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鼻咽癌细胞株裸鼠移植瘤中癌细胞增生

凋亡及其相关基因的表达
①

李　智　宗永生

(中山医科大学病理教研室;广州 , 510089)

摘　要　目的:研究鼻咽癌细胞株 CNE-1 、CNE-2 裸鼠移植瘤中癌细胞增生 、凋亡及其与肿瘤生长速度的关系 , 探讨移植

瘤中肿瘤细胞凋亡的机理。方法:将鼻咽癌细胞株 CNE-1、CNE-2 分别接种于裸鼠皮下 , 并连续在体内传 9 代。对每一代肿

瘤组织进行 HE染色 , TUNEL 法(原位细胞死亡末端标记法)检测原位细胞凋亡及免疫组化法检测 PCNA、bcl-2、bax 和 p53 的

表达。结果:CNE-2移植瘤生长速度快于 CNE-1移植瘤;CNE-2移植瘤内肿瘤细胞分裂指数和细胞增生指数明显高于 CNE-

1 移植瘤 , 而细胞凋亡却相对较少;移植瘤组织中的凋亡主要表现为“皱缩性坏死”和“凋亡小体”的形成;所有移植瘤组织中都

有 p53 蛋白积聚和 bax 过表达 ,但却未见 bcl-2的表达。结论:CNE-1和 CNE-2 细胞株移植于裸鼠皮下后 , 生长速度的差异是

由于肿瘤细胞增生-凋亡比例不同所致;裸鼠移植瘤组织中瘤细胞的死亡主要表现为凋亡 ,凋亡的途径可能是不依赖于野生型

p53 ,而由 bax 所介导的。
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Proliferation and Apoptosis and Their Related Genes Expression in Nude

Mice Transplants of Nasopharyngeal Carcinoma

Li Zhi　Zong Yongsheng

(Department of Patho logy , Sun Yat-sen University of Medical Sciences , Guangzhou , 510089)

Abstract　Objective:To observe the neoplastic cell proliferation and apoptosis in nude mice t ransplants of

nasopharyngeal carcinoma cell lines , CNE-1 and CNE-2 , and correlate their relation to the rate of tumour

g row th as w ell as to investigate the possible pathw ay of cell apoptosis developed in these t ransplants.Methods:

CNE-1 and CNE-2 cell lines were inoculated into nude mice for 9 passages.H&E , T UNEL , and immunohisto-

chemistry w ere performed fo r detection of cell proliferat ion and apoptosis as w ell as bcl-2 , bax , and p53 expres-

sion , respectively.Results:The mitotic f igure and PCNA indices of CNE-2 transplants were significantly higher

than those of CNE-1 transplants;and the CNE-2 transplants grew more rapidly than CNE-1 transplants did.

The g reat majority of cell death found in t ransplant tissues w as apoptosis , showing abundant “shrinkage necrosis”

and apoptot ic bodies.Most of the neoplastic cells in the transplants of 9 nude mice passages expressed marked

bax but no bcl-2 proteins and had p53 protein accumulat ion.Conclusions:The different g row th rate of CNE-1

and CNE-2 NPC cell lines in nude mice t ransplants acco rds w ith the dif ferent rat io of cell proliferation and apop-

tosis.Most of the neoplastic cells in the nude mice transplants undergo cell death mainly by the w ay of apopto-

sis.The apoptosis developed in these t ransplants possibly takes the p53-independent and bax-mediated pathway.
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　　肿瘤细胞增生 、死亡数量之间的比例可以反映

肿瘤的生长速度[ 1] 。我们以往的实验研究发现

CNE-1 , CNE-2裸鼠移植瘤的生长速度有差异 ,这

种差异是否反映在瘤细胞增生 、死亡之间的比例?

另外 ,细胞凋亡失控是肿瘤发生发展过程中的一个

重要因素 ,它在鼻咽癌移植瘤中起到何种作用 ,其

形态学特征又如何 ,迄今尚未见有报道。特别是在

该移植瘤组织中瘤细胞经何种途径凋亡 ,以及凋亡

相关基因 bcl-2 、bax 和 p53的表达与凋亡的关系如

何 ,更值得探讨 。

1　材料和方法

1.1　材　料

BA LB/C 裸小鼠(由中山医科大学动物中心提

供),5 ～ 8周龄 ,雌雄不拘 ,在无特殊致病菌环境中

饲养。鼻咽癌细胞株 CNE-1 、CNE-2 经含 φ=

10%小牛血清的 RPM I 1640培养液培养后 ,将新

鲜消化的 1×106/L 浓度细胞悬液 0.5 mL 分别接

种于裸鼠颈背部皮下 。肿瘤长大后 ,处死裸鼠 ,将

肿瘤组织置生理盐水中清洗并测量其体积 ,部分组

织进行病理学检查 ,部分组织重新移植于裸鼠皮下

并连续在体内传至 9 代。该 9代裸鼠荷瘤生长时

间为 11 ～ 23 d。Saos-2和 SW480是由香港大学微

生物系提供的细胞株 。前者 p53 基因缺失 ,后者的

p53基因第 8 、第 9外显子有点突变 ,分别作为 p53

蛋白阴性和阳性对照 。

1.2　观察指标及标准

在光镜下观察并计算各代移植瘤组织 HE 染

色切片中细胞分裂指数(mitotic figure index ,MFI)

及细胞死亡区面积(area of cell death , ACD)。以 5

个高倍视野(10×40)下细胞分裂数的均数作为细

胞分裂指数。细胞死亡(包括“皱缩性坏死”和凝固

性坏死)区面积是以其在组织切片中所占的百分比

作为指标。用原位细胞凋亡试剂盒(Boehringer

M annheim Kit No.1684809)检测凋亡细胞及凋亡

小体 。用 LSAB免疫组化试剂盒(DAKO K0681),

检测肿瘤细胞的 PCNA(proliferating cell nuclear

antigen , clone PC10 , DAKO M0879)、bcl-2(clone

124 , DAKO M0887)、bax (Bax 1-19 , Santa cruz

Bio technology , Inc.cat#sc-930)和 p53(clone Do-

7 ,DAKO M7001)的表达 , 抗体工作浓度分别为:

PCNA 1∶100 ,bcl-2 1∶60 , bax 1∶100 , p 53 1∶100。

PCNA未经预处理 ,bcl-2 、bax 和 p53则在加一抗前

经柠檬酸缓冲液(pH6.0)微波预处理 。DAB显色 ,

甲基绿复染。PCNA和 p53阳性信号位于核内 ,而

bcl-2和 bax 则在胞浆和胞膜 。在非细胞死亡区内

5个高倍视野下 PCNA 阳性细胞的平均百分数 ,作

为肿瘤细胞 PCNA 指数(PCNA indes , PI)。超过

10%的肿瘤细胞呈 p53阳性时定为 p53 蛋白积聚。

胞浆及胞膜出现 bcl-2阳性信号为 bcl-2蛋白过表

达 ,胞膜出现 bax 阳性信号为 bax蛋白过表达 。

2　结　果

2.1　9代移植瘤组织细胞增生与死亡程度

CNE-2细胞悬液接种于裸鼠皮下 6 d 后即出

现微隆起于皮肤表面的肿瘤突起 ,而 CNE-1 细胞

株需 9 d才有肿瘤小结节隆起 。各代裸鼠移植瘤

CNE-1的荷瘤时间为 13 ～ 23 d ,平均(18±4)d ,肿

瘤体积(0.3 ～ 1.0)cm3 , 平均(0.5 ±0.3)cm3;

CNE-2的荷瘤时间为 11 ～ 17 d ,平均(14±2)d ,肿

瘤体积(0.3 ～ 2.0)cm3 ,平均(0.7±0.5)cm3 。两

种移植瘤组织中肿瘤细胞增生程度采用细胞分裂

相指数(MFI)和细胞增殖指数(PI)表示;肿瘤细胞

死亡程度主要以细胞死亡区(ACD)在整个组织切

面中所占的面积百分比来表示。9代移植瘤平均

增生和死亡程度的比较见表 1。

表 1　9 代移植瘤组织细胞增生与死亡程度

Table 1　Degree of proliferation and cell death in 9 pas-

sages of CNE-1 and CNE-2 transplants

　 CNE-1　 CNE-2 P

MFI 　　 1.2±0.9 　　 3.6±2.3 <0.011)
PI

(%)
59.9±28.2 85.1±22.5 <0.052)

ACD(%) 36.9±19.3 20.9±16.6 <0.052)

　　1)Student t test　2)Signed rank test

2.2　移植瘤组织中的瘤细胞凋亡

CNE-1移植瘤分化较好 ,在 HE 染色下细胞分

界较清楚 ,有时可见细胞间桥和个别角化细胞(插

页 1图 1),而 CNE-2移植瘤则分化较差 ,细胞分界

不清楚 ,无细胞间桥和个别角化细胞(插页 1 图

2)。CNE-1及 CNE-2各代裸鼠移植瘤组织在 HE

染色下均可见到多灶性肿瘤细胞死亡。细胞死亡

灶中有“皱缩性坏死”(“shrinkage necrosis”)和凝固

性坏死两种形态 ,而常以“皱缩性坏死”为主(插页

1图 3)。“皱缩性坏死”的细胞相互分离 ,体积缩
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小 ,胞浆高度嗜酸性 ,内含 1 ～ 2 个固缩而深染的

核 ,少数细胞甚至不含核(插页 1 图 3)。在

TUNEL 染色下 ,这些“皱缩性坏死”的细胞呈强阳

性的末端标记信号。凝固性坏死细胞轮廓尚存 ,胞

浆染色较浅 ,核已消失(插页 1图 3)。在所谓非细

胞死亡灶的 HE 染色下仍可见到少数位于细胞间

和被瘤细胞吞噬的凋亡小体(插页 1 图 2)。凋亡

小体表现为不含或含染色质的微小嗜酸性小体 ,被

吞噬在细胞内的凋亡小体旁常有一个空晕 。在

TUNEL 染色下除了这些凋亡小体呈阳性信号外 ,

许多HE染色下被忽视的凋亡小体都可被检测到

(插页 1图 4)。每个高倍视野(10×40)至少有 100

个凋亡小体信号 。

2.3　移植瘤组织中 p53 、bax 和 bcl-2的表达

对CNE-1和 CNE-2各 9代移植瘤组织进行免

疫组化检测 ,发现所有肿瘤组织内均有 p53蛋白的

积聚(插页 1图 5), bax 在绝大多数肿瘤细胞中过

表达(插页 1图 6),但全部肿瘤组织未见 bcl-2的表

达。

3　讨　论

从表 1可见 ,代表肿瘤细胞增生程度的细胞分

裂相指数和细胞增殖指数 , CNE-2者高于 CNE-1 ,

两者间有显著性差异 , P 值分别小于 0.01 和

0.05 ,表明 CNE-2移植瘤瘤细胞的增生程度较高;

而代表肿瘤细胞死亡程度的细胞死亡区面积百分

比 ,CNE-2低于 CNE-1 ,两者间也有显著性差异 , P

值小于 0.05 ,表明 CNE-2移植瘤细胞的死亡程度

较低。众所周知 ,组织中细胞增生 、分化和死亡程

度的比率决定了该组织的生长速度[ 1] 。据此推理 ,

增生程度较高 、死亡程度较低的 CNE-2 移植瘤应

比增生程度较低 、死亡程度较高的 CNE-1 移植瘤

生长速度较快 。我们的实验结果恰恰证明了这一

点 ,具体表现在:①CNE-2接种裸鼠后 6 d 即出现

瘤结节 ,而 CNE-1却要在 9 d后才出现;②在取出

的9 代两种移植瘤平均体积 CNE-1(0.5 ±0.3)

cm3 ,CNE-2(0.7 ±0.5)cm3 无明显差异(P >

0.05)的前提下 , CNE-2 9代移植瘤平均荷瘤生长

时间只需(14±2)d ,而 CNE-1却需(18±4)d ,两

者之间有显著性差异(P <0.05)。我们考虑这两

种移植瘤在生长速度上的差异可能是由于两种细

胞株的分化程度不同所致。目前尚未见有这种瘤

细胞增生—死亡比率在鼻咽癌生长速度方面的临

床或实验性报道 。

我们发现将 CNE-1 、CNE-2 接种裸鼠传代的

过程中 ,肿瘤组织是逐步长大的 ,镜下可见瘤细胞

增生和死亡并存 。这说明肿瘤组织的生长是在瘤

细胞增生超过死亡的状态下实现的。这种瘤细胞

死亡是采取何种形式的死亡 ,坏死还是凋亡? 我们

所见到的细胞死亡区大多是“皱缩性坏死”的细胞 ,

而现今已经证实所谓“皱缩性坏死”就是凋亡[ 2] ;除

了“皱缩性坏死”外 ,还见到众多典型的凋亡小体 ,

所以本实验 9代移植瘤组织中见到的细胞死亡主

要是凋亡。至于所见到的少量凝固性坏死细胞可

以是真性的也可以是继发于凋亡的 ,即所谓“继发

性坏死” 。这种瘤细胞凋亡不是细胞免疫所介导

的 ,因为瘤细胞是在免疫缺陷的裸鼠体内生长的。

我们考虑可能还是由于 CNE-1 、CNE-2 癌细胞中

发生的基因改变时导致的增生———凋亡调节失控

所造成的细胞凋亡。

这种细胞凋亡是如何发生的? 已知野生型

p53蛋白可以通过激活 bax 基因的启动子 ,上调

bax 的表达 ,形成 bax/bax 同二聚体 ,导致细胞凋

亡[ 3] ,这就是目前研究较多的 p53 依赖性细胞凋

亡。CNE-1和 CNE-2都是具有 p53基因第 8外显

子 280密码子杂合子点实变的细胞株
[ 4]
。这两种

细胞株中野生型和突变型 p53蛋白同时并存 ,但以

突变型 p53蛋白起主导作用[ 5] 。因此 ,我们在这两

种细胞株的细胞涂片和移植瘤组织切片中均可见

突变型 p53蛋白的积聚。因为突变型 p53蛋白丧

失了激活 bax 基因启动子的功能
[ 6]
,所以 CNE-1 、

CNE-2移植瘤组织中的细胞凋亡是 p53 非依赖性

的。O' Neill等曾经报告肺小细胞癌中的瘤细胞呈

p53非依赖性凋亡[ 7] ,我们的研究表明 ,鼻咽癌移

植组织瘤中瘤细胞的凋亡也是 p53非依赖性的 ,此

项结果尚未见文献报道。

虽然 CNE-1和 CN E-2的移植瘤组织中的突变

型 p53 蛋白不能上调 bax 的表达[ 6] , 但在所有

CNE-1和 CNE-2移植瘤组织中却又可见到 bax 的

过表达。虽然有文献表明[ 8 ,9] p53失活 ,bax 过表达

不一定导致细胞的凋亡 ,但我们考虑本实验鼻咽癌

移植瘤组织中的细胞凋亡还是由于 bax 过表达 ,形

成 bax/bax 同二聚体 ,引起细胞内线粒体通透性改

变 ,最终导致的细胞凋亡[ 10] 。所以这是一种非 p53

依赖 ,但仍由 bax 介导的细胞凋亡。Strobel T 等

(1996)
[ 11]
和 Janson W 等(1997)

[ 12]
曾分别报道化

疗药物及丁酸盐可以引起非 p53 依赖性 , bax 增加
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的瘤细胞凋亡。至于 CNE-1和CNE-2移植瘤中的

瘤细胞凋亡是何种因素造成 bax 的过表达 ,确值得

进一步研究。

本研究所探索的癌细胞凋亡机制只局限在鼻

咽癌裸鼠移植瘤组织中 ,而人体鼻咽癌与裸鼠移植

瘤是不同的。CNE-1和 CNE-2移植瘤均有 p53突

变且未见 bcl-2表达 ,而人体鼻咽癌却少有 p53 突

变
[ 4]
,bcl-2表达率较高(本实验室检测 83例鼻咽

癌组织 ,75 例呈 bcl-2阳性)。因此进一步研究人

体鼻咽癌癌细胞凋亡的机制就显得很有必要 。
(本文图见插页 1 正面)
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·简　讯·

中山医科大学肿瘤医院的“肿瘤临床信息系统”通过省级鉴定

中山医科大学肿瘤医院的“肿瘤临床信息系统”于 1998 年 10 月 19 日通过省级鉴定。该系统的设计思想为:以病人信息

为中心 ,实现对肿瘤病人的全程监控 , 并以肿瘤单病种的临床运作过程为主干线 ,全过程 、全方位管理信息流。由中国医学科

学院医学信息研究所王汝宽教授和广州地区俞守义教授等 9 位专家对该系统进行了现场鉴定 , 认为该系统先进 、功能齐全 ,

属国内领先水平。

中山医科大学肿瘤医院利用高科技对医院信息的管理 , 不但实现了以病人为中心的全方位临床信息收集 , 并且通过开

发 、使用“计算机挂号系统”(包括电话预约挂号 、磁卡自动挂号 、Internet网上挂号)和“门诊医生诊病系统” ,极大地方便了病

人 ,从根本上解决了病人挂号时间长 、划价时间长 、收费时间长和看病时间短的“三长一短”老大难问题。该系统通过提高工

作效率 、杜绝浪费 、节省病人时间等创造了良好的经济效益和社会效益。

(陈建华)
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