
·研究原著· 文章编号: 100022790 (2000) 0320332203

多肿瘤抑制基因对卵巢癌细胞超微结构及增殖力的影响
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摘　要: 目的　探讨卵巢癌细胞在经多肿瘤抑制基因

(M T S1)转染后其超微结构及单个细胞增殖力的变化. 方法

　采用软琼脂克隆形成法,对比性观察卵巢癌细胞HO 28910

在转染M T S1后单个细胞增殖力的改变,并应用透射电镜观

察其细胞超微结构的变化. 结果　卵巢癌细胞HO 28910在转

染M T S1后其单个细胞的增殖力明显下降,而转染空载体未

产生任何影响; 同时电镜结果示细胞在转染M T S1后其超微

结构亦出现趋向死亡的征象. 结论　M T S1可通过影响卵巢

癌细胞的超微结构降低细胞的增殖力从而抑制卵巢癌细胞过

度生长.

Effect of m ultiple tum or suppressor1 (M TS1) on the
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Abstract: A IM　To study the transfo rm ation of u ltrastruc2
tu res and p ro liferat ion of hum an ovarian cancer cell line (HO 2
8910) transfected by M T S1. M ETHOD S　By the assay of

soft agar m edium , the clon ing efficiency and p ro liferat ion of a

single cell w ere compared among the HO 28910, 89102pcD2
NA 3 and 89102p 16 cells. T he u ltrastructu res of them w ere

also observed under transm ission electron m icro scope. RE2
SUL TS　T he clon ing efficiency and p ro liferat ion of a single
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cell descended obviously after being transfected by M T S1.

T here w as no difference betw een the HO 28910 and 89102pcD2
NA 3 cells. T he resu lts observed under transm ission electron

m icro scope show ed that fo llow ing transfect ion the u ltrastruc2
tu res in 89102p 16 tended to show signs of death. CONCL U2

SION　By affect ing the u ltrastructu res of HO 28910, M T S1

can dow nregu late the clon ing efficiency and inh ib it the ex tra2

grow th of ovarian cancer cells.

0　引言
卵巢癌的发生率在女性生殖系统肿瘤中虽处于

第三位,但其死亡率却一直高居榜首. 近年来在分子

水平上探讨肿瘤的发生发展及调控机制已成为肿瘤

防治研究的主要方向. M T S1 是人类发现的第一个

直接抑制肿瘤发生的细胞固有成分, 它的编码产物

p 16蛋白对细胞的增殖周期具有重要的调控作用,它

通过与细胞周期素竞争性结合细胞周期素依赖激酶

并使之失活,阻止细胞由 G1 期进入 S 期,从而抑制

细胞的异常分裂及恶变[ 1 ] , 但M T S1 对肿瘤细胞超

微结构的影响尚未有定论, 我们的实验初步探讨了

M T S1对细胞超微结构及对单个细胞增殖力的影响.

1　材料和方法
1. 1　材料　DM EM 和琼脂糖培养基购自 Gibco 公

司; 胰蛋白酶购自 Sigm a 公司; 胎牛血清购自杭州四

季青公司; 人源性卵巢癌细胞系HO 28910由本实验

室保存, 经检测无 p 16 基因表达; 89102p 16 细胞为

HO 28910 经 p 16 基因转染并筛选后所得, 经检测有

p 16 基因表达; 89102pcDNA 3 细胞为 HO 28910 经

pcDNA 3空载体转染并筛选后所得.

1. 2　方法

1. 2. 1　细胞培养　以含 100 mL·L - 1胎牛血清的

DM EM 为培养基,常规方法复苏细胞并于 50 mL·

L - 1 CO 2, 37℃孵箱中培养.

1. 2. 2　软琼脂克隆形成实验　用去离子水配制 7 g

·L - 1和 12 g·L - 1琼脂溶液, 高温高压灭菌后, 于

45℃水浴保温备用. 配制 2×DM EM 培养液,高温高
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压灭菌后 45℃水浴保温. 将 2×DM EM 与 12 g·

L - 1琼脂溶液等体积混匀后,按 1 mL ö孔加入 24孔培

养板, 4℃放置 30 m in 使之凝固. 再将 2×DM EM 与

7 g·L - 1琼脂溶液等体积混匀,之后加入单细胞悬液

并调整细胞终浓度为 1×106 个·L - 1,此混悬液按每

孔 0. 5 mL 加入上述 24 孔板,铺平后室温放置使琼

脂凝固,之后置于 37℃, 50 mL·L - 1 CO 2 孵箱中培

养 2 w k,观察细胞克隆形成情况并计算克隆形成率.

同时设HO 28910 为空白对照和 89102pcDNA 3 为空

载体对照.

克隆形成率=
克隆数
接种细胞数×100%

1. 2. 3　透射电镜观察细胞超微结构　将培养的

89102p 16 细胞常规消化分离收集后, 10 mm o l·L - 1

PBS洗涤 2次,经 30 g·L - 1戊二醛固定及四氧化锇

固定, PBS 洗 2 次,梯度乙醇脱水,环氧树脂包埋,制

备超薄切片,透射电镜下观察细胞超微结构的改变,

同时设HO 28910 为空白对照和 89102pcDNA 3 为空

载体对照.

统计学处理: 实验数据均用 xθ±s表示,并用O 2
rig in 软件进行 Studen t检验.

2　结果
2. 1　软琼脂克隆形成实验　F ig 1示HO 28910细胞

和 89102pcDNA 3 细胞均有较高的克隆形成率,在转

染M T S1 后细胞的克隆形成率明显降低, 说明

M T S1对单个细胞的增殖力有明显的抑制作用.

图 1　3种细胞的克隆形成率

F ig 1　C lon ing efficiency of th ree k inds of ovarian cancer

cells
bP < 0. 01 vs HO 28910 and 89102pcDNA 3.

2. 2　M TS1对细胞超微结构的影响　HO 28910细胞

在转染M T S1后其超微结构的变化表现为胞质中可

见细胞器明显减少,内质网扩张,有较多脂滴及空泡

形成,胞质内溶酶体的数量明显增多,并可见溶酶体

释放后形成的空泡. 而HO 28910 细胞及 89102pcD 2
NA 3细胞胞质内可见少量溶酶体,线粒体、内质网均

无扩张 (F ig 2～ 4).

图 2　HO 28910转染前细胞的超微结构

F ig 2　N o rm al u ltrastructu re of HO 28910 befo re transfected　×5000

图 3　HO 28910转染空载体后细胞器未见明显异常

F ig 3　U ltrastructu re of HO 28910 has no t changed obviously after being transfected by pcDNA 3　×7500

图 4　HO 28910转染M T S1后溶酶体明显增多,线粒体及内质网扩张,并可见溶酶体释放后形成的空泡

F ig 4　 Increasing of lyso som e and sw elling of m itochondria and endop lasm ic ret icu lum in HO 28910 after being transfected by

M T S1　×7500

3　讨论
M T S1又称 p 16基因或CD KN 2基因,它位于染

色体 9p 21, 其编码蛋白 p 16 可抑制细胞 CD K4 功

能[ 1 ]. 细胞周期蛋白 cyclinD 1 与 CD K 结合后能使
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R b 蛋白磷酸化,从而解除其对DNA 合成所必需的

一些酶的抑制作用,这一过程是启动细胞由 G1期进

入 S 期的核心步骤[ 2 ]. 研究[ 3, 4 ]表明在 G1 期末, 当

R b 受到 cyclinD 2CD K4 复合物的磷酸化而失活时

p 16水平就相应增高,于是 p 162CD K4复合物形成逐

渐增多,从而干扰了 CD K4 对 R b 的磷酸化,这种由

p 16, R b, cyclinD , CD K4等构成的调节系统不仅在

细胞从 G1期进入 S 期的机制中起一定作用,而且参

与了细胞增殖与分化的调控. M T S1 的突变缺失及

功能丧失,可能与 R b 突变一样,破坏了细胞周期的

调节平衡,从而导致肿瘤发生,若向肿瘤细胞中转入

人正常野生型M T S1基因,则可校正这种失衡,抑制

肿瘤生长. H am a 等[ 5 ]将M T S1 基因转染神经胶质

瘤细胞系U 251M G, 发现细胞 G1 增殖周期受到抑

制. Grigo rian 等[ 6 ]在人乳腺癌细胞中导入M T S1基

因,结果细胞的恶性表型受到逆转,肿瘤生长受到抑

制. 在将M T S1基因转染到头颈部鳞癌、膀胱癌等的

实验研究[ 7, 8 ]中,也均证实了其肿瘤抑制作用,然而目

前关于M T S1转染卵巢癌方面的研究鲜有报道.

我们在以前研究[ 9, 10 ]的基础上分别用不同方法

研究了经M T S1转染后人卵巢癌细胞系HO 28910的

单个细胞增殖力及细胞超微结构的变化. 我们发现

89102p 16 的克隆形成率明显低于 89102pcDNA 3 和

HO 28910, 说明M T S1 的转染对卵巢癌细胞的增殖

能力有明显影响,而这种影响与空载体无关; 此外透

射电镜的观察结果也从细胞的超微结构证实了经

M T S1 转染后, HO 28910 细胞的内部结构出现多种

变化,胞质内溶酶体的超载预示着细胞死亡的加速,

这为M T S1在卵巢癌基因治疗方面的应用提供了新

的实验依据.
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编辑　王　睿

·文　摘·　表皮生长因子受体单克隆抗体抗肺癌作用的研究

[任新玲,沈丽英,金伯泉 et a l. 肿瘤, 2000; 20 (1) : 35- 37 ]

为观察表皮生长因子受体单克隆抗体 (EGFR M cA b) egför3对肺癌的治疗作用, 采用M T T 法进行体外细胞增殖抑制实验,

裸鼠体内移植瘤采用同时治疗 (T 1组)与延后治疗 (T 2组)两种方案. 结果 egför3 M cA b 对高表达 EGFR 的 SPC2A 1和A 549肺

癌细胞体外均具有增殖抑制作用, 并呈剂量依赖性: 以 SPC2A 1进行裸鼠皮下移植做体内实验, 至治疗结束, T 1组 50%成瘤

(3ö6) , 对照组 100%成瘤 (6ö6) ; 至实验结束, T 1组与 T 2组瘤体抑制率分别为 75%与 67% , 瘤重抑制率分别为 65%与 47%.

病理切片显示治疗组肿瘤组织局部坏死, 电镜示线粒体凝缩、嵴断裂、溶解. 认为 egför3 M cA b 部分抑制肺癌细胞成瘤, 明显

延缓已成瘤肺癌生长, 具有一定的抗肺癌作用. 其体内抗瘤效果强于体外, 可能与宿主免疫系统参与瘤细胞溶解有关.

(井晓梅　王　睿)
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