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摘 要

以 ,

卜囚雄朽仓鼠肺成纤维细 }fuJ ( D 二飞
细胞株 ) 为 实验材料

,

用二 乙恭 己烯雌酚 ( D E S ) 作诱

导物
,

访使细胞近行细胞内复制和细胞内分裂
。

实验采用不 同剂量
、

不 lnJ 处理时 nU和恢复时间
,

取得

了良如
:

的结呆
。

在 1 8个试验组中
,

有冈% 的认验组获得成功
,

最高诱行频率达 5 6%
,

是前人研究结果

的 2
.

4倍
,

同时降低了诱导物质的毒性
,

加大 了有效诱
一

导剂量与毒害剂量间的差距
,

使有效诱导剂量

的变化
,

高低相差 10 倍
;
使发生诱变的细胞大星存活

,

侧时达行分裂 活动
。

关键询
:

有丝分裂周期
; 工

一 ,
二

1
细 jUJ 株 ; 细胞内复制 ; 细胞内分裂

细胞内分裂 ( E n d o nr i t o 、 15 ) 及细胞内复 制 ( E : , d o ; e d u J〕 l i e a t i o n
) 常见于哺乳动物 及

人类的病变组织
,

它们使细胞内的染色体数 目加倍
。

细胞内分裂与有丝分裂相似
,

但是局限

于核内
,

没有核分裂与细胞分裂相什随
,

纸 yt]J 内复制 最先由工
J c 、 。 n 和 H a u s c h灭a “ 二于 1 95 3年

提出
。

它是组胞内分裂的一种方式
,

犯笼
.

投有与有丝分裂相似的仃何表现
。

细胞内复制由间

期染色体复讹造成
。

如男右绍胞卜
: 友报 二几进行有少交哀

,

内复翻纬
l

)危就会在 中期
,

以双染

色休
,

多染色体的形式 出现
。

这些砚象互
、

然被介从一种特殊变化
,

却广泛发生于生物体内的

某些组织
〔 2 」和某些发育阶段

。

本世纪 50 年代以来
,

随着体细胞选传学的发展
,

人们开始用各种理化因素诱导细胞内分

裂
〔“ ’ ` ,

但是频率不高
。

本项研究 旨在提高诱导濒率
,

探测细胞发育周期的影响因素
,

加强

对细胞分裂的控制能力
。

这对于开展多仁仆育种和细加生物工程者!;有着重妥作用
。

l 材料和方法

中国雄仓 鼠肺成纤维细胞 ( D or
,细胞株 ) 来自T

.

C
.

玉sI u
实验室

,

化学诱变剂 为二 乙 基

己烯雌酚 ( D E )S (D i f c o 公司产品 )
,

培养液为含 10 肠小牛血清的 I了
一

10 培养 液
,

D on 细胞

在 T
一

25 型塑料瓶中培养
,

一次性使用
,

每次加培养液 15川
,

然后接利
` 。
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。
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试验前先将低温保存的 D o n
细胞接种到培养瓶

,

待细胞贴壁长满整个培养瓶 底 部 时收

获
。

用胰蛋白酶处理使细胞脱壁分离
,

将部分细胞制片镜检
,

仍保持原细胞 株 特 征 ( 2n =

22 )的材料用于研究工作
。

经过繁植的细胞扩大接种到新的培养瓶
,

然 后 用 C O
,

气调整 p H值

至 7
.

0 ,

拧紧瓶盖
,

在 37 ℃的恒温培养箱中进行培养
。

经过 16 小时细姐贴壁生长
,

冉 同措 养

瓶加入 D E S
,

进行诱导处理
,

试验组按照剂量
、

处理时间与恢复时间分组
。

经试剂处理后
,

将细胞培养瓶用H a n k
` s
液冲洗三遍

,

除掉细胞表面残存的诱导物 ( D E s)
,

向培养瓶加入

新鲜培养液
,

让处理过的细胞继续在 37 ℃恒温箱中培养一定的时间
。

收获前一小时向每个培

养瓶加秋水仙胺 o
.

3 m l (浓度为 2卜g / m l)
。

收获时用胰蛋白酶处理 10 m in
,

使细胞脱壁
,

用

吸管将细胞悬浮液移入离心管离心
,

然后用 。
.

0 75 M K CI 溶液低渗处理
,

卡诺液固定
,

按常

规空气干燥法制片
,

G ie m s a
染色

,

镜检
。

2 结 果

二乙基 己烯雌酚 ( D E )S

为。一 3 o h
,

前后共试验 5次
,

诱导处理分为 5个剂量水平
,

处理时间从 4 ~ 48 h
,

恢复时间

整个结果如表 1所示
。

从表 1看出
,

对照组经过 3 h4 的对照培养
,

表 1 O E S对 O o n细胞的处理诱导结果

处 理

组 别 一 , 二 ` ,
7川 』巨 “ , .川

恢复时间
(五) 受检分裂细胞致

频 率 (% )
X ,检验 ( 以对
照组为基础 )

(克分子浓度 ) (五)

对 照 0 4 3 0 2 12

1 l x 10
一 4 4 7 18 2

2 l x 10
一 4 4 16 2 0 1

3 l x 10
一` 4 3 0 2 3 4

4 5 x 10 一 4 4 3 0 23 3

5 7 .

5 x 1 0
一 ` 4 3 0 2 1选

6 7
。

5 x 10 一 5 8 2 2 2 10

7 5 x 10
一 5 8 20 2 0 6

8 l x 10一毛 8 13 2 2 3

9 l x l o 一 4 8 1 6 2 0 5

1 0 1又 JO一 5 2 4 0 16 9

1 1 7
。

5 x 1 0一 5 14 0 12 4

] 2 7
.

5 x 10一 5 15 2 4 2 0 6

25 7
.

5 欠 10
一 ` 2 2 2 0 2一。

1 4 7
.

5 x 20
一 5 24 0 2 6 5

1 5 5 x 10
一 5 2 3 0 2 0 6

1 6 l x 10 一 ` 4 8 0 很少

17 7
.

5 x 10 一 5 通5 0 无

18 5 火 ] 0一 4 15 0 无

二倍休 多倍体 内 X 侧

9 9
。

1

9 9
。 5

9 6
。

5

9 1
。

5

8 6
。

7

9 5
。

8

9 7
。

0

9 5
。

1

8 9
。

7

8 9
。

7

9 7
。

6

57
。

1

7 0
。

8

4 8
。

3

62
。

0

43
。

7

0
。

9

0
。
5

3
。

5

3
。 8

7 。
3

4 。 2

2 .

4

4
。

9

6
。

3

5
。

9

2
。

4

6
。

5

2 9
。

2

1 6
。

7

3 8
。

0

5 4
。

8

0

0

0

4
。

7

6
。
0

0

0
。

5

0

4
。

0

4
。

4

O

3 6 。 4

0

3 5
。

0

0

1。 5

注
: , ·

与对照组有质 的差异
。
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.

1肠的细胞为二倍体
,

很少 发生畸变
,

是一个稳定的细胞株
,

试验材料 符 合 要求
。

该细

胞 株经过不同处理
,

取得了良好的结果
。

在 18 个试验组内
,

有 9个组 出 现了细胞内复制或内

分裂
,

与对照组差异极显著
。

其中有三个组的诱导频率 (多倍体与内复制细胞所占 的 百 分

数 ) 超过 40 肠
,

最高达 56
.

3肠
。

3 分析与讨论

3
。

1 二乙基己稀雌酚的荆 , 效应

由表 1可见
,

1 义 1。芍克分子浓度为无效诱导剂量
,

24 h 以内的诱导处理不产生诱导作用
,

与对照组无差异
; 48 h处理引起细胞死亡

,

看不到分裂活动
。

这 表明D E S的诱导作用只能在

达到 一定的剂量时才能表现
。

当 D E S的用量在 5 x 1 0
“ ”
一 5 x 10 “ 4

克分子浓度范围
,

D o n 细 胞

会出现多倍体与内复制现象
,

表明这些剂量为有效诱导剂量
。

如果将有效诱导剂量
: 5 x l 。“ ,

l x l o “ 克分子浓度划分为高 剂 量
, 7

.

5 x l。巧 为 中剂

量
, 5 x 1 0巧为低剂量

。

比较不同剂量的诱导频率
,

就会 发现低剂量可产生高诱导频率
, s x

1 0一克 分 子浓度的处理
,

产生出最高的诱导效果
,

诱 导 频率为 5 6
.

3肠
;

而高剂量 5 x l 。
’ 4
克

分子浓度的处理
,

诱导频率只有 13
.

3肠
,

当处理时间为 1h5
,

被处 理 的细胞遭到 D E S的毒害

作用
,

丧失分裂能力
。

在有效诱导剂量范围
,

处理剂量
一

与诱导效果呈反相关关系
。

3
.

2 处理时间对诱导效果的影响

表 l说明
,

处理时间对诱导效果有着重要的作用
。

在有效剂量范围内
,

处理时间与 诱 导

频率呈抛物线关系 (图 l)
。

处理 h4 开始产生诱导作用
,

以后诱导频率随 处理时间而增 高
,

经 过 1h3 (大约为一个分裂周期 )
,

诱导频率陡增
,

处理 2 h4
,

大约两个细胞分裂周期
,

诱导

频率达到最高值
; 48 h处理使细胞破裂死亡

,

产生许多微核
,

看不到分裂细胞
。

由于缺少 3 h0

处理的试验组
,

对整个诱导效应 的峰值位置
,

以及进一步处理的变化方式还需研究
。

处理效果的时间曲线受到剂量大小的影响
。

无效剂量 ( l x l 。
一 ”

克分子浓度 ) 处理不 产 生诱

导作用
,

长期处理 ( 4 8 h ) 使细胞死亡
。

因 而 用

延长处理时间的方法也不能使无效剂量产生诱导

效应
。

在有效的诱导剂量范 围
,

提 高 D E S的用

量
,

出现诱导作用的时间提前
。

s x l 。 一 4

克 分子

浓度处理 h4 就出现差异极显著的诱导作用
,

而其

二`
它剂量组在这一处理时间

,

大多数效果不明显
。

” 当用 s x l o
一

4克分子浓度对 D二细胞处理 15 h
,

细

胞的活动受到严重干扰
,

全部收缩成球形
,

制片

检查无中期细胞存在
,

从而把高剂量 D E S的诱导

作用限制在狭窄的时间范围
,

使 D E S的诱导作用

降低
。

翩|叫|叫5011月勺
es

卜气ùà势ù粱炭

一
叼
`

图 1

处理 时同 ( 小时 少

诱 导效果的时间曲线

— 实验所得 , … …推测

剂量了
。
s x 1o

. `克分子浓度
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3
,

3 恢复时间对诱导效呆的作用

” 。 n 细胞受到 D E S的处理
,

其代谢活动受到干扰
,

从细胞接受千扰到细胞复制行为的变

化
`

需要一定的时间
。

因而述行短时间处理
,

还需要一段恢复时门才能将 D E S的作用 表 现 出

来
。

表 l 中的 4 h女上理组
,

由于恢反时间长短的不同
,

细胞诱 导频率 也 不 相 同
。

用 1 x l。 一 `
克

分子浓度处理 h4 的组别
,

认第一组到第三组
,

随着恢复时间的延长
,

诱 导频率从。
。

5肠 增 长

到 8
,

5 肠
,

与对照组的差异从不显著到极显著
。

此外恢复时间对 D E S的长期处理 也有很大的

促进作用
。

第 13
,

14 两组处理剂量相同
,

处理时间相近
,

长达 22 h 以上
。

由于第 13 组有 2 0 h的

恢复时间
,

诱导频率比第 14 组高 1 3
。

7肠
。

这说明恢复时间对于提高 D E S 的诱 导效果十分重

要
。

弓
.

4 二乙基己烯雌酚的诱导作用

与前人的试验结果
〔 3 〕相比发现

,

二 乙基 己烯雌酚是一种优良的细胞内分裂
、

内复 制 诱

导剂
。

J a c 眺 o n 〔3 ’
用民琉基 乙醇及阶琉基丙酮酸进行诱导

,

最高诱 导频率为 23 肠
。

本试验

诱导频率高达 56
.

3肠
,

相当于前者的 2
.

4倍
。

D E S的第 二 个优点是毒性小
。

J a c k s o n
用爵琉

基 乙醇作诱导物
,

当诱导频率超过 10 肠时
,

总细胞数及分裂细胞数大大减少
,

在一个试样中

可供计数的分裂细胞最少的只有 10 个
。

本试验当诱导频率超过 56 肠时
,

可供计数的细胞与对

照组无多大差别
。

D E S的第三个优点是有效剂量的变异范围大
。

aJ
c !: s o n

报道
,
有效的诱导

剂量接近中毒剂量
,

本次试验 D E S的有效诱导剂量大小相差 10 倍
,

范围宽广
。

这 样 可 以选

用低剂量处理
,

减小对细胞的毒性
,

提高诱导频率
。

3
.

5 细胞内分裂与细胞内复制在诱导过程中的关 系

这两种现象的发生机制完全不同
,

但是为

什么会在诱导过程同时发生? 一个可能的解释

是
:

内复制 细胞在下一个细胞分裂的晚中期
,

复制出的两对 同源染色体 (图 2 ) 进一步分开
,

表现为多倍体
。

按照这一解释推理
,

在诱导过

程
,

应该先形成内复制细胞
,

然后出现多倍体

细胞
。

可是在第 l一 3试验组
,

都是用同剂量的

D E S处理 h4
,

恢复时间短的 组 只 出 现 多 倍

体
,

当恢复时间延长时
,

出现了内复制细胞
。

这一结果与上述解释相悖
。

这说明 D E S能引起

两种不同的细胞周期异常现象
。 图 2 显示内复制的中期 D o n 细胞
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t a i n e n d o m i t o s i s a n d e n d o r e d u o l i e a t i o n w h o 、 e t o x i e i t y w a s l o w t o t h e e e l l s

a n d l a r g o i n t h e d i f f e r e n e e s b e t w e e n t h e e f f e e t i v o d o s a g e a n d p o i : o n o u s d o s -

a g e o f t h e e h e m i e a l s u s i n g t o 至n d u e e e n d o n l i t o s i s a n d e n d o r e d u p l i e a t i o n .

I n t h e

r a n g e o f e f f o e t i v o d o s a g e t h e h i g h e s t w a s 1 0 t i m e s a s h i g h a s t h e l o w e , t
.

K e y w o r d s : , n i t o t i e e y e l e , D o n e e l l l i n e ; e n d o m i t o s ; 、 , 。 n d o r e d u p l ; e a t i o n


