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[摘要] 观察空间诱变后恶性黑色素瘤 B16 细胞株的细胞间通讯功能及细胞间黏附能力的变化 ,并探讨可能的机理。 应用细胞低温长

期生存系统 ,将 B16 细胞株搭载于“第 20 颗返回式卫星”,返地后单克隆化 ,从得到的 110 株单克隆空间诱变 B16 细胞株中随机选取 6

株 ,编号为 39#～44#,常规培养 6 代后和对照细胞株同时做 MTT 和 FCM,检测细胞增殖和周期分布 ;用划痕标记染料示踪技术检测细胞

间通讯功能 ;将有变异的细胞接种 C57BL/6J 小鼠 ,免疫组化观测 CD31 蛋白的表达量。初步筛选出两株( 39#、44#)变化比较明显的细胞

株 , 44# 细胞增殖能力降低、G1 期分布增加、细胞间通讯功能增强、CD31 蛋白表达增强 ; 39# 细胞增殖能力升高、G1 期分布减少、细胞

间通讯功能减弱、CD31 蛋白表达减少。 空间环境的作用使体外培养肿瘤细胞产生多向变异 , 有可能筛选出有意义的细胞株做进一步

的研究。
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Abs tract: To study the gap junction intercellular communication and adhension of the melanoma B16 cell clones mutagenized by

space environment, and the possible mechanism. B16 cells were put on board of the Chinese 20th recoverable satellite, and were

harvested after 18 days' spaceflight and then monocloned. Six cell clones numbered as 39#～44# were randomly selected from the

total 110 clones obtained, and the control clones were routinely cultured. After six generations, the cultured cells were

experimented with MTT assay and FCM methods for cell growth characteristics; with scrape loading dye transfer method for gap

junction interceluler communication; with immunohistochemistry method for the CD31 contents. Two clones were selected as

remarkably different from the control clone in growth characteristics, gap junction intercellular communication, intercellular

adhension. Cultured melanoma B16 cells in vitro were found to be mutated by the outer space environment. One may screen out

mutagensis B16 cell clones to carry out studies useful for human beings.
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细胞间隙连接通讯 (gap junction intercellular com-

munication, GJIC)是细胞间交换信息离子和小分子物质

的膜性途径 , 在调节细胞生长分化方面起重要作用。

GJIC的阻断,可导致细胞生长分化失控和肿瘤生成 ,其

中恶性肿瘤的发生及其恶性表型可能与间隙连接通讯

功能的抑制密切相关[1- 2]。本课题组前期研究表明:空间

环境的复合作用使恶性黑色素瘤 B16 体内成瘤性和基

因、蛋白水平发生改变[3]。本研究从搭载于第 20颗返回

式卫星而获得的大量空间诱变单克隆细胞株[4]中 ,随机

选取 6 株进行细胞增殖能力、周期分布情况、GJIC和

CD31 蛋白的检测 ,希望筛选出今后进一步研究所需的

细胞株。

1 材料和方法

1.1 细胞株

野生型对照组小鼠黑色素瘤 B16 细胞株购自中国

科学院上海细胞库;实验组 B16 为野生型细胞株 ,单克

隆纯化后 ,配合卫星发射周期接种于“细胞低温长期生

存系统”(专利申请号:0312090618), 并搭载于我国第 20
颗返回式卫星 , 其中搭载条件为 :无电源、热源、气源 ,

舱内 1个大气压,温度 15～26℃(数据由中国空间技术研

究院提供),轨道飞行 18 d,地面滞留 7～8 d[5]。返地后从

获得的 110 株空间诱变细胞株中随机选取 6 株 , 内部

编号为 39#～44#; 同时在实验室中将同批野生型 B16 细

胞株正常传代,作为对照组细胞。

1.2 空间诱变 B16 细胞返地单克隆化

细胞返地后更换新鲜的“细胞低温长期生存系统”

培养基,置 37℃培养箱中复温 8 h。0.5%胰酶消化细胞,

计数后稀释接种于 96 孔板中。置培养箱中培养 , 细胞

增殖(单克隆)后传代、冻存。使用传 6代的细胞作为实

验用细胞。

1.3 细胞增殖能力检测

各组细胞分别胰酶消化后接种于 96 孔细胞培养

板 ,每孔 2 000 个细胞 , 37℃, 5%CO2培养 6 d。用 MTT

法[6]酶标仪测定 492 nm处的 OD值,连续 5 d 作生长曲

线。

1.4 流式细胞仪测定细胞的周期(FCM)
细胞接种于 6 孔板 , 每孔 1×105细胞 , 37℃, 5%CO2

培养 3 d 后 , 胰酶消化 , PBS洗 2 次 , 70%乙醇固定 , PI
染色,流式细胞仪检测。

1.5 划痕标记染料示踪技术 ( Scrape loading dye

transfer, SLDT)检测细胞间隙通讯功能(GJIC)

35 mm培养皿内细胞达饱和密度 , PBS洗 3 遍 , 用

锐刀划痕后 , 加 0.05%的罗氏黄染液 ( Lucifer Yellow,

LY, Sigma, USA) 2 ml, 37℃、5%CO2 孵箱孵育 3 min, 吸

弃染液 , PBS洗数遍 , 加 2 ml 含 10%FBS的 DMEM培

养基,在倒置相差荧光显微镜下观察染料传输情况。荧

光染料于划痕边缘只传递至单列细胞为阴性 ; 向临近

传递两列细胞以上为阳性。

1.6 免疫组化检测 CD31 表达

分别培养 39#, 44#和野生型 B16 细胞, 调整细胞悬

液浓度为 2.5×106/ml ,接种 C57BL/6J 小鼠,每只小鼠注

射 0.2 ml,每株细胞注射 1 组小鼠,每组 10 只,接种于右

侧腋下, 14 d 后取出瘤体用 4 %中性多聚甲醛溶液固

定,切片 5 !m厚薄,免疫组化检测 CD31蛋白的含量:采
用链霉素抗生物素蛋白-过氧化物酶( SP)法 ,第一抗体

CD31 为兔抗多克隆抗体 , 购自 Snatacruz公司 , 按照试

剂盒说明书步骤进行。

1.7 统计方法

采用 SPSS13.0 软件包对各组样本进行独立样本 T

检验。

2 结果

2.1 细胞增殖

与野生型 B16 比较 , 39#细胞增殖速度加快 ; 44#细

胞增殖减慢。接种第三天 OD值 39#, 44#结果有统计学

意义( P<0.05) ,如图 1所示。

2.2 细胞周期分布( FCM)

与野生型 B16 相比 , 39#细胞 G1 期分布减少 , S期

分布增加 ( P<0.05) ; 44#细胞 G1 期分布增加 , S期分布
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注: * 与野生型 B16 组相比 P<0.05

表 2 CD31 积分光密度

Table 2 Integral optical dens ity of CD31

注: t 值和 P值为各组与野生组的独立 t 检验结果

Con Gro 39# 44#

Mean

S

t

P

396 481

123 635

446 346

166 196

0.912

0.371

231 308

151 689

3.269

0.003

1 228 080

468 303

6.65

0.000

图 3 各组 CD31 蛋白的含量(×400)

Fig. 3 The express ion of CD31 protein

图 2 细胞间隙通讯功能情况

Fig. 2 The communication function between cells

图 1 B16 细胞增值曲线

Fig. 1 The proliferation of B16 cells

组别 G1 期 G2 期 G2/G1 S期
Con

Gro

39#

40#

41#

42#

43#

44#

60.7±1.41

63.47±5.12*

52.93±1.42*

65.97±2.31*

58.13±2.02*

59.25±0.23

57.57±0.35

66.13±2.58*

8.27±0.46

8.83±3.69

8.70±0.61

6.57±3.33

7.90±1.31

11.23±0.35

12.30±2.1*

10.43±0.68

1.90±0.03

1.85±0.05

1.92±0.01

1.92±0.07

1.91±0.02

0.92±0.03

1.91±0.03

1.90±0.01

31.07±1.89

17.70±2.29*

38.33±1.90*

27.50±3.72

24.00±1.73*

24.06±2.78

30.13±2.15

23.43±1.61*

表 1 各组细胞周期分布情况

Table 1 Dis tribution of cell phases

减少( P<0.05) , 其他各组变化不明显( P>0.05)。各组细

胞周期分布情况见表 1。

2.3 细胞 GJIC 变化

荧光染料传递表明,空间诱变 B16 细胞 39#变化不

明显 , 44#细胞 GJIC增强 ,即划痕细胞内的荧光染料可

传至毗邻 2～3列细胞(图 2)。

2.4 CD31 蛋白表达

CD31 表达于血管内皮细胞的胞浆和胞膜 , 也表达

于黑色瘤。其阳性的判断标准是:胞浆和胞膜表达棕色

颗粒为阳性。采用专业图像分析软件 IPP5.0 进行图像

的积分光密度分析,结果见表 2。与野生型 B16比较,空

间诱变 39#细胞的 CD31 蛋白含量减少 , 44#细胞 CD31

蛋白的含量增加,如图 3箭头所示。

3 讨论

距离地球表面 100 km以上的外层空间被称之为

空间环境 ,它没有地球稠密大气层的保护 , 存在着复杂

的宇宙辐射。主要有银河宇宙线 (galactic cosmic rays,

GCRs)和太阳粒子事件。GCRs 是一些从遥远的超新星

爆炸中产生的粒子 , 被加速到了接近光速。在高度

1 000 km以下的近地空间 ,宇宙辐射虽受地磁场屏蔽 ,

强度较星际空间大为减小 ,但高能的 GCRs不能被有效

屏蔽。这些粒子中对产生辐射生物学效应最有意义的

是失去外层电子的离子化的高能重原子核 , 其能量远

高于地面人工加速器所产生的最高能量的重离子束 ,

比太阳粒子事件的主要成分———高速质子的能量也要

高得多。航天器舱内除贯穿的初级粒子(质子、电子、α
粒子、重离子)外,还有高能粒子穿过舱壁材料发生核反

应产生的次级粒子辐射 , 从而构成更为复杂的混合辐

射场,其复杂程度目前在地面实验室内尚无法模拟。有

些次级粒子,如低能的反冲核,其传能线密度(LET)比初

级粒子还要大。另外,次级电子也可导致细胞内的生物

效应 , 引起 DNA损伤和突变 ; 而且低温可以增加细胞

对放射的敏感性[7]。课题组采用“细胞低温长期生存系

空间生命科学研究专题

表 A 各组细胞周期分布情况
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些次级粒子,如低能的反冲核,其传能线密度(LET)比初

级粒子还要大。另外,次级电子也可导致细胞内的生物

效应 , 引起 DNA损伤和突变 ; 而且低温可以增加细胞
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高得多。航天器舱内除贯穿的初级粒子(质子、电子、α
粒子、重离子)外,还有高能粒子穿过舱壁材料发生核反

应产生的次级粒子辐射 , 从而构成更为复杂的混合辐

射场,其复杂程度目前在地面实验室内尚无法模拟。有

些次级粒子,如低能的反冲核,其传能线密度(LET)比初

级粒子还要大。另外,次级电子也可导致细胞内的生物

效应 , 引起 DNA损伤和突变 ; 而且低温可以增加细胞

对放射的敏感性[7]。课题组采用“细胞低温长期生存系
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统”通过返回式卫星搭载 , 利用空间特殊环境 , 尤其是

空间的微重力、亚磁场和各种辐射的生物学效应 , 对体

外培养状态下的各种肿瘤细胞和正常细胞进行实验。

关于细胞增殖情况和周期分布的检测是目前公认

的细胞学方面的实验指标 ,如果细胞增殖速度减慢、G1

期含量增加 , 说明细胞停滞在 G1 期 , 其有丝分裂速度

和分裂能力减弱 , 对于肿瘤细胞来说就是其侵袭和转

移能力降低。本实验所选取的 6 株细胞中有两株经过

空间诱变 , 与野生型 B16 相比发生变化比较明显 : 39#

细胞增殖能力增强、G1 期含量减少 ; 44#细胞增殖能力

减弱、G1期含量增加。初步说明空间环境影响恶性黑色

素瘤 B16的细胞增殖和周期分布。

本实验所用黑色素瘤 B16 细胞系是皮肤的高度恶

性肿瘤细胞系,主要是经过血液发生转移 , 是研究空间

辐射对人类健康的影响中常用的细胞系之一。其肿瘤

细胞具有比一般来源的正常组织更低的黏着性 , 主要

原因可能是瘤细胞间失去了间隙连接或间隙连接通讯

功能( GJIC)减弱,引起肿瘤细胞间失去正常的调控信息

和接触抑制 , 密度依赖性生长和器官整体调控的作用

丧失 , 导致肿瘤细胞脱落并向张力低的基质间隙侵

袭[8- 9]。有研究表明:低分化胃癌组织中伴随 GJIC的完

全关闭 , Cx43 的表达完全缺失 , 同时 , 不能向免疫细胞

提供 cAMP、蛋白激酶、IP3 等信息物质 , 不能激活免疫

细胞 , 来自正常细胞的生长调控信息不能到达肿瘤细

胞 ,使得肿瘤细胞逃避正常生长控制及免疫监视 , 更易

于生长扩散和转移[10]。体内实验所用的细胞株: 39#细胞

间通讯功能减弱, 44#细胞间通讯功能增强。

CD31 即血小板-内皮细胞粘附分子- 1(platelet en-

dothelialcell adhesion molecule, PECAM- 1), 是一种分子

量为 130kD的跨膜糖蛋白 , 在血管内皮细胞的连接处

有高水平表达 ,参与体内多种生理过程 ,并能介导多种

配体相互作用 , 广泛分布在血管的各种细胞上,免疫组

化检测可作为机体血管生成的标志[11]。CD31 抗原在恶

性黑色素瘤细胞的胞浆和胞膜也有表达 , CD31 蛋白的

表达强阳性说明肿瘤细胞间的黏附力强。本实验初步

得出:经过空间诱变后 44#细胞株的细胞间黏附力与正

常细胞株相比增加,而 39#细胞株的细胞间黏附力与正

常细胞株相比减弱。说明空间环境可能经过某些我们

还不清楚的途径 , 使体外培养恶性黑色素瘤 B16 细胞

株发生基因或蛋白水平的变化 , 导致体内移植瘤的病

理学特征发生改变。

通过本次实验结果可以看出空间环境对肿瘤细胞

B16的诱变作用是多向的,有希望选出理想的诱变细胞

株进行进一步肿瘤疫苗的研制 , 为以后空间科学和医

学的结合搭建桥梁。
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