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小跟胚胎癌及其分化细胞的细胞光度法分析

却京生 陈汉源

(广州第 一军医大学生物敦研室)

小鼠胚胎在 (EC )细胞具有多种分化潜能，

经过济导剂的促边后， 其形态结构、 生化特

性、 基 因表达平[] i'立精性等发生改变 [ 1-4] 。 本实

验刘诱导分化的 EC 细脏，~ì Ji 1j~1L l~~ 休数目 、

DNA ú)久扣 DNA ;\忌的分析， 以 l~J 阳明三

者在癌细胞分比中的变化。

材料和 11 法

一、瘤细胞的诱导分化

小鼠胚胎拙 87…2 EC ~Ul)j臼株从 11 1 !Ji!科学院上 海
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细胞生物学研究所引进， 培养于白ì 10%小牛血清的

RPMI16 t! 0 液中。 切验分为 5 绍， 将收集的 EC 细胞

经 Hanks 、浓洗涤后， 以 1. 3 x 105/ml 密度悬浮于台

5 mmol/L环六亚甲基双，z:.联胶(HMBA)的培养液中 ，

于 37'C分别温育 2t!、 48 、 72 、 96 和1 120 h。 对照组术 t

经 HMBA处理。通常培养时间增长， EC 细胞的白皮

分化增多， 其11 1 以培养 ，18 h 的分化比例最低， 以此为

对照。收集的主[11M包经甲醇HIi7l<酣股 (3 : 1)固立 2h 后涂

片，复以 10% Illn.1úi~J，马材，Wl íL 2 h。

二、染色体计数

采用'比规'币4法1!J0备 EC 细胞染包体标本， 各组

计数 100 个 "1 ì)如m胞的染色体数目，有的排列核型。

三、放射自显彩、福尔根反应和细胞光度法

这三种方法均按前报告进行[5 ) 。 各组细胞经

1 . 85 x 10'Bq/ ml 的 3H-TdR 于 37QC ;参入 6 h , HW. 

型乳胶涂片子 4 0C曝光约 2 个月 后，显影和立影。各

组;削:Iì川1世Ot'片「h}fF乍t:i马i主臼i;ji叫f

银革布粒)L非衍标{;ìêt指旨主敖汪(也LI ) 。 然后随机测量 80 个细胞的斗rM.!'

根光密度。以小fþU碎细胞为主伯体(2 C) 1'i0衡量构、准 ，

求出 DNA 指数(DI>或倍体值(C)。由于 EC 未斗d仁和

分化细胞的主安区别在细胞W.(.形态，特征， 前者因 球

形， 后者梭形、 多边形或上皮样。为此， 将福尔根Ii

应)司的j!iO片， jlJ以完综复兴右。 先在白光下辨认两种不

同形态的细胞， I耳子 546 nm .llr.l也光分别扭!1] íJ:::附者的

光密度.

结果

-、 HMBA 对癌细胞生长、分裂和形态的

影晌

当接种 EC 细胞数为 1. 3 x 105jml 时， 经

过 72 h 培养后， 对照组细胞数增至 7 . 5 x 

l05 jml ，经 HMBA 处理的实验主n只增至 2.2 x 
lo5jml o 3H一TdR 放射白显影显示， 对Jl有组细

胞的 LI 为 53 . 6% ， 经 HMBA 处理的实验 1-

5 组分别为 5 1. 1% ， 3 1. 8% . 29.5 % , 29 . 8% 

和 27 . 6%。结果衣明， HMBA 对癌细胞的生

长和 DNA 合成明显抑制。 经过 HMBA 诱导

后，实验 1- 5 组的细胞分化率分别为 : 36% , 

80% , 85% , 90%和90% (图版图 1 ， 2) 。

- 经 HMBA 处理的癌盟胞染色体数目

变化

比较对照组和实验 5 组的中 期细胞 表明

(表 1 ) ， 合 40 条染色体的细胞 数从 35~ô下降

到 7% ，而今 60 条以上染色体的细胞数从 Ì5%

增至 37%。此外， 对照组有 18%中期细胞含

有 1-2 条中间着丝粒染色体，而实验组则增至

30%到50%。这tJU色休乃由两条端着丝拉染色

体融合而成(图 it反图 3 ， 4) 。

表 1 中期细胞撬色体戴目

染色休数 ζ37 38 39 t! 0 41 012 ，-59 二"60 总数

对照组 18 6 17 35 4 5 15 100 
实验 1 组 24 14 15 22 I 6 18 100 
实验 2 生li 16 3 15 16 3 9 38 100 

实验 3 组 10 16 20 10 1 6 37 100 
实验 4 组 16 1;0 .1 5 lO 。 12 37 100 
实验 5 组占9 f2 16 7 1 8 37 100 

三、全部癌细胞的福尔根先密度

未经放射白 ;4影的'NjIJ片随机测忘 80 个 EC

细胞的福尔板光峦度fι表 2 )， 实验 1.-0 组光

再度韦均值>/别封I 23.25 , 25 . 27 , 25 .48 , 

25 . 2 0 和 20.45。除最后数值外， 其余各值均

显著向于对fi(i也 19. 22。在直万闺中 (图 1 ), 

对照组和实验 1 - 3 组在 4 C 处有一主峰， 在

s C 处有一小峰。经HMBA 的导后， 主峰细

胞数略减， 小峰细胞数略增。实验 4 组和 5 组

主峰位置提前，小峰不明显， 可能由于部分细

胞退化死亡之放。

表 2 全部细胞核面积和福尔根光密度

核面积μm2 光密度 变异系数

对照组 94 . 22士 25 . 7- 6 19. 22::!:6 . 56 0.34 
实验 1 组 150. 22土 56 .12 23 . 25土 10.06 。 . 43

实验 2 ~ll 13 1. 86士 39.55 25 . 27士 9 .9 1 0. 39 
实验3i旦 177 .00士 58 . 71 25 . 48土 10. 11 0. 41 
实验 4 组 205.14 土 7 4 . 33 25 . 20 土 1 1. 09 0. 44 

实验 5 结:l. 193 . 28土 70 . 44 20 . 45土 7.63 0. 37 

实验 1 - ，j 组和对~.~i组比较， JLl尔根光密度差异
挂着 <P<O.Ol)。

四 v 来标12癌细胞的福尔根光密度

对hX射白 Ji4.影盐I! 片|他机测定 80 个未标记

细胞的福尔拟jé ~i岳 j豆(农 3 )。实验 2 - 5 组北
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褒 3 来标记细胞核面积和福尔根光密度

核面积μm2 光密l主 变异系数 DI 

对照组 119.92士 36 . 33 12.82土 4.49 0. 35 1.72 

实验 2 组 131.85士 36 .9 2 14.62士 5 . 07 ' 0. 35 1.96 

实验 3 公î 1 58 . 86 士 43 .7 3 14.95土 5 . 25'. 0 . 35 2.00 
实验 4 细 171. 47 士 51 .78 14.75土 5.12~ 0 . 35 1.97 

实验 5 组 1 4<1 .55土 49 . 88 14 . 66 士 5.42' 0 . 37 1.9' 

实验 2 - 5 组与 3<JW'(\组比较， 副尔根光密度差异显著。
(': P < 0.05, .飞 P< O .Ol ) 。
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固 1 全部细胞的 DNA分布直为固

虑钱代表二ffi 体和 l凹倍体值 (1 ) 对照组， ( 2 -- 6 ) 实止~: 1 也- ;) 组。

密度平均值分别为: 14. . 62 , 14. 95 , 11 . 'ï5 和

1 4 . 6 6，都显著高于对照组 12. 8 2 。 在直万图

中〈图 2 )， 各组在 3C 处均有主峰， 在 6 C 处

有一小峰。经 HMBA 作用后， 主峰细胞数减

少，小峰细胞数增加， 表明多异倍休值的细胞

数目增多。

五、来分化细胞和卦化细胞的福尔眼光密

度

实验 2 组JIJ1J片经相\;11'根反应和完综复 染

后， 分别测定 80 个未分化和分化细胞的福尔

根光密度(表 4 )，分化细胞的平均值 23 . 64 如

若刮于朱元 化%l fl0. 21. 3:; 0 Tfü . l土 ， 我 3 rl l /k 标

记的对!l0.组细胞主要为未分化的 Go/G J 细 胞，

表 4 中分化细胞主要处于 Go/G J 状态， 均不

合成 DNA， 比较两组的福尔根光密度值， 证

实上述结果。

表 A 来分化经胞和分化细胞银萄积

及福尔银光密度

核面积 μm2 光密度 变异系数

未分f巳约])J包 14 1. 4 5士 38 .H 21 . 33 土 6 . 15 0 . 29 坠

分{毛主BJ ~包 13 3 . 89 士 36 .6 1 23 . 64 士 7 . 8 9 0. 33 

j~1'巳细胞和夹分f~ fm JífQ[t~) ~ f{川rW 光衍jTt 号):，，­

i止运 (P -____ O . 05!ò
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固 2 朱标记细胞的 DNA分布直方图
(1) 刘 H.~m . (2 - 5 )实验 2 细一 5 ~ll 

HMBA 作用 120 h 后 ， 90%的 EC 细胞发生 形

态分化， 但是其中含多异倍 休值细胞只有
29% ， 说明部分分化细胞的 DNA 含量没有 或

少量增加。 综上所述， EC 细胞经过诱导分化

后，虽然失去部分恶性，恢复某些正常表型，

但其染色体数目和IDNA 含量不仅没有趋向正

常， 而且变化加剧，其中原委，尚待遇:一步分

析。

讨 论

我们实验结果表明， HMBA 对 EC 细胞的

生长有明显的1í附1] 作用 ， 并能阻遏 EC 细胞的

DNA 合成， 阻碍进入 S 期。而且，大部分 EC

细胞染色体数为二倍卡拉或近二倍体，只有少数

为近四倍体。 经 HMBA 处理后，含 40 条染色

体的细胞数减少， 而含 6 0 条以上染色体的多

异倍休细胞数 增加。 l"m外 报告过有关结
果[6-" ) 0 Lehman 等 [ 9 ] 引 1 Swartzendruber 等[1 01

曾经测定非问 ;1; 分裂的 EC 细胞 DNA 含量 ，

包括未分化和分化细胞。我们应用 3H--TdR 放

射自显影和细胞光度?去结合，排除制片中银粒

标记细胞，后者代表大部分 S 和 Gz 细胞， 只

侧定未标记的 Go 和 G j 期细胞的福尔根光密

度，以期比较准确地反映细胞倍体值或基因组
的变化。结果显示 ， EC 细胞经过 HMBA 诱导

分化后， 无论是全部细胞， 还是未标记细胞，

实验组 DNA 平均值均显著高于对照组。而且 ，

分化细胞 DNA 值显著高于未分化细胞， 这主

要由于含多异倍值的细胞增多所致。 虽然经

摘要

HMBA 对 小鼠胚胎癌细胞的建长和 DNA

合成均有抑制作用。经过诱导分化后， 癌细胞

DNA 含量平均值增加 ，这部分由于含多异倍体

值的细胞数增多所致 ， 同时 含 40 条染色体的

细胞数减少 ， 而p;- 60 条以! 上染色体的细胞数

增加 ， 结果说明， 胚胎癌的分化细胞虽然发生

形态改变，并非就是正常细胞。

参考文献
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大鼠肝相 BERJI-2 肝癌 5 kb BamHI DNA 

片段的克隆及其转录研究*

叶 锋"

(中间科学院， 七 i海细胞生物学研究所 )

巳有文献报告才t:"r ~如，转录产物主l细胞核、 ‘

质间的选挥机运村机制的失控， 与细胞癌变有

关。如i与大鼠丹|细胞相比 ， 太鼠肝癌细胞有更

多的与}t(复顺序 DNA 咒补的细胞 核 RNA 出

现在细胞质中 [ 1 - 7]。本实验室曾用饱和杂交实

验证明与中度重复顺序 DNA J} 补i'{j fHi )]包恢

RNA 的顺序复杂性 tt，肝细 胞减少 60 . 0% ，

RNAI纠细胞核 (!íP目 )jU )!J~' 内的运抖， 肝癌细胞

刊于正常肝细胞[ 81 。 本文川在大鼠肝平11 肝 癌

BERH-2DNA rj: 与细胞核 RNA 杂交有 i:~ ;-;' [9] 

的 ::; kb BamHl 电复顺序 DNA )\ '段 ill .fJ 丁克

i吃.进一步以分;: I ~ ! :iI , ',; ;\" fll ' DNA (['， 1 克 l空 白~}ì:、

pL5 B- 4, 半~ ! 米 ':: 1 肝癌 DNA 的了E院民l' ~:1r~.、 pH

G B-L In 插入 j 1 段为怀钊 ， 比较它们 !'!':J传承

j"二 tbJ (l j、 鼠正 ;i ; .~肝 Hi !fF涵细胞核丰i1 JIT! i . ~1 分布的

变化。结果=Bî:习气抖转录jh:4勿在正 'Þf~ 肝细胞核、

hJ~ 1'1斗的Q1H 性届转特征 ， 在 !i干 ;后;细胞中发二七变

异。

材料 和方 法

一、实验材料

It: '1;-:; 大 Pr， ill' t以白 3 个月左右的 Wi star 7、;鼠， 饥

饿过夜@

移植性大Iftl肝癌 BERH-2，是本:所用二乙基亚硝

胶诱发的 Wistar k r!:l)京发 '~I: )FF 脐移植到刚断奶的

Wistar 大鼠)i盯空kk株ïfõJA:i 川 v T纠 I 'l r，'~ 1. 0 - l :~ 天 职肿

瘤块， 去除;坏死组织。

二、核酸抽提

1. 大分子 DNA :tI\!捉 : 根据 Gross-Bellard ~军 力

T:É( l ll J ，略有改变。 DNA .j气'品统 O. :l %隙 )J旨糖凝胶电

泳鉴定， 分子最大于 T，DNA(160 kb肘 。

2. RNA 的分离 :

~l tI )1包核 RNA 平11 细胞』立 RNA trl! t足 I ':-，J 讪 [ 12j o

t聚i核蛋白 i* RNA nli {;H!iJ采用胶糖也应:梯 j支离

心法分离乡驳核蛮 l':J í卒 l13 ! - HJ从乡唯妆页哇!你抽j是多

驳核蛋白{ι RNAω

rRNA (t'J1ì!l 1!哇 !可 lìíï l 14 I 0 

poly A+ 核 RNA Tli poly A - 核 RNA)Jj oligo(dT )

纤维素(水所产品 ) I奴 15f;11~t分离 ， 方法间的 1 1 5 1 。

所有采用的 RNA 样品均绕过 1 %戎 1. 1 % 惊脂糖

l疑 !1\C iË!. n~中全测， 无限Ul降解。 poly A ' 核 RNA ， ({生有

· 硕士学位论文，指导教师张玉矶。本讯也得到]
中科院科学基金资助 、 11 1科院上海分院青年科
技工作鼓励基金的部分资助。 tJUUl 、 þ怀孙↑自
协助工作， 孙兰英提供 BERH-2 肝癌材刺 ， 恃
此致谢。

川 圳工作单位 : >'， 1王l科学院上海坐物工程实验

洼地。
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