
恶性转化增加细胞对细小病毒的敏感性来

革rl 兰萍 苏兆众罗祖玉陈 iJ.f- 生 采 颖 蒲小缸

〈复旦大学 生物等二系 )

l哺乳类细小病毒(parvoviruses ) 是一类直

径为 20-2 5 nm 的无包膜州毒，其主运 alIJJ~J 期的

完成~l;j要宿主细胞的 S 期功能。它们简单的基

因组只载有几个结构蛋白的遗传信息，所以病

毒自身复1111J 几乎完全依靠宿主酶系功能。在多

数情况下， 若细胞能支抖细小州毒完成其复制

周期就意味着细胞白身裂解[1] 。

细小病毒具有明显的抗 肿 瘤效应[ 2 ] 。其

一 ， 人和动物的流行病学调查结果表明 ， 感染

了细小病毒者某些忡归发生率较低; 其二，向

实验动物传布'细小病毒，则被理化致癌因子或

肿瘤病毒诱发的肿瘤发生率明显下降。虽然、细

小病毒的这种作用的机制不详， 但在离休培养

细胞的实验系统中 巳发现细小病毒 H-1[1]能直

接杀 ijJ戎相J j1ì I J 多种人 J]中捕细胞l a ]，细 ，小病 毒

MVM[ I J能有效地illl过杀伤如化细胞而'1f1 Jjl;l! 肿

瘤病毒 SV 4 0 对小鼠细胞 3T3 的转化[飞 . 这些

说明纠H小 î1ì;j奇的休|人j 抗肿归作 ) 1 J 至少应包括它

们直接杀。j ~~~ iíP市IJ 肿瘤细胞这一途径。

为了进一步 ìïl 实细小病毒杀伤 )jLþ回细胞的

专-H:效应， 我们比较了正常人tJ台肾和 胃细胞

及其被埋化致面剂处理后得到的恶性转化细胞

HER 8502 丰11 GI'S 8 502 [ 5 ]对 H-l 的敏感性 ， 发

现 H才能显著地抑 ílJiJ 肿瘤细胞， 而对正常细

胞的生长无明显的抑制作用。小鼠J戊纤主H'细胞

C3H 10 T1 /2 对 H-l 敏感，它被 3H-TdiR转化

后得到的，也 tJ 转化细胞除[ 6 ] ;:，J H- 1 的敏感性

进一步提高。 I-Ì-l 对两种分化程度不同的胃癌

细胞的生长都有抑制作 用 ， 但低分化型的

MKN 45 比 分 化 型的 MKN 28[ 7]对 H一] 更敏

感。 实验结果表明， ;'ll.qt转化提高了细胞对细

小州市 (I{J 'r1& !'g; '11 
[ :" 门 j主和 11敏感It Ti丁 í'm 与~H1月包 IFj

恶性转化程度有犬。此fli果进一步证实了纠11小

剧毒 j'ì主专一性地抑 íl; IJ ;，也史的假说， 为i'fJJ小 1r)~毒

作为 JJ归自防治的可能性提供新的实验依据。

材料和方法

, .细胞及其培养条件
正常人JI台肾和胃生11 1 J也米自 五月龄 胎儿 的组织

J)'yJ ， 经细胞形态、 核型 、 生L化及生民将(jf分析， 这

些生IJl J阳属正布'一倍体细胞， 经体外转化X!:.f)f分别得纠

细胞株 H，ER 8502 丰1 1 GTS 8502[5Jo MKN 45 flJ MKN 

;划 分};lHlt ， !↓!分化11人口 !M细胞株[7 J。小 f;fU&H，泪却i

JJ也 系 C3H 10 'fl / 2 ~ i l (t\: 3H-TdR 转[巳 (I<J C3日 10 T 

1 / 2[6J ， 议 SY'O 转化的新华儿肾细胞 NB-E[8Jj圳占监

生跃于含 5-10% 小牛血洁的培养议 1-\:1 ， J;;;4 illl置于

台 5% CO2 ~干H包和 ;J<，-，1; 1气 的 3 7''C J;j J，~箱内。

2. 病毒的制备与纯化

纠H小的 J高 H-l 增殖于 NB-E tlU Jl包内。 1.'f ~HI )j也梨树

叶 ， 11)[ 失细归作j T及上洁液。病毒 j立过 1在本根据

Tattersall 等出边的 C~Cl 甸、以梯JJf !lli t.马心j;t [9 J 。

3. 病毒感染

l以去工户居细胞的地养浓 ， 执)JU … \E ltt j01 再悬以

(0 . 111111 /φ6cm 培养皿) ， 才 37 'C .!;j :ff:一小 时 ， 其 |且j

~，ä 隔 10 分钟~战后养illl-议 ， u (>I~ nr ú~Hl lj也均 fìtj丘

触病毒。均每J击染后 ， ~毛;如 JJII入 J;讨f': ì伐。

4. 病毒定量分析

基本战 Ledinko [ lOJ描述的病，Jj":空加分析;去。简言

之 ， 将 '1 x 10 5 个 Nß-E 细胞接种于直位为 60m 的塑

料培养 rm(Nul1c ) ， 次 LI 感染病莉 ， ru，.}ll!1 ÞFi 言 。 . G ，j %

j，，;um的完全路养基覆盖。 地养 6 -7 7(后 ， 给 中 性红

染色)吕内眼计数州函主训 。 用主斑形成单位 (PFU) ，t王

示病毒泊度，圳海 PFU 主义/细胞数 ( MOJ ) 以示感染州

毒的剂量。

5 '. 细胞克隐形成骂

j;J细!血克|在形成半C&/J(组IJJfu (f/，斤半 。 ;U I 的以千、 H

数量 (1 00-5 00 个)才在种子商径 6 cm (Jlj塑料 J:S1ì' illl. 前

‘ 上海 !Ì J [i 吾 á~尘 ~'t 且}J 白IJi果血。
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i~ 6 ~日1 胞 生

养 8-9 天)5经 Carnoy 液阳立和 10 % Giemsa 液染色 ，

然后计数由单个细胞 i乏成的克隆(大于 50 个细胞)。

6. 用 3H-TdR 掺入率检测细胞DNA 合成

用病毒感染处于对数生长期的细胞， 感染后不同

时间用含 3H-TdR 的培养液 ( 0. 5 μCi / ml ))泳 /4 1 标记 l

小时 ， 然后 l脱去'山'标记液，用不合 I"J位素的培养浓继

t;:J寄养 1 小时 ， 经 0 . 25%快蛋启盹;可比后 Il}用 4 0C I不j

0 % 三;-，f，~ 乙酸:wr纠U )j包转移到玻璃纤维也忘纸上 ， 干燥后

)Jrl人闪烁液 ， L!JJ可FIJ议闪仪洲 cpm 值。

实 黯 结 ' 果

1.细小南毒 H- - l 对正常人胎肾和胃，细胞

及其被转化的细胞 栋 HER 850 2 和 GTS 850 2 

的影响

(1) 对细胞fk 长的影响如|纠 1 月r示，

日- 1 I'I(]感毁 (MOI 高达 5 ) 'x们E常人细 胞的坐

长无抑制J VF-川，但能有效地抑制 jiJJ、变细胞的生

… l人。

(2) 址- H ER 85 02 ,f'l 1 GTS 850 2 细 胞克隆

形成的应响女rl l到 2 所示， 随 MOI 的增 加 ，

HER 8 5 02 不! I GTS 8 502 (都属第 18 伏 ) 1拉克隆

形成半下降， 但在感染等量病毒的情况下， 其

克|哇形成斗牛 ýIU ;句于 Nll-E 细胞。悟:见， HER 

8502 手1 1 GTS 8 5 02 细胞对 H一i 的 敏 感 性低于

Nß-E 细胞。

(3) 对细胞 DNA 合成的影响 脉冲标记

结果表明 HER 850 2 的 DNA 合成受 H-1 感染

的 JCJJ 制。 感染 4 小时后， DNA 合成尚未明显

受抑，自 8 /j、 H才起 3H-TdR 掺入;虽 剧 ò;iZ ， 直到

2 0 小 IH ， 问 ílilJ作用均未减剧。 正常 人Il台肾细

胞的 DNA 合成不受 H一l 感染的影响 ( I驾 3 )。

另外 ， jlj 流式细胞仪分析表明，被 H-1 感染

后， HER 8 5 02 圳胞的 J~j JtrH皮阻于 S 期 (待发表

ffi呆 ) ，说 I I)'J 细胞 DNA 合成受抑。

2. 细小病毒 H-l 对 C3H 10 T 1 / 2 和 鼓
3H-TdR 转化的 C3日 10Tl /2 的影响 . • 

如 表 ] 所 示 ， 3H-TdR 的转 化 可使 H一]
(MOIO.5)对 C3H 10 Tl /2 的克降 形 成的抑制

从 10 g;; ~;!1 日 )'1) ~2 % 0 r 可 ! ;1; 二 M01 ;(~Ulrr JJ0. 
i{-ili (I~J ;8;响 。

物 、、，­
守L ;J;毛

A、

图 1

τi~ 
，山、

•­f高嚣晤最后 天由

J(l 8S ?，在

• . 

H-l 对正常人胎肾、胃细胞和它们的

转化细胞的生长的抑制
l 在培养 1 1且 1CI'1 1各种 10 5 个人胎肾 (1) 或胃 (2 )细胞(第

5 代 ) ， 或它们的转化细胞 HER 8502(3) 、 G TS 8502 
( 4) ( 骂1 15 代， 5 x -IO' 个/11山 ， 6 小时 后感染 H-1

(MOl日 ， 次日起连续 4 天 ~I-数细胞。因 l书数据是 4

个培养llll 内细胞的平均放， 垂 直短线示标准误。互和
王分别表示未1&';染和感染病毒的细胞。

4讲
t运
浴
缸

0. 5 

以 0.1

。.0

图 2

0.1 

.. 
,‘ 
· 、 i 九

、{ "'问，
", ""(~ 

..i:-r ， . 飞、
如Ji. ，:.'; ‘

)"'-.f 
i.1t"... !, .1J 

" .;;.-;;' 
。.也

H-l 对 HER8502 、GTS8502 和 NB-E

细胞克隐形成的影响
第 1 8 代 HER 8502( 0 )、 GTS850 2 ( L':，. )以及NB­

E( . )细胞感染了 H-J Jr:;用克隆形成i安门-j用 细胞的存
活 :?Í'~。用 1 1 1数伴IJE二次独立'实验 l'I'JfJ勺(([， iF 1'[ι~U\ 
示标准误。
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5[. ~圭)[3

成率(% ) 

表 2 两神不同分化程度的胃癌细胞对细'/J、病毒'11斗的敏感性的比较

细胞株 I MKN 45(低分化型 ) l MKN 28 ( 分化型 )

i_jillltR 1'i'细胞数 i 500 I 丁;---1-- 500 

未翩翩 i 川土6.6 川士5 · 2 | 川 士 /1. 0 I 川 :\: 2 . 。

! 感染病毒 (M0I 2 ) I 川土5 .1 I 川土2.6 川士 3 . ， ( I ] 8. 5 士 1 . 。

! ω . 0 川 : 16 · ] ( ω . 0

250 

克|雀 j萨

成率 ( %l

机1}J' )1.]J; li IJ ，-;;': ( %) 

感染细胞克隆形成率
相对}JjJ :!i悴 = 1 一菜主运更主国i且用雀话咸丰

表中;放据至少是 5 个培养血u1:1 :<kl\主形成率的平均

土 寻后的数值示标准误。

第 10 卷第 3 期 细胞生物学杂 ， 志

表 1 C3H 10 T1 / 2 和被 3H-TdR 转化的 C3H 10 T 1 / 2 对 H-1 敏感性的比较

ZJ 胞 系 一-1 一一丁百江τ7一一了十FEEZEltZZEr

每血接种细胞数 | m , I 山 ! 250 ! ω 
「 地染病毒 一丁 川土。 . 8 川±0 · 8 「可王三1.二一「孟;二百I
!豆局副LF丁二百二丁二写了一问王J丁 50 . 4 :\:二.7

相对抑制率( %) i ω ! 8. 6 I 23 . 2 I 20 

垂直短

10 

图 4 ,H-1 感染对 C3H10T1 /2C o ) 和转化

的 C3H 10 T 1/ 2 ( • )细胞克隐形成率

的影响

图中数值是VJJ个相互独立实验的半均值，

线示标准误。

‘蓝、
咐

, , . 

MOI 
。 1

0.5 

0.2 

M附
时
间
浴
缸M
m

H一1 感染对豆常人胎肾细胞(第 5 代)

( 0 ) 和 HER850 2 细胞(第 8 代 ) ( • ) 
DNA 合成的影响

0 , 2 

因 3

值，

H一 1 对不同分化程 度的人 胃癌细胞系

的影DI可 E

如 I K 2ßi 辰， H- ](MOl 2) ;Z ， j 低分 化2f;~ )'j 

癌细胞 MKN 15 ( 10 '5'[， 隐形成午的相对抑制字为

3. cpm 手1] cpmo 分别表示感染和未感'染病毒后不同

时间所测得的 cpm 俏。 MOI 为 10 。 阁中数值是三次

在I!立'另驳 ((J I/ J'Jfr'f。币 I'j_知(] 01)'/I;f,iì ji; ìj: 0 一小!HJI ，k ìT l'

标 i己所拟'Ji可的 cpm 111{l 500 --5000 0 
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128 细胞生物学杂志 1988 年

60 % ， 而对分化型的 MKN28 则为 38 % 。

讨论

细小报j毒的体内抗肿瘤效应可能通过不同

途径实圳。其一， 由于细小病毒具有抗原性，

它的感染可使机体处于高度免疫反应状态，从

而提高机体对 肿 剧细胞的识 别 丰11 杀彷作

用 I Z ， i i]; 其二，结!小剧毒直接抑制或杀伤肿蹦

细胞。由于体外实验系统排除了免疫作用 ， 本

实验结呆反映， 主I Ii小病毒的体内抗肿剧效应至 ‘

少应包括它们直按抑制27变细胞这一作用。多

数细小病毒(包拈 H-l 和 1 MVM)的感染不能使

成年机体致、1lul lIj，说 LYJ 尽管~!l l小 ~f;J 毒 (1悦目他

说细胞 S 邦j功能 ， J-Î 正常成年机休内亦不乏分

裂 ~lllJJ(g， '[且组i小州寄去/J不能影 II\;'J这些细胞 rfú使

成年功物蚊州。只有处于抖常分化状态的分裂

l旺盛的fE:变 吉11 1 )1包才对细小病毒敏感。正常人胎

肾手rI 同细胞及它们的恶性转化细胞对 H-] 敏

感性的差异为这一假设提供|时响的让tjJ，i。长期

肉体地养的小 hlil J戊纤维 细胞系 C3H 10 Tl/2 巳

部分获 i斗某些转化特性， 1次对 H-1 表JJ\!，…立

的敏感性，但一旦它们转化成l月的i'1(] ;'/t;变细

胞， 这种敏 !\.L~ 'I' I:llI;. -注:j)~ ，~j-。

为什么 ，让 :主吉fJ/)J且会成为到11小 ~，ìj毒的 JI Il 忠宿

主?现有报道岳阳j.， j 1::: '，;廿人绍1 !I包 虽然能立投

H-l 元成 JL复 ílilJ知j~9J'lì DNA 复 11Ji1 前的各 」iJ !睬 ，

如州毒 l以 |川 、 胞若干 、 币j核迁移及核内 JJ5~先等 ，

但不能支持 H-l 完成 DNA 复 11)11 "1, 3气也变细

胞产生了支抖 H-l 完成 DNA 复 制的最 l二11丑

子 ， tt结果龙江1小的毒元成J=t 复 11; I J 周 JgI 军1I 癌细

胞的自身裂衅。

休外;过r1ï- !i ;J llfi奇)J{:ì柑实验表明恶性细胞对 ~ll

小孙l奇的敏感性与它们的分 化 状态密切相

关 [ 11 J 。若将r:!:l J:~ll 化 !王| 子转化的人胎肾细胞

HER 8502 与被肿瘤病毒 SV，O 转化的新生儿肾

细胞 NB-E 比较，从形态学观察、核要，)分析 、

生长明忡(如软 JJt{月旨 '~fl 克 |结形 成二扒 转化1: 1~形

JJ\~ 不 M 介安:咛 ) 吃川和1 1暗示 I' Ì月 -J)j(jïïí口 1f， NB 

E 的 ;'!I; '1" / : 去 711 均 1: .j 于 J-JER 8502 ， 从而 ;，(.j' H .- ] 

的杀伤作用也更敏感。同样，低分化型胃癌细

胞 MKN 45 的恶性程度高于分化型的 MKN

28[ 7] ， 与之相关的则 是它们对 H寸的敏感程

度不同。这种相关性的机制仍待进一步阐明。

在实际应用上， 本实验结果提示: (1) 细

小州毒可能丹j 于区分2某些恶变 细胞的分化程

度 ; (2) 主任!小 l~J存 可能作为JJ归自防治的新手

段。

摘 要

在肉体培养人细胞中， ~Ul小的毒对恶性转

化的细胞有明显的抑制作用。正前人胎肾和胃

细胞对细小病毒 H-1 呈抗性， 但它 们被J:_lli化

致癌因子转化后， 对细小病毒敏感。 小鼠成纤

维细胞 C3H 10 T 1/ 2 被 3H-TdR 转化后对细小

病毒 H-l i' 1(J敏感性进一步提高。 另外 ， 细小 ;1，ì3

毒对肿制细胞的才r.)J fl! lj 作用还与细胞的分化状态

有关，低分化型胃癌细胞 MKN 4 5 比分化型

胃癌细 胞 MKN 28 XJ H-l 的习门)j 作用更敏

感。
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用整体解离法制备两栖类蝴蚓细胞染色体

王绳珩

(巾罔科学院上海细胞生物学研究所 )

两栖类是卖验胚胎学研究中最常用的实验

动物之一。 随着研究的不断深入， 两栖动物发

育过程中基因表达调控、 核质关系和细胞分化

等发育生物学问题已受到广泛的重视。 为丁深

入探讨两栖类的发育过程， 有必要研究两栖动

物发育中染色体的变化 [ 1 ， 2] 。目前， 两栖动物

原肠期胚胎细胞和成体细胞的染色体fl1'J备方法

已经建立[ J川]， 但if.H斟细胞染色体的 ;IJ' ]备却缺

乏简便而又可靠的方法。为此， 将作者近年工

作中总结出来的整体解离法介绍如下:

材料与方法

实验动物取自木实验室饲养的非洲爪瞻 ( Xenopus

Laellis) ， 经人工催产后，把受精卵置于 Holtfreter 溶

液中培养， 随时观察其发育情况。

1. 当胚胎发育至 37 期-47 期 时(按 Nieuwkoop

的发育分期 [ 5)) ，吸取 3-5 只蚓蚓 ， 置于无 Ca川、

Mg川的 Steinberg 分离液中 ， 针和i头部处死。

2 . 加入秋水仙紊溶液， 使最终浓度为 20 微克/

毫升， 室温下培养 14 小时。

3 . 将蜂|斟吸入 Down 氏玻璃组织匀浆 器(松型 )

中 ， 加入 4 毫升培养液， 缓慢地上下抽动匀浆器 2 -

3 次，制成细胞悬液。

4 . 把细胞悬液收集于离心管内 ， 弃去不能悬浮

的组织块， 然后迅速离心 (10'00 r / min , 8 分钟 )。 弃

去上清液， 加入 4 毫升 0 . 4%氧化仰， 用滴管把细胞

团打散， 室温下低渗处理 7 分钟 。

5 . 加入等量新鲜固定液 (甲醇 : 冰醋酸= 3: 1) 进

行预固定 ， 2 分钟后离心(1 000 r / min , 8 分钟)， 弃

去上消液，再加入 8 毫升新配困定液，再悬浮， 20 分钟

后 ， 离心(1 000 r / min, 8 分钟 ) ， 换入 新鲜固定液，

再悬浮后， 盖上管口 ， 置 4 "C冰箱过夜。

6. 次晨， 取出固定细胞， 离心后弃上清液， 加

入 1 毫升新件固定液，制成细胞悬液， :J卖常规空气干

燥法制 j"l- '

结果和讨论

用上述方法制得非洲爪畴蚓蚓细胞的中期

分裂相染色体，并排出了染色体细型(见图 1 )0 

从图中可见， 染色体结构清晰， 分散良好。非

洲爪蜡染色体数为 2 n = 36。根据着丝点位置 ，

可将全部染色体分为 3 组，其第 1-7 对染 色

体为中部着丝点染色体(m) ;第 8一1 4 对为亚

中部着丝点染色体(sm)，第 1 5一 1 8 对为亚端

部着丝点染色体(st) 。

_r 制牛
气;三t.ρ

φ 豆'注rof叮'
飞 . .且‘-，~

在割、呼、+!，
)(‘~--
、，晶' 主L

i 叉，只在温 X民翩翩.，... M 

'1 ... 民a 苟且 IU' ，飞，、 A^ A^ '"' 

Ili /i再向^ .n ，、《
因 1 非洲爪瞻唰削细胞的染色休及其染色

体组型
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