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人支气管上皮细胞恶性转化过程中染色体畸变的研究 

孔令文，吴庆琛，朱进国 

(重庆医科大学附属第一医院胸心外科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究在烟草特异性亚硝胺(NNK)诱发人支气管上皮细胞(BEAS一2B)恶性转化过程中染色体畸变，探讨其在 

吸烟高危人群罹患肺癌预警及普查方面的意义。方法 用 NNK诱发 BEAS一2B细胞(BEAS一2B )恶性转化，并在此过程中 

用常规中期染色体分析方法，动态观察染色体畸变的情况。结果：1．NNK诱发 BEAS一2B细胞恶性转化模型的建立 ①BEAS 

一 2B (实验组)第 5代细胞血清抗性显著增强。②第 15代 BEAS一2B 细胞具有锚着独立性生长特性。③第 20代 BEAS 

一 2B 细胞超微结构出现明显异型性。④第25代 BEAS一2B 细胞在裸鼠体内成瘤，病理为高分化鳞形细胞癌。2．染色体 

畸变 ① BEAS一2B(对照组)二倍体细胞占细胞总数的 91％ ～97％，传代后核型稳定；从第 5代开始 BEAS一2B 细胞即逐渐 

失去正常核型，随着传代次数增加，二倍体细胞 比例从 83％递减至 54％，异倍体及多倍体细胞呈递增趋势 ，较对照组明显增 

高。② 各代 BEAS一2B细胞结构畸变发生率为2％ ～4％；除第 5代 BEAS一2B 细胞结构畸变总频率(11％)明显高于BEAS 

一 2B细胞外，其余各代细胞与 BEAS一2B细胞相近。结论：NNK能成功诱发人支气管上皮细胞(BEAS一2B)细胞恶性转化， 

为进一步探讨肺癌发生机制、尤其是吸烟致肺癌发生机制提供 了理想模型。染色体的异倍性和多倍性在 NNK诱发 BEAS一 

2B细胞转化成肺癌过程中可能属早期事件，有望成为吸烟高危人群罹患肺癌的预警及普查指标之一。 
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Chromosome Aberration During Malignant Transformation of 

Human BronchiaI EpitheliaI Cells Induced bV NNK 

KoNG Lingwen．et al 

(Department of Cardiac—Thoracic Surgery，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective To investigate chromosome aberration during malignant transformation of immortalized human bronchial epithelial 

cells(BEAS一2B)induced by tobacco specific nitrosamine(NNK)，and explore those significance of early—warning and mass 

screening of lung cancer in high—risk smoking population．Methods Immortalized human bronchial epithelial cells(BEAS一2B)were 

induced to malignant transformation cells(BEAS一2BNNK)by NNK，and chromosome aberration were detected in the different passage 

of BEAS一2BNNK and BEAS一2B cells by analysis of metaphase chromosome．Results 1．Model of malignant transformation of BEAS一 

2B cells induced by NNK was created①The serum resistance was significantly increased in the 5th passage BEAS一2B cells．② 

The anchorage independent growth was appeared in the 15th passage．③ The uhrastrneture of the 20th passage BEAS一2BNNK cells 

shown obvious heteromorphy characterization．@The 25th passage BEAS一2BNNK cells formed tumors in nude mice，and tumors were 

overdifferentiation squamous cell carcinoma confirmed by histopathological examination．2．Chromosome aberration① BEAS一2B cells 

hold relatively stable diploid karyotype which ratio was 91％ 一97％ up to the 25th passage．Different passage BEAS一2BNNK cells grad- 

ually lost the norm al diploid karyotype and the ratio of diploid cells decreased from 83％ to 54％ ，the proportion of polyploid and aneu- 

ploid cells increased in process of passing generation．@)The ratio of structure aberration neared to 2％ ～4％ in BEAS一2BNNK and BE- 

AS一2B cells but the 25th passage of BEAS一2BNNK cells was 1 1％ ．Conclusion The model of malignant transform ation of BEAS一 2B 

cells induced by NNK could be created successfully and provided for investigating the molecular biological mechanism of lung cancer， 

especially smoking—related cases．The polyploid and aneuploid chromosomes could be the early event in the process of malignant 
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transf0rrnation of BEAS一2B cells induced by NNK．In a word，the chromosome aberration might be useful markers for the early warn— 

ing and mass screening of lung cancer，especially in high—risk smoking population． 

【Key words】NNK；Immortalized human bronchial epithelial cells(BEAS一2B)；Chromosome；Aberration 

遗传物质的不稳定性是人类恶性肿瘤特征之 
一

，它既可表现在核苷酸水平上微卫星序列的不稳 

定，也可 表现在染色体水平上数 目和结构 的异 

常⋯，即染色体畸变。Smith等 报道在呼吸道上 

皮的癌前病变中染色体的异倍性程度和发生频率随 

着细胞学形态改变的进展而增加。大量的研究显示 

肺癌发生过程中最常见的染色体结构异常主要表现 

为 3p、8p、9p、17p等的缺失 。本研究的目的是 

在用烟草特异性亚硝胺 NNK诱导人支气管上皮细 

胞恶性转化过程中，动态观察染色体畸变，探讨染色 

体畸变在肺癌发生、发展过程中的意义。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞株及实验动物 永生化人支气管上皮细胞系 

BEAS一2B(对照组)由美国国立癌症研究所 Harris教授及同 

事建立，美国专利号：u．S．Pat．4885238。本实验所用 BEAS 

一 2B细胞是由军事医学科学院二所四室朱茂祥、杨陟华教 

授馈赠，细胞代龄为 25代。BEAS一2B 为实验组细胞。 

BALB／C—nu／nu裸鼠10只(雄性 ，5周龄 ，18～22g／只)，购 

自中国科学院上海实验动物中心。 

1．1．2 主要试剂来源 LHC一8培养基购自美国 Hyclone 

公司；NNK为美国Chemsyn Science Lab产品，军事医学科学 

院二所四室朱茂祥 、杨 陟华教授馈赠；秋水仙素购 自美 国 

Sigma公司。 

1．2 方 法 

1．2．1 细胞培养及转化处理 BEAS一2B细胞用 LHC一 

8基础无血清培养液于37℃ 、5％CO，、95％湿度条件下培养， 

细胞大致按 1．0×10 ／cm 密度接种。每 2天换液 1次，每4 

— 6天传代 1次。处于指数生长期的BEAS一2B细胞在含有 

500 g／ml NNK的完全培养液中连续培养24h作为实验组细 

胞(BEAS一2B )，并以相应的 BEAS一2B细胞平行传代培 

养作为对照组细胞(BEAS一2B)。 

1．2．2 血清抗性试验 将指数生长的第 5代 BEAS一2B和 

BEAS一2B 细胞按 300个细胞／皿接种于 6cm培养皿 中， 

每组 6皿，其中3 mt；~H入 10％胎牛血清。8天后终止培养。 

PBS洗涤 3次，甲醛固定30min，Giemsa染色后显微镜下计数 

克隆(大于 16个细胞为 1个克隆)。按下式计算接种效率： 

接种效率 =(克隆数／接种细胞数)×100％。 

1．2．3 锚着独立性生长实验 用 LHC一8培养液配制 

0．7％琼脂糖，高压灭菌后到入培养皿 中，铺制底层，待凝固 

后备用。收获第 15代 BEAS一2B和 BEAS一2BNN 细胞与 

0．7％琼脂糖 1：1混匀，并加到0．7％琼脂糖凝胶上(细胞浓 

度为 1×10 ／St)，待上层琼脂糖凝固后，每mt；~H入 2ml LHC 

一 8培养液。于 37％、5％CO，、95％湿度条件下培养，每3天 

换液 1次，3周后镜下计数多于 50个细胞的克隆数，按下式 

计算克隆形成率 ：克隆形成率 =(克隆数／接种细胞数)× 

1000％c。 

1．2．4 电镜 取指数生长的第 20代 BEAS一2B和 BEAS一 

2B 细胞(约 6×10 个细胞 )，常规消化离心后 ，转入 EP 

管 ，PBS洗涤离心 10～15min，2000r／min，弃上清，缓慢加入 

4℃4％戊二醛固定 2h。4℃PBS洗涤离心 1次，转入4℃四 

氧化锇固定2h；依次于50％ 、70％、9o％ 、100％丙酮中脱水， 

各 15min；环氧树脂 618 包埋；半薄切片，1％次甲基蓝 一天 

青Ⅱ染色，光学显微镜定位，再制备超薄切片；醋酸双氧铀和 

枸橼酸铅双重染色，各 30min，去二氧化碳蒸馏水浸洗，滤纸 

吸干；透射电子显微镜下观察、照相。 

1．2．5 裸鼠成瘤试验 收获第 25代 BEAS一2B和 BEAS一 

2B 细胞 ，无血清培养液离心洗涤 2次，计数活细胞 ，调整 

细胞数，将细胞悬浮于 PBS中，备用。10只健康雄性裸 鼠， 

随机分 2组。用带 6号针头的注射器抽取适量瘤细胞悬液 

接种于裸鼠的腋下或背部皮肤，每个接种部位注射 0．2ml， 

含活细胞数约 1×10 个。观察 4个月内裸鼠成瘤情况，并 

对生长的肿块进行常规病理组织学检查。 

1．2．6 细胞染色体标本的制备 

收获细胞前加秋水仙素至终浓度为 0．1 g／ml，摇匀 ， 

37℃、5％CO 培养箱培养 3～4h；0．05％胰蛋白酶(含0．01％ 

EDTA)消化，1000rpm离心 8～lOmin，弃上清 ，收获细胞；加 

入预热 0．75mol／L KC1 6—8ml吹打匀，37℃低渗处理 15— 

18min；加固定液2ml，混匀，lO00r／min离心8～lOmin，弃上 

清；加入固定液 6～8ml，混匀，过夜，1000 r／min离心 8～ 

10min，弃上清，重复固定 1次；加数滴 固定液，吹打混匀成 

细胞悬液，滴 1—2滴于冰载波片上，吹散，酒精灯烤干；Gi— 

emsa染色 5～10min，自来水冲洗，凉干。 

1．2．7 镜检分析方法 在低倍镜下(10×10倍)选择染色 

体分散 良好 ，长短适宜，着色均匀的中期分裂相。油镜下(10 

×100倍)，每代细胞观察100个中期分裂细胞，计数染色体 

及结构畸变数目。 

1．3 统计学方法 

采用 S~SIO．0统计软件进行 x 检验，P < 

0．05为差别有显著性意义；P <0．01为差别具有极 

显著性意义。 

2 结 果 
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清促 旁化作用 曲抗性 嚏应 

由订l⋯清条件 l~l幕5 f℃l{F̂ 2l{细化 K 

明 受刊抑制(P (O 0I J l{E 2l{、、 细肚接种 
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2 3 第 l 5代 BEAS 2B和 IIEAS 211、 细胞鞴 青 

拙立性 生长能力 

】5代 BEAS 2 J 圳胞儿下 、能n-’ 体琼 

瞻- 生长．电隆形成率№低 地 5锵若诎屯性， KT电 

JJ搬埘 而筇 I5代 l! ̂  2n 卦盯胞 ：半固体琼 

啮 1 ，1 K．1 降懵啦；年 【1 650％c左古 髓Ⅲ】j 有协 

持独 立性生 K能 见 点2．圈 2 

图2 第1 代BEAS 2̈1、 细胞的软琼脂克隆f x埘 

表2 第 l5代 一2 和 BE~,S一2B、In细跑 

在半固体琼脂中克隆形成章 

2 4 第20代 l I,IAS一2I{和 BEAS一2f{ 细盹的超 

糙 结轴 

第20代 BFAS 2B 他的纽llj忸核辕 =̂． J中 

央 卯圆肜：梭瑚采集少量开 包质．杜 有大畦细 

而分敞 离 乜压； 仁较小或无核f一：心浆山细胞 

器较多．绽牡体轻腰肿胀 术虬明艟的转化特性 

『 第2()代 BEAS一2B 胞I r"J细胞核大，核形态不 

M刚 性内 _ 化，常 色质 f商 梭 旧丑 

肥人、边 ，丌】 阿 十矗f：胞 细胞器较少：lJ见 

线 悱 丧明细胞 l̈鲶恶性转化．地骨r怂性 

}}桩 j纠3～6 

．．． 
。 一 声 ‘一 r‘ ，． · ． 

图4 第 l】代 EA 一2B细胞超撖结构f x 8000 

2 5 裸鼠成瘤性 

一 

J【 ～．。．、 ．! 一 
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图5 第 代 l̈ ̂_ h细胞超微结构f j5⋯) 图
7 槔 鼠肿 瘤组 织 学图 片(H 鎏色 x 40 

图6 第2O代 I ～E一11‘、 h细胞超髓结构c× x)j 

第25代 BEAS 2Ij和n AS 2‰ K细胞接种 

裸鼠后．BEAS一2B 【求见有1J|l1捕形成(0／4j BE— 

As一2B 第 3个 月末 秕祭到 2 Jl徘 鼠肿增 形 

成(2／5)．第41、J1求观察到仃4只裸鼠肿螭)1j成 

(4／5)．刑 喃最 大 【】7̈ T1×0 7cm 最小 0 2cm x 

0 2一r， (1矧7) 痫埋 H均为岛分化鳞形细胞癌 

(I～Ⅱ缎)．其包脞 清， 组织边缘打 多腙腔， 

且有浸 润性 ( 8) 

圈 8 I]EAS一2l}细胞 (2n=46)( j } 

2 6 染色体数 目变化 

BEAS一2R ．俯 体细胞 l 细咆 数 9I％ ～ 

97％．传代斤桉 搜染包俸龇目稳定 不㈨代数的 

BEAS～2 、 细胞逐断失去正常梭 ．随荷传代状 

数增nⅡ， 借体细胞从83％递减至54％ 肄倍体及 

多倍体细胞旱递增趋势，较 BEAS一2B绀明显增高 

旃25代BEAS 2B、 k细胞可见内复制 象，l‘1细胞 

数的 3％ 3 

表3 各代 REAS 21]、III'：AS一2 细胞染色体数目分布 
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表4 各代 IlEAl,一211、BE&S一2B 细胞染色体结构畸变 
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： 戕 世粒； ：二扑世l垃 ：尤植批粒断H 3 讨 论 
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NNK是已知化学结构的七种烟草特异性亚硝 

胺类化合物中的一种，它在烟草中含量最高，致癌 

性强，可诱发大鼠、小鼠和地鼠等动物的多种肿瘤 

发生，尤其以肺癌更为显著 。支气管上皮细胞 

是 NNK代谢活化的主要场所，也是肺癌发生的主 

要来源。因此支气管上皮细胞是体外研究 NNK致 

肺癌机理的重要靶细胞。近年来，国内外先后建立 

了SV一40、HPV一16、HPV一18永生化的多种人类 

支气管上皮细胞系。本研究所用 BEAS一2B细胞来 

自于正常人支气管上皮细胞，经腺病毒 12／SV40杂 

交病毒感染，连续传代筛选而永生化。细胞株含 

SV40 DNA，表达T抗原，但不含腺病毒 DNA。建株 

时裸鼠体内成瘤实验未见致瘤性 ’⋯ 。 

NNK诱发肺癌是一多步骤的发展过程，在烟草 

致癌物等各种环境致癌因素作用下，支气管上皮细 

胞增殖／鳞状化生过程的控制异常被认为是肺鳞癌 

多阶段发生过程中的重要步骤。本研究通过观察 

BEAS～2B 细胞恶性转化过程中生物学特征的动 

态变化，发现其对血清促分化作用的抗性反应增强， 

说明该细胞已经具有细胞恶性转化早期生物学行 

为；随着传代次数的增加，第 l5代软琼脂克隆形成 

率显著提高，说明转化细胞已初步表现出其恶性表 

型，与Langenfeld⋯ 的研究结果一致；第 20代细胞 

超微结构出现明显异型性，第25代细胞在接种裸鼠 

后可导致鳞癌的发生(4／5)，表明细胞已经恶变。 

至此本研究已成功建立 BEAS一2B细胞恶性转化模 

型，为进一步探讨肺癌发生的机制、尤其是吸烟致肺 

癌发生的机制提供了理想的生物模型。 

BEAS一2B细胞具有较为稳定的细胞遗传特 

性，在传代过程中保持了稳定的染色体众数。二倍 

体细胞保持在91％ ～97％，亚二倍体和超二倍体细 

胞比例低于 8％，四倍体细胞比例稳定于 1％ ～3％ 

之间。与袁素波等  ̈的研究结果基本一致。肿瘤 

细胞的染色体数目变化非常复杂，最常见的染色体 

数目异常是非整倍性和多倍体。楼铁柱等  ̈在运 

用 o【离子诱发人支气管上皮细胞(BEP2D)恶性转 

化过程中发现，随着传代次数增加，转化细胞具有向 

非整倍体和多倍体发展的趋势。本研究中第 5代 

BEAS一2B 细胞染色体数 目为近二倍体，同时存 

在一定比例的亚二倍体、超二倍体及多倍体，并且随 

着传代次数增加其所占比例也逐渐增高，转化细胞 

非整倍体从 10％升至26％，多倍体高达20％，而二 

倍体所占比例则从 84％降至 54％。NNK作用后 

BEAS一2B细胞染色体数 目在长时间内仍然不断变 

化，表明在细胞转化过程中存在染色体和基因组的 

不稳定，原因可能是由于 NNK导致了非致死性的不 

稳定染色体区域的形成，这些区域发生变化有一定 

的潜伏期时间，并可以通过传代传递给后代细胞， 

从而在后代细胞中表现出染色体的不稳定性，其机 

理可能是致癌物质的致癌作用使机体细胞产生癌前 

异倍体，异倍体的不平衡分裂导致了核型的不断变 

化 1 。BEAS一2B 细胞非整倍体和多倍体比例 

在细胞恶性转化早期较 BEAS一2B细胞稍有增高， 

并随着细胞恶性转化而呈进行性发展，提示染色体 

异倍性和多倍性在 NNK诱发 BEAS一2B细胞恶性 

转化过程中可能属早期事件。研究还发现第 25代 

BEAS一2B 细胞可见占细胞总数 3％的内复制现 

象。内复制是细胞两次分裂之间染色体两次或多次 

复制所致，被认为可能是大多数肿瘤细胞核异常增 

大和染色体多倍化的原因。 

染色体结构畸变包括稳定性畸变和非稳定性畸 

变。稳定性畸变包括染色体的易位、缺失、重复等能 

传给子细胞的结构异常；非稳定性畸变指细胞分裂 

后不能传给子细胞的畸变，包括：双着丝粒、三着丝 

粒、无着丝粒断片、环状染色体等。有学者在环磷酰 

胺、噻替哌诱发 BEAS一2B细胞恶性转化过程中发 

现其存在偶见的非稳定性畸变，各代非稳定性畸变 

发生率为3％ ～5％，其原因是 SV40病毒永生化的 

细胞存在随机性的染色体单体断裂及双着丝粒和染 

色体数 目的增加。认为 BEAS一2B细胞的非稳定性 

畸变与SV40病毒 DNA与细胞基因组的整合 ，SV40 

T抗原的表达以及细胞永生化的维持有关l1 。研 

究显示 BEAS一2B细胞各代结构畸变发生率为 2％ 
～ 4％，略低于相关报道。除第5代 BEAS一2B 细 

胞结构畸变总频率(11％)明显高于 BEAS一2B细 

胞外，其余各代细胞的结构畸变与 BEAS一2B细胞 

相近，考虑这些染色体结构畸变是 BEAS一2B细胞 

在 SV40病毒永生化过程中所携带的本底标志。极 

早期细胞结构畸变明显增高，可能是 NNK等致癌物 

引起部分染色体断裂，导致染色体缺失、重排，易位 

等畸变。非稳定性畸变作为非平衡的互换畸变，对 

细胞具有较强的致死效应，因此其发生频率随细胞 

的传代次数的增加而逐渐减少。 

综上所述，染色体的异倍性和多倍性在 NNK诱 

发 BEAS一2B细胞恶性转化过程中可能属早期事 

件，有望成为吸烟高危人群罹患肺癌及普查的预警 
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指标之一。 
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