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环境致癌物阻断 N IH 3 T 3
’

细胞间隙连接通讯与细胞内游离钙离子

关系初探

张晓丽 高 宁 卓鉴波 邱志群 曹 波 陈东升 (第三军医大学预防医学系环境卫生学教研室 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 8

提 要 选用环境致癌物芥子气 ( M G )
、

苯并 ( a )蓖 (B ( a ) p )
、
4一硝基唆啦 一 1一氧化物 (4 N Q O )

、

二甲

基亚硝胺 ( D E N )
、

环磷酞胺 (C )P
、

雌二醇 (E st )
、

四氛化碳 c( a
` )

,

作用于该细胞 12 h 后
,

用划痕标记染料示踪

技术 (S L D T )检测其对该细胞间隙连接通讯 (G IJ C )功能的阻断作用
,

同时测定该细胞内〔C
a ’ +

] i 的变化
,

结果

表明
,

环境致癌物阻断细胞 G J cI 与〔C
a +2 ] i变化密切相关

。

关键词 划痕标记染料示踪技术
,
细胞间隙连接通讯

,
细胞内游离钙离子〔C

a汁 」i
;
环境致癌物

中图法分类号 R 7 30
.

2

近年来的资料表明多数肿瘤细胞无细胞间隙连接

通 讯 ( G IJ C )功能
L̀ 〕 ,

少数肿瘤细胞有该功能
,

但易受

破坏
,

比正常细胞少而弱
〔2」 ,

G IJ C 功能与细胞生长调

控及促癌变有关闭
,

细胞外游离 C a ’ 十浓度降低或细胞

内游离 C a , + 浓度升高均可抑制 G IJ C[
` 〕 。

我们通过检测

这些环境致癌物对 N I H 3 T 3 细胞 G JCI 功能的影响及

细 胞 内 [ C
a Z十」i 的变化

,

以 了解环境致癌物能否阻断

G IJ C 及其程度和对细胞 内〔C a Z一
] i 的影响

,

为环境致

癌物对 G IJ C 的抑制与 C a ’ 十

变化关系提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1 试剂

1
.

1
.

1 4 N Q O
、
B (

a
) P

、
D E N

、
T P A

、
L Y 为 S ig m a

产品
;
M G 为

本校毒理室提供
; C P 办医用品

;

sE t 为 M er ck 产品
; C CI

`

为天

津市化学试剂一厂出品
。

1
.

1
.

2 Q iu n 一 2 / A m 美国分子生物探针公司产品

1
.

1
.

3 H B S N a
C I 1 4 5

,

K C 15
,

N
a : H P O ; l

,

C
a
C I

: l
,

M g S O ;

0
.

5
,
g l

u e o s e s
,

H E P E S x o m m o
l
。

1
.

2 环境致癌物的给药条件晰
6

,
7 〕 (表 1)

表 1 某些环境致疙物的给药条件
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e r

.1 3 细胞培养

本试验细胞由重庆医科大学病理生理学教研室提供
,

培养

基为 R PM I 1 6 4 0
,

含 一5沁小牛血清
,

青霉素 l o o u
/ m l

,

链霉素

10 0u g /m l
,

37 ℃ CO
:

恒温箱孵育
,

每周传代 2~ 3 次
,

成纤维型
.

1
.

4 N I H 3 T 3 细胞 G J IC 功能检 汉」一 S L D T 法 [ 8〕

将新鲜细胞接种在直径 35 m m 的塑料小平皿 内
,

生长 4 h8

后
,

加药作用 1h2 达密度饱和为宜
。

倒出培养基
,

用 P B S 洗细胞

2~ 3次
,

然后将细胞浸在含 0
.

05 % L Y 的 P B S 液约 Zm卫内
,

用

手术刀在细胞表面轻轻划痕 5一 6 条
,

记时
,

染料标记 3m in
,

吸

除荧光染液
,

用 PBS 洗 3~ 4 次以洗净游离的剩余染料
,

细胞浸

在 P B S 液内
,

ol ym
p us 落射荧光显微镜下观察

、

照相
.

1
.

5 N I H 3 T 3 细胞游离 C a ’ 十的 汉l]定 [ , 二

1
.

5
.

1 细胞准备 在含 3m l培养液的 2 5m l 培养瓶内接种
7

.

5 X 10
,

个细胞
,

生长 4 h8 后
,

加各药 (低
、

中
、

高 )剂量
,

继续培

养 1h2
,

收集细胞
。

1
.

5
.

2 细胞标记 将收集的细胞用 2 m l H B S 制成细胞悬

液
,

加 4 0 0 拜m o
l 的 Q u in 一 2 /A m 贮备液 5 0 升 l

,

使成终
、

浓度为

10 产m ol
,

37 ℃水浴振荡温孵 90 m in
、

离心
、

弃上清
,

用 H BS 洗

去 残存于细胞外的Q iu
n 一 2 /A m

,

重新悬浮在 Z m 1H卫S 中
,

待测
。

1
.

5
.

3 测定参数 仪器为 M P F 一 4 型荧光分光光度计
,

发

射波长为 500
n m

,

发射光栅 10
n m

,

激发波长 340 n m
,

激发光

栅 4 n m
,

电压 2 0 m V
,

灵敏度 3
,

走低速度 1 6 m m /m i n

1
.

5
.

4 测定步骤 扫描最大激发波长为 3 4 0 n m
,

发射波长

为 50 0 n
m

,

确认标记成功
,

然后测定静息时的荧光强度 F
,

尔后

向细胞悬液中加入 0
.

1% T r it o n X 一 1 0 0
,
1 m m o

l C
a
C I

: ,

使细

胞内的 Q iu
n 一 2 释放

,

并测定其与 aC
Z十
结合达饱和 量时的荧光

强度 F m a x ,

随后加人 0
.

5 m m o
l M n C I

:

以淬灭样 品荧光得到

cB
a 吕 P

4N Q O

E s t

C C 14

D E N

C P

M G

T PA

3aI C 12
.

3 9
.

6

2 6 2

36 7

65 0

4 0 5

1 4 3 3

5
.

3

0
.

4 9

7 2 0

S C e t o n e

D 入15 0

D M S O

DM S O

H Z O

H 2 0

e t h
a n o l

e t h a n o l

H ZO

F m in
,

则 [ C
a 之+

〕i = 1 1 5
( F 一 F m l n )

n l l l o l 丁千艾二叮二 , es不找
o

、 r l l l a 盖 一 r 夕

1
.

6 数据处理

试验结果采用第三军医大学数学教研室编制的统计程序
,

其名为 B A S E
,

哈佛 H g 绘图软件
,

A S T 一 38 6微机上做单因素

方差分析
,

秩和检验
。

(尸 < 0
.

05 为有统计学意义
,

相差显著
,

尸

< 0
.

01 为相差非常显著 )
。

并 :
N o n e a r e i n o g e n B a C I: 15 a s a n e g a t iv e e o n t r o l

. N IH 3 T 3 细胞来源于 Sw is :

小鼠胚胎
,

美国国立卫生研究所建

结果

所选环境致癌物对 N I H 3 T 3 细胞 G IJ C 功能的

影响 (表 2)
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表 2某些环境致癌物对 N IH 3T 3细胞 GJ I C功能的影响

T a2 b f f E e et of s o m e ca
r e in o g en s on GJ I C inN IH T 3 3
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C ar e in o g en s
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r e
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一 t edt ot h ep r irn
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“
+

—
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”
T

r an s
f

r e ofL f l Y u or e s e en r e e e a c
h

e
d

s o m er o w s

of e el l sf r o mt h e s er aP e
·

」 Iin e

“
+

” 2 r o w
s of e el l

s, “
+ +

” 3 r o w
s o f e e l l

s , “
+ + +

” 4 r o w
s o f

e e l l
s , “

+ + + +
”
5

r o w
s o f e e l l

s

2
.

1
.

1 二次重复试验
,

每次每组两个平皿
,

细胞划痕 10 次
,

结

果一致
。

.2 1
·

2 N IH 3 T 3 细胞有一定的 G J IC
,

L Y 荧光染料传输范围

达标记细胞附近 4~ 5 列细胞
,

从标记细胞到染料传输前沿
,

荧

光程度逐渐减弱
,

表明荧光染料浓度由近一远逐渐稀释
,

未划

痕 区细胞无荧光标记或传输
。

2
.

1
.

3 T P A 作为阳性对照
,

溶剂作为空白对照
,

与各药物组

作平行观察
,
T P A 组

、

细 胞 G IJ C 传递阴性
,

空 白组
,

该功能基

本接近该细胞正常时的 G J IC 功能
,

非细胞毒剂量的所选致癌

物对 GJ CI 的阻断在各药均可观察到
,

只是程度不同
。

2
.

1
.

4 已知不致癌化合物 B
a
C I

:
对 N IH 3 T s 细胞 G J I C 无任

何阻断作用
。

2
.

2 所选环境致癌物对 N IH 3 T 3 细 胞内 〔C a ’ + 〕i 的

影响 (表 3)

表 3 某些环境致癌物对 N I H 3 T 3 细胞内〔C a +2 ] l 的影响

T a b 3 E r r e e t o r 5 0二 e
ca

r e i n o g e n s o n
[C

a ` +

〕1 i n N I H 3 T 3 e e l ls ( n m o l )

C
a r e 一n o g e n s

D o : e 仁m o l / L

M
e
d
万u

m
C o n r r o l

B ( a ) P

4 N Q O

1 4 3
.

5 9士 3 2
.

5 5

3 4 0
.

8 1士 1 4 0
.

3 3
`

2 65
.

25士 1 4 6
.

4 1

1 78
.

3 9士 6 5
.

2 4

1 1 7
.

12士 2 8
.

9 9
书

1 3 0
.

1 6士 9 6
.

16

2 1 1
.

0 3士 4 6
.

5 2

3 0 9
.

2 8士 3 5
.

33
,

3 86
.

0 0 士 8 0
.

5 0
’

3 3 5
.

0 5士 6 9
.

75
’

2 64
.

6 2士 4 2
.

55
份

1 9 9
.

5 1士 3 9
.

38
,

1 7 2
.

58士 5 3
.

0 7

2 6 5
.

3 1士 7 5
.

2 1
“

H i g h e r

13 4 8
.

1 5士 4 21
.

3 1 二

10 2 1
.

6 1士 4 7 6
.

6 1 二

4 5 0
.

2 9士 1 4 1
.

70
’ .

14 0
.

1 3士 1 4
.

5 1

17 6
.

2 0 士 2 9
.

7 2

1 76
.

0 8士 2 9
.

5 7

4 2 3
.

7 3士 6 3
.

6 1
’ .

4 1 9
.

4 1士 9 0
.

5 6
’ .

1 76
.

0 8士 2 9
.

5 7

9 6
.

84 士 4 6
.

4 7

2 5 1
.

7 6士 1 7 1
.

34 9 6
.

8 4士 4 6
.

4 7

35 0
.

6 2士 8 5
.

7 8 二 1 6 4
.

5 1士 4 2
.

8 8

stE14CC洲CPMG

, :
P < 0

.

0 5
, , , :

P < 0
.

0 1 v : c o n tor l ;
, :
= 5

,

牙 士 : ,

aft
e r a d m in i s t ar t i o n 1 2h i n N I H 3 T 3 c e l l : i n v ` t or 勿 t h e s e c a cr i n o -

g e , : : ,

刀 (
a ) p

,
4 N Q o

,

D E N
,
E s z ,

C C I
; c a : ` s e

d
s i g n iif

e a n t e n h a n e e
m

e n t i n t h e d动针
e n t d

o s e , r e
护

e e t i v e l夕
.

T h
e i , 。 e r e a s e

of

[C
a Z+

」
; w a s s i g n

访
c a n t ,

E s z
( P < 0

.

0 5 ) a n d o t h e r ( P < 0
.

0 1 )
.

hT 即 h a v e
as

a s i g n

iif
c a n t d

o s e 一 代从
考̀ t r e la t i o n s h iP

,

加
t C P

d
i
d

,: ` z ` a u s e th e s` g , Z

iif
c a ,: t ` 人a ,: g e o , :

[C
a Z+

〕
2 1,: N I H 3T 3 ce ll s

,

( P ) 0
.

0 5 )
.

3 讨论

G J 是 由嵌 入细胞膜内的大分子蛋 白构成
,

它 由 6

个蛋 白亚单位构成 15 ~ 20 人的微孔
,

而相邻 的细胞膜

的此 种蛋 白对接便 构成 了可 以沟通该细胞 内质的通

道
,

能通过
。 A M尸

、

aC
“ 一 、

1
.

4
.

5一三磷酸肌醇 以及其他

参与细胞 生长分化的调节性物质
工, 。 。

,

并 允许通过 Mr
为 1 0 0 0一 1 6 0 u0 的小分子

、

离子等
,

使得细胞之间产生

代谢协作
,

传递细胞生长发育信号
。

G J I C 受许多因素

的影响如 H
一 、

〔aC
, 一

」i
、 。 A M p

、

C a
M

、

激素
、

毒素等多种

因素的综合影响
,

在本文 中着重讨论「c a ’ 十

] i 与 G J I C

的关系
。

细胞外游离 C “ 2 一

浓度很低或胞 内 C a Z `
浓度 升高

均可抑制 G J I C
,

细胞内 aC
’ 十
增加

,

可能通过对连接电

导的控制或者改变连接蛋白构象而产生门控效应从而

抑制 G J IC
。

D尸T l[ `二抑制 G刀 c 是通过对膜的组成及性

质发挥作用而调节细胞内 〔aC
, 十

」i 水平 而抑 制 G J 刃C
。

H eP at on l 抑制胰腺腺泡细胞 G J I C 时并未改变细胞 内

[ C a ’ + j i 水平
。

本试验中 召 ( a )尸
、

D E N
、

4 N Q O
、

E s t
j 全召

、

CC I ;在

几乎完全阻断细胞 G J I C 的同时
,

使细胞 内「aC
, `

」i 浓

度显著增高
,

上述六种致癌物有可能通过改变细胞内

〔C a ’ + 〕i 水平而直接或间接地抑制细胞 G J I C
,

有些学

者
〔” ,认为 人双 ; 引起细胞膜上 C扩

-

一 A T P as 。 的烃化
,

阻碍了 aC
’ 一

排入介质中
,

从而增加了细胞内〔C a Z一

] i 而

改变 G J 蛋 白的通 透性也 支持了上 述假说
。

C尸 阻断
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G IJ C 而细胞 内〔C矿十 」i 却无明显改变
,

可能有其它机

理
。

综上所述
,

环境致癌物影 响细胞 G J IC 与细胞 内

〔C aZ 十 」i 的关系不完全清楚
,

其机理有待进一步探讨
。

本试验为研究其机理提供 了重要的理 论依据
,

环境致

癌物阻断细胞 G J 刃C 与细胞 内〔aC
Z

+] i 有着非常紧密的

关系
,

其可能的机理
:
( l) 通过改变细胞 内〔aC

,十

」i 而抑

制 G J CI
; ( 2) 也可能存在其它机理如 自由基的产生

、

酸

度改变
、 : A M P

、

aC M 调控等
。
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