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小鼠胃粘膜细胞和人胃癌细胞间隙连接的超微

结构研究与促癌变剂的影晌来

高 羔 林仲翔吕桂芝周立新 幸f，亚外

(北京市肿瘤防治研究所细胞生物学研究室 )

鲁崎唔吴莲英

(中国科学院生物物理研究所电镜室 )

间隙连接介导的细胞连接通讯在调控细胞

增殖和分化中有重要作 用 [1- 4]。早期的 研

究[5 ， 6] 发现肿瘤细胞缺乏连接通讯功能。进一

步的研究[川口 ]表明肿瘤细胞连接通 讯 抑制 的

程度与细胞的恶性程度，特别是与细胞的锚着

不依赖性增殖能力和转移能力呈正相关F 许多

促癌变剂有抑制细胞连接通讯的作用。由此提

出的假说认为细胞连接通讯的抑制是癌变机理

的一部分， 很可能是癌变促进(Tumor P romo:-: 

tion) 的关键因素，细胞连接通讯的抑制使癌变

启动细胞(Initiated Cells)得以逃避周围细胞的

调控而继续恶变和扩增最后形成癌肿[ 11 ， 1 2 ] 。 日

益增多的关于细胞连接通讯研究资料支持这一

假说F 指出细胞连接通讯功能在癌变促进的过

程中逐渐丧失 [1 1 -1 3 ] 。

细胞连接通讯依赖于相邻细胞膜上间隙连

接的数目和/或其通透性的大小。冷冻 蚀刻电

镜技术能够提供间隙连接结构的基础资料， 对

于了解与细胞连接通讯变化有关的癌变机理是

十分必要 的， 然 而 这 样的研究报道还不

多 [ 14 ， 15] 。 我们 曾观察到人胃癌 MGC-=80 3 细胞

缺乏间隙连接通讯功能[18] ， 提示细 胞连接通

讯抑制也是胃癌癌变的机理之一。为了解细胞

连接通讯抑制的超微结构基础以及与促癌变可

能的连系， 本工作应用冷冻蚀刻电镜技术比较

观察胃癌 MGC:-8 03 细胞与正常小鼠胃粘膜上

* 才写工作由国家自然科学基金项目资助，
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皮细胞间隙连接表达情况和在促癌变剂处理后

胃粘膜细胞的变化并进行讨论。

材料与 方法

-、细胞人胃癌 MGC-8 0 3 细胞[川 ， 传代培养

生长在 RPMI1640 培养基(含 15%小牛血清和抗 生

素)内。以 EDTA( O.01% )液消化分散 细胞， 种植在

培养瓶内，种植密度适于 2- 3 日内达密度饱和。

小鼠正常胃粘膜细胞取自体 重 2 0 克的昆明种小

白鼠， 停食 1- 3 日。动物断脊椎后剖腹， 暴露胃 ，

自大弯部剖开，去净内容物， PBS 洗数次， 用钝刮匙

分离腺胃体部粘膜，获得新鲜的胃粘膜上皮细胞， 经

相差显微镜印证。

二、促癌变剂 佛波醋[ 1I，1] J ( 12-0-tetradecano

y lphorboI-13-acetate , TPA)，美国 Sigma 厂产。黄芫

花-[ 1 7J O .1 5 gjmI 乙醇提取安顿注射液 ，新华制药厂制。

三、但痛变1f!j处理胃柑膜细胞实验 1. 对照组 g

刮取的新鲜胃粘膜立即放入 1640 培养液， 内不含任何

药物J 2. TPA 组g 胃粘膜放入含 TPA(5 0 ngjml)的

1640 培养液J 3. 黄芫花组z 胃粘膜放入含黄芫花

(20μgjmI)的 1640 培养液内。 于 37 0CC02 孵育箱内
孵育 5 小时。各组标本用冷冻蚀刻电镜技术处理， 同
时作常规固定石蜡切片。

四、 冷冻蚀~J电镜技术 新鲜胃粘膜或经过孵育

的胃粘膜， 用 PBS 涮洗后放入 2 . 5%戊二睦二甲碑酸

制缓冲液，室温固定 40 分钟 ，吸去固定液， 用 0.1 mol 

jL 二甲硝酸纳缓冲液洗 2 次。取接种第三天生长达密

度饱和的胃癌 MGC-803 细胞 2 瓶(~5 X 10 6 个细胞 ) , 

用 PBS 洗 3 次，加入 2 . 5%戊二楼二甲 碑酸铀缓冲

液， 室温固定 40 分钟， 刮取整层细胞， 室 温离心

1000 rpmj5 分钟，去固定液， 用 0 . 1 moljL 二 甲刑酸

铀缓冲液洗 2 次。将已固定的胃粘膜和胃癌细胞分别

移入含 30%甘油的 0.1 moljL 二甲肿酸纳缓冲液内漫

泡 2 小时后移上载物台， 液 氮冷 冻，用 BALZERS

BAF-400 D 冷冻蚀刻仪按常规法制备复型。 JEM-

100 cx 电镜观察。

结 果

一、正常小鼠胃粘膜上皮细胞

新鲜的或在 1640 培养液内孵育 5 小时后

的胃粘膜， 在常规固定石蜡切片 H. E 染色后

先镜高倍下观察为胃腺上皮细胞的腺腔结构和

少许间质。 冷冻蚀刻复型显示胃粘膜细胞的间

隙连接结构 (图版图 1-3) 。以观 察 的细胞数

为底数，间隙连接的出现率为 9!10(表 1 )。常

可见到在同→个细胞界面上有数个间隙连接存

在， 它们或孤立或相互靠近，连系甚至融合为

大片状。 这些间隙连接是由许多六角形小颗粒

一一-连接子(Connexon )组合形 成的特化的膜

区。 连接子直径为 6-9 nm ， 中心一中心间距

为~10 nm ， 排列为不规则多角形斑点状结构。

在冷冻蚀刻复型的 P 面上， 斑点为突起的颗

粒， 在相邻细胞膜的 E 面上， 斑点表现为与颗

粒互补的小凹(图版图 1 ， 2) 。当冷冻蚀刻面

恰恰跨出一个细胞的界膜， 越过细胞间隙进入

另一个细胞界膜时， 在有间隙连接的膜区可见

同一个间隙连接的 P 面和对应的 E 面 结 构，

该处细胞膜间距离很狭窄(图版图 1 ， 2 小箭

头之间为狭窄区)，明显窄于附近 无 间隙连接

的膜间距离。单个间隙连接的面积变 动在

0.01μm2-O.06 μm2 之间，小至含有的颗粒少

于 10 个， 大至含有数百个颗粒。在间隙连接

附近的膜区有散在的膜内颗粒( Intramem bran e 

particles) ， 其大小及形状与在间隙连接内的颗

粒相近似[图版图 1 ， 2 ]。这些分散的膜内颗

粒似像是位于膜(p 面)的小凹之中 。 P 面上颗

粒较多。同时胃粘膜细胞膜上有发达的紧密连

接结构(图版图 3 )，是由许参带状的紧密连接

组成的条索结构， 多呈环形分布。有小的间隙

连接出现在紧密连接附近，与条索游离端相连

或被条索包绕[图版图 3 箭头]。大的间隙连接

距离紧密连接较远。

二、胃癌细胞

人胃癌 MGC-803 细胞生长达密度饱和

后， 在相差显微镜下可见细胞密切接触并呈叠

层。 在原位固定后检查， 细胞仍密切接触。刮

取的整层细胞片块， 冷冻蚀刻复型可见许多细

胞接触的界膜。与正常胃粘膜细胞明显不同的

是胃癌细胞未见间隙连接。以观察的细胞数为

· 协和医院计划生育科何萃华教授惠赠，
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费 " 冷~饱割电镜显示的细胞腰间隙建樱
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*两批实验可重复资料。

底数， 间隙连接的出现率为 0/30(表 1 ) (图版

图 4 ) ， 同时也未见到其他连 接结构。膜上有

散在的膜内颗粒， 其形状和I大小不甚一致。以

上多次取材，结果一致。

三、 促摇蛮剂处理的小鼠胃粘醺上皮细胞

光学显微镜检查，经 TPA 或黄 芫花处理

的胃粘膜石蜡切片 H. E 染色的组织结构与未

经药物处理的对照组无明显差别。冷冻蚀刻复

型显示胃粘膜细胞在促癌变剂处理后，间隙连

接结构数目明显减少或 消失。 TPA 组胃粘膜

细胞未见间隙连接， 问隙连接出现率为 0/30

(表 1 )。黄芫花组胃粘膜细胞的间隙连接数目

明显减少， 其出现率为 0"':1 /30 (表 1 ) (图版图

5 , 6) 。两批实验仅见到一个间隙连接(图版

图 6 ) ， 其连接子颗粒排列规则、 紧密， 中心

-中心间距为~7 . 5 nm。与对照组正常胃粘膜

细胞的间隙连接有差别。 此外，两种促癌变剂

处理的胃粘膜细胞膜上膜内颗粒形状和大小不

规则 ， 许多比较粗大的颗挝散在或密集成为形

状不规则的小片区(图版图 5 ， 6) ，紧密连接

罕见。

词 论

本工作的冷冻蚀刻电镜观察所见小鼠胃粘

膜上皮细胞膜上的间隙连接与紧密连接和文

献[19 -20]记载大鼠胃粘膜上皮细 胞相似， 间隙

连接颗粒的中心-中心间距 均为~10nm。紧

密连接形态相似， 比较发达。表明这两种连接

结构是分化正常的胃粘膜上皮细胞的表型特

~10 nm 

~7 .5nm 

征。间隙连接颗粒排列比较疏松和不规则代表

细胞间隙连接通讯的功能状态[叫。早期电棋

合研究已证明正常人胃粘膜细胞有连接通讯功

能，癌变后的胃粘膜细胞连接通讯抑制[6]。我

们曾证明培养的人胃癌 MGC"':803 细胞连接通

讯抑制[le ] ， 本文的冷冻蚀刻电镜观察进一步

证明间隙连接结构的消失是胃癌细胞连接通讯

抑制的主要原因。

TPA 是皮肤癌促癌变剂 [1町，黄 芫花是实

验性宫颈癌的促癌剂[17]。实验证明这两种药

物对其他种细胞有促转化、剌激细胞增殖和抑

制细胞连接通讯的作用， [12 ， 13 ， 16 ， 18 ， 21]。两种促

癌剂抑制小鼠胃粘膜上皮细胞间隙连接表达的

现象提示间隙连接表达的抑制可能与胃癌癌变

促进阶段有关， 值得进一步阐明。

促癌变剂处理小鼠胃粘膜 5 小时后， 胃粘

膜细胞的间隙连接消失或明显减少。表明细胞

膜上间隙连接结柏的复现和消失在很短的时间

内进行。对于间隙连接结构数量快速变化的细

胞机理还了解很少， 有关的假说[22-叫特别是

与间隙连接蛋白基因转录， 转译水平调节有关

的机制及改变与肿瘤癌变的关系，值得进一步

探索。

摘 要

应用冷冻蚀刻电镜技术， 我们观察到小鼠

正常胃粘膜上皮细胞膜的间隙连接和紧密连

接。人胃癌 MGC"':803 细胞膜上未见到间隙连

接和紧密逗接， 表明胃癌细胞间隙连接结构的
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消失是细胞连接通讯仰制的主要原因。促癌变

剂 TPA 和黄;毛花分别处理胃粘膜 导 致膜上皮

细胞的间隙连接消失或明显减少。 木结果支持

关于细胞连接通讯抑制是胃癌癌变机理之一，

可能与癌变的促进有关的分析。本文对细胞间

隙连接数 目变化快的现象及可能的调节机理进

行讨论。

圈版 说明

1-3 小鼠胃粘膜细胞冷冻蚀刻复型。 标长

0.1μm。

1. 示三个大小不等的间隙连接， 最大的而积为

0 .0 17μ时。 长箭头指示 P 面和 E 面的间隙连接。 短

箭头示相邻细胞在间隙连接区狭窄的膜间隙。

2 . 示长片状间隙连接，面积 0.06μ时。小箭头示

间隙连接区相邻细胞膜间狭窄的间隙。 E 面颗粒区面

积较小。

3. 示小的间隙连接被紧密连 接条索包绕。(箭

头〉

4. 人胃癌 MGC-803 细胞冷冻蚀刻复型。标长

。 .1μm。未见间隙连接结构。 膜内颗 粒(Intramembr

ane Particles)散在。

5 . 黄芫花 (20μg/ml)处理 5 小时后的小鼠胃粘

膜， 细胞膜界面无间隙连接和紧密连接， 只有散在分

布的膜内颗粒。标长: 0.1 μm 

6 . 示黄芫花处理的小鼠胃粘膜细 胞膜界面偶见

的一个间隙连接， 其颗粒排列紧密规则 ， 附近和远处

有散在或成簇的膜内颗粒，未见紧密连接。
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