G C G 细胞与筛选细胞的同工酶比较

将 G C G 细胞和筛选细胞用 E T 消化
,

制成细胞悬液
,

血球计数板计数
,

使 G C G 细

胞和筛选细胞 的数量均为 5
.
0 x l护

,

l o
00 rp m 离心 sm in

,

用 0
.
85 % N acl 溶液重悬细胞

,

再离心
,

重悬细胞;重复 3 次
,

最后一次留 0
.
lm l溶液

,

重悬细胞
,

在液氮中冻存 Zm in
,

取

出使其融化
,

重复 3 次
,

最后用 l0 000rp m 离心
,

取上清 30 川点样
,

按鄂征【”]等的方法进

行葡萄糖一6 一磷酸脱氢酶 (G 一6一P D )的电泳分析
,

染色后拍照
。

2 结果

2
.
1 抗 6一M P 细胞筛选过程中细胞形态及生长情况的显微镜观察

G C G 细胞经 E M S 诱变处理
,

突变稳定表达 3 代后
,

在低浓度 (4 和 8雌 / m l) 的

6一M P 培养基中
,

细胞增长速度降低
,

细胞界限比较模糊
,

有时又有形态拉长的特征
,

培养

基 pH 值变化也较慢
,

G C G 细胞在普通培养基中生长 4 天
,

其 pH 值从 7
.
6 变为 6

.
5

,

而

在含 6一M P 的培养基中生长 4 天
,

p H 值则仅从 7
.
6 变为 7

.
3

。

细胞在含 6一M P (8拜g / m l) 的培养基稳定培养 3 代后
,

将细胞按 1 瓶传 6 瓶传代
,

在

含 6一M P (8拼g / m l) 的培养基中生长
,

逐 日观察
,

由于细胞密度较低
,

可 以看到贴壁细胞

由零散的细胞逐渐繁殖成许多小块的细胞
,

最后各小块细胞逐步扩大连成单层的过程
。

每次提高培养基中 6一M P 的浓度时
,

均可观察到细胞大量死亡
,

少量细胞贴壁并逐

渐长成单层
。

当筛选细胞在普通培养基中生长时
,

可见细胞增长较快
,

1 瓶传 3 瓶
,

细胞一般 4一5

天即可长成单层
,

形态如常
。



水 生 生 物 学 报 18 卷

筛选细胞经过 1 次培养基中 6一M P 的浓度为 100 拼g / m l 的强力筛选
,

可观察到细胞

死亡较多
,

增长更慢
,

经过 12 天才长成单层
,

然后将此细胞恢复到含 6一M P 为 30拜g / m l

的培养基中生长
,

生长情况正常
,

一般情况下 1瓶细胞传 3 瓶
,

5 一7 天即可长成单层
,

暂

将此细胞定名为 FM R 一 1
。

2. 2 G C G 细胞在 含 6一M P ( 2 0
尽只 / m l) 和 不含 6一M P 的培养基 中的生长 曲线 比较 (图

阴402000

�一任\明11。。,O��的11.。

门0
llU门n�OC八匕
J呀q�

忿�‘q任。之耀粼思

�一日\511。。
,三�511。�J。z。q日n之留绷界

图 2 G C G 细胞的生长 曲线

A
.
G C G 细胞在普通 培养基 中的生 长曲线

B
.
G C G 细胞在含 6一M p ( 2 0 户g / m l) 的培养基中

的生长曲线

F ig Z T he grow th eurves of G C G
.

A
.
T he gro w th eurves o f G C G 一n

m
e
d i

u
m

e o n
-

t a i
n 一n

g
n o

6一 M P
.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 d

(天)

图 3 F M R 一 l 细胞 的生 长曲线比较

A
.
FM R一 l 细胞在普通培养基中的生长曲线

B
.
F M R 一 l 细胞在含 6一 M P ( 2 0 产g / m l) 的培养基

中的生长曲线

F ig
.
3 T he gro w th eurves o fF M R 一 1

.

A
.
T h e g r o w th c u r v e s o f F M R 一 1 in m ed iu m e o n -

ta in in g n o 6 一M P
-

B
.
T h e g r o w rh c u r v e s o f G C G in m e d iu m e o n 一

B

.

T h

e

g

r o

w
t
h

e u r v e s o

f F
M

R
一 1 in m ed iu m c o n -

ta zn 盖n g 6 一M P (2 0 拜g / rn l)
.

ta ln in g 6 一M P ( 2 0 召g / m l)
.

从图 2 看出
,

6 一M P (2 0拜g / m l) 对 G C G 细胞的增长具有明显的抑制作用
。

口C G 细胞在普通培养基中生长
,

一般 4 天即可长成单层
,

6 天以后细胞开始老化
、

脱

落
。

G C G 细胞在含 6一M P (2 0 # g / m l) 的培养基中
,

部分细胞贴壁
,

生长缓慢
,

不能形成

致密单层
,

6 天以后细胞开始缓慢脱落
、

死亡
。

2

.

3 F M R 一l 细胞 (即筛选细胞)在含 6一M P (2 0 拜g / m l)和不含 6一M P 的培养基中的生

长曲线比较 (图 3)
。

从图 3 看出
,

F
M

R
一1 细胞在含 6一M P ( 20 雌 / m l) 的培养基中的生长曲线与在普通

培养基中的生长曲线基本相似
,

能正常生长 (图版 I:1)
,

但仍有差异
,

6
一
M P 对 F M R 一 1

细胞的生长仍有一定程度的抑制
,

F M R 一 1 细胞一般 6 天可长成致密单层
,

第 7 天细胞开

始老化
,

脱落

2. 4 G C G 细胞和 F M R 一 1 细胞在 H A T 培养基中的生长情况
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G C G 细胞在 H A T 培养基中生长如常
,

于接种后第二天
、

第五天拍照并计数 (接种时

细胞密度为 2
.
5 x loseells / m l) (图版 I:2)

,

计数细胞 的结果分别为 3
.
26 x 10 , e e l一s / m l

和 10
.
7 x l护ce ll

s/ m l
,

在氨基喋吟 (A )的浓度为原配方的 5 倍和 10 倍的培养基中
,

G c G

的生长情况与上述情况基本一致 (图版 I
:3

,

4)

。

F
M

R 一l 细胞在 H A T 培养基中的生长情况
,

接种后第一天有部分细胞贴壁
,

第二天

即有细胞脱落 (图版 I:5);第五天细胞成一 团团形状
,

形态不佳
,

但仍有少量细胞生长 (图

版 I:6)
。

在 5倍氨基喋吟的培养基中
,

F M R
一l 细胞的生长情况与上述情况基本相似

,

只是第

五天成活的细胞更少
。

在 10 倍氨基喋吟的培养基中
,

接种后第一天有少量细胞贴壁
,

到第五天 F M R 一 l 细

胞全部脱落
,

死亡 (图版 I
:7

,

8)

。

2. 5 G C G 细胞与 F M R 一1 细胞的染色体比较

G C G 细胞染色体数 目的变化范围是 38一56 条
,

其中最多是 54 条
,

占统计数 目的

34
.
5%

,

50 条以上 (含 50 条)的 占总数的 62. 0 % ; F M R 一 1 细胞的染色体数目的变化范围

是 24 一54 条
,

其中最多 的是 48 条
,

占统计总数的 43
.
5%

,

50 条以下 (不含 50 条)的占总

数 87
.
0% (表 l)

。

表 1 G C G 和 F M R 一1 的细胞及染色体数

T ab
.
l C e1land ch rom oso m e num bers o fG C G and F M R 一1

染染色体数 目目 2666 3666 3888 4000 4444 4666 4888 5000 5222 5444 5666 细胞总数数
nnnu m ber of ehrom osom esssssssssssssssssssssssss totalnum ber o fee!1555

细细胞数数数数 222 777 555 222 444 999 777 2000 222 5888
nnn um ber of eells (G C G )))))))))))))))))))))))))))

细细胞数数 444 222 333 lll 777 333 2000 222 333 11111 4666
nnn um ber o fcellsssssssssssssssssssssssssss

(((F M R 一 l)))))))))))))))))))))))))))

从上表可以看出
,

F M R
一 l 细胞的染色体数目较 G C G 细胞 的染色体数目有减少的

趋势
,

这两种细胞的染色体见 (图版 I
:10

,

1 1
)

。

2. 6 G C G 细胞与 F M R 一 1 细胞的同工酶比较

G C G 细胞与 F M R 一1 细胞的葡萄糖一6 一磷酸脱氢酶 (G 一6 一P D )的电泳图谱基本相

似 (图版 I:9) G 一6 一P D 图谱均为一条区带
,

只是 F M R 一 1 细胞的 G 一6 一P D 区带染色略

淡
。

3 讨论

3
.
1 一般来说

,

H G P R T 缺陷型细胞应具下列特征 :

3
.
1
.
1 能在含一定浓度的嚷吟类似物的培养基中正常生长 ;

3. L 2 不能在 H A T 培养基中生长
。

符合上述两个条件的细胞系即可确定为 H G P R T 缺陷型细胞系【
’6 }

,

但并不说明该细

胞系绝对不含 H G P R T[
”】

,

所 以若要确定其缺陷程度
,

尚需对 H G P R T 进行电泳分析
。

满足上述第一个条件
,

即表明该细胞系对漂吟类似物具抗性
,

不利用嗦吟类似物合成
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毒性核昔酸
,

细胞得以生长;满足上述第二个条件
,

说该细胞系的嗓吟合成途径被氨基喋

吟阻断后
,

由于该细胞系缺乏 H G P R T 而不能合成或不能将足量的次黄缥吟合成次黄昔

酸
,

所以细胞死亡l
’7】

。

本文报道的草鱼筛选细胞 F M R 一 1 符合 上述两个条件
,

故可以证实为草鱼 H G P R T

缺陷型细胞
,

并可用于杂种细胞的筛选
。

为了确定其 H G P R T 的缺陷程度
,

作者还将进

一步对 F M R 一 1 细胞系进行 H G PR T 电泳分析
。

3. 2 三十年来大量关于筛选 H G P R T 缺陷型细胞的报道表明
,

H G P R T 缺陷型细胞的缺

陷程度与其所耐受培养基中的嚓吟类似物的浓度相关
。

首先
,

不 同的细胞系对嗓吟类似

物的敏感性各不相同
,

以第四天 50 % 生长被抑制时的氮杂鸟缥吟 (8一A G ) 的含量为标准
,

对中华仓鼠不 同敏感细胞系进行检测
,

所得 的结果从 33 一60雌 / ml 不等【
’8]

,

说明各种来

源的细胞系对喋吟类似物的敏感性存在着相当大的差异;其次
,

同一细胞系在不同浓度的

嗦吟类似物的培养基中生长
,

所获得的抗嚷吟类似物细胞
,

其 H G PR T 活性程度亦存在

着差别
。

C 盯la M
.
W o o d 等用色素沉积干燥病患者的成纤维细胞经乙基甲磺酸 (E M s)

和博莱霉素 (B leom yein)诱变
,

在不同浓度 (10一100户m )的 6一琉基鸟嗓吟(6一T G )培养基

中筛选 H G P R T 缺陷型细胞
,

对所获得 的 6一T G 抗性细胞分别进行 H G PR T 酶活性测

定
,

结果发现随着培养基中的 6一T G 浓度从 10群m 提高到 100群m
,

其 H G PR T 活性从相

当于正常细胞 H G PR T 活性的 51
.
0% 下降至 0

.
9 % 【”l

,

从中可以看出 H G P R T 活性的降

低 (表明 H G P R T 缺陷程度)与其抗 6一T G 的浓度具有一定的相关性
。

从本文的实验结果来看
,

当培养基中 6一M P 的浓度为 20 群g / m l时
,

接种后第四天细

胞计数的结果表明
,

G C G 细胞在含 6一M P (20 月g / m l) 的培养基中生长的细胞数量仅为

在普通培养基生长 的细胞数量 的 43
.
9%

,

说明 G C G 细胞的 6一M P 半数抑制量低于

20 雌 / m l
,

筛选细胞的培养基中 6一M P 的浓度升至 40 拜g / m l
,

并经多次传代后
,

所获得

细胞对 6一M P 的抗性明显增强 ;经过 6一M P 的浓度为 10 0拜g / m l 的培养基的强力筛选

后
,

所获得的细胞在 6一M P 为 30#g / m l的培养基中生长如常
,

即可认为该细胞为 6一M P

抗性细胞
,

而 对照的 G C G 细胞在含 6一M P 为 20 拜g / m l 的培养基中生长 6 天后再经

6一M P 为 40户g / m l 的培养基传代 1次
,

细胞即全部死亡
,

说明 G C G 细胞对 6一M P 敏

感
。

另外
,

采 取 逐步提 高培养基 中 6一M P 浓度 的筛选方 法
,

可 以避免
“

一步法
”

(
si

n

gl

e 一st e p )筛选导致细胞因不适应环境而引起的大量死亡
’)

,

从而获得稳定抗性的细

胞
。

3. 3 获得 6一M P 抗性细胞仅仅是筛选 H G P R T 缺陷型细胞的第一步
,

据资料表明
,

该细

胞存在着既对嘿吟类似物抗性
,

又对 H A T 抗性的双重性120 ]
,

这样的细胞往往只是部分

H G PR T 缺陷型 l9]
,

所 以对 6一M P 抗性细胞必须进行 H A T 培养基的培养试验
,

观察其对

H A T 培养基是否敏感
,

从而可以 进一步确定其是否为 H G PR T 缺陷型细胞
。

由本实验

结果表明
,

G C G 细胞对常规的 H A T 培养基不敏感
,

而 F M R 一1 细胞则很敏感
,

在 H A T

培养基中仅有少量细胞幸存 ;当加大
“

A

”

的浓度至原配方的 5 倍时
,

幸存的细胞更少;当

l) 张锡元编
,

1 9 8 7

,

体细胞遗传学 (武汉大学讲义)
,

第巧 l页
。
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“

A

”

的浓度加大至原配方 的 1白倍时
,

细胞全部死亡
,

说明 F M R 一 l 细胞对
“

A

”

的耐受性

不完全一致
,

造成不一致的原因可能有两个方面 :< 1>F M R 一 1 细胞群体内 H G P R T 的缺

陷程度有差异 ;<2>细胞来源不同
,

对
“

A

”

的敏感性有异
,

因为卵巢组织并非由单一类型的

细胞组成
。

为获得单一类型的细胞
,

作者正在进行 F M R 一 l 细胞 的克隆筛选工作
。

3. 4 随机检查 G C G 细胞及 F M R 一 1 细胞的染色体
,

F M R 一 l 细胞染色体数 目与 G C G

染色体数目的变化范围差异不大
,

与 C o
x
等有关人类 H G PR T 缺陷型细胞及其母本细胞

的染色体数比较的结果类似【川
。

但 F M R 一 l 细胞的染色体数总的趋势是少一些
,

这是否

与 6一M P 抗性相关尚待进一步研究
。

3. 5 检测 G C G 细胞和 F M R 一 1 细胞的 G 一6 一P D 同工酶
,

两种细胞的实验结果类似
。

w

o

od 等【221 在检测小鼠 H G P R T 缺陷型细胞的其它酶类活性时
,

亦发现野生型细胞与

H G P R T 缺陷型细胞的其它酶类活性水平无明显差异
。

在人类细胞中 H G P R T 基因与
G 一6一P D 基因连锁[23]

,

从本文的实验结果来看
,

草鱼细胞存在着下列两种可能:

1 5. 1 H G PR T 基因与 G 一6-- P D 基 因并非连锁的两个基因
,

故前者的突变不影响后者 :

3.5
.2 H G PR T 基因与 G 一6 一P D 基因连锁

,

但由于 E M s 诱导的突变主要为点突变l24]
,

所以不引起 G 一6 一P D 基因的突变
。

3. 6 七十年代以来
,

人们开始注意到小牛血清的内含物次黄嗓吟和鸟昔酸酶干扰实验结

果的问题125
一

27]

.

1 6

.

1 一般来说
,

H G P R T 对次黄嗦吟
、

6
一琉基嗓吟的亲和力 (affi ni ty)相等

,

对鸟嚷吟的

亲和力则低一些122 】;据此可认为 H G PR T 对次黄嗓岭和 6一琉基嗦吟可以均等作用
,

同时

将两者掺人核昔酸
,

如果 6一琉基嗓吟在培养基中的浓度超过次黄嗓吟
,

则核昔酸中掺人

的 6一琉基镖吟多一些;只要有一定量的 6一琉基喋吟掺人核昔酸
,

野生型细胞即死亡
,

而

H G PR T 缺陷型细胞则可以生存 ;

3. 6. 2 血清中的鸟嚷吟酶主要对 8一氮杂鸟嚓吟有活力
,

而对 6一琉基嚓吟(6一M P) 无活

力口J
,

所以不会对本实验有干扰
。

3. 7 在鱼类中筛选 H G P R T 缺陷型细胞
,

是一个探索性的尝试
。

鱼类 H G PR T 缺陷型

细胞将作为一种标记细胞在鱼类细胞遗传学研究中大有可为
。

首先
,

在鱼类基因转移实

验中将是一个 良好的材料
。

日本学者小岛吉雄已经成功地利用微细胞转移技术将鱼类
H即RT基因导人鼠类 H G P R T 缺陷型细胞

,

并得到表达l29]
,

说明 H G PR T 缺陷型细胞

作为受体细胞在基因转移的实验中有所作为;其次
,

鱼类 H G P R T 缺陷型细胞可以作为

细胞杂交的材料
,

应用于基因定位以及鱼类细胞遗传学的筛选系统等方面 ;再次
,

鱼类

H G P R T 缺陷型细胞还是探索基因突变的 良好材料
。

H
G

P R T 基因不仅存在于高等脊椎

动物
,

甚至在细菌中也存在着类似的基因
。

总之
,

H G P R T 及其基因的研究对诱发细胞突变型
、

发展基因转移技术
、

研究嗓吟代

谢的调节和细胞遗传的发展中都起着重要作用
。

为鱼类 H G P R T 缺陷型细胞的筛选将

更加丰富 H G PR T 及其基因的研究成果
,

为鱼类细胞遗传学的发展做出新贡献
。
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