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GRO飞tVTH OF HL-60 CELLS AFFECTED BY THE BCL-2 
ANTISENSE PHOSPHOROTHIOATE OLIGODEOXYNUCLEOTIDES 

LIN Yan Juan LU Lian Huang 

(Fujiall Illstitute 0/ J-Iematology . U阳011 J-Ios卢 ital A.!filiated Fujiall Mediι:al University. Fuzhou 350001) 

ABSTRACT 

To observe the effect of the BCL-2 ant isense phosphorothioate oligodeoxynucleot ides (ASPO) inhibition on HL60 
cells growing. we investigated the cell viability determined by trypan blue exclusion and the colony forming activity 

(CFU-HL60) after incubation of HL6 0 cells with ASPO at different concentration (5μmol /L. 10μmol /L.20μmol/L) 

or with sense-PO(SPO) at 20μmol /L or with none of them. The resul t demonstrated that in the presence of ASPO. 
the inhibition of HL60 cells viabili ty cou ld occur in 24 hours and became more promi nent as the concentration increas­
ing (P<O. 01). That was not found in the presence of SPO. There was no significant differences among ASPO. SPO 
and the control after 72 hours. These findings indicated that BCL- 2 ASPO could inhibi t the HL60 cells proliferation 
and this effect was sequences-specific and concentration-dependent. 

Key words: Antlsense phosphorothloate oligodeoxynucleotldes nCL-2 oncogene HL60 cell line 

细胞外基质对培养咽癌细胞增殖及

p53 、 PCNA 基因表达的影响

张杜茹 ·王晓明 郭晓峰

(白求恩医科大学第一临床学院耳鼻咽喉科 ·预防医学院毒理教研室 长春 130021) 

随着近年来细胞生物学研究工作的进步，

人们对细胞外基质 Cextrace llu lar matrix E CM) 

的功能有了新的认识。 ECM 作为细胞的自然

环境物质，在细胞的分化、增殖、发育 、基因的表

达、癌细胞的浸润、转移等多方面起着重要的调

节作用[叫。

I 型胶原蛋白 (type 1 col l agen)是 ECM

的主要成分，并且在体外能够重新聚合形成三

维立体结构的 ECM 构造，将细胞在这种物质

上进行体外培养，可使细胞处于近似于体内环

境生长，能真实地反映细胞在体内具有的功能

状态。

我们将两种咽癌细胞在 I 型胶原胶表面

进行培养，对细胞的增殖及 p53 、 PCNA 蛋白表

达情况运用免疫荧光染色，撒光扫描共焦显微

镜 (Laser Scanning Confocal Mic roscope 

LSCM 410) 以及 Western 印迹杂交定量方法

进行了研究 。

材料和方 法

1. 细胞系

FaDu 下咽癌细胞系， 是 S. R. S. Rangan 于

1 968 年建立的，取自 于人下咽鳞癌活检组织。购自美

国。

De troit 562 鼻咽癌细胞系.是由 W. D. Peter-

son 等于 1971 年建立的，取自成人鼻咽鳞癌胸腔转移
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后胸水内的癌细胞。购自美国.

2. 细胞培养

(1 ) 1 型胶原胶的制备 将 由猪皮肤提取的

I 型胶原(日本和光制药公司) ，浓度为 30mg/ml 与 1

X MEM 培养基按 1 : 1 充分混合，均匀铺子培养皿上，

37 .C 聚合 30min.

(2) 培养条件 使用含 10% 小牛血清、 500U /

ml 青霉素 、 250μg/ml 两性霉素 B ， pH 为 7.4 的 MEM

培养基，在 37"C ， 5%CO" 湿润无菌条件下培养。

(3) 培养方式 将 FaDu和 Detroit 5 62 细胞用

培养基稀释，计数后接种于铺有 I 型胶原胶或聚苯乙

烯 SLCM 显微镜观察用直径为 5cm 的培养皿上或普

通同样大小的培养皿上. 培养 24h 、 48h 、 7 2h 、 96h 时观

察细胞增殖状况，

3. 双重标记的免疫荧光染色

取培养的细胞弃培养液，PBS 洗三次，用含 0.1 %

Tri ton X-IOO 的 4% 中性福尔马林溶液固定 1 5min ，

0.5% BSA 混育 1 0min ， 1:400 PCNA 或 1 :200 p 5 3 单

克隆抗体(鼠抗人，Sigma 公司〉室温下摇床上作用 1h ，

PBS 洗三次， 1 : 1 00 的兔抗鼠 IgG 作用 30min ， PBS 洗

三次 ， 1 :100 稀释的 FITC 标记的羊抗兔 IgG ， PBS 洗

三次 ，TRITC 标记的伞毒素反应 30min ， PBS 洗三次，

激光扫描共焦显微镜(LSCM 4 1 0 德国〉观察 .

4. Westcrn 即迹杂交

用硫氨酸版裂解液 ( Hepes 10mmol/ L , KCl 

10mmol/L. EDTA 1mmol / L ,PMFS O. 5mmol/ L ,DTT 

1mmol / L ,Aprotinin 35μg/mL ， Leuptin 0.5μg/ml ， NP-

400 . 02 % ) 总蛋白提取后，紫外分光光度计测 595nm

OD 值 ，计算蛋臼含量，行 SDS 聚丙烯股股凝胶电泳，

各样品上样量均为 100吨 ， 电转移法将分离后的蛋白

转移至 PVDF 膜上，用 PCNA 或 p 53 单克隆抗体检测

蛋白表达盘.

结 果

1.细胞的增殖状态

我们将 FaDu 及 Detroit 562 细胞分别以

1. 3X 1 05 /ml 密度接种在聚苯乙烯、 I 型胶原

胶表面上 ，在培养的第 1 - 4 天，每 12 小时观

察一次细胞的生长状态。 我们发现同一细胞系

在不同表面上其增殖速度不同，在 I 型胶原

胶上细胞增殖快，在同一物质表面 FaDu 细胞

胞较 Detroit :;62 细胞增殖速度快。另外，在不

同物质表面上细胞的形态及生长方式也不同，

在聚苯乙烯表面上细胞呈扁平样，形成单层结

构(图版图1);在 I 型胶原胶上细胞最初聚集

成团，细胞间界限不清，当增殖较多时则形成复

层类鳞状上皮样结构(图版图 2 ) 。

2. 免疫荧光染色

FaDu 细胞培养 48 小时 ， Detroit 562 细胞

培养 72 小时后，行双重标记的免疫荧光染色，

激光扫描共焦显微镜 (LSCM410) 观察， PC­

NA 、 p 5 3 蛋白均表达于细胞核，在不同物质上

培养的细胞两种蛋白表达的多少不同，与在聚

苯乙烯的物质上培养的细胞相比，在 I 型胶原

胶上的细胞 PCNA 阳性细胞多(图版 3 、 4) ，形

成复层结构的上下层细胞 p53 蛋白的表达情

况不同，表层中 p53 阳性细胞多，而基底层中

阳性细胞极少(图版图 5 、 6) 。

3. Western 印迹

将上述相同密度、相同时间培养的细胞总

蛋白提取，用 Western 印迹定量检测了 PC­

NA 、 p53 蛋白的表达量， 如图所示， FaDu 及

Detroit 562 两个细胞系在 I 型胶原胶上，两

种蛋白的表达量相似，与在聚苯乙烯上培养的

细胞相比，PCNA 表达量增加，p53 表达量无明

显变化(图 1) 。

讨 论

1. ECM 对咽癌细胞增殖 、分化的诱导

1 '2 :) :1 

PC' NA 

pS:) 

图 1 Western 印迹杂交结果

i 、 2 :培养在聚苯乙烯上的细胞 1 :FaDu 2: De t roit 562 
3 、 4 :培养在 1 型胶原上的细胞 3:FaDu 4 :Detroit 562 
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FaDu 和 Detroit 562 是下咽部及鼻咽部鳞

状上皮恶变而来的细胞，在机体内其生长、增殖

最初是在基底膜上(原位癌) ，随后浸润至粘膜

下组织中，并在结缔组织中形成癌巢。这就是

说，在机体内这两种咽癌细胞是在与 ECM 分

子的接触及相互作用下增殖的，为了观察两种

咽癌细胞在近似体内的环境下增殖及功能状

态，本实验将两个咽癌细胞在结缔组织中含量

最多的 ECM 成分的 I 型胶原物质上进行了

培养，结果发现 .ECM 成分对两个咽癌细胞系

均有促进其增殖的作用，且在 I 型胶原胶上

细胞形成复层类鳞状上皮或网眼状结构，这与

聚苯乙烯上培养的细胞形成单层结构不同，说

明前一种培养条件下，细胞的生长方式更接近

于体内 。 这也充分证明了 ECM 成分对咽癌细

胞的分化起诱导作用。 Brinkma nn 1995 年[。也

报告了类似现象，作者将 SW 1222 结肠癌细胞

系在胶原股中培养，在肝细胞生长因子 (Hepa­

tocyte Growth Factor HGF)的存在下，细胞形

成类腺管样结构。 Capaz 2 腕腺癌细胞系在胶

原内培养后，细胞环形排列成类杯状结构 (cup ­

like structures). 且细胞顶端形成纤毛构造。

Toda 等 1995 年∞证明 ECM 成分 N 型胶原

对甲状腺滤泡细胞的粘附、增殖起促进作用。

Woodl町等问证明 N 型胶原促进皮肤角化细

胞的增殖。 这些报告和我们的研究结果均证明

ECM 成分作为细胞生存的自然环境物质对细

胞的形态、增殖及分化起极为重要的调节作用。

2. ECM 对 PCNA 、 p53 基因表达的调节

我们的实验结果显示， 1 型胶原及对两种

咽癌细胞系的蛋白表达有明显影响。使 PCNA

蛋白表达量增加， p53 在表层细胞表达多而在

基底层细胞表达少。 PCNA 是细胞增殖活性的

标志，它表达的增多，说明细胞增殖活跃，这与

我们观察到的细胞在 ECM 成分上长满 5cm

培养皿所需时间明显较对照快这一结果相一

致。培养的细胞形成复层结构，表层细胞和基底

层细胞 p53 表达量不同，在机体内鳞状上皮

p53 表达的特点是基底层细胞表达多，表面角

化细胞表达少。培养细胞正在增殖的细胞位于

表层，而基底层是相对静止的细胞。因此，p53

的表达也接近于体内鳞状上皮 。 Sakakura 等[7J

最近的研究证明 ECM 成分对甲状腺滤泡细胞

的癌基因 c-fos 表达起调节作用，他们的实验

结果表明， 1 型胶原和层粘连蛋白均诱导 c­

fos 的表达。

ECM 的详细作用机理目前尚在探索之

中。现已明确 ECM 是通过与细胞膜上的受体­

整联蛋白 (integrin ITG)相结合，将环境信息向

细胞内传递，从而调节细胞功能阻。 ITG 能与

ECM 多种成分相结合，它由 α、自亚基构成二聚

体，贯通于细胞膜，每个亚基都由胞外段、胞内

段构成，其胞内段于细胞骨架相连，胞外段与

ECM 分子相接触， ITG 有将信息双相传递的

功能 。

摘要

为探讨细胞外基质 (ECM)对咽癌细胞生

物学行为的影响，将两种咽癌细胞在 ECM 成

分 I 型胶原胶上进行细胞培养，通过免疫荧

. 光染色及 Western blot 法对细胞增殖及 p53 、

PCNA 基因表达进行了研究 。 在 I 型胶原上

培养的细胞增殖活跃，并形成鳞状上皮样结构。

PCNA 表达量增加， p53 表达阳性细胞主要分

布于表层细胞，而基底层细胞表达少。结果说明

ECM 成分对咽癌细胞增殖及基因表达有调节

作用 。

关键词 :ECM 咽癌 细胞增殖基因表达
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PCNA , P 53 GENE EXPRESSION IN CULTURED PHARYNX 

CANCER CE LLS: M ODULATION BY EXTRACELLULAR MATRIX 

( Zha n g G lI i rll W a n g Xiaoming G u o X iao fe n g 

1st Hosþital 0/ Nor l1l an Bethune M edical U niversity . Challgchun 13002]) 

A ß STRACT 

We examined the cell grow th and the express ion of PCNA . p53 in pha rynx cancer cell 1ines. FaDu and Detroit 

562 cells cu1tured on po1ysty rene s llrface . o r on type 1 collagen ge1 by immllno f1l1orescent histochemistry. w凹lern

b10tting. ln the presence of type 1 collagen ge1 lIsed as a s lI bs tra tum. both cell 1i nes showed rapid cell pro1iferation 

and formed mu1tip1e cell 1ayers with fi ne cellllla r meshwork . mimicki ng in vivo st rllcture . PCNA and p53 protein lev­

e1s were reversely altered in the prese nce of type 1 collagen gel. PCNA level decreased , p53 protein was located to 

the basal 1ayer cells. These res lllts s uggest tha t PCNA and p53 expression and local ization were changed in the prolif­

erating basa1 to the upper 1ayers of thcse cell li nes . and in the presence of ext racell 1l1ar mat rix components. 

Key words : ECM P harynx cancer Cell proIiferation Gene express ion 

氨对脑星状胶质细胞形态结构的影响

李夏青韩1生‘五赵元昌

(山西医科大学病理生理教研室 太原 03 0001) 

氨与肝性脑病的关系早已 为人 们所重

视[1.2J 。 据文献报道，在门腔分流性肝性脑病及

暴发性肝衰时，脑氨浓度可达 2 - 5mmol /L [ 3 J 。

在高氨浓度影响下，神经细胞可以发生多种功

能代谢紊乱。然而，氨在脑内的代谢是有区域性

的。实际上，进入中枢的氨首先在脑星状胶质细

胞内谷氨酷股合成酶的作用下与谷氨酸结合形

成谷氨酌股而被解毒。星状胶质细胞是氨在脑

内唯一的解毒场所[心。高氨状态下星状胶质细

胞所出现的功能、代谢，乃至形态结构的变化应

该是氨中毒的前提，出现也最早。 但是 ， 由于人

们以往对氨中毒的研究主要侧重于对神经细胞

的影响 ，而对高氨状态下胶质细胞的变化了解

甚少。为此本实验拟通过体外培养观察氨对星

状胶质细胞的影响。

材料与 方法

1 . 星状胶质细胞培养 :

参照 Kim 等人的方法 ，并略作改动[5J。大致步骤

如下 : 取 1 - 2 天龄 Wis ta r 乳鼠大脑(去除脑干〉置冰

冷的无菌 Hanks 液内洗涤 2-3 次，小心剥去表面脑

膜及血管 ，剪碎成糊状 ，加入适量 0.25 % 腋蛋白酶液，

37 'C 消化 10 分钟. 终止消化后加入适量 DMEM 液

(内含 1 0 % 新生牛血清、NaHCO， 1. 3g/L、青霉素 100

单位/毫升、链霉素 1 00 微克/毫升、Hepes 15 mmol/L. 

pH7. 3) ， 7 5μm 不锈钢滤网过滤、离心(lOOOr/min X 

3min ) 。沉淀用 DMEM 重新悬浮.台盼蓝染色 95 % 以

上的细胞为活细胞时 ，调整细胞浓度为 l X10'/ml.接

种入已销被胶原的 50mm 玻璃培养皿内，每个培养皿

内放 2m1 .置 5 %CO，温箱内 . 37 'C 培养 3 周。每隔 3 日
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