
甲基硝基亚硝基胍诱导人胃粘膜上皮细胞恶性转化的观察
 

刘　卫  　 房殿春　 梁后杰　 刘为纹　　 (第三军医大学附属西南医院消化内科 )重庆 , 630038

　　提　要　对甲基硝基亚硝基胍 ( MNNG)在诱发体外培养的人胃粘膜上皮细胞恶性转化中的作用进行了

观察 ,结果发现 , MNN G处理组各时相胃粘膜上皮细胞的增殖速率 ,非程序 DNA合成水平 ,脂质过氧化物和

ra s p21蛋白含量均显著高于对照组 ( P < 0. 05～ 0. 01)。结果提示 , MNN G可诱发胃粘膜上皮细胞恶性转化 ,

其作用机理可能是通过损伤细胞 DNA,诱发脂质过氧化或导致 r as p21异常表达所致。
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　　甲基硝基亚硝基胍 ( N-methyl-N′-nit ro-N-ni-

trosoguanidine, MNNG)是一种不依赖于酶的代谢而

直接作用于胃肠道粘膜上皮 ,引起癌变的活性致癌剂 ,

可诱发大鼠及犬实验性胃癌
[1, 2 ]
。本文对 MNNG在诱

发体外培养的人胃粘膜上皮细胞 ( GEC)恶性转化中

的作用进行了初步研究。

1　材料和方法

1. 1　实验设计
　　胃粘膜上皮细胞分离、培养、鉴定的方法和步骤见文献

[ 3]。本实验分为 MNN G( Sigma公司 )处理组和对照组。取第二

代培养 24 h后的胃粘膜上皮细胞 ,对照组不作任何处理 ,处理

组加 MNNG培养 40 d,观察培养过程中两组细胞各项指标的

变化。

1. 2　检测与方法
1. 2. 1　非程序 DNA合成 ( Unscheduled DNA synthesis, UDS)

测定　　取第二代培养 24 h细胞 10瓶 ,换含 1%胎牛血清的

DM EM-F12培养液 ,加入羟基脲 ( Sigma公司 )和 3 H-Td R(中国

原子能研究所 ) ,其在培养液中终浓度分别为 5 mmol / L及 5

μCi /ml。任选 5瓶细胞加入 M NN G( 10- 5 mo l /L ) ,另 5瓶不作处

理。37℃继续培养 4 h。培养细胞用生理盐水洗 3次 ,胰酶消化 ,

10%三氯醋酸处理 ,将细胞收集于玻璃纤维滤纸片上 ( 49型 ,上

海红光造纸厂产品 ) ,无水乙醇脱水 ,烤干 ,置闪烁液中 ,于 FJ-

2115自动液体闪烁计数仪中测定每 106个细胞的 cpm均值 ,即

为 UDS水平。

1. 2. 2　脂质过氧化物 ( LPO )测定　　采用硫代巴比妥酸比色

法。将细胞接种于培养瓶 ( 1× 105 /瓶 ) , MNNG处理后 ,每组取

培养第 1、 5、 10、 20、 30、 40天细胞 ,匀浆提取蛋白质 , L ow ry′s法

蛋白定量。用丙二醛 ( M DA )测定试剂盒 (南京建成生物工程研

究所提供 )测定 MDA,方法按说明书进行。计算 LPO公式

如下:

　　 　全军“八五”攻关项目

　  　解放军 105医院　合肥 , 230000

　　细胞 LPO( nmo l /mg蛋白 ) =

　　
测定管吸光度 -测定对照管吸光度
标准管吸光度 -标准空白管吸光度

× 10÷ mg蛋白 /ml

1. 2. 3　细胞生长曲线　　将细胞以每瓶 2× 105的密度接种于

培养瓶内 ,次日起每天取 MNNG组及对照组细胞各 3瓶 ,消化

后制备细胞悬液 ,计数细胞 ,取平均值共计 5 d,绘制出生长曲

线 ,比较细胞生长速度。

1. 2. 4　软琼脂集落形成试验　　取培养第 30天的细胞悬液 0.

2 ml(含细胞 1000个 )与 0. 35%软琼脂 3 ml混匀后 ,注入含 0.

6%琼脂底层平皿 ,置 CO2孵箱中培养 10 d,取出计数集落形成

个数。

1. 2. 5　培养细胞的光镜及电镜观察　　细胞培养过程中 ,在

倒置显微镜下观察各组细胞生长情况 ,并于培养第 40天收集细

胞 , 3%戊二醛和 1%锇酸双重固定后 ,送电镜室制作透射电镜

切片 ,电镜观察细胞超微结构。

1. 2. 6　 r as p21酶联免疫吸附实验　　取实验与对照组第 10、

20、 30、 40天细胞 ,种入预先涂布多聚赖氨酸的 96孔板 ( 2× 104

个 /孔 ) ,离心弃上清 ,加入 0. 05%冷戊二醛 ( 100μl /孔 ) ,固定 10

min,再以 1%胎牛血清白蛋白 ( 200μl /孔 )室温中浸泡 1 h后 ,加

入 1 1000小鼠抗 ras p21蛋白抗体 50μl /孔 ,室温下作用 1 h ,生

理盐水洗 5次 ,加入二抗 -辣根过氧化物酶交联的兔抗小鼠 Ig G,

室温下作用 30 min后 ,再以生理盐水洗 5遍 ,以邻苯二胺 ( O PD)

底物显色 25 min,用 12. 5%硫酸 ( 50μl /孔 )终止反应 ,将染色标

本置 DG3022A酶联免疫检测仪 ,于波长 492 nm测其 A值。

1. 2. 7　癌基因 ras点突变分析　　分别取对照组和 MNNG

组第 10、 20、 30和 40天培养细胞少许 ,按文献 [ 4 ]提取基因组

DN A。

　　取约 1μg细胞 DN A,溶于 50μl PCR缓冲液 ( 10 mmol /L

T ris HCl, 50 mmo l /L KCl, 1. 5 mmol /L MgCl2 , 0. 2 mmol /L

dNTP, 1 mmol /L引物 , 1～ 3μ Taq DN A多聚酶 )中 , PCR扩增

仪 ( Pe rkin Elmer Ce tus)上操作: 94℃变性 40 s, 55℃复性 40 s,

72℃延伸 70 s, 35个循环后 72℃放置 10 min。每例取 5μl PCR
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产物 , 8%聚丙烯酰胺电泳 ,观察扩增效果。另取 10μl扩增产物

用相应内切酶 (美国 BPL公司产品 )酶切 , 8%聚丙烯酰胺电泳

分离 ,溴乙锭染色后紫外光下观察并照像。分析 r as基因点突变

的引物由北京大学生命科学中心合成。引物序列见表 1。

表 1　分析 ras基因突变的引物

Tab 1　 Primer sets used in analysing ras mutation

　 Priming
　 region

Prim er sequence Product (b p)
Res t rict ion

en zymes
Resul t analysis

　 H-ras-12 5′CAGGGCCCTCCTT GGCAGG3′ 170 Hpa /M SPI 　　 w ild　 66+ 56+ 48 bp

5′GTCGT AT TCGTCCACAAAATGG3′ 　　m utan t 122+ 48 bp

　 H-ras-61 5′ACGTGCCTGT TGGACATCCT3′ 95 Bs tN1 　　 w ild　 60+ 20+ 15 bp

5′CACACAGGAAGCCCTCCCCT3′ 　　m utan t 75+ 20 bp

　 K-ras12 5′ACTGAA TAT AAACT TGTGGT AGT TGGACCT3′ 157 Bs tN1 　　 w ild　 114+ 29+ 14 bp

5′TCAAAGAA TGGTCCTGGACC3′ 　　m utan t 143+ 14 bp

　 N-ras12 5′AACTGGT GGT GGT TGGACCA3′ 98 Bs tN1 　　 w ild　 79+ 19 bp

5′CTCTA TGGTGGGAT CAT AT TC3′ 　　m utan t 98 bp

1. 3　统计学处理
　　采用 t检验观察各组间差异的显著性。 P < 0. 05为差异显

著 , P < 0. 01为差异非常显著。

2　结果

2. 1　 MNNG对胃粘膜上皮细胞 UDS的影响

　　对照组 UDS水平为 70. 4± 12. 5 min- 1 ,而 MNNG组 UDS

水平为 183. 8± 20. 5 min- 1。经统计学处理 , MNNG组 UDS水

平显著高于对照组 ( P < 0. 01)。

2. 2　胃粘膜上皮细胞 LPO变化

　　 M NN G处理后第 1天胃粘膜上皮细胞 LPO含量即显著升

高 , 20 d达最高值 ,此后开始下降 ,第 1～ 30天细胞各时相点

LPO水平均显著高于对照组 ( P < 0. 01) , 40 d时与对照组差

异不显著 ( P > 0. 05) (表 2)。

表 2　MNNG处理后不同时间胃粘膜上皮细胞 LPO含量变化 (mmol /mg蛋白 ) ( x-± s )

Tab 2　 Lipid peroxide contents at dif ferent time in GEC treated with MNNG (x-± s)

Time ( d)
Groups

1 5 10 20 30 40

Cont rol 3. 49± 0. 51　 3. 62± 0. 54　 3. 62± 0. 54　 3. 62± 0. 54　 3. 35± 0. 49　 3. 52± 0. 46

MNN G 5. 48± 0. 64* 5. 95± 0. 65* 6. 43± 0. 63* 7. 42± 0. 68* 5. 53± 0. 69* 4. 05± 0. 52

* : P < 0. 01 v s contro l

2. 3　细胞生长曲线
　　经 MNNG处理后的细胞 ,生长速度明显加快 ,培养第 5天

时的细胞计数为对照组的 2. 1倍 (图 1)。

图 1　MNNG组及对照组细胞生长曲线

Fig 1　 GEC growth curve of control and MNNG

treated groups

2. 4　软琼脂集落形成情况
　　 MNNG处理后 30 d细胞 ,经在软琼脂中培养 10 d出现集

落 ( 6. 2± 0. 84) ,而对照组细胞未见集落形成。

2. 5　细胞的光镜及电镜观察结果
　　与对照组相比 , MNNG处理后的细胞生长旺盛 ,于 30 d后

可见细胞排列紊乱 ,形态及大小不一 ,并出现复层生长 (图 2)。

培养第 40天细胞透射电镜观察见胞浆内核糖体丰富 ,细胞核

增大 ,核膜不规则、凹陷、核内常染色质丰富、核仁明显增大 ,并

可见假包涵体 (图 3)。

2. 6　 ras p21检测结果

　　经 MNNG处理后 ,胃粘膜上皮细胞 ras p21水平明显升

高 ,第 40天时达最高值 ,各时相点 ra s p21水平均显著高于对

照组 ( P < 0. 01) (表 3)。
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图 2　MNNG处理后细胞呈复层生长　 ( LM× 400)

Fig 2　 GEC grew into mult ilayers after treated with MNNG　 ( LM× 400)

图 3　转化细胞见核膜凹陷　 ( TEM× 10000)

Fig 3　Cave of nuclear membrane in the transformed cell　 ( TEM× 10000)

表 3　胃粘膜上皮细胞 ras p21含量变化 (A值 ) (x-± s )

Tab 3　 Contents of ras p21 in GEC treated with MNNG

(A value) ( x-± s)

Time ( d)
Groups

10 20 30 40

Cont rol 0. 58± 0. 07　 0. 52± 0. 08　 0. 53± 0. 08　 0. 51± 0. 07　

MNN G 0. 98± 0. 09* 1. 08± 0. 11* 1. 12± 0. 11* 1. 21± 0. 12*

* : P < 0. 01 v s contro l

2. 7　 ras基因点突变分析

　　 MNNG处理组和对照组细胞 DN A均能经 PCR有效扩

增 ,其产物经酶切 ,电泳分离 , Ha-ras基因第 12位和 61位密码

子、 K-ra s基因第 12位密码子及 N-ras基因第 12位密码子均

未发现有点突变。

3　讨论

　　 MNNG是较强的胃粘膜化学致癌物 ,可诱发实验

动物胃癌
[5 ]
。 我们观察了其对人胃上皮细胞体外恶性

转化作用 ,使用 10
- 5

mol /L MNNG一次性 24 h诱癌

后 ,细胞增殖速度明显加快 ,第 5天细胞数高于对照组

2. 1倍 ; 30 d时光镜观察见细胞形态大小不一、排列紊

乱 ,并出现复层生长 ,在软琼脂中有集落形成 ,提示细

胞失去接触抑制作用并具有了非贴壁生长能力 ,表明

MNNG处理 30 d后 ,细胞出现某些恶性表型。 30 d时

电镜观察 ,见细胞浆内核糖体丰富 ,细胞核增大 ,核膜

不规则、凹缩 ,核内常染色质丰富、核仁明显增大、可见

假包涵体 ,显示出细胞有增生性变化伴变性。以上实验

结果表明 , 10
- 5

mo l /L MNNG可使体外培养的胃上

皮细胞发生恶性转化。该方法的建立 ,为研究胃癌的发

生机理及预防提供了良好的模型。

　　正常情况下 ,细胞 DNA合成仅见于 S期 ,但当细

胞 DNA受到损伤进行修复时 ,其 DNA合成可发生在

整个细胞周期 ,那些发生于 S期以外的 DNA合成 ,谓

之非程序 DNA合成。测定 UDS是一种检测致突变因

子的可靠生物学方法。本文观察了 MNNG诱导胃粘

膜上皮细胞的 UDS,发现 MNNG组细胞 UDS水平显

著高于对照组 ,提示 MNNG可损伤细胞 DNA而致

突变。

　　 LPO是指活性氧与不饱和脂肪酸作用产生的丙

二醛等产物 ,它可致细胞 DNA、染色体损伤 ,参与肿瘤

的启动和促进过程。本研究发现 , MNN G处理细胞后 ,

细胞 LPO含量迅速上升 , 20 d时达最高值 , 30 d时开

始下降 ,但仍显著高于对照组 , 40 d时则与对照组差

异无显著性。 MNNG作用 30 d后 ,细胞才出现恶性表

型变化 ,恰是 LPO含量高峰期后 ,据此推测 MNNG

引起脂质过氧化作用可能是其致癌作用的又一机理。

30 d后 LPO降低可能是由于细胞不饱和脂肪酸减

少
[6 ]
,或细胞已转化为癌细胞 ,其脂质过氧化作用降低

所致。

　　点突变是 ras基因活化的重要方式。 业已证明 ,

ras族癌基因第 12、 13和 61位密码子突变可使其获得

转化细胞的能力 [7 , 8]。我国学者报道 ,胃癌 ras基因突

变率为 18. 25% ～ 41% [9, 10 ] ,国外报道突变率多在

10%以下
[11 ]
。本文分析了 MNNG诱癌 10、 20、 30及 40

d胃上皮细胞 Ha-ras基因 12位和 61位密码子、 K-ras
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基因 12位密码子、 N-ra s基因 12位密码子点突变情

况 ,结果未发现这些位点发生突变 ,提示 MNNG所致

胃上皮细胞恶变不是通过引起 ras基因突变来实现

的。 我们同时还测定了细胞 ras p21表达情况 ,发现

MNNG组细胞 ras p21含量升高非常显著 ,而足量的

ras p21能促进细胞转化
[1 ]。 由此推测 MNNG可能通

过启动其它活化机理引起 ras基因活化或通过直接诱

导 ras p21过量表达而引起胃上皮细胞恶变。

参考文献

1 So rbye H, Gislason H, Kv innsland S et al . Effect o f salt

on cell pr olifera tion and N-methy l-N′-nitr o-N-nitro soguani-

dine penet ration to pr olifera tion cells in th e fo restomach of

r ats. J Cance r Res Clin Oncol, 1994; 120( 4): 465

2 So rbye H, Ma rtmana M H, Svanes K et al . Gast ric carcino-

genesis in ra ts giv en hyper tonic salt a t diffe rent times befo re

a sing le do se o f N-methy l-N-nitr o-N-nitr osoguanidine. J

Cancer Res Clin Oncol, 1994; 120( 2): 159

3 刘　卫 ,房殿春 ,梁后杰等 .人胃粘膜上皮细胞分离、培养和

鉴定 .第三军医大学学报 , 1996; 18( 3): 255

4 Roger s BB, Alpe rt LC, Hine EA et al . Ana ly sis o f DNA in

fr esh and fixed tissue by the po lymerase chain reaction. Am

J Pa tho l, 1990; 136( 3): 541

5 Wa tanabe H, Takabashi T , Okamo to T et al . Effect of

sodium chlo ride and ethanol on stomach tumo rig enesis in

ACL ra ts tr ea ted with N-me thy l-N′-nitr o-N-niro soguani-

dine. A quantita tiv e mo rphometric appro ach. Jpn J Cancer

Res, 1992; 86( 5): 588

6 Takahashi M . Enhanced lipid pero xida tion in rat ga stric mu-

cosa caused by NaCl. Carcinogenesis, 1991; 12( 11): 2201

7 Froment O , Bo ivin S, Barbin A et al . Mutagenesis o f ras

pro to-oncogenes in rat liv er tumo rs induced by vinyl

chlo roide. Cancer Res, 1994; 54( 20): 5340

8 Yuan B, Henifo rd BW , Ackermann DW et al . Ha rvey ras

( H-ras) point mutations ar e induced by 4-Nit roquinoline-1-

oxide in murine o ral squamous epithelial cell car cinomas and

loss o f hete ro zygo sity occur without additional exposur e.

Cancer Res, 1994; 54( 20): 5301

9 Deng GR, Liu XH, Wang JR. Co rr elation of muta tion of

oncogene C-Ha-ras a t codon 12 with metastasis and surviv al

o f g astric cance r pa tients. Oncogene Res, 1994; 6( 1): 33

10房殿春 ,罗元辉 ,鲁　荣等 .胃癌组织 ras族基因突变与预后

的关系 .胃肠病学和肝病学杂志 , 1995; 4( 1): 32

11 Nanus DM , Kelsen DP, Mentle IR. Inf requent point muta-

tion o f ras oncogene in gastric cancers. Gast ro ente rolog y ,

1990; 98( 4): 955

(收稿: 1995-10-12;修回: 1995-05-10)

(编辑　冯崇英 )

Observation on malignant transformation of human gastric epithelial

cells induced with N-methyl-N′-nitro-N-nitrosoguanidine
Liu Wei , Fang Dianchun, Liang Houjie, Liu Weiw en ( Depar tment o f Gastr oenter olog y, Southw est Hospital, Third

M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 The induction of the ma lignant transfo rmation o f human gastric epithelial cells ( GEC) cul-

tured in vitro with N-methy l-N′-nitro-N-nitro soguanidine ( MNNG) w as observ ed. It w as found that the cell

pro liferativ e ra te, the lev el o f unscheduled DN A synthesis, the contents of lipid pero xida tion pr oducts

( LPO) and the concentra tions of ras p21 in the GEC a t va rious phases in the g roup tr eated with MNNG w ere

significantly higher than tho se in the no rmal contr ol ( P < 0. 01) . Our finding s suggest that MNN G can in-

duce the malignant tr ansfo rma tion o f GEC through damaging their DN A and provoking LPO o r causing ab-

no rma l expression o f ra s p21.

　　 Key words　 gastric epithelia l cell; malignant transformation; N-me thy l-′-nitro-N-nit ro so guanidine
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