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【实验研究】

ACTD 对 V79 旁观者细胞光学和超微结构影响*

靳翠红，巫生文，逯晓波，刘秋芳，刘洋，蔡原

摘 要: 目的 观察放线菌素 D( ACTD) 对靶细胞和旁观者细胞的光学和超微结构影响，探讨 ACTD 能否诱导旁
观者效应( BE) 。方法 用不同剂量 ACTD ( 0、0. 25、0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0 mg /L) 处理 V79 靶细胞 1 h，在 4 mg /L
ACTD 作用 4、8、12 和 24 h 取靶细胞去细胞培养液( CM) ，培养正常细胞 24 h 后，观察 BE; 形态学观察用倒置光学显微
镜，超微结构用透射电子显微镜观察，存活率用克隆形成实验检测。结果 随着 ACTD 剂量增加，靶细胞数量逐渐减
少，而变形细胞数量增多; CM 处理旁观者细胞数目减少，脱壁增加; 超微结构观察 CM 处理旁观者细胞出现凋亡征象，
光学及超微结构改变均以 4 h CM 组效应最重，随 CM 时段延后减轻; 细胞存活率在 4、8、12、24 h CM 组分别为( 59. 5 ±
3. 4) %、( 69. 2 ± 4. 5) %、( 88. 8 ± 5. 2 ) % 和( 61. 3 ± 6. 8 ) %，均低于对照组，高于 4 mg /L ACTD 组( 50. 0 ± 6. 5 ) %
( P ＜ 0. 05) 。结论 ACTD 可以诱导旁观者细胞凋亡，以 4 h CM 效应最强。
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Effect of actinomycin D on apoptosis in V79 target and bystander cells JIN Cui-hong，WU Sheng-wen，LU Xiao-bo，et
al． Department of Toxicology，School of Public Health，China Medical University( Shenyang 110001，China)

Abstract: Objective To observe the effect of actinomycin D ( ACTD ) and conditioned medium obtained from
ACTD-exposed V79 cells on cell morphology and ultrastructure to determine whether ACTD could induce bystander effect in
V79 cells．Methods V79 cells were administrated with ACTD for 1 hr at different dose( 0，0. 25，0. 5，1. 0，2. 0，4. 0，and
8. 0 mg /L) ． Different period conditioned medium( CM ) was collected at 4，8，12，and 24 hr after ACTD treatment to culture
bystander cells for 24 hr to observe the bystander effect． Cell morphology and ultrastructural changes were observed under
phase contrast optical microscope and transmission electron microscopy，respectively． Results The numbers of V79 cells
reduced and those of abnormal cells increased in ACTD-treated groups in a dose-dependent manner( P ＜ 0. 05 ) ． Bystander
cells were much less and the cells turned round and many cells got rid of wall． The bystander cells damage alleviated with
the time but aggravated in 24 hr CM-treated bystander cells． Under transmission electron microscopy，the cells were in
normal shape with normal organelles and nuclear． In 4 mg /L ACTD-exposed cells，shrinked and apoptotic bodies formed．
Amongst the bystander cells treated with 4 hr CM，apoptosis phenomenon was the most obvious and apoptosis reduced with
the time till a rebound in 24 hr CM． Death type of the bystander cells was mainly apoptotic． Survival rates of the bystander
cells in 4，8，12，and 24 hr CM groups were 59. 5 ± 3. 4%，69. 2 ± 4. 5%，88. 8 ± 5. 2%，and 61. 3 ± 6. 8%，respectively，
which all were lower than that of the control group( 100. 0 ± 0. 1% ) and higher than that of 4 mg /L ACTD group( 50. 0 ±
6. 5% ) ． Conclusion ACTD could induce apoptosis of bystander V79 cells． The 4 hr CM treatment induces the strongest
bystander effect．
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电离辐射所致旁观者效应( bystander effect，BE) 的发现

已有 50 余年，但直到近几年才发现某些化学物也可引起 BE，

具体机制尚不清楚〔1〕。实验证实，电离辐射作用细胞后可能

分泌细胞因子进入培养液，影响未受照细胞存活率，而单独照

射无细胞培养基不产生这种效应〔2〕。提示细胞因子参与电

离辐射 BE 机制。靶细胞 DNA 损伤是 BE 起因，而化学因素

是引起遗传物质和一般毒性损伤最重要、最普遍因素，故证实

化学因素可能诱发 BE 具有重要意义〔3〕。本研究采用经典肿

瘤治疗药物放线菌素 D ( actinomycin D，ACTD ) ，用共培养转

移试验 观 察 靶 细 胞 和 旁 观 者 细 胞 凋 亡 /坏 死 情 况 来 确 定

ACTD 能否通过释放可溶性因子来诱导 BE 发生。结果报告

如下。
1 材料与方法

1. 1 细胞及培养 中国仓鼠成纤维细胞 V79 － C3 细胞株

( 中国医学科学院基础医学研究所细胞中心) 。细胞株于含

10%胎牛血清高糖 Dulbecco 改良的 Eagle 培养基( Dulbecco's
modified eagle's medium，DMEM) 培养液中，37 ℃、5% CO2 培

养箱内培养，隔天传代。
1. 2 主要试剂和仪器 放线菌素 D( 浙江海正药业股份有限

公司) ，DMEM 高糖培养基( 英国 Gibco 公司) ，胎牛血清( 美

国 Hyclone 公司) ，四甲基偶氮唑盐［3-( 4，5-dimethylthiazol-2-
yl) -2，5-diphenyltetrazolium bromide，MTT］( 美国 Sigma 公司) ;

IMT-413 倒置显微镜( 日本 OLYMPUS 公司) ，HF90CO2 培养

箱( 香港 Heal Force 公司) ，JEM-1200EX 透射电子显微镜( 日

本 JEOL 公司) 。
1. 3 指标及检测方法

1. 3. 1 ACTD 处理 在细胞对数生长期，用不同剂量 ACTD
( 0、0. 25、0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0 mg /L ) 无 血 清 培 养 液 培 养

V79 细胞 1 h，弃去培养液，用磷酸盐缓冲液( phosphate-buff-
ered saline，PBS) 洗 3 次，加入正常培养液培养 24 h，观察靶细

胞效应。以 ACTD 处理结束( 4. 0 mg /L) 作为旁观者细胞培养

计时起点，分别在第 4、8、12 和 24 h 取细胞培养液 0. 22 μm
滤器过滤后加入到正常 V79-C3 细胞( 旁观者细胞) 中，再培

养 24 h 后，进行旁观者效应观察。
1. 3. 2 形态学观察 将不同剂量 ACTD 处理后细胞用 PBS
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洗 3 次，加入正常培养基，继续培养 24 h，用倒置相差显微镜

观察、摄像。
1. 3. 3 透射电子显微镜观察细胞超微结构 将细胞以 5 ×
104 个 /mL 密度接种于细胞瓶中，贴壁后加入 ACTD 处理细胞

1 h，PBS 洗 3 次，加入正常培养基继续培养 24 h。胰酶消化收

集细胞，于离心管 1 000 r /min 离心 5 min，PBS 洗 2 次，再将细

胞转移至 1. 5 mL 离心管中，2 000 r /min 离心 15 ～ 20 min 使

细胞成团，小心吸弃上清，沿管壁轻轻加入 2. 5% 戊二醛 4 ℃
固定，冷 PBS 洗 2 次，1% 锇酸固定 30 ～ 60 min，酒精梯度脱

水。Epon812( 环氧树脂) 包埋 2 h，切成 70 nm 超薄切片，醋酸

铀、柠檬酸铅染色。透射电子显微镜下观察并拍照。
1. 3. 4 克隆形成实验观察细胞存活率 将 V79 细胞制成单

细胞悬液，以适当细胞密度按每皿 100、200 个细胞梯度接种

于培养皿中( 直径 60 mm) ，以十字方向轻晃培养皿使细胞分

散均匀，在 37 ℃、5% CO2 培养箱内培养 2 ～ 3 周。出现肉眼

可见克隆终止培养，弃去培养液，用磷酸缓冲液( 0. 01 mol /L，

pH 7. 4) 小心浸洗 2 次，加纯甲醇 5 mL 固定 15 min。弃去固

定液后，加 Giemsa 染色 30 min，流水冲洗，空气干燥，肉眼直

接计数克隆数。克隆形成率( % ) = ( 克隆数 /接种细胞数) ×
100%。
1. 4 统计分析 应用 SPSS 13. 0 软件对实验数据进行统计

学分析。计量指标用 珋x ± s 表示，各组间比较用单因素方差分

析，检验水准 α = 0. 05。
2 结 果

2. 1 不同浓度 ACTD 对靶细胞形态学影响 对照组细胞形

态正常，呈梭形、多角形和扁平状。0. 25 mg /L ACTD 组细胞

形态无明显变化。0. 5 mg /L ACTD 组少部分贴壁细胞变圆、
脱落。1 mg /L 组细胞数量明显减少，部分细胞皱缩变圆、细
胞膜完整，有 发 泡 现 象。随 剂 量 增 加 变 形 细 胞 数 量 增 多，

8 mg /L ACTD 组，细胞损伤最为严重，细胞溶解、消失，死亡细

胞过多。故选择效应明显的 4 mg /L ACTD 来获取去细胞培

养液来观察 BE。
2. 2 不同时段 CM 对旁观者细胞形态学影响 对照组旁观

者细胞数目较多，形态正常; 4 h CM 组细胞数目大量减少、间
隙增大，细胞变圆，脱壁细胞增多; 8 h CM 组细胞数目减少，

存在少量脱壁细胞; 12 h CM 组细胞数稍降; 24 h CM 组细胞

数量明显减少，细胞变圆。
2. 3 不同时段 CM 对旁观者细胞超微结构影响( 图 1) 对

照组旁观者细胞形状正常，细胞器、核清晰; 4 mg /L ACTD 组

细胞固缩，胞膜完整，多个凋亡小体形成。4 h CM 组细胞凋

亡现象明显，出现细胞皱缩，染色质固缩，出现吐泡现象; 8 h
CM 组多数细胞出现染色质边集，聚集成块; 12 h CM 组个别

细胞染色质边集; 24 h CM 组细胞有凋亡小体形成。

注: A: 对照组; B: 4 mg /L ACTD 靶细胞组; C ～ F: 分别为 4、8、12、24h CM 组。

图 1 旁观者细胞和靶细胞超微结构改变

2. 4 不同时段 CM 及 ACTD 对旁观者细胞和靶细胞存活率

影响 不同时段 CM 培养旁观者细胞、旁观者细胞存活率均

低于对照组细胞而高于靶细胞。4、8、12、24 h CM 存活率分

别为( 59. 5 ± 3. 4 ) %、( 69. 2 ± 4. 5 ) %、( 88. 8 ± 5. 2 ) % 和

( 61. 3 ± 6. 8) %，均低于对照组( 100. 0 ± 0. 1 ) % ( F = 36. 76，

P ＜ 0. 05) ，高于 4 mg /L ACTD 组( 50. 0 ± 6. 5 ) % ( F = 15. 80，

P ＜ 0. 05) 。旁观者细胞存活率在 4 ～ 12 h 逐渐增加，24 h 又

下降，可能是 12 ～ 24 h 期间，旁观者因子有蓄积造成的。而

4 h CM 诱导旁观者细胞损伤的作用最强。

3 讨 论

理化因素所致 BE 报道较少。2002 年，Xiao 等〔4 － 5〕首次

报道 UVA 及濒死靶细胞 CM 均可诱发 BE。近几年研究发现

化学因素也能诱导 BE〔6 － 7〕。但对于某些化学毒物( 遗传物质

损伤剂) 是否能引起 BE 还未见报道。电离辐射诱导介质中

可溶性因子分泌已经得到了广泛证实〔8〕，而对其他 DNA 损伤

剂诱导 BE 能力却知之甚少。ACTD 是一种 DNA 损伤剂，广

泛应用于临床肿瘤治疗〔9〕。本研究形态学观察发现细胞数

量随剂量增加而减少，变形细胞数量增多，8 mg /L 组对细胞
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损伤最为严重，细胞溶解消失，死亡细胞多。故选择4 mg /L
作为处理因素来获取 CM。旁观者细胞形态学观察及透射电

镜观察发现靶细胞 4 h CM 处理组细胞发生染色质固缩，随时

段延后效应减弱，在 24 h 由于收集更长时间 CM( 12 ～ 24 h)

出现反弹现象。与靶细胞改变相似，均表现为细胞凋亡。本

研究证实 ACTD 处理后不同时段 CM 作用于旁观者细胞引起

了 BE( 不存在细胞与细胞连接) ，提示在 ACTD 所致 V79 靶

细胞凋亡进程中分泌了某种因子导致 BE 发生。
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公共服务均等化是现代文明发展的重要标尺〔1〕，也是

“以人为本”执政理念的直接体现和政府公共服务职能的重

要内容〔2〕。2009 年党中央、国务院做出了进一步深化医药卫

生体制改革的战略决策，坚持以公益、公平和人人享有基本医

疗卫生服务为导向，提出了将基本医疗卫生制度作为公共产

品向全民提供，并正式从基本公共卫生服务着手逐步实现均

等化的目标〔3〕。目前，以九类基本公共卫生服务为重点，包含

重大公共卫生服务专项在内的基本公共卫生服务项目在全国

各地全面开展。本研究总结了目前基本公共卫生服务均等化

的进展情况，分析了均等化推进过程中存在的问题，为各地进

一步完善公共卫生服务均等化实施策略提出相应的政策建议。
1 研究背景

基本公共卫生服务概念的提出是在对公共卫生服务认识

的基础上，结合目前的社会发展水平和可支配的公共卫生资

源所提出的具有可操作、可持续、可保障的公共卫生服务范

围〔4〕，是全体公民最集中、最迫切和最低水平的公共卫生服

务需求。均等化则是现代社会公平正义的必然要求，不仅要

求卫生服务结果的大致均等，而且也包含了服务利用的机会

平等和过程公平。在国外发达国家，公共服务均等化作为国

家的基本施政纲领得到了较好的体现〔5〕。在中国，从均等化

的视角来看，公共医疗卫生服务发展大致经历了 4 个阶段，从

建国初期以“四苗六病”计划免疫、公费劳保和新农合保障制

度为代表，“低水平、局部性覆盖”的均等化，到 20 世纪 80 年

代“开放搞活”口号下的效率优先，90 年代经济社会发展不平

衡的宏观背景下不均等趋势的进一步强化，再到 21 世纪初期

对卫生服务公平性的反思和城乡全民均等化目标的提出，实

现了从部分人群、城乡有别的均等化向城乡全民均等的发展。
2006 年十届全国人大四次会议通过的“十一五”规划《纲要》
正式提出“逐步推进基本公共服务均等化”，十六届六中全会

进一步明确提出要“完善公共财政制度，逐步实现基本公共

服务均等化”，并以决定的形式把教育、卫生、文化等 8 个方面

列入政府承担的公共服务范畴〔6〕。2007 年的十七届全国人

大会议报告和 2008 年的政府工作报告也先后强调要转变政

府职能，促进基本公共服务均等化。2009 年 1 月 21 日国务院

常务会议审议并原则通过《关于深化医药卫生体制改革的意

见》和《2009 － 2011 年深化医药卫生体制改革实施方案》，正

式提出了建立覆盖城乡的基本医疗卫生制度，实现人人享有

基本医疗卫生服务的工作目标，并将促进基本公共卫生服务

的逐步均等化列为 2009 － 2011 年近期五项重点改革内容之

一。随后，卫生部专门出台了《关于促进基本公共卫生服务

逐步均等化的意见》［卫妇社发〔2009〕70 号］，提出了健全基

本公共卫生服务经费保障机制、加强基层公共卫生服务体系
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