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　　摘 　要 :目的 　检测 H22、EAC 瘤细胞及其克隆细胞株 mRNA 的表达。方法 　用生物素标记的 6 种

cDNA 探针 ,细胞玻片原位杂交的方法。结果 　H22 与生物素标记的 4 种探针杂交阳性 ,其克隆细胞株

H2D8、H2G4 分别与 3 及 1 种探针杂交阳性 ;EAC 细胞株与 4 种探针杂交阳性 ,克隆细胞株 E2G8 与 2 种探

针杂交阳性 ,E2C6 克隆细胞株与 6 种探针杂交均阴性。结论 　这些均有肿瘤特性的细胞株中 mRNA 的表

达不同。
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　　Abstract:Objective 　ToexaminethedifferenceofmRNAex pressioninH22andEACstrainsandtheir

clonedcells. Methods　The probeslabeledb ybiotinwereusedinsituh ybridizationtodetecttheex pressionof6

kindsofmRNA. Results　4kindsofmRNAswerefoundtobeexistinH22cells,3and1kindsofmRNAsin

H2D8andH2G4clonedcells,res pectively;4kindsofmRNAswerefoundtobeexistinEACcells,2kindsof

mRNAsinE2G8clonedcell;NomRNAinE2C6clonedcell. Conclusion　Theex pressionofmRNAswasdif 2
ferentinH22,EACandtheirclonedcellstrains.
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　　为了获得可进行质量控制的、遗传特性稳定的肿

瘤细胞株 ,本研究室对武汉大学保种中心保存的 H22

及北京市肿瘤研究所保存的 EAC 瘤细胞株 ,分别进

行了克隆 ,分别获得 12 及 5 株克隆细胞 ,并对这些克

隆细胞的某些细胞学及生物学特性进行了研究 ,证明

它们各具特点 ,根据它们生物学特性的差异 ,从这些

克隆细胞中进一步选择了 H2D8、H2G4 (克隆自

H22) ,E2G8 、E2C6 (克隆自 EAC) 克隆及其各自的原

瘤株 ,用原位杂交方法 ,检测这 4 株克隆细胞及其各

自的原瘤株表达 p16 、c2fos、c2myc、p21 、c2jun 及 p53

基因 mRNA 的情况 ,现报道如下。

1 　材料和方法

1.1 　瘤株 　H22 瘤细胞株引自武汉大学保种中心 ,

H2D8、H2G4 为从武汉大学保种中心 H22 中获得的

克隆细胞株 ;EAC 瘤细胞株引自北京市肿瘤所 ,

E2G8 及 E2C6 为从北京市肿瘤所 EAC 中获得的克

隆细胞株。

1.2 　原位杂交检测试剂盒 　生物素标记的 6 种 cD2
NA 探针分别为 p16 、c2fos、c2myc、p21 、c2jun 及 p53,

其探针长度分别为 800bp、1.2kb 、1.4kb 、2.1kb 、0.9kb

及 1.8kb, 购自北京医科大学病理室。

1.3 　ZL22000 型细胞分析系统 　由河北医科大学与

华行医疗器械厂联合研制。

1.4 　细胞原位杂交 　培养细胞经涂片 ,干燥 ,4% 多

聚甲醛固定 ,0.3%H 2O2处理 40min,0.1mol/LHCl

室温处理 10min, 蛋白酶 K在 37 ℃消化 10～20min,

4% 多聚甲醛后固定 ,然后滴加杂交液 ,放 42 ℃保温

杂交 22h, 含 50% 甲酰胺的 2 ×SSC 在 37 ℃洗 30

min,2 ×SSC37 ℃洗 15min2 次 ,PBS 冲洗后 ,马血清

室温封闭 60min,avidin 2biotin2HRP 在 37 ℃保温孵育

1h,PBS 冲洗后 ,经 DAB2H2O2显色 ,DDW 冲洗终止

反应[1,2] 。

1.5 　杂交结果观察和计数 　用 ZL22000 型细胞分析
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系统 ,画测量随机视野计数 100 个以上的肿瘤细胞 ,

统计平均吸光度和标准差 ,计算吸光度比值。

1.5.1 　吸光度 　单个细胞的吸光度和平均吸光度、

标准差由细胞分析系统自动给出。

1.5.2 　探针杂交阳、阴性的判断 　待测单个细胞的

吸光度 ≥阴性对照平均吸光度 + 阴性对照吸光度标

准差 ×2 判为阳性 ,阳性细胞在标本片中的比例大于

10% 判为该标本片探针杂交阳性[3,4] 。

1.5.3 　吸光度比值 　指待测细胞平均吸光度与阴性

对照平均吸光度之比。

2 　结果

　　细胞玻片原位杂交后 ,经 DAB 显色 ,用 ZL22000

型细胞分析系统画测量 ,判断探针杂交的阳、阴性 ,结

果见表 1、表 2。武汉 H22 与生物素标记的 p16 、c2
fos、c2myc 及 c2jun 探针杂交阳性 , 其克隆细胞株

H2D8 与 p16 、c2fos 及 c2jun 探针杂交阳性 ,克隆细胞

株 H2G4 仅与 p16 探针杂交阳性 ;肿瘤所 EAC 细胞

株与 p21 、p53 、c2fos 及 c2myc4 种探针杂交阳性 ,克隆

细胞株 E2G8 与 c2fos 及 p21 探针杂交阳性 ,E2C6 克

隆细胞株与这 6 种探针杂交均阴性。

3 　讨论

　　肿瘤细胞的生物学特性与肿瘤细胞的蛋白质组

成有关 ,蛋白质由 mRNA 翻译合成 ,蛋白质表达的调

节涉及转录、翻译、化学修饰及降解等多个环节。使

用多克隆抗体和单克隆抗体 ,采用 ELISA 、免疫组化

等不同免疫学技术 ,检测蛋白质区分不同肿瘤细胞 ,

已经在临床及科研实验室得到广泛应用。由于蛋白

质表达受多个环节影响 ,在蛋白质检测的基础上 ,如

果能够进一步测定基因表达 ,对于全面认识肿瘤细胞

会起到积极作用。
　　　　表 16 种探针与 H22 细胞株及其克隆细胞株原位杂交结果

探针
H22

A 均值 A 比值 判断 3

H2D8

A 均值 A 比值 判断 3

H2G4

A 均值 A 比值 判断 3

p16 0.020 ±0.01 1.73 + 0.030 ±0.02 1.69 + 0.019 ±0.009 1.55 +

c2fos 0.036 ±0.03 2.40 ++ 0.026 ±0.01 1.89 + 0.015 ±0.01 1.06 2

c2myc 0.018 ±0.01 1.53 + 0.014 ±0.001 0.98 2 0.013 ±0.001 0.95 2

p21 0.015 ±0.01 1.05 2 0.014 ±0.02 1.03 2 0.015 ±0.02 1.06 2

c2jun 0.017 ±0.01 1.50 + 0.030 ±0.01 2.24 ++ 0.013 ±0.02 0.97 2

p53 0.016 ±0.01 1.25 2 0.014 ±0.001 1.02 2 0.013 ±0.03 0.98 2

　　3 标本片探针杂交阴、阳性判断 ,根据材料方法 1.5.2 的标准

　　　　表 26 种探针与 EAC细胞株及其克隆细胞株原位杂交结果

探针
EAC

A 均值 A 比值 判断 3

E2C6

A 均值 A 比值 判断 3

E2G8

A 均值 A 比值 判断 3

p16 0.014 ±0.01 1.01 2 0.013 ±0.01 0.97 2 0.014 ±0.002 1.01 2

c2fos 0.028 ±0.03 2.27 ++ 0.014 ±0.01 1.01 2 0.023 ±0.01 1.75 +

c2myc 0.019 ±0.02 1.32 + 0.013 ±0.03 0.98 2 0.014 ±0.01 1.01 2

p21 0.03 ±0.01 2.40 ++ 0.012 ±0.02 0.97 2 0.021 ±0.03 2.10 +

c2jun 0.012 ±0.01 0.92 2 0.13 ±0.01 0.97 2 0.013 ±0.01 0.97 2

p53 0.018 ±0.01 1.27 + 0.14 ±0.005 1.00 2 0.014 ±0.01 1.01 2

　　3 标本片探针杂交阴、阳性判断 ,根据材料方法 1.5.2 的标准

　　从武汉大学保种中心 H22 获得的克隆细胞株

H2D8、H2G4 的生物学特性研究证明 ,这 2 株克隆细

胞的染色体条数分别为 44 及 45 条 ,DNA含量分别为

66.68 pg、68.96 pg,致瘤性也有所不同 ,H2D8 克隆细胞

的致瘤性比 H2G4的致瘤性高。本文原位杂交结果证

实克隆细胞 H2D8 与 p16 、c2fos 及 c2jun 探针杂交阳

性 ,H2G4 克隆细胞仅与 p16 探针杂交阳性 ;对北京

市肿瘤所 EAC 获得的克隆细胞株 E2C6、E2G8 的生

物学特性研究证明 ,这 2 株克隆细胞的染色体条数、

DNA 含量、致瘤性方面也有所不同 ,E2G8 克隆细胞

的致瘤性比 E2C6 的致瘤性高。本文原位杂交结果

表明克隆细胞 E2G8 与 c2fos 及 p21 探针杂交阳性 ,

E2C6 与 6 株探针杂交均阴性。

　　已知 p53 、p16 、p21 为抑癌基因 ,c2fos、c2myc、c2
jun 为癌基因[5] ,这 3 个抑癌基因除 p16 与 H22 细胞

杂交阳性外 ,其余均为阴性 ,可见在 H22 瘤细胞株

中 ,癌基因的表达高于抑癌基因 ;在克隆细胞 H2D8

中癌基因的表达高于 H2G4 克隆细胞 ,这与 H2D8 克

隆细胞的致瘤性高于 H2G4 的结果相一致 ,可见癌基

因 c2fos 及 c2jun 的表达与否可以把 H2D8 及 H2G4
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克隆细胞区别开 ;在 E2G8 克隆细胞中有癌基因 c2fos

的表达 ,而 E2C6 克隆细胞中未查到该癌基因的表

达 ,这与 E2G8 克隆细胞的致瘤性高于 E2C6 的结果

相一致 ,癌基因 c2fos 的表达与否可以把 E2G8 及

E2C6 克隆细胞区别开。H22、EAC 及其克隆的细胞

株均表现致瘤性 (强度可以不同) ,但是这些细胞的增

殖调控基因表达却显示较大的差异 ,这些细胞株可以

作为研究致瘤性与增殖调控基因关系的模型。

　　本研究的目的在于对瘤细胞株的特性进行质量

控制 ,即建立可进行质控的瘤细胞株。本文仅用了 6

株已知的癌基因类 cDNA 探针来比较武汉 H22、北京

市肿瘤所 EAC 及其克隆细胞中表达相应 mRNA 的

差异 ,关于瘤细胞株中其他基因的 mRNA 表达情况

待进一步研究。肿瘤细胞的变异涉及多个环节和多

种成分 ,可以控制的项目越多 ,越可以维持细胞株的

稳定性 ,本文中所使用的探针可以作为识别及控制肿

瘤细胞株的试剂。
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　　单纯放射治疗非小细胞肺癌疗效

有限。而同时放化疗治疗不能切除的晚

期非小细胞肺癌正得以探讨。自 1998

年 10 月～ 2000 年 4 月应用泰索帝

Weekly 化疗方案同时配合放射治疗 IIIa

～ IIIb 期非小细胞肺癌患者 31 例 ,疗效

满意。现报告如下 :

1 　资料与方法

　　本组引例均为不能手术的 IIIa～ II2
Ib 期非小细胞肺癌患者。男 19 例 ,女

12 例 ;年龄 35～72 岁 ,中位年龄 55 岁。

均经纤维支气管镜、穿刺活检病理或细

胞学证实 ,其中鳞癌 17 例 ,腺癌 14 例。

(1)化疗用药 :放疗同时每周给予泰索帝

25～ 30mg/m 2 ,连续用药 5 周 (分别为

第 1、8、15、22 和 29d 静脉给药 ,用药时

间 >1h ) 。 ( 2 ) 放 疗 : 均 采 用 SL2

18Philips15MV2X 直线加速器外照射。

常规分割 ,200cGy/f,5 次/ 周。设野部位

依据病变部位而定。首先行大野照射 ,

靶区包括原发病灶和纵隔淋巴结引流

区 ,放疗至 40Gy/20f 时 ,改野针对原发

病灶及转移淋巴结追加剂量 20Gy/10f 。

治疗过程中每周观察患者血常规、尿常

规及心电图 ,详细记录患者的毒副反应。

由 CT 客观判断疗效。

2 　结果

　　在本组中 ,所有病例经联合治疗后 ,

症状有不同程度的缓解。14 例腺癌患

者中 ,CR2 例 ,PR6 例 ,NC6 例 ,CR+PR

达 57.14%;17 例鳞癌患者中 ,CR4 例 ,PR

9 例 ,NC4 例 ,CR+PR 达 76.47%; 二者有

显著性差异 ,( P <0.005 ) 。总 CR+PR76.

47% 。其中按计划完成治疗的病人中 ,CR

+PR 达 77.23%; 延缓

治疗 7d 以上 ,CR+PR

为 55.56%, 二者差异

性显著 , ( P <0.005 ) 。

3 　讨论

　　泰索帝是紫杉类药物 ,其具有独特

的抗微管作用 ,该类药物可促进小管聚

合形成稳定的微管 ,妨碍有丝分裂 ,限制

重要微管重组 ,是治疗晚期非小细胞肺

癌的药物。由于泰素帝可诱导细胞抑制

在细胞周期 G2/M, 该期放疗敏感性是

G1/S 期的 2.5 倍。近来研究发现在抗

调亡蛋白 bcl22 的磷酸化中发挥重要作

用。通过破坏抗调亡蛋白的稳定功能 ,

泰素帝可以提高放射细胞的细胞毒作

用 ,致调亡细胞死亡活跃。

　　为了提高局控率 ,缩短放射治疗时

间 ,减少食管炎等副作用 ,放射治疗同时

给予泰素帝 25～30mg/m 2 ,连续 5 周。全

部病人总的有效率 ( CR+PR ) 达 67.

74% 。其中鳞状细胞癌的有效率为 76.

47%, 腺癌的治疗有效率为 57.14%, 二

者有显著性差异 ( P <0.005 ) 。主要副作

用为放射性食管炎 ,同时有持续性乏力。

较以往治疗大大提高了局控率。泰素帝以

其独特的作用机制及其对 NSCLC的显著

疗效 ,在临床上受到广泛关注。有待行长

期和更多数量的病例观察 ,以选择出更为

优化的治疗方案。

(周永红校对)
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