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STUDY ON THE ELI岛lINATION OF 岛1YCOPLASMA WITH 

CIPROFLOXACIN FROM CELL CULTURES 

Chen Ru-ying, Yu F巳ng ， Zhu De-hou 

(CeH Bank, Chinese Academy of Scie凡ces ， Shanghai , 2000 31 ) 

ABSTRACT 

The infection of Mycop1asma in cell cultures remains a bothering prob1em in the bio10gica1 
research using cell biological t巳chno10gy and in the biotech no10gica1 products. Treated with Ci­
profloxacin (10μg/ml culture medium ) for 14 days , vcro Sp 2; 0-Ag 14 and othcr cell lines 
became negative in the tests for mycop1asma These decontam ina ted ccll lines kept negative in 
the above tests after at least 4 months of cultivation , subcultivation s torag巳 in the nitrogen and 
recovery from the liquid nitrogen The growing characteri stics of cell 1ine Vero and ,h e secrcting 
activity of hybridoma ccll lin巳 LSC- ll. 6 wh ich had bcen both cu1 turcd in thc Ciprofloxacin-con­
tain cd medium were a1so tes tcd while no si cle-effects were Iou i1 d. 

Key w c rds: Cel1 cuHure Mycoplasma Eliminat ion CiprofJoxaci n. 
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预测鼻咽癌放射敏感性的 CB 微核法

史剑;兰、 手主义英杨 至 1余萍王建平 罗伟华

(上海医科大学放射医学研究所 200032) 

淋巴细胞胞质分裂阻i-: if微核法 ( Cytokin e­

s is-Block Micron ucleus Method ) ，简称 CB

微核法 ， 由 Fenech 和 Morley 在 19 85 年首先

建立[1]。已被用来评估肿瘤[~~者 的放射敏感

性，预测肿瘤的放射治疗效果。 研究表明，外

周血淋巴细胞微核率与t累积l剂盖呈良好线性正

比关系[ 2]。最近文献报道， 将人及小鼠肿瘤细

胞株接种于裸鼠，其肿瘤组织的微核剂证效

应 ， 无论在整体照射还是肉体!!~fH的结果是一

致的; 土L CB 微核法与克隆形成法的剂量效应

也呈高J立相关[ 3] 。由于带有微核的细胞丧失了

克隆形成的能力 [，汀，因而对那些不能进行克隆

法测定的肿瘤标本仍有可能进行 CB 微核分

析， 史由于其费时短 ， 成功率高 ， 适于临床应

用。 本文以鼻咽癌细胞株及活检标本为研究对

象， 探讨了 CB 微核法作为异咽癌放射敏感性

预测指标的可能性。
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材料与方 法

一、 鼻咽癌细胞株 ( CNE-l ) 

CNE-l 米自中科院细胞所。 ifi 养条件: 合 2 0 %

小牛血清的 RPMI-1640 附养液。每 3 天消化传代一

次 。

1 . 微核测定

将指数生长期细胞(2X 1 0S/ml )接种子 60mm 大

小的培养皿内 ， 24 h 后以 J37CSγ 射线照射， H但射剂量

。一8 Gy ， 剂量率 1. 12 Gy Imin ， 照后 2h 咒换培养

液， 加入松胞京 B(Cyt-B)3 问Iml ，继续培养 24 h后 ，

原位固定染色， 计数汉核细胞中的微核敛， 共计数

1000 个双核细胞。

2 . 存lt曲线

将指数生民期细胞接种于 60 mm )、小的Ji''i 'j辛 i旧

内 ， 24 h 后照光， 照射条件及剂E同土。 !1(.l后继续培

养 10天 ， 固定染色， 计数所形成的肿瘤克院数， :=)i'根

据公式:

肿瘤克隆数
存情率=一一 -一一-一一一-→一一

细胞种植数×集沼形成二字

计算各种剂量下的存活分数， 并包半对敛纸上绘制在

活曲线。

二、 a. n困癌活检标本的微核测定

标本取自 20 例确诊病人， 其中男 14 例 ， 女 6

阴ij ， 年龄 29-62 岁 ， 平均年龄 4. 7 .6 岁 ， 随访时间

1. 5- 2 伍。

标本于采集当天或在台抗生亲的:)";';养液中过夜j旨

贞碎 ， 以 N型胶原酶和 DNase 振荡消化成 .!'ji 细胞赵:

液， 洗涤后以 3 X 10 4/ml 浓度接种于涂有纤维结合素

的培养lITl内。次日细胞贴壁 ， 继去g;培养 2 天后以 60CO

Y 射线照射， 每份标本照射三个剂量点 ， 分别为 0 ，

2 , 4 Gy。照后立即更换培养液，加入松j阳系; -B 2 问/

ml， 继续培养 48 小时， 原位固定染 色， 计数双核细

胞中的微核数。

结 果

图 1 不同剂量照射 CNE-l 每个双核细胞

中的微核曼史

额
也
阳
将
悻

0.1 
0 

图 2 细胞存活曲线

良好的线性关系 ， 符合为程 Y =0 .048+0 .204

D，相关系数( r )为 0.996 ， P<O.OOl 。

2. CNE-l 细胞存活曲线(见图 2 ) 

结果显示随剂量的增加， CNE-l 的存活

分数显著下降， 将曲线进行拟合，符 合方程

19Y = - 0 .051-0 . 092D , r = - 0.977 ,P< O . 05 。

3. tNE-l 微核与存活分数的 关系(见图
3 ) 

- 、 CNE-l 的放射效应 结果显示在 0-8Gy 剂量之 r~IJ ， CNE-l双核

1 . CNE-1 微核剂虽效应曲线 细胞中的微核数与其存渭分数之间存在良好的

见|羽 l 0 I如图 1 1']' )Jl!. , I撞撞照射齐1 1 11的边 如相关。回归方程 Y = 19Y = - 0.031- 0.149 x 

增 ， 双核细胞巾的微核数也明显增加 ， 两者主 r = -0.970p < 0.05 r = -0.998 , P< O. OOlo 
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0-8Gy 照射时双核细胞中的微核数

图 3 微核率与存活分量世间的相关性
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图 4 鼻 D8痛活检标本照射后每个双核细胞

中的微核敛

二、鼻咽癌活捡标本的做核形成

微核形成情况如图 4 所示。 20 例中 8 例

反应较高， 7 例反应中等 ， 5 例反应偏低。 经

随访1. 5- 2 年 ， 18 例局部控制良好 ， 未见复

物， 在细胞有丝分裂过J缸中 ， 可抑制l某些细胞

胞质分裂而不影响核分裂。 Fenech 等报道获

得多 量双核细胞的 Cyt-B 最适浓度为 3 μgj

mF 1 ]。由于应用 Cyt-B 的 CB微核法只计数

一次核分裂后双核细胞中的微核数 ， 因此它克

服了常规培养1;re~核法不能识别一次核分裂后的

细胞所造成的实验结果不准确 ， 难以重复等缺

陷， 实验的敏感性、 准确性和重复性均得 到提

i旬 [6 ]。近几年来，人们巴利用 Cß 微核j去探讨

了肿瘤患者外周血淋巴细胞与累积剂量之间的

关系 ， 取得了一些有意义的结果[汀，但以人肿

船活检标本为1iJ1 究对象的还很少有人报道。

由于肿瘤活检标本此原代培养较复杂 ， 克

隆形成卒相 当低 ， 而且费 时长 ， 易污染等缺

点[ 3 ] ， 因此我们仅对 CNE-1 进行克隆形成法

和微核法的相关比较， 在发现两者呈高度相关

的基础上， 我们对 20 例忠者的鼻 11国癌活检标

本仪1'1 二 }微核分析， 并进行 1. 5 年一 2 年的随

讪。 文献表明 ， J!性别后细胞做核形成率高的患

者，较少复发 ， !!自后细胞微核增高不明显者较

易复发 [0 ]。找们的实验提示 18 例局部控制 良

好 ， 而做核形成半偏低者 中有. 2 例 ， 即 12 、

13 号患者 ， 近有复发趋势，由 于鼻 11因癌属放

射中度敏感的肿瘤 ， 因此 ， 是否那些 CB 微

核形成较低的其它患者以后有可能复发或较早

复发，这还有待于进一步随访证实。我们相

信， 通过更多病例的累积和验证 ， CB 微核法

将有希望成为鼻咽癌放射敏感性预测的一项有

价值的重要指标。

?商 要

发。反应偏低者 2 例 ， 即 12 、 13 号患者 近有 本文介绍一种预测鼻咽癌放射敏感性的方

淋巴鸟~i n~ll大，疑有复发倾向。 法-一一CB 微核法。以该法评介了 5号， 咽癌细胞

株及 20 例鼻咽癌患者活检标本的放射敏感性，

随着剂量增加， 微核率也 i明显 增加。 CB 微核

的剂量-效应与克哇法的剂量效应呈高度 负相
讨 论

1;没核技术在评介电;每辐射的损伤效应方面 关 ( 1' =一 0 .970 )。活检标本微核实验表明 ， 20 

起了很大作月1 [5] 0 Cyt-B 是一种毒茵 代谢 产 例 r!-1 8 例反应较高 ， 7 例中等 ， 5 例反应偏
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1~; 随访表明 ， 反应偏低者中已有 2 例有复发

倾向。由于 CB 微核法具有简便、 快速、 正确

性较高等优点，适于临床应用。

关键词:鼻晒痛 放射敏感性 微核测定
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THE CYTOKlNESIS-BLOCK 孔lICRONUCLEUS ASSA Y IN 

PREDICTING THE RADIOSENSITIVITY OF 

NASOPHARYNGEAL CARCINOMA 

Shi Jian-hui, Cheng 矶len-ying ， Yang Xing 

( Shanghai ] nstiUtte of 尺adiation Medicine , Shanghai MedicaL University Shanghai 200 032 ) 

A BSTRACT 

We have made us巳 of th t 巳ytokincsis-block micronucleus method to 巳va1 uate the radiosensi­
ti叫ty of a nsaopharyngea1 carcinoma cell lin巳 ( CNE-l) and biopsies obtained from 20 patients 
with nasopha ryngeal carcinoma. The number of micronuclei increases with the radiation dosc. A 
good correlation was found between th e radiosensitivity c!巳t巳rmined by th e micronucleus assay 
and that measured by the colony-forming assay in CNE-1 cellline ( r = -0.970). Moreover , the 
resul ts of micronucleus assay for tumor cclls from biopsies of pa tients wi th primary carcinoma 
look promising !'or the prediction of tumor radiosensitiv ity . Thcse results are encburaging bub 

飞

nced to be confirmed with a larger number of pati巳nts with a longer follow-up. 

Key words: M icronucìeus a ssay R a d.iosens itiv i.ty Nasopharyngea l carcinoma 

(上接插页二)

克|廷 、 重组等)紧密结合起米是11 凶细胞生物学研究

在方法学上的特点之一。 我国在亚显微形态学研究方

面已有好的基础， 在方法学这方面的改进，将显著地

提高我国细胞生物学研究的水平。

4 . 我国代表在细胞骨架、 STM ;(t核酸和 l 蛋白质

大分子研究上的应用等工作引起了较大的兴跑。 但在

总体上和国际上还有很大的差距。如何应用最新的分

子遗传学方法和 l概念 ， 贯彻到细胞研究中， 促进我国

细胞生物学的现代化发展仍然是一个很大的挑战。

5 . 细胞生物学教学和实验的现代化， 特别是分

子生物学方法在细胞研究中的推广应用是会议上发展

中国家关心的问题。 我国同样存在这方面的问题，如

何更新大学细胞生物学教材和实验设备是急商解决的

问题。

以上儿点对于制定我国细胞生物学发展战略， 重

点课趣的选择以及改进细胞生物学教学和研究工作都

可能有参考的意义。

(王亚辉 巾科院上海细胞所 200031) 
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