
靠。结果氮—乙酰化酶多态慢型表型为 17.

5% , 与参比人群的 20. 3% 相比, 经卡方检

验, 卡方值为 0. 0544, P = 0. 6668, 两者之间

无显著差异, 可以初步认为原发性支气管肺

癌与氮—乙酰化酶多态之间无联系。

若将肺癌按病理种类分别统计, 可以深

入一步研究, 但是因为本调研中有些病理类

型数目太少, 未能作分类分析。

目前已了解的致肺癌的病原物很多, 如:

香烟、石棉、煤焦油沥青逸散物、稠环芳烃、苯

并芘等大气污染物、氯甲醚、铬、镍、铍、镉、芥

子气、强酶雾及氡子体等等, 它们在体内的代

谢活化、致癌机制等有很大不同, 涉及宿主遗

传因素也会很多, 涉及的代谢酶系也很多, 而

初步看来氮—乙酰化酶多态变异所起的作用

不大。其他一些酶系如: P450 CYP1A 1 (即

A HH ) , 谷胱甘肽转移酶 (CST ) 则可能有更

明显的作用。今后需在这方面作单项与综合

的酶多态的调研, 找出与支气管肺癌最密切

相关的酶多态。
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氯化镉对 SH E 细胞的恶性转化作用及转化细胞3H - T dR 掺
入的研究
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摘要　本研究用 0. 2～ 1. 6Λmo löL 的氯化镉溶液处理原代培养的叙利亚地鼠胚胎细胞 (SH E) , 同时选择三

蒸水和亚硝基胍M NN G 作为阴性和阳性对照。结果表明: 实验剂量范围内各组 SH E 细胞均出现转化集落,

并且有剂量—反应关系, 氯化镉具有较强的致癌能力。为了进一步研究转化细胞的DNA 合成情况, 我们又进

行了3H - T dR 掺入研究。结果显示: 转化细胞3H - T dR 的掺入量约为阴性对照组的 1. 7～ 3. 0 倍, 但又略低于

L 929肿瘤细胞株3H - T dR 掺入量 (约为阴性对照组 4. 4 倍) , 从而说明转化细胞DNA 合成非常旺盛, 氯化镉具

有引起 SH E 细胞恶性转化的能力, 它可能是一种潜在的致癌剂。

关键词　氯化镉; SH E; 细胞恶性转化; 3H - T dR

THE STUDY ON THE M AL IGNANT TRANSFORM AT ION OF
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CdCl2 AND 3H- TdR INCORPORAT ION W ITH SHE CELL S

L u Zhongm ing, Zhang W eiku, Yang Yongn ian

J iang su P rov incia l S an ita ry and A n ti- ep id em ic sta tion ,N anj ing 210009

Abstract　P rim ary SH E cells cu ltu red w ith DM EM (Gibco) m edium supp lem en ted w ith 10%

feta l bovine serum (FBS) w ere expo sed to 0. 2～ 1. 6ΛM cadm ium ch lo ride so lu t ion, d ist illed

w ater and M NN G (Sigm a) w ere served as negat ive and po sit ive con tro l. A ll of the trea ted

group s w ith in the rang of g iven concen tra t ion appeared cells t ran sfo rm at ion. Do se- depen2
den t effects w ere no t iced w ith concen tra t ion from 0. 2 to 1. 6ΛM. Fu rther study on the DNA

syn thesis of such tran sfo rm ed cells, 3 H - T dR inco rpo ra t ion m ethod w as adop ted. T he resu lts

show ed tha t the 3H - T dR inco rpo ra ted in to tran sfo rm ed SH E cells w as abou t 1. 7～ 3. 0 fo lds

as m uch as tha t of con tro l cells, bu t sligh t ly low er than tha t of L 929 tum o r line cells, w h ich

sendered 4. 4 fo lds as m uch as tha t of the con tro l. It can be inferred tha t cadm ium ch lo ride

w as ab le to induce SH E cells m alignan t t ran sfo rm at ion.

Key words　CdC l2; Cell t ran sfo rm at ion; 3H - T dR inco rpo ra t ion; SH E cells

　　人群流行病学和动物实验都有报道认为

镉化合物与肿瘤之间有一定的相关关系, 随

着工业生产的迅速发展, 镉对环境污染越来

越严重, 它直接或间接地威胁着人类健康。细

胞体外恶性转化试验是以细胞的恶性转化为

检测终点, 它和动物致癌试验之间有很高的

符合率, 被认为是体内化学致癌过程最直接

的体外模拟, 而且转化细胞与肿瘤细胞有许

多相似的性质, 其最主要特征是“失去控制地

无限制增殖”, 有关镉化合物诱导的转化集落

细胞DNA 合成情况的报道不多, 本文拟通

过体外细胞恶性转化试验和3H - T dR 掺入

方法研究其DNA 合成情况, 从而为正确评

价氯化镉的致癌性提供依据。

材料和方法

1. 试剂

氯化镉, 分析纯, 天津化学试剂批发部产

品,M NN G (N —甲基—N ’—硝基—N —亚硝

基胍) 为 Sigm a 公司商品, 用三蒸水配成所

需浓度。DM EM 培养液, Gibco 产品, 胎牛血

清 (FBS) 为上海浦东开发区高桥兽医站生

产, 胰蛋白酶是D ifco 进口分装。

2. 同位素标记物

氚化胸腺嘧啶脱氧核苷 (3H - T dR ) , 0.

5m C iöm l, 中国上海原子能研究所生产。

3. SH E 细胞制备 (1)

取怀孕 12～ 14d 的叙利亚金黄地鼠 (中

英合资上海西普尔—必凯实验动物有限公司

购得) , 按文献报道的方法进行制备, 用第一

次传代细胞作细胞毒性和恶性转化试验。

4. 细胞毒性试验 (2)。

细胞毒性的大小直接影响细胞转化结

果, 可以用相对克隆率 (RCE) 和克隆形成率

(CFE)来确定其毒性效应。取第二代 SH E 细

胞, 将 5000 个细胞接种至 25cm 2 培养瓶中,

24h 后加入不同浓度的氯化镉溶液, 阳性对

照组加入M NN G, 使其终浓度达 1Λgöm l, 每

个剂量组作三个平行瓶, 培养 72h 后, 弃旧培

养液, 用 H ank s 液冲洗三次, 加入新鲜培养

液, 再继续培养 4d 后终止, 经甲醇固定, 10%

Giem sa 染色, 计数克隆并按下式确定其

RCE 和CFE。

RCE=
实验组每瓶克隆数

阴性对照组每瓶克隆数×100%

CFE=
每瓶克隆形成数
每瓶接种细胞数×100%

5. 细胞转化试验 (3)

将 2×104 个对数生长期细胞接种于
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25cm 2 培养 瓶, 每 瓶 5m l 含 10% FBS 的

DM EM , 5%CO 2 条件下 37℃培养 24h, 分别

加入 0. 1m l 不同浓度氯化镉溶液, 阳性对照

组加入 0. 1m lM NN G, 终浓度为 1Λgöm l, 每

组作 6 只平行样。培养 72h 后, 用H ank s 液

冲洗三次, 加入新鲜培养液, 每 3～ 4d 换液一

次, 2w k 后换以含 5% FBS 的 DM EM 培养

液, 再继续培养 4w k, 取其中三瓶, 用 PH =

6. 8 的 PBS 洗二次, 细胞经甲醇固定, Giem 2
sa 染色, 计数Ë 型转化灶。Ë 型转化灶的特

征: 细胞呈多层重复堆积, 细胞相互交叉, 呈

成纤维细胞型, 转化灶边缘不规则, 细胞嗜碱

性, Giem sa 染成深蓝色, 周围常有交叉生长

的成纤维细胞, 转化灶中心可出现坏死或液

化。按下式计算细胞恶性转化率 (T E) :

T E (% ) =
转化灶数

接种细胞数×CFE
×100%

6. 转化细胞3H - T dR 掺入 (4)

将转化试验中另外三瓶细胞经 ED 2
TA —胰 酶 消 化 下 来, 用 含 10% FBS 的

DM EM 培养液继续培养、传代。达一定数量

后制成 7. 5×104öm l 细胞悬液, 然后将其接

种至 5m l 玻璃管内, 每管 1m l。实验分六组,

即阴性对照组、M NN G 组、3 组氯化镉染毒

组 (因 2×10- 7M o löL 组细胞被污染而弃去)

和肿瘤细胞L 929组。每组做三只平行管, 培养

24h 后, 弃旧培养液, 加入 1m l 新鲜培养液,

并分别加入 1Λciö管3H - T dR , 置 37℃培养

箱中培养 3h 后, 置冰浴中终止掺入反应, 每

管加入定量的 0. 5% 胰酶和 0. 06% 的 ED TA

溶液, 吹打后用抽滤法将细胞收集在玻璃纤

维滤膜上, 依次用冷生理盐水、5% 三氯醋酸

和无水乙醇洗涤处理, 将膜片烘干 (70℃ 0.

5h ) 后放入闪烁液中 (内含 0. 8% PPO 和 0.

06% PO PO P 的二甲苯溶液) , 用液体闪烁计

数器 (L KB 1219 型, Sw eden) 测量 cpm 值, 实

验重复一次, 资料进行方差统计学处理。

结　果

1. 细胞毒性和转化试验: 结果见表 1。

Table 1. The tox ic ity and tran sforma tion of CdCl2with SHE cells

do sage CFE RCE N o. of 　t ransfo rm ed clone T E

group (M o löL ) (% ) (% ) clone 　　per p late (% )

Contro l 0 2. 31 100 4ö3 　　　1. 33 0. 288

É 2×10- 7 2. 28 98. 72 11ö3 3. 67 0. 805

Ê 4×10- 7 2. 17 94. 01 30ö3 10. 00 2. 304

Ë 8×10- 7 1. 98 85. 62 38ö3 12. 67 3. 199

Ì 1. 6×10- 6 1. 62 70. 47 22ö3 7. 33 2. 261

Po sit ive 0. 1Λgöm l 1. 71 74. 03 66ö3 22. 00 6. 432

　　从上表可以看出, 随着氯化镉浓度的增

加, 细胞克隆形成率降低, 说明随着氯化镉浓

度的增加, 细胞毒性也逐渐增加, 呈现一定的

剂量—反应关系。

在细胞转化试验中, 各试验组均能形成

典型的转化灶, 形态多为Ë 型, 克隆中心为圆

形无角细胞, 密集分布, 部分有坏死或液化,

周围有交错生长的成纤维细胞 (见照片)。从

表 1 还可以看出细胞转化率 (T E) 随氯化镉

浓度增加而增加, 各剂量组与阴性对照组相

比均有较强的诱导转化能力, 以 T E 值和相

对应的氯化镉浓度作图 (见图 2) , 可以明显

看出其剂量—反应关系, 并且各浓度组的转

化率均为阴性对照组的两倍以上, 根据细胞

转化试验阳性结果的判断标准, 氯化镉在本

试验浓度范围内均能诱发 SH E 细胞转化。

2. 转化细胞的3H - T dR 掺入量: 结果见

表 2。3H - T dR 掺入DNA , 在未染毒细胞 (阴

性对照组) 和转化细胞之间差异非常显著 (P

< 0. 01) , 转化细胞的3H - T dR 掺入量 (cpm )
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约为阴性对照组的 1. 7～ 3. 0 倍, 但又低于肿

瘤细胞L (929 (3H - T dR 掺入量约为阴性对照

组的 4. 4 倍) , 说明转化细胞DNA 合成比对

照组细胞旺盛得多, 转化细胞具有一定的恶

性肿瘤细胞特性, 即氯化镉具有诱导 SH E 细

胞恶性转化的能力。

F igure 1. C lone of the SH E cell transfo rm ation (10×10)

Table 2. 3H- TdR incorpora tion (cpm ) of tran sform ed SHE cells

N o. of 3H - T dR inco rpo ration T ransfo rm edö

group cells (cpm ) contro l P ∃

Contro l 7. 5×104 1223. 7±209. 1 - -

Ê 7. 5×104 2066. 9±756. 9 1. 69 < 0. 05

Ë 7. 5×104 3645. 2±480. 0 2. 98 < 0. 01

Ì 7. 5×104 3365. 9±519. 3 2. 75 < 0. 01

Po sit ive 7. 5×104 2923. 7±470. 3 2. 39 < 0. 01

L 929 7. 5×104 5352. 4±145. 9 4. 37 < 0. 01

　　　　∃ Compared w ith the contro l

F igure 2. T he relationsh ip betw een T E% and the concen2

t rat ion of CdC l2

讨　论

虽然 IA RC1986 年就将镉列为可疑致癌

物, 但迄今为止, 并没有直接确切证据。作为

体内化学致癌过程的最直接体外模拟, 转化

试验鉴定致癌物质的符合率一般可达 90%

以上, 结果已达到统计学所能接受的可信程

度 (5)。

许多研究报道证实, 叙利亚金黄地鼠的

早期培养物可以被各种化学致癌物转化, 而

且形态转化和致癌活性有关。SH E 有许多优

点, 它在实验条件下很少出现自发转化现象,
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因而在国际上该细胞与BALB öC3T 3、C3H ö
10T 1ö2 被推荐为普遍接受的三种检测化学

致癌物的细胞 (6)。
3H - T dR 被广泛用作DNA 合成的示踪

物, 细胞DNA 合成的测定可反映细胞分裂、

增殖情况, 因而3H - T dR 掺入法是一种准确

了解细胞DNA 合成的敏感方法。

转化细胞往往具有肿瘤细胞的一些特

性, 诸如形态改变, 生长特性及表面超微结构

改变等, 其中最重要的特征之一是细胞失去

控制地无限制生长, 而细胞迅速分裂增殖必

须有一定的物质基础, 也就是说必须合成更

多的DNA 方能适应细胞分裂增殖的需要。

本研究结果表明, 在实验浓度范围内, 氯

化镉对哺乳动物细胞具有转化活性, 可形成

明显的转化灶, 它不但具有转化细胞的主要

特征——杂乱性生长和交叉重叠, 可在低浓

度胎牛血清的培养液中生长, 而且转化细

胞3H - T dR 掺入量高出对照组 1. 7～ 3. 0

倍, 说明转化细胞的DNA 合成旺盛得多, 但

又略低于L 929。可能一方面是转化集落的细

胞中尚有部分未转化细胞, 另一方面是转化

集落中有部分坏死、液化细胞混杂所造成。氯

化镉诱导的 SH E 转化细胞具有恶性肿瘤细

胞的特征, 从而说明氯化镉具有诱导哺乳动

物细胞恶性转化的能力。但癌变过程是一复

杂、多步骤变化过程 (7) , 其作用机理多种多

样, 有待于进一步深入研究和探讨。

参考文献
1. 李寿祺主编. 卫生毒理学基本原理和方法. 第一版, 成都:

四川科学技术出版社, 1987: 494—451.

2. 黄幸纾, 陈星若主编. 环境化学物致突变、致畸、致癌试验

方法. 第一版, 杭州: 浙江科学技术出版社, 1985: 175—

182.

3. 丁方兴, 聂岚, 朱惠刚. 长江水质对 SH E 细胞的恶性转化

作用. 中国公共卫生学报, 1994; 13 (6) : 332.

4. 张伟�, 唐竹萍. 体外细胞培养技术评价实验动物笼具毒

性的研究: Ì 塑料笼器具浸出液对3H - T dR 掺入 H eL a

细胞DNA 的影响. 实验动物与动物实验, 1993; 10 (2) :

6.

5. 李军, 王福林, 刘春生等. 氯化镉对人胚肺成纤维细胞转

化作用的研究. 解放军预防医学杂志, 1991; 9 (2) : 92.

6. Charles HB, A aron EF, Rom an JP, et al. Cell transfo rm a2

t ion by chem ical agen ts- a review and analysis of the lit2

erature, a repo rt of the U nited States Environm ental P ro2

tection A gency. M u ta t R es, 1993; 114: 283- 9.

7. IA RC. M onograph s on the cadm ium and cadm ium com 2

pounds. 1993; 58: 188- 205.

癌变·畸变·突变　　1996 年第 8 卷第 5 期 Carcinogenesis T eratogenesis and M utagenesis V o l 8 N o 5 1996

沙棘汁的抗诱变研究

刘敏捷　解国梁　钱毅春　刘世亮　安秀伟　尹幸念　刘丽珍　赵金贵
内蒙古卫生防疫站　呼和浩特　010020

摘要　本文采用Am es 实验及小鼠骨髓细胞微核实验, 研究了沙棘汁对亚硝胺在体内外合成的阻断作用; 并

与同浓度的维生素C 做了比较, 研究结果表明: 沙棘汁有较好的抗诱变作用, 而且这种作用明显优于同浓度

的维生素C。这对沙棘汁进一步开发利用提供了生物学方面的科学依据。

关键词　沙棘汁; N —二甲基亚硝胺; 抗诱变性
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