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硫酸镍体外诱导正常人胚鼻咽纤维

母 细 胞 转 化 的 研 究

杨大俊
.

区宝祥

月巾瘤研究所

用体外细胞培养技术研究环境中各种致癌

因子的致癌性及致癌机理
,

是一种比较理想的

有效的方法
。

在体外可控制的条件下
,

可以使

具有正常生长特性的细胞在致癌因子作用下逐

步转化为具有恶性生长特性的细胞
,

既能深入

研究从细胞到分子水平的细胞转化特点和癌变

机制
,

也可用于检测环境中各种致癌物
,

并可

对抑制转化的因子和恶性转化细胞逆转的途径

等进行探讨
。

自1 9 6 3 年 B e r w a l d 和 S a c h s 首先

用化学致癌物多环芳烃类成功地诱发叙利亚地

鼠细胞恶性转化后
, 2。多年来国外许多研究机

构和学者采用各种来源的细胞
,

先后检测了儿

百种化学致癌物以及物理因素和生物因素的体

外致癌性
,

并对致癌物的作用方式和细胞恶性

转化后的生物学特性有了较充分的认识
,

初步

建立 起定量的
、

重复性好的哺乳细胞体外转化

系统
〔` ’ 。

自1 9 7 8 年 K a k u n a s a
首次成功地诱发

正常人纤维母细胞恶性转化后
〔“ ’ ,

近 10 年来
,

人体细胞体外转化研究进展迅速
,

国外许多研

究机构和学者相继进行了大量的工作
,

但迄今

仍未获得国际公认的成功
。

病因流行病学调查显示微量元素镍与鼻咽

癌死亡呈正相关
。

区宝祥等曾以二亚硝基呱嗓

为致癌剂
,

用硫酸镍为促癌剂
,

成功地诱发了

大鼠鼻咽癌和纤维肉瘤
〔 “ 〕 ,

我室还发现硫酸镍

能增高人琳巴细胞 s C E 率
,

并对紫外 线 诱 导

的人淋巴细胞 D N A 修复合成有 明显 阻 抑 作

用
〔“ ’ 。

本实验旨在用硫酸镍体外诱导正常人胚

鼻咽纤维母细胞转化
,

以研究人鼻咽纤维母细

胞在体外培养条件下各种表型特征及转化过程

中各种生物学特性改变
,

为镍在人鼻咽肿瘤发

病中的作用提供进一步的证据
。

材 杆 与 方 法

细胞制备 胎龄 4 ~ 6 月水囊 引 产 的胚

胎
,

无菌条件下分离鼻咽粘膜
,

漂洗
、

剪碎
,

按组织块培养法制成单层生长的鼻咽纤维母细

胞
。

培养液用 H a m F 10 或 1 , 9 ,

使 用时 加 上

2 0 %小牛血清
,

青链霉素各 l o o u /m l和 1 0 0 m g /

m l ,

胰岛素 2卜g / m l ,

氢化可的松 0
.

5卜s /m l ,

P H 7
.

0一 7
.

2
。

细胞每周 换 液 2 次
,

传 代 1 ~

2 次
,

用 T V 消化液 ( 0
.

2 5%胰 酶 加 等量 的

0
.

0 2% E D T A ) 消化
。

致癌物处理 先用细胞相对存活率进行细

胞毒性试验
,

毒性试拉选用剂 量 为 O
、

0
.

5 、

1
、

10
、

20 林g /m l
。

根据毒性试验结果
,

选 择

生长良好的早代 ( 2 一 3 代 ) 细胞
,

于消化后

按每瓶 2 x 1 0 5

接种于 25 m l 小方瓶 中
, 2 4小时

后进入对数生长期
,

选出分布均匀
、

含有较多

圆亮细胞的瓶随机分为 4 组
,

每组 3 瓶
,

其中

H N F一 A 组为空白对照组
,

硫酸 镍 三 个 组 即

H N F一 B
、

H N F一 c
、

H N F 一D 的相应浓度为 1
、

5
、

1 0哆 /m l
。

按此浓度相应地 加 入 无 血 清

F 10 培养液中
,

和细胞一起培养 24 小时后
,

换

新的完全培养液
。

以后常规换液
,

传代
。

每次

传代用 0
.

25 %胰酶处理
。

形态与生长特性观察 致癌物处理后每天

定期观察细胞形态改变
,

早期每代均取一个培

养瓶弃培养液
,

生理盐水漂洗后 甲 醇 固定
,

10 % iG
e m sa 染色

。

必要时拍摄照片
。

生 长 曲

线与饱和密度是细胞消 化 后
,

按 5 X 10
万

细胞

数 /瓶接种
,

隔天取 3 瓶细胞计 数
,

取 3 瓶 平

均数绘制生长曲线
。

高退及低血清生长试验是
.
研究生

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 1987. 0004



将细胞分别置于 1 4℃恒温培养箱或仅含 1 %小

牛血清或无血清条件下培养
。

刀豆球蛋白 (C o nA )凝集试验 将 5x 1 0
“

/

瓶的细胞数置于含 1即 g /m 1 CO nA的无血 清 培

养液中
,

轻轻振摇
,

37 ℃恒温箱培养15 分钟后

观察细胞凝集情况
。

细胞表面扫描 电镜观察 将生长在盖玻片

上的 细 胞 先 用 p H 7
.

O的 BP
S 漂 洗

,

用 戊 二

醛
、

俄酸固定
、
,

再用 p H 7
.

5的 BP S 冲洗 3 次
,

依次通 过 5 0%
、

6 0%
、

7 0%
、

9 0%
、

1 0 0% 乙

醇脱水
,

再用醋酸戊醋处 理
, C O

:

临 界 点 干

燥
,

黄金真空喷镀制成标本
,

日本 s 一45 。扫描

电镜观察
,

拍照
。

染色体分析 细胞传代接种于 75 m l 大 方

瓶
, 4 0一吐s 小时后加秋水 仙 素 0

.

0 5协g /m l 或

。
.

1林g /m l 作用 2 ~ 4 小时
,

0
.

25 %胰酶 消 化

细胞
,

按本室常规方法制得染色体标本
。

定期
、

动态地观察分析染色体结果
,

每次分析至少 50

个分散良好的中期分裂相
,

必要时拍摄照片
。

双层半固体琼脂生长试验 B ac ot 琼 脂
,

底层为 0
.

5%
,

顶层为 0
.

33 %
,

以 5 x l护 个细

胞接种
,

双倍 199 培养液培养 3 周
,

观察集落

生长情况
,

拍摄照片
。

一

~
~ 一

图 1 硫酸镍的细胞毒性

沙
一

沁 。

嗜碱性增强
,

染色加深
,

细胞和细胞核的异形

性明显
,

细胞接触抑制消失
,

堆集成多层的交

叉生长
,

细胞排列无方向性
。

在 H N --F D 组
,

常可见到一些典型的转化灶形成
,

并在传代过

程中逐渐占优势生长
,

见 图 5 。

但在 HN F 一B
、

H N R C 组则少见到这种转化灶
,

传代至 20 代

左右时
,

细胞逐渐衰老
、

死亡
。

生长特性改变 对照组第 5 代 ( 30 天 ) 细

胞与加药的 HN尽D 组第 20 代 ( 1 2 6天 ) 细胞生

长曲线 ( 见 图 2 乏处理细胞的倍增时间短
,

饱

和密度增加
。

结 果

细胞生长与细胞毒性 组织块存活率一般

在 70 % 以上
,

与组织块大小
、

翻瓶时间等有较

大关系
,

一般在接种后 2 ~ 4 天即可见细胞从

织块边缘长出
, 2 ~ 3 周即可铺满瓶底

。

硫酸

镍对人胚鼻咽纤维母细胞的毒性反应有一定的

相关性
,

其剂量反应曲线见 图 1
。

形态转化 正常对照组细胞在体外连续培

养中
,

主要呈长梭形
,

排列有一定方向性
,

彼

此平行相靠
,

为单层生长
,

核较 少
,

胞 浆 均

匀
,

染色浅 ( 见图 4 )
。

加药 5 ~ 7 天
,

H N凡 D 组 出现有胞质肿

胀
,

核固缩
,

细胞内颗粒增多等细胞毒性反应

现象
,

但不久便消失
。

加药后 30 ~ 35 天左右
,

细胞出现 明显的形态学改变
,

细胞形态 由长梭

形变为短梭形
、

多角形
,

核浆比例增大
,

细胞

人\
工诬日衬 力一2 0

月劫梦 A、 酥

图 2 正常与转化细胞生长曲线

低血清条件下
,

正常对照组细 胞 生 长 缓

慢
,

7 天左右基本脱落
、

死亡
。

处理组细胞能

保持生长
, 3 周后消化细胞仍能存活

。

41 ℃高温条件下
,

正常与处理组细胞存活



均较差
。

C O n A凝集试验 对照组第 8 代细胞凝集

试验阴性
,

同代的处理组细胞则为阳性
。

细胞表面 正常细胞表面及侧面仅有少量

鼓泡状突起与小微绒毛
。

而处理组细胞则有较

多的
、

大小不一的鼓泡状结构
,

微绒毛较多
,

大小分布很不一致
,

见图 6
。

染色体分析 对照组和各处理组细胞均在

一定的间隔时间内进行染色体分析
,

各组染色

体数 目变化及趋势见图 3
。

正常组染色体数 目

变化范围在 42 ~ 95 之间
, Zn = 46 的均在 70 %以

上
,

在近倍体中以丢失或增加 1 一 2 条染色体

多见
,

染色体数 目变化不大
。

而硫酸镍处理过的细胞染色体数 目变化发

生早
,

分布广泛
,

从 35 条至 2 00 多条
,

和对照

组相比
,

有非常显著 性 差 异 ( P < 0
.

0 0 1 )
。

染色体数 目的丢失或增加一般在 2 ~ 5 条
,

各

组均可发生
,

但 D
、

G
、

B
、

A 组染色体丢失较

多见
,

而 C
、

E
、

F 组染色体增加多见
,

尤 以

C 组增加明显
。

同时
,

在连续传 代 过 程 中
,

H N R B 和 H N F一C组 ( N IS o ; i 林g / m l
一

,万5件g / m l )

的二倍体与异倍体细胞数的百分比变化不大
,

而 H N F 一D组 ( N IS O 、 1 0件g /m l ) 组的二倍体数

逐渐减少
,

异倍体细胞数逐渐增加
;
在数 目分

最
二。
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布方面
,

H N F一B 和 H N F 一C 组
,

始终 以 低 二

倍体为主
,

而 H N F二 D 组的超二倍体细胞和 四

倍体范围的细胞数逐渐增加
。

染毒后的细胞染色体结构畸变率较高
,

形

式多种多样
,

但以断裂为主
,

断裂常发生在 B

组和 C 组染色体 上
,

次 为 A 组
,

见 图 7一 A
、

7一 D
。

在H N --F D 组
,

结构畸变率在连 续传 代

过程中有逐渐增加的趋势
,

见表 1
。

另外
,

还

可见一标记染色体—
巨大双着丝 粒 染色 体

( 图 7一 C )
。

多在第 10 代 以后的三组细胞核型

中
,

对照组无
。

双层半固体琼脂生长试验 对照组细胞不

能在软琼脂培养中生 长 成 集 落
,

而 H N F一D

组第 25 代细胞则能长出大 于 25 个 细胞 的 集

落
.

细胞寿命 在本实验条件下
,

正常对照组

细胞传至 15 代
,

存活共 9 2天 , H N F一 B 和 H N --P ,

C 组传至 2 4~ 2 5代
,

存 活 1 5 1 天 和 1 5 6 天 ;

H N -F D 组传至 38 代因严重污染而死亡
,

共存

活 3 0 1天
。

讨 论

大量的动物实验证明
,

镍化合 物 具 有 致

癌
、

促癌和协同致癌的作用
。

在细 胞 转 化 方

面
,

iR ve da l 等对镍化合物的致癌
、

促癌作 用

作了大量的工作
〔` 〕 ,

eL 比 ne r 等 最近用硫酸镍

等作用人气管上皮细胞发生了表型改变及染色

体变化等
〔 “ ’ ,

并有人做了镍化合物诱导的人皮

肤纤维母细胞转化的工作
〔 “ ’ 。

这些都说明镍化

合物对人体细胞具有一定的致癌性
。

而本实验

表 1 正常与转化的人鼻咽纤维母细胞染色体结构畸变

结 构 畸 变 类 型

组 别 传代数 (天 ) 中 期
分裂相

裂隙 断裂 断片 双微体 其 他 畸变率% P 值

1 ( 3 )
.

5 0 1 0 0 0 0 2

HN F
一

A S ( 2 7 ) 5 1 0 1
、

0 0 0 2

C O N T R O L g ( 5 1 ) 5 3 0 0 0 0 0
.

0

1 2 ( 7 0 ) 4 0 0 0 0 0 0 0

1 ( 3 ) 52 1 1 2 3 0 7
.

7 > 0
.

5

H N F
·

B S ( 2 9 ) 5 0 2 3 2 0 缺失 2 1 0 > 0
.

5

N I S O 一 9 ( 5 4 ) 2 3 0 3 0 0 0 8
.

7 > 0
.

5

1 林交 /m l 1 2 ( 7 5 ) 5 1 3 4 0 0 交揍 1 5
.

9 > 0
。

5

2 2 2 1 标记 2 9
。
1

10103450曰50一招H N F
一

C

N IS O -

5 林g /m

2 ( 7 )

5 ( 2 9 )

1 1 ( 6 9 )

1 5 ( 9 1 )

交换 1

0

标记 2

双着 1 标记 1

8
。
8

2

3
。

9

6

> 0
。
0 5

> 0
。
0 5

> 0
.

0 5

213160

H N F
一

D

515050N IS O

1 0林s m/ 1

2 ( 7 )

5 ( 2 9 )

9 ( 54 )

1 1 ( 6 9 )

1 6 ( 96 )

1 8 ( 1 0 6 )

2 8 ( 1 8 6 )

5 2

5 3

1 0

0 0

O 标记 1

2 0

5 环 1

6 双着 1

6 0

纷
几 悦 `
一 户尹罗卜尸 阳门 , , 闷伙 骊洲州 .胜曰卜` `

一
,

一
户叮

9
。

7
。

1 1
。
3

3
。

9

> 0
.
0 5

> 0
。
0 5

< 0
.

05 > 0
。

0 1

> 0
。
0 5

_ _ _

资9
1 0 6

1 6

2 2

2 4



.

1 5
.

首次用三种浓度的硫酸镍作用于正常人胚鼻咽

纤维母细胞
,

引起了形态转化
、

生 长 特 性 改

变
、

染色体变化
、

软琼脂生长及生长寿命延长

等生物学特性改变
,

尤其以高浓度组明显
,

为

镍化合物在人鼻咽肿瘤发病中的作用提供了进

一步的证据
。

正常细胞发生恶性转化后
,

大都伴有染色

体变化
,

包括染色体数 目变化与结构畸变等
。

染色体变化对恶性转化发生发展有何作用
,

染

色体变化的特征与规律
,

一直是人们关注的重
-

点之一
,

因为对染色体变化的了解将有助于我

们对癌变机制的认识
,

并为最终攻克癌症提供

依据
。

早在 1 9 7 3 年
, S ac hs 实验室就认为染色

体的改变对恶性的表现起着决定性的作用
〔 7 ’ 。

但 D i p ao lo 则认为染色体变化是随机发生的
,

继发的
,

不是细胞恶性转化的原因
〔 3 ’ 。

近年
,

T s ut su i 等认为染色体变化与细胞恶性转 化 有

良好的平行关系
〔。 1 。 从本实验结果看

,

如果单

从某一次染色体分析结果看
,

染色体改变也是

无特异性的
,

这或许支持 iD p ao ot 的理论
。

但

若从细胞连续传代过程中的染色体 变 化 趋 势

看
,

染色体数 目变化有一定的规律性
。

即在转

化细胞中
,

染色体从早期的丢失为主逐步转变

为增加为主
,

从低二倍体为主发展 为 超二 倍

体
、

四倍体范围的染色体为主
, 整个异倍体数

的比例越来越高
。

而且染色体变化与化合物浓

度及体外培养传代时间有一定关系
。

虽然就 目

前的结果我们尚不能说染色体的非整倍体是恶

性转化的原因或结果
,

但染色体数 目变化的一

些趋势
,

异常染色体及标记染色体的出现
,

说

明染色体改变在致癌过程 中是重要的
。

·

难波提出细胞形态改变
,

无限繁殖和染色

体变化是衡量人细胞癌变的三个 标 准 〔’ 。 ’ ,

而

M ilO 认为半固体琼脂中生长
,

在裸鼠体 内 形

成肿瘤和对鸡胚皮肤的浸润是彼此平行又可靠

的恶变标准
〔’ `〕 , K a k u n a

ga 则 把人体细胞分为

能在动物接种产生肿瘤的完全恶性转化
,

及具

有部分恶性表型的部分转化二种
,

后者文可分

具有形态转化 少 和锚着不依赖但无致瘤性以及

形态正常
,

锚着依顿但熊无限生存且是非整倩

体核型二类
〔’ “ ’ 。

一般公认
,

衡 量恶变的可靠

指标是异体接种成功
。

根据实验组细胞与正常

对照组各种生物学特性出现明显改变
,

尤其是

形态转化
,

染色体改变及软琼脂生长和生长寿

命延长等指标来看
,

本实验细胞已具有相当程

度的恶性性状
,

可以说是不完全性恶性转化的

细胞
。

我们在判断恶性转化时
,

应当结合多项

指标综合分析
,

才能对具体的实验结果作出较

客观的结论
。

( 本文 图 4 一 7见 81 页 )
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2 7 4 )
,

术后并发症有呼吸功能 衰 竭 4 例
,

支

气管胸膜痰
、

脓胸伴肺炎各 1 例
,

消化道大出

血 1 例
,

均抢救无效死亡
。

按术后 30 天内死亡

作为手术死亡计
。

手术死亡率为 3
.

2% ( 7 / 21 8)

或 2
.

6% ( 7 / 2 7 4 )
。

随访结果 随访日期载至 1 9 8 4年 12 月
,

仅

2 例于术后 1 例失访 ( 按死亡计算 )
,

其余均

获随访
,

随访率为 9 9
.

3%
。

全组病例 5 年生存

率为29
.

9% ( 5 5 / 1 8 4 )
,
切除病例 5 年生存率

为 37
.

9% ( 5 5 / 1 4 5 ) ; 根治性切除 5 年生存率

为 4 3
.

4% ( 53 / 1 2 2 ) ; 姑息性切除 5 年生存率

为 8
.

7% ( 2 / 2 3 ) ( 生存的 2 例均作术后放 射

治疗 ) ( 表 2 )
。

剖胸检查 56 例
,

绝大多数 1

年内死亡
,

无 3 年生存率
。

讨 论

肺店的组织学类型与预后关系 肺癌的组

织类型不同
,

其生长发展速度
、

转移方式等生

( 下转 2 2灭李




