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人鼻咽癌D N A对R at 一I细胞

株的转化活性及其基因表达的研究

陈小君 焦晓蓉

( 肿瘤研究所

陈系古

( 病理学教研室

提 要 为了解 E B病毒基因组阳性人鼻咽癌 D N A在转染正常细胞后可能发生的生物学作用
,

作者

将人鼻咽癌活检组织的D N A ( E B病毒基因组阳性 )
,

用磷酸钙方法转染正常R at
一

I 细胞
,

使其恶转 ;

用软琼脂培养的转化细胞能贴壁生长
,

并形成克隆 ; 转化细胞易与 P H A 发生凝集 ; 克隆接种裸鼠形 成

纤维肉瘤 , 转化细胞和裸鼠肿瘤组织用抗 C s补体免疫荧光法检测 E B N A 呈阳性 ; 染色体原位杂交显示

在某些细胞中期染色体上有银粒出现
。

关键词 鼻咽癌 E B病毒 基因 大鼠纤维细胞 植物凝集素

己有较多的报道表明人鼻咽 癌 的 发 生与

E B 病毒密切相关
,

但人们尚未清楚 E B 病毒

引起细胞恶性转化的分子机理
。

作者从人鼻咽

癌活检组织中提取 D N A
,

并对大鼠纤 维细胞

(
r a t f i b r o b l a s t c e l l l i n e

, R a t一 I 细胞 ) 转染
,

拟了解人鼻咽癌 D N A 在转染正常细胞后可能

发生的生物学作用
。

材 朴 和 方 法

人毋咽癌活检组织来自病理证实的门诊病

人
,

其D N A 经
一

与 E B v 一W ( Y H ) ( B
a m H I )片段

探针杂交后
,

证 明为 E B v 基 因 组 阳 性
〔` ’ 。

3 2

R d C T p 为 A m e r s h a n ( 4 0 0拼C i加m o l ) 公

司 产 品
。
E B V 一W ( Y H ) ( B

a m H I ) 片段质粒

( p B R
3 2 2

) 由联邦德国 W O l f 教授赠 送
。

植 物

疑集素 ( p h y t o h e n o g g l u t i n i n
, p H A )为广州市

医药工业研究所提供
,

R at 一 I 来自美国C or en U

大 学 R O o lce r
实验 室

。

接种裸鼠 ( N C Z裸小

鼠 ) 为中山医科大学病理教研室裸鼠实验室提

供
,

实验用鼠的鼠龄为离乳后 1~ 2周
。

1
.

O N A 制备 用酚一氯仿抽提法提取转

化细胞及鼻咽癌活检组织的 D N A
。

2
.

体外细胞转染 用磷酸钙法将 鼻 咽癌

D N A 转染大鼠纤维细胞 ( R a t一 I )
,

其 基本

方法用 M u r r a y 〔 2
’ 。 J法稍作修改

。

3
.

软琼脂培养 用直径 3 3m m 培养皿中

加入 2 m l 0
.

5%琼脂培养基 ( D M E M配制 ) 作

底层
,

然后在上面铺以 l m l 内含 1 x l 护单个转

化细胞的 0
.

3% 琼脂培养基
。

培养 至 7一 10 天

时
,

加入 l m l 培养液于固体培养基 上
。

4
.

转化细胞的凝集试验 用 D M EM 培

掖洗涤后的转化细胞
,

使在 o
.

l m l 内含 l x l 。。

细胞数
,

然后加入 P } I A ( 1 0 0件g /m l 培液 )
,

温育 30 分钟
,

在显微镜下观察凝集现象
。

5
.

EB 病毒核抗原 ( E BN A ) 用抗 C 3补

体免疫荧光法
。

6
.

核酸原位杂交 应用缺口翻译 法 制备
3 H一标记 E B V 一W ( B

a m H I ) 片段探针
,

原位

分子杂交基本参照 H a r p er 方法 t3,
。 ’ ,

转 化 细

胞经处理后制备中期相染 色 体
,

先 经 R N as e

( 1 0 0件g /m l ) 纯化于 3 7 oC 温育 6 0分钟
,

去除内

源性 R N A
,

然后用 70 % 甲酞胺 2 x S S C 于 70 ℃

温育 2 分钟进行 D N A 变性
,

然后将含有探针

的杂交液 50 衅 滴加于玻片
,

42 ℃ 温 育 17 小
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时
,

杂交液组成为 50 % 甲酞胺 八 。%葡聚糖八
x S S C / Zm g牛血清白蛋白/ 40 阳 /m l鱼精 D N A

,

探针为
3
H一E群一 ( Y H ) ( B

a m H I ) 6 O0 0
c p ln

,

杂交后用 50 吓甲酞胺 / 2 火 S S C
,

39 ℃洗 5分钟
,

然后依次用 2 火 S S C
, 7 0% 乙醇

, 8 0% 乙醇
, 9 0

% 乙醇洗一干燥一涂乳胶 ( 天津感光 厂 ) 在 4

℃中曝光 3 周
。

7
.

裸鼠成瘤性 用 2 x 10
“
细 胞 数 的 正

常细胞和转化细胞分别接种 裸 鼠 ( N C z 裸小

鼠 ) 皮下
,

接种后伺养于 25 ℃恒温室
,

相对湿

度 50 ~ 70 %
,

定期观察及测量瘤结节大小
。

瘤

组织进行病理切片和电镜观察照相
。

结 果

1
.

转化细胞灶形成 人鼻咽癌 D N A转染

R at 一 I 细胞约 18 天出现折光明显
,

细胞多层重

叠生长的细胞转化灶 ( 图 1 )
,

对照组无此现

象
。

2
.

软琼脂培养 上述转化细胞在 软琼脂

培养至第 5 天时
,

由单个细胞繁殖形成透亮团

聚状的新转化灶
,

至第 1 2天 已十分明显
。

当转

移至液体培养基培养时
,

能贴在培养瓶壁迅速

生长
,

而正常 R at 一 I 细胞在软琼脂培 养 中却 、

不能形成转化灶
,

细胞逐渐衰退
。

3
.

凝集现象 当 P H A 与转化细 胞 温育

时
,

细胞互相紧密连接出现高度凝集现象 ( 图

忿 )
,

而正常细胞 的凝集作用弱或不凝集
。

4
.

染色体原位杂交 用
3 H标记的 E B V一Y犷

( Y H ) 探针与转化细胞染色体原位杂交时
,

在

中期相染色体上有银粒 ( s i l a v e r g r a n u l e s ) 出

现 ( 图 3 )
。

5
.

EB 病毒核抗原 ( E B N A ) 检测 转化

细胞及棵移植瘤 回复培养的细胞
,

用抗 C : 补

体免疫荧光法检测 E B N A 均为阳性
。

6
.

转化细胞的成瘤 接种 2 又 10
”

转化细

胞数种于裸鼠后
,

在第 8 天时可见接种处局部

小隆起
,

逐渐增大
,

30 天时形成明显的肿块 ( 图

这 ) 而对照组一直未有肿瘤长出
。

实验组瘤组

织经病理和电镜检查证实 ( 图 4 ) 为纤维母细

胞样肉瘤
,

瘤组织经组织培养后的细胞再接种

裸鼠可再长出肿瘤
。

讨 子仑

从本文实验结果中转化
;
细胞软琼脂培养

转化灶的形成
,

转化细胞能与 llP A 发生高度

凝集现象
,

接种裸鼠后成瘤并能继续传代
,

提

示人鼻咽癌 D N A 转化基因可能 已转移至 R at -

I 细胞并使之发生恶性变
。

细胞染色体原位杂

交中
,

转细胞中期相染色体有银粒出现
,

提示

转化 细胞染色体有 E B 病毒基因组存在
〔 ` ’ ” ’ ,

转化细胞 E B N A 阳性
,

说明转化细胞有 E B 病

毒基因产物的表达
。

曾有用鼻咽癌 D N A 转染

N I H / 3 T 3 细胞使其发生恶性变的 报道
〔` ’
但未

有对 E B 病毒基因产物的表达 以及 基 因定位

( 染色体原位杂交 ) 等方面研究的报道
,

本文

对此进行了深入研究
,

其结果为 E B 病毒与鼻

咽癌的致癌作用的关系提供了有意义的证据
。

( 本 文图见插页 2)

参 考 文 献

〔1 ] A n v e r t M A
, e t a l

.

R e协 t i o n s h ip be wt e en

ht e E P s t e玩
一 B a r r v ir u s a n d u n d if f e r e n t i a t e d

n a s O P il a r yn g e a l c a r e i n o l n a : e o rr ej a t ed n u e l
·

e ic a e i d勿 b r i d i z a t i o n a n d h i s t o p a t h 0 OI 咖
a L

I n t
.

.J C a cn e r 1 97 7 ; 2 0 ( 4 ) : 4 8 6
。

[ 2〕 M ur r a y M J
, e t a l

.

T h r e e d i f f r en t h u m a n

t u 欢oL r e d l l i n e s e o狱a还 d i f f e r e从 o cn o 旷 n e s
.

C日1 1 9 8 1 ; 2 5 ( 2 )
: 3 5 5

。

【3」 H a r P e r M
, e t a l

.

L o e a l i z a t i o n o f s i n g le

c o p y D N A s e q u e n C e s o n G
一
b a n d e d h u m a n

e h r o m o s o m e s b y i n s i t u h y b r i d i z a t i o n
.

C h r o 〔 n o s o m e 1 9 8 1 ; 8 3 ( 1 ) : 4 3 1
。

〔4」 Y a t e s J L
, e t a l

; S t a b l e r e P lic a t io n o f Pl a s
-

m i d s d er i v e d f r o m E P s t e i n
一
B a r r v ir u s i n

va ir o璐 m a m咖 l i a n e 日15
.

Na t ur
e
( L

o dn on )

1 9 8 5
,

31 3 ( 60 05 ) ; 8 1 2
。

〔 5〕 R含 w l七场 D R
, e t a l

.

S e qu e cn e 一 s Pe e i f ic D N A

b远d in g o上 t h e E P吕t e in
一 B a助 v i r u s n u e l e a r

a nt i g e n (E BN A
一 1 ) t o c l u s t e r e d s i t e s i n t h e

p l a s m i d m a i爪 e an 加 e r e g i o n
,

C e l l 1 9 85 ;

4 2 ( 3 ) : 8 5 9
。

〔6〕 胡利富
,

等
.

人鼻咽癌D N A 的转化 活 性 研

究
·

刀中瘤 1 05 6 , 6 ( i ) : 1
.



. 2 3 .

7[〕 蒋金荃
,

等
.

E B病毒在人奥咽组织中的存在

状态
.

肿瘤防治研究 1 9 3` ,
1 3 ( 1 ) : 1

.

阳」 陈剑经
,

等
.

E B病毒基因片段的生物学活性
-

一 工
.

基因片段转染
、

细胞转化与裸鼠成

瘤的研究
.

癌症 1 9 89( 1)
: 9

.

阳〕 胡利富
,

等
.

E B 病毒基因片段 生 物 学活性

— 1
.

转染后的复制租表 达 研 究
.

癌症

1 9 8 9 ; 8 ( 5 ) : 3 3 8
。

S T U D Y O F T R A N S F O RM A T IO N A C T I V I T I E S O N R A T 一 1

A N D E X P R E S S I O N O F H U M A N N A S O P H A R Y N G E A L

C A R C IN O M A D N A

C h e n X i a o ju n J i a o X i a r o n g

(C a n e e r I n s t i t u t e )

C h e n X i g u

( D e P a r tm e n t o f P a t h o l o g y )

R a t一 1 c e l l (r
a t f i b r o b l a s t c e l l I i n e ) w e r e t r a n s f e c t e d w i t h t h e D N A f r o m b i o p s y o f

h u m a n n a s o P h a r / n g
e a l e a r e i n o m a

(N P C
,

E B v g e n o m e p o s i t i v e ) b y
c a r c i u m p h o s p h a t e p r e

-

e i t a t e m e t h o d
.

T h e m a l i g n a n t
,
t r a n s f o r m e d f o e i o f R a t一 1 e e l l h a v e b e e n e l o n e d

,

W h
e n w e u s e s o f t

a g a r c u l t u r e
,
t h e t r a n s f o r m e d c e l l c a n g r o w a n d f o r m c e l l c o l o n i e s

.

F o l l 0 W i n g Pa s s a g e
,
t h e

f o e e w e r e a b加 t o a d h e r e t o g l a s s w a l l a n d g r o w
.

T h e s e e e l l w e r e e a s i l y a g g l u t i n a t e d b y

P H A
.

T h e e l o n e d t r a n s f o r m a n t s h a V e b e e n i n o e u l a t e d i n t o n u d e m i e e w i t h t h e f o r m a t i o n o f

f i b r o s a r e o m a
.

T h e t r a n s f o r m i n g e e l l s a n d t r a n s P l a n t i n g t u m o r e e l l s f r o m n u de m i c e w e r e

c u l t u r e d
,

p o s i t i v e E B V n u c l e a r a n t i g e n ( E B N A ) w
a s d e t e c t e d b y a n t i c o m p l e m e n t ( C 3) i mm

u -

n o f l u e n e e n t m e t h o d
.

I n s i t u h y b r i d i z a t i o n o f t h e e h r o m o s o m e f r o m t r a n s fo r m e d e e l l s w i t h

E B V 一W ( Y H ) (B a m H I ) P r o b e
“
H一 l a b e l ed s h o w e d s i l a v e r g r a n u l e s i n s o m e m e t a P h a s e e e l l s

·

F u r t h e r s t u d y o f t h e s e t r a n s f o r m i n g e e l l s 15 h e lP f u l l t o e x P l a i n t h e m e e h a n i s m s o f e a r
-

e i n o g e n e s i s o f h u m a n N P C
.

K e y w o r d s N a s o Ph a r y n g e a l c a r c i n om
a E P s t e i n 一B a r r v i r u s G e n e R a t一 f i b r

-

o b l a s t e e l l l i n e P h y t o h e m o g g l u t i n i n




