
肾上腺糖皮质激素对体外培养
的人体肝癌细胞的影响

II . 细胞表面伴刀豆球蛋白受休以及细胞粘附性的改变

毛祖成 卢王￡龄

(中国科学院 上海细胞生物学研究所)

离体条件下，正常、转化和癌变细胞的细

胞膜特性有许多差别。例如，转化和癌变细

胞能被多种外源凝集素凝集，而正常细胞一

般无此特性 ， 或仅显示微弱的凝集 现象。

Niclson (1 971 , 1 972) 曾利用铁蛋白标记的 伴

刀豆球蛋白 (ConA ) 比较丁小鼠 3T3 细胞 以

及经 SV4 0 或多脂病毒 转化的 3T3 细胞 其

ConA 结合位点的情形，前者的结合位点多半

是均匀地分布在细胞表面，而转化的细胞其结

合位点往往成簇地聚集起来(J ， 2J 。另外，转化和

癌变细胞的柑附性较正常细胞也显然为低。

肝癌细胞是肾上腺脑皮质激素的靶细胞，

因而它们是研究糖皮质激素语导肿瘤细胞出一

些逆转特征的理想模型。我们曾报道[3 J 地 塞

米松有 3rp ff!IJ 人体肝癌细胞(BEL-7 4 02) DNA 合

成的作用。 为了探索人体肝癌细胞在糖皮质激

素作用下可能出现的表型变化，本工作着重观

察了有关细胞膜一些特性的改变。

材料和方法

1 .细胞和化学试剂

实 验所用人体肝癌细 胞 BEL-74 02 系[刊，用

RPMI- 1640 的液加 20%小牛血清进行培养。 ConA 和

FITC-ConA 为 Sigma 产品， α-甲基- I:j露糖音为pha­

rmacia 产品 。 人工合成的肾上腺糖皮 l贡激素一一直t黎

米松磷酸剖盐(水溶性)系上海第九制药厂赠送。

2. 激素处理

将培养 3 - 4 二k 的细胞制成悬液， 每个中瓶

(3. 5 :< 8 厘米 j 岳f. i 1 1. 3 x 106 细胞 ，用于膜荧光和凝集

实验。用于细胞脱落实验的细胞 ，每个小瓶(2 .3 x 6 厘

米 ) 接利J 2 x 10 5 细胞。 约 24 小时待细胞贴应生长后，

加 i容有i也寨主~松的培养液。激素浓度分别为 7 . 5 x 

10- 6.M, 7.5 x 10- 7 M 和 7.5 X 1 0- 8M 。 继续培养 48 小

时或 72 小时 ， 对照组的细胞在同样条件下培养，但不

加激素。然后进行荧光标记、 细 胞凝集和细胞脱落实

野生 。

3. 细胞膜荧光实验

实验组和对照组的细胞培养 48 或 72 小时后 ， 倒!

去培液 ，用 。 .05 M P BS( PH 7 . 2一7 . 4)漂洗数次 ， 然后

将细胞自瓶壁冲下， 再用 PBS 离心洗涤 8 次。将 3-

4 X 10 6 细胞悬浮于 0.5 毫升 FITC-ConA 液中 ，其浓度

为 1 00 微克/毫升，用 PBS 配制 ， 置 37 'C温育 20 分

钟，再用 PBS 洗涤 5 次以上，然后用 9 份甘油 1 份

PBS 配成的封固剂封片。置荧光显微镜下观察。 为了

检验细胞表面 ConA受体荧光反应的特异性 ，经 FITC­

ConA 标记的细胞， 再;悬浮于 0. 5 毫升 10 % 的 ←甲基

甘露糖音 PBS 溶液中 ， 37 'C温育 20 分钟 ，进行抑制反

应。

4. 细胞凝集实验

地塞米松处理和不处理的两组细 胞经 PBS 洗涤

后 ， 在 PBS 中制成 3 - 4 X 106 细胞/毫升的悬液 ， 每 组

;医液各取 4 份，每份为 0 . 5 毫升 ，置直径为 3.5 厘米左

右的培养皿中， 然后分别加入 0 .5 毫升浓度为 200 微

克/毫升、 100 微克/毫升和 50 微克/毫升的 ConA-PBS

溶液 ， 使 ConA 的浓度每毫升分别为 100 、 50 和 25 微

克。 空白对照组仅加 0.5 毫升 PBS。充分混匀后， 在

室温(20-25 CC)温育 ，分别在 10 、 2 0 和 3 0 分钟 时，于显

微镜下观察凝集的程度。 本文参照 Aub 等 (1963) [51 的

分级方法将凝集程度按" 0 一件+1" 的等级进行记录。

5. 细胞脱落实验

7.5 x 1 0 - 61\1和 7. 5 x 1 0- 7M 的地塞米松分别处理

肝癌细胞 48 和 72 小时， 实验前将各瓶培液倒掉，瓶

内加入 3 毫升含 0. 5 mM EDTA 的 O .OSM pH 7.2 的

PBS ，即刻将激素处理时间相同而剂量不同的两个实验
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表 1 不同浓度地塞米松处理 BEL-74Q2 细胞 48 或 72 小时后艘荧光阳性率

48 小时 I 72 小时

膜荧光阳性率百丁百I-n函i句1:-$ ( % )-- - /- p m 
81 . 5 (7)" /<0.01 I 川 ω / < 0.01 

84.4 (5) / < 0.05 / 83 . 3 (3) I < 0.01 

82.7 (5) 1 < 0.01 I 83 . 5 (3) 民口「
对照组 I I 93.1 (8) I , 

• ( )内的数字代表实验次数。

组和对照组的培养瓶置振荡器上振荡 1 或 8 分钟。 振

荡频率为 10HZ ， 振荡毕 ， 先将脱落的细胞用血球计数

板计数， 再把未脱落的细胞自瓶壁冲下计数， 求出脱

落细胞占细胞总数的百分率。 每次实验， 每一剂量 组

和对照组皆为双份。

结果

1.细胞膜荧光阳性率的比较

每次实验， 对实验组和对照组分别随机地

观察 200 个左右游离的细胞，计算膜荧光阳性

生区 别
地塞米松

浓度( M)

实

验 7_5 X10-7 

组 7. 5 X10-8 

此外，激素处理的细胞较对照组的细胞大，

膜荧光的强度比对照组的弱。膜荧光减弱可能

是由于细胞体积增大后，细胞表面单位面积上

的 ConA 受体分子的数量减少所致。

2. 细胞环状膜荧光的比较

BEL-7 4 02 细胞表面的 ConA 受体分子多

呈簇状(图 1 )或帽状〈图 2 )分布，仅在少数细

胞可见环状膜荧光(图 1 )。但是细胞经地塞米

松处理后， 呈环状膜荧光的细胞数在各实验组

均有增加， 在 72 小时后更为显著。 见表 2 。经

细胞的百分率。见表10 BEL-740 2 细胞经 7.5 x 
10-6M; 7.5 xl 0- 7M 和 7. 5x l0 - 8M 三种浓度

的地塞米松处理 48 小时后，细胞膜荧光阳性率

分别为 8 1. 5% 、 ' 84.4 %和 82.7 % ; 对照组则为

93 .1% (表 1 ) 。经同样三种浓度的激素处理 72

小时后， 其膜荧光阳性 率分 别 为 86 . 4% 、

83.3%和 83_5%; 而对照组的膜荧光阳性率为

94.8% (表 1 )。 经统计学处理， 实验组与对照

组的差异是显著的。

统计学处理 72 小时的三个剂量 组， 其 P 值 均

小于 0 . 05。

由于实验组和 对照 组 的细胞经 FJTC­

ConA 标记后，再经 10%的 α-甲基-甘露糖 苦

处理，阳性膜荧光的细胞全部转为阴性，说明

我们所观察到的膜荧光特异地代表了 ConA 受

体的分布。

3. 细胞黯集测定

继 7.5xl0- 6M 地塞米松处理 48 小时 或

72 小时的细胞， 用三种不同浓 度 的 仁onA(每

表 2 不同浓度地塞米松处理 BEL-74Q2 细胞 48 或 72 小时后的环状醺荧光的百分率·

地塞米松

浓度(M) 环状膜荧光分布(FF;-I~再荧光叫〉 Fi 
川 (7) | > 0.05 I 10.2 (8) I<0.05 

13.2ω i < 0.05 1 15 . 7 (3) | < 0.01

13 .3 (5) I > 0.05 / 13.6 (3) I < 0. 05 

7.9 (8) I I υ( 10) I 

组别

7.5 X 10- 6 
实
验

组

7_5 X10- 7 

7. 5 X10-8 

对照组

· 每组随机观察 100一200 个细胞

48 小时 72 小时
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i 50 微克 l 叫克 | 内「-l实验次数
|实验组 | 对照组 | 实验组 | 对照组 | 实验组 | 对照组 | 实验组|对照组|

iJf，育时间 | 激京处理时间 I I ) I I / / I 
I 48 /J,1ft I ffH / 性H I 十十 | 什t I + I 十十 1 0 1 0 I 3 

0 分钊， 1---; /J,1ft -1一γ! 州 | 十十 | 十十 I + I +十 I 0 I 0 / 4 

一二 I 48 小时 / j fH 仁fït/-可 / HH I 十十 / m / 0 I 0 I 3 

一-11 1伫哩 ±王二~I w_:_l _+_+ J_ 州 | 十十 一 / m 1 0 I 0 I 4 

0 公l iJ 48 I~._I 旦一| 附|附 | 附 | 忖川附 / 0 I 0 I 3 

r I 、时 | 州 I HH J 附 ! 附 / ++ I 十十 / 0 I 0 I 4 

毫升含 100 、 50 和 25 微克)溶液进行凝集试验，

结果如表 3 所示。 ConA 浓度为 100 微克和 50

微克的两个实验组与对照组相比较，其J疑集程

度基本没有差异 (图 5 ， 6)。但是当 ConA 浓

度较低 (25 微克/毫升)时， 尽管地塞米松作用

时间不同， 或在 ConA 溶液中温育的时间长短

不一 ，实验组与对照组均有差别(图 3 ， 4) 。由此

可吾出， 当 ConA 浓度较低时，两组的差别较

为明显， 但随着 ConA 浓度的增高或温育时间

的延长，两组间凝集程度实际上所存在的差别

有被掩盖的可能性。

4. 对细胞粘附性的影响

激素处理组和对照组细胞粘附性的比较是

裴 4 地塞米松对肝癌细胞脱落的影响

组

养
处
培
素

问

胞
激
时

细
或
理 别 奇古l召2

10 

10 

'b'

URU 

以细胞脱落百分率 来表示的。实验组分为

7.5 x 10 -8M 和 7.5 x 10- 7M 两个剂量组;每两

个剂量组的细胞，激素作用的时间又分别为 48

和 72 小时。各个不同的实验组和相应的对照组

其振荡时间又分为 1 分和 3 分钟。实验结果如

表 4 所示，激素处理 48 或 72 小时的细胞不论

振荡 1 或 3 分钟，细胞脱落百分率皆较对照组

的为低。振荡 3 分钟时，对照组细胞的脱落百

分率达最高值 ，其中培养 48 小时的对照细胞比

两个实验组的高 2 倍以上，而培养 72 小时的细

胞，比两个实验组的高 4 倍。另外，细胞经不

同浓度的激素处理后，其脱落百分率稍有差别。

除激素处理 72 小时、振荡 3 分钟的两个实验组

外，似乎 7.5xlO- 8M 组细胞的粘附性稍高些。

从激素作用时间的长短来看，处理 72 小时的细

胞其脱落率也稍低于 48 小时者。

讨论

近年来已证明，肾上腺糖皮质激素能使离

体培养的大鼠肝癌细胞膜产生一系列变化，诸

如细胞粘附性的增加、蛋白水解酶(纤维蛋白溶

酶原激活因子)的降低以及糖蛋白的改变(8) 。我

们的实验结果亦显示了类似的变化z 细胞体积

增大，细胞表面 ConA 受体膜荧光阳性率降低，

荧光强度减弱，呈环状荧光的细胞增多，同时

ConA 对细胞的凝集程度下降。所有这些变化

说明地塞米松有诱导人体肝癌细胞产生表型性

状改变的功能。

有关正常和肿瘤细胞表面外源凝集素受体
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的数量和分布以及凝集机制，已有大量的工作。

然而，迄今还无完全一致的看法。 Niclson [ l ， 2 1

认为 ， 正常的 3T3细胞经病毒诱导后 ， 细胞质

膜的流动性发生改变，使原来随机分布的

ConA 受体出现簇状分布，从而有利于多价的

ConA 分子对细胞产生凝集作用 。 Inbar[71 用同

样的用 3 T 3 细胞材料 ，借助免疫荧光技术研究

温度对 ConA 受体移动的影响，也得到类似的

结论。 本实验观察到地主米松处理的细胞呈环

状膜荧光的百分率比对照组增高 1 倍左右， 这

一现象说明 ， J也率米松可能影响细胞质膜的流

动性，使原来成簇或帽状分布的 ConA 受体分

子向两侧流动，在细胞表面呈随机分布，从而导

致环状膜荧光的细胞增多 ， 实验组细胞的凝集

程度降低亦可能是这一 原因所致。然 而，当

ConA 浓度增高，沮育时间延长 ，实验组与对照

组的差异被掩盖。我们分析 ，这是由于单位容积

内 ConA 分子的数量增加， 其与细胞表面受体

结合的机率增高， 致使实验组也呈现最大程度

的凝集。至于细胞经糖皮质激素处理后 ，膜荧光

阳性率降低 7-10% ，是否由于细胞表面 ConA

分子的数量有所减少还是其它原因所致，尚有

待于精确的定量方法检测。

从本文结果可见， 不同振荡时间和不同浓

度的地塞米松分别作用 L1 8 或 7 2 小时后， 细胞

脱落2年;均低于相应的对照组，尤以激素作用 48

小时、 振荡 3 分钟和作用 72 小时、振荡 1 和 3

分钟的实验结果更为明显。这说明地在米松促

使肝癌细胞的粘附性增加。 在这方而国外也有

类似报道，例如 ， Ballard等 [ 8 J见到放线菌素D和

放线菌素嗣有抑制糖皮质激素诱导大鼠肝癌细

胞粘附性增高的作用; Bcrliner [盯 在 RLC-GAI

细胞株(转化的大鼠肝上皮细胞株) 也见到类似

现象。 至于人肝癌 BEL-7102 细胞粘附性的改

变是否因细胞膜的某些组分产生了改变，以及

这种改变的机制所在，都是有待进一步阐明的

问题。
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肾上腺糖皮质激素对体外培养的人体肝癌细胞的影响

JIL 细胞表面伴刀豆球蛋白受体及相关胚胎抗原的测定'

许河生 张f士明 毛手且成 卢延龄

(申国科学院 上海细胞生物学研究所)

肾上j尿糖皮质激素能诱导大鼠肝癌细胞出

现一些正常肝细胞的表型特征，因而使人们对

肝癌细胞的逆转问题深感兴趣。关于糖皮质激

素对人体肝癌细胞院特性的影响 ， 我们实验室

毛祖成等的初步工作(未发表 ) 说明 ， 细胞表面

伴刀豆球蛋白受体分布出现改变，细胞对外源

· 徐惠均同志参加部分工作。
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