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小鼠囊胚与肿瘤细胞共培养时的生长行为观察
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提 要
:
目的 观察小鼠囊胚与肿瘤细胞共培养时的生长行为

。

方法 应用胚胎与肿瘤细胞在体外共培养体系
,

观察小鼠囊

胚与肿瘤细胞共培养时生长行为 结果 人肺癌细胞株 5A 49 对囊胚体外脱带
、

贴附及扩展的能力无显著性影响
。

结论 在体外

小鼠囊胚同人肺癌细胞株 A 54 9 间的粘附与扩展无明显的种属特异性
,

并与相作用的细胞的分化水平无关
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从发生学角度来看
,

肿瘤细胞和胚胎细胞在细胞

的增殖
、

生长和分化等方面都有许多共同特点
,

尤其是

它们都具有惊人的分裂和受原癌基因调控的能力
,

同

时在肿瘤侵袭与胚胎着床过程中也有着近似的侵人方

式及相关酶解蛋白分子的参与
。

所以从胚胎植人的角

度来研究肿瘤细胞的侵袭机制将能够更好的理解肿瘤

转移的发生与失控
。

自 80 年代以来已有许多研究证

明人和哺乳动物胚胎与体细胞共培养可以促进胚胎的

体外发育和着床
,

其中肿瘤细胞作为饲养层细胞来提

高胚胎卵裂率及囊胚的形成率也是所选择的体细胞之

一
`」 。

本研究将脱带后的囊胚在未经处理的生长旺盛

的肿瘤细胞上培养
,

并观察其贴附
、

扩展的变化
,

这在

国内外还是首次报道
。

本研究 旨在建立小 鼠囊胚与人肺癌上皮细胞株

5A 49 共培养体系
,

证明小鼠囊胚在肿瘤细胞上贴附与

扩展的可能性
,

从全新的视角观察比较小 鼠囊胚与肿

瘤细胞相互作用的生物学行为的变化
,

解释胚胎与肿

瘤细胞之间的联系
,

并探讨发生变化的可能机制
。

其

意义在于可以提供一个体外正常组织侵袭肿瘤细胞的

极简明的模型
,

研究的结果一方面可以补充细胞间相互

作用的理论
,

另一方面可能补充胚胎着床和肿瘤发生的

机制
,

从而进一步促进两门学科的交叉
、

渗透与发展
,

对

生物学基础理论研究具有重要意义及其应用前景
。
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1 材料和方法

1
.

1 实验动物

小鼠选取 6 一 8 周龄昆白系小鼠
,

采集胚胎
。

小 鼠由重庆

医科大学实验动物中心提供
。

雌 鼠体重 20
一
35 9

,

雌雄按 l : l

合笼
,

自然交配
,

次日晨发现有阴栓者为妊娠第 1天 ( D
;
)孕鼠

。

1
.

2 主要设备和试剂

l
一

2
.

1 主要设备 二氧化碳孵箱 ( hS el
~

1` d
》
T C 2323

,

美国 )
、

Ol yrn uP
S

高级倒置显微镜 (以 7。 ,

日本 )
。

1 2
.

2 试剂 Ham
’ 。

F
12
和 DM EM 培养基 ( iS g l la

)
、

胎牛血清

( G I B CO )
。

1
.

3 实验方 法

1
.

3
.

1 月中瘤细胞的培养 人肺癌细胞株 A5 4 9 由本实验室

提供
,

于共培养前 Z d 冻融
,

置于预先放置有盖玻片的 6 孔板中

培养至 80 % 融合后
,

换无血清培养液培养待实验
1

.

3
.

2 囊胚的获得与种植 取妊娠 从 小鼠于下午 3
:

oo
-

4 : (刀脱颈处死
,

剪取双侧子宫角
,

吸取 F ,: :
DM E M ( 1

:
l) 培养液用

4 号针头从输卵管端冲洗子宫腔
。

在倒置显微镜下挑选发育良

好的囊胚
,

置于有肿瘤细胞铺底的 6 孔培养板中共培养
。

1
.

3
.

3 培养条件 F
: 2 : D M EM ( l

:
l)

,

另加 20 % 胎牛血清
,

州
值 7

.

4
,

5% Cq
,

37
“

C
,

相对湿度 100 %

1 3
.

4 观察拍照 放置有囊胚的培养板静止 24 h 后
,

观察

并记录囊胚脱带
、

贴附
、

扩展生长情况
,

并在 ol yn 甲u s

高级倒置

显微镜下拍照
。

同时计算培养 72 h 囊胚的脱带率
、

贴附率
、

及

滋养层细胞扩展率
二

2 结果

2
_

1 小鼠囊胚与肿瘤细胞共培养体 系

在小鼠囊胚与人肺癌细胞株 A549 共培养体系中
,

未经任
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目的
。

因此将脱带后的小鼠胚胎与未经处理的肿瘤细

胞共培养
,

使其直接接触是本研究的创新点
。

sI ih aw at 等
组’

一

将 10 种人类肿瘤细胞株作为饲养层

细胞
,

与着床前各期的受精卵共培养
,

并比较受精卵的

生长发育情况
。

结果提示
,

促进囊胚发育最好的细胞

株为来源于人类子宫颈的鳞状细胞癌细胞株 SK G
一

11
。

eB
n 一

hC et irt 等
2 〕

应用卵巢上皮癌细胞作为营养细胞
,

与

人胚一起共培养
,

在受精后第 5 天
,

共培养组 68 % 的

囊胚发育到桑套胚
,

而对照组仅 34 %
。

这主要是在培

养环境中存在某些对胚胎有利的营养因子及促胚胎发

育成分
3
」 ,

特别是卵巢上皮细胞癌分泌的集落刺激因

子
,

表皮生长因子
、

转生长因子
、

血小板衍生生长因子
、

白细胞介素
一

1 及人着床前胚胎 EGF
一

R 等
。

oG
s h en

等
风」

将绒毛膜癌细胞与人正常的滋养层细胞共培养
,

发现绒癌细胞吸引滋养层细胞
,

伸出伪足吞食并形成

慢性生长的克隆
,

在这一过程中
,

形成了一种杂交细

胞
,

这种细胞与细胞之间的相互作用正是在体滋养层

细胞形成胎盘的过程
。

这些实验都表明将性质不同的

细胞共培养的形态学变化是研究细胞内在规律的可能

方向之一
。

我们所建立的脱带后的囊胚与肿瘤细胞的共培养

体系是将欲测细胞共置于统一的生长环境中
,

旨在了

解相互都是动态的具有侵袭能力的不同来源的细胞之

间相互作用的方式
。

重点在于研究两种细胞接触后局

部产生的生物学行为的变化
。

实验中选择人肺癌上皮

细胞株 5A 49 是因为考虑选择胚层来源不同及异种细

胞作为实验的对象
。

通过本实验的初步研究观察发

现
,

脱带后囊胚的贴附与无细胞培养体系相比
,

无明显

时间与形态上的差异
。

虽然贴附开始是发生在肿瘤细

胞的表面
,

但经过 24 h 的继续培养
,

囊胚将
“

植入
”

进

肿瘤细胞的中间
,

进而推开底层细胞直接贴附并扩展

在培养板上
。

这种现象与小鼠囊胚在小鼠子宫上皮细

胞作为饲养层细胞上生长行为相一致困
。

故本实验提

示囊胚在除母体子宫内膜外还可能和其他细胞相 粘

附
,

并有滋养层细胞的外延生长
,

说明胚胎与子宫上皮

细胞间的贴附同其他细胞间的粘附机制有某些相似

性
,

并且说明小 鼠囊胚体外的贴附与扩展与相作用的

细胞的分化水平无关
。

本实验模型的建立使不同细胞

间相互作用关系的比较性研究成为可能
。

在培养的 4 一 s d 以后囊胚的滋养层细胞继续扩

展
,

并全部平铺于培养板上
,

形成一透明的膜状结构
,

肿瘤细胞在囊胚的周围形成一隆起的细胞界限
。

可能

的原因是
: ①肿瘤细胞的粘附性较低

,

在滋养层细胞运

动的作用下
,

将接触的肿瘤细胞从培养板上推起
,

而形

成隆起的细胞结构
。

②在滋养层细胞所分泌的基质金

属蛋白酶的水解下将肿瘤细胞的粘附性伪足从培养板

上消化起来
,

而形成细胞的界限
。

③作为具有侵润性

的滋养层细胞是否通过某种机制诱导了接触的肿瘤细

胞的凋亡? 对于共培养体系中肿瘤细胞出现接触抑制

的机制将是本实验室下一步研究的重点
。
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胰管和胰腺细胞损伤程度不同
。

本研究结果表明
,

杂种狗用于

制备急性胰腺炎两种动物模型十分理想 ;而且本方法优于传统

的分离主胰管后结扎胰管或插管
,

不易引起创伤性胰腺炎
,

易

于控制实验条件
,

又能根据研究需要复制急性水肿型或出血坏

死型胰腺炎模型并进行研究
。

用于制备急性胰腺炎动物模型 的试剂和药品种类较多
。

我们选用牛磺胆酸钠和胰蛋白酶
。

牛磺胆酸钠是一种细胞毒

性物质
,

其诱导胰腺损伤是浓度依赖性的 ; 牛磺胆酸钠诱导急

性胰腺炎的机制尚未完全阐明
「̀ 。

本实验血清淀粉酶和病理

学变化结果表明
,

我们应用牛磺胆酸钠和胰蛋白酶制备杂种狗

两类急性胰腺炎模型是可靠的
。

关键词
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