
两个癌基因转化细胞系的建立
1 .. ·• 

9民沐* fl' 征

Cit京市'HLj]瘤防治日| 究所 ì2W:i{ )

ras 和 myc 元人类肿船中发现最多的 两种

癌基因 。 为了探讨这两种癌基因在细胞址:变中

的作用机制 ， 找们JlJ 从人胃癌细胞系 BGC一823

1:1::1分离克隆得到的 BGC-rasH [ l ， 2) 军IJ pSVv- myc 

对第四代 Fisher 大鼠胚胎细胞. <简称 REF) 和

NIH 3 T 3 小鼠成纤维细胞系进行了体外转化，

获 得了两个 ~It; i生转化细胞系 REF'_ 3 和IBGC

3T3。转化细胞可以稳定传代， 接种于裸小鼠

显示共高度j的;1性 。

材 料 和方法

1 .癌基因 pG C 6 . 6 )'t!:从人同涵细胞系 ßGCS23

中克隆出的癌基因 Ha…rasC6 . 6 k l;>) 的次级克 i哇 ， 其

中 ras 癌基因称 BGC-rasH。由北京肿瘤研究所生化室

提供。pSVv-myc 是带有 v-myc 汹基囚的重组质粒， 由

美国 Weinberg实验室提供。

2. 受体细胞及其培养 REF 第二代企)j圣细胞 和

NIH 3 T 3 均由关国 飞Neinbcrg 实验室引入。 用含 10 %

]J台牛或小牛血洁的 DMEM 培养液。培养，辅加终 N<1主

为 0 . 125 μmoljL 的地塞米松。

3. DNA转染及转化细胞的培养 采用Graham l3 1

和 Shih l 4 1的 DNA-CaHP04 共沉淀法并稍加l改进。用

2 μg pGC 6. li 1页泣 DNA 加 30 μg 小 牛胸腺 DNA

(作 载体) ， 转染 5 x 1!)5NIH 3T 3 细胞。后以 1:10

传代。用 pGC t; . 6 ;阳 pSVv-myc 各 2 阻 力口 2 0 问 小牛

胸腺 DNA 转染 5 X 1 0 5第四代 REF细胞。转染 5 小时

后用含 15 %tl't由传染缓冲液处理细胞 3 分钟， 2 ，1 小时

后 1: 1I 传代。 待细j血 i二止'铺 1的且[;前约 80% 时[Ç，f.- {lS血清

至 5 %。然后每三天更换培养液，长期不传代培养。

于第 2~5 周观察并挑选转化灶。挑出的转化仕细胞

峪 扩大培养， 备11&下歹IJ各项检测。

4. 动物政翻实验 用 4 周龄 BALBjC nujnu 裸

小鼠( rf， 北京版和|大学购入 〉 进行呻物背痛3J.: !n 。 消化

收集1二长 |山壶的作化及1才 J~ (~细胞， 打J)已血清I占养 ìfi证

.ι ， 

三遍， 削成 l x l06/n. l m1 li{j细胞忌液 ， U 3 x ] () 5~3 

>~ l o6t~lllJ血/只的不同数量按丰l'于棋队背;';'Iì l义下。随

时观察核科I动物il4'熔止民:情况。

5. Southern 印迹试验 参照 Shih l 4 J 的方法悦1[又

转化及对照细胞 DNA、 JTl ßamHI 限制性内切 mi1 酶

解 、 进行 0.8 %琼脂糕!凝胶电 泳、 参 照 Man'i.a tis 方

法 l5J I肢印转移、 用缺口 翻译法[:1. ( α_32p]dCTP C 比 J主

3000 Ci jmmo!.L )标 i己;!刘备 6 . 6 kb 的 Ha-ras 基因探

针， 进行分子杂交和|放射 自 显;影。

6. 染色体分析 用常规j古 f详细胞的染色体 制 f'，~

方法l肘 ， 制成细胞染色体衍、本。观察计数 50 个 rJ.上

的中期分裂相。

7. 转化细胞的电镣观察 111，r集 5 x 1 0叫、转.化 ~nl

胞 ， 1000 rjm 离心 10 分钟， 1%戊了，降固定 3 0 分钟 ，

1 %饿酸固定 2 小时。 消精逐级脱水， Epon 8 12 包哩。

超薄切片 ， J垂射!且镜观察并照f%~o

品舍
....., 果

REF 细胞!二!:l BGC-ras I1 和 v-myc 癌基因转

染后第 4~ 5 周 至t单层 )JX; t [-llìi细 JJ['l;1月;二上 民出

上皮萨I~细胞的转化灶(图版图 1 )。转化灶迅速

增大，细胞由原转化前长板形或不规则形变为

圆形和纺锤形 < i茎|版图 2 、 3) 。细胞胞质少，折

光↑生明显增强 ， 核大，核仁清 llN IIJ 见。 I_=:f转染

细胞同样， 天Jj!司签l细胞也长期/问专代 ， {[~ lÛL清

:\'7\养，则逐1.lrr表老死 亡。 而实验组的转化细胞

被挑出后， 在 lo % ，HI5%JÍll情的J;:r;养巾均可生

长良好，并能长期稳定传代， 称 为 REF4 _ 3 ~1Ii 

JJ包系 。

NIH 3 T 3 细胞在转染JP'第 3 周出现转化

灶。转化细胞失去接触抑制而密集古叠生长。

细胞呈长松形， 折光性增强，生长方向紊乱，

.~在 1 1:1 国民科院jJ ' j'瘤研究所
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1989 年

示 ， REF← 3染色体呈高度异倍体。计数 69 个

中期分裂相，染色体数目分散于 37~126 之

间，众数 40~45 ( 占 40%) 0 BGC3T3 细胞的

染色体在数目上无 rYJ显改变 ， 仍为转染前的亚

三倍休。

DNA 分子杂交结果显示，转化细胞的

DNA 与 6. 6 Kb i'fçJ Ha-ras 杂交刊F位置与 BGC

823 细胞 DNA 的杂交带位置相间 〈图〉。 说明

REF， ~~;f11 BGC 3 T 3 细胞的 DNA 中都有人细

胞来源的 ras 基因整入。

在动物致柏试验中 ， REF卜 3 最少可用

3 X 10 5个细胞接种裸小鼠就生长进行性增大的

皮下肿瘤 (图版图 4) 0 BGC 3 T 3 以 5 X 10 5 个

细胞接种也可成瘤 ， 而对照组用 3 X 10 6 个未

转染过的 REF 丰11 NIH 3 T 3 细胞拔 种，均 无

肿瘤生长， 其结呆见下表。

?七
，"-、

称为 BGC 3 T 3 细胞系 。

ji，lj个转化细胞系染色体数目的检查组:j~J:显

杂= 寸与物生

aæ 823 

转化细胞(REF. - J • BGC 3 T 3)DNA 的
Southern 杂交 ，

( 6 . G kb 的 Ha-ras 为探钊 ) • 

BOC 3TJ 

RI!P 4-3 
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图

致瘤动物数/
)j中 j~:':t:长情况

接种动物数

DGC~T3 5 x 10s~3x106 3/3 ' 两周见迅速生长的皮下)j中癌 ，其中一只有肿瘤的浸润阳扩散。

REF' _3 3 X 10s~2 X 106 3/3 两周生长进行性增大的皮 Fil中瘤，挠-F.hl浸润 。

NIH 3 T3 3x106 0/ 1 饲养两月无Ml瘤生长。

REf cn/ç lU 3 x WO 0/ 1 饲养两月无I!中瘤生 跃。

i巧 和11 iJj物 IJ中 ;后FïHj~ BALBj可 棵小鼠移植， 染色体数目都发生|闪泣的改变， 并对视鼠有较

已传 'ï~ 5 代，仍保持原有硝细胞的特征。在 10 高的致蜡性 ，建成用癌基因转化的恶性细胞系。

只 4~6 周龄相1鼠的移柏成活二字为 100 %0 NIH3T3 ;在:转染前就是获得二't ;I)~ 分裂繁殖能

电镜观察 ， 见这两种转化细胞表而做绒毛 力的永生细胞系，但细胞仍只接触性生长抑制 ，

民而岳 ， 核大 ， 核形不规 则，核 仁 2~3 个。 动物接种一般 不长肿础。 j书 BGC-ras ll 转染使

其中REF'_3胞)页甚少 ， 核丰11核仁异常的大而清 这一细胞失去接触押 11，IJ ， 并获得~)(瘤性 。

楚 (图版图 5 )。 实验组的 Southern EfJ迹的结果 和对照组

以及单独 BGC-ras 11 或 v-myc 抖' 染 的结果表

明， REF卜3 的恶性表 型是由于 BGC-rasH 和

v-myc 癌基因的转入而引起的 ， 说明了 ras 和

myc 在 REF 细胞Zf、性转化中的协同作用。这

-$专化细胞系的建立为研究细胞的J巨变与去恶

变和细胞恶性度与摇基因的农达状态的关系等

提供了有用的细胞体系。

摘要

Ji] BGC-ras ll 平1 1 v-myc 共转染第四十飞大鼠

HJ BGC-réls H 和 pSVv-myc 癌基因共转染

REF 及 BGC-ras H 怡独转染 NIH 3 T 3 都获得

f相应的恶性转化细胞。 与 NIH 3 T 3 细胞不

同， REF 细胞是没有获得体外无限分裂繁殖

能力的早期传代细胞 ， 我们曾单独用 BGC-ras

戎 v-myc 转染，但都不能对其进行转 化， 而

在以过WJ 个 1) ç.li ，\I~ 闪;! I~""专染时， Þ!lJ 使细胞)[;态和

接种转化及对照细胞子穗小鼠的截稿试验结果

按革l '数量〈细胞数/只 )

Z寸 论

技中i' 乡UiJJ包
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全胚细胞(REF ) , BGC-rasH 单抽转染 NIH

3T3 小鼠成纤维细胞分别获得两个恶性转化缅

胞系 REF4 _ 3 {I] BGC 3 T 3 。 其中 REF←3 由一

早代成纤维样细胞转化成为J:皮样的、染色体

寓度异倍体化并可稳定传代的细胞。两种转化

细胞均可接和11椒眠致癌， 成为二个用癌基因转

化建立的细胞系。

图 版 说 明

图 1 BGC- rasH f [1 pSV -myc 共转染 REF 的转

化灶。因)::)转化灶 H I末转化背景细胞的交界处。 负相

差 100 x 。
回 2 转染的的 REF 细胞。 负相差 200 x 。

因 3 转化后 REF'_ 3 细胞。负相差 200 x 。

图 4 REF4 - 3 转化细胞接中j1裸小鼠。 八剧 时 生

长的皮-fH中;在{ 山径约达 '1 Cffi o 

图 5 转化细胞 REF' _ 3 透射 18， 镜图像， 10000 

X 。闺中可见细胞核大， 形状不j;j\\ ýllj ， 核仁 大， Ìli ìi'f 
UlJr, )j包1w少。的ir-'Jζ)引í 7.)， )::)细胞界限。
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铺在礁酸酶电镜细胞化学中的应用

;h 古 '\月

(上海第二医科大学)

酶的电情细胞化学常用的方法是， 在一定

条件下使细胞内的酶作用于酶的底物， 再将酶

反应的产物作为反应物质， 在酶的作用部位进

行捕捉， 使其在电镜下具有可见性。因此， 酶

的电锐细胞化学包括两个反应:第 一个是酶作

用于底物的反应 ， 称酶反应 ， 形成的产物为初

级反应产物; 第二个是捕捉剂与初级反问产物

的作用 ， 柏qdìl足反应， 形成最终反应产物。 在

磷酸酶细胞化学反应中，酶作m于1高物j开产生

的初级反应产均工j锵酸， :吧ï刊铅作为捕捉剂 ，

与磷酸反应)[; ，1戊高 rh~于对度的磷酸铅沉淀， 在

电镜下具有可见性。

由于铅捕捉剂对酶有一定抑制作用 ， 而且，

容易产生非特异性反应，市 i色'给细的化学实验

带来一定困难。 近年来，人们开始寻找新的中di

捉剂 ， 只 1 11 'i i[j ( cerium)足较JJHi恒的- 种[1 )。孜

{l"J采用这种新捕捉主li摊开 I:li~ -(胞u峦 l应单核千于向全

酶(CMP 酶)平|啕 1iiH销一6←硝酸~~f (G -- 5-P 酶〉 的

细胞化等:反应 ， 实验结果表 IP]，与情捕捉:齐1] i{:! 

比， tÌi具有很多优点 ， 细胞化学反应效果较

好。

材 料 和 方法

豆);， 1合动物 〉lj拢，但大邸， 月]i(i旺:mr!!.1UJt去问屯j汗、

肾相革丸22·组织，然后进口细胞化学反町， 'J 州、步骤

女l门、 :

1. )!j 1. 5%的二陵园主液 (pH7 . ，[ )滋 iJ二固定大队

的备利:组恕， 然后l'lX下组织、 以J)戎妖条状组织j犬， 却

在同样固定液i扫法?也阿瓦 1 5 -:í j-钟 ;

2 . 用。 . 1 mol/L 二旧书中版纳级 ìllJ 液 (pH 7 . /I) 充

分注洗组织， )干苔'于冰箱WC )过夜;

. 3 . 将 L(条Jf~f!l 纠j犬 I IH-i'íφ 7%J~': )1斤 11 1 ， 用 Sorvall

TC-2 组织切川才川t;W织切成 4 0 微米厚的组织片， 继
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