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丁酸对人肺癌细胞的生长
、

细胞周期和形态的影响

余立清 仇玉福( 争二军医大学训练 部 病理教研室) 63 0 03 8

提 要 运用鉴别细胞群体生物学特性的常规方法和流式细胞光度术 〔C FM)
,

我们研究了

正丁酸对人肺癌细胞 ( P L A
一

s o 1 D ) 的某 些生物学作用
。

当培养液中含 2 或 3 m m ol / L丁酸 时
,

细胞分裂和增生受到明显抑制
,

群体倍缈时间几乎延长 1倍
,

细胞周期行进受阻
,

大多数细胞阻

断在 G i 期
,

平皿集落形成率从 2 3
.

9 % 降为 1
。

9 %
,

饱和密度从 2 3 7
.

4 万 / m l降至 4 8
.

8万 / m l
,

细胞

群体提前 3 d进 入 饱和状态
。

与此同时
,

细胞变扁平
,

几乎丧失叠堆生长能力
,

表面膜活动减弱
,

核形

趋于规则
,

染色质颗粒分散变稀疏
,

细胞间粘着连接明显增多
。

以 卜发现提示丁酸可使 P L A
一

s o 1 D

肺癌细胞获得一此相对正常的生长特树详口表型
,

显示丁酸对该细胞有一定稗度的分化诱导作用和 潜

在的抗癌作用
。

关钻词 丁酸
,
人肺癌细胞 , 细胞生长

,
细胞周期

,
细胞形态

丁酸是 1种短链脂肪酸
,

对培养 的哺乳类细胞有广泛的生物学作用
。

低浓度丁酸就能可

逆性地抑制许多肿瘤细胞 的生长和 D N A合成
,

阻断细胞周期行进
,

调 节 肿瘤细胞表型和某

些基因的表达 ( ” 。

丁酸也可作为分 化诱导因子诱导 F r ie n d红 白血病细胞等癌细胞分化
,
增强

X射线和一些抗肿瘤药物的体外抗肿瘤作用 ` “ ’ ,

体内应用可缓解儿童急性白血病 ( 3 ’ 。

丁酸的

上述生物学效应使人们认为它可能是一种潜在 的抗癌剂
。

由于不 同种类细胞对丁酸的反应有

差异
,
本文选用 国内新建人肺癌细胞株

, 对其在丁酸作用下某些生长特性
、

细胞周期和形态

的改变作了初步观察
,

以探讨丁酸对该株细胞 的分化诱导作用和抗增殖作用
。

1 材 料 与 方 法

1
.

1 细胞和 细胞培 养

P L A
一

80 I D细胞是人肺巨细胞癌 P L A
一

8 01 细胞系的 1 个克隆株 “ ) ,

培养于含 10 %新生牛血清和双抗的

R PM I
一

1 6` o培养液中
。

第 1 7~ 3 3代的细胞作研究用
。

1
.

2 丁酸处理和 实验分组

正丁酸溶于双蒸水
,

用浓 N a O H 中和至 p H 7
.

2
,

配成 l m ol / L浓度的贮存液
,

高压蒸气灭菌后 存于 一
20 ℃

冰箱
,

使用时按所需终浓度用培养液稀释
。

除生长曲线外
,

下述各组实验都分 2 组
,

实验组细胞接种时或接

种 l d后用 2或 8 m m ol / L丁酸处理
,

对照组细胞除不用丁酸处理外
,

培养条件与实验组完全相同
。

1
.

3 细胞增技 能力判定

参照细胞培养的常规方法 ( . , ,

对各实验组和对照组细胞的生长曲线
、

分 裂指数和平皿集落形成率进行

对比分析
,

从生长曲线求出细胞群体倍增时间
、

饱和密度和达到饱和的时间及最大增殖倍数
。

1
.

4 D N A 相对含 量和细胞群体在各周期 时相 中分布比 例的 F C M 分析

取 3 m m ol / L丁酸作用 3 d的细 胞和相应对照组细胞及正常人淋巴细胞
,

无水乙醇固定
,

R N A酶和 1%

rT it on X
一

10 。处理后
,

碘化丙锭染色
,

18 0 目尼龙网过虑
,

在美国C O U L T E R E IP C S R C型 流 式细胞仪上

进行细胞光度术分析
,

激发波长为` 8 8n m
,

荧光检测波长为 61 0n 二
,

每组各测 5万 个细胞
,

在 E A S Y 88 计

算机上进行多正态总体拟合分析
,

得出D N A相对含量和细胞群体在各周期时相中的分布比例
。

.1 5 形态学观察

每天常规在倒置显微镜下观察各组培养细胞的生长情况和形态变化并照相记录
。

取各组细胞离心成团
,

常规电镜制样
、

透射电镜观察
。

取培养在盖玻片上的各组细胞
,

经 8 %戊二醛和。 .

1 %锹酸固定
、

乙醇脱水
、
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醋酸异戊醋置换
、

临界点干燥
,

真空镀膜后
,

在 is M
一

T 300 扫描电镜上观察细胞表面结构
。

2 结 果

2
。

1 丁酸时细胞生 长的影响

在丁酸作用下
,

P L A
一

s o 1D细胞生长受到明显抑制
。

抑制作用随丁酸浓度增加而加强
,

具有剂量相关性
,

卜m m ol / L ~ 6m m ol / L丁酸使细胞几乎处于停止增殖状态
。

撤去丁酸后
,

细胞增殖逐渐恢复
,

呈现可逆性 (图

1 )
。

在 2 m m ol / L 丁酸作用下
,

P L A
一

s o 1 D细胞指数生长期平均群体倍增时间延长
,

最大增殖倍数和饱

和密度降低
,

细胞群体达到饱和的时间缩短 (表 1 )
。

丁酸明显地抑制细胞分裂 (图 2 )
。

接种时开始用 3 m m ol / L丁酸处理
,

接 种 后第 1天核分裂象即减

少
,

至第 4 天降为5
。

5编
。

对照组细胞分裂旺盛
,

接种后第 2 天核分裂象最多
,

分裂指数为 5 2
。

2编
,

然后缓

慢下降
,

至第 4 天仍为4 4
.

8沁
。

表 1 丁酸对 P L A
一

80 1 D 细 胞某些 生长特性的影响

T ab
。
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图 1 细 胞生长曲线 图 2 细胞分裂指数

F ig
.

1 C e l l g r o w t h e u r v e F i g
。

2 C e l l m i t o t i e i n d e x

接种次日开始用 8 m m ol / L丁酸处理 P L A
一 801 D细胞

,

第 7天时平皿集落形成率 (P 助 仅为 1
.

外`
,

而

此时对照组 P E为2 3
。

9%
,

且细胞集落普遍比实验组大
,

单个集落中的细胞数多
。

2
.

2 丁 酸对 D N A合成和细胞周期 的影响

F C M显示
:

从接种时开始用 3 nZ m ol / L丁酸处理 P L A
·

8 0l D细胞 3 d后
,

D N A荧光 分布 呈 双 峰型
,

期 S峰细胞减少形成峰谷
,

表明 D N A合成受抑制
。

对照组细胞 D N A荧光呈广泛分布型
,

S期峰谷不明显 (图

母) , 从多正态总体的计算机拟合分析结果 (表 2 ) 可知
,

丁酸主要使细胞阻滞于 G i期
,

用效正残差进行
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一

8 0 1D 细胞D NA 含 量和
分布及丁酸村它们 的 影响 ( F CM )

F19
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D 3 NA Co n ten tan d dl s tr bi u tio n

( F CM )
A

.

H um an l y m P h
o ey t: e

B
.

3m m o l / Lb u ty r a te

C
.

Co n tr o l gr o uP

表 2

统计分析
,

P < 。 .

。。。 1
,

说明各组细胞相同周期细胞数有非常显

著差异
。

用正 常人淋巴细胞 D N A荧光强度作对照
,

发现 P L A
-

80 1D细胞为近四倍体细胞
,

丁酸短期作用对该细胞倍体主流没

有产生显著影响 (图 3
、

表 2 )
。

2
.

3 丁酸村细胞形态的影响

倒置显微镜下见 PL A
一

s o l D细胞有明显的肿瘤细胞表型特

征
:
细胞近似圆形

,

胞浆铺展差
,

叠堆生长明显 (图 4 A )
。

2 或 3 m m ol / L丁酸作用 1天后细胞形态即出现明显变化
。

细胞

先伸出胞浆长突
,

长突及胞体渐趋扁平
,

在培养底物上 铺 展 面

积大
。

细胞相互间的叠堆生长很少见
,

排列 较有规律 (图 4 B)
。

扫描电镜观察发现 P L A
一

80 1 D细胞表面大多不平整
,

膜活

动性高
,

可 见较多分布不均的粗长微绒毛
、

小泡状突起 和 皱

褶
,

有较多丝状伪足 (图 S A )
。

丁酸作用 Z d后 见 许多细 胞

变扁平
,

表面较平整
,

微绒毛变细呈倒伏状
,

有的细胞微绒毛

明显减少
,

仅散见极短的棒状微绒毛
,

泡状突起和皱褶均少见

(图 S B )
。

透射电镜观察发现 P L A
一

80 1 D细胞核形极不规整
,

深切迹

和核内假包涵休常见
,

核膜内缘异染色质颗粒较多
,

核仁数目
、

大小和形态变化大
,

常边移 (图 6 A )
。

胞浆中游离核塘 体 丰

富
,

可见成排的粗面内质网
,

细胞连接发育差
,

仅见少数粘着

连接
。

经 2 m m ol / L丁酸作用 4 d后
,

细 胞核 形趋于规 整
,

深

丁 酸对 P L A
一

8 01 D 细胞细 胞周期行进的影响

T a b 2 E f f e e t o f b u t y r at e o n e e
l l

e y e
l
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.
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2 1

图4 A
、

4 B 相 差显徽镜见未经 丁酸处理的 细胞 多近似 圆球 形
、

愉展差
,

叠堆生长明显 (4 A )
,

x s g o
。

经 3 m m o
l / L T 酸作用 3 d后

,

细胞 变扁平
、

充分铺展
、

单层 生长 ( 4 B )
, x 8 9 0

F i g
.

4 A
, 4 B

。

P h a s e 一 e o n t r a s t m i e r o g r a p h s o f P L A
一

s o 1 D e e
l l

e u
l t u r e b e f o r e ( A )

a n d a f t e r ( B )
e x p o s u r e t o 3 m m o

l/ L b u t y r a t e f o r 3 d a y s .
x 8 9 0

。

A ) M
o s t

o f P L A
一 8 0 1 D e e l l

s a r e r o u n d a n d P o o r 一 e x t e n d e d
, a n d g r o w i n m u l t i l a -

y e r s w i t h o v e r
l
a p p i n g

.

B ) C e l l s b e e o m e f l
a t a n d w e l l

一 e x t e n d e d
, a n d g r o w

i n a m o n o l a y e r w i t h o u t o v e r l a p p i n g
.

!
几
....
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哗
礴 餐贪

寥…蕊澎
琶粼赢

图 SA
、

SB 未处理的 夕。 弓包( 5 \ )和 经 3 nl mo l / I
J

T石复处理 Z d 的细 胞 ( SB )
,

SE M x 1 0 0 0 0

5 \)
:
细 咆表面 可 见令布不 均的微绒毛和 小 泡状突起

。
S B )

:
细 胞表 面平

整
、

散 见短棒状 微绒毛
,

泡状 突起少 见
。

F 19
。

S A
, S B S E M ( x 1 0 0 0 0 ) o f u n t r e a t e d

e e l l e x p o s e d t o 3 m m o l / L b it t y r a t e f o r

P L A
一

8 0 1 D e e l l ( A ) a n d

Z d a y s ( B )
.

A ) N o t e d o r s a l

P r o e e s s e s a n d

t h i n l a m e l l a r

e l e m e n t s .

m i e r o v i l l i
。

B ) N o t e s m o o t h e e l l s u r f a e e .

T h e

P L A
一 8 0 1 D

v e s i e u l a r

f l a t a n d
s 士r u e t u r e o f e y t o p l a s m r e v e a l s t h e e l a b o r a t e e y t o s k e l e t a l

切过和核内假包涵休少见
,

核膜内壕异染色质颗位明显减少
,

染色质变得细而分散 (图 6B )
。

许多细胞浆

中质脂贮积
、

游离核塘沐明显减少 (图 6 C )
。

细胞过接明显增多
,

可见较多的粘着连接 (图 6 D )
。

瓣瓣瓣瓣瓣瓣瓣瓣瓣瓣爵爵嘿霎霎璨撇撇撇

图 6 A一 6 D 未 经 丁酸 处理的 细胞 ( A ) 和 经 Z m m ol / L 丁酸 作用 4 d的 细 胞

显
。

( B
,
C

,

D )
。

细胞 核形 不规则
,

可 见 假 包涵体
,

染 色质颗 粒较粗
,

异染 色 质明 可 见数 目不
形

浆月旨

态不 规则的核仁
,

滴增 多
, x 14 0 0 0

。

x 4 5 o。
。

B )核 形规则
、

染 色质结构细且分 散
,

D ) 细胞 间 形成许 多拈 着连接
,

A等胞日

19
。

6 A
一

6 D T E M o f it n t r e a t c d P L A
一

8 0 1 D e e l l s ( A )

X 1 4 0 0 0
a i :

d P L A
一

8 0 1 D

x 4 5 0 0
。

C )

e e l l s e x -

p o s e d t o Z m m o l / L b u t y r a t e f o r 4 d a y s ( B
,

C
,

D )
.

A ) N o t e

s h a p e a n d p s e u d o i z: e l u s i o n .

T h e e o a r s e n e s s o f e h r o m a t i l l

i r r e g u l a r n u e l e a r

m a t e r i a l e h a r a e -

t e r i z e d b y e o n d e n s e d e l u m p s o f h e t e r o e h r o m a t i n 1 5 e v i d e z、 t

N u e l e o l i a r e a p p a r e n t
.

x 4 5 0 0
。

B ) N o t e r e g u l a r

i n t h e n u e l e u s 。

t e x t u r e o f w e l l
一

d i s p e r s e d e h r o m a t i n s t r u e t u r e 15

n u c l e a r

e v i d e z z t

s h a P e 。

1 i i t五e

C ) N o t e i n e r e a s i n g e y t o p l a s m i e l i p i d d r o p l e t s . x 1 4 0 0 0

T h e f i i i e

习 u e l e u s 。

X 4 5 0 0

f o r m , t i o n

b r a n e s o f

o f a d h e r e n s ju l: e t i o : 1 5 ( A J ) b e t w e e n e l o s e l y a p p o s e d
n e i g hb o r i n g

.

e e
l l

s .
x l 4 o 0 0

。

D ) N o t e

P l a : m a m e m
-



3 讨 论

丁酸可逆性地抑制 PL A
一

80l D细胞生长
,

其程度有剂量依赖性
,

与许多作者在研究其它

细胞系时的结果一致 ( ” ( 2 , ,

表明丁酸的细胞生长抑制作用具有普遍性
。

一般认为
,

缺乏密度

依赖性抑制
,

呈现无限制性生长和增殖
,

平皿集落 形 成 率 高是恶性肿瘤细胞的生长特性
。

丁酸使 P L A
一 8 0 1D细胞饱和密度

、

分裂指数
、

最大增殖倍数和 P E降低
,

群体倍增时间延长
,

细胞群体提前进入饱和状态
,
总的效应是使该细胞获得了相对正常的生长特性

,

显示了丁酸

一定程度的细胞分化诱导作用及用于肿瘤防治的可能性
。

因此
,

我们认为丁酸可能一方面通

过某种机制抑制 P L A
一

80 1 D细胞增殖
,

从而使该细胞呈现分化特征
, 另方面通过其它机制诱

导细胞分化
,
从而使细胞增殖能力降低

。

F C M分析发现丁酸使 P L A
一

8 0 l D细胞 D N A合成受抑制
,
细胞阻滞于 G l期

。

D ar yz
n k i e -

, ic :等 (6 ’用多参数 F C M分析亦发现丁酸钠可阻断 L 1 2 1 o细胞在 G I A处
。

薛绍白和 R ao
(7 ’用早

熟染色体凝集法 ( P C C )还证明 s m m ol / L丁酸钠使 H el
a 细胞阻断在早 G l期

。

因此
,

丁酸是细

胞周期行进的阻断剂
, 它可能对周期特异性抗癌药物有辅助作用

。

致瘤性细胞在平坦基质上的铺展总是有缺陷的
,

恶性转化的上皮细胞丧失形成紧密结合

的上皮薄层的能力
,
常形成

“

堆积的集落
” ,

在细胞的上表面有许多不规则的微绒毛和其它

伸展物 ( . ’
(s) ( . ’ 。

丁酸作用下 的 P L A
一

80 1 D细胞变扁平
,

在生长底物上充分铺展
,

细胞成单层

生长
,

上表面平整
,
膜活动减弱

,
说明在一定程度上呈现了 良性表型

。

我们认为丁酸作用下

PL A
一

80 1 D细胞间粘着连接的明显增多可能对 良性表型的呈现起重要作用
。

丁酸作用后
,

P L A
一 s o 1 D细胞核中异染色质减少

,

染色质颗粒变得细而分散
,
胞浆游离

核糖体减少
,

月旨滴增多
,

与其它作者报道相符 ( ’ )( “ )( ` “ ’ ,

表明丁酸明显地调节细胞的代谢方 式
。

总之 , 丁酸使 P L A
一 8 01 D细胞获得了一些相对正常的生长特性和表型

,

似乎使该细胞恢

复了细胞形状和生长控制之间的关联性
,
而这种关联性的恢复可能与细胞转化特征的逆转有

关闭
。

因此 , 丁酸是研究恶性肿瘤细胞生长
、

分化和表型逆转机理 的良好药物调节因子
,

其

本身可能有潜在的抗癌作用
。
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