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在经 LPS 诱导的单核细胞中 hG-CSFmR

NA 的含量并不很多，检测它比较困难。但将

hG-CSFmRNA 经 RT-PCR 方法转变为 hG

CSFcDNA 并扩增后，它的盘增加了百万倍 ， 因

此可用普通电泳法检测， 无需用同位素标记的

探针进行杂交。我们用该方法对 LPS诱导 4 小时

和 12 小时的单核细胞内 hG-CSFmRNA 进行逆

转录并扩增，均可得到特异性扩增条带， 即 hG

CSFcDNA。用光敏生物京标记的特异性探针

与这扩增条带杂交呈阳性 反应。说明 LPS 体

外诱导人单核细胞的确可产生 hG-CSFmRNA ，

但 hG-CSFmRNA 产佳的最与诱导时间有关。

摘 要

用聚牍糖-泛影葡胶分离液从正常 人新鲜

抗凝的外周血中分离出单核细胞 。 在组织培养

条件下以大肠杆菌脂多糖 (LPS) 诱导单核细

胞，使其产生人粒细胞集落剌激因子 (hG-CSF)

mRNA 和 hG-CSF。不同时间取出经诱导的细

胞和培养上洁液，分别[，I-J逆转录"聚合酶链反

应 (RT-PCR)方法在l双单克隆抗 体 ELISA 夹

心法检测细胞的转录产物和表达产物。结果表

明 t 加入 LPS 后的第 4 到第 1 2 小时单核细胞

内有显若ftl hG-CSFmRNA , 24 小时后测不出

该 mRNA。培养液中从 第 1 2 小 时 开始出现

hG-CSF， 第 24 小时达到高峰， 并 持续到Ú 48 

小时仍有明显活性。 这说明 LPS 可在体 外诱

导人单核细胞产生 hG-CSF 及其 mRNA o
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MNNG 诱导转化的人胎儿皮肤成纤维细胞系的建立

张文皮徐刚 王艳萍陈晓禾

(华西医科大学肿瘤研究所成都 610041 ) 

人体细胞休外转化在检测可疑致癌物、 研

究人类肿瘤的发生与发展机制等方面具有重要

意义。然而，由于人体细胞能快速而有效地修

复 DNA 损伤， 因此其转化较陆齿动物细胞困

难的2 )。 苏兆众等[ 3)用紫外线和乙基 亚硝基腮

先后处理离体培养的正常人胎儿胃成纤维细胞

(Fibroblastsl FB) ，建立了能长久传代的 GST

8502 细胞系。但单独用化学致癌剂 处 理正常

人 FB， 成功诱导转化并建立细胞系 ， 国内尚未

见报道， 国外仅见 Namba(4)和其同事 BaF町的

报道。本实验 JFJ N- 甲基-N'-硝基-N-亚 硝基肌

(MNNG)成功地诱导了人胎儿皮肤 FB 的转化 ，

并建立了可长期传代的细胞系一-HFT 89 0 

材料和方法

-、细胞培养
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取健康产妇水囊引产 4 月龄胎儿皮肤， 无菌条件 6 . 异种移植 接种 1 x 10' 细胞于 BALB/C-

下用 Hank' s 液洗净， 因成约 1 mmJ小块， 阳于 25 nu/nu 元胸腺楝小鼠左腋j立下， 7 天后取出肿块作病
ml 培养瓶底 ， 置 37'C培养箱 2 小时后加入 DMEMI 理切片。

F 12( Sigma )完全培养液(含 15 % 小牛血沽， 100 ul 7 . 透射电镜观察 取传代后 48 小时细胞，消

ml 和I 100 μg/ml 的青、 链~i幻。 待细胞长满瓶底 ， 化、 低速离心成团 ， 常规固定、脱水、包埋、，切片、

用等量的 0 . 25%膜蛋白酶 (Difco ) 和 0 . 02 % EDTA (分

析纯 ， 成都化学试剂厂)液泊化传代。

二、戴癌1f!J处理

取第 3 代细胞计数后 ， 每瓶接种 2 X 1 0 5 细 胞 ，

共 3 瓶 ， 加入无精氨酸、 谷氧耽胶的 MEM ( 日本制

药株式会社〉培养液培养 24 小时 ， 使细胞生长阻断在

Gl 期。然后换入新鲜的 DMEM/F 1 2 完全培养液 ，

使细胞同步进入 S 期 [2J 0 8 小时后加入 MNNG(Fluka ，

纯度 97 %，以上) , 以后草草处理时未再作同步化。前

2 次剂量为 4 问Iml ， 后 2 次 6 问Iml ， 每次 处 理 3

天， 间隔 4 -6 天。处理过程中和结束后的第 1 次以

1:3 传代，以后待细胞近长满时， 均以 1 : 10 f专代 。 对

照细胞除禾加致癌剂外，余作相同处理。

三、 生物学特性撞测

1. 生长曲线 每 瓶 接利1 1 x 10， 5 细 胞， 次

日起b 隔天取 2 瓶细胞计数， 以其均值绘制主t .~己曲

线。

2 . 平板克隆试验 每组 6 个 60 mm 平血， 勾

平皿接;f9l 1 X 10 3 细胞 ， 14 夭后镜下通过测微尺计主义

草径 100 μm 以上的克隆数， 以其均值除以每平皿接

种细胞数计算克隆形成率。

3. 双层半固体琼脂试验 每组 4 个二JL JIIl 0 

Bacto 琼脂 ， 底层为 0 . 6 % ， 表层为 0 .，3 % ， 每平皿

为 5 x 10' 细胞。 37 0C 、 5' %C02 培养箱中培养 3 周 ，

计数直径 100μm 以上的克隆数和l 计算克隆 形成率 ，

方法同 2 。

4 . 细胞骨架 参照 Pena 的方法[飞接种细胞

子小破片上， 24 小时后以 Triton X-1 00 处理 ， 0 . 1%

考马斯亮蓝 R 250 染色 1 小时。

5 . 染色体检查 细胞 传代后 4g小时， 加入

0 . 4 μg/ml 秋水仙胶作用 4 小时后低渗处理， 常规制

备染色体标本。

染色后，日立 H-600 电镜观察。

结 果

实验结果表明 ， 对照组人胎儿成纤维细胞

(FB) 呈梭形 、 核较小 、 排列规则、单.层生长

(图版图 1 ) ， 传至 16 代左右哀老死亡。MNNG

处理细胞经反复传代后呈7~性表型，现已传代

125 次 {J5活跃生长， 表明已建成连续细胞系(7) 。

该细胞系 (HFT 89 )具有以下特征(见表) : 冻

存后复苏率高 ( 90 % 以上) ; 细胞呈梭形 、 核大

而深染、排列紊乱， 密集时可重叠生长(图版

图 2 )。 生长曲线(凡图)显示 ， HFT 89 与对照

细胞在第 1一5 天生长速 度差异不大， 7 天启

后者达到饱和乡而 HFT 89 细胞继续增殖。第

11 天后其生长速度明显高于对照细胞，表明

H问‘ 89 细胞巳失去生快的接触抑制Jl HFT 89 

细胞在培养瓶内(图版图 3 )和l 软琼脂内(图版

图 4 )能形成直径 1 00μm 以上的克隆，其克隆

形成率分别为 '1 .8 % 平11 0. 1225%; 而对照细胞

则不能。染色体分析显示， 对照细胞染色体数

目变化在 35 到 86 条之间， 2 n = 46 的占 86 % ，

而 H町 89 细胞的非整倍体性明显， 染色体数

目分布范围从 27 条到 125 条 ， 2 n = 46 的仅占
12 % ， 主流数为 47 到 60 条，占 40% 0 H盯 89

细胞接种裸小鼠 7 天后形成大小约 8x6 mrn

肿块 ， 与周围组织无粘连 ， 病理诊断为纤维肉瘤

(图版图 5 ) ，同期对照细胞注射局部仅有一碎

片状结节， 活检为坏死物。对照细胞内微丝束

十分明显， 分散平行或规则交叉排列，贯穿整

表 HFT 89 细胞与对照细胞生物学特性比较

细胞
饱和密度 平板克隆形成率 软琼脂内克隆形成率 染色体异倍体率 成痛性

可长期传代性 ( X 1 0 61瓶) (%) ( % ) <%) 

对照 2.45 。 。 14 

HFT89 + 4 . 19 7 .8 0 . 1225 88 + 
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个细胞， 直达细胞膜(图版图 6 ) ， 而 HFT89

细胞内微丝柬明显减少， 呈网状或稀疏散在

(图版图 7 )。透射电镜显示， HFT 89 细胞核

形态多样、 核质比大、核膜凹陷明显， 呈恶性

细胞特征(图版图 8 )。

一__ lH'T89
r .. 

i. ., 
、
、

-<r-"t-t照

领
m起
回m

圄 1-11<189 和对照细胞的生长曲线

讨讼

上述实验说明本文应用体外转化技术成功

地诱辱了人胎儿皮肤 FB 的肿瘤性转化。在成

功地转化正宙人 FB 的少数报道中 ， 所用方法

主要可分为两类 : 一是使细胞同步化后在 S 期

加入致癌剂[Z] z 二是用致癌剂多次处理[5J 或多

种致癌剂处理[3] ， 以造成尽量多的细胞 DNA

损伤， 并使其不能有效修复或易发生错误修

复。本实验综合应用同步化和多次处理的方

法， 成功地转化了人胎儿皮肤 FB， 为 人体细

胞转化提供了又一可行的方法。

培养的正常人体细胞其核型是 基 本稳定

的， 染色体的结构畸变和异倍体率增高与细胞

恶性程度有基本平行的关系 [IJ ， 人体细脆在转

化的较早阶段即可获得在软琼脂内形成克隆的

能力， 它与成瘤性无明显相关性[8J ， 细胞内微

丝束的减少或紊乱与细胞转化的形态学改变和

软琼脂内形成克隆能力密-切相关;可长期传代

性是人体细胞恶性转化的先决条件，如近期两

例成功诱导正常人 FB 恶性转化的报道， 均是

在先用致癌剂处理(60Co 或 v-myc) 使细胞具

有可长期传代性的基础上而获得成功的问 1 0 J 。

本实验的 HFT 89 细胞具有以上各种特性， 表

明其确属转化细胞， 而在裸小鼠体内可形成肿

瘤， 则进一步表明其已发生了肿瘤性转化。

总之，本实验为诱导正常人 FB 的转化提

供了新方法;H盯 89 肿瘤性转化细胞系的建

立，为研究其它致癌物或癌基因的进一步致转

化或协同作用提供了有用的实验材料。

摘要

用甲基硝基亚硝基肌处理正常人胎儿皮肤

成纤维细胞 4 次(剂量前 2 次为 4 问Iml ， 后 2

次 6 吨Iml ， 每次处理 3 天， 间隔 4-6 天) ，

建立了可长期传代的 HFT89 细胞系。 该细胞

具有以下转化细胞特性s 细胞呈梭形、排列紊

乱、 密集时可重叠生长， 核畸形明显、核质比

大; 饱和密度增高 ; 在软琼 JJ旨 内形成克隆， 做

丝柬减少‘紊乱F 染色体异倍化s 裸小鼠岳和11

形成肿瘤 。

化学致癌剂诱导正常人成纤维细胞的转化

比较困难，综合应用同步化、 多次处理等方法

可能是提高转化率的有效手段。
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人成纤维细胞系 HF-91 的建立及生物学特性

郑景熙 冯才圭湘 王索华 郭琳琅季长莉

(第一军医大学珠江医院 广州 510 282 ) 

目前已有多种动物和人成纤维细胞的建系

报道[汀 ， 这些细胞系的生长均无需在培养液中

添加成纤维细胞生长因子 (FGF.) 。 但 迄今未

见到有关生长因子依赖型成纤维细胞的报道。

因此 FGF 依赖型人成纤维细胞 HF-9 1 的 建系

及生物学特性的研究无疑将有助于提高相关注

长因子活性检测的特异性及有可能作为人工真

皮细胞理想的成分。

材料 与方法

一、 材料来源

1. 在本院妇产科就诊的健康孕妇，经 水 囊引产

5 个月胎儿膜j尿组织。

2 . bFGF (碱性成纤维细胞生长因子)系基因重组

产品， 由暨南大学生物工程系提供。

3. RPMI 1640 培养基 系 GiBCO 产 品。 新生牛

血清系广州奶牛场产品 ， 经去除支原体处理。

二、 成纤维细胞培养

弃去跟腺组织包膜及血管 ， 用 Hank's 液 洗涤 3

次 ， 剪成 1 mm3 小块， 置于培 养 瓶中 ， 培养液由

RPMI 16 40 、 20%新生牛血清、 谷 氨 田先胶 2 mmol , 

青链豆吕京各 100 单位/m1 ， bFGF 50 ng/mI 等组成。

每 瓶 加 培养液 10 ml ， 在 37 "C和 5 %C02 培养箱

内培养 7 天可见少许贴壁的梭形细胞团 a 弃去服腺组

织及培养液，用 Hank's 液洗涤 3 次 ， 再加入 新鲜培

养液继续培养。 然 后 每 3 天 传代 1 次， 传 代时 用

。 . 2 5 %腕酶消他。

三、细胞生长曲线及密度依赖性抑j串j试验

取第 30 代培养的细胞， 组 0 . 2 5 %膜酶消化后制

成悬液 ， 直培养瓶中 ， 加入和同浓度的 bFGF 继续培

养。 每天检测每一实验组中 9 瓶培养细胞数目 ， 取平

均值绘制生长曲线， 求出细胞倍增时间。

四、细胞分裂指戴的测定

采用培养瓶中加盖片培养的方法. 每天从瓶中取

出盖片进行细胞固定、 染色，计数 1000 个 细 胞中细

胞分裂相数.

五、 细胞形态学及超微结构观察

取原代及传代 (第 3 、 10 、 20 、 30 代〉培养的细

胞， 进行一般形态字及超微结构观察。

六、 乳酸脱氢酶同Z酶谱的分析

取原代和第 1 0 、 20 、 30 、 40 代培养的细胞， 采

用聚丙烯眈胶电泳法， 经硝基四氮哇染色， 然后用紫

外线扫描记录酶谐。

七、第VI因子相关抗原试验

原代及传代培养细胞加入 0 . 3 ml顶 因子 兔抗血

洁 ， 37 0C温育 30 min ， 洗涤 ， 加 0 . 2 mI 羊抗兔 IgG

荧光抗体 ， 温育 30 ID ln ， 洗涤 ， 用 PBS 封固后直荧

光显微镜下鉴别成纤维细胞和内皮细胞。

八、培养细胞遗传学检查

取原代及第 30 代培养的细胞进行细 胞 遗传学观

察， 染色体标本制备按常规方法进行。

九、培养细胞生宿性试验

Cs 7BL/ J 小鼠接受 60Co_y 线 5 . 0 Gy 照射一周后 ，

皮下注射第 30 代细胞 5 x 10 6/只 ， 观察生瘤情况 ， 期

限 3 个月。以上检测方法详见参考文献[2 ， 3J 。

结 果

细胞形态学及超微结构

人成纤维细胞 (HF-91) 贴壁生长呈梭形。
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