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维甲类对食管上皮癌细胞系 (R E 25
一

3 )

恶 性 的 抑 制 作 用
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蔡海英

实验肿瘤室 )

提 要 体外应用 R E 2 5 一 3食管癌细胞系观察了三 种维甲类— 维甲酸
:

维胺酷及维胺酸的作用
。

三种维甲均使细胞的分裂增殖受到抑制
,

3H 一
T d R 掺入到 D N A 中减少

。

染色体数 门减少
,

甚至转化

过程中丧失的二倍休重 又出现
。

此外还使细胞的集落形成能力受抑
。

三者中以维胺酸作用最强
;
维 胺

酪与维甲酸相近
。

关键词 维甲类 生长曲线 分裂指数 染色体畸变

肿瘤预防已成为肿瘤研究的重要方 向
。

其

中用能逆转或抑制癌前改变的物质进行化学预

防尤为重要
。

过去对维甲类的这种作用 己有较

多的研究
〔` 〕 ,

但体外实验多以纤维细胞为靶细

胞
,

不能真正反映上皮细胞对维甲类作用的反

应
。

本实验从细胞的分裂增殖
,

D N A 合 成
,

染色体改变及集落形成等方面观察了维甲类对

大鼠食管癌细胞系的作用
。

材朴 与 方 法

一
、

细胞培养 W ist ar 大 鼠食 管上皮恶

性转化细胞系 ( R E 2 5一 3 )
。

取 25 代细胞进行

实验
。

细胞培养参考文献 2
。

二
、

维甲类及药液配制 1
.

维甲酸 ( R A )
;

2
.

维胺脂 ( R l ) ; 3
.

维 胺 酸 ( R I )
;
分别

由辽宁锦州制药厂及上海第六制药厂提供
。

黄

色或橙色针状结晶
。

避光称取维甲类
,

加二甲

亚枫 ( D M S O ) 溶解
,

新鲜培液稀释后
, 4 ℃

冰箱内保存
,

所配药液贮存时间不超过一周
,

D M S o 浓度为 0
.

5 %
。

三
、

氛一脚腺啥 咤核 昔 ( 习H一丁d R ) 放

射比 度 2 0畔 i/ m M
,

上海原子能研究所生产
。

四
、

琼 脂 ( A g a r ) 美
·

国 S i s m a
产品

。

称取琼脂粉
,

双蒸水中拌洗
,

滤去上清液后入

瓶中
,

加三蒸水高温高压消毒30 分钟
。

此琼脂

( 2
.

5% ) 4 ℃保存
。

五
、

分裂指数 细胞接种子有盖玻片的培

养瓶内
,

培养 2 4小时后加维甲
,

于加药后 2 4
、

拐
、

72
、

96 及 1 2 0小时各取盖玻片
,

0] % 甲醛

固定
,

H E 染 色
,

高倍镜计数分裂相
,

每组计

数 2 0 0 0个细胞
,

以千分率表示
。

六
、

生长曲线 接种细胞
,

培养 4 8小时后

更换培液并加维甲
,

作 用 别 小时后再除去维

甲
。

于去维 甲后 2 4
、

,2[ 及 1 2。小时各取细胞计

数
,

每组取三瓶的平均位
。

七
、

O N A 合 成一一
S
H一刊 R 掺入实验 接

种细胞
,

培 养 2 4 小时后加维甲类及 3H一 T dR

( 浓度为 0
.

1卜c i /m l )
。

子加 3 H一T d R 后 2 2 、

1 7及 24 小时分别在负压吸引下将细胞收集于 49

型滤纸上
,

生理盐水洗 去 游 离 的 3珍 T dR ,

5 %三氯醋酸沉淀蛋白
,

无水乙醇脱水固定
。

滤纸烤干
,

加液 闪液后测定 叩m 位
,

取 3 瓶

的平均值
。

J、
、

染色体分析 接种细胞
,

培养 1 7小时

后加维甲
,

继续培养 2 4小时
,

加秋水仙素 ( 终

浓度
、

0
.

1卜 g /m l )
。

4 小时后按常规方法制备

染色体标 本
。

G ie m sa 染色
,

油镜下观察染色

体数目与结构的改变
,

每组观察 1 00 个中期板
。

九
、

琼脂平板集落形成实验 将贮存琼脂

与含维甲培液配制成琼脂平板 ( 维 甲 类 浓 度

1
.

7 x 1 0
一 S

M ) 将单个细胞接种于此平 板 上
,

密度 1
.

0 义 1 0 4

/ 0
.

2 m l /瓶
, 3 7℃培养

, 遵8小时
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2 4
·

后翻转培养瓶
。

10 天后观察阳性集落数
,

取两

瓶的平均值
。

结 果

一
、

维 甲类对细胞分裂增殖的影晌
1

.

分裂指数 结果见表 1
。

对照组细胞于

接种后分裂相渐增加
, 9 6小时后达高峰

,

其后

便迅速降低
。

维甲类作用后 2 4小时便使细胞分

裂受抑
。

其中维胺醋及维甲酸作用较温和
,

而

维胺酸作用后
,

抑制越来越强
。

但维胺酸作用

于细胞 4 8小时后
,

细胞便开始脱落
。

弱
。

表 3

时间

( 小时

维甲类对 R E 25 一 3细胞 D N A 合成的影响

C P M值 / 5
.

o x i 0
s
细胞

) 对照 维甲酸 维胺醋
.

维胺酸 b

1 2

1 7

3 9 1 5 9

4 8 5 4 2
。
7

3 6 4 0 0 3 1 8 4 3 1 9 8 1 5

4 2 7 1 7 3 2 1 5 5 2 5 0 4 5
。

7

4 7 5 4 1 3 9 4 2 0 3 4 3 3 3 2 2 5 0 5

a

与对照组比较 P < O
·
0 5 b P < 0

。
0 1

维 甲类对 R E 25 一 3细胞分裂指数的影响

时间

( 小时 ) 对照

分 裂 指 数 ( %
。 )

维甲酸
“

维胺醋` 维胺酸
`

三
、

维甲类对染色体的影晌
1

.

结构崎变 R E 2 5一 3 细 胞自发染色体结

表 4 维甲类对 R E 2 5一 3细胞染色体数

目的影响
. . . . . . . , . . . 曰 . . . . . .

一~
~ r , , r , , , r ,

~ ~
,

.

, ”日 . . , r , . , 州. , . . . , . , . . . ~ . . 州 , . . . . . . . . . . , . 阅 . , . . . . . , . . . . . .

2 4 2 4 1 0
。
5 1 6 8

4 8 2 6
.

5 1 6 1 8 3
。
5

7 2 3 4 1 3 2 0 2
。
5

9 6 4 5 2 2 2 7 2
。
5

1 2 0 1 6 8 1 1 1

~
,

一
~ _

~ ~
鸽曰
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二

~
.
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一一
~

_
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厂

-
嘴 ~ ~

. , 二 . 一 , .

一
` ~

~ 一
` .

a .

与对照组 比较 P < 0
.

01 b
.

P < 0
.

05

2
.

生长曲 线 表 2 显示 了维甲类对 R E 25

一 3细胞群体增殖的影响
。

维 甲类作用仅24 小时

即出现细胞增殖受抑
。

其中
,

维胺酸作用可持

续 5 天左右
,

而维胺醋及维 甲酸的作用较短
,

去除后 2 4小时细胞生长速率便恢复
。

表 2 维甲类对 R E 25 一 3细胞群体增殖的影响

_
~ .
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,

一
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~ , 一
尸

一
一~

一
~

.

一

一
一

染色体

倍体数

百 分 率 ( % )
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溯RARIllR口翻瀚圈
时间

( 小时 )

数 ( 万瓶 )

对照

细 胞

维甲酸 维胺醋 维胺酸
*

2 4

72

5 7
。

5 左2
。
2 4 6 1 5

。
8

90
。
7 7 3

。
9 8 3

。
4 1 6

.
1

一鳖

1 2 0 1 00
。
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。
3 8 4

。
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.
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二

取
,

一一 ,

~ ~
.

一
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* P < 0
.

0 1

二
、

维 甲类对 R E2 5一 3 细胞 O NA 台成的

影响

维甲类能抑制
“

--H
T d R 掺 入到 D N A 中

( 表 3 )
。

抑制作用仍以维胺酸为强
,

平均抑

制率达 50 %
,

维胺醋及维甲酸则抑 制 作 用 较

集落数
1 : 。

! 黔
`。0

1 ! }
”。

} } 1

整
0

1 ! }
了V

! } }
石。

1 1 1
“ 0
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图 l 维甲类对 R E 2 5一 3 细胞集落形成的影响



构畸变率为 2 %
。

维甲酸及维胺酷处理细胞未

见染色体结构畸变
。

2
.

染色体数 目异常 表 4 显示了维甲类对

R E 2 5一 3 细胞染色体数 目的影响
。

对照组细胞

以四倍体细胞为干系 ( 39 % )
。

其佘细胞大部

分在超二倍体至亚四倍体范国内 ( 52 % )
,

维

甲酸
、

维 yJJ 酚作用后
,

卜系仍为四 倍 体 细 胞

( 分别为列 % 和40 % )
,

但染色体数目减少
,

高异倍体细胞向低异倍体细胞转变
。

六倍体
、

八倍体细胞比例均减少
,

而 出现 了二倍体细胞

及单倍体细胞
。

四
、

维 甲类对
、
R E 2 5一 3 细 胞 琼脂平板集

落形成的抑制作用 维 甲类明显抑制了细胞的

集落形成
,

抑制率分别为 R 亚72 % ; R 1 54 % ;

R A 4 8 ;石
。

讨 论

虽然人们 已从多种途径进行肿瘤预防
,

如

阻断致癌物的内合成
,

阻止致癌物到达靶器官

或与靶器官发生反应 以及作用于己接触了致癌

物的细胞
,

使细胞的恶性表达受抑制或使癌前

逆转
。

然而
,

叮
_

!于环境中致癌 物 的形 成
、

存

在
、

机体的接触及体内代谢等均十分复杂
,

故

病因预防存在很大的困难
。

目前仍以阻断及逆

转癌前改变为较佳途径
。

过去较多的实验 已证实了维 甲类对癌前改

变的抑制或逆转作用
〔` ’ 。

近年来在实验动物及

人类肿瘤的应用证明维甲类尚有一定的抗癌作

用
〔 3

’ ` 」。

体外使肿瘤细胞的生长受抑
,

分化 潜

能增强
` 5 〕 ,

且为非细胞毒作用
。

但抑制作用
一

与维

甲类的种类
,

剂量及细胞种类有关
。

L ot
a n 〔 5 〕

观

察了维甲酸对多个恶性细胞株增殖的影响
,

大

多数细胞生长受抑
,

但非常相似的组织病理类

型的细胞株对维甲酸可以出现不 同的反应
,

甚

至生长受到促进
。

王瑞珍
〔 6」
报道国产24 个新维

甲酸衍生物对 E ca 1 09 细胞亦表现为不同程度

的抑制或促进作用
。

本文结果表明
,

维甲酸
、

维胺醋及维胺酸对 R E 2 5一 3 细胞的分裂增殖
,

D N A 合成有明显的抑制作用
,

与王瑞珍报 道

的结果及动物体内实验结果
〔 3 〕
均一致

。

.

2 5
。

R E 2 5一 3 细胞在体外恶性转化过程中已丧

失了正常二倍体细胞 ( n = 2 1 )
。

而向多 倍 体

及不整倍体发展
。

分布极分 故
。

本实验 中
,

经

分析 R E 2 5一 3 细胞的染色体数 目
,

发 现 四 倍

体细胞形成干系
,

其余部分多位于超二倍体至

亚四倍体范围内
。

维 甲酸及维胺醋作用后
,

细

胞染色体数目减少
,

高多倍体及不整倍体向低

异倍体方向发展
,

甚至 出现 了二倍体细胞及单

倍体细胞
,

这提示维 甲酸和维胺醋使 R E 2 5一 3

细胞恶性降低
,

部分细胞恢复为二倍体正常细

胞
。

R E : 5一 3 细 胞有较强的集落形成能力
,

接

种于琼脂平板后 11 天
,

集落形成率达 1
.

05 %
,

维 甲酸及其衍生物使细胞的集落 形成 受 抑
。

st oc k er 〔 7 〕
认 为 琼 脂平板集落形成是细胞丧失

依赖性的结果
,

因此反映了细胞的恶性程度的

大小
。

维 甲抑制细胞的集落形成
,

应是对细胞

恶性抑制的结果
。

维甲类体外抑制细胞恶性的机理尚未明
。

过去的实验结果提示与以下几点有关
: 1

.

抑制

细胞的增生分裂及 D N A 合成
、

促进 细 胞 的

分化
「8 〕 2

.

对细胞表面糖蛋白
、

糖脂等大分 子

生物合成的影响
汇” 〕 ; 3

.

使细胞膜及其他膜结构

如溶酶体膜不稳定化
,

细胞内容外漏或溶膜体

水解酶的释放
,

使细胞死亡
〔` 。 J ; 4

.

对墓因表达

的影 响
:

维甲类与维甲酸结合蛋自结合后进入

细胞核
,

与染色体结合
,

控制基因的表达
〔川

。

本实验结果提示维甲类 确实是通过抑制细胞的

增殖与 D N A 合成
,

促进细胞的分化而降低细

胞恶性的
。

其分子生物学基础是否与抑制基因

表达有关有待进一步研究
。

杜丛之
〔` “ ’
在动物毒性实验中发现维胺酸

能导致肝组织损伤与脂肪变性
,

而剂量高出一

倍的维胺酷则无明显毒性
。

本实验中维胺酸导

致细胞的大量脱落可能与其毒性有关
。

长期使

用时应注意其不 良副作用
。
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