
维甲酸和维甲类 11号对两种体外培养细胞

非程序性 DNA 合成(UDS)的影晌

i奋 J京情 自丰 新华 傅明 程书钧

(中国医学科学院肿瘤研究所 ， 北京 )

紫外线作用于细胞后 ， 损伤 DNA 并进行

非程序性 DNA 合成 ( unscheduled DNA synth­

esis ， 简称 UDS ) [1 - 3 1 ， 所以非程序性 DNA 合

成可作为 DNA 损伤的观 察指标。 化学致癌物

也损伤 DNA，近年来以体外培养 的动物或人

的细胞的非程序性 DNA 合成作为化学致癌物

的生物测定法常有报道[ 4 -8 ] 。我们 曾从 24 种维

甲酸衍生物中用体外长期培养的 Eca 109 细胞

系筛选出 E 号衍生物对细胞增殖有明显抑制作

用 ， 为了进一步了解组;甲酸(RA)和维甲类 E 号

(RA II )是否损伤 DNA ， 观察了这两种药物对

Ecal09 细胞和 V79 细胞引起的非程序性 DNA

合成 ， 并与已知致癌物 MNNG(N-methyl-N'­

nitro-N-n itroguanidine)对这两 种细胞的作用

进行了比较， 同时 还 试验了 RA 和 RA II 对

MNNG 损伤 DNA 的影响 。

材料与方法

一、细胞培养

人食f8'癌上!文细胞系 Eca 100 和中 国地鼠所I成纤

维细胞系 V 79 ，均为单层培养细胞。Eca 109 细胞培养

子含 20 %小牛血洁11''] MEM Eagle 培养液 ， 密闭培养。

V 79 细胞培养子含 10 %小牛血清的 MEM Eagle 培养

液 ， 在 5 %C0 2 î时箱中培养。

二、商物与稀释

自-全反式维甲以(简称 RA )

! ! COOH 
/"-./\../\"./ \.. / \,./ 
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维甲炎 I 号 〈地胶酸简称 RA J)

!! CONH一/=\-COOH
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"-./ 
由中国医学科学院药物研究所合成 ， 均不恪于

水 ，):容于丙阔 ， 95 % 乙晖或二甲:压亚制 ，本实验均用丙

酣为浴剂。 将 RA 或 RA Ji在于丙隅， 使 ，~\i: 1 0 毫克/

毫升的熔液 ， 加小牛血清 ， 使成 1 000 微克/毫升溶液 ，

再用培养液稀释为所需浓度的合药培养液 。

泾基服(HU ) : Sigma 厂产品。用磷酸缓冲液

(PBS) 溶解 ， 配成 60 . 8 毫克/ 2 毫升的浴液 ， 11信用前

配制。 取 50 微升加到每瓶 2 运升的培养液中 ， 最终浓

j立为 10mM。

f甲基_3 氢1ï句脉略览核音 : 1扫国科学院上海原子

能研究所产品。 比度 27 . 2 居里/毫克分子。 加到培养

液后最终浓度为 10 微居里/运升。

MNNG (N- l币基-N '- li肖基-N-亚(j肖基11IJ1) ;Sigma , 

MNNG (做克)
用丙目同 j容f膊 ， 自己成 3 i;!!捷克/主运升MiÎ:关( 一 十一一一- x

300 

0.5 =浴 MNNG 的丙酣量) ， 似 10 做升加到每瓶 2 运

到 培养液中。

丙阳 : 分析纯 ， 北京 irlS M J - 0 

三、 UDS 试验

径基版机 ;líU S 翔的半保留 DNA 复制 ， 对 DNA

修复合成无J可J ;UU作用仰。利用资基服抑制正常的 S 期

DNA 合成 ， 观察 RA 与 RA I 对两种细胞引起的非程

泞，性 DNA 合成。用已知致诅物 MNNG 对网中11 细胞

DNA 的作用作为阳'["， ~j. ~口 ， 同时观察 RA 与 RAI 对

MNNG 引边两种细胞，iHî J-l '1生 DNA 合成的影响 ， 以

单独力1])>王基服和丙1m加瓷基!版作为阴性对!Rt 。

将 Eca 10 9 细胞种子培养瓶内培养 4 天 ， V 79 细

胞培养 2 天 ， 倒去原有培养浓 ， 空!二1 x，t 照组H央不含

任何药物的新鲜培养液， 内酣对照组换 合 0 . 5 % 丙自同

的培养液 ， 实验组换 合 RA10 微克/主运升或 RA I 10 

微克/运升的培养讼 ， 锐瓶 2 运升 ， I" j I时加 3 做克/毫

升 MNNG ì在议 10 微升。观察RA 与 RA I 直接对细

胞 UDS 影响的不刀口 MNNG ， I)[I性对l1过只加 MNNG ，

1 小时后用 PBS 洗两遍， 换含 2 0 % 小 牛 I(且 洁的

MEM Eag le 培养液 (V 79 细胞换含 10%小斗二凶L 洁的

MEM Eagle J吝养浪) , 纽瓶加 60 . 8 ;￥ jι吐毫升i农民
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的经基服 50 微升到 2 毫升培养液中 ， 2 小时后加 3H­

胸!~.R n密览核昔， 最终浓度为 10 微居里/毫升， 作用 2

小时，倒去加药培养液 ， 用含 1 微克/毫升胸腺口密览

核苦的 PBS 洗三遍， 再用于页置 4 0C 冰箱的冷甲醇

固定 5 分钟。取出培养瓶内有细胞的小盖玻片， 在室

温下干燥。 次 日将小盖玻片用少量:树胶粘于载玻片上 ，

有细胞的一面向上 ，在 4 5 0C温箱中放 1 - 2 日 ，用冷的

5 %三:这醋酸(放在 4 0C冰水中 )作用 30 分 钟 ， 共两

次 。 7J(冲洗三次 ， 每次 4 分钟 。 7 0 %酒精两次 ， 每次

1 - 2 分钟 。 再置 4 5 0C温箱中过夜。涂薄层液体核乳

胶， 作放射 自显术。在 4 0C冰箱中曝光一周 ， 显影 ，

定影后，用 Giemsa 染液染色。 每组实验在显微镜汕

镜下按顺序数 100 个细胞核内的放射颗粒数，计算每

组细胞的平均颗粒数， 用 T检验进行组间比较。

结 果

两种细胞的 S 期 DNA 合成和非程序

性 DNA 合成的形态观察

两种细胞的正常 S 期细胞经 3H_胸腺咱览

掺入后， 细胞核内的放射颗粒，常密集成小团 ，

难以计数 (图 1 ， 4 ) 。 用瓷基肺、将 S 期 DNA

合成抑制后 ， 只有很少量细胞有少量分散的颗

粒。 经 MNNG 作用后引起细胞的 UDS，则显

示有放射颗粒的细胞较多 ， 每个细胞的颗粒数

较少并分散 (图 2 ， 5) 。

二、 RA 或 RA lI 作用 Eca l 09 和 V79 细

胞后两种细胞的非程序性 DNA 合成

RA 或 RA 1I作用细胞 1 小时后，对两种

细胞的 UDS 的影响 ， 见表 1 。

两种细胞经 RA 或 RA 1I作用后与单加起

基服组比较或与丙嗣加程基服组比较，组间差

别不显著。丙嗣组与单加起基腮组相比，组间差

别也不显著。 说明丙嗣作为海剂在 0.5% 浓度

表 1 RA 与 RA I 对两种细胞的 UDS 影响

细胞

Eca 109 

V 7!l 

~Ill JJ也

Eca 109 

V 79 

作用物

丙酣

MNNG 

RA 

RAI 

丙酣

MNNG 

RA 

RAI 

浓度

0 . 5 % 

0 . 03微克/ 2毫升

10微克/毫升

10微克/毫升

0 . 5 % 

0 . 03微克/2毫升

10微克/升毫

10微克/毫升

放射颗粒平均数/核 P 值 ( T ~tl定 )与丙嗣组比

4 . 92 

4 . 73 > 0 . 05 

16.98 < 0 . 001 

7.53 > 0 . 05 

5 . 94 > 0 . 05 
一一一一 一一-一一一

4. 34 

5 . 44 > 0 . 05 

8 . 69 < 0 . 001 

4 . 40 > 0 . 05 

4 . 93 > 0 . 05 

表 2 RA 与 RAI 对 MNNG 引起两种细胞 UDS ;的影响

战射颗粒 P 值(T 测定〉
作用物 浓 度

平均数/核 与 MNNG 组比较 与丙嗣组比较

丙 自同 0. 5% 4 . 92 

MNNG 0 . 03 微克/2 毫升 16 . 98 < 0 . 001 

RA + MNNG 10微克/毫升+ 0 . 0 3微克/2毫升 17 . 1 > 0.0 5 < 0 . 001 

RA :D: + MNNG 10微克/毫升 + 0 . 03微克/2毫升 14. 39 > 0. 05 < 0.001 

丙 嗣 0 . 5 % 4 . 34 

MNNG 0 . 03 微克/2 毫升 8 . 69 < 0 . 00 1 

RA + MNNG 10微克/毫升 + 0 . 03微克/2毫升 8 . 99 > 0 . 05 < 0 . 001 

RA I + MNNG 10微克/毫升+ 0 . 0 3微克/2毫升 8. 87 > 0 . 05 < 0 . 001 
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下不损伤两种细胞的 DNA ， RA 或 RA II 在 10

微克/毫升浓度下作用一小时 ，也不损伤两种细

胞的 DNA 。 而阳性对照 MNNG 组与丙酣组相

比，则有显著差别， 说明在 0.03 微克/2 毫 升

浓度的 MNNG 与细胞作用一小时， 对两种细

胞的 DNA 有明显的损伤井有 DNA 修复 。

三、 RA 与 RAII 对受 MNNG 作用的Eca

109 或 Y79 细胞的 DNA 损伤的影响

RA 或 RA 1I 各 10 微克/毫升与 MNNG 同

时作用细胞一小时， 用程基!服抑制 S 期 DNA

合戚， 计算 100 个细胞核内的放射颗粒数， 结

果列于表 2 。

RA 或 RA II 与 MNNG 同时作用细胞，

同单加 MNNG 组比较 ， T 测 定组l面j差异不显

著， 表示 RA 与 RA II 在 1 0 微克/毫升浓度下

不促进也不抑制JMNNG 对两种细胞的 DNA

损伤。

四、 UDS 放射颗粒敢在两种细胞 (各 100

个细胞)内的分布

分析两种细胞在 RA ， RA II 和 MNNG 作

用后各 100 个细胞内的 UDS 放射颗粒分布情

况见表 3 。

表 3 两种细胞 UDS 放射颗位数的分布

细胞数

细 胞 作 用物 。一一 10一-20一- 30一-40一-50粒/核一一
…『一一…一 一一-. --一一

MNNG, Hu 36 32 23 5 2 2 

丙 隅， Hu* 7 78 2 1 4 

Eca 109 Hu 14 63 19 4 

RA ,MNNG , Hu 37 30 19 11 2 

RA 1 ,MNNG , Hu 2 48 32 10 8 

RA , Hu 3 76 18 3 

RA 1 , Hu 1 84 11 4 

MNNG , Hu 14 48 31 7 

丙 酬， Hu 25 63 12 

Hu 43 28 27 2 。

RA ,MNNG , Hu 15 51 21 12 1 

V79 RA 1 ,MNNG , Hu 21 44 17 17 

RA, Hu 28 57 15 

RAI , Hu 23 65 12 

. Hu不完全M削 S 期 DNA 合成，把不抑制的去除， 不足 100 个细胞。

上表中 UDS 放射颗粒的分 布 情 况 ， 除 DNA , MNNG 损伤两种细胞的 DNA 并有 非

Y 79 细胞不标记的细胞数(按内 UDS 颗粒数为

0 ) 比 Eca 1 09 细胞多外 ， 两种细 胞的核内颗

粒分布基本上相似。 RA 与 RA 1I 作 用细胞后

颗粒的分布同丙嗣对J!~组 和 空白对照组相接

近， 不出现 UDS 放射颗粒的细胞和含 1 一10

个颗粒的细胞占绝大多数。 RA + MNNG 组和

RA II +MNNG 组与 MNNG 组相接近， 每 核

含 10 个颗粒以上的细胞数增加，这种颗粒分

布情况也说明 RA 与 RA II 不拟 阳 两和11 trJl胞的

程序性 DNA 合成。 RA 与 RA 1I (浓度为 10 微

克/毫升)与 MNNG 同时‘作用， 不 促进也不抑

制 MNNG 对两种细胞 DNA 的损伤 。

Z寸 论

DNA损伤 ， 虽然在大部分情况下可以修复 ，

但可能影响密码组成 、复制和转录的正常功能 ，

故与变异和致死有关，近年来己经有-一些工作

证明多种类型的可修复的损仍是~突变和致泌
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的"， l O ] ，非程序性 DNA 合成可作为测定化学

致癌物的指标之一。 近年来有大量的工作认为

维甲类药物是治疗和预防肿瘤中有潜在功能的

药物，而且能诱导细胞分化 [l i ， lZ] ， 我们的工

作也曾观察到维甲酸和维甲类 E 号对体外癌细

胞有抑制增殖和促进分化的现象， 为了初步检

测这两种药物是否对细胞 DNA 有损伤，是 否

能促进或抑制已知致癌物对 DNA 的损伤，进行

了 RA 和 RA rr 对两种细胞的非程序性 DNA

合成试验 ， 初步结果显示 RA 与 RA li 对两种细

胞都无明显损伤作用 ，如与致癌物 MNNG 同时

作用，不促进也不抑制MNNG 对两种细胞DNA

的损伤。

在分化中的细胞和分化后的细胞， DNA 
修复合成减低 [ 1 3 .1 '1. 1 町 ， 维甲类药物能诱导动

物肿瘤细胞和!人癌细胞分化 [ ll1，本工作的初

步结果显示维甲酸和维甲类 E 号对 Eca 109 细

胞或 V 79 细胞短时 作用后对 DNA 修 复合成

无明显影响， 分化后的细胞足否在 DNA 修复

合成上有改变 ， 有待进一步研究。

Clerkson 与 Yamada 分别报道起基服能促

进修复复制 [16 ， 1 汀 ， 并能抑制 S 期的 DNA 合成 ，

从放射自显影的结果看 ， f圣基脚、如完全 iiPTIilJ S 

期的 DNA 合成 ， UDS 颗粒明显而易计数。 在

我们的工作中 ， 5 mM 资基服对两种细胞的 S

期 DNA 合成不能完全抑制，浓度增 加到 10-

mM 基术上可起到完全抑制作用。

用放射自 ;41影术分析 UDS，要计 算每个

细胞的颗粒数，比较费时间 ， 但有其一定的优

越性，尤其在班基据不能完全抑制l正常的 S 期

细胞的 DNA 半保留复制时，在自!在影上可以

从放射颗校数量和颗粒的分布情况来区另IJ S 期

细胞的 DNA 合成和其他间期细胞核内的非程

序性 DNA 合成 ， S 期 DNA 合成的放射 颗粒

数多，而且常聚集成团，而 UDS 显示 的放射

颗位是分散的单个颗粒。 用 3H- J陶!J在暗览掺入

细胞，有的在细胞质中也出现少数放射颗粒，

在自显影中可将细胞核和细胞质中的颗粒区
，飞、

JJ 。
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