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摘 要

木文建立了一种经 P H A
一

脾条件培养液刺激
,

在体外形成 白血病千细胞克隆后
,

再经体内传代
,

发病后在体外连续培养建成 白血病细胞系的新方法
.

采用此方法成

功地建立了 T 抑制淋巴细胞白血病 L 7 81 1一 85
,

L 7 2 1 2一 8 5 细胞系
,

非 T 非 B 淋巴白

血病 L 12 l o 一 8 6
,

B 淋巴白血病 P 3 8 8 一 8 6 及红 白血病 F L C L 细胞系等
.

对上述细

胞系进行 了较系统的生物学特性研究
.

电子显微镜观察中发现
,

白血病细胞的病毒

颗粒在体外传代时 A 型颗粒消失
,

c 型颗粒出现
.

并发现在 L 7 8 1 1一 8 5 细胞系培养

上清液分离的组分中
,

有白血病相关抑制活性的存在
.

关键词 : 小鼠白血病细胞系
,

生物学特性
,

建系方法
,
R N A 病毒颗粒

,
自激因子

近 20 年来
,

肿瘤细胞生物学的主要成就都与使用细胞培养有关
.

白血病细抱系能在体外

传代中保存白血病特性
,

并可长期连续传代
,

是体外研究白血病细胞生物学行 为的有力工具
,

历来受到国内外的重视
: ` , . 为了建立白血病细胞系

,

我们在对白血病干细胞培养研究的基础

上
,

探索了刺激白血病干细胞生长的各种条件
,

其中包括不同的培养体系 ; 来 自腹腔
、

脾
、

胸腺

的细胞作为饲育细胞的应用 ; P H A
,

P H A 白细胞和 P H A 脾条件培养液 ; 肿瘤转化生长因子

(肺腺癌 L T E P
一 a 一 2 细胞系条件培养液 ) ; 组织生长因子 (表皮生长因子

、

血小板衍生生长因

子
、

成纤维细胞生长因子 )等
.

结果发现 P H A 脾条件培养液 ( P H A 一 S CM ) 有较强的刺激 白血

病细胞增殖的作用
.

并在此基础上建立了一种体内外结合的小鼠白血病细胞系建系新技术
.

还对已建立的一些细胞系进行了较系统的生物学特性的研究
.

一
、

材 料 与 方 法

1
.

可移植性小鼠白血病模型

19 8 7 年 9 月 1 3日收到修改稿
.

国家 自然科学 基金 资助项目
.

L 7 81 1 和 L 7 2 1 2 为我室 臼建的小鼠淋巴细胞白血病
汇̀ ” .



1 068 中 国 科 学 (B 辑 )18 8 9年

2 1 L1 0及 P388 由中国医学科学院药物研究所提供
.

F r ie nd 红 白血病小鼠由 日本京都大学

病毒研究所花圆正南教授赠予
.

2
.

动物7 L8 1 1和7 L2 2 1的易感动物为纯系6 5 1小鼠
, L 1 2 1o , p 3 8 8 和 F r i e n d 红 白

血病为 D BA / 2 纯系小鼠
.

3
.

培养基 为含 16 界 小牛血清 (天津生化厂 )
,

青霉素及链霉素各 I O0u /m l
,

20 o m m ol ZL

l 谷氨酞胺及 1 0 一 ,

m o l / L Z 疏基乙醇的 R P M x 1 6 4 0 培养基 ( D i f e o )
.

4
.

P H A
一
S C M 制备 脾细胞取 自正常 昆明小鼠

,

用培养液配成细胞浓度为 5 x 10 `司
,

加人 1沁 P H A
一 P ( iD f co 〕

.

在 5多 C 0 2 ,

37 ℃ 培养 7 d 后
,

收获上清
.

5
.

定量极限稀释法液体微培养技术 参阅文献 [ 4 ]
.

6
.

建系方法 小鼠白血病腹水或脾细胞从体内取出后
,

用剪刀将脾脏剪一小 口 ,

用钝器

轻轻挤出脾细胞并通过不锈钢滤网制成单细胞悬液
.

用培养基调节细胞浓度为 1 X 10
6

/ml
,

并加入 5关 P H A
一 SCM

.

在 24 或 % 孔培养板中
,

5 % C 0 2 ,

37 ℃ 饱和温度空气中培养 1斗一

1 d8 后可见细胞集落形成
.

为了使这些在体外形成的集落细胞大量增殖
,

并逐步适应体外环

境
,

将这些集落细胞接种于易感小鼠腹腔中
.

1 6d 后
,

小鼠发病并形成腹水或白血病
.

取腹水

或脾中瘤细胞在不加刺激因子的培养液中传代培养建成细胞系
.

7
.

细胞形态学及免疫学分型研究 细 胞用离心涂片机涂片进 行 w r i g ht
一

iG
e m s a 染 色及

A B C 免疫化学分型观察阎
.

透射及扫描电镜标本的制备见文献 〔6 ]
,

并分别在 H
一 6 00 透射

电镜和 S一 5 20 扫描电镜 中观察
.

.8 致病力及病理学研究 将不同浓度细胞悬液腹腔接种易感动物
,

观察腹水形成与否以

及小鼠存活天数
.

动物濒死时处死作病理学切片检查
.

将 1 08 代 L 78 1 1一 8 5 细胞分别接种

6 1 5 小鼠腹腔
、

皮下
、

肌肉及静脉
,

观察存活天数及白血病类型
,

并比较了接种不同代数 L 7 8 1 1 -

8 5 细胞后动物存活时间及在杂种昆明小鼠中的发病情况
.

9
.

细胞动力学研究 将细胞接种在 % 孔微孔池中
,

逐 日计数存活细胞数
,

在半对数纸

上画出细胞生长曲线
.

细胞克隆形成率测定采用定量极限稀释法液体微培养方法
〔叼 .

应用光

神霉素
一

嗅化乙锭 D N A 染色技术
,

在 P h y w e
IC P一 22 流式细胞分光光度计中测定细胞 D N A

含量
,

并计算各细胞周期的百分比
.

克隆形成细胞增殖周期的测定采用
3
H

一
T d R 自杀试验再

接种观察集落形成率的方法
`7] .

细胞动力学参数的计算参见文献汇8]
.

1.0 染色体分析 采用常规方法及 G 显带方法进行细胞系的核型分析性

.11 7L 81 卜“ 细胞系分泌因子活性组分的分离及测定 条件培养液应用 ” “ p h ad e x G -

1 50 凝胶过滤方法进行组分分离
,

细胞增殖抑制活性以
’
H
一
T d R 参人率为指标进行测定10[]

.

12
.

抗癌药物筛选 应用 L 7 8 1 1一 8 5 细胞系同时对 4 种常用抗癌药阿糖胞昔 ( A
r
ac )

、

高三尖杉醋碱 ( H o tn )
、

柔红霉素 ( D N R ) 及长春新碱 ( V C R ) 进行体外集落培养
、 3
H
一
T d R

参入和拒染法细胞抑制率测定
,

并与体内给药动物疗效进行对比11[ .l

二
、

结 果

1
.

白血病细胞系的建立

应用上述方法自 19 8 5 年 2 月起
,

从相应的可移植性小鼠白血病模 型 中
,

陆 续 建 成 了

L 7 8 1 1
一 5 5 (已传 1 4 1代 )

、

L 7 2 1 2
一 55 (已传 7 0 代 )

、

L 1 2 1 o
一 8 6 (已传 斗l 代 )

、
p 3 8 s 一 8 6 ( 已传
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3 0代 ) 和 F L C L (已传 42 代 )
.

为了进一步检验此建系方法的可靠性
,

曾对昆明种小鼠中移植传代的 5 18。 及歼 c 。
细

胞应用此法进行建系培养
,

也都成功建成了细胞系
.

表明此建系方法对小鼠非白血病肿瘤细

胞建系也有一定价值
.

2
.

细胞形态学及免疫学分型

培养细胞悬浮于培养液中不贴壁生长
,

呈葡萄串状聚集
.

细胞涂片形态见图 l 。

图 1 五林小鼠日 血屑系的细胞移态 ( w ir g h t一 G le m a

染色 ) 丫 6 00

( l—
L 7 8 1 1

一 8 , , 2

—
一

L 7 2 12 一8 , , 3

—
一

L 12 10
一 8 6 , 4

一
一 P 3 88

一 86 , 弓

—
F L C L )

表 1 小鼠 T 细胞单抗免疫学分型结果

细 胞 系

L 7 8 l l
一 8 5

L 72 12
一 8 5

L 12 10一 8 6

P 〕 8 8
一 5 6

「h y l
, 2 L y t

一 l L y t
一 2 1 a k

Z
I g G 免疫学类型

十

十

十

十

抑制性 T 细胞白血病

同 上

非 T 非 B淋巴 白血病

B淋 巴白血病

小鼠 T 细胞单抗 AB c 免疫学分型结果表明
: L 7 8 1 1一 8 5

,

L 7 2 1 2一 8 , 属抑制性 T 淋巴纽

胞 白血病 ; L 12 1 0一 8 6 属非 T 非 B淋巴细胞白血病 ; P 38 8一 86 为 B淋巴细胞白血病 (表 1 .)
,
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表 2 白血病细胞系接种发病情况

细 胞 系 接 种动物 接种细胞
丫 10 , /只

动 物 数 发 病 数 死 亡 数 生存 天数

产
匕n几
ù
h八曰
甲汁

..

…
0qd7q

, .1匆 ...胜,..

6 15

气1 5

D I、A / 2

D B A / 2

D B A / 2

表 3 接种 L 7 8 1 1
~ 8 5 于不同部位的发病观察

接种细胞 /只

10 ,

10 ,

10
,

10 ,

lllll lll

发发 病 数数 存活天数数 白血病类型

腹水型

局部瘤块 型

同上

全身型

3
.

致病力及病理学研究

各株细胞系细胞分别进行腹腔接种
,

每组 6一 10 只小鼠
,

接种细胞数为 1
.

0一 .7 o x

1 0丫只
、

均 10 0形 发病 (表 2 )
.

1 5 1 6 1 7 18 1 9 20 2 1 22 23

存活天数

L 夕8 1 1
一 8弓 接种细胞数与小鼠

.卜.̀..

l
...lr1.
l

…
es己J月. .

…
es
卜

210101010图

民、留界念那

生存天数的关系

根据接种细胞数对数与存活 天数 推 算 回归方

程
.

从图 2 可见
,

接种细胞数与生存天数有较好的

相关 行 一 一 0
.

9 9
,

y = 1 1
.

3 一 0
.

4 6 (二 ) )
.

10 8代 L 78 1 1一 85 细胞分别接种在 6 15 小鼠不

同部位
,

结果所有被接种小鼠均 100 多 死亡
,

并按

不同接种部位分别产生腹水
、

局部瘤块和全身型白

血病的改变 (表 3 )
.

病理检查还发现白血病细胞在

全身各脏器内的浸润较为广泛
,

并累及骨髓和脑膜
.

接种第 20 代 L 78 1 1 , 8 5 细胞 10 丫只于杂种昆

明小鼠
,

10 只小鼠中有半数发生腹水
,

但以后自发

消退
.

接种 70 代细胞
,

则 9 只动物全部发病
,

其中
2 只死于白血病

,

生存天数为 17
.

3d 表明随传代代

数增加
,

细胞的致病力有所提高
.

4
.

细胞动力学研究

( l) 细胞生长曲线测定 图 3示 白血 病 细 胞
,

系的细胞生长曲线
,

一般可分为指数生长期
、

生长平稳期及下降期
.

分析了 L 7 8 1 1
一 8 5 细胞系

第 1 1 ,

22 及 87 代的细胞生长 曲线
,

可见随传代代数增加
,

细胞生长加速
,

增殖时缩短 (图

3 ( b ) )
.

( 2 ) 细胞克隆形成效率测定 表 4 为白血病细胞系克隆形成率测定的结果
.

不同代数

L丁8 1 1一 8 , 细胞克隆形成率随传代代数增加而提高
.

( 3) 细胞 D N A 含量分布及周期时相比例 图 4列示了白血病细胞系 D N A 含量分布及
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(
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(天数 )
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图 3

( l一
一
L 7 2 l l

一 5 5 ,

(
;

) 五株小鼠 白血病细胞系在微孔池中细胞生长曲线

图 3 ( b )

2

—
一

L 12 1。一 8 6 , 3

—
一

L 7 8 l l
一 8 5 , 呼

—
P 3 8 8一 8 6

, 5

—
F L C L )

L 7 8 1 1一 8 , 细胞不同代数细胞生长曲线的比较

( l

—
8 7 代

, 2

—
一 11代

, 3

—
22 代 )

表 斗 白血病细胞系克隆形成率比较

细 响 克隆形成率 (% )

七 7吕 I J 一 8 5

系

原代 0
。

0 6 一 O

1 9 代

3 2 代
5 3 {七

53 代

;:;

:::;
L 7 2 1 2

一片愁

L 12扣
一

从 6

P 3 8 8
一 R 6

F L C I

,

: {:

各细胞周期所占比例
.

根据对 L 7 8 1 1一 85 群体细胞动力学研究的结果
,

L 7 8 1 1一 85 的细胞动力学参数见表 .5

〔4
.

) L 7 8 1 1一 85 克隆形成细胞增殖时的测定 用
3
H
一
T d R 自杀试验再接种观察集落形成

的方法
:

测得第 1 2 3 代 L 7 8 1 1一 8 5 细胞系克隆形成细胞的增殖时为 1 .6 7 h , S 期为 7
.

9 h
.

线性

回归方程为 y ~ 4 7 洲 十 5
.

9 9 ( t ) (图 5 )
.

5
.

染色体分析

L 7 8 1 1
一 8 5 细胞系的染色体众数为 4 1

.

对 6 个 41 条染色体的细胞进行了 G 显带核 型分

析
,

其核型为 4 1
,

X x ,

十 M ar
.

此标记染色体的大小近似 3 号染色体
,

但深染的端着丝点
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表5 L 7 8 1 1一
5 8细胞动力学参数

动 力 学 参 数

T D倍增时(h )

T , 合成时 ( h )

T G
.

合成前期 ( h)

T。
:

合成 后期 ( h )

对 I 分裂指数 ( % )

T M 分裂时 ( h )

了二
;

潜在倍增时 ( h )

中细胞丢失指数

K
。
细胞生成率 / h

K , 细胞丢失率 Zh

数 值

19
.

6

7
。

7

9
。

5

l
。

8

2
。

3

0
。

6 5

1 6
。

6

0
。

1 53

0
。

0 4 18

0
。

0 0 6 4

ZN 4 N

P 3 8 8一 8 6

ZN 4 N

L 7 2 1 2一 8 5

ZN 4N

L7 8 11一 8 5

G :

/ G
。
= 4 0

.

2%
G
:

。 2 2
.

1%

5 = 3 7
.

3%

G ,

/ G
。
= 4 6

.

8%
G :

~ 13
.

2%

5 ~ 斗0
.

0%

G :

/ G
。
= 礴8

.

6%
G :

二 1 2
`

l%

S = 3 9
.

3%

ZN 4 N

L 12 10一 8 6

G :

/ G。 二 3 0
.

6%
G :

二 2 8
.

9%
S ~ 4 0

.

5%

ZN 4 N

F L C L

G :

/G
。
二

G ,

~

S ,

5
。

55%
10

.

1%
3 4

。

4%

图 4 五株小鼠白血病细胞系 O N A 含量分布

下为一条很宽的浅带
,

其下有 2一 3 条均匀分布的暗带
,

而与 3号染色体不同
.

41 条染色体均

显 c 带
,

进一步证实此细胞系的性染色体为 X X
.

各白血病细胞系染色体核型分析的比较见

表 6
。
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三株白血病细胞系染色体的比较

染色体数 目 (比例% ) 干细胞系染色体数 标记染色休*

6 3一斗 3(9 9)

6 3一7 2(86)

6 3一7 2(8 0)

;;
1A

弓B 1C IM

6 B IC IM

*A 示大小近似 3号染色体的 标记染色体三B 示中或亚中着丝点染色体 ;c 示带明显随体的染色体三 M示微小染

色体
.

细胞杀死
, 00卜

( 呱 )

广/
’

厂 廿 _
上

一
土

一
一 五

一
』 ~

一 L - 一
二

一
一 8 一 6 一 4 一 2 0 有

孵育时间 l(1 )

图 S L , 8 1 1一 8 , 克隆形成细胞应用
’
H
一 T d R 自杀试

验进行细胞 周期分析

(丫 二 o
·

95
, 夕 = 4 7

.

5 3 + 5
.

9 9 t )

6
.

超微结构观察

对细胞系进行的透射和扫描电镜观察表明
,

各细胞系形态均有明显的异型性
,

细胞大小不

一
,

核畸形
,

细胞器较少且发育异常
.

扫描电镜显示各细胞系均无支原体感染
.

在各细胞系的细胞胞浆
、

内浆网及细胞间隙中均见有数量不等的病毒颗 粒 存 在 (表 7 )
.

L 7 8 ll 原代小鼠腹水白血病细胞中的病毒颗粒呈中心透亮圆形
: 由两层同心圆的壳组成

,

中

心为电子透亮区
,

内壳似比外壳有较深的电子密度
,

两层壳中间有稍淡的嗜铁物质
.

颗粒外径

约 82 n m
,

类似 A 型病毒颗粒
,

散在分布 于胞浆和内质网内
.

在 L 78 1卜 8 5 细胞系中病毒数

量随着体外培养代数的增加而逐渐增多
.

不但分布于细胞胞浆内也贝
』

于细胞间隙
.

胞浆中的

病毒颗粒
,

一种呈中心透亮圆形
,

形态类似上述 A 颗粒
,

属于不成熟的 c 颗粒 ;另一种呈实心圆

形
,

中央有一电子密度较深之类核
,

属于 c 病毒颗粒
.

上述成熟及不成熟 c 型病毒颗粒均有向

表 7 不同细胞系病毒形态及分布比较

岁立…
L 7 8 1 1

一 8 5

L 7 2 12
一
8 5

P 3 8 8
一 8 6

L 12 1 0一 8 6

、 。

{
形 。

{二澳度架下j
、 、

…
、 。

一—
}

—
J塑进

we

跨兰竺嘿竺}

—
}

—
大景 产。夔亮或实心圆形 1

十

1
十

}
十

} 呼
或
妊 }

细
瞥

隙
、

内浆网

大寻 } 同 _ 书 !
十
}
十
}
十
} 回 上 }

同
_

一 _

步
少量 } 买心 圆浴 } 十 } 一 } 十 } 散

_

在 } 细恻山陈

中等 {中心透亮或买心圆形 } 十 { 十 } 一 } 成堆或散在 } 内 泵 网

_
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组分

图 7 L78 1 1一 8 5细胞培养液上清分离组分及其对自身白血病细袍的抑制作用

表 8 7 L8 1 1一 8 5上清组分对白血病细胞系
3

H
一丁d R参人作 用

一

方
.

卜一布一一
细胞外出芽的现象 (图 6)

.

当将细胞系再接种于正常成年小鼠腹腔
,

所产生的腹水细胞胞浆

内又主要见 A 型颗粒
,

未见向细胞出芽
.

这种现象经反复证实并在 L 7 2 1 2一 8 5 细炮系中亦可

见到
.

7
.

分泌因子活性的测定

在对 L 7 8 1卜 8 5 细抱培养上清液分泌因子的探索中
,

以
`
H

一 T d R 参人抑制率为指标
,

测

定其上清液分离组分对 白血病细胞的作用
.

结果组分中 4一多万及 7一 8万分子量段对白血病

细胞有一定的抑制作用 (表 8 及图 7 )
.

这些组分经链霉蛋白酶
、

酸
、

热等作用分析不同于已知

的铁蛋 白类物质
.

8
.

在抗癌药筛选及药效试验中的应用

以 L 7 8 1 1 , 8 5 细胞系为对象
,

同时对 4 种抗癌药进行了四种体内及体外筛选方法的比较

研究
.

结果显示三种体外方法与体内整体动物给药所得结果一致 (表 9 )
,

各自从不同角度反

映了药物对细胞的作用
.

用于抗癌药筛选及药敏试验均有一定的意义
.

表 9 三种体外测定结果与整体疗效的比较

3
H

一 r d R 参入法 拒染法 集落培养
药 物

I D
S。
(拜 g / tn l)

生命延长
( % )

阿糖弓包营

高三尖杉酚碱

柔 毛霉素

长春新碱

0
。

0 15

0
。

0 17

【)
。

13 2

0
。

19 5

0
。

0 16

0
。

0 7 5

> 0
.

16

0
.

0 0 3

0
.

0 0 6 3

0
。

0 1 4

0
。

2 8

2 0 6

17 8

1 1 0

1 13
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白血病细胞系的建立不仅对 白血病细胞可深人地进行研究
,

而且对探索白血病的病因及

发病
。

瘤细胞增殖
、

分化及其调控以及药物筛选
、

实验治疗
、

病毒学
、

免疫学和分子生物学等方

面都有重要的研究价值
.

由于体内细胞不完全适应在体外环境下生长
。

因而建立体外细胞系

具有一定的难度
〔川

.

本文通过在易感小鼠体内接种的过渡
,

较好地解决了这一困难
.

本建系

方法具有建系成功率高
、

细胞在建系中可不断被克隆纯化
、

清除污染等优点
.

因而具有重要的

实用价值
,

并已在国内推广使用
,

为国内外广泛用于抗癌药筛选的白血病动物模型
.

F L C L 红

白血病细胞对于研究白血病病毒病因
,

白血病细胞的诱导分化具有重要价值
.

L 7 8 1 1~ 8 5 细胞经连续传代后细胞生长加速
,

倍增时缩短
,

克隆形成率提高
,

并观察到细

胞恶性程度增加
,

接种单个细胞或接种于杂种昆明小鼠也能发病致死
.

对 L 7 8 1 1一 8 5 和 L 7 2 12 一 8 5 细胞系电镜追踪观察证明
,

在原代细胞内存在 A 病毒颗粒
.

当

形成细胞系后
,

病毒颗粒增加并转化为向细胞间隙出芽的 c 病毒颗粒
.

再接种细胞 于小鼠腹

腔
,

所得 白血病腹水细胞中又只见 A 病毒颗粒
.

体外细胞系和腹水细胞内病毒类型不同
,

是否

是宿 主细胞所处的外部环境变化造成并影响其生物学特性有待进一步研究
.

文献中证实
,

胞

浆外 c 病毒颗粒有致瘤性
,

而池内 A 颗粒没有
〔均

.

但尚未发现如我们看到的 A 颗粒见于小鼠

体内腹水细胞
,

c 颗粒见于体外培养的细胞系中
,

而将培养细胞再植入体内
, c 颗粒又消失的

现象
.

在 L 7 8 1 1一 85 上清液中还分离 出白血病相关自泌因子 ( A u t。 。 r in e )山 , , 对自身及其他白

血病细胞的
`
H
一
T d R 参人有明显的抑制作用

.

值得进一步深人研究
.

赵轼轩
、

李惠萍
、

冯敏
、

亢非
、

刘黎等同志参加部分技术工作
,

特此致谢
.
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