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[摘要] 初步探讨空间环境对黑色素瘤 B16 细胞增殖及免疫原性的影响。选择 4 株经体外实验筛选出生物学性状变异明显的第 20 颗

返回式卫星搭载的空间培养 B16 细胞 , 检测其体内增殖能力及免疫原性的变化。将筛选出的 4 株空间培养 B16 细胞接种于 C57BL/6

小鼠 ,其中一组接种于腹腔 ,观察荷瘤小鼠生存期 ;另一组接种于腋下皮肤 ,检测小鼠出瘤时间。接种至 2 周时 ,处死 ,分离荷瘤小鼠移植

瘤和血清。称重荷瘤小鼠移植瘤 ,观察空间培养 B16 细胞增殖能力 ;利用 HE 染色法观察荷瘤小鼠移植瘤切片细胞形态 ;采用放射免疫

分析法(Radioimmunoassay, RIA)测定荷瘤小鼠血清白介素- 2 (InterLeukin- 2, IL- 2)浓度 ,观察空间培养 B16 细胞免疫原性变化情况。

与对照细胞相比 , 1 株空间培养 B16 细胞的荷瘤小鼠生存期明显缩短 ,出瘤时间明显延长。HE 结果显示 :此株空间培养 B16 肿瘤组织

内有淋巴细胞浸润 ; RIA结果显示 : 3 株空间培养 B16 细胞荷瘤小鼠血清 IL- 2 浓度明显增加。空间环境的复合因素可诱导 B16 细胞增

殖能力及免疫原性产生变化。
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Abstract: The effects of space environment on the proliferation ability and immunogenicity of melanoma B16 cells are studied in
this paper. Four B16 cells, which were on board in the 20th recoverable satellite, are selected. Their biological characteristics are
found changed significantly in experiments in vitro. B16 cells selected were inoculated into C57BL/6 mice; each kind of space
cells was injected into 20 mice, which were divided into two groups randomly, with ten mice in each group inoculated with

experimental cells and one group were inoculated in the abdominal cavities to observe the survival time of tumor mice, and the
other group were inoculated under the chest skins to record the time named as the forming- tumor time when the diameters of
tumors exceeded 3 mm. The tumor mice were killed 2 weeks after the space cells were inoculated. Then, tumors were ablated and
serum was separated. The tumors were weighted to measure the abilities of space mutant B16 cells in forming tumors; tumor slices
were stained to observe the changes of shape of space mutant B16 cells; the concentration of InterLeukin- 2 (IL- 2) of the serum of
tumor mice was determinrd to observe the immunogenicity of space cells with the method of radioimmunoassay (RIA). Compared
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空间环境中对生物体影响最主要的因素是空间辐

射、微磁场和微重力环境。空间环境有许多不同于地面

的特性,对生命有多方面的影响。比如,对人体心血管、

骨骼和免疫等系统的影响;在细胞和基因水平上 , 细胞

增殖和分化、基因表达、信号传导、细胞骨架、遗传变异

等方面有显著改变。利用空间环境特殊性研究基础生命

过程 ,可以帮助人类理解某些重大生命科学问题 , 包括

生命起源、演化、个体和系统发育乃至疾病发生机理。目

前,国际空间生命科学对空间环境在整体水平的生物效

应研究较多,而细胞水平的研究还处在初级阶段。明确

空间环境影响细胞生命活动的有关情况,更有利于研究

空间环境影响动物体的机制。

选择经第 20 颗返回式卫星搭载的 B16 细胞 , 进行

体外和体内实验后,筛选性状变异明显的空间培养 B16
细胞株 ,接种于 C57BL/6 小鼠。观察小鼠出瘤时间、瘤

组织重量、瘤细胞形态、荷瘤小鼠生存期以及空间培养

B16 细胞对小鼠免疫系统的刺激作用 , 检测空间培养

B16细胞的体内增殖能力及免疫原性。

1 材料和方法
1.1 实验细胞

选择前期实验筛选出的 4 株空间培养 B16 细胞 , 4
株细胞的内部编号分别为 4#、9#、11# 和 15#。空间培养

B16 细胞的获得 :利用“细胞低温长期生存系统”[1]将野

生型 B16细胞搭载于第 20颗返回式卫星。搭载系统内

无电源、热源和气源 , 卫星搭载舱内 1 个大气压 , 温度

15～26℃, 飞行近地点轨道高度约 175 km、远地点高度
约 500 km, 轨道飞行 18 d, 环绕地球 286 圈 , 地面滞留

7～8 d(数据由中国空间技术研究院提供)。空间飞行后,
回收细胞 , 单克隆化 , 获得 110 株空间 B16 细胞 , 按顺

序编号。从中选取 3#、4#、9#、10#、11#、12#、13#、14#、15# 和

16#共 10 株空间培养 B16 细胞进行体外和体内实验 ,

筛选出 4#、9#、11#和 15#共 4 株性状变异明显的空间培

养 B16细胞,为本次实验的对象。对照细胞为 1株野生

型 B16 细胞和 1 株地面细胞;地面细胞是培养于“细胞

在常温条件下长期存活装置”中 , 通过模拟搭载时间和

卫星配重舱中的温度而获得 B16细胞。

1.2 细胞培养

将空间培养 B16 细胞和对照细胞置于 37℃和 5%
CO2孵箱中, 利用 10% DMEM培养基培养 , 传代时用

0.25%胰酶消化细胞。

1.3 荷瘤小鼠生存期

常规培养筛选出的空间培养、野生型和地面组 B16
细胞,至细胞生长状态良好时,消化细胞,将实验细胞接

种于 C57BL/6 小鼠腹腔 , 每只小鼠接种 0.2 ml 细胞悬

液,共 5×105个细胞,每株实验细胞接种 10 只小鼠。然
后,观察荷瘤小鼠生存天数,记为荷瘤小鼠生存期。

1.4 荷瘤小鼠出瘤时间

常规培养筛选出的空间培养、野生型和地面组 B16

细胞,至细胞生长状态良好时,消化细胞,将实验细胞接

种于 C57BL/6 小鼠胸前皮下 , 每只小鼠接种 0.2 ml 细

胞悬液,共 5×105个细胞。11#空间培养 B16细胞接种于
20只小鼠,其余实验细胞每株接种 10只小鼠。然后,游

标卡尺测量荷瘤小鼠肿瘤组织直径, 记录直径为 3 mm
时所需天数,观察荷瘤小鼠出瘤时间。

1.5 移植瘤重量

至皮下接种实验细胞的荷瘤小鼠生存至 2 周时,处

死。分离荷瘤小鼠肿瘤组织,称重,检测荷瘤小鼠移植瘤

重量。

1.6 移植瘤细胞形态

利用 4%多聚甲醛固定分离出的荷瘤小鼠移植瘤 ,

制成石蜡切片 , 脱蜡 , HE 染色 , 封片后 , 观察移植瘤细

胞形态。

1.7 荷瘤小鼠血清细胞因子

至皮下接种实验细胞的荷瘤小鼠生存至 2 周时,处

死。取出荷瘤小鼠外周血 ,分离血清 ,利用 RIA方法检

测细胞因子 IL- 2血清浓度。

1.8 统计学分析

应用 SPSS 10.0 统计软件处理实验所得数据 , 利用

独立样本 t 检验和对数秩检验进行分析 , P<0.05 即认

为有显著性差异。

with wild melanoma B16 cells, the survival time of the tumor mice with inoculated 11# cells was found to be shortened significantly,
while that with 4#, 9#, 15# and Gro cells saw no apparent changes; the time in forming tumors for tumor mice inoculated with 11#

and Gro cells was prolonged significantly, while that with 4#, 9# and 15# cells saw no apparent changes; the weight of carcinomas of
tumor mice inoculated with 11# cell decreased significantly, that with 15# cells increased, while that with 4#, 9# and Gro cell saw no

apparent changes. Tumor slices stained by the method of HE showed that the necrotic area of carcinomas of 11# space cells was
reduced and there were lymphocytes within the tumor tissues in tumor mice inoculated with 11# and 15# space mutant cells. RIA
tests showed that the IL- 2 concentration in the serum of tumor mice inoculated with 9#, 11#, 15# and Gro cells increased, especially
that with 11# cells; while that with 4# cells saw no changes. Space environment may change the proliferation ability and
immunogenicity of melanoma B16 cells.
Key Words : space environments; melanoma; B16; proliferation; immunogenicity
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2 结果
2.1 荷瘤小鼠生存期

与野生型 B16相比,接种 11#空间培养 B16 细胞的

荷瘤小鼠生存期明显缩短 , 4#、9#、15# 和地面组 B16 细

胞荷瘤小鼠生存期无明显变化(见表 1)。

2.2 荷瘤小鼠出瘤时间

与野生型 B16 相比 , 接种 11# 和地面组空间培养

B16 细胞的荷瘤小鼠出瘤时间明显延长 , 4#、9# 和 15#

B16细胞出瘤时间变化不明显(见表 2)。

2.3 移植瘤重量

与野生型 B16 细胞相比 , 11#空间培养 B16 细胞荷

瘤小鼠移植瘤重量明显减低 , 15# B16 细胞荷瘤小鼠移

植瘤重量增加 , 4#、9# 和地面组 B16 细胞荷瘤小鼠移植

瘤重量无明显变化(见表 3)。

2.4 移植瘤细胞形态

肿瘤组织切片 HE 染色结果显示,野生型和地面组

B16细胞荷瘤小鼠移植瘤内部可见较多坏死区域,肿瘤

细胞围绕血管生长,呈袖套状。11# B16细胞荷瘤小鼠移

植瘤坏死组织较少 , 肿瘤组织内可见淋巴细胞浸润(图

1箭头所示)。

2.5 荷瘤小鼠血清细胞因子浓度

RIA结果显示: 9#、11#、15#和地面组 B16 细胞荷瘤

小鼠 IL- 2 血清浓度增加 , 其中 11# B16 细胞增加最明

显, 4# B16细胞荷瘤小鼠 IL- 2 血清浓度无明显变化(见

表 4)。

3 讨论
空间飞行过程中,由于受空间辐射影响,植物种子和

微生物染色体可产生突变, 从而诱导植物和微生物性状

产生多向性变异,其中有些变异是可遗传的。回收空间诱

变的植物种子和微生物进行地面培育, 即可从中筛选出

理想的突变品系[2-3]。空间环境中的高能粒子和高能电磁

射线击中细胞 DNA链,使其受到损伤,引发细胞修复系

统进行修复, 当损失较严重的未能被修复系统及时修复

时, 就会导致细胞基因组变异, 产生染色体畸变。细胞

DNA的损伤程度与暴露于空间辐射的时间密切相关,时

间越长损伤越严重。同时,微重力还可增加细胞对放射线

的敏感性, 空间环境的复合作用更易于诱发细胞变异[4-8]。

空间飞行后的宇航员淋巴细胞染色体失常增多, 简单易

位明显增加。培养于空间环境中的淋巴细胞染色体畸变

增加,出现双着丝粒染色体和着丝粒环,导致其基因产生

突变,进而可能使其生物学特性发生变异[9-10]。

表 1 空间培养 B16 细胞荷瘤小鼠生存期(d)

Table 1 Survival time of the tumor mice inoculated by

space B16 cells (d)

注: χ2值和 P值为各组与野生组的独立对数秩检验结果。

组别 Con Gro 4# 9# 11# 15#

均数

标准差

χ2值
P值

16.40
1.17
15.20
1.62
2.60
0.11

16.90
1.73
1.36
0.241

16.70
2.41
1.12
0.29

24.20
2.15
20.64
0

15.70
1.70
0.45
0.50

表 2 空间培养 B16 细胞出瘤时间(d)

Table 2 Forming- tumor time of space B16 cells (d)

组别 Con Gro 4# 9# 11# 15#

均数

标准差

χ2值
P值

5.60
0.84
7.40
2.12
7.60
0.01

5.80
1.32
0.11
0.74

16.70
2.41
1.12
0.29

24.20
2.15
20.64
0

15.70
1.70
0.45
0.50

注: χ2值和 P值为各组与野生组的独立对数秩检验结果。

表 3 空间培养 B16 细胞移植瘤重量(g)

Table 3 Weights of transplanted carcinomas

of space B16 cells (g)

组别 Con Gro 4# 9# 11# 15#

均数

标准差

t值
P值

1.61
0.80
1.76
0.74
0.43
0.67

1.14
0.54
1.52
0.15

1.43
0.42
0.60
0.56

0.14
0.10
8.15
0

2.48
0.65
2.67
0.02

注: t值和 P值为各组与野生组的独立 t检验结果。

图 1 空间诱变 B16 细胞荷瘤小鼠移植瘤细胞形态

Fig. 1 Morphological changes of transplanted cell

表 4 空间培养 B16 细胞荷瘤小鼠 IL- 2 血清浓度(ng/ml)

Table 4 Concentrations of IL- 2 of the serum

of tumor mice (ng/ml)

组别 Con Gro 4# 9# 11# 15#

均数

标准差

t值
P值

2.30
0.60
3.30
1.04
2.51
0.02

2.46
0.65
0.51
0.62

3.70
1.06
3.46
0

5.07
1.69
6.57
0

4.67
1.42
4.67
0

注: t值和 P值为各组与野生组的独立 t 检验结果。
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统进行修复, 当损失较严重的未能被修复系统及时修复

时, 就会导致细胞基因组变异, 产生染色体畸变。细胞

DNA的损伤程度与暴露于空间辐射的时间密切相关,时

间越长损伤越严重。同时,微重力还可增加细胞对放射线

的敏感性, 空间环境的复合作用更易于诱发细胞变异[4-8]。

空间飞行后的宇航员淋巴细胞染色体失常增多, 简单易

位明显增加。培养于空间环境中的淋巴细胞染色体畸变

增加,出现双着丝粒染色体和着丝粒环,导致其基因产生

突变,进而可能使其生物学特性发生变异[9-10]。
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B16 细胞的荷瘤小鼠出瘤时间明显延长 , 4#、9# 和 15#

B16细胞出瘤时间变化不明显(见表 2)。

2.3 移植瘤重量

与野生型 B16 细胞相比 , 11#空间培养 B16 细胞荷

瘤小鼠移植瘤重量明显减低 , 15# B16 细胞荷瘤小鼠移

植瘤重量增加 , 4#、9# 和地面组 B16 细胞荷瘤小鼠移植

瘤重量无明显变化(见表 3)。

2.4 移植瘤细胞形态

肿瘤组织切片 HE 染色结果显示,野生型和地面组

B16细胞荷瘤小鼠移植瘤内部可见较多坏死区域,肿瘤

细胞围绕血管生长,呈袖套状。11# B16细胞荷瘤小鼠移

植瘤坏死组织较少 , 肿瘤组织内可见淋巴细胞浸润(图

1箭头所示)。

2.5 荷瘤小鼠血清细胞因子浓度

RIA结果显示: 9#、11#、15#和地面组 B16 细胞荷瘤

小鼠 IL- 2 血清浓度增加 , 其中 11# B16 细胞增加最明

显, 4# B16细胞荷瘤小鼠 IL- 2 血清浓度无明显变化(见

表 4)。

3 讨论
空间飞行过程中,由于受空间辐射影响,植物种子和

微生物染色体可产生突变, 从而诱导植物和微生物性状

产生多向性变异,其中有些变异是可遗传的。回收空间诱

变的植物种子和微生物进行地面培育, 即可从中筛选出

理想的突变品系[2-3]。空间环境中的高能粒子和高能电磁

射线击中细胞 DNA链,使其受到损伤,引发细胞修复系

统进行修复, 当损失较严重的未能被修复系统及时修复

时, 就会导致细胞基因组变异, 产生染色体畸变。细胞

DNA的损伤程度与暴露于空间辐射的时间密切相关,时

间越长损伤越严重。同时,微重力还可增加细胞对放射线

的敏感性, 空间环境的复合作用更易于诱发细胞变异[4-8]。

空间飞行后的宇航员淋巴细胞染色体失常增多, 简单易

位明显增加。培养于空间环境中的淋巴细胞染色体畸变

增加,出现双着丝粒染色体和着丝粒环,导致其基因产生

突变,进而可能使其生物学特性发生变异[9-10]。

表 2 空间培养 B16 细胞出瘤时间(d)

Table 2 Forming- tumor time of space B16 cells (d)
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表 3 空间培养 B16 细胞移植瘤重量(g)

Table 3 Weights of transplanted carcinomas
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理想的突变品系[2-3]。空间环境中的高能粒子和高能电磁

射线击中细胞 DNA链,使其受到损伤,引发细胞修复系

统进行修复, 当损失较严重的未能被修复系统及时修复
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表 4 空间培养 B16 细胞荷瘤小鼠 IL- 2 血清浓度(ng/ml)

Table 4 Concentrations of IL- 2 of the serum

of tumor mice (ng/ml)
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4#、9#、11#、15#、野生型和地面 B16 细胞接种 C57BL/

6 小鼠后 , 观察荷瘤小鼠生存期发现 , 与野生型 B16 细

胞相比,接种 11#空间诱变 B16 细胞的荷瘤小鼠生存期

明显缩短, 而 4#、9#、15#和地面组 B16 细胞荷瘤小鼠生

存期无明显变化,提示 11#空间诱变 B16 细胞成瘤性可

能有所减弱。观察各组 B16 细胞出瘤时间发现 , 11#和

地面组 B16 细胞出瘤时间明显延长 , 4#、9# 和 15# B16
细胞出瘤时间变化不明显,提示 11#和地面组 B16 细胞

成瘤性可能有所减低。与野生型 B16细胞相比,接种实

验细胞的荷瘤小鼠移植瘤重量发生改变。11#空间诱变

B16 细胞荷瘤小鼠移植瘤重量明显减低 , 15# B16 细胞

荷瘤小鼠移植瘤重量增加 , 4#、9# 和地面组 B16 细胞荷

瘤小鼠移植瘤重量无明显变化 ,提示 15#空间诱变 B16

细胞成瘤性可能有所增加,而 11#空间诱变 B16 细胞成

瘤性可能有所减弱。接种实验细胞的荷瘤小鼠生存期、

出瘤时间和移植瘤重量的实验结果表明:与野生型 B16

细胞相比 , 11#空间诱变 B16 细胞成瘤性减低 , 15#空间

诱变 B16 细胞成瘤性可能有所增加 , 而 4#、9# 和地面

B16细胞成瘤性变化不明显。

4#、9#、15#、野生型和地面 B16细胞接种于 C57BL/6

小鼠后,形成较大肿瘤组织,移植瘤切片 HE染色结果显

示肿瘤组织内部出现大量坏死灶, 血管周围可见大量肿

瘤细胞增生,呈套袖状,提示这几株细胞成瘤性较强。11#

空间诱变 B16细胞接种小鼠后,形成的肿瘤组织较小,移

植瘤切片 HE染色显示:肿瘤组织内部坏死组织较少,某

些肿瘤组织内部可见淋巴细胞浸润, 提示 11#空间诱变

B16 细胞成瘤性较低 , 15#空间诱变 B16 细胞接种小鼠

后,肿瘤组织内偶尔也可见淋巴细胞浸润,但由于肿瘤组

织坏死较严重,不能说明其成瘤性有所减低。

IL- 2 是近年来研究较多的具有抗肿瘤活性的细胞

因子,能影响其他诸多细胞因子或促进血细胞生成、分化

与增殖,是具有多种生物活性的多肽或低分子量糖蛋白。

它作为特异性免疫和非特异性的蛋白介质, 在机体免疫

调节中起着关键作用, 在增强机体免疫功能和防止肿瘤

生长等方面发挥重要功能。IL- 2能作用于 T细胞、大颗

粒淋巴细胞、单核细胞和 B细胞,促进细胞增殖和分泌细

胞因子。IL- 2还能增强 CTL细胞毒活性、促进细胞移动、

增强细胞间接触和诱导细胞分泌细胞因子( INF-α, IL- 4,
TNF和 CSF等) [11]。将 6株实验细胞接种于 C57BL/6小鼠

后发现, 9#、11#、15#和地面组 B16 细胞荷瘤小鼠 IL- 2 血

清浓度增加, 其中 11# B16细胞增加最明显, 4# B16细胞

荷瘤小鼠 IL- 2血清浓度无明显变化。结果显示 11#空间

诱变 B16细胞能明显激发小鼠机体产生免疫反应, 杀伤

肿瘤细胞,说明其免疫原性可能有所增强。

本研究中 ,与对照组相比 , 模拟搭载时间和低温状

态的地面组细胞在增殖和免疫原性方面无明显性差异,

提示“细胞在常温条件下长期存活装置”中的条件对细

胞的影响较小。

空间环境可以诱导黑色素瘤 B16细胞产生生物学特

性改变。B16细胞经空间复合因素作用后,其在小鼠体内

的增殖能力及诱导小鼠产生免疫应答的能力产生变化,

但 B16细胞产生这些变化的机制还有待进一步阐明。
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