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全反式维甲酸诱导HL60细胞分化前后蛋白表达差异分析 
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【摘 要】目的：建立全反式维甲酸(All trans—retinoic acid，ATRA)诱导 HL60细胞向粒系分化的模型，研究采用改良双向电泳条 

件对分化前后的细胞全蛋白进行分离分析，寻找差异表达蛋白。方法：采用全反式维甲酸对 HL60细胞进行诱导分化。通过 

MTF、流式细胞技术分析细胞增殖情况和 CD1lb细胞表面分化抗原的表达，选择最适的药物浓度和诱导时间；再通过细胞化学 

染色对分化结果进行验证，构建分化模型。采用改良双向电泳分离技术对细胞全蛋白进行分离，运用 PDQuest软件分析 HL60 

细胞分化前后蛋白表达差异 ，并用基质辅助激光解吸 一飞行时间质谱(MALDI—TOF)对差异蛋白点进行分析。结果 ：ATRA明 

显抑制 HL60细胞增殖，并随药物浓度的增加，抑制效果也越显著；2 Ixmol／L的 ATRA连续作用 HL60细胞 5 d即有 90％以上的 

细胞有粒系分化标志抗原 CD1 lb的表达。细胞化学染色结果亦表明诱导后的HL60细胞向粒系分化。将分化前后的HL60细胞 

全蛋白经过改良双向电泳技术分离，PDQuest软件比对，MAIDI—TOF分析 ，发现有 25个蛋白点仅在未分化凝胶谱中找到，有 15 

个蛋白点仅在分化细胞蛋白表达谱中找到。其中有的是癌基因表达蛋白，有的是抑癌基因表达蛋白，还有的则参与凋亡过程等。 

结论：在选定的药物浓度和作用时间下，ATRA可以诱导 HL60细胞向粒系分化。改良双向电泳技术对药物作用前后细胞蛋白 

的分离，可发现不同于传统双向电泳分离所得的蛋白结果。 
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【Abstract]Objective：To establish the granulocyte—differentiation model of the HL60 cells which are treated with All—trans retinoic acid 

(ATRA)，and to use the modified two—dimensional electrophoresis conditions to analyze the differences of protein expression between 

treated and untreated HL60 cells．Methods：HL60 cells were induced through treatment with All—trans retinoic acid(ATRA)．For 

selection of the appropriate drug concentration and induction time．M|rr and flow cytometry are used to detect the HL60cell proliferation 

and the expression of differentiation antigens CD 1 l b respectively．Cellular chemical staining was used for the verification of the 

differentiation of the treated HL60 cells．The protein of HL60 cell lines could be separated by modified two-dimensional electrophoresis 

(2-DE)．PDQuest software was used to analyze the different protein expression between treated and untreated HL60 cells．The protein was 

analyzed by matrix—assisted laser desorption—time offlight mass spectrometry (MALDI—TOF)．Results：ATRA could inhibit HL60 cell 

proliferation，and with the increase in drug concentration，the effect of inhibiting was more significant．Treated with 2 M ATRA for five 

days，there were more than 90％ of HL60 cells expressing antigenCD 1 l b．Cellular chemical staining also showed that ATRA could induce 

HL60 cells to granulocyte cells．By the analysis of modified 2-DE and PDQuest software，25 protein spots was detected in untreated cells， 

while 15 protein spots was promoted Some of them were oneogene protein and suppressor gene protein，while some of others are involved in 

apoptosis．Conclusion：ATRA could induce HL60 cells to granulocyte cells in selected drug concentration and induction time．Using the 

modified two—dimensional electrophoresis conditions，different protein expression can be found from the traditional two-dimensional 

eleetrophoresis． 
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全反式维甲酸(All trans—retinoic acid，ATRA)是 

现在临床应用最为广泛的治疗白血病一线药物。 

HL60细胞是 目前体外研究 白血病细胞分化 的良好 
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模型。全反式维甲酸具有诱导 HL60细胞向粒细胞 

系分化作用【lI 2l。现在已有用传统双向电泳技术研究 

全反式维甲酸具有诱导HL60细胞向分化的蛋白表 

达谱差异的报道，但蛋白分离效果并不理想l 3_4]。由 

于使用不同的电泳分离条件对细胞全蛋白的分辨 

率和重复性是不 同的 ，分离所得蛋 白也有所不 同。 

我们希望通过改良以后的双向电泳技术 ．对 HL60 

细胞分化前后的全蛋 白进行分离分析 ，补充我们对 

HL60细胞向粒系分化相关蛋白的认识 ，为后续研 

究这些蛋 白在诱导该 细胞 向粒系分化中的作用提 

供借鉴。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

HL60细胞(中国科学院上海生命科学研究所)；RPIM1640 

培养基(美国 GIBCO公司)；胎牛血清(美国 Hyclone公司)； 

全反式维 甲酸(ATRA)、二甲亚砜(DMSO)(Sigma公司)；尿 

素 、3一[(3一胆酰氨基丙基 )二甲氨基]丙磺酸盐(CHAPS)、十 

二烷基硫酸钠(SDS)、三羟甲基氨基甲烷(Tfis)、甘氨酸、过硫 

酸氨、碘乙酰胺 、四甲基乙二胺(TEMED)及 pH 3-10 IPG胶 

条等(美国 Bio—Rad公司)；二硫苏糖醇(DTr)、甲叉双丙烯酰 

胺 、硫脲(美国Sangon公司)；B一巯基乙醇 (瑞士 Buchs公 

司)；DNA酶，RNA酶(日本 TAKARA公司)；蛋白酶抑制剂、 

NBT染料 (辛创生物技术有限公司)；CD1lb及其对照抗体 

(深圳晶美公司)。 

1．2 不同药物浓度，不同时间作用 HL60细胞增殖的检测 

取对数生长期的人白血病细胞株 HL60细胞 l X 10 个 

／ml，分别采用含 ATRA终浓度为 1、2、3 txmol／L的 1640培养 

基培养。对照组除未加药物外，其余与处理组相同。处理组与 

对照组均设置 3个重复孔 ，在 37℃、5％C0 条件下分别培养 

24、48、72、96、120 h。每天取出 1板，加入 MTT20 l，4 h后， 

应用平板离心机 3 O00ffmin离心 10 min，再加 150 l二甲亚 

砜显色 5 min，酶标仪 490 nm测定吸光度。 

1．3 不同浓度 、不 同时间诱导 HL60细胞 ，细胞表面抗原 

CD1lb的检测 

取对数生长期的人白血病细胞株 HL60细胞 1×10 个 

／ml，分别用 1、2、3、4 Ixmol／L的 ATRA处理 5 d，收集细胞 1× 

107个，PBS洗涤 3次，对照组除未用药物处理外，其余与处 

理组相同，然后上流式细胞仪检测 CD1 lb的表达情况。 

1．4 化 学染色 

收集对数生长期非药物处理 HL60细胞和 2 Ixmol／L A— 

TRA作用 5 d后的细胞各 1×10 个，PBS洗涤 3次，离心涂 

片，参照教材《血液学检验试验指导》 分别对药物作用前后 

细胞进行瑞氏染色、NBT染色试验，观察细胞形态。 

1．5 细胞周期检测和凋亡检测 

取对数生长期的人 白血病 HL60细胞 ，调整细胞数为 

1 X 10s个 ／ml，采用 2 p~mol／L的ATRA连续作用 5 d，离心收 

集 ，PBS洗涤 3次，70％乙醇固定 ，以药物非处理组 HL60细 

胞做对照，用流式细胞仪检测细胞周期。 

同检测细胞周期方法收集细胞 ，PBS洗涤 3次，以药物 

非处理组 HL60细胞做对照，应用 Annexin—V凋亡检测试剂 

盒上流式细胞仪检测。 

1．6 细胞超微结构的观察 

同检测细胞周期方法收集细胞 ，PBS洗涤 3次，2 000 

r／min离心 20 min收集细胞，加入预冷戊二醛固定，以药物非 

处理组 HL60细胞做对照，透射电子显微镜观察细胞微形 

态。 

1．7 优 化后 的双向 电泳(Two—dimensimal electrophoresis，2一 

DE)分 离药物作 用前后 HL60细胞全蛋 白 

采用优化后的双向电泳条件16j，分离 ATRA作用前后的 

HL60细胞全蛋白。采用标准蛋白提取法提取的蛋白溶液加 

入适量裂解液(8 mo]／L尿素 ，2 mmol／L TBP，0．4 g／ml CHAPS， 

5~l／ml Bio—lyte3～10，2 mol／L硫 脲 ，M 激 活 的 20 Ixg／ml 

Dnase，5 LLg／ml Rnase和蛋 白酶抑制剂 cocktail)，冰上静置 

30min，镜下无完整形态细胞，离心(15 000 r／min，4 )60rain， 

吸取上清，做标准曲线定量后分装。上样前 ，取 200 g分装 

保存蛋白，用水化上样缓冲液补足上样量 ，上样总体积为 

330 LLl。上样前低温高速离心(15 000×g，20min)，取上清液 

线性加入聚焦盘中。采用 17 am非线性 IPG胶条，升压聚焦 

条件 450V 2 h、4 380V 2 h、4 380V 1 h 33min。 

取出聚焦好的 IPG胶条 ，经 2次平衡进行第二向SDS— 

PAGE电泳。采用银染法对分离蛋白点染色，PD—QUEST软件 

分析蛋白点的表达差异情况。 

1_8 差异蛋 白点 的基 质辅助激光解吸一飞行 时间质谱 

(MALDI—TOF)分析 

从银染凝胶上精确挖出差异蛋白点，Hellmanm优化的程 

序制备质谱分析用的样品。以 CH，CN／5％TFA(1：1，v／v)制备 

CHCA饱和溶液 ，然后用 2 l CH CN／5％TFA水溶液(1，1， 

v，v)将肽混合物溶解并与2 Ixl CHCA饱和溶液混合。取 1 l 

样品／基质溶液点在样品板上，在室温、洁净条件下自然干燥 

8 h后再对进行质谱分析。 

质谱分析条件 ：Voyager DE Pro基质辅助激光解吸离子 

化一飞行时间质谱仪(美国 ABI公司)，反射模式，正离子谱测 

定 ，N2激光源波长 337 llm，离子源加速电压 20 kV，脉冲宽 

度 3 r／s，离子延迟时间 100／IS，Grid 75％，Guide wire O．003％， 

激光强度为 850～1 200内部单位 ，质谱信号单次扫描累加 

150次。 

以MASCOT搜索，选择 Swissprot、NCBInr作为筛选数据 

库。 

1．9 统计学分析 

结果采用统计软件 SPSS 1 1．5分析。均值问比较使用单 

因素方差分析，／9<0．05为差异具有统计学意义。 
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