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拘l癌园子对 Ehrlich 腹水癌细胞结构、

表面形态和聚集能力的影响·

笑景禹

(北京医科大学生物物理教研室〉

用走如李舷援..陈明

(北京庭和!大学生物化学教研室)

押癌因子是从 Ehrlich 腹7]<.癌小鼠腹水中

提取的具有抑癌活性的肤类物质(1]。利用 3H_

TdR ，参入， 台盼蓝染色、锦离子释放等方法，

已证明抑痛因子对 Ehrlich 腹水癌细胞的 DNA

合成 具有明显抑制作用， 并可杀 伤肿瘤细

胞(1 ， 2 ] 。 这些作用具有肿瘤专一性凹， 3]。同时证

明， 在抑癌因子作用于肿瘤细胞的早期即可影

响细胞膜的物理性质而使其流动性降低[仆。本

文用 电镜下的形态学方法进一步研究了抑癌因

子对肿瘤细胞作用的性质和特点。

材料和方法

1. 抑痛园子的分离 取接种 Ehrlich 腹水癌后

8 -12 天小鼠的无细胞腹水液用 80% 乙醇沉淀， 无水

乙醉，回流 ， 经 Sephadex G 2 5 及 SephadexLH 20 柱民

平斤分离，收集第一峰 ， 冷冻干燥(l]。

2. 细胞处理 取接种 7 天的 Ehrlich 腹水癌细胞

用 PBS 洗涤后悬浮于 5 ml Eagle's 液内 ， 使细胞浓度

为 4 x 10 5/ml。在细胞悬液内加入抑癌因子 ， 浓度为

600 阅/ml。 将上述细胞在 37 'C下分别温育 4 、 8 和

16(或 18)小时。 温育毕， 细胞经 PBS 洗涤 ， 用于制

备电镜样品。 对照细胸经同样处理，但不加抑癌因
Z
J 

另取正常小鼠股骨， 用 Eagle's 液冲洗骨髓腔， 收

集骨髓细胞 并悬浮于 Eagle's 液内 ， 在其中加入抑癌

因子 (600μg/ml) ， 于 37 'C下温育 4 小时。另一管细胞

· 本文部分实验工作由中国科学院科学基金生字

376 号资助。
.. 现在通讯地址g 预防医学中心。

生物物理教研室刘智、 卫之泪 ， 生化教研室罗培

良等同志参加有关技术工作， 谨致谢意。
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经问样处理但小川j刷品园子作为;:J)划。ì.品商后的细胞

用于制备扫描电镜样品。

3. 逃射电镜祥晶制备细胞先后 用 3% 戊二:酸

和 1%Os04 固定， 618 环氧树脂但埋， 按常规帘Ij备成

坦薄切片， 在 Opton EM 109 也镜下观察。

4. 扫播电锐样品制备 细胞先JG 用 3% 成二E忌

和 1 % OS04 1ì'~定 ， ζ，自草系歹11 脚，水 ， 临界点干燥然

(Hitach HCP-2 )干燥，离子镀膜仪(Eiko IB-3 )镀14: -

1E Hitach S-4 5 0 扫饰电镜下观察。

5. 资料收集与结果处理 在透射或扫描电镜下

对细胞分类计数时， 逐个观察每个进入视野的细胞，

直至在每一实验条件下累积足够细胞数为止。 在适射

电镜情况下， 每个载网只观察一张切片上的细胞，如

数最不足， 贝iJ取来 自 另一包埋块的我网继续观察 ， !;; 
避免对同一细胞的需复计数。分类计我的 结果经 f

检验@

结果

-、抑癌因子对肿癌细胞聚集能力的影响

Ebrlich 腹水癌细胞在 Eagle's液内于 37'(;

下温育后，细胞呈不同的聚集状态。除一部分

细胞单个分散存在外， 其余均若干个细胞聚集

成团。将细胞分为 6 组， 单个细胞属第 1 组，

其余按细胞团中所含细胞数分为 5 组，细胞数/

团分别为 2 、 3 、 4 、 5 和> 6 ，以同一实验

条件下细胞在各组中的百分比分布作为细胞聚

集能力的指标。 在集聚团中的细胞比例越大，

表示细胞聚集能力越强。结果表明 ， i，且育 8 小

时后的细胞聚集能力较温育 4 小时的有明显增

加; 但温育时间延民至 18 小时， 细胞聚集能

力不再发生明显改变(图 1 )。

由图 1 可见， 温甫 4 和 8 小时-后， 实验组

的细胞聚集能力显著增加， 大约一半细胞聚成

6 个细胞以 上的团块 〈图版 1 A) 。 在温育 18

小时后， 实验组的细胞聚集能力反而下降，以

至单个细胞所占比例高于对照组。

在相同条件下，小鼠正常骨髓细胞与抑癌

因子温育 4 小时 ， 其聚集能力与对照组未见显

著区另IJ ( 图 1 内插图〉。由此可见，抑癌因子对

Ehrlicb 腹7)<癌细胞聚集能力的影 响可能具有
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圈 1 拥癌因子对 Ehrlich 腹水癌细胞，良缘

能力的影响

每一条件下检查的细胞总数大约/94 80 个。 在三
个时间点， 实验组与对照组均有显著差异(P<O .Ol ) 。

右立角插入图z 抑癌因子对正常小鼠骨髓细胞聚集能
力的影响。 抑癌因子组与对照组检查的细胞数分别
) 9 428 fn 440。 两组未见显若差异 (P> 0 .1 0) 。 口对

照、绍，_ 实验组

肿瘤特异性。

二、抑癌因子对肿瘤细胞裴面形态的影晌

Ebrlicb 脏水癌细胞在 Eagle's 液 内， 37"(; 

温育时， 其表面形态在扫描电镜下可分为三种

类型。 I 型，细胞表面布满微绒毛 ; TI 型， 表

面为 j包状突起; 1lI型 ， 表面光滑， 有少数j-Y状

突起。在对照组中， 三型细胞的组成比例不随

温育时间而有明显变化。 实验组则不然， 细胞

的表面形态随温育 时间有一定的变化， 以 1 8

小时最为明显: 1 型细胞显著减少， m型细胞

显著增多 ， 达到细胞总数的 60 %以上 (表 1 )。

三、拥描因子对肿躏细胞肉都结构的影响

在透射电镜下， 对照组 Ebrlich 腹水癌细

胞大多数结向完好无损。少数细胞结构破坏z

胞核版集，胞质肿胀， 基质稀薄 ， 内质网断裂，
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表 1 扫描电镜下细胞表面形

态分类<% )变化·

一一 ，→一一一-一→-一--一-r一--一一­
E 

细胞类型 - 一 ι→ 一
对照实验 对照实验 对照 实验

4 小时 8:~ 37 11 2 

8 小时 82 80 7 8 

18小时 89 29 5 9 

6 11 

11 12 

6 62 

· 每一实验条件下观察的细胞数均为 100

察 2 遗射电镜下细胞形态分类 ( %)变化'

完 好 破 坏 分裂中细胞
对照 实验对照 实验 对照 实验
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· 在每一时间点， 对照组与实验组观察细胞数各

为 90 和 60

线粒体肿胀， 细胞表面微绒毛减少或消失 (图

版 IB)。在各植育时间点， 受破坏的细胞均不

超过细胞总数的 5%。在温育 4 小时，偶见有

丝分裂的细胞(表 2 ) 。

实验组在温育 4 平il 8 小时时 ， 破坏细胞比

例尚未见明显增加。但在 8 小时时发现一部分

细胞中出现胞浆裂隙(图版 IC) o 1 6 小时时 ， 绝

大多数细胞结构破坏 (图版 IB，表 2 )。整个

过程中 ， 未见有丝分裂中的细胞。

讨论

木文结果表明， 抑癌因子对 Ehrlich 腹水

癌细胞内部结构 、 表而形态及聚集能力均产生

影响。对内部结构的影响始见于温育 8 小时。

这时，大部分细胞内部结构与对照细胞无异，

但部分细胞出现胞质裂隙。 这种变化的本质及

其与随后细胞的广泛破坏的关系仍然不清楚。

在温育 16 小时， 大部分细胞结构受破坏， 其

比例与台盼蓝染色法发现的杀伤细胞比例接
近[ 1 ， 2 ] 。

抑 f岳 国于对 Ehrlich 腹水噶细胞表面形态

的影响主要发生在温育 18 小时， 表现为田型

细胞比例明显增加。 由 于此时大部分细胞结构

破坏， 因此， 在本实验中 ， m 型细胞可能主要

代表了破坏细胞的表而形态; 不过，由于 E型

细胞所占比例 (~60%) 低于 破 坏 细胞 ( >

90%)，两者并不呈平行关系 。

抑癌因子与 Ehrlich 腹水癌细胞温育 4 和

8 小时组， 均可使细胞聚集能力明显增加 ， 提

示细胞聚集能力的增加可作为抑癌因子对肿癌

细胞作用的早期指标之一。多种因素可影响细

胞的聚集能力[5 1 ， 抑癌因子使肿瘤细胞聚集能

力增加的原因仍待进一步研究。抑癌因子对肿

瘤细胞的这种作用可能具有肿瘤专一性，因为

在同样条件下正常骨髓细胞的聚集能力并不发

生变化。 至于与 抑癌因子 温育 18 小时组，

Ehrlich 腹水癌细胞的聚集能力下降， 这可能

是细胞死亡的一种表现。

摘要

本文用透射与扫描电镜方法研究了抑癌因

子对 Ehrlich 腹7[(癌细胞的作用 。发现 ，在抑癌

因子作用下，肿瘤细胞内部结构破坏，表面形态

趋于简化。在抑癌因子作用早期(4 - 8 小时 ) , 

肿瘤细胞聚集能力增加， 这种变化可能具有肿

瘤专一性F 在抑癌因子作用 1 8 小时时， 肿瘤

细胞聚集能力下降， 这可能与此时细胞大部分

死亡有关。
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