
人鼻E盟癌克隆j株体外传代过程的群体变化

罗经文*列、 宁 沈 ~i议静

〈广东医学院病理学教研室 湛江 52402 3) 

大多数肿瘤起源于单个细胞[汀， 最终演进

为异质性细胞群体，且常通过变异和选择变得

更为恶性。探讨这一过程变化规律，具理论及

实践意义。 本研究通过动态地1VJ!l盘人冉 n因癌单

克隆细胞连续传代过程中细胞形态参数， DNA 

含量及体外增殖能力的变化，探讨肿瘤细胞群

体的演进过程。

材料与方法

-、克隆栋的选择、培养和涂片

从本室克隆的 20 多个 CNE-2Z 克隆株[2J 中 ， 选

择电泳率中等(1 . 39+0.18)的 CNE-2 Z-5-2-B，(以下

简称 B7 )为研究对象。该克隆从单个细胞到体 外扩增

传 5 代后冻存，复苏后再传 3 代定为本实验的第 1 代。

细胞复苏后置 50 ml 培养瓶中于 37 "C恒温箱中培养。

培养液为 RPMI1640(含小牛血洁， 青、 链4草案 ) ， 每

隔 2-3 天视细胞长满瓶后用。.5 %膜酶 +0 . 2%

EDTA(1 : 3)于 37"C消化 10 分钟后吹打，各瓶留取

1/3 的细胞连续培养传代。每隔 10 代视细胞刚长满瓶

〈指数增生期〉时，取部分细胞冻存， 部分作涂片、 固

定后作 HE 染色或 Feu]gen 染色， 余 1/3 细胞继续培

养传代。

二、 检测指标

每 20 代检测下列指标g

1. 瘤细胞形态定量参数z 用半自动数字图象分析

仪(日本产) ， 在显微镜下(10 x 4 0)从涂片四周及中间

5 个区域， 随机地对 100 个癌细胞 以 体视学软件(美

国〉测量核面积、 胞面积，按公式 z 核浆比=核面积

/(胞面积- 核面积)用 IBM 微机求出核浆比。

2 . 瘤细胞 DNA 含量 : FeuJ gen 染色的细胞涂片

用西德产 Leits-MPVIII 型显微 分光光度计， 连接­

HP-85 微机，波挺560 儿， 栓式细胞扫描浩测定细胞

核 DNA 含量，以任意单位(Au)表示， 在高倍镜下

(1 0 x 40)随机测定 100 个癌细胞， 并以 40 个正常人外

周血淋巴细胞核 DNA 含量的均数为二倍体细胞 DNA

含量的标准 ( 2 C ) ，计算各代 DNA 含量(C) ，绘出 DNA

含量直方图。

3 . 瘤细胞体外增殖能力z

(1)克隆形成率s 采用改良双层琼脂法[3J计算出

3 个平皿克隆形成率(克隆数/接种细胞数)的均数.

(2) MTT(民化二甲睦I坐二苯囚氮吆〉试验测定增

殖的活细胞数l飞以 OD 比值反映增殖能力的大小。

三、统计处理

本文数据资料用 Mean土 SD 表示， 采用医用统计

程序作方差分析和 T检验，方差不齐时用 T' 检验，

克隆形成率比较用 U 检验。

结 果

一、 凯克隆株连续传代过程瘤细胞形态

定量及 DNA 含量变化

l. 形态定量参数

各代细胞面积，核面积，核浆比随传代过

程而变化 ， 以 41 代和 81 代为最 明显: 4~ 代

细胞面积和核面积均数增大， 核浆比变小; 81 

代胞面积、、 核面积均数变小，核浆比增大。第

1 、 4 1 、 81 代比较差异非常显著(表 1 )。各

代不同胞面积， 核面积及核浆比的瘤细亚群细

胞数(图 1 )显示 ， 4 1 代以大细胞 (>200μm勺 ，

81 代以小细胞 ( <100μm2 )为多 ， 分别占 61%

和 60%。核浆比~1 . 0 的瘤细胞 41 代为 47% ， ' 

8 1 代为 10% ，而>2 . 0 者 41 代为 7 % , 81 代

为i 30 % ， 差异非常显著(P<O . OOOl) 。

2 . DNA 含量

B7 克隆株不同代 数细胞核 DNA~音体分

布和直方图的分散度(图 2 )显示 : 41 代与 81

代~7 c 细胞较多，但 41 代较分散. 81 代右移

·现在深圳南山人民医院外科.
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代数

-100 -150-200-250 -3百二百 。 -50 - 100 _ 150_ 200 _ 250 _ 300 

细胞面积 {平方微米) 核面狈 (平方微米} 核质比
图 1 CNE-2 Z-5-2-凯克隆株连结传代过程细胞面积、核面积和核质~t细胞群体数辈化

且集中。结合瘤细胞核平均面积的差异， 则 81

代细胞核平均 DNA 含量较 1 、 41 代明显为高。

二、 B7 克隆株体外传代过程体外增殖能力

的变化

各代克隆形 成 率及 OD 值不相平行(表

2 ) ， 但 81 代两者均较第 1 代明显增高。 表明

其干细胞多 ， 增殖速度快。

'
A

τ
豆
、

A

唱
4

'

4

。
4
4

4

ρ
0

0
6

核面积
(μm2 ) 

95 .51土 30. 21
95 . 71 土 41 .68

115 . 33土 32. 92
92 .38 士 30.35
65 .68 土 20.84

求

援
m富
国
搞

-

.1 代

.21 代

'哥们代

第 61 代

.81 代

8 10 12 {4 111 
DNA(C) 

匾 2 CNE-2 Z-5-2-B.， 克隆株体外传代过

程中被 DNA 含量的变化

胞面积
(μm2 ) 

1 67.75土 39.73
152.46 士 59.96
226.82 士 60.75
153.50土 42.27
101.83 土 27.71

核浆比

1 . 4 9土 0 .90
1. 96 士 1 . 22
1 .19士 0. 59
1 .64 土 0.68
2 .06土 0. 98

'院 1 代

第 21 代

M 81 代

- 0 .5 - 1.0 - 1.5-2.0-2.5 - 3 .5 > 3.5 

讨 论

在肿瘤生长过程中 ， 其生物学行为显示进

行性恶化并更具侵蚀性，此种现象称为肿瘤的

油进[ 5 J 。 本研究通过瘤细胞克隆株在体外传代

过程的演进，试图尽可能排除环境因素的影响，

探讨瘤细胞自身的变化。结果表明 : (1)第 1

代的细胞形态参数、 DNA 含量已经出现异质

性，为多种瘤细胞亚群所构成，且随传代过程

而变化、 消长。 (2) 4 1 代以细胞面积大、核

大、核浆比小、 DNA 含量高 、 异质性明显的
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表 2 CNE-2 Z-5-2-B ， 克隆株不同代戴的细胞体外精殖力的比较

代数
克隆形成试验

接种细胞数 克隆数

1 502 248 
21 521 285 
51. 43 1 197 
61 485 216 
81 474 292 

• 41 代复苏失败，以 51 代代替

大细胞群体占侬势。其形态特征与异咽低分化

鳞癌的大核型相似[6 1 0 ( 3) 81 代 主要 为胞、

核面积小，核浆比大， DNA 含量高 的小细胞

群体， 其体夕!、增殖能力较第 1 代明显为高， 形

态及生长特征与弘咽未分化癌相似[7]。作者认

为这种变化的发生，主要在于瘤细胞亚群间的

相互作用 ， 由于瘤细胞的遗传不稳定性，导致

群体的多态性，出现群体间的竞争和选择，在

某一时期出现占优势的细胞群体问。而不断的

变异和选择，最终使瘤细胞群体向恶性程度高' 、

增殖力强的方向演进。

， 瘤细胞在体内生长，受整体及局部微环境

的影响，其细胞群体变化，比体外传代培养复

杂，难于进行研究。本研究结果提示，在排除

体内因素影响下，由于瘤细胞自身的相互作用 ，

瘤细胞即可出现分化与失优化的变化，为诱导

瘤细胞的分化提供了瘤细胞内在可能性，也提

示随着肿瘤的演进，如不给予影响(治疗) ， 瘤

细胞有恶性发展的内在倾向。

摘 . 要

将人低分化且咽癌克 隆 株 CNE-2 Z-5-

2-B7 在体外连续传代培养，从群体的角度观察

了不同代数的细胞形态!定量、 DNA 含量和体

外增殖能力的变化。结果 : (1)各细胞形态参

数、 DNA 含量出现异质性 ， 为多种瘤细胞亚

MTT 试验

克隆形成率(%) OD 比值

49.4 2. 17::!: 0.24 
54 . 7 3 . 35 士 0.36

45 . 8 2 . 39土 0. 88

44 . 5 3 . 79土 1. 64

61.6 3 . 09土 0.54

群所构成，而且随传代过程变化、 消长。 ( 2 )

4 1 代以细胞面积大、 核大、 核浆比小、 DNA

含量高、 异质性明显的大细胞群体占优势。其

形态特征与鼻咽低分化鳞癌的大核型相似。

( 3 ) 81 代主要为胞、 核面积小、 核浆比大、

DNA 含量高的小细胞群体，其体外增殖能力

较第 1 代明显为高，形态及生长特征与鼻咽未

分化癌相似。提示随着肿瘤的演进，如不给予

彭晌(治疗) ， 瘤细胞有恶性发展的内在倾向。

关键饲s 鼻咽癌 克隆细胞 体外培养

黯体 肿瘤演进
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THE POPULATION VARIANCE OF HUMAN NASOPHAR­

YNGEAL CARCINO岛1A CLONAL STRAIN (CNE-

2Z一5一2-B 7) DURING PASSAGES IN VIT RO 

Luo J ingwen et al 
( Departme凡t of Pαthology ， Guangdong Medical College 524023 ) 

A BSTRACT 

The -:10na1 strain (CNE-2 Z':"5-2-B 7) which deriv t'd from human poorly differentiated na­
sopharyngeal carcinoma (NPC) cell line CNE-2 Z was serial cultured from primary to the 
81 th passage in vitro . The ceJl morphometric, nuclear DNA content and the proliferation in 
v itro of different passages were investigated. The results indicated (1) During culture passaged 
in vitro , the cell morphometric and nuclear DNA content showed their heterogenecity and 
construction by diff巳rerit subpopulations that would appcared or disappeared. (2) The subpopu­
lation with large cellular and nuclear areq but low N/C ratio , high DNA content reached the 
top on the 41 th passage, which were similar to characterestics of the large nucleus type of 
poorly differetiated squarmous careinoma. (3) The cell population became mainly small cellu­
lar alld nuclear area , high N/ C and DNA content with higher prolifera tion on the 81 th pas­
sage than that on primary clonal strain , which were as undifferentiated carcinoma . 

Key words, nasopharyngeal neoplasm clonal cell culture in vitro ' population 
tumor progressioD 

卡托普利对血管平:骨肌细胞内皮素基因表达的影响

齐建华 ‘ 陆款王军"王新明韩忠朝

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200031 ..上海第二医科大学药理教研室 200025) 

自从 Yanagisawa 等报道血管内 皮细胞产

生的内皮素 (endothelin ， ET) 是体内最强的缩

血管多肤以来I汀 ， ET 的生物学意 义及其表达

调控机制日益引起人们的重视二 已 有文献报

道，血管平滑肌细胞也可衍生 ET 并通过自分

泌作用参与高血压和动脉 粥样硬化的发病过

滑 肌细胞的异常超微结构征象IS10 近年来，

国外研究者已注意到转化酶抑制剂与 ET 调节

存在直接作用关系问。 但有关转化酶抑制剂对

ET 基因表达影响的研究尚未见有报道。故我

们观察了转化酶抑制剂 Cap 对 Ang- JI 诱导家

兔血管平滑肌细胞 ET-l 基因表达的影响。
程[Z- 5 ] 。

卡托普利 (captopril ， Cap )为临床上有效

的降压药 ， 其作用机制主要是抑制转化酶，减

少血管紧张素 JI (Ang- JI )的形成。3 然而这并

不能充分解释 Cap 的某些作用如长期给药产生

持续降压和阻止血管肥厚[ 6 ， 7] 以及改善血管平

材料与 方法

1. 商品与试剂

Ang-ll 购自 Sigma 公司。 Cap 由中美施负-宝制

药有限公司提供。反转录酶(AMV )购自 Promega.

Taq DNA 聚合酶， 限制性内切酶， oligo-dT , dNTP 
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