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用化学成分明确的致癌物或前致癌物，如

MNNG 、 MCA 、 DMBA、 B( a)P、 DMBA、 ENU

等在哺乳动物体内 、外进行癌变研究的报道很

多。 GO 年代后常用离休细胞转化实验研究癌变

及到~'~';变机 埋进行探 讨。 Berwald 和 Sachs

(1 96 5) [1]首先发现甲基胆~{或 3 ， 4-苯 基(a)克

作用于盯在仓鼠或小鼠细胞后形 吱 e转化灶，

Dipao!o 和 Donovar( 1967 ) [ 2 ]用苯基 (a)克或甲

基阻 )在作用仓鼠原代细胞后获得转化细胞系，

表明上述化学药物对细胞的诱变转化作用。随

后几十年，因内外许多学者用离你细胞在有或

无生物们去统 iJ~) t~1. l~.下 ， 研究化学物(:l'~:;致琪 、

促癌作用 ， 报道了大量资料[3-5J。我们也曾用

ENU 处理人胎儿原代胃 、 肾细胞获得成功[ß] 。

然而， :q~垃 r !- l存在元众多的化学污染物， 甚至

在饮用水巾， 由于污染也可检测到不少具有 iyj

变能力 的有机化学毒物[7 ]。研究这些化学物的

综合作用对人类产生的潜在危险更具有实际意

义。 据辛辛 !骂 EMIC 机构报道，目前国际上已建

立了 3 0 多种短期生物遗传毒性检测方法，用 以

确定某一化合物的诱变性， 但认为其中细胞转

化实验的可仨度最高[8] 。

本文以 :rftì:H江的原水与-自来水的有机富集

物为试样， 诱导中国仓鼠卵巢细胞(CHO)进行

转化， 研究比较了转化作用与污?在物的剂量响

应关系 ， 使近代环境化学分离分析与细胞转化

研究有机结合， 有效地测出了水源中诱变性致

癌物，为估价i大 fi; 水的安全性提供科学依据和

研究经验。 i二 ，

材料与方 法

1. 水样制备及分析

黄浦江下游按卫生学标准采水样 60 升 ， 用非极性

的 402 树脂(上海试剂一厂产) , 一仲二乙烯苯与乙基

苯乙烯的共聚物， 柱式吸附， 紫外分光光度计监视

吸附效果， 乙酷介吸 、 脱水、 KD 浓缩器浓缩后，一部

分作色、质分析，另一部分将乙隧挥发 ， 有机物转移

入 DMSO 相各作细胞转化。

水中有机物由 GC/MS/COM 联用仪(美 Sinnigan

Mat 4 S 10 型 )分析， (:J氮气作载体，汽化温度 200"C , 

进祥条件2 会进样，无分饵，样且在 GO CC保温 3 分钟 ，

尔后以 1 0OC/分 I'J ':J速度升温。有机物经毛细管气相色层 ，

分离和!所联按的质谱仪份 析， ~n剖坷，肖子流图。

2. 细胞

选用中罔仓鼠卵巢细胞(日本大阪大学蛋白质研

究所馈赠) ， 该细胞生长旦曾层( 因!:lZ f\l 1 ) ，对瓶应及

细胞间粘附力强，具有高度接触抑制能力.对各种化学

诱变物较为敏感。培养基为 Eagl e MEM 附 加 10%

小牛血清及抗生素。细胞以 1 X 10 5 个/ml 接种， 约

4-5 天传代 1 次。

3. 细胞言是毒试验

细胞接种， 37 0C孵箱培养， 次日加入经 SOS 显色

诱变 [9 ， 10 ]实验为阳性的水样有机富集物 ， 对照组不加 ，

溶剂对照组加入 DMSO ， 各处理均设 3 个平行样， 连

续观察 5 天后，弃原液， Hank' s 液洗涤，更换新仰培

·茅、遗传所研究生。

本研究得到上海市环保同资助。陈 q~平 、 王兆

霖 、 享11兰萍、 常正、 林万敏、 陈仲 ::'9: 同志在实驳 rj:t给

予支持，在此一并致谢。
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养液jI~t白手 ， Jí 观察比较细胞形态。

4. 细胞转化及转化~士的分离和1克睦

细胞按和1' ， 3 7 0C孵箱培养 ， 次日分别以各种水样

有机富集物定量加入培养液中， 刘照组不加 ， 溶剂对

照组加入 DMSO ，使与细胞充分按拙。次日弃培养液 ，

洗涤后更换新鲜启养液 ， 再培养 1- 2 天传代， 待长

满层后分瓶扩大培养，并连续传代 ， 'íitl置显微镜观察

形态变化， 监视转化灶的形成。

出现转化灶后 ， 机械剥离转化灶， m化， 分散j提

单细胞悬眩，接示11于 9 6 孔板培养，选择单个转化细胞

所形成的克院 ì!'í化 ， 在7种至12养瓶 ìi:织传{-\:培养获得

体安!、 月'1')[世b二转化细胞系。

5. 转化细胞的恶性应鉴定

(1) 光学显微镜及电子显微镜观察细胞形态

a. 倒置相差显微镜活i本观察或圄定后 Giem~a 染

色观察细胞形态。

b. 细胞单层培养子小盖玻片 ， 经戊二酸和饿酸固

定 ， 黄金真空~Vî 涂， 扫描电镜观察细胞表面。

(2) 软琼脂培养计数集落形成卒

3 X 10 2 个Iml 转化及对照细胞 EE液各 1 ml ， 份; 别

与 2 ml 0. 3 % 琼脂-培养基充分汩句， 加入铺有 0.6%

琼脂-培养基的 中 6cm 平皿上， 5%C02 j陪箱通气培养

两周 ， 观察比较集?在形成二字。

(3) 染色体分忻

细胞传代， 收获前jJ日入秋水{山东 (终浓度 0 ， 12 问/

ml)阻断 4 小时， 收获细胞， 按常规 法 1l♀渗、 制片，

Giemsa 染色， ;油%KF观察染色体附变 " 分析核型。

(4) DNA合JZ测定

细胞接种于放有盖破片的平i缸中 ， 5% C02 通气培

养， 固定、 A. 0 染色， 在扫描显微分光光度 计(西德

Opton 公司)上用蓝光激发细胞核的 DNA 荧光， 由计

算机随机标定测是 200 个细胞核的荧光强度 ， 以标准

铀玻片的荧光强度为 100 % ，比较 wW算出被ìU!û 细胞的

DNA 含量 [!l )。

(5) 异种接种

当 日生昆明种乳鼠 ， 经 1 GYX-射线辐H?-后 ，于前

肢腋窝皮下注射细胞赵:液， 喂养 10 天，处死剖取瘤结

节，固定 、 包坦、 制作石腊切片， H .E 染色后作组织

学检查。

柑..... 果

1.水中有机物分析结果

j有 GC/MS 定性分析7]<.样， 发现该江下游
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理 1 自来水离现、 岗子流图

及相应生产的自来水中含有几十种模量有机化

合物(图 1 h 其中有多种按 EMIC 确定为致癌

或可疑致癌物[ 8 ] ， 如 甲基京、乙二'.苯、氯苯 、

1 ， 2-二乙基苯、 1 ， 4 二乙基苯、反式十氢茶、

1 ， 2一苯二楼酸二丁脂、双 〈二~~C 乙基 )陆 、 茶等。

2. 有机物对 CHO 细胞的黯性反应

实验表明阳性水的有机富集物以 0 . 15 μ 1 1

ml-1μl/ml 作用于细胞可使细胞产生不同程

度的毒性反应，如相继出现细胞漂浮， 因缩、

分裂延迟或不分裂等现象， 随后跑来问 WY1粒物

增多， 形成空 j包或巨大细胞， 7;三 1;:!j 量组在 ;1 -

3 天内可使细胞全部死亡( 囚版时~~ );低剂量;

组在更换培养液后能。!土达出性反应~.，?~解，有

些存活的细胞恢复分裂能力 。

3. 细胞转化

在阳性水用 1. 6μl/ml 剂量处理 的细胞群

体中，除部分细胞脱落 、 黑浮 、 固缩死亡外，

存活细胞在传至第四代 I1jJ 出现转化灶 ( 因版图

3 )。而用阴性水， DMSO 及空白对 m 处理的

细胞， 连续传代后都未曾出现转化灶。 我们还

发现转化灶的形成与有机物的剂量、作用时间

等有关。低剂量用较长时间， 高剂量用较短时

间去剌激也可诱发出现转化灶(表 1 ) 。 由于工

作量关系， 我们仅挑选 用 1. 6 μl lm l 剂量组诱

发的转化细胞作恶性度鉴定。

4. 转化细胞的恶性性收

(1)细胞形态

对照 CHO 细胞为梭形、 三角形， 单层生

长〈图版图 1 )J 转化后 ，细胞接触抑制消失 ，细
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表 1 有机富集物对 CHO 细胞的转化

| 富集物剂量| 毒物与细胞 |
| | 细 胞 毒 性反 应

ml / ml I 作用时间 | 

! 0.8 i 2 天 i 因管理不当 ， 中途停止1见到4
自 来水i~j? ll 1 C r>X- 1 I ]. G i 2 天 j 不少细胞漂浮死亡，存活细胞休积增大 9 细胞内颗粒物增多 ， 去

(SOS 检测| l i 毒后苟些细胞继织死亡，存活的细胞成网状交织生长 ， 如四代成集落

为 15日性 )
| 生长 ， 第五代出现转化灶

I 1.6 : 1 天 ! 同上， 第四代出现转化灶

自来水样 2丁 。 .33 ! 7 天 ! 不少细胞漂浮， 传代卢存活AE增EJ l二二民卢现在止灶
(SOS 检测 ! 0.8 1 天 ! 原浮细胞很多 ， 传代后细胞展开并增殖， 第五代出现转化灶

| 工 |为阳性) i 1.6 1 λ l 同上， 第六代出现转伦灶

0. 33 : 7 天 ! 1 /3~2/ 3 细胞有异常反应，弃毒浓传代后，存活细胞生长逐步正黄油江下游"J. ù ù 1 /\... ,1 

原水(SOS

检测为阳性〉

! 常 ， 呈网状集落生长， 第四代出现转化灶

0. 8 i 2 天 : 细胞变困变大， 漂浮很多 ， 传代后细胞继续死亡

1.6 2 天 | 细胞漂浮、 固缩、 未经传代民jJ死亡

这54喃jr | 1·d ! 2 天 i 无异常反应， 连续传代未见;转化灶
为阴性) l 1· 6 | 1 天 ; 同上

I 1. 6 I 1 天 ! 连续传代无异常反应 ， 未见转化灶

DMSO I 3.3 1 天 ! 同上

空白对照 l~1 ~__.!_ 斗 1平传代无哇反应， 未见转化灶

胞形体变大(囚版图 4 )， 呈网状交叉生辰， ~芮

层时:且叠堆积， 分裂相多见， 可见三极、 多

极分裂及巨核细胞， 核质比大， 核仁多。扫描

电镜可见转化细胞表面布丰富的微绒毛及丝状

伪足(1茎| 版图 5 )。 而对照细胞表面多为j包状突

起。

(2 ) 51::: 长斗守点

转化细胞增殖迅速， 以 1:6 传代， 3 天即

可长至根i 层 ， 并在细胞群体中形成许多堆集的

细胞集落， 址"，lÚl清的依赖性降低， 即使在血清

减至 2 - 3 %的培养液中连续传十几代， 细胞

仍能旺盛生长; 同 时 pH 易变酸，细胞对瓶壁

的粘着力 [i:l~低， 如培养中可观察到较多的悬浮

细胞， 传 f\时细胞极易从瓶底被膜酶 消化下

来。

( 3 ) 染色体分析

统计 了 116 个转化细胞 (56 代)的中期分

裂相， 发现染色体非整倍的异常增多，染色体

为 40 左右的细胞约占 55% ， 51- 1 20 的细胞占

15% ， 而且有众多的染色体|盹变，如断裂 、 缺

失 、易位、重接， 双着 丝点等(图版Ifl 6) ， ~币镜

检了，104 个对照细胞的中期分裂相未曾发现一

例染色体畸变 ，染色体数在 20-22 条的细胞约

占 71% 。

(4) DNA 含量

细胞核的 DNA 含量以 直 方图显示(图

2 )。 横座标为荧光强度 ，纵座标为细胞荧光强

度的烦数。对照细胞 DNA 量的主盹值为 24% ，

转化细胞在 47% ， 其次峰在 75-9 0 %之间。转

化细胞主峰右移提示 DNA 含量异常增 高， 这

些测量结果与核型分析结果相呼应。

(5) 软琼脂中集落形成率

转化细胞集蓓形成率高达 4 1 % ， 集落内细

胞生长密集， 在琼脂内形成肉眼可见的团块，

对照细胞约有 6%细胞可形成细小的集落。

( 6) 异种接种
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a. 刘Jl过细胞 DNA 含量JI;(方分布'因
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b. 转 l:七细胞 DNA 含量直方分布图

困 2 正常及转化细胞 DNA 含盟比较

褒 3 异种接种 (60 代)

!ft种|长瘤 I :;;J. _r:ù.>.l:;L! 
细 胞l i | |总瘤数|接种细胞数

l f~，数|目数 l' I..;.I'\ /P'l/"..A-!

-3市再E一 | 3 I 0 I o j …习7

二全面::，~:"= 8 J二
异和l校和11 8 只昆明种乳鼠，解剖获将 10 只

瘤块， 痛快豆径为 0 .3-0..5 mmz， 质硬，病理

切片检查为纤 ;:.t 肉础 。 所有接种对照细胞的小

鼠均未见甜块 ( t~版图 7 ) 。

综合以上生物学特性表明，实验组细胞已

发生了肿面性转化。

zτJ 论

本 fðl 究用水中富集的痕量有机污染物转化

细胞获得成功，并鉴定具有恶性性状，而在转

化过程中未经酶系统激活， 表明 i豆类水中的有

机物中可能存在某些直接致癌物。

从转化灶的形成过程中(表 1 )可以发现，

转化灶与有机物的作用剂量与作用时间有关。

自来水样i 月~ 1. 6 μllml 剂量〈相当于 1 升水的

有机浓缩物)，作用细胞 24 小时，在 4-6 代

即可出现转化灶p 剂量超 过1. 6 时Iml 及作用

时间大于 48 小时的可致细胞死亡，多次重复结

果一致。而且'J 0. 8 μl/ml 剂量作用细胞 24一-48

小时，及低剂量，如 0. 33 μ1 1m1 作用细胞 5-7

天，在去毒后传至 3- 6 代亦可出现不同程度

的转化灶。由于工作盘关系， 对这类转化灶未

建系。类似的转化也在 C3日 10 T J 12 细胞中获

得成功，但所用剂量不町 ， 因 此， 剂量与作用

时间是细胞转化成功的关陡， 这与文献JR道中;':1
类似[1 ZJ 。

本实验所用转化样品25 先经 ~OS 显色检

测为 p!二| 性水样的有机富r~~;如罗表WJ 该类行机化

合物产生(iJ遗传毒性已造成 DNA ~ C 'l { j二。之二 本

研究中可以观察到转化细胞1'0 1中期分层怕中 ，

由于染色体损伤产生凶各种畸变， 因而可以认

为有机物中对细胞的遗传毒性， 首先是作用于

DNA 引起突变， 在 DNA 复 1fjlJ过程中 ，白干错

误修复或基因失控进而发生g1~ {7,_ H;.结构变化及

数量变化， 最后导致染色体倍数民支， 或激活

了癌基因的表达，从而促成细胞转化。

致突不一定致癌， 不了旦化 击 !f却只具有致突

变作用而无致fØ'i 性。在我们白'~: 1îJ j 究 ( íl( 质 GCI

MS 分析、 SOS 、 SCE 检测 、 ~il:JJ t:1. 转化) 牛 [7] ，

发现致突、致m::]' 、 致 1击作Jn l'(J ;t门关性，表明这

类有机富集物中不仅存在说:变物， 同时还含有

一定量的致癌物， 或许某些~St\;，;~!:如同时具有这

两种作用。同时也不能排除几种化 合物问的协

同作用，致使细胞转化。 本研究虽不能确切解

答检测水样中究竟何种有机物对生物有致毒和

遗传毒性作用，但它却如实地对水质作了客观

评价。

本工作首次发现 ， 水中痕量有机污出*如可

诱导哺乳动物细胞恶性转化，它与7问页的化学

分析相配合 ， 对综合评价水质具有豆豆~生物学

和卫生学意义。

摘要

本文研究由水中有机污染物引起的细胞转

化。水中有机物通过高分子树脂/，， 02 I监附得到

富集， CHO 细胞经与 SOS 显色试验为阳性的

有机富集物共孵育后 ， 诱导出现转化灶。转化

灶细胞经分离、克隆化和连续传代而建系的细
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胞， 具有恶性细胞的生物学特性。本文所介绍

的方法为环境致癌研究提供了经验。
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抗 K物质单克!锺抗体的制备

王荣芳 王;1"0葛锡锐 挑 主

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

长期以来， . P 物质一直被认为是唯一的存

在于哺乳动物中的话:撤)汰 (tachykinin) (1], <直

至最近，由于几种新的属于速激肤族的肤一-K

物质(substance K)和神经索B(neuroki1nin B)在

绪的n位中披分离得到j [:: ， 3] 以 及 Neuropeptide

k 的发现[4] ， 这种观点才被打破。 Nawa 等进

而搞m了 K物质的…级 结构， f;l j] : His-Lys­

Thr-Asp-Scr-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NHz [ 5 ] 。对

速散Jlt:lI夫中肤的一级结构的比较分析发现，不

论是存在于无脊惟功物中的速激肤，还是存在

于脊椎动物中的速激肢， 它们的一级结构都具

有高度的同源性，在 c-末端都含有 : - - Phe-X­

Gly-Leu-Met-NHz 这样的氨基酸序歹lj [ 6 1 0 进

化过程中的高度保守性说明这一类欣在生命活

动中具有不可替代的重要 作用 。 一些研究表

明，这一类肤都能引起肠平常肌收缩 ，使血压下
降[ 7]。已有证据表明 K物质的分布可能与 P 物

质的分布一样十分广泛[ 8 -10]，提示它可能具

有另外的一些非常重要的生理功能， 至少可能

起一个神经递质的作用 [81」最近的研究还表明

这类肤在免疫系统中充当着重要的角色【 11 ， 1 2 ]。

许多关于神经肤的分布与功凯研究部依赖于免

疫学手段，而应用单克隆}亢件 :1守为这一领域的

研究带来广阔的前景。

由于 K ι~i]质是一 个仅由 10 个 j;( 基 酸组成

的小肤， 免疫岳飞i生非常弱 ， 旦边放月太放 Jlt类具

有高度的 rni源性，给抗K物质的抗休ftJlJ备带来

了困难。 i，，:文报道建立产生抗K物质单 克隆抗

休的杂交JIiH[j~色系的建系情况。

材料和方法

-、抗原及兔瑾

K物质 (Peninsula Laboratory , lNC ) ; 甲状腺球

蛋白，牛血清白蛋白均为 Sigma 公司产品 ， 碳二亚胶

(水溶性)为 E . Merck 产品。

技眠二:k.胶j去 [J3 ， 14 J将尘土毫克 K物质与 5 毫克甲 、快
腺球蛋白偶泼在~_.~起作为免疫原e 允主原与福氏佐剂

充分乳化后以 10 ' -2 0 阳 的剂量反复分别免疫 Wistar

大鼠和 Balbjc 小鼠。每隔一月 免疫 1 次， 计 5 次。

最后一次免疫后 3 天放血处死， 取1年脏细胞用于融
立』
口。
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