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长期以来，哺乳类细胞经休外长期培养币

是否仍保持其原有的生物学?tip i巧 ，是否拴与
其它细胞发生交叉污染[ 2 ] ?历来是:细胞培养工

作者所关注的问题。因之 ， 对于一些已建:t的

细!]Ej l扎系， (:'? 较长fJcf' !lJJ加坡冷际保有- 后';;;，
有必要作进一步的分析。 ~1二实验室 于" 1974 年

问自三WiJ人原Yif牛肝细胞癌手术标本中分离培

养成功了三只i'mn臼，分别定各为 : BEL-7402; 

BEL-7404 和 BEL-740 !ï[ 句 ， 并已有专论作了详

细介绍I4] ， 不 1月 1贯注。 晚近，一些实验室曾应

用这三;在人肝茹细胞分别作了有关癌基因 ras ，

肝脑111抗及细胞骨架才勾引等方面;三，研究。进一

}!HíIl l月咱 这三芽、人肝癌细胞经休外长期培养并

在液氮冻存达 1 0 余年之久后仍保留肝癌细 胞

的有夫恃枉。 才;文仅作…扼要介绍。 r'

后jif二~~l f，} 80 年{飞机 )1川l句子生物学研究

中最宙门)戊哄的饭J9X之一。1E估计， 、巴拆查到

的副主I~ 因多达 30-40 科I [ G,6 ] 0 1' í : 已建城的癌

细的株、 三只 rll ~i~ :rs 仍保留与相应的 IjfG床肿踊同

伴的痛}，t;因，令人}Wi感兴翩。 w员健)\J等 [ 7] 从人

肝 1èfß BEL- ';' [0 吃 :~~m ，:由 中 击IJ 备?可分子量基因兰II

DNA ， 再转引 Ij飞 鼠 NIH 3 T3 细胞获得转化细

胞株。 应用多种;二;丑因片段作探针，j:í以 1 I臼床

肝癌的 DNA 为对照分析。结果指出 ， BE凹L--

7102 ]茅系F巨、?介咋细rr盯nil胞臼与人 II肝11悍1干:;也县 DNA 分别转染 3T3 细

j胞j归包U川川Iι川川;7LU川.VJ什J;川附J歹步

人 N一斗ra囚s 基毕 !肉7巧!顺 j序于λ。藉 No时rt山he盯rn卫1 印迹法与分

7下， 杂交 /斗十七!:、

ras 的过度示表i 远 ， 在 BEL-740 2 系细胞及其

NIH :3 T 3 转化件f8i Il(付~ ，均可探查J'iJ ras ;l'ti 
因的产物 p f: l 。 上述资本! 提示 ， N- ras ' Ij!: 因为

我国常见的原发性肝癌的转化基因， 并表明

BEL-74 0~ 系细胞虽经体外培养 80-100 代、

JM:保存约 8 年之久，仍显示出与其相应的临
床肝癌相同的 N-ras 基因，且在转录与表达水

平上是衍跃的。

已有证:í!Ei n ìlJ j人肝癌细胞表面膜抗原的成
分与冗常肝细胞有差开[ 8 ， 0]0 1 2G I _UDR 释放试

验也证明肝;离 f患者的周围血淋巴细胞对人肝癌

细胞 (BEL-7402)有细胞毒作用 。 提示患者 的

免疫系统有可能识别这些IFL抗原的差异tlYO ] 。

谢弘等 [ 11 ]进一步应用人肝 癌 BEL-7 40 2 系 细

胞为免疫原， 获得了两个分泌抗人肝癌单克隆

抗体的小院杂交黯株 Hepama一1 ~'n Hepama-2。

蒋间按免疫荧光沾边行抗体专--'i'牛的分析。实

验结果表明， 网和kFfi克隆 tfr: 1本对三系人肝癌细

胞 BEL-7 40 ì. ， BEL-7 ，10 t1及 BüL-7 4 05 以及其

它二系肝癌细胞均主冽的的阳'Lt:反应 ， 并在 6 ι

例啊'黑手术材料， 111 -~ ;)例去札i [1')，结果与 TfU对 正

常肝、人胚胎肝以及 2 个正讪人肝细胞系则呈

阴1 '1生反应。作者并比较观察丁大虫的成年人组

织(1 3 种)、胎儿到织(J 9 示i ' )乃 72- 人体的其它

各种肿瘤细胞系(计 15 刊， 仨l扫人宫颈鹿细胞

HeLa) ，细胞膜荧光均为 Fjj忏反应。 上述结果

有力地证实 ， IJ.人肝范iÎ ~fB n~ : (BEL--7 ,j 0 2 系 ) 制

备的单抗具有对人体肝ffJ细胞专一性的识别功

能，所:.ful_芬的 专--ft:提示它们所针对的可能是
，外立
人体肝启某种相关抗原的决定窍。

中等纤维蛋白作为细胞'青草!组成之 -1~' 因

其在不同细胞种类中的拍型及分布各异而被考

虑作为判刑细胞间特别是与 HeLa 细胞交 叉污

挠的一项指怀[ 1 2 ， 1 3 ]。新近， 张荣兴与?爵王

乏[ 14]应用抗角资内抗体和抗i皮如纤维蛋白 抗

体的间接免疫荧光法，对人肝癌 BEL-7402 和 ‘
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24 细胞生物学杂志 ]989 年

BEL-7404 系细胞与 HeLa 细胞的中等纤维蛋

白之分布和构型进行了比较观察， 并:蒲f SDS一

聚丙烯酷股凝胶电泳分析了这两类细胞的中等

纤维提取物的多肤组成。结果指出， 源 自 同一

实验室保种的人肝癌细胞与 HeLa 细胞， 两者

无论在荧光抗体染色式样乃至多肤组成上均存

在着显著的差异， 其中最明显的区别 是 HeLa

细胞具有较为发达的桥粒一一张力纤维复合物

和分子 量为 40 kDa 的角 蛋白多肤; 而在人肝

癌细胞中则为乏如。

近已证明， 细胞内源性抗药程度显示出组

织、 器官之特异性。 Fojo 哇 [ 1 õ J 自应用人抗药

基因片段作探针，分析了大E的人肿瘤与正常

组织， 发现除肾上腺 、 肾等一些材料，外，肝、

肝癌细胞呈现高水平的抗药基因表达， 而其他

的一些正常组织或ftrll瘤组织则表达很低或不表

达。 根据作者专[ 16 J进行的初步分析结果指出，

人肝癌 BEL-7402 系细胞对秋水 仙 素 的耐受

程度 比 KB 3-](HeLa 细 胞之亚系)为 高。这

亦提示人肝癌细胞 BEL-7402 仍保留了肝癌

的内源抗药性，也为区 别于 HeLa 的多数之

综上所述，就上歹IJ癌基因、肝癌单抗、 中

等fTtf!:构型乃 唁抗药性等方面之证据113言 ， 本

实验室于 1974 年间建成的三系人肝癌细胞，

虽经体外长期培养 (80一120 代 )， 液氮荷:有­

(8-12 年 ) ， 仍然保留着人肝癌的相关特性，

并排除了这三兰系细胞与 HeLa 细 胞发生交叉污

染之可能性。
.l5 i 

\ 

摘要

， ::zl-;:戈;就痛其因 、 特异性的单7日在抗体、 细

胞骨架的中等纤维之构搜以及内源抗药性等请

方面，论证了木所于 1974 年间建立的三 系人

j忏癌细胞在体外长期培养和冻存后， 仍然具有

.人肝癌细胞之特征。
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人类特定染色体 DNA 文库的建立和利用 (续)

四、克隆

1. DNA 分离和克!咳z 分选出的 染 色休 (0 . 2-

1. 0 X 10 6 )是克隆的原M料， 1'1:低浓度时还要 离心浓

缩。 (Los Alamos 实验室用乡胶法分离染色体， 浓缩

容易丢失 DNA ， 因此不进行这一步， 而是在分选缓

;'q ， ~液中)m SDS 和平lf. r'=l 酶K古怪处1月-t15包{料。下一步

骤是1111挝、 纯化、 m化并把聆色休 DNA 括:安IJ 攻休臂

上， 然后用 λ i晾在i f.水外~!G !jr 向包~íI1:m DNA ， 最后

一步将重组的噬商体放1'1二含有大Jl'Ô H I莉 LE 392 株的

琼脂平板上生长扩增， 并洗涤平板裂解液。用离心法
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