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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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凝集素的反应降低，而细胞的粘附性增高。这些

事实都说明 ，在激素作用下，癌细胞原有特性有

减弱的现象。癌细胞另一明显的特性是胚胎性

抗原的重现。施渭康川等发现，BEL-7402 人体

肝癌细胞株有相关胚胎性抗原。鉴于前述糖皮

质激素对人体肝癌细胞的诱导作用 ， 我们打算

观察， 肝癌细胞相关胚胎性抗原在该激素的影

响下是否也出现变化;另外，我们利用定量手段

对毛祖成等 (未发表)的观察作进一步的探索，

研究肝癌细胞表面伴刀豆球蛋白受体分布出现

变化的同时， 是否也出现莹的变化，以期对产

生变化的原因有更深入的了解。

材辑和 方法

-、材料

细胞 体外培养的 BEL-7402 人体肝癌细胞

株[2 ] 。

激素 水溶性地;主米松磷酸铀 盐(上海第九制药

厂生产〉分子jR为 5 16 . 51 。

提集紫 伴刀豆球蛋白 (ConA )( Pharmacia 公司

产品〉经本实验室用 1251 腆化。

抗血清和破标记的第二拉体 1251_羊抗兔免疫球

蛋白(简称羊第二抗体 ) ， 由本实验室自制[3]。兔抗人

胚胎肝细胞抗血清(简称第一抗血清}由本所施渭康

同志供给(1 J并经人的肝、 牌、 肾干粉及 ABO 型自细

胞吸收。

二、方法

1. 细胞培养与激素处理用 :12·液配制成每毫升含

有 5 x 10' 细胞的悬液，取 4 ml 接种子大卡民并，面积

为 18 x 12 cm2。用 Hank's 液配制激素溶液，浓度为 600

μgl时 ， 作为母液。细胞贴壁后 ，弃去旧培液，加入含有

激素的培养液， 使激素的最终浓度为 7.5 X I 0- 6M ， 然

后按实验要求培养 48 或 72 小时。

2. 细胞表面相关胚胎抗原的测定山1-标记 羊

第二抗体的综合试验。按张仕明等 1 980 年的方法 ， 采

用间接反应法，双管测定。每管 5 X 10 6 细胞与 0.2 ml 

不 同 稀释度的第一抗体于 37"C温育 30 分钟，用

。 .05 MpH 7 . 4 的 PBS 洗涤四次后， 各管加入 1251_羊

第二抗体约 5-6 x lO'cpm , 37 0C温育 30 分钟，然后

洗涤 3 {欠 ， 最后测定 1251_羊第二抗体与细胞的结合率。

3孔.细腑表面 Co佣nA 结合.噩盟的3溃测'刚j定 (1)泸125牛Co∞nA

的和!备: ~卖 军L过氧化物酶、法进行 ConA 快化[4 J 。政化反

应前加入 O . 2l\.Ja-甲基-D-甘露口比喃榕音 81μ1 ， 以保

护 ConA 与受你结合的位点。将已腆化 的 ConA 通过

G-25 柱，去除游离殃。以一定量的 125I-ConA 加入到浓

度为 1 mg/ml 的表标记的 ConA 液中 ， 用该溶液为工

作液。 ( 2)细胞与 12SI-ConA 的结合实验z 经激素处理

72 小时及相应的对照细胞分别用 PBS 制成悬液。按每

管 2 X 106 细胞加入一系列实验及对照管中 ，弃上清液，

并依次加入不同剂量的 ConA 工作液， 每一 剂 量 3 复

管。 然后于 37 0C温育 30 分钟。经 PBS 洗后 ， 测细胞

的总脉冲数。最后，上述各赁再加 0. 2 Mα-甲基-D­

时露毗喃糖 音 。 . 5 ml ， 3 7"C温育 30 分钟 ， PBS 洗涤，

再次测定细胞的脉冲数。 由于 α-甲基-D- 甘露日比喃糖

背专一性地取代了结合在细胞上的 ConA 分子，故测得

的脉冲数为细胞与 ConA 的非特异性结合数。 总脉冲

数减去非特异结合脉冲数 ， ~p细胞与 ConA 的实 际结

合值。

4. 细胞表面积测量 将培养 72 小时的实验组及

对照组细胞分别从培养瓶内用 PBS ì中下， 洗 3 次，用

4% 甲隆固定 30 分钟 ， 再用i令 PBS 洗 3 次 ， 然后将细

胞铺在载玻片上， 待自然干燥后作 HE 染色， 并在显

微镜 F用描绘仪描lJi细胞大小， 用求积仪计算细胞的

面积。

实验结果

一、激素对人体肝癌细胞表面积的影晌

经地塞米松处理的细胞显然比对照组细胞

增大。经随机测定了实验组 279 只细胞，对照组

262 只细胞的表面积， 其平均值分别为 5 .03 和

才-
f飞别

、、￥ηIJ、

图 1 1 251_标记羊第二抗体满足 BEL-7402 细胞

表面相关胚胎抗原的蛮化
.. . ... ..激素处理组，

。一一O对照组 z
A正常兔血清组
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3 . 23，比值为 1 . 54 ，即实验组的细胞面积约为

对照组的1. 54 倍。经统计学方法 处理， P< 

0.001 

二、激素对人肝癌细胞膜相关胚胎抗原的

影响

利用 125 1一羊第二抗体标记技术，测定了经

或不经激素作用的细胞膜相关胚胎抗原的变

化。图 1 所示，用 7. 5x10- 6M 的地塞米松磷酸

纳盐处理细胞， 72 小时以后，与未处理的对照

细胞相比较，经激素处理的细胞，第一抗体与细

胞表面的相关胚胎抗原的结合率降低。按细胞

与125 1_羊第二抗体结合的饱和点来推算，经激

素处理的细胞所结合的抗体分子数约为对照的

70%，与此同时，也测定了相同浓度的激素作

64 

(
主酬
。
想
吉
。
。

图 2 BEL-74 02 细胞与 ConA 的结合曲线

·一_.D'L' 激素处理 72 小时后细胞与ConA

的结合总量 ，

.一-.Ds 激素处理 72 小时后细胞与
ConA 的特异结合量，

× 一一- x c.l'对照组细胞与 ConA 的结合

总量 ，
O一一QC，号对照组细胞与 ConA 的特异结
L丛 I→L
l 丁 tτt ;

h，. ---- ，&Dn 用激素处理 72 小时后细胞与

ConA 的非特异结合量

山一→L':，.Cn 对照组细胞与 ConA 的非特异
ù !: .L.. J -=l 

11 1"':1 ) --i"!. 

用 48 小时的细胞， 未见与对照组有明显的差

别。

三、 散素对人体肝癌细胞表面 ConA 结合

量的影晌

实验苦|二l和对照组细胞分别和不同剂量的

ConA 反应，根据 J 23 1_ConA 饱和结合点换算

成 ConA 量来计算， 这两组的细胞表而所结合

的 ConA 量稍有差别。 图 2 表示去除了各自的

非特异性结合量后， 所得到的细胞与 ConA 特

异结合量。从图 2 可以看到经激素处理的细胞

表面所结合的 ConA 量高于对照组的细胞，根

据这两组细胞在饱和点时结合的总 ConA 量来

计算，实验组细胞表面结合的 ConA 量约为对

照组的 1. 37 倍。

讨论

伴随细胞的恶性转化 ， 细胞的抗原常出现

变化。例如， 正常细胞抗原的消失、 胚胎抗原

或一些新的抗原出现[5 J都是熟知的事实。 但是

在细胞分化过程中 ， 胚胎时期出现过的抗原会

逐渐减少乃至消失[町， 因而， 抗原性的变化已

成为研究细胞分化，转化或请导肿瘤细胞分化

具有一定意义的指标。 Wainberg (1 982) [7]用地

塞米松处理被鸟类肉瘤病毒转化的细胞， 看到

细胞抗原的合成能力受到抑制。我们将人肝癌

细胞用糖皮质激素处理 48 小时后 ，对照组和实

验组分别与 1 251_羊第二抗体的结合量虽未显示

差别，但处理 72 小时的肝癌细胞其膜相关胚胎

抗原量则有所下降 ， 与 Wainberg 等的结果相类

似。如果将这一现象结合经激素处理后细胞面

积增大的事实来分析， 实验组细胞表面单位面

积结合的抗体比对照组下降得更为明显。这一

事实说明，肾上腺糖皮质激素不仅能影响 BEL"'::

7402 细胞 DNA 的合成 [ 8] ， 也能诱导肝癌细胞

出现与分化有关的表型特征的改变。

对于正常和转化细胞表面 ConA 结合点的

变化， 有过很多研究 ， 但看法不一。有的工作

者认为正常及转化细胞表面的 ConA 结合位点

的数量无甚区别[町，但有人证明，转化的细胞及

被蛋白酶处理过的正常细胞比正常的间期细胞

有更多的 ConA 结合位点 [ 9 J 。 从我们实验结果

来看，激素处理后的细胞表面结合ConA 的 量

高于对照组细胞，前者约为对照组的 1. 37 倍。

与此同时， 实验组细胞的表面积增加为对照组
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的 1. 54 倍。 因此 ，就细胞表面的单位而积来说，

经激素处理的细胞与 ConA 的结合量不仅没有

增高， 而日梢有降低。毛祖成等 (待发表资料)

用荧光素标记的 ConA 以及凝集试验检 测了

BEL-7402 细胞经糖皮质激素处理后 其 ConA

受体的变化。经激素处理的细胞，其阳性荧光百

分率略有下降。同时 ， 经激素处理的细胞对

ConA 的凝集反应也有所下降。本实验结果与

上述观察相吻合， 而且进→步提出，细胞对凝

集素的反应强度与 ConA 的结合位点的数量以

乎有一定关系。至于结合位点数量的变化是否

系决定细胞凝集强弱的唯一因素， 尚待更多的

工作来证实。
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造血干细胞发生学研究11.人胚骨髓各

型细胞超微结构的分析及探讨淤

花斐曼刘永

(军事医学科学院基础医学研究所)

继卵黄菇、 胚!吁之后 ， 骨髓就是人胚胎主

要的造血器官 [ 1 1 。曾在人胚肝造血的研究中山 ，

从电镜下找到→些证据， 不能排除肝本身的间

叶细胞在适宜的条件下有可能发展成造血干细

胞并向不同系造血细胞发育的可能性。它在人

胚骨髓的造血中会是怎样的?骨髓发育中实质

细胞和间质细胞又是如何联系的 ? 这些问题在

文献中虽有所报道但缺乏系统的电镜观察资

料。我们对人胚骨髓造血发育中各型细胞的坦

微结构作了系统的观察和分析， 现报告如下。

材料与方法

本文收集的胚胎标本 (电吸人工流产 、 水

囊引产、 剖腹取胎)胎龄分布在 10~40 周问

(表 1 )。

胎宿舍计算方法 鉴于部分标本为 电吸胚胎碎组织

难以用测量胎儿顶臀长度的方法来估算受精日期，故

褒 1 人胚标本胎龄分布

饪振日期 电镜观察例数 | 饪振 日 均j ~包镜观察例数

10周 1 16周 2 

11 " 3 19 H 1 

12 H 4 23 H 8 

13 H 5 29 " 1 

14 " l 40 " 1 

1飞 " 1 

一律根据临床医师提供的饪扳妇女末次月经日期来核

算胎龄， 对于月经周期不规律或胚胎大小与怡龄不符

的例子剔除不用。

电吸胚胎碎组织于手术室检出后立即固定 . 7.)(囊

引产和剖腹取胎的胎儿置入冰瓶内 取凹 ， 一般在 2 小

时内解剖取出骨， 因身体各部分的骨恪其 发育的先后

次序不一， 在设计实验时规定取 肢 体的骨髓， 大部取

·仪器中心电镜组汪宝珍主管技师制作超薄切片。
本文多数流产胚胎由铁道总医院 、首钢医院及 307

医院提供， 特此致谢。
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