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INDUCTION ON THE MALIGNANT PHENOTYPICAL RE

VERSION OF HUMAN HEPATOCELLULAR CAN

CER CELL LINE (GHC- 3) BY RLF IN VITRO 

Ge Yue- ping Chen 辆Tei-jie et a1 

( Cancer Research lnstitute , Guangzhou Medical College . σuangzhou 51 0182) 

ABSTRACT 

The changes of human hepatocellular cancer cell linc (GHC-3) induced by Chinese herba1 
medicine F1avon巳s from Rabdosia (RLF ) was studied in vitro. The ma1ignant phenotypica1 rever
sion oÎ GHC-3 cells was observed such as the properties of cell growth. cancer cell membranc 
receptor. tumor marker. oncog巳nc products and inheritab1e charactcr and so on. It was found 
that the trcated cell with RLF for 10 weeks 110t on1y gradua11y changed morphogenesis from th巳

po1ygonal epithelial-like cclls into the spind1e ce11s, but a1so remarl组b1y decreased in so far as 
their growth speed ratc. mitotic index, co10ng fo .rmation. Con A agglutination and Con A recep
tor , DNA amount as wcll as tota1 incorporation of 3日-TdR into cclls and the treated cells which 
have the chromosomes s巳emed to be co11ectively and sorrlc di ploid cells were counted. 

Furthermore. the treated cells were assayed with G3]\ιMcAb. AFP-McAb and ras p 21-Mc
Ab. The results show that AFP or ras p 21 synthesis decreased gradually and the antigen of 
GHC-3 on the cell membrane by the f1uorescence 1abe1 of antibody became weeker. 

After transferred to standerd medium morc than one month . the induced bi010gica1 properties 
of thc treated cells were continued. These resu1ts mentiona1 above suggest that RLF was able to 
change GHC- 3 cell's malignant phenotypic characteristics and produce a reversed alteration . 

Key words: RLF Induced reversion Human hepa tocellular cancer cell 

创伤后巨噬细胞对 T细胞自介素 2 及自介素 2

受体 α 基因表达的直接接触抑制作用来

果华子王正因耿;}支 田丰群

(第三军医大学野战外科研究所 重庆 630042) 

创伤后巨 l篮细胞的抑制作用是导致伤后免

疫功能低下的重要原因。已有证据表明[汀，创

伤后巨 l座细胞抑制作用的发挥有赖于其分泌一

系列免疫抑制成份如前列腺素 E2 ( PGEz)等 。

我们以往研究证实 ， 创伤后巨 l睦细胞在其分泌

细胞因子的能力被阻断后，仍可通过直接的纯l

JJ包一细胞接触方式抑制 T 淋巴细胞的功能[ 2] 。

但其作用环节尚不清楚。*研究对此进行了探

Z寸。

材料 和方法

-、动物模型及分组

Ba1b/c 小鼠， 雌雄各半， 6-8 周龄，体重 18-

22 g。随机分为正常对照、 伤后 1 、 2 、 4 、 7 、 10 天

共 6 绍，每组 10 只。小鼠致伤参照文献(21进行。即利

*国家自然科学基金资助项目。
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用 35 g 重的磁码从 30 cm 高处垂直下落冲撞清醒状态

小鼠的'双侧股筒部，各侧接受撞击 15 次 ， 使 之 累积

接受能量为 3 . 0 J 。 致伤部位Hz.下及肌肉严重变性坏

死〈组织、切片'证实 )。

二、 巨噬细胞的处理

各组动物于相应时间处死， 按常规获取腹腔陆壁

的巨噬细胞， 调整细胞浓度至 2 x 106lml ， 加 入不同

浓度的丝裂碍京 C， 于 37 0C 、 5%COz 培养箱中温育

30 min 。 以 Hank's 液洗涤贴壁的巨噬细胞两次后切'IIJ

定下述指标。

三、 T 细胞的分离

按:币'规制备脾细胞悬液， 参照文献[ 3 J 以国产尼龙

毛分离脾细胞中的 T 细胞。 ANAE 染色法鉴定 T 细

胞纯度为 92% ， f?O分Eii染色证明分离出 的 T细胞存

活率大于.. 95 % 。

四、检测!指标和方法

1 . 白介Æ.1( IL-1 ) 、 白介京 6(IL甲的 、 肿瘤坏死

因子(TNF) 、 PGEz 的测定 将巨1堕细胞置于 37 0C 、

5%COz 培养箱中温育 24 h，收集培养上清液， 参照

文献[4J检测上请中 IL-1、 lL-6 、 TNF 及 PGE~ 含 ~;t{: 0 

2 . 白介秀才 2 (lL-2)mRNA、 IL-2 受体 (lL-2 R) 

αmRNA 的测定 于 T 细胞悬液 (5 x 10"/ml) 中 ，

加入 ConA(10 问Iml) ， 于 37 0C 、 5 % COz 培养箱中培

养 10 h 后收集细胞。细胞总 RNA 的提取参照文献[ 5J

进行， 探针制备、 斑点杂交及显色强度测定参照文

献[6J进行。 用于检测 lL-2 mRNA、 JL-2 RαmRNA 

的 cDNA 探 针包括g 经 BamHI 酶切获取的 IL-2

cDNA 1. 0 kb 片段和经 EcoRl 酶切获取的 IL-2 Rα 

cDNA 0 . 92kb 片段(ATCC 公司 )。 结果以正常对照

显色强度的百分比( % )表示。

3 . 抑制性 T 细胞厅的活性测定 参照文献[ 7J

进行， 结果以抑制指数(suppressive lndex, SI )表

刁气 。

4 . 巨 l盛细胞直接接触抑制作用测定 在上述 T

细胞培养系统中 ， 加入经丝裂:每京 C(25 阳Iml) 处 理

的巨噬细胞， 使其细胞数占 10% ， 观察其对各指标的

影响。 计算抑制率( %)。

抑制率( % ) =( 1- !I血旦监细胞主且值 ' X 100% 
-,- 飞 正常巨噬细胞组值 /

5 . 去除 T 细胞 r-II Ts 细胞对巨噬细胞直接接触抑

制作用的影响 参照文献[8J将 T 细胞用适 量 的抗

Lyt 2 单克隆抗体〈北京医科大学免疫教研室 提供)加

豚鼠补体处理， 以去除 Ts 细胞， 观察巨噬细胞对此

种处理后的 T细胞的直接接触抑制作用变化。

五、 敛熠处理

结果以平均值土标准差(主土 SD) 表示， 以 t 检验

进行显著性分析。

结 果

丝裂霉素 C 对巨噬细 胞培葬上清中

细胞囡子含量的影晌

于正常及创伤 4 天小鼠巨 l睦细胞培养 24 h 

的上请中 ，均可检测到高水平的 IL-1 、 IL-6 、

TNF 及 PGEz 。 于细胞培养开始时 ， 加入 5 μgl

ml 的丝裂霉素 C， 则可明显降低各细胞因子

水平，加入 10、 25 问Iml 的丝裂霉素 C，则

可使各细胞因子降低至难以检测的水平。说明

一定浓度的丝裂霉素 C(如 25 昭Iml )可基本阻

断巨噬细胞合成并分泌细胞因子(见表 1 )。

二、创伤后巨噬细胞对正常小鼠 T 细胞

表 1 丝裂霉素 C 对巨噬细胞培养上清中细胞园子含量的影响(主 ::!: SD， n=10) 

巨 l盛细胞组别 丝裂霉素C(μg/ml ) lL-1(cpm) IL-6(U/ml) TNF( %) PGE 2(ng/ ml ) 

正常对照组 。 7155 士 242 120 土 11 5 土 1. 0 1 . 21 土 0 . 37

5 6 32 土 71 * 21 ::!: 7 '" < 1 0 . 13 士 0 . 0 1

10 < 10 < 3 < 1 < 0. 03 
25 < 5 < 1 < 0. 5 < 0.01 

创伤 4 天组 。 7536 士 3 18 452土 3 3 37 土 4 . 8 5 . 84 士 1. 32
、户, 589 土 63 * 42土 13 " 4:t O. 5* 0 . 44 土 0 . 0 7 *

10 < 10 < 4 < 1 < 0.04 
25 < 5 < 1 < 0. 5 < 0 . 01 

和各自米加丝裂马'京 C 组相比g 叩<0 . 01
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表 2 创伤后巨噬细胞对正常 T 细胞 IL-2 mRNA 及 IL-2 RαmRNA 

的直攘攘触抑制~用(X士 SD， n= 10) 

巨噬细胞组别
正 常' T 细 !血

IL-2mRNA( % ) 抑制率(% ) IL-2 RαmRNA( %) 抑制率 ( % ) 

100 土 1 2 。 100 土 11 。

87 :1: 8 . 5 13 士 1. 3' 84 土 。 . 6 16 土 1 . 4

77 士 6 . 8 事 23 土 2 . 0 警 73 土 5. 8 擎 27 土 2 . 1'

68 土 8 . 4 擎 32 土 3 . 9 * 66 土 7 . 2 * 34 土 3. 7 梅

89 士 6.3 11 土 0 . 8 91 :1: 8. 3 9士 0 .8

96 土 9 . 2 4 士 0 . 4 95 士 9 . 0 5 土 0 . 5

P < 0. 05 

正常对照

伤后 1 天

伤后 2 天

伤后 4 天

伤后 7 天

伤后 10天

和正常对照组相比g

褒 3 去除 Ts 细胞对创伤后巨噬细胞直接接触抑制作用的影响 (X土 SO， n, = 10) 

指标
巨噬细胞组别

T 细胞处理 抑制率( %) 
正常对照组 创伤 4 天组

总 T 100 士 12 68 土 8 . 4 * 32 :1: 3 . 9 
去除 Ts 121 土 16 119 士 1 3 <1 1. 6 土 0 . 2 <1

总 T 100 士 11 66 士 7 . 2 * 34 土 3 . 7

去除 Ts 124 士 13 127 士 10 <1 - 2 .4 士 0 . 3 <1

IL-2 mRNA 
( % ) 

IL-2 RαmRNA 

(% ) 

和正常对照组相比 : .. P<0 . 05 ， 和1，总 T 细胞组相比 : <1 P < O. 05 

IL-2 mRNA 及 IL-2Rα mRNA 的直接接触抑

制作用蛮化

和正常对照相比，创伤后巨噬细胞可通过

直接的细胞接触方式抑制正常 T 细胞 IL-2

mRNA 及 IL-2 RαmRNA 水平。以伤后 2-4

天的作用最为明显， 伤后 1 0 天 基 本恢复正常

(见表 2 )。

三、创伤后巨噬细胞对正常小鼠 T 细胞

Ts 活性的直接接触调节作用的变化

和正常对照相比，创伤 4 天小鼠的巨噬细

胞可通过直接的细胞接触方式增 加 I Ts 活性。

使 口的抑制指数 ( SI ) 由 1. 5 士 0 . 2 上升到 2 . 4

::!:: 0 .4 ， 相差非常显著 (P<O.Ol) 。

四、去除正常 T 细胞中 Ts 细胞对创伤后

巨噬细胞直接接触抑制作用的影响

去除正常 T 细胞中 Ts 细胞，可使创{~5 4 

天小鼠的巨噬细胞对 T 细胞 IL-2 mRNA 及

IL-2 RαmRNA (i{J接触抑 ffjlj 作用消失(见表

3 )。

讨 论

已知巨噬细胞可通过合成与分泌一系列细

胞因子调节 T 细胞的功能。为了观察巨噬细

胞对 T 细胞的直接接触抑制作用 ， 必须阻断

巨 I座细胞 DNA 及蛋 白质的合成。本研究发

现， 25 昭Iml 的丝裂豆豆京 C 处理巨噬细胞 30

min ， 可使正常及创伤小鼠巨噬细胞培养上请

中 IL-1 、 IL-6 、 TNF 及 PGE2 的含量 低至难
以检测的水平。故可认为此时 巨噬细胞对 T

细胞功能的调节作用主要是通过细胞接触方T
而实现的。

结果表明，创伤后巨 l堕细胞可通过直接的

细胞接触方式在P tlilj 正常小鼠 T 细胞 IL一2 及

I L-2 Rα 的基因转录表达， 以伤后 4 天的巨 |应

细胞抑制作用最强。 这同以往观察到的创伤小

鼠巨噬细胞抑制j T 细胞 IL寸 的生成， IL-2 R 

的表达以及 T 细)j创刊 1[î反应的↑15形相一致( 2] 。

推测前者可能是导致后者变化的分子生物学机
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制之一。

已有大量文献报道[町 ， 创伤后增强的 Ts

细胞活性是导致 T 细胞功能受抑 的吃要原因

之一 。 而 Ts 细胞活性的增加则同创伤后巨I监

细胞分泌大量的 PGE2 进而剌激 Ts 细胞的活

性有关。 本研究发现，创伤后巨噬细胞在其丧

失合成与分泌 PGE2 能力的情况下，仍可.显著
增强 Ts 细胞活性。 这一发现不仅提示创伤后

巨噬细胞与 Ts 细胞可直接传递抑制信号， 且

这一作用环节可能是创伤后巨噬细胞发挥其对

T 细胞直接接触抑制的机制之一。我们还观察

到， 巨噬细胞直接接触抑制作用有赖于 Ts 细胞

的存在。这进一步说明巨噬细胞接触抑制作用

的发挥可能是 Ts 细胞介导的。本 研究结果迄

今尚未见类似报道， 相信这对揭示创伤后巨噬

细胞的免疫抑制作用机理具有重要指导意义。

摘 要

以 25 陆Im1 的丝裂豆豆素 C 处理 巨噬细胞

30 min ， 可阻断巨噬细胞白介素 l( IL-l) 、 自

介素 6 (lL-6)、肿瘤坏死因子 (TNF) 及前列腺

素 E2 ( PGE2 ) 的合成与分泌。 创伤小鼠巨 噬细

胞经丝裂霉素 C 处理后，可明显抑制正常 T

细胞白介素 2(IL-2)mRNA 及 IL-2 受体 (IL-

2 R )αmRNA 水平，并增强 Ts 细胞的抑制活

'1'9 。去|除 T 细胞中 Ts 细胞可使巨噬细胞的抑

制作用消失。表明创伤后巨噬细胞可通过直接

的细胞接触方式抑制 T 细胞 IL-2 及 IL一2Rα

的基因表达， 且这一作用是通过增加 Ts 细胞

活性而实现的。

关键词:创伤 巨噬细胞 T 细胞 自 介素 2

自介素 2受体 信使 RNA
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INHIBITION OF T CELLS INTERLEUKIN '2 AND INTER
LEUKIN 2 RECEPTORαGENE EXPRESSION BY 

DIRECT CONTACT WITH MACROPHAGES 
AFTER TRAUMA 

Liang Huaping , Wang Zhengguo , Gen Bo , Tian Fengqun 
(Research Institute of Surgery , T h ird Military MedicaL CoUege , Chongqing 6300'42) 

ABSTRA CT 

Treating macrophages with 25 μg/m1 mitomycin-C for 30 min could abrogate the production 
and secretion of interleukin 1 (lL- l) , interleukin 6 (lL-肘， tumour necrosis fac tor (TNF ) and 
prostag1andin E 2(PGE 2). Macrophages from traumatized mice treated with mitomycin-C cou1d 
suppress obviously IL-2 mRNA an d IL-2Rα mRNA 1evels of normal T cells , while elevate su
ppressive action of Ts cells. Removal of T s cells from T cells could abolish the inh~bit ion of 
macrophages. It is suggested that macrophages post trauma can depress IL-2 and lL-2 Rαgene 

expression in T cel1s by direct ce l1 to cell contact, and this effect is mediated by increasin g the 
action of Ts cells. 

Key words: Trauma Macrophages T cells I nter ieukin 2 lnterieukin 2 

receptor mRNA 
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