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由此看来， 破忏细胞的功能活动是复杂的， 还

'主精全身利|局部因素的影响 ， 而且与其他细胞

如成骨细胞宇存在和相互作用[町，这些均需做

进一步的研究。

通过分肉 、 培养人破忏细胞的实验，我们

体会人破骨细胞培养成活较动物更难， 对培养

条件要求高，我们认为 DMEM 培养液 ， pH 7 . 0 

更利于破骨细胞生长。将其与骨片共同培养，

出现忏吸收比兔破骨细胞 l血 2 - 3 天。原因 之

一可能是从取材到fff养经时 比较长， 破骨细胞

的活性受到影响，如将分离的人破骨细胞先培

荠 3 天， 再做噬忏实验效果更好。在 本 实验

中， 培养了 17 天的人破 忏细胞仍有骨吸收功

能。说明此方法分肉培养的人破骨细胞，可供

骨吸收机理的体外研究。
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j延腺腺样囊性癌多种癌基因 mRNA 的表达

赵文 )1 ' * 幸 在t 华 马大权王洪君马大龙"

(北京医科大学口腔医学院 10008 1) 

Barbacid 等从人膀脱癌细胞株成功地克隆

分离出 C-ha-ras 癌基因的开创性工作使分子

生物学和l遗传工程学技术开始应用于人类肿瘤

研究 [1]。细胞癌基因激活和异常表达的研究加

深了对细胞癌变的根本原因的认识。有关人癌

基因异常表达的报道日渐增多，人们企望从中

发现人癌基因异常表达的规律，以指导肿瘤的

预防、 诊断和治疗。诞腺腺样亵:性癌 ( Salivary

adenoid cyslÏc car cinoma , SACC )是一种严重

危害人类健康的恶性肿瘤， 虽生长缓慢， 但有

较强的漫润性和转移力。为了揭示其特殊生物

'予行为的来源，我们选挥了已有文献报道的与

肿瘤漫润 、 生长和转移表型有关的癌 基因 H­

ras 、 K-ras 、 V-erbB 1 、 C-myc、 V-sis 进行了

SACC 细胞 、 口腔鳞癌细胞和胃腺癌细胞 的

原位杂交 。

. 材料 与方 法

癌细胞取自本院外科实验室 1983 年从人小涎腺

SACC 和舌鳞癌组织选育的 SACC-83 、 TC-83 细胞株

(分别为 1 09 代和 98 代)及北京肿瘤研究所王乃勤研

究员惠j峭的胃腺癌细胞株 MGC 803。癌基因 H-ras、

K-r挝 、 V-erbB 1 、 C-myc、 V-sis DNA 探针购于华

美公司， 碱性磷酸酶原位杂交显示盒和l过氧化物酶显

示盒分别购子 Gibco .公司和 Vector . 公司 ， Levamisol

由桂林制药厂崽赠， 其他均为核酸研究和一般试验室

试剂。

1. 细胞片制备 将对数生长期脑细胞消化并轻吹

打成的细胞悬液接种于放有盖片的六孔板或宽口培养

· 现在天津市肿瘤医院工作， 邮编 3 00060 .
· 北京医科大学免疫学教研室.
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瓶内 ， 常规培养 48 小时或 81 小时后收获。 依次进行

以下处理 : 0 . 01 mol/ L PBS(pH 7 . 4 ) 冲洗 1 0 分钊'X

3 , 4%多黑甲酸 20 分钟 ， 0.01 mol/ L P BS( pH 7 . 4 ) 

冲洗 5 分钟，梯度乙醇脱水各 5 分钟 ， 气干收盒，

- 2 0 0C保存。

2 . 探针标记 用酶促生物素二步缺口平移法标

记探t十后 ， 分离纯化，检测标记率。

3. 杂交前处理和杂交 细胞片恢复至室温后进

行如下处理: 0 . 2 N HC1 20 分钟， 1-1 . 5 μg/ml 蛋白

酶 K 37 OC1 0 分钟， 4%多聚甲隆 5 分钟 ， 0 . 25 %黯酸

配三乙醇胶(新配制)10 分钟 ， 2x SSC 700C 30 分钟 ，

2 x SSC 1 0 分钟 ， R.京干待杂交。 RNase 对照片再经

100μ/ml RNase A 2 x SSC 370C 60 分钟 ， 2 x SSC 

10 分钟 ， 晾干待杂交。每片滴加杂交液 50-70 μ1 ，

使成为一个大液滴复盖子细胞上， 放入含有 SSC 湿盒

42 0C杂交 18-20 小时。杂交液成分: 4 x SSC, 10 m 

mo1/L DTT , 100 μg/m1 ssDNA , 10 %硫酸葡蒙糖，

1 x Denhard t' s ， 50%去离子甲跌胶 ， 生物京化 DNA 探

针 0 . 3-0 . 4 ~g/mI. ssDNA 和探针加入前经变性处理.

除固定剂外， 所用水均经 DEPC 处础。 Ep 营和版头

及水均高压灭的。

4. 杂交后显色 杂交后细胞片依次经 2 x SSC、

1 x SSC、 0.2 x SSC 各洗 10 分钟 x 2 ，分别用碱性磷

酸腾和过氧化物酶显色。显色过1"'.1巾 ， 随时镜下观

察， 信号满意后中止显色， 然后苏术东复染， 梯度乙

醇脱水， 甘油明胶封片。 设革E mRNA对照，探针对照

和杂交方浩对照。

实 验 结果

为了便于分析， 根据光镜下杂交颗粒的多

弈，将表达水平分为ZE表达(忡。，巾表达(十十 )

和低表达 ( + ) 及未表达(一)。每J1 随机 计数
200 个 细胞， 计算出每种病细胞各种癌基因的

表达水平， 见附表。

三种癌细胞的癌拦网 mRNA 去达纣果 如

下:

SACC-83 

三种癌细胞多种癌基因 mRNA 表达

TC- 83 时lG C-803

总表达率 十忡 忡 + - 总表达率
(%) '" 11 (%) 

癌基因
总表达4-; 十十十 抖

(% ) 
+ -川

情
忏 + -

1::- ras 129 143 73 55 86 . 25 
H- ras 133 144 92 31 92 . 25 
C-myc 17 28 86 69 32 . 75 
V- erbB 1 7 32 206 155 61.25 
V- sis 。 。 o 400 0 . 00 

4 28 94 74 63 . 08** 136 134 57 67 81 . 75 
80 80 32 8 96 . 00 ' 
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注2 高表达(忡0 : 杂交颗粒弥漫分布于整个细胞胞浆内或大于胞浆面积的 2/3 0
中表达(忖 ) : 杂交颗粒分布于胞浆面积的 1/ 3 以上.
低表达( + ) : 杂交颗粒分布于胞浆面积的1 / 3 以下。
未表达( - ) : 胞浆内不见杂交颗粒.

** P <O . Ol 

• P <0 . 05 
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图 1 SACC 、 TC 、MGC 细胞不同痛基因 mRNA

的表达

(1 ) SACC 细胞 、 TC 细胞和 j MGC 细胞

的五种癌基因 mRNA 表达不同，见|到 1 0 ( 2 ) 

SACC 细胞的 H-ras 和 K-ras 癌桂闵 mRNA

表达有明显的一致性， 其内 、 rl l 水平以达二字分

别为 68 %和 69 % ， I j TC 细胞的去达水平相

近。 ( 3 ) SACC 细胞有. C -myc mRNA低表达，

抖末表达率达 67 . 25 % ， JJ;点达水平远远低于

MGC 细胞 ( p< o . 0 1) ， 见陈120 (4) SACC 细

胞 VerbB1 癌基因 mRNA 表达 卒虽为 6 1 ， 5 %

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



第 15 卷第 1 期 细胞生物学杂志 ~1 

2o 40 60 80 1∞(州

叫朋) 囚胃口
图 2 SACC 、 MGC 细 胞 c一myc 癌基因 mRNA

表达水平

细胞各种癌基因的表达水平)结果表明培养 81

小时的细胞 H-ras 、 K-ras 、 erbB 1 癌基因

mRNA 表达水平远低于 48 小时细胞的表达

水平，并且培养 81 小时的 SACC 细胞未见到

C-myc 癌基因的表达，见图4a 3 种对照片均

未见癌基因表达。

讨论

诞腺腺样囊性癌是一种特殊的诞腺上皮低

恶性肿瘤， 多无症状地缓慢生长，术后多能顺

利愈合， 镜下癌细胞多分化较好， 一度曾被认

为良性肿瘤。但约半数以上的患者术后局部复

发和肺 、 骨 、 肝、脑等远处器官转移，终死于

本瘤。多年来，国内外学者一直研究其特殊生

物学行为的来源，但受研究手段的限制，对这

一特点的解释只限于形态学和定茸细胞学阐

述，认识各升，难以统一[~.斗]。因此，我们利

用先进的核酸杂交技术，从基因水平对此进行

了探讨，用分子肿瘤学理论解释了这个问题。

在实验中改进了玻片细胞原位杂交技术，使其

图 3 SACC 细胞 V-erbBj 癌基因 mRNA 表达 更便于在肿瘤基础研究中推广应用。 我们也同
特点 期进行了人正常腮腺组织切片原位杂交 (结果

(表达牟)

Ki- ras 

b--_-ð 

Ha-ras . 
飞、八

\ \ , 
c - 盯lyC

\之
V -crbBt 

图 4 不同培 养时间 SACC 细胞囚种癌基因

mRNA 的表达

(见图 1 )，但以低水平表达为主(5 1. 5%) 。

见图 3 0 (5) 培养 48 小时和 81 小时的 SACC

细胞的癌址因 mRNA 表达水平有明显不同。

(仍然以两种不同培养时间的细胞载片随机计

数 200 个细胞，计算J~细胞不同增殖状态下癌

见另文) ，结果显示上述癌基因巾，只有 ras 和

sis 癌基因在部分小导管细胞有微弱表达，腺

泡细胞未见癌基因 mRNA表达。 SACC 细胞中

这几种癌基因的转录水平与正常腮腺有很大不

同，提示在 SACC 形成和发展过程中 ， ras 、

myc、 erbB 1 癌基因在正常涎腺细胞中的 激活

和异常表达有可能导致了 SACC 的发生和发

展。

用活化 ras 癌基因转染无浸润性的小鼠

BW 5147 T 淋巴细胞，使其获得了浸润性和转

移力， 其畏润性和转移力的大小与转染的 ras

癌基因表达有关( 5 ] ω Johnson 报道正常 甲状腺

组织有 ras 癌基因微弱表达，甲状腺)J~il瘤有ras

癌基因的增强表达(6]。口腔鳞癌组织中H-ras 、

K-ras 癌基因表达水平明显高于中日应的正常组

织， 分别是正常组织的 3-13 倍和 2- 16 倍 ( 7] 。

本实验结果显示 SACC 细胞有 ras 癌基因的高
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水平表达p 其表达水平接近于 TC 细胞，据此

推测 SACC 细胞中 ras 癌基因的高 水平表达使

其获得了一般低恶性肿瘤所不具有的较强的漫

润性和转移力。

C-myc 癌基因是一种可使细胞获得"永生

性( immortal iza tion)"的基因 ， 其表达 的调节

在转录后水平， 表皮生民因子 (EGF )诱导其转

录。 Spondidos 边过 RNA 斑 点杂交发现口腔

鳞癌有 C-myc 高水平 表达，其表 达水平与肿

瘤恶性程度有一致性( 8 ) 。 本文结果显示 SACC

细胞有 C-myc 癌基因低水平点达，而 MGC细

胞的 C-myc 表达水平明:iii 高于 SACC 细胞。

V-erbB 1 癌基因的异常表达可以产生类似

于 EGF 与受体结合后所发出的生民信号， 剌

激细胞增殖(9]。本实验结果显示 SACC 细胞的

erbB 1 癌基因表达 水 平 也明显低于 MGC 细

胞。

sis 癌基因的激活和!异常表达使转化细胞

获得自行分泌血小板衍生生民因子( PDGF)样

物质刺激自身生长的能力 ( 10] 。 本实验 结果显

示 SACC 细胞未见 sis 癌基因点达， TC 细胞

有 sis 癌基因的低水平表达。

C-myc、 erbB 1 和 sis 癌基 因的 激活和异

常表达均能通过各自不同的途径刺激癌细胞增

殖， 促进肿拙生辰。推测 SACC 细胞中 C­

myc 、 erbB 1 癌基因的较低水平表达革11 sis 癌

基因的不表达可能与 SACC 元症状地缓慢生

长有关。

本实验结果还显示了不同培养 时间的
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SACC 细胞中癌基因表达有明显不同，这表明

瘤细胞中癌基因的活化和异常表达状态不是恒

定的， 与瘤细胞的生命过程有密切的关系，这

也是|垛瘤细胞异源性之外的又一个使肿瘤基因

研究复杂化的主要因素。一个肿瘤内多种癌基

因活化和异甫表达的报道和多种癌基因 协同作

用的假说的提出给肿瘤1;1;因研究提出了新的课

题( ll]o SACC 细胞中上述多种癌基因异常在交达

之间的关系和其对 SACC 形成刊发展的影响，

尚需深入研究。
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这届大会的主术活动主 1l!包括 22 日下午的三个大会报告以及 23 日 、 24 LI 附二泛的分组报fk会。大会报告也

括程中丰口的"染色体瑞拉与核f]'架的关系 ，植协 1扫间纤维的证实" 、 ri辛绍白的 "i月细胞{iff )C }J怯进展"及~'~水的"染色

体'目'架研究的进展"。 此外，未今丹、 徐永华、 卫志明 、 全允栩 、 张小云、 |士IJkhl等教授也分别在分组报告会上

作了专版报告。分细报告会共作了 20 场，包括细胞核与染色体、 细胞器引构 、 其十左基囚纪与基因表达、 动物细
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