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这-设备出细 gb2 描已用 ({j第 一培养踵， 主与草宁生
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成~革宁细胞的i 巳过器所组成 。

(周荣仁 i手 ， }i'ij 郑校)
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人胃癌细胞在丁酸铀的诱导下膜分子运动与

膜相关骨架的关系

牛奇t英 赵孟莲 方家栋 梁云燕 石 永远 王代材

(北京市肿瘤防治研究所细胞生物学室 )

丁酸是一种短链脂肪酸， 对培养的哺乳类

细胞的形态、 生民速度和某些基因的表达有影

响。 丁酸制在 0.5--3 mmol /L 时对培 养 的肿

瘤细胞会产生可逆性的生长抑制作用 [l] ， 也可

以引起或促进新蛋白质的生物合成[Z]，抑制细

胞内 DNA 合成[3] ， 诱导纤到!~粘连蛋由的产

生[仆。丁酸纳对细胞的一些生物学效应已经进

行了广泛的Ui 究 。 本文用荧光碎灭后的光复现

(Fluorescenc巳 Recovery A f ter P hotobleaching , 
FRAP)方法研究细胞膜的运 动 ， 用 免 疫荧光

方法测定细胞表面纤 ffl~ *I~ 连蛋白 ( Fibronec一

t in , FN ) 及 115 色反应研究细胞骨架微丝， 以探

讨丁酸讷对人胃癌细胞 ( MGc 8 0-3) 的 质 膜 与

细胞骨架之间的相关性。

材 料 和方法

-、细胞及细胞培养

人胃低分化中ii液腺癌细胞系 (MGc 80-3 ， 山 东师

范大学建株) ， 培养子含 1 5 %小牛 的L 清的 Eagl e 培养

液 q~l 。 接种细胞子小培养 瓶 内 ， 何 瓶 4 . 5 万 / 1 . 5 毫

升。 24 小时后分三组处理s 第一组换含有 2 mmol/ L 

丁酸的 (BDH)的培养 液 持续处理， 第二 组以含

2 mmol/L 丁酸铀的培养液处理 4 8 小时 ， 再换为正常

培养液继续培养， 第三组为空白对照组。 以上三组均

隔日换液 ， 自 力口药之日起每天从三组 111各取三}促进行

细胞计数， 以绘出细胞生长曲线。

二、丁酸销对细胞微丝及纤维粘连蛋白的影 响

1. 微丝骨架的显示

在盖玻片上生长的 MGc 80-3 细胞在含有

2 mmol/L丁酸呐培养液中培养 ， 2 4 小时及 4 8 小时分

别取出 ， 按 Pana 方法 [ 5 J用考马斯蓝 R 250( coomassia 

Blue R 25 0 )染色并略加改良[6] 。

2 . 纤维粘连蛋白的显示

在进行显示微丝实验的同时， 取出另一部分细胞

分别用 3 . 5% 福尔马林固定 30 分钟， 用 PBS 液洗涤

后 ，加纤维粘连蛋白抗1(1且清与细胞保温 ( 3 ï OC)45 分 ，经

PBS i-夜洗， 稍干后再与二级荧光抗体避光保温(3 7 "C)

4 5 分 ， 最后用 PBS 液充分洗去细胞上 游离的荧光物

质 ， .9 : 1 甘油/PBS 封片， 荧光显微镜下观察。
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三、细胞膜蛋白分子侧向扩徽运动的测定一­

FRAP 法

生长在盖玻片上的细胞用异lìÍii钮荧光黄 (FITC )标

记的 ConA (F-ConA)与细胞表面相应受体 糖蛋白，结

合 ， 保温后 ， 用 PBS 洗涤及封片 ， 立即 进 行 FRAP

测定 ， 以国产%l离子激光器为光源 ， 激发光波氏为

488 nm ， 光束经两次聚焦后通过显微物镜 ， 在二:标 i己的

细胞表而出现一个圆形光斑， 直径为 3μm ， 以衰减

10斗 的弱激光测定光湖区内的初始荧光强度， (Fi) 。采

用脉冲强激光使这一区域中 ConA 受体 复合物分子黑

白 ， 光j票时间为 30-40 ms ， 测得漂白后的荧光强度

(Fo)。随着时间的推延 ， 其光l}'f区周围没有受到漂白

的 ConA 受休复合伪分子不断向光就E区扩散运动 ， 使

光斑区的荧光强在逐渐得到恢复， 求得恢复荧光强应

(F∞)。最 1日恨据 Axelrod llJ的平面扩散模型的推算 ，

将恢复曲线中各个离散数据代入其计算公式， 求得细

胞表面 ConA 受体复合物分子侧向运动的扩散 系数

D。

结果 与讨论

一、丁酸铀对细胞生长抑制作用的影响

细胞用丁酸的处理后， 形态发生显著的变

化， 外形扁平且长， 突起增多 ， 类似于成纤维

细胞， 同时细胞生长也很快受到J可lffjlj 。

从图 1 可以番出 ， 力11药后第三天 至第四

e
。
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圄 1 MGc 80-3 细胞生长曲线圈

。-- 0 对照组
.4 - Á 丁酸制组

· • · 去药m

天， 抑制j率达到高峰， 分 别为 46%及 59% 。

撤药后，细胞生长又明显加快，说明丁酸的对

细胞的生长抑制是可逆的。有人认为[町 ， 丁酸

制对细胞生民的抑制是阻M 1'1二细胞 周期的 G}

期。也有人认为[门 ， 丁酸的引起细胞致死性和

生长抑制的部分原因是抑制了无氧糖酵解。这

种小分子脂肪酸也可引起细胞内腺苦酸;圳、化酶

的活性增高 ， 但是 cAMP 磷酸二脂酶 的 活 性

并不增加 ， 因而导致细胞内 cAMP 水平提高 ，

从而诱导细胞出现不同的去恶化表型[IJ 。

二、 T酸铀对细胞微丝及 FN 的作用

用 2 mmoljL 丁酸的处理细胞 24 小 时及

48 小时后， 分别在光学显 微 镜及荧光显微镜

下看到细胞内微丝束与细胞表面 FN 均增加。

对照组的微丝稀疏存在于胞质R J FN 呈散在

的纤丝 ‘ 线' 状分布于细胞表面， 而加药组微丝

增多， FN 则呈密集的纤丝‘线' 状分 布(图版

图 1 ) 0 Culp[9 J )白 电镜 1;) f 'j{，观察到 ， 肿瘤病毒

转化的细胞皮质区域的大做丝束的数目显著减

少， 粘着斑的数目也减少。 Boslchck[ 1 0 J不仅在

转化的鸡胚细胞中看到微丝束的减少或硝失，

并动态地观察微丝的改变，发现在微丝消失的

同时 ， 也苦到细胞表面 FN 的减少。我们曾在

正常二倍体小儿包皮成纤结细胞观察到细胞内

微丝柬及细胞表面 FN 均比癌细胞，多 。 微丝是

细胞骨架成分之一， 与细胞的形态 、 运动及吞

噬功能有关。 FN 是细胞表面的主耍 蛋白质，

在细胞粘着上起重要作Jl] ，亦可调节细胞的运

动和细胞 内微丝柬组装。 Yamada 等 [ I I J 在实验

中看到， 丁酸阻断大鼠 3Yl 成纤维细胞主要

在 G 1 期 ， 此时可见细胞 内网状肌动 蛋白明显

积累， 并且随阻断期的延长而增加。同时微丝

明显地聚集在细胞边缘，微丝的应力纤维在细

胞质中也清楚可见。大量报道指出 ， 转化细胞

及癌细胞表面的 FN 普遍减少。 但是 也有报道

提出培养的转化细胞如乳 腺细胞[ 12 J 、 膀 脱细

胞[ 13J 的 FN 并不减少。 在我们的实验中毒到人

胃癌细胞表面 FN 明显减少F 在丁酸铀的作用

下可见 FN 增加。这是否可以认为，微丝及
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FN 的增加是恶性肿瘤细胞向正常细胞"逆转"

的一个表型特征，仍待进一步确定。

三、丁酸铀对细胞膜蛋白质分子侧向扩融

运动的作用

根据 Axelrod川公式计算，可以得 出分子

扩散系数 D

D= -~二 【 。，一 w. ...… ,… 
4τ1/2 ~ ---- ,-

W 为光斑半径 ， τ 1/2 为荧光半恢复时间­

rD 为 K 的函数(按1. 25 计算 ) ， 将每个细胞测

试曲线的各个数据代入以上公式经计算求得 D

值〈表 1 )。

也
悲
剧
(
J
h

F 

荧光恢复时 (11)( 钞}

图 2 MGc 80-3 细胞膜 ConA 受体侧向远

动恢复曲线记录图(单个细胞〉

1. 对照组 2. 丁酸制组

表 1 MGc 80-3 细胞膜 ConA 受体复合物倒

向扩散系敏[DJ

组别 | 扩散系数[DJ x 10 - 10cm2jsec 

对照、组

丁酸纳组

1. 23 (n = 18) 

0 .81 5 (陇 二 10)

P< O. OO l 

R62.8 % 

R =44% 

n 为测定的细胞个数。

R1J质!i如"'{I1J动性 Con A '王休复合物曰分比。

MGc 80~3 细胞经 2 mmoljL 丁 酸 铀处理

后， 细胞膜 Con A 受体复合物侧向扩散运动

减慢。 一般认为，在一定条件下，细胞膜分子

侧向运动的快慢是细胞转化或癌变的重要表型

之一。 癌细胞的膜分子侧向运动较快，而正常

细胞膜分子侧向运动较慢。 用丁酸铀处理癌细

胞后 ， 不但其增殖速度及形态出现明显的去恶

化改变，而且使 ConA 受体复合物侧向扩散运

动减厦， 这进一步说明丁胶制 :M MGc 80~3 细

胞具有"逆转"性作用。 另一方面 ， 与细胞膜相

连的细胞骨架的变化也间接影响膜的分子运

动。 Singer [l 4 J 电钝研究表明微丝束的 末端与

FN 是一种紧密的、有形的越膜连 接s 胞质微

丝束与外部的 FN 相遇于质膜内， 该部位呈现

电子致密区称为粘着斑， 即微丝束的末端与细

胞膜的拍着斑相连。 Weber 等 [ 15)通过免疫荧

光法观察到细胞骨架纤维与膜表面间存在 一

些交叉连接结构。这表明了细胞骨架系统在质

膜组分运动的控制方面有重要作用。它们的分

子排列及组装的变化可以间接影响和控制膜的

分子运动，从而影响膜的功能状态及 细胞形

态。从我们的实验中可以看出 ， 用丁酸纳处理

后， 在胞质微丝及细胞表面 FN 增加 的同时 ，

细胞膜 ConA 受体复合物侧向运动也明显地减

慢。活玉乏等[16)用垂直切片法电镜观察 了用

丁酸处理 CNE 细胞后， 细胞粘着斑 数目也增

多。因此可以认为细胞骨架微丝、 质膜粘着斑

及细胞表面 FN 互相联系 ， 它们三者的增多加

强了对质膜分子的牵制作用 ， 使肿瘤细胞膜分

子的扩散运动减慢，从而使膜流动性趋向正常

化。

摘 要

体外培养的人胃癌细胞， 用丁 酸 制处理

后，显示细胞表面 FN 及细胞胞质微丝的变

化，同时用荧光潭、自恢复方法对细胞膜 ConA

受体复合物侧向扩散运动进行测定。结果 表

明， 经丁酸的处理后的细胞， 胞质微丝及细胞

膜表面 FN 均较对照组增加 ， 而细胞膜分子侧

向扩散运动减幢F 说明与细胞膜相连的细胞骨

架的变化对膜分子侧位运动具有牵制作用 。
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用单宁酸{乍示踪剂观察上皮细胞间的紧密连接

江家杭凌诏萍俞永富钟总卢

(上海医科大学细胞超微结构研究室 )

钢 、 钉红和辣根过氧化酶[J - 3 J 常作为示踪

剂来研究质膜的结构和功能。运用单宁酸染色

技术观察细胞膜和细胞膜特化结构的功能是新

发展起来的一种示踪技术。用戊二醒和单宁酸
的混合物固定生物组织，能够提高各种类型细

胞表面膜的电子密度和反差[←汀，可跟踪观察

质膜的结构和功能。本文报道了利用单宁酸能

提高细胞膜电子密度和反差的特性结合冰冻蚀

刻技术，观察了各种类型上皮细胞间紧密连接

的发育程度， 分析了不同类型组织细胞间紧密

连接发育程度与其功能的关系。

材料和方法

一、戊二醋-单宁酸混合浓的制备

在 100 ml 0.2 moljL 二甲耐酸饷洛液中加 12 克

单宁酸， 60 'C加热溶解， 过 i虑后即得 12%单宁酸溶

液 ， 用重蒸馆水配制成 5%)戈二百董(原液: 25%分析

纯) 1 在 l也iffl时，将两种溶液各对半均匀?昆合后， 即

成含有 6%单宁酸、 2 . 5%戊二自董海合 液 ， 用 NaOH

调整 pH 至 7.2 0

二、生物样品制备

小以至J) l樵Jßi i0:后 ， 立即取下肾脏、 肝脏、 小胁和

胃 ， 切成小块(1 mm勺。各种组织分成阴部分。其中

一部分用含有 6 %单宁酸的 2 . 5%戊二隆 (pH句7.2 )

4 "C固定 2 小时， 然后用 1%的钱酸后固定 ， 4 "C， 2 小

时。随后用乙醇和丙嗣分别进行前规系列脱 水。

*618 环氧树脂包埋。超薄切片不再用醋酸铀丰口拘榕酸

铝染色， 直接在 H-500 型透射电镜下观察。

另一部分样品用 2 . 5%戊二酸固定， 4'C , 2 小时

后 ， 再用 30%生理盐水甘油浸泡约 10 小时， 然后将

样品快j主投入液氮中冷冻 ， 用日立 HUS-5 GB 型真空

l负镀仪冷冻断裂，真空!立为 1 x 10 - 5Torr ， 温度控制

在 一 100 0C ，断裂后蚀刻 5 分钟 ， 然后在 45。角方向

喷铀金， 90 0C方向喷碳膜加固。 l质镀拍金和碳膜均不

旋转。最后将复型膜置于恫网上 ， :([ H-500 型透射电

镜下观察。

结 果

从复型膜 P 面上可见， 肾近端小管 上皮

细胞近顶端处有向上突起的条索组成的网，但

数量少，仅有 1-2 层，某些区域甚至缺如(图

1 )。 在小肠粘膜上皮细胞和胃粘膜上皮细胞

近顶端以及肝毛细胆管附近的质膜上皆可见排

列紧密的条索组成的网状结构，其分布呈连续

腰带状，层数多，有些部位甚至多达十几层(图
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