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提 要 应用 1『 ’ m ol / L 全反式维甲酸 ( R A )诱导人肺腺痛细胞系 G L C
一

82
,

观察到
:

①细胞体外生长速

度减慢
、

堆亚性生长消失
、

胞浆内出现空泡
、

细胞逐渐衰老和死亡 . ②双层软琼脂中细胞集落形成受到明显抑

制
;

③细胞 D N A 合成能力降低
;

④细胞周期出现向 G l

/G 。

期移行的特征性动力学改变
,

⑤细胞分化和凋亡的

效应器因子
一

谷氨酞胺转移酶 ( T G as e) 基 因早期即被激活并持续表达
.

研究结果表明
,

R A 通过激活人肺腺癌

细胞 G L C
一

82 分化相关基因表达进而启动细胞分化
.

关键词 诱导分化
.
人肺腺癌细胞系

;
维甲酸

中图法分类号 R 7 3 4
.

2 0 5

肿瘤的分化治疗和基因治疗是肿瘤生物学和肿瘤

l在床治疗学研究的新领域
,

前者是应用化学药物诱导

肿瘤细胞分化成正常或接近正常的细胞
,

后者是以遗

传工程手段来修复
、

替代或补充肿瘤细胞 中受损伤或

缺失的基因
。

分化治疗和基因治疗都是通过矫正肿瘤

细胞生长与分化调控的异常达到肿瘤治疗的 目的
。

全反式维甲酸 ( a l l
一

t r a n s 一 r e t i n o i e a e id
,

R A )是迄

今研究最为深入
、

作用最强的分化诱导剂之一
,

可以诱

导 多种肿瘤细胞分化
、

逆转多种肿瘤细胞的恶性 表

型 lj[
,

体 内
、

外研究还发现
,

R A 可以预防和逆转支气

管上皮鳞状化生 2j[
.

在本实验中用 1 --0
5

m ol / L 全反式维 甲酸诱导人

肺腺 癌细胞系 G L C
一

82
,

观察了 R A 对细胞基因表达

和恶性生长状态的影响
。

材料与方法

1
.

1 材料

人肺腺癌细胞系 G L C
一

82 由昆明医学院引入
。

P R M I 1 6 4 。

培养基
、

异硫氰酸肛购自美国 G IBC O B R L 公司
。

全反式维甲

酸 ( R A )
、

二 甲亚矾 ( D M S O )为美国 S ig m a
公司 产品

。 ’
H

一
T d R

由中国科学院原子能研究院提供
. Q 一 , ,

P
一

d C T P ( > 3。。 0 拼ic /

m m
o

l
,

1 0 拜C i今 1)和
z e t a 一 p r o

b
e
尼龙膜分别购 自美国 N E N 公

司和 B io 一

R a d 公司
。

人 内皮组织谷氨酞胺转移酶 ( t r a n s g l
u t a m i

-

n a s e ,
T G a s e )由 T

e x a s

大学 P
e t e r J A D

a v ie s
教授惠赠

。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 细胞培养及 R A 诱导 于 80 m l 培养瓶中接种 s x

1 0
`

细胞
,

加入 s m l R P M I
一

1 6 4 0 培养液 (含 1 0 % 小牛血清
、

1 0 0

u
/ m l 青

、

链霉素 )于 37 ℃
、

5 % C O
Z

条件下培养传代
。

R A 于使用

前溶于少量 D M S O
,

用小牛血清稀释至 l 。
’ 3

m ol / L
。

细胞培养

液中
,

R A 终浓度为 1 --0
’

m ol / L
,

每 日换液
。

未处理 细胞培养液

中仅含相应量 ( 0
.

0 2 % )的 D M s O
。

1
.

2
.

2 生长速度测定
、

裸 鼠异体接种和软琼脂集落形成试验

采用本实验室常规方法
。

1
.

2
.

3
’
H

一
T d R 掺入试验 采用文献 [ 3」的方法

。

1
.

2
.

4 细胞周期分析
一

流式细胞光度术 收获经 R A 诱导

不同时间的细胞
,

1 % T V 消化分散
,

R N as e
处理

,

95 % 乙醇于

4℃ 固定 4 h 以上
.

用碘化丙吮 ( PI )和 S R 10 1工作液染色
,

混匀

后过 尼龙网
,
E P L S

一 r
型流式细胞仪作 D N A 单参数分析

,

每个

样 品测定 2 0 0。 个细胞
,

测得数据自动贮存于计算机
,

采用仪器

程序用最小二乘法拟合曲线及直线分割法计算各期细胞 比例
.

1
.

2
.

5 。 D N A 探针标记 带有 T G
a s e 。 D N A 和人 T u

b
u

li
n

c
D N A 重组质粒的细菌 以 L B 培养基扩增后

,

T irt
o n 一

溶菌酶法

裂解
,

C s
CI 密度梯度离心

,

分离纯化的质粒 D N A 用限制性内

切酶酶解
、

电泳分离
、

回收 目的片段
。

随机引物法制备 ” P 标记

的 T G a s e
和 T u

b
u

l in c D N A 探针
。

1
.

2
.

6 R N A 提取与 N or t he nr 印迹杂交 异硫氰酸肌小量

快速提取细胞总 R N A
,

取未处理及 R A 处理 (0
.

5
、

1 ~ 7 d) 细胞

的总 R N A 各 30 拜 g
,

10 %琼脂糖甲醛变性凝胶电泳分离
、

毛细

管法吸印转移
。

杂交按 ez t a 一

rP ob
e
尼龙膜要求条件进行

。

与

T G
a s e e D N A 杂交过的膜

,

脱探针后再与人 T u
b

u l in e D N A 探

针杂交
。

2 结果

2
.

1 R A 对 G L C
一

82 细胞体外生长状态的影响

G L C
一

8 2 细胞呈多边棱形
,

倍增时间约为 48 h
,

接种裸 鼠后

第 8 天即出现瘤体
,

肿瘤呈结节状浸润生长
。

R A 处理后
,

细胞

生长速度减缓
,

根据细胞生长抑制率公式 G l % 一 (l 一 N
.

/ N
。

)

国家 8 6 3 高科技发展计划和世界实验室资助项 目

中国医学科学院肿瘤研 究所 北京
,
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瘤的去恶化
,

最终应以体内生长和转移受到控制为标

准
,

在体外培养条件下
,

细胞生长抑制和锚泊不依赖性

生长恶性特征的消失
,

可以代表肿瘤细胞的去恶化表

现
。

众多资料表明
,

细胞的增殖与分化呈负相关图
,

细

胞分裂
、

增殖速度减慢常常是细胞分化的结果
。

我们用

1 0一 ’
m ol / L R A 连续诱导 G L C

一

82 细胞
,

细胞生长抑

制逐渐加深
,

没有看到急剧的形态破坏和明显的细胞

死亡
,

说明 10
一 ’

m ol / L R A 对 G L C
一

82 细胞的作用是

非细胞毒介导的生长抑制效应
.

细胞生长的密度调节

与瘤细胞恶性行为之间关系密切 [’] ,

相差显微镜下见

到
,

在 R A 持续诱导下
,

G L C
一

82 细胞逐渐伸展
,

由棱

柱型变得扁平
,

堆叠性生长状态消失
,

表明细胞恢复了

生长的接触抑制特性
。

肿瘤细胞的锚泊非依赖性生长

( A n c h o r a g e i n d e p e n d e n t g r o w t h ) 特性是癌细胞 区别

于正常细胞的重要标志
,

它与肿瘤在体内的生长状态

高度相关圈
.

实验观察到 G L C
一

82 细胞在生长减慢的

同时
,

基本上丧失了在双层软琼脂中形成集落的能力
,

表明 G L C
一

82 细胞在 R A 诱导下恶性程度 降低
,

出现

了分化细胞的特征
.

脱氧胸腺吻睫核昔是 D N A 合成

的 前体
, ’

H
一

T d R 掺 入 可 以反 映 细胞 D N A 合成 速

率
「6] ,

实验观察到
,

在 R A 诱导第 6 天时
,

G L C
一

82 细

胞
3
H

一

T d R 掺入率下降了 60 %
,

表 明 G L C
一

82 细胞的

D N A 合成能力降低
。

肿瘤细胞的细胞周期动力学特点

是细胞群体主体分布于 D N A 合成活跃的 S 期
,

而分

化细胞群体分布于 D N A 合成静止的 G l

/ G 。 。

流式细胞

光度术检测结果表明
,

R A 诱导下的 G L C
一

82 细胞出

现分化细胞特有的周期分布
:

R A 诱导第 5 天
,

G
l

/ G
。

期细胞由诱导前的 36
.

6 %增至 72
.

4 %
,

而 S 期细胞 由

58
.

5 %减少为 21
.

1 %
,

R A 作用下的 G L C
一

82 细胞所

呈现 出的 G
:

期延滞和 G
, 一

S 期转换的抑制
,

是处于分

化过程中的细胞所具有的共同特征川
。

谷氨酞胺转移

酶 ( T G a s e )是一种 C a ’ 十
依赖性的具有催化蛋 白交联和

多胺与蛋白结合的酶
。

近年来
,

因发现在正常和病理过

程中 T G a s e 作为细胞分化和凋亡 ( a p o p t o s i s )的效应

器分子 ( e f f e e t o r m o le 。 u l e )的作用而备受关注
〔日〕 ,

更有

人将其视作后选的抑癌基因而加以研究
。

T G a s e 还可

以作为 R A 抑制肿瘤细胞增殖
、

诱导肿瘤细胞分化的

指标 .3[
.

实验观察到 R A 诱导的 G L C
一

82 细胞在生长

状态
、

恶性转化能力
、

D N A 合成速率及细胞周期移行

等表型特征改变的同时
,

T G o se 基因早期
、

持续表达
,

表明 T G as e 基因激活是 R A 启动 G L C
一

82 细胞分化

的早期事件
,

提示 T G a s e 基因是与 G L C
一

82 细胞分化

相关的基因或促分化基因
。

细胞分化是一个级联式的

连续过程
,

有许多基因参与
,

本实验也证明了 R A 可激

活人肺腺癌细胞分化相关基因表达
,

这为进一步克隆

肺腺癌细胞促分化基因提供了线索和依据
.
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个案
_

与短篇

食管重建手术治疗食管化学灼伤

S u r g e r y o f r e b u i l d i n g o e s o P h a g u s f o r t h e t r e a t m e n t o f e s o P h a g e a l c a u s t i e

b u r ll s

陈虎平 王 明荣 高景源 (第三军 医大学附属西南 医院心胸外科 ) 重庆
,

6 3。 。 3 8

我院 1 9 8 8年 6月至 1 9 9 3年 12 月共收治食管化学灼伤 36 例
。

其中碱性灼伤30 例
,

酸性灼伤 6例
。

伤后因食管疲痕性狭窄行食

管重建术 20 例
.

其中带蒂结肠旁路 移植术 n 例
,

术后发生吻合

口赓 6例
,

同时存在吻合口狭窄 5例
,

单纯吻合口狭窄 l例
。

食管

胃吻合术 9例
,

分两种术式
:

狭窄位于食管中或下段
,

经左胸后

外侧切 口切除病变食管
,

行食管胃胸内吻合5例
,

食管胃左颈部

吻合 1例
;
经上腹正 中切 口游离全 胃经胸骨后 至左颈部行胃食

管吻合 3例
。

术后发生吻合 口狭窄及颈部吻合口瘩各 1例
。

讨论

带蒂结肠旁路 移植术为食管灼伤后瘫痕狭窄病例行食管

重建较为常用的方法
。

其优点为手术创伤小
,

操作较为简单
,

但

其术后并发症较为突出 l[J
。

本组半数以上病例发生不同程度的

吻合 口狭窄及瘩
,

其原 因是多方面 的
。

除与术者技术水平有关

外
,

吻合口张力过大
,

移植结肠血供不 良
,

结肠 胃吻合部排空受

阻等均有影响
。

本组吻合 口痰与狭窄常同时存在或先后 出现
,

互为因果
。

大多数作者认为疲痕性食管与周围组织粘连紧密
,

切除时较为 困难
,

具有造成大出血的可能川
,

故多主张采用旁

路术
。

本组 6例病变部位在中段或下段食管者
,

切除病变食管后

行胃食管吻合
,

术中切除病变食管并不十分困难
,

亦未增加术

中出血量
。

此法可切除疲痕化食管
,

从而 减少座痕癌发生的可

能性 川
。

采用胃旁路术
,

胃食管左颈部吻合
,

具有结肠旁路术的

优点
,

但避免了缺点
。

本组 3例均无并发症发生
。

我们认为此术

式具有较强的适应症
,

临床须进一步观察
。

本组 9例食管胃吻合

术
,

术后吻合 口狭窄及颈部吻合 口痰各 1例
,

明显低于结肠旁

路术
。

关键词 食管灼伤
;
狭窄

;
外科处理

中图法分类号 R 65 5
.
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