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中国鲎素和正丁酸钠对人胃腺癌 BGC-823
细胞形态与超微结构的影响
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　　[ 摘要] 　目的　以正丁酸钠为平行对照 ,比较观察鲎素和癌细胞诱导分化物对人胃癌细胞形态与超微结构变

化的影响。　方法　采用光镜 、扫描电镜与透射电镜 , 观察经 2.0 mg L 鲎素 、2.0 mmol L 正丁酸钠和 1.0 mg L鲎素

+1.0 mmol/L正丁酸钠组合处理的人胃腺癌 BGC-823 细胞。 　结果　光镜观察显示 , 鲎素和正丁酸钠以及鲎素+

正丁酸钠处理的 BGC-823 细胞形态均较为一致 , 细胞体积增大 、趋于扁平铺展状态 , 细胞核质比例减小 , 细胞核形

状较圆整 ,核仁数量减少。扫描与透射电镜观察可见经鲎素 、正丁酸钠及其组合处理的 BGC-823 细胞均出现细胞

表面微绒毛稀少 ,细胞边缘丝状伪足减少 , 片状伪足增多;细胞核形态较规则 , 核内异染色质减少 , 常染色质增多:

细胞质内线粒体增多 ,结构较为一致 , 高尔基复合体呈较为典型发达状态 , 并出现粗面内质网增多和多聚核糖体减

少等变化。 　结论　鲎素具有与正丁酸钠等诱导分化物相似的改变人胃癌细胞形态与超微结构恶性表型特征的

作用 ,和与诱导分化物协同加成的诱导分化效果 。
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[ Abstract] 　Objective　 To compare the morphology and ultrastructure changes of human gastric adenocarcinoma cell line

treated by tachyplesin and n-sodium butyrate.Methods　 Light microscope , scanning electron microscope and transmission

electron microscope were used to observe human gastric adenocarcinoma cell line BGC-823 treated by 2.0 mg L tachyplesin , 2.0
mmol L n-sodium butyrate and 1.0 mg L tachyplesin in combination with 1.0 mmol L n-sodium butyrate respectively.Results　

Light microscope observation showed that BGC-823 cells treated by tachyplesin , n-sodium butyrate and tachyplesin+n-sodium

butyrate possessed the similar cell modality as follow:the volume of cell increased , the shape of cell became flat and outspread ,
nucleo-cytoplasmic ratio decreased , the shape of nucleus was rounde , the number of nucleolus decreased.Scanning electron

microscope and transmission electron microscope observation showed that , in the BGC-823 cells which were treated with

tachyplesin , n-sodium butyrate and tachyplesin in combination with n-sodium butyrate respectively , microvilli and filopodia

reduced, sheed pseudopodia increased , the shape of nucleus became regular , heterochromatin decreased while euchromatin

increased , the number of mitochondria increased and its structure appeared consistent , Golgi complex turned to be typical , the

amount of rough endoplasmic reticulum increased and that of polyribosome decreased.Conclusion　All of these results showed that

tachyplesin possessed the similar effects to n-sodium butyrate on changing morphology and ultrastructure of human gastric

adenocarcinoma cells and possessed an additive role of inducing tumor cells to differentiate cooperatively with n-sodium butyrate to

induce carcinoma cell differentiation.
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　　鲎素(tachyplesin)是存在于具有活化石之称的

海洋节肢动物鲎(horseshoe crab)血液中的一类小分

子多肽
[ 1]
,我们从中国鲎(Tachypelus tridentatus)血细

胞中分离了这一活性组分 ,并证实它具有诱导人胃

癌和肝癌等肿瘤细胞分化的抗肿瘤作用
[ 2 ,3]
。为进

一步分析鲎素诱导肿瘤细胞分化的效果 ,本研究以
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在肿瘤细胞诱导分化中广泛使用 ,对不同类型肿瘤

细胞均具有显著诱导分化作用的小分子极性化合物

正丁酸钠
[ 4]
作为平行对照 ,比较观察鲎素 、正丁酸钠

及其低剂量组合对人胃腺癌 BGC-823细胞形态与超

微结构的影响 ,从而为深入研究和鉴定鲎素等具有

干预和调控细胞增殖和分化功能的海洋抗肿瘤低分

子天然活性肽提供实验依据。

材料和方法

1.鲎素的分离提取

参照Nakamura等
[ 5]
的方法 ,将鲎血细胞酸提取

物进行 sephadexG-50 、CM-sepharose CL-6B柱层析 ,分

离提取鲎素。

2.细胞培养与诱导分化处理

　2.1　细胞培养:BGC-823 细胞培养在 PRMI-1640

培养液中 ,内含 20%灭活小牛血清 、青霉素10
5
IU L 、

链霉素 100 mg L 以及卡那霉素 50 mg L ,置 37℃培

养 ,接种 24 h进行实验处理 。

　2.2　诱导分化处理:经分离纯化冻干的鲎素溶解

于D-Hank 液中配制成100mg L浓度的干液 ,并以培

养液配制成所需浓度作用液 。正丁酸钠(n-sodium

butyrate)购自Sigma 公司 ,用适量 D-Hank 液溶解 ,定

容配成 200 mmol/L 干液 。实验中鲎素处理组(Ta)

作用液浓度为 2.0 mg L 鲎素 ,正丁酸钠处理组(SB)

作用液为 2.0 mmol/L 正丁酸钠 ,鲎素+正丁酸钠处

理组(Ta+SB)处理组作用液浓度为 1.0 mg L 鲎素

+1.0 mmol/L 正丁酸钠 。实验过程实验组细胞弃旧

培养液 ,分别更换为上述不同处理组作用液 ,对照组

BGC-823细胞同时换上不含诱导物的新鲜培养液 ,

连续培养后备用 。

3.光学显微镜样品制备与观察

将对照组和实验组细胞分别以 5×10
4
/ml浓度

接种于放有盖玻片条的小青霉素瓶中 ,培养 72 h 后

分别从小青霉素瓶中取出长有对照组和实验组细胞

的盖玻片条 ,用 D-Hank清洗 3次 , Bouin-Hollande 固

定液固定 24 h ,按常规 HE 染色制成标本。Olympus

BH-2型光学显微镜下观察摄片 。

4.扫描电子显微镜样品的制备与观察

对照组和实验组细胞按上法接种 ,经培养后分

别从小青霉素瓶中取出长有对照组和实验组细胞的

盖玻片条 , 经 pH7.2 的磷酸缓冲液(PBS , 含 8 g/L

NaCl、0.2 g/L KCI、2.89 g/L Na2HPO4.2H2O 、0.2 g L

KH2PO4)漂洗 3次 ,2.5%戊二醛固定 1 h ,PBS 漂洗 3

次 ,1%锇酸固定 1 h ,乙醇系列脱水 ,临界点干燥 ,真

空喷镀金膜后 ,在日立S-520扫描电镜下观察摄片 。

5.透射电子显微镜样品的制备与观察

将 BGC-823 细胞以 10×10
4
细胞/ml 接种于

100 ml培养瓶中 ,培养 24 h 后实验组细胞分别加鲎

素 、正丁酸钠及其组合作用液处理。连续培养 10 d

后实验组和对照组细胞分别经D-Hank液洗涤 ,用橡

皮刮刀将贴壁细胞从瓶底刮离移入离心管中 ,650×

g 离心 15 min ,弃上清 , 2.5%戊二醛 4℃低温固定 1

h ,0.1 mol/L PBS洗 3次 , 1%四氧化锇后固定 ,乙醇

系列脱水 ,环氧树脂 618包埋 ,醋酸双氧铀和枸橼酸

铅双染色后 ,于 JEM100CX Ⅱ型透射电镜下观察 ,记

录摄片结果 。

结　　果

1.光学显微镜观察

光镜观察可见 BGC-823细胞大小不一 、排列不

规则。细胞呈上皮样 、圆形 、梭形 、肾形等不规则形

态 ,同时还较常见癌巨细胞 、多核细胞 、以及多极分

裂相等 。细胞体积较小 ,细胞核大 ,形态不规则 ,常

见畸形核 ,核内常见多个核仁 ,细胞质较少 ,HE染色

不均匀 ,着色深浅不一(图Ⅰ-1)。

经 2.0 mg L鲎素处理后的 BGC-823细胞形态较

为一致 ,排列比较规则 。细胞体积增大 ,趋于铺展状

态 ,细胞形态较为一致 ,以上皮样细胞为主 。细胞核

质比例减少 ,细胞核较小 、形状较圆整 ,核仁数量减

少 ,细胞质比较丰富 ,HE染色均匀(图 Ⅰ-2)。而经

2.0 mmol/L 正丁酸钠处理后的 BGC-823细胞形态产

生明显变化 ,部分细胞出现长胞质突起 ,形成长梭形

和星形细胞 ,部分细胞为扁平铺展状 ,其体积明显增

大 。细胞核质比例明显下降 ,细胞核多为圆形或椭

圆形 ,核仁数目减少为 1 ～ 2个 ,细胞质丰富 ,HE染

色较浅而均匀(图 Ⅰ-3)。

BGC-823细胞经 1.0 mg L鲎索+1.0 mmol/L 正

丁酸钠组合处理后 ,细胞群体中既有多边形胞质突

起的细胞又有扁平铺展的上皮样细胞 ,细胞形态变

化明显 ,大部分细胞体积增大 ,核质比例减小 ,细胞

核多为卵圆形 ,核仁数量减少 ,细胞质较丰富 ,HE染

色较均匀(图 Ⅰ-4)。

2.扫描电子显微镜观察

扫描电镜观察可见 BGC-823细胞具有球形 、梭

形和扁平铺展形等形态细胞 。各类型的细胞表面均

存在丰富的微绒毛 。在球形细胞的表面微绒毛分布

十分密集 ,而在梭形细胞和铺展细胞的中部区域微

绒毛分布比较密集 ,边缘区域则较稀疏 。梭形和铺

展细胞边缘均存在较多丝状伪足 ,铺展细胞边缘则

有少量片状伪足(图Ⅰ-5 ,9)

经鲎素 、正丁酸钠及其组合处理的 BGC-823细

胞同样可见球形 、梭形和扁平细胞等形态 ,但以扁平

铺展细胞占大多数 ,其他形态细胞减少 。各类型细

胞表面微绒毛呈明显减少或消失 ,细胞表面较为光
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图Ⅰ 1～ 4　光镜观察照片示 BGC-823细胞(图Ⅰ-1)、鲎素(Ta ,图 Ⅰ-2)、正丁酸钠(SB, 图Ⅰ-3)和鲎素与正丁酸钠组合(Ta+SB, 图

Ⅰ-4)处理组细胞群体。

图Ⅰ 5～ 8　扫锚电镜观察示 BGC-823球形细胞(图Ⅰ-5)表面微绒毛丰富 ,细胞边缘有较多丝状伪足 ,经鲎素(图 Ⅰ-6)、正丁酸钠

(图Ⅰ-7)、鲎素与正丁酸钠组合(图Ⅰ-8)处理的球形细胞表面微绒毛基本消失。

图Ⅰ 9～ 12　BGC-823扁平细胞(图Ⅰ-9)表面有丰富的微绒毛 、细胞边缘有较多丝状伪足 ,经鲎素(图Ⅰ-10)、正丁酸钠(图Ⅰ-11)、鲎

素与正丁酸钠组合(图Ⅰ-12)处理的扁平铺展细胞表面微绒毛稀少 ,并萎缩变短 ,细胞边缘出现片状伪足。

Fig.Ⅰ 1-4　Light microscope observation showed BGC-823 cells (Ⅰ-1) treated with tachyplesin (Ⅰ-2), n-sodium butyrate (Ⅰ-3) and

tachyplesin+n-sodium butyrate(Ⅰ-4).

Fig.Ⅰ 5-8　Scanning electron microscope observation showed that in the BGC-823 global cells(Ⅰ-5)treated with tachyplesin(Ⅰ-6), n-sodium

butyrate(Ⅰ-7)and tachyplesin+n-sodium butyrate(Ⅰ-8), microvilli and filopodia reduced.

Fig.Ⅰ9-12　On the surface of BGC-823 flat cells(Ⅰ-9), the microvilli and fi lopodia are abundant , when treated with tachyplesin(Ⅰ-10), n-

sodium butyrate(Ⅰ-11)and tachyplesin+n-sodium butyrate (Ⅰ-12), microvilli reduced , sheed pseudopodia increased.
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滑并出现小泡状突起和皱痕状结构 ,细胞边缘丝状

伪足减少而片状伪足增多 。其中经鲎素处理的细胞

中 ,球形和梭形细胞表面的微绒毛大多消失 ,细胞边

缘有少量丝状伪足。铺展细胞体积增大趋于扁平状

态 ,细胞表面的微绒毛萎缩成小泡状散在分布 ,由中

部向周围逐渐减少(图 Ⅰ-6 , 10)。经正丁酸钠处理

细胞中球形与梭形细胞表面微绒毛稀疏 ,萎缩变短

形成小泡状结构 ,铺展细胞表面微绒毛减少 ,缩短为

小泡状结构并主要集中于中部区域(图 Ⅰ-7 , 11)。

而经鲎素和正丁酸钠组合处理后的 BGC-823细胞中

只存在少量梭形和球形细胞 ,其表面微绒毛十分稀

少 ,细胞表面较为光滑 ,细胞边缘丝状伪足很少并出

现片状伪足结构 。占细胞群体中多数的扁平铺展细

胞其表面微绒毛多萎缩退化 ,并形成较多的小泡状

结构 ,细胞边缘丝状伪足很少而出现较大型的片状

伪足结构(图Ⅰ-8 ,12)。

3.透射电子显微镜观察

透射电镜观察结果显示 , BGC-823细胞体积较

小 ,形状不规则 ,核质比例大。细胞核较大 ,形态不

规则 。细胞核内异染色质团块较多 ,核仁体积较大 ,

形状多样 ,有较多核仁小泡 ,并出现多个核仁 。在细

胞质内 ,线粒体数量较少 ,形状不规则 ,线粒体嵴的

数量较少 ,基质的电子密度较低且不均匀 ,并常见空

泡化现象。高尔基复合体较小 ,高尔基膜囊数目少

排列不规则 ,极性不明显 ,膜囊腔有明显的膨胀现

象。粗面内质网不发达 ,数量少 ,长度相对较短。细

胞质多聚核糖体较多 ,游离核糖体较少。有些细胞

还有少量的分泌颗粒 ,细胞表面还有较多的微绒毛

(图Ⅱ-1 ,5 ,9)。

经诱导分化处理后的 BGC-823细胞的超微结构

发生了明显的变化。细胞体积增大 ,形状比较规则 ,

核质比例减小 ,细胞质中细胞器结构趋于正常 。其

中经2.0 mg L鲎素处理后 ,细胞体积增大明显 ,核质

比例减小。细胞核形态趋于规则 ,一般呈椭圆形或

卵圆形 ,细胞核内异染色质减少 、常染色质增多 ,核

仁体积缩小 ,结构比较均一。在细胞质内 ,线粒体的

数量增多 ,多呈典型短棒状或椭圆形。线粒体嵴的

数量增多 、变长 ,而且基质的电子密度增高 ,分布也

比较均匀。高尔基复合体增大 ,高尔基膜囊数目增

加 ,排列较为规则 ,高尔基液泡和高尔基小囊泡增

多 ,结构较为典型。另外细胞质中粗面内质网的数

量明显增多 ,而且长度变长 ,同时细胞质内多聚核糖

体的数量减少 、游离核糖体增多(图 Ⅱ-2 ,6 ,10)

经2.0 mmol L 正丁酸钠处理后的 BGC-823细胞

体积增大 、核质比例减小 。细胞核体积较小 ,形状多

为椭圆形 ,与鲎素处理组相似 。细胞核内异染色质

显著减少 ,核仁的体积小 ,核仁结构显得较为致密均

一 。在细胞质中 ,线粒体的数量增多 ,形态椭圆形或

棒状 ,线粒体嵴数量增多 、基质比较均匀。高尔基复

合体增大 ,高尔基膜囊的数目增加 ,结构典型。细胞

质内粗面内质网数量增多 、增长 ,多聚核糖体减少 、

游离核糖体增多 ,细胞边缘的微绒毛减少(图 Ⅱ-3 ,

7 ,11)。

鲎素+正丁酸钠联合诱导后的 BGC-823细胞体

积明显增大 ,细胞核质比例减小。细胞核体积较小

形状比较圆整 。细胞核内异染色质显著减少 、常染

色质增多 ,核仁较小 、结构均匀。细胞质中线粒体数

量增多 ,呈较为典型的椭圆或短棒状 ,线粒体内嵴数

量增多 、长度变长 ,基质比较均一 。高尔基复合体结

构较为典型 ,与鲎素和正丁酸钠单独处理后的变化

类似。另外 ,细胞质中粗面内质网数量增多 ,多聚核

糖体减少 ,多为均匀分布的游离核糖体 ,这比鲎素和

正丁酸钠单独处理更为明显(图 Ⅱ-4 ,8 ,12)。

讨 论

肿瘤细胞的形态和超微结构与其相应的正常细

胞存在着较大的差别 ,肿瘤细胞一般均表现出细胞

形态大小不一致 、核质比例较大 ,核畸形 、核仁较大

数目较多 ,细胞器不发达和细胞表面微绒毛增多等

一系列恶性形态结构表型特征 。因此 ,考察和鉴定

肿瘤细胞形态与超微结构特征的变化 ,历来都是鉴

定外源性物质尤其是诱导分化物对肿瘤细胞效应的

重要判断指标
[ 6]
。而一系列化学诱导分化物诱导白

血病 、肝癌 、肺癌细胞分化的结果均表明 ,经诱导分

化处理的癌细胞在形态结构上表现出与正常细胞相

似的特征
[ 7 ～ 9]

。

BGC-823细胞是一株增殖快 ,分化程度低的恶

性胃腺癌细胞 ,本研究光镜 、扫描电镜与透射电镜观

察结果显示 ,其具有典型的肿瘤细胞形态与超微结

构恶性表型特征 。经鲎素 、正丁酸钠及其组合处理

后 , BGC-823细胞则呈现出细胞大小较为一致 、排

列较为规则 ,细胞体积增大 、趋于铺展状态 ,和上皮

样细胞增多的状况;并产生细胞核质比例减小 ,细胞

核型较为圆整 ,核仁体积减小 ,核内异染色质减少和

常染色质增多的变化;同时在细胞内出现了线粒体

数量增加 ,形态较一致 ,线粒体嵴增多 ,高尔基复合

体结构典型和内质网数量增多等细胞器较为发达的

现象 ,以及细胞质内多聚核糖体减少 ,游离核糖体增

多和细胞表面微绒毛减少及细胞边缘丝状伪足减

少 ,片状伪足增多等一系列变化 。这些变化和 BGC-

823细胞形态和超微结构特征有较大差异而与相应

的正常细胞较为相似。

正丁酸钠是一种对肿瘤细胞具有明确诱导分化

作用的小分子极性化合物 ,在肿瘤细胞诱导分化实
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图Ⅱ1-4　透射电镜观察照片示 BGC-823细胞(图Ⅱ-1)核质比值大 ,细胞核形不规则 ,细胞质内细胞器少 ,而经鲎素(Ta ,图Ⅱ-2)、正
丁酸钠(SB,图Ⅱ-3)和鲎素与正丁酸钠组合(Ta+SB,图Ⅱ-4)处理组细胞体积增大 ,核质比值减小 ,细胞核形较规则 ,细胞

质内细胞器增多。

图Ⅱ5-8　透射电镜观察照片示 BGC-823细胞(图Ⅱ-5)中线粒体(Mt)内嵴数量少 , 基质电子密度低 ,在经鲎素(图Ⅱ-6)、正丁酸钠
(图Ⅱ-7)、鲎素与正丁酸钠组合(图Ⅱ-8)处理组细胞中线粒体内嵴增多 ,基质电子密度增高。

图Ⅱ9-12　BGC-823细胞(图Ⅱ-9)和鲎素(图Ⅱ-10)、正丁酸钠(图Ⅱ-11)、鲎素与正丁酸钠组合(图Ⅱ-12)处理组细胞局部透射电镜

照片 ,示细胞内高尔基复合体(Gi)、粗面内质网(rER)等细胞器
　　　　(图中字母分别示:N.细胞核;Nu.核仁;Mt.线粒体;Gi.高尔基复合体;rER.粗面内质网)

Fig.Ⅱ1-4　Transmission electron microscope observation showed that in the BGC-823 cells(Ⅱ-1)treated with tachyplesin(Ⅱ-2), n-sodium

butyrate(Ⅱ-3)and tachyplesin+n-sodium butyrate(Ⅱ-4), the volume of cell increased , nucleo-cytoplasmic ratio decreased , the

shape of nucleus became regular , organelle increased.

Fig.Ⅱ5-8　Transmission electron microscope observation showed that in the BGC-823 cells(Ⅱ-5)treated with tachyplesin(Ⅱ-6), n-sodium

butyrate(Ⅱ-7)and tachyplesin+n-sodium butyrate(Ⅱ-8), the mitochondrion cristae increased and its structure appeared consistent

Fig.Ⅱ9-12　Transmission elect ron microscope observation showed organelles in the BGC-823 cells(Ⅱ-9)treated with tachyplesin(Ⅱ-10), n-

sodium butyrate(Ⅱ-11)and tachyplesin+n-sodium butyrate(Ⅱ-12)(N , nucleus;Nu , nucleolus;Mt , mitochondrion;Gi , Golgi

complex;rER , rough endoplasmic ret iculum)
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验中得到广泛使用
[ 4 , 10]
。本研究有关正丁酸钠对

BGC-823细胞形态与超微结构变化的诱导效果与国

内外学者有关正丁酸钠对胃癌和其他肿瘤细胞形态

与超微结构变化的诱导分化作用的报道是一致

的
[ 11 ～ 13]

,显示正丁酸钠具有诱导 BGC-823细胞分化

的明确作用。而本研究以正丁酸钠为平行对照的实

验结果直接显示了鲎素对 BGC-823细胞形态和超微

结构变化的影响与正丁酸钠的作用结果基本一致 ,

从而能进一步肯定鲎素有与癌细胞诱导分化物相似

的诱导肿瘤细胞分化的作用。

　　不同诱导分化物的联合诱导分化在于加成其诱

导分化效果和降低其作用剂量以减轻毒副作用 ,不

仅是癌细胞诱导分化研究的重要方向 ,并对于肿瘤

细胞诱导分化治疗的临床应用前景具有积极意

义
[ 14]
。本研究光镜和扫描与透射电镜观察结果显

示 ,应用 1.0 mg L 鲎素 +1.0 mmol L 正丁酸钠对

BGC-823细胞的诱导处理所产生的细胞形态与超微

结构特征变化具有与 2.0 mg L 鲎素和 2.0 mmol/L

正丁酸钠单独处理同样明显的诱导分化效果 。由此

进一步表明 ,鲎素在诱导肿瘤细胞分化中与癌细胞

诱导分化物相似 ,具有协同与加成的诱导分化效应 ,

本实验为鲎素在胃癌等肿瘤细胞诱导分化研究与诱

导分化治疗提供了更为充分的科学依据 。
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