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结晶型硫化镍诱发BALB/ c - 3 T3 细胞恶性转化①

刘云岗　陈家�　吴中亮
广州医学院化学致癌研究所　广州　510182

摘要　采用细胞灶法测定结晶型硫化镍对 BALB/ c - 3 T3诱发细胞转化的活性 ,结果表明当硫化镍浓度≥0. 25μg/ cm2 时转

化率增高 ( P > 0. 05) ,且有剂量反应关系。各剂量组转化灶细胞共 6份经软琼脂培养试验均获阳性结果 ,而对照细胞则为阴

性 ,提示硫化镍诱发的转化细胞具有锚着不依赖性 ,即恶性特征。
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MAL IGNANT TRANSFORMATION IN BALB/ c - 3T3 CELLS IND UCED BY

CRYSTALL INE NICKEL SULFIDE

Liu Yungang , Chen Jiakun , and Wu ZhongLiang

Instit ute of Chemical Carcinogenesis , Guangz hou Medical College , Guangz hou 　510182

Abstract　Focus system was used to assay the cell t ransforming activity of crystalline nickel sulfide ( NiS) in

BALB/ c - 3 T3 cells. The results indicated that at the concentrations equal to or above 0. 25μg/ cm2 , NiS in2
duced increases in transformation frequency ( P < 0. 05) , in a concentration2dependent manner. The transformed

cells f rom 6 different foci all grew to colonies on soft agar ccultures while control cells appeared negative. This

result showed the anchorage2independence of the transformed cells f rom various foci which is one of the features

of malignancy.
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　　镍化合物于 1987 年被国际癌症研究机构

( IARC)确认为第一类致癌物 (1) ,其致癌机制正在研

讨中 ,细胞转化是一常用体外诱癌模型。已有叙利亚

地鼠胚胎 (Syrian hamster embryo , SHE) 细胞等用于

检测镍化合物诱发细胞转化的活性及其作用机

制 (2 ,3) , 但镍化合物对 BALB/ c - 3 T3细胞的作用多
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年来无报道。最近我们观察到两种水溶性镍化物 (硫

酸镍和氯化镍)对后一种细胞具有较弱的诱发转化活

性 (4 ,5)。为探明不溶性结晶型硫化镍对该细胞作用

与前者有无差异 ,并为下一步关于其诱癌的分子机制

研究提供相应的恶性转化细胞 ,本文拟观察结晶型硫

化镍诱发 BALB/ c - 3 T3 细胞转化的活性 ,并对出现

的转化灶细胞作软琼脂培养试验 ,以鉴定其锚着不依

赖性。

材料与方法

1　试剂与细胞培养

结晶型硫化镍 nickel ( Ⅱ) sulfide 为 Johnson

Matthey Catalong公司出品 ,取一定量于玛瑙研钵并

加入少量三蒸水 ,然后反复用力缓慢研磨 ,直至其分

散度全部达到 < 2. 5μm (显微镜下随机计数、测量

200个 NiS颗粒其直径均小于 2. 5μm) 。NiS悬液在

70℃中烤干后 ,称量 ,再以三蒸水制成系列浓度的混

悬液。苯并 (a)芘B (a) P 为 Sigma公司出品 ,临用前

配制 ,以二甲基亚砜 (DMSO)溶解 , MEM 培养基稀

释 ,染毒终浓度为 0. 2μg/ ml (含 DMSO 0. 2mg/ ml) 。

MEM为 Gibco 实验室出品。BALB/ c - 3 T3 细胞由

美国国家安全与卫生研究所提供。细胞培养用含小

牛血清 10 % ( V∶V) 的 MEM 培养液 ,在 37℃, 5 %

CO2 ,饱和湿度的环境中培养。

2　细胞毒性试验

采用直径为 60mm 的培养皿 ,以克隆形成率

(colony formation efficiency , CFE)作为细胞毒性的

指标 ,每皿接种 200个细胞 ,参照过去报道的方法 (5)。

3　细胞转化试验

按照过去报道的方法进行 (6)。转化率 ( t ransfor2
mation frequency , TF)计算公式为 : TF 9 = 转化灶

数/ (接种细胞数×CFE) ] ×1000 9 ,各组间 TF值的

比较采用χ2检验进行统计处理。

4　转化细胞锚着不依赖性鉴定

在硫化镍各剂量组均挑取一定数量形态较大而

典型的转化灶的细胞 ,常规培养、传代 5 次后用于软

琼脂培养试验以鉴定其锚着不依赖性。对照细胞为

转化试验中阴性对照组未出现转化灶的平皿中的细

胞经同样传代而成。软琼脂培养的方法参照过去报

道 (5) ,采用 60mm平皿 ,每皿加入 5ml 底琼脂 (016 %

琼 - MEM完全培养基) ,顶琼脂则为 2ml 含待测细

胞 1 000个的 013 %琼脂 - MEM 完全培养基 ,每种

细胞设 6 个平皿。培养 3～4wk 后计数每皿细胞克

隆数 ,计算每种细胞的克隆形成率。

结　果

1　硫化镍诱发细胞毒性作用

由表 1可见 ,当硫化镍剂量为 0. 125 - 1μg/ cm2

时相对克隆形成率为 95. 1 = 17. 3 % ,故选这一剂量

范围作细胞转化试验。

表 1　硫化镍对 BALB/ c - 3T3细胞克隆形成率的影响

硫化镍 (μg/ cm2) 克隆形成率% 相对克隆形成率%

　　　　0 　　　48. 6±4. 3 　　　　100

0. 031 49. 7±5. 1 105. 8

0. 062 47. 8±4. 4 98. 4

0. 125 46. 2±3. 0 95. 1

0. 25 38. 1±3. 7 78. 4

0. 5 21. 1±2. 6 44. 4

0. 1 8. 4±1. 6 17. 3

B(a) P0. 2μg/ ml 47. 7±6. 0 98. 1

�x ±s ,每组 5个平行样。

表 2　硫化镍诱发 BALB/ c - 3T3细胞转化作用

硫化镍

(μg/ cm2)
培养皿数

有转化灶

培养皿数
转化灶数 转化率‰

0 20 　　　4 　　　4 0. 041

0. 125 20 7 7 0. 076

0. 25 20 11 12 0. 157 3

0. 5 20 14 17 0. 403 3 3 3

1 20 11 13 0. 774 3 3 3

B(a) P 20 17 23 0. 241 3 3 3

苯并 (a)芘浓度为 0. 2μg/ ml ; 3 P < 0 . 05 , 3 3 3 P < 0 . 001 ,与阴性对

照相比较。

2　硫化镍诱发细胞转化作用

转化灶的判断标准为 Ⅲ型转化灶 ,即细胞为梭

形 ,多层、交叉排列 ,深染且呈现嗜碱性 ,转化灶边缘

随机取向。由表 2可见 ,阴性对照组每皿转化灶数为

4/ 20 (0. 2/皿) ,符合 BALB/ c - 3 T3细胞转化试验程

序的要求 ( < 0. 3/皿) (6) ;阳性对照组每皿转化灶数

为 1115 (23/ 20) ,其阳性反应培养皿所占比例 (17/

20)比阴性对照组 (4/ 20)显著增高 (χ2 检验 , P < 0 .

001) ,故认为本试验系统是有效的。硫化镍在 0.

25μg/ cm2剂量以上 TF值均比阴性对照组增高 ( P <

0 . 05) ,且有剂量反应关系。在 0. 125 - 0. 5μg/ cm2
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剂量范围相邻剂量组之间 TF呈 2 倍或 2 倍以上增

高 ,符合公认的阳性反应标准中的 b条 (6)。故认为硫

化镍可诱发 BALB/ c - 3 T3细胞转化。

3　转化灶细胞的锚着不依赖性鉴定

从 0. 25 - 1μg/ cm2 剂量范围的硫化镍各处理组

共取 6个转化灶的细胞进行软琼脂培养试验 ,结果如

表 3 所示 ,对照细胞克隆形成率为 0 ,各转化灶细胞

均可在软琼脂中生长 ,其克隆形成率介于 1. 1 - 11.

0 %之间。说明硫化镍诱发的转化灶细胞具有不依赖

性 ,提示为恶性转化细胞。

表 3　硫化镍诱发的 6 个转化灶的细胞在软琼脂培

养中的生长(克隆形成率)

细胞群编号
NiS剂量组

(μg/ cm2)
有效平皿数

克隆形成率%

( �x ±s)

对照细胞 0 5 0. 00±0. 00

0. 2A2 0. 25 4 2. 85±0. 58

0. 2C1 0. 25 5 11. 02±1. 38

0. 5C1 0. 5 5 3. 50±0. 71

0. 5D2 0. 5 6 5. 03±0. 77

1B1 1 5 1. 14±0. 27

讨　论

我们曾报道氯化镍和硫酸镍 (均为可溶性镍化

物)在中等毒性反应 (克隆形成率为 50 %左右)的剂

量水平以上可诱发 BALB/ c - 3 T3 细胞转化 (4 ,5) ,本

研究显示结晶型硫化镍在较低毒性反应 (克隆形成率

为 7814 %)的剂量即可诱发该细胞恶性转化。这提

示结晶型硫化镍对该种细胞诱发转化的活性强于可

溶性镍化物。张桥等用多种镍化物诱发大鼠气管上

皮细胞研究的结果 ,也是结晶型硫化镍的转化活性 >

无定型硫化镍 >硫酸镍和氯化镍 (3)。看来颗粒性镍

化物诱发细胞转化的活性强于可溶性镍化物可能是

一普遍现象 ,其原因可能是前者易被细胞吞噬。有人

设想其进入细胞后释放出 Ni2 + ,然后进入细胞核以

诱发细胞转化 (7)而后者因在水相中以离子状态存在

故其生物利用度很低。

硫化镍的致癌机制 ,除了它在细胞核中可能直接

作用于 DNA 外 ,也有报道它可促使细胞核中 H2O2

等氧化物的产生 (8) ,后者具有致突变作用 ;还有报道

Ni ( Ⅱ)可诱导人肾上皮细胞 p53基因的突变和表达异

常 (9)。总之镍化物可能通过多种机制诱发癌症或细

胞转化。本研究中硫化镍诱发的 6 个转化灶的细胞

经软琼脂培养试验 ,均有生长 ,但其克隆形成率最大

与最小者相差近 10 倍 ,这种差别看来与硫化镍的剂

量可能无关。不同的转化灶的细胞发生的遗传改变

可能不尽相同。因此 ,不同转化灶的细胞在软琼脂中

长出的细胞克隆可分别挑取出来增殖 ,以进一步探讨

其恶性转化机制。
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