
肾上腺糖皮质激素对体外培养的人体肝癌细胞的影响草

、对细胞生长及 DNA 合成的抑制

张倍明 许河生 卢延龄

〈中国科学院上海细胞生物学研究所〉

一些研究工作证明，肾上腺糖皮质激素对

其相应的靶组织或靶细胞的生长、分化有诱导

功能，能诱导大鼠肝或离体培养的肝癌细胞专

一性地合成某些酶，并抑制 DNA 的合成

(Loeb 1973[1]):离体培养的大鼠肝癌细胞膜

同时还出现表型变化，如s 微绒毛数目的减少、

粘附性的增加，表面电荷减少及抗原性改变

(Ballard 及 Tomkins 1970[2])等。糖皮质激素

对离体培养的淋巴母细胞功能的影响也有很多

研究，并发现它能抑制 DNA 的合成(Terenius

和 Simonsson 1976[3叫).我们利用人体肝癌

细胞株为材料，观察了糖皮质激素对肝癌细胞

DNA 合成的影响，希望能为进一步研究糖皮

质激素与肝癌细胞的生长、分化的关系提供一

些实验数据。

材料与方法

材斟

细胞体外培养的人体肝癌细胞株 BEL-7402

〈陈瑞铭等 1978 [5]) 。

1640 培养液，内含 20% 小牛血清。

激素水j容性地塞米松磷酸铀盐 (92-氟-l1ß ，

17α ， 21-三起基-16α-甲基孕筒-1 ， 4 -二烯-3 ， 20-二

酣-21-磷酸醋二锅盐)，上海第九制药厂生产〈分子

量 516.51) 。

标记物 3H-胸腺嘈驼核苦，北京 401 研究所生

产，比强度为 25 ci/mmol 。

[ 2 ]朱至清、王敬驹、孙敬三， 1975，中国科学，
(5):484-490。

[ 3 ]赵成章、孙宗修、郑康乐， 1980，植物生理
学报， (3) 283-289. 

[ 4 ]孙立华、王则倍、冯玉生， 1977 ， C060 辐射

处理水稻花药及愈伤组织试验。 4花事后培养
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方法

细胞培掠将培养 BEL-7402 细胞的旧培液弃

去，用 Hank's 液洗两次后，加入定量新鲜培液，将

细胞冲散成单个细胞，配制成 4 X 10 5 细胞/毫升的细

胞悬液，充分海匀后，从中取 1 毫升，接种在小北

京瓶(55 毫米 x 23 毫米〉中，另外，再加 4 毫升培液，

贴壁培.养。

激素处理将地塞米松磷酸饷盐溶于无菌的 Ha

nk's 液中，使激素浓度为 600 ;微克/毫升。一般在细胞

贴壁 24 小时后加激素温育，根据实验设计的具体要

求，控制加入培养液中激素的量。

3H-胸腺晴睫核誓参入实验经过一定时间培养

的、激素处理不同时间或未处理的 BEL-7402 细胞，

撤去原有培液，加入 2 毫升新鲜培液，内含 3 微居里

3日-胸腺嗜咬核苦， 37"C温育 3-4 小时。然后，倾去各

瓶含 3H-胸腺嗜驼核苦的培液，各用 2 毫升。 .05M ，

PH7.4的 PBS 将细胞洗两次，再用 0.15% 的膜酶消

化细胞约 1-2 分钟，倒去消化液，最后用 2 毫升 PBS

将细胞充分自瓶壁上冲下，冲匀，用。 .25 毫升的注

射器吸 0.1 毫升细胞悬液，均匀地滴在直径为 2 厘米

的圆形谑纸 (Whatman 抽 3 )片上，侠滤纸片在红

外线上烘干后，依次用10% 、 5 % TCA 固定， 95%及

100% 乙醇、乙隧处理，再次烘干，将纸片置入闪烁

液内，最后用闪烁仪测定。

细胞计戴细胞自瓶壁上分离下来之后，尽量用

PBS 冲散为游离的单个细胞悬液，用血球计数板计

数，并在 650 nm 测定细胞悬液的光密度，以便校对

用血球计数板所得之数据。

*徐惠均同志参加部分工作。

[ 5 ]黄仕周、胡忠、庄承纪， 1977 ， γ 辐射预处
理对水稻花粉植株诱导的影响和花粉植株

的性状变异。《花药培养学术讨论会文集》

279-280 。

[6] Nitch. 1. P. Nitsch. C. , PEReau-leroy. 
M. P. , 1969, Compt Rend. D. 269:1650-
1652, 1969. 
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果结验实

的细胞。实验结果说明，对肝癌细胞增殖的抑

制效应可因激素作用于细胞的时间长短而不

同.图 2 表示，细胞经地塞米松磷酸饷盐处理

24 小时后与对照组相比，无明显的抑制作用，

细胞生长抑制率仅为 4%. 48 小时之后，抑制

率达 32%。当激素作用的时间延长为 72 小时，

抑制率上升为 56%. 在 650nm 测定各组的细

胞悬液，得到的光密度依次为 0.026、 0.068 及

0.100，与用细胞计数法所得的结果基本上平

行.

3. 激素引起 BEL-7402 细胞生长抑制的

可逆性 经 7.5 x10- 8M 地塞米松磷酸纳盐处

理 24、 48、 72 小时及未经激素处理的 BEL-

7402 细胞，均撤销原先的培养条件，各自以同

样的细胞数(4 X 105 )重新接种，在无激素的新

鲜培液中培养 48 小时，然后细胞计数。图 8 说

明，三个实验组细胞生长速度的恢复，因激素

处理的时间不同而有差异.激素处理 24 小时

的细胞和对照组相比，细胞的数量无甚区别，

48 小时组的细胞生长与对照组相比，差异不甚

明显。 72 小时组的细胞生长速度最慢，显示出

细胞生长能力的恢复与细胞原来接受激素作用

的时间长短有一定的关系.撤销激素后，细胞

生长菌'踵，但确能恢复生长.

地塞米松作用不同时间对肝癌细胞

生长的抑制作用

激素浓度为 7.5 x 10-6M 

固 2

』、激素对 BEL-1402 细胞的生长抑制

作用

1.不同激素剂量的影响 三组肝癌细胞，

每组 2-4 瓶，激素浓度分别为 3.75 x 10- 8M. 
1. 87xl0- SM 及 5.6xl0- 5M ， 于 37"C继续

培养 48 小时。这三组细胞作为实验组，与未

经激素处理的对照组在接种的细胞数、培养时

间、培养液体积均相同的条件下进行比较.当

激素浓度从 3.75xl0- 8M 开始以 6 倍的浓度

递增时，各组细胞的增殖均出现抑制现象，其

抑制程度随培液中地塞米松含量的增加而上

升。 3.75xl0- 6M组的细胞增殖与对照组比，

抑制率为 40%. 而当激素浓度提高到 5.6x

10- SM时，抑制率上升为 73%(图 1 ). 
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不同浓度的地'米松处理 BEL-7402
细胞 72 小时，细胞生长抑制率

因 1

2. 激素作用不同时间的影响 当把激素

剂量但定为 7.5xl0- 8M ， 分别观察 24、 48 、

72 小时三个不同作用时间对 BEL-7402 细胞

所产生的影响，对照是(0 小时)不经激素处理
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4 )说明，不同剂量的激素对 3H一胸胖啃赔核

昔参入细胞的量造成不同程度的下降。 从 3x

10- 8M 开始，随着激素浓度不断提高， 3H一胸

腺唔览核苦的参入率则逐渐下降，当激素浓度

提高到 7.5 x 10- 6M 之后， 3H_胸腺E密腔核昔

参入值不再有明显的下降，即使激素剂量增加

j1J 8.4 x 10- 4M ， 参入值仍维持在 58% 的水

平。

2. 激素对 BEL-7402 细胞 DNA 合成抑

制的时间效应 延长激素对细胞作用的时间，

可使 3H_胸腺唔览核苦参入细胞的量降低得更

加明显. 图 6 表示在激素浓度为 7.5 x 10-7 M 

的条件下，细胞接受激素处理的时间分别为24 、

48、 72 小时，其 DNA 的参入值分别为对照

组的 85% 、 76% 及 65% ，以 72 小时组参入率

为最低，似乎激素剂量与作用时间之间存在一

定的互补关系.
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二、激素对 BEL-7402 细胞 DNA 合成

的抑制作用

1，地塞米松磷酸纳盐对细胞 DNA 合成抑

制的剂量效应 地塞米松处理细胞后，加入含

3H_胸腺唔睫核苦的培液继续培养 3-4小时，

然后测定细胞内唱-胸腺嘻院核苦的参入率，

以观察细胞内 DNA 合成的水平。对照组为未

经激素处理的 BEL-'t402 细胞.实验结果(图

激素作用不同时间对响-胸腺晴喧参
入的影响

固 5

地塞米松作用于离体培养的人体肝癌细胞

(BEL-7402)的实验，显示了它对细胞生长及

DNA 合成有抑制作用，可以认为 BEL-7402

细胞是对人工合成的肾上腺糖皮质激素敏感的

一种细胞.

除了 BEL-7402 细胞之外，我们曾用不同

论讨
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地'米松对肝癌细胞 DNA 的抑制作用固 4
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剂量的激素处理了另一株人体肝癌细胞，

BEL-7404(未发表资料) .所得到的 3H_胸腺暗

腔核音参入曲线与 7402 细胞是平行的，进一步

说明了体外培养的人体肝癌细胞对肾上腺糖皮

质激素的反应与大鼠肝癌细胞 (Loeb 1973) [1] 

有类似的特点.

但是从 3H_胸腺唔腔核苦的参入来看，

在 3x10- SM 浓度的激素作用下 .72 小时后达

到细胞的最高抑制率.BEL-7402或 BEL-7402

人体肝癌细胞株. DNA 合成的抑制率最高为

42%左右，即使激素的量继续增加，抑制率也并

不因此而有所升高.这一现象，与 Loeb(1973)

在大鼠肝癌细胞中所获得的实验结果有些差

别， Loeb 等以 3x10- 9M 地塞米松处理克隆

的大鼠肝癌细胞 36 小时，胸腺唔览核苦的参入

抑制率为 50%. 地塞米松对我们所使用的两

株人体肝癌细胞抑制作用较低的现象，其可能

的原因是， BEL-7402 和 BEL-7404细胞不是

单克隆细胞株，可能不是所有的细胞对地塞米

松都有敏感性.至于靶细胞对糖皮质激素反应

的强弱，似乎与细胞内的激素受体的数量有

关， Kaiser 等(1974)[6] 在小鼠移植性淋巴瘤

中见到，对糖皮质激素不敏感的瘤株其激素受

体量比敏感株低 20-50%. 这一结果，也说明

了这一点.

糖皮质激素作用于靶细胞的机制是十分复

杂的。也极需要更多的工作加以阐明.根据前

人(Harris ，1979) [7]的报道，肾上腺糖皮质激素

对其靶器官或离体培养的靶细胞有多种多样的

作用，例如它能专一性地诱导肝细胞和肝癌细

胞的酶氨酸转氨酶以及鸡视网膜色氨酸加氧酶

的合成增高;但又能抑制肝细胞、肝癌细胞以

及淋巴瘤细胞 DNA 的合成，甚至通过细胞自

溶而导致死亡.对于上述诸现象的产生 Tho

mpson (1976) [8]曾作过这样的解释z 可能由于

细胞内介导激素作用的相应受体的特性因靶细

胞不同而有所差异:也可能同一靶细胞具有不

同类型的糖皮质激素受体，因而使靶细胞表现

出不同的生理功能.

在地塞米松浓度高达 10- 6M 的情况下，

实验组细胞比对照组细胞生长缓慢，当一旦撤

销激素条件，实验组细胞的生长速度即逐渐提

高，接近正常状态.说明细胞生长受到地塞米

松的抑制，作用是可逆的。与此同时，我们看

到，在细胞培养过程中，实验组与对照组细胞

皆生长良好s 贴壁紧密，培液清澈，未见细胞

脱落，更无细胞自洛现象.在显微镜下，细胞

轮廓清楚，未见异常改变，似乎地塞米松的作

用并不是对细胞的毒性反应。
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