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［摘要］　目的：用低剂量烟草悬凝物模拟吸烟环境诱导正常永生化人支气管上皮细胞慢性恶性转化，构建恶性转化的细胞模

型。方法：通过 ＭＴＴ法及细胞亚急性毒性存活能力检测实验确定慢性诱导物的剂量，以不同剂量的烟草悬凝物对细胞进行

单次或多次染毒，以不染毒细胞为对照。用血清抗性实验和锚着独立生长实验鉴定细胞恶性转化的倾向和恶性特征，比较各

组抗血清促分化的能力和集落形成率。结果：以体积分数为０．５、１、２μｌ／ｍｌ的烟草悬凝物对细胞进行单次和多次染毒，各相

应剂量组多次染毒和单次染毒与对照组相比，传至第２５代细胞，其抗血清促分化的能力均差异明显（Ｐ＜０．０５）；传至第３８代，

成功建立细胞恶性转化模型，细胞复层生长，无接触性抑制，染色体异常，转化细胞的锚着独立生长实验克隆形成率均明显高

于对照组（Ｐ＜０．０５）。多次染毒组的恶性转化趋势比单次染毒组强，而且剂量反应关系呈现良好的直线相关（ｒ＝０．９６９，ｙ＝

４２ｘ）。结论：用０．５～２μｌ／ｍｌ烟草悬凝物诱导的正常永生化人支气管上皮细胞恶性转化，可作为模拟吸烟环境下细胞慢性恶

性转化的理想模型。
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　　烟草烟气是一组成分非常庞大复杂的混合物，
主要来源于烟草燃烧过程中发生的一系列热分解与

热化合的化学反应。吸烟是肺癌发生的最主要原
因。肺癌发生于支气管上皮细胞，烟草烟气进入人
体首先作用于呼吸道黏膜，引起机体组织结构和功
能发生改变。到目前为止，各国学者对烟草烟气进
行了大量的研究工作，有关烟草烟气中代表性成分
及烟草烟气作为一种复杂的混合物综合作用于人体

的毒性研究作用及致癌致畸突变有了一定认识［１３］。
但在环境中低浓度作用下，烟草烟气本身各成分间
的联合效应对人体的健康影响资料仍然不足。人类
上皮细胞培养与转化比较困难，研究中往往难以应
用。近年来由于上皮细胞永生化技术的发展，使得
人上皮细胞的广泛应用成为可能。永生化人支气管
上皮细胞ＢＥＰ２Ｄ细胞系来源于正常人支气管上皮
细胞，是经 ＨＰＶ１８病毒转染而永生化的细胞系，具
有较好的遗传稳定性，使转化培养研究易于进行。
本研究以低剂量的烟草悬凝物（ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅ
ｃｏｎｄｅｎｓａｔｅ，ＣＳＣ）模拟自然低剂量的烟草烟气环境，
作用于ＢＥＰ２Ｄ，建立转化模型，分析其恶性转化指
标的特性，为进一步探讨吸烟环境致癌发生的机制
和化学预防烟草毒性提供理想的细胞模型。

１　材料和方法

１．１　试剂与细胞培养　人支气管上皮细胞系

ＢＥＰ２Ｄ由军事医学科学院放射与辐射医学研究所
朱茂祥教授从 Ｈａｒｒｉｓ实验室引进并馈赠。ＬＨＣ８
无血清培养液Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，小牛血清为杭
州四季青公司产品，胰蛋白酶及ＥＤＴＡＮａ２为Ｇｉｂ
ｃｏ公司产品，低熔点琼脂糖为Ｓｉｇｍａ公司产品，重
庆市某品牌香烟。细胞系以ＬＨＣ８无血清培养液
培养，以９５％相对湿度、５％（质量分数）ＣＯ２、３７℃培
养箱内孵育；细胞每３ｄ换液，每周传代１次。

１．２　ＣＳＣ提取　依据烟草烟气的理化性质和实验
室的技术条件，本研究以液体染毒方式进行。考虑
本研究所确定的主要 ＣＳＣ成分可溶于水，因此以

ＬＨＣ８培养基为溶剂配置储备液进行染毒。具体
方法是将经过吸烟机抽吸点燃香烟，每支烟每分钟
吸抽吸１次，共抽４次，先经过９５％乙醇吸收，再经
过ＬＨＣ８培养液吸收，最后用ＬＨＣ８培养液稀释
至所需体积分数。乙醇的最终体积分数最大不超过

０．１％（经测定不影响培养细胞的正常生理生化
功能）。　　　　
１．３　最佳诱导浓度选择实验

１．３．１　四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色实验［４］　采用

ＭＴＴ法检测ＢＥＰ２Ｄ细胞对测试毒物的敏感性。
用０．２％胰蛋白酶消化 ＢＥＰ２Ｄ 细胞，离心后用

ＬＨＣ８培养液配成单个细胞悬液，以每孔９６００个
细胞接种于９６孔培养板，每孔２００μｌ，在３７℃、５％
ＣＯ２和９５％相对湿度条件下培养２４ｈ；然后以终体
积分数为０．５、１、１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５和

５μｌ／ｍｌ的ＣＳＳ对细胞染毒，每个剂量设８个平行
孔，终体积２００μｌ；染毒２４ｈ后，终止染毒，继续培养

４８ｈ后，每孔加入ＭＴＴ溶液２０μｌ，孵育４ｈ后弃上
清，每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，震荡１０ｍｉｎ，使结晶物
充分溶解。酶联免疫检测仪５７０ｎｍ下测定各孔光
密度值，并对细胞存活率进行分析。

１．３．２　细胞亚急性毒性存活能力检测［４］　指数生
长的ＢＥＰ２Ｄ细胞用２％胰酶消化，准确计数，采用
梯度稀释，吹打均匀，按每皿３×１０９个细胞接种至

６０ｍｍ培养皿，以十字方向轻轻晃动，以无测试物的
培养皿为对照，每个剂量设４个平行皿，在３７℃、

５％ＣＯ２和９５％相对湿度条件下培养２４ｈ。分别加
入终体积分数为０．５、１、１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５和

５μｌ／ｍｌ的ＣＳＣ，然后加入ＬＨＣ８培养液至终体积

５ｍｌ，继续培养８ｄ后终止培养，吸出培养液，用

３７℃预温的ＰＢＳ小心洗２次，甲醇固定２０ｍｉｎ后，
吉姆萨染色２０ｍｉｎ，流水缓慢洗去染色液，空气干
燥。用体视显微镜将含有３０个以上细胞的细胞群
作为一个克隆进行计数，按下式计算细胞克隆形成
率（ｃｌｏｎｅｆｏｒｍｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＣＦＥ）：ＣＦＥ（％）＝（克
隆数／接种细胞数）×１００％。

１．４　转化细胞鉴定实验

１．４．１　细胞转化实验　将对数生长的ＢＥＰ２Ｄ细
胞接种于４个５０ｍｌ培养瓶，每瓶接种３×１０５个，加
入４ｍｌ的ＬＨＣ８培养液培养，至细胞８０％处于融
合状态后进行染毒处理。根据 ＭＴＴ实验、细胞亚
急性毒性存活能力检测实验确定转化实验所用ＣＳＣ
量（０．５、１、２μｌ／ｍｌ），染毒２４ｈ后弃除含ＣＳＣ培养
液，用ＤＨａｎｋ液洗３次，换以新鲜的ＬＨＣ８培养
液继续培养至第１０天，各处理组的细胞分为两部
分，一部分不再染毒继续培养；另一部分再次染毒，
每次染毒２４ｈ，每３ｄ换１次液，６～７ｄ传代１次，
直至细胞染毒３个月。观察细胞恶性转化的形态和
生长特性［５］。　　　　
１．４．２　血清抗性实验　将指数生长期的各处理组
转化细胞第２５代和平行传代正常对照细胞常规消
化，用ＬＨＣ８培养液梯度稀释成单个细胞悬液后按
每皿约４００个细胞均匀接种于６０ｍｍ 培养皿中。
每组细胞接种８皿，其中４皿加入１０％胎牛血清，严
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格计时，将培养皿移入ＣＯ２孵箱，在３７℃、５％ＣＯ２
和９５％湿度环境下，静止培养６ｄ后终止培养，用预
温的ＤＨａｎｋ液洗涤２次后，甲醇固定２０ｍｉｎ，吉姆
萨染色１５ｍｉｎ，冲洗晾干后解剖显微镜下计数克隆
数，按下式计算接种效率（ｐｌａｎｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＰＥ）：
接种效率（ＰＥ）＝（克隆数／接种细胞数）×１００％。

１．４．３　锚着独立生长实验　用ＬＨＣ８基础培养基
（ＬＨＣｂａｓａｌｍｅｄｉｕｍ）配制１．４％的备用琼脂糖，高
温高压灭菌后，稍冷却后放入３９℃水浴中保温，然
后加入已预温的ＬＨＣ８培养液稀释为０．７％琼脂
糖。以每皿３ｍｌ倒入６０ｍｍ带格培养皿（Ｃｏｒｎｉｎｇ）
中，铺制底层，待凝固后备用。常规消化，离心收集
第３８代转化细胞及相应的对照细胞与０．７％琼脂
糖１１混匀，稀释成为０．３５％细胞琼脂混合液，加
到培养皿中０．７％琼脂糖凝胶上（细胞密度为１×
１０４／皿），待上层琼脂凝固后，每皿加入２ｍｌＬＨＣ８
培养液，每组５皿，在３７℃、５％ ＣＯ２和９５％湿度环
境下静止培养。每３ｄ换液１次，４周后镜下计数直
径大于７５μｍ或细胞多于５０个的克隆数，按下公式
计算克隆形成率：克隆形成率＝（克隆数／接种细胞
数）×１００％。

１．５　统计学处理　应用统计学软件包ＳＰＳＳ１１．０
进行ｔ检验或Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ精确检验。

２　结　果

２．１　最佳诱导浓度　ＭＴＴ实验显示细胞存活率，
当ＣＳＣ体积分数在２μｌ／ｍｌ以下时，随着体积分数

增加，细胞存活率降低，具有较好的剂量反应关系；
细胞亚急性毒性存活能力检测试验显示，当ＣＳＣ体
积分数增高时，相对克隆形成率明显降低，表现极强
的毒性效应。结合以上两种实验结果，确定细胞慢
性转化实验的 ＣＳＣ 体积分数为０．５、１、２μｌ／ｍｌ
（表１）。　　　　

表１　ＣＳＣ对ＢＥＰ２Ｄ细胞的毒性试验

Ｔａｂ１　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔｓｏｆｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅ

ｃｏｎｄｅｎｓａｔｅｏｎＢＥＰ２ＤｃｅｌｌｓｂｙＭＴＴａｓｓａｙ
（％）

ＣＳＣ
φ／μｌ·ｍｌ－１

Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ

Ｃｏｌｏｎｙ
ｆｏｒｍｉｎｇｒａｔｅ

０ １００ １００
０．５ ９０．４ ９１．４
１ ７５．５ ７６．５
１．５ ６５．５ ６８．６
２ ５０．２ ５１．９
２．５ ４５．５ ４１．２
３ ３５．３ ３４．５
３．５ ２８．８ ３０．１
４ ２６．４ ２１．２
４．５ １２．３ １３．２
５ ５．５ ６．２

２．２　细胞转化形态学改变　ＣＳＣ诱导的ＢＥＰ２Ｄ
细胞传至３８代时呈复层生长，排列紊乱，细胞群体
呈现无序的条索状或团块状生长，无明显的接触性
抑制和密度抑制，细胞有无限增殖趋势，生长速度加
快，有 异 倍 体 或 非 二 倍 体，甚 至 多 倍 体 出 现
（图１）。　　　

图１　ＢＥＰ２Ｄ细胞转化形态学改变

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｍａｌｉｇｎａｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＢＥＰ２Ｄｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）；Ｂ：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）；Ｃ：Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｏｆｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ（Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０００）；Ｄ：Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙｉｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０００）
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２．３　血清抗性测定结果　各剂量组单次与多次染
毒２５代细胞血清抗性结果为：在有血清的条件下，
正常细胞生长明显受抑制，与无血清组相比显著降
低；而ＣＳＣ诱导的转化细胞接种效率明显升高，与
无血清组相比有显著差异，说明 ＣＳＣ作用于细胞
后，其促增殖能力显著增强，并且ＣＳＣ作用后的细
胞在有血清的情况下接种效率高于无血清，表明

ＣＳＣ转化的细胞对环境的选择性和依赖性降低，细
胞自主生存能力增强，提示有恶性转化趋势。染毒

组与对照组相比：单次染毒的第２５代细胞中，低剂
量组差异性不明显，中、高剂量组的细胞接种效率与
对照组比较具有显著性差异（Ｐ＜０．００１）；而多次染
毒的第２５代细胞中，低剂量组的细胞接种效率与对
照组比较具有统计学差异（Ｐ＜０．０５），中、高剂量组
的细胞接种效率与对照组比较具有统计学差异

（Ｐ＜０．００１）。单次染毒与多次染毒的第２５代细胞
比较，各相应剂量组的细胞接种效率均统计学差异
（Ｐ＜０．００１）。详见表２。

表２　ＣＳＣ单次和多次染毒对培养２５代细胞的血清抗性

Ｔａｂ２　Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｖｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｃｅｌｌｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｆｏｒ２５ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＳＣ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ，％）

ＣＳＣ
φ／μｌ·ｍｌ－１

Ｉｎｄｕｃｅｄｏｎｃｅ
Ｗｉｔｈｏｕｔｓｅｒｕｍ Ｗｉｔｈｓｅｒｕｍ

Ｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅｔｉｍｅｓ
Ｗｉｔｈｏｕｔｓｅｒｕｍ Ｗｉｔｈｓｅｒｕｍ

０（Ｃｏｎｔｒｏｌ） １１．７５±０．９６ ４．２５±０．９６△△

０．５ １１．００±０．８２ １３．５０±１．２９△△ １５．５０±１．２９▲▲ １７．７５±１．２９△△▲▲

１ １０．２５±０．９６ １６．００±１．４１△△ １３．２５±０．９６▲▲ １９．００±１．８３△△▲▲

２ ９．００±０．８２ １７．００±１．４１△△ １１．００±１．８３▲▲ ２１．００±１．８３△△▲▲

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△△Ｐ＜０．００１ｖｓｗｉｔｈｏｕｔｓｅｒｕｍ；▲▲Ｐ＜０．００１ｖｓｉｎｄｕｃｅｄｏｎｃｅ

２．４　锚着独立生长实验　ＣＳＣ作用ＢＥＰ２Ｄ细胞
后，传代培养至第３８代时，可见正常细胞形成的克
隆较小，数量少；转化细胞形成的克隆较大，数量较
多（图２）。克隆形成率测定结果见表３，单次染毒的
第３８代细胞染毒组与对照组相比，各染毒组克隆形
成率明显高于对照组（χ

２＝６１．８３，Ｐ＜０．００１）；多次
染毒的第３８代细胞染毒组与对照组相比，不同剂量
染毒组克隆形成率明显高于对照组（χ

２＝６７．３５，

Ｐ＜０．００１）；染毒方式相比：单次染毒与多次染毒的
第３８代细胞中，各剂量之间的克隆形成率有显著差
异性（Ｐ＜０．０５）。

图２　正常细胞（Ａ）和转化细胞（Ｂ）形成的克隆

Ｆｉｇ２　Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｏｆｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓ（Ｂ）（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）

表３　第３８代细胞的克隆形成率

Ｔａｂ３　Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｒａｔｅｓｏｆｔｈｅ３８ｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｃｅｌｌｓ
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ）

ＣＳＣ
φ／μｌ·ｍｌ－１

Ｉｎｄｕｃｅｄｏｎｃｅ
Ｃｏｌｏｎｙｎｕｍｂｅｒ Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｒａｔｅ（％）

Ｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅｔｉｍｅｓ
Ｃｏｌｏｎｙｎｕｍｂｅｒ Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｒａｔｅ（％）

０ １±０．０５ ０．１
０．５ １５±１．２１ １．５ ２７±１．８２△ ２．７△

１ ３７±１．５５ ３．７ ５７±２．１９△ ５．７△

２ ５３±２．１０ ５．３ ７５±２．３２△ ７．５△

　Ｐ＜０．００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｉｎｄｕｃｅｄｏｎｃｅ

２．５　剂量反应关系分析　对多次染毒的细胞作剂
量反应关系分析，以细胞接种效率为纵坐标，ＣＳＣ
浓度为横坐标，第２５代细胞可呈较好的直线相关，
回归方程ｙ＝１５．２５＋３．１４ｘ（ｒ＝０．８６７，Ｐ＝０．０３１）；

以集落形成率为纵坐标，ＣＳＣ浓度为横坐标，第３８
代细胞呈很好的直线相关，ｙ＝４２ｘ（ｒ＝０．９６９，Ｐ＝
０．００３７）。
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３　讨　论

　　国际癌症研究中心（ＩＡＲＣ）曾公布的一份研究

报告中指出：根据目前癌症的发病趋势，到２０２０年

全世界癌症发病率将比现在增加５０％，全球每年新

增癌症患者人数将达到１５００万人，其中，发病最高

的肺癌将达１２０万人［６８］。肺癌的发生起源支气管

上皮，而呼吸道上皮细胞是烟草烟气的主要侵袭目

标，在呼吸性疾病的发生过程中起重要的作用。选

用永生化的人支气管上皮细胞作为靶细胞具有较好

的代表性，１６ＨＢＥ、ＳＶ４０和 ＨＰＶ１８永生化的人支

气管上皮细胞曾在辐射和化学物诱导恶性转化研究

中得到应用［９１１］。ＢＥＰ２Ｄ细胞系来源于正常人支

气管上皮细胞，是经 ＨＰＶ１８病毒转染而永生化的

细胞系，保留着正常人支气管上皮细胞的特性和功

能；在体外连续传代１００次以上未发生衰老和死亡，

且不具有锚着独立生长能力，接种裸鼠饲养１２个月

以上未观察到成瘤［１２］，表明该永生化的细胞株具有

较好的遗传稳定性；同时由于永生化的细胞具备了

多阶段（启动－促进－发展）的启动阶段的某些特

点，而且体外培养的细胞本身有自己的优势：可以避

免体内外各种混杂因素的干扰，可按实验目的人为

控制有害因子与细胞作用时间、方式等，还可以在体

外直接观察细胞的形态改变。因此用该细胞研究吸

入性化合物的急性毒性、遗传毒性和致癌性、致突变

性，在一定程度上模拟了人类接触吸入性致癌物的

条件，比用动物细胞或人成纤维细胞更为合理，不仅

避免了种属间差异，同时也避免了组织间差异。本

实验以烟草悬凝物诱导ＢＥＰ２Ｄ细胞构建恶性转化

模型，为化学预防烟草的毒性提供科学的依据。

　　本实验根据 ＭＴＴ试验和细胞亚急性毒性存活

能力检测实验，表明烟草悬凝物对ＢＥＰ２Ｄ的毒性

抑制作用。随着剂量增加，毒性抑制加强，呈现剂量

效应关系。最终确定以０．５、１、２μｌ／ｍｌ作为染毒剂

量，一方面对细胞有毒性作用，另一方面保证实验有

充足的细胞数目。

　　ＢＥＰ２Ｄ细胞为无血清培养的细胞系，通常在

有血清条件下，由于受到血清的诱导分化作用，细胞

在含有血清的培养基中总体生长状态明显受到抑

制，细胞接种效率低；而转化细胞由于诱导物对细胞

遗传性状的改变，对血清的分化诱导呈现明显抗性，

因而在有血清培养基中生长［１３］。本实验中ＣＳＣ处

理的ＢＥＰ２Ｄ细胞经数次传代后血清抗性测定结果

示其促增殖能力显著增强，对环境的选择性和依赖

性降低，细胞自主生存能力增强，具有了初步转化特

性。ＣＳＣ组的细胞接种效率与对照组比较具有显著

差异，且有剂量反应关系；单次染毒与多次染毒的

第２５代细胞比较，各相应剂量组的细胞接种效率均

有显著的差异（Ｐ＜０．００１），表明接触烟草悬凝物越

多而细胞发生恶性转化趋势越强。

　　正常细胞在半固体琼脂培养基中不能形成克

隆，而肿瘤细胞失去接触抑制，具有锚着独立生长能

力，能够在半固体琼脂中形成克隆，因此细胞获得锚

着独立性，能在软琼脂质中形成克隆是细胞发生恶

性转化的重要标志，也是检测转化细胞和肿瘤生物

学特性最常用的方法［１４］。本实验中不同剂量组的

ＣＳＣ处理的ＢＥＰ２Ｄ细胞的软琼脂克隆形成率与对

照组比较具有明显的差异，并有很好的剂量反应关

系，说明随着剂量的增加，细胞发生的恶性转化的可

能性增加，也符合随着剂量的增加恶性细胞增多的

理论。但从软琼脂实验的结果来看，多次染毒第３８
代细胞的２．１％～７．５％的克隆形成率也非常高，且

各剂量组多次染毒的克隆形成率显著高于单次染

毒，表明长期接触致癌物有利癌症的发生［１５］。同时

细胞呈复层生长，排列紊乱，细胞群体呈现无序的条

索状或团块状生长，无明显的接触性抑制和密度抑

制，细胞有无限增殖趋势，生长速度加快，有异倍体

或非二倍体，甚至多倍体出现。通过以上分析，

０．５～２μｌ／ｍｌ的浓度范围内，是ＣＳＣ诱导ＢＥＰ２Ｄ
细胞发生恶性转化的理想方案，既满足恶性转化的

实验要求，又符合人们长期频繁接触烟草致癌物污

染的环境。

　　本实验将血清抗性实验和锚着独立生长实验联

合应用于恶性转化细胞模型的建立，便于观察和判

断细胞转化过程的各种生理特性变化，因为血清抗

性实验在细胞恶性转化早期过程就可以出现。避免

单独应用锚着独立生长实验观察和判断细胞恶性转

化的单一性，同时也避免过多的传代、长时间培养所

带来的繁重工作量及易污染的弊端。

　　总之，本实验探索出ＣＳＣ慢性诱导ＢＥＰ２Ｄ细

胞恶性转化的理想条件，为探索烟草及类似对环境

造成污染的物质致癌机制提供了良好的细胞恶性转

化模型。
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