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ATRA诱导 HPV16型亚基因永生化人官颈 

上皮细胞分化的实验研究 

李袢铭。赵 涌，林 晓 

(重庆医科大学基础医学院病理学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究ATRA对HPV16型亚基因(E6、E7)永生化人宫颈上皮细胞(H8细胞)的诱导分化作用及机制。方法：H8细 

胞经ATRA处理后，用 MT~法测定ATRA的抗增殖效应，光镜、电镜观察细胞形态变化，流式细胞术(FCM)检测细胞周期，免疫 

组化SABC法检测增殖细胞核抗原Ki67表达水平的变化，PCR-ELISA法检测端粒酶活性变化，荧光免疫细胞化学检测HPV和 

E6蛋白表达变化。结果：ATRA使 H8细胞增殖抑制；细胞形态朝良性方向分化；细胞堆积于G1期，s期细胞减少；细胞核内 

Ki67的表达水平下降；端粒酶活性下降。结论：ATRA对H8细胞有明显诱导分化作用，这种作用可能是通过抑制增殖，阻滞细 

胞周期，降低端粒酶活性来实现的。 
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ExperimentaI study of the differentiation of HPV1 6 subgenes—immortalized 

human endocewicaI cells induced by ATRA 

LI Yiming，et al 

(Department ofPathology，c0 ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the differentiation-inducing effects of a1]-trans-refinoic acid (ATRA)on HPV16 subgenes-immortalized 

human endocervical cells(H8 cel1)andthemechanism．Methods~AfterH8 cellsweretreatedwithATRA，the aiti-proliferation ofATRA 

on them was tested by M'IT assay，morphological chan ges observed by LM an d TEM，cell cycle an alyzed by FCM，expression of Ki67 tested 

by immunocytoc hemistry，the activity of telomeraae tested by PCR-ELISA，and expressions of HPV an d E6 tested  by fluorescence im— 

munocytochemistry．Result8：ATRA could inhibit proliferation of H8 cells and induce their benign morphodifferentiation．According to 

FCM,H8 cells accumulated in GI phase after beingtreated with ATRA，and expression ofKi67 and activity oftelomerase reduced．Con— 

dus／on：ATRA could induce the differentiation of H8 cell line，which might be achieved by inhibiting proliferation，blocking cell cycle， 

anddecreasingactivity oftelomerase． 

【KeyWords]Refinoic acid；Induced-differentiation；Cervix；HPV；Immortalization 

全反式维甲酸(A 豫A)是维生素 A的一种高活 

性衍生物，可诱导某些肿瘤细胞终末分化，成为正 

常或接近正常的细胞，从而达到治疗的目的【l】。除诱 

导白血病细胞分化疗效确定外，其诱导实体瘤如胃 

癌、肠癌、卵巢癌和宫颈癌田等的分化也是研究热 

点，但其效果尚不肯定。而关于ATRA对宫颈永生 

化细胞，即一种潜恶性细胞的诱导分化作用却未见 

报道，现以 HPV16型亚基因(E6、E7)永生化人官颈 

上皮细胞(H8细胞)为对象，研讨 AqI％A对它的诱 

导分化作用及机制。 

作者介绍：李秭铭(1981一 )，女，硕士生， 

主要研究方向：妇科肿瘤病理。 

1 材料和方法 

1．1材料 

1．1．1 细胞株 H8细胞株源于中国医学科学院病毒研究所日。 

1．1．2 化学药物及试剂 全反式维甲酸(ATRA)购自Sigma 

公司，端粒酶检测试剂盒(PCR—EusA)为华美公司产品，Ki67、 

E6和HPV单抗为福州迈新生物技术开发公司产品，通用型 

SP试剂盒及 DAB显色剂购自中杉金桥生物技术有限公司， 

SABC—FITC试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养及实验分组 H8细胞株在含有10％／b牛血 

清的RPbtI 1640培养基中，37"C、5％C02混合气体的孵箱中 
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培养 戢对散 ￡K期细胞进行实验 ATHA姒尢水 醇 收 

10：nmI／I 储存液 -20t J~光保存．寓垃 陵用终谳度分别 

10’mld／L 10％r,~Jl／l 10’md／1 ⋯ Ⅲl门 

I 2．2 、r丌法删定细胞生长州制率 按上进堵养方法得到 

Hs单细胞悬泣． 每孔 5 x10 ／rnl 虚接种 j 96扎板． 

实验址加k下⋯浓度 ArRA．每 L 10“I，f 其终怅憧=q-Yd选 

到 述各傣 宴螗I世无水乙醇和 RPM【I640液对州坩 铒 

组均 5寸_平行扎 继续培养 24h 4Sh 72}1，q̂h墩出培荐 

机 每~'UJl1人 () I Ml̈ 漓 (浓度为5⋯ --J1．37t噼膏4h 

终 培舞 眦去孔 上清敞 茸孔加人 I)MSt)200 f．撤蒲 

10mln．用 动酶标毒箍 他 (Bit~TekE[XS00U；》 渡 

5701lⅢ时测定每 L的啦止崖(̂ l值．计算抑制率{ 1 (}蛮 

验组平均 ^值／刈J 掘平均 ^僮)x川 )％ 

j 2．3 光镜强透射电楂现察 谜方佳培蛑 721-后收集细 

咆 作常规} 色 光谠观察：慢 一醛 定、锇战后间定 接 

遮射电镜常规制片． H立 H600 电镜 、 察 

1 2．4 FCM删定卸{胞周期 将 IIg细胞拔5 x10’t／ml礴亍 

度接种J 50．11培养瓶 实骑纽帅凡终浓度山 10 晌 

1̂R̂ ，设对照组：培养 24h、48h 72h、9611收集 睫怂液．离 

心 PBS潭洗 ．70％}争己醇 司宅 制旨 细胞悬液 衙E ℃细胞他 

{FCM．美国 F̂sc -B _nn Dk khisi)~1111；阿细胞周妍井忻 

I 2．5 免疫细胞化学睡色 将 咖 细胞接 5 x1(2卜／ -}晰度 

制戚细胞爬片 设实验组 阳对l 组 ，培养721-后．按照免疫 

眦化学常规 sl 注 色 T'̂B丝色．Ki67 性 咆性葑色 

根据诳乜强悭和阳性细胞数进行半赶量 }析 每张爬片随机 

选挣 10个高倍镜韫野．计算m 袁连率．每组重复 3张爬 

1 2．6 荧光免幢 I胞化学检删 I18细胞内 IIPV厦 6蛋闩 

表选变化 将 卦̈胞按5 xI ·】榷度制成细j飚 设 

宴骑组(10 m一，J ^rRA1御制州 【．培辛芝72h后 按照荧屺 

龟幢细胞化学常桃Sal~C—F11【 、染色． 525nm 赝̈妊} 荧 

兜显傲镜观察 、雕相 

I 2 7 I’cR—ElISA法删定端枉酶活性 将细忸【I， I 1、 

／ml密鹿接种 于5Ore／培养瓶 ．宴骑 组加^终浓崖 

lO 的 T̂B̂ 设对 ；培菲48} 72} ，961I 宴骑组 

骤如下： 端粒酶提取； 端 牲瞬重复牟驯扩增： a产物杂交 

榆侧：控试剂盒泣峨世行操作 结果划定 动酶怀读数他在 

谴＆为57Ohm时凄取 ODf 陆讨照为试剂盘6-甘所没 

阴性对月*使用l叫体积裂畔液 ^ 啦 

i 2,8 统H 学世刊! 采用 ，ssIoo软件址埋系统进行统计 

学舒析结 吸光厦伍两组同比较用 I愉验，多纽司比转 

t』方差斗析c SNK法或 LbD ；免疫细胞化学 健瘴蓰光 

细琦乜化学站皋针斩川 x’植驰 P(005 H基 何疆蔷性 

2 结 果 

2 l ATRA对 H8细 胞的增 殖抑 削作 用 

对照组尘】ii咆生长话跃 经 l0-snⅢl几 

10 I／1．10 ll】”I／I的 ,XTR 灶理后 ．̈8蜘咆生长 

均不同程度地减慢，并旱时间 浓旺依赖陆．与对照 

自̈  比 各谳度 A l、R一～作用 96h ．Hs细忸生 抑 

制率在 I2．5件～30 6％之间 不I州liarIhJ硬水州浓度之 

州苹砰行显著性(1 <【】051 

2 2 光镜 砭连舯 电镜观 察 

} 
圄 I 不同浓度 、III、对 lI 细胞增殖的抑制 

光镜下 对照组细胞呈多堵彤，形态饱满．梭凡 

染．可见较多的核分裂像( 21 F̂]IA作用721· 

后．J j 细胞休 变小FL较 则 核分裂像明显减 

少．愤／质比例下降(图3)电镜 察见划照纽细胞 

九I(I]囤 核火 觇则，可见恢膜1 迹；常染色质发 

达，i 有一 1、 J一的|=董仁；细胞器较少(罔4) 实验 

组细胞体积缩小．恢转小¨胤JI j圭染色厢增多．梭 

L减少甚至消失：出现发育良好的线粒阵和 质I研 

等细胞器{圈5) 

1 3 AFR^对 H8细 盹 Ki67表造的影响 

免疫细胞化学俭删显 ．对照纽细胞 Ki67 

』；日 表达．棕美色颧粒物分布 j 恢内【图6)．阳性 

翠为8I15qe,±5(培％；经 10 mn]／I ATRA处理 72h后 

K卜67丧达明显 出弱(圈 7)．阳一 率下降刮 10．03~± 

7I5％．与对j[c{ 相比．茸昴有艟蔷性(P<005) 

2 4 ATRA对 H8细胞内 Hl，v_捉E6抗原表速的移响 

I 

l(1_mu~／L． 圈 2 对照组细胞
．核 大济染 ．可 见两 个桉丹 裂 象fIil．x400} 
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囤 3 T̂R̂ 处理 7211后的 HH细 胞 ．核分 裂像 明显减 少 ．核／ 

质比例下降f H b：x4uO) 

图 实验组 H 细胞I10 ⋯”]／I VI’R̂ ．7 ，)．在其胞核内仍 

然可见E6抗原的表达f5ABC一̈ I【_×200l 

一  
、  ， 

． 一 — 一  

囤4 对照组细胞，常染色质发达．胞紫中细胞器较少 

f ⅥxÏ【m【l】 

图 n 对照组细胞 Ki67呈强阳性表选( -x 

—_ ■ ■_  

‘

jj 
： ： ．I 

圈H 实验组 I18细胞(IO n⋯州 RA．721．)．在其胞{妻内仍 

然可 见 II u、抗原 的表 选cŝ  一j II(．x!(Ⅲ 1 

¨l’(’标 的荧光抗体 525---”光波激发 } 

现黄绿色 光，每张爬片随机选择 10 1、高俯镜税 

野． 数附 细胞数．计算钔 表达率：缸组璇复 3 

帐爬 片 书实验荧 光际 刊JI 组和实验组 

(10 m,,l／I～ PRA．7211)细胞I～均 】 HPV＆E6夤 

闩表达I 9 巧 性细胞奉筚 无 菩性 

(1 )I】05)(见表 Ij 

2 5 A1RA对 H8细胞周期 的影 响 

汛i啪J胞仪榆删 I18 Ⅲ胞剧期分布情况( 我2j 
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表 1 ATRA作用前后 H8细胞 E6及 HPV的表达情况 

表 2 不同浓度 ATRA对 H8细胞周期及凋亡率的影响 

与对照组相比 ，10r5 m0】／I．，10-6mo~ ，10 m0】／L的 

ATRA作用 72h后可以明显改变 H8细胞的细胞周 

期 ，G0／G1期细胞由72．71％增加到 82．70％，S期细 

胞由21．01％减少为 11．23％，并呈现剂量依赖性。 

2．6 A I'RA对端粒酶活性的影响 

经 10 m0】／I．ATRA处理 48h，72h，96h后，细胞 

端粒酶活性随作用时间延长而进行性下降。与对照 

组相比，差异有显著性(P<0．05)。不同时间段两两 

相比差异有显著性(P<0．05)。见表 3。 

表 3 ATRA作用后细胞端粒酶活性的改变 

3 讨 论 

宫颈癌作为妇科最常见的恶性肿瘤，近年来出 

现发病率上升及年轻化的趋势。高危型 HPV中， 

HPV16型与宫颈癌关系尤为密切，其早期基因 E6 

和E7能直接转化细胞，干扰正常细胞周期调控；病 

毒转化蛋白使宿主 P53或 Rb蛋白失活，导致细胞 

生长失控，细胞周期紊乱，形成肿瘤刚。本实验使用 

的宫颈永生化上皮细胞株 (H8)是在体外转染了 

HPV一16E6、E7基因后形成的，在促癌因子作用下 

可以癌变，因此被认为是较理想的癌前病变模型细 

。 

ATRA作为一种诱导分化剂，通过结合于核 

内特定的受体(RAR一0L、B、 3个亚型)而发挥 

作用。AⅡ 对白血病的治疗效果已得到肯定。胡 

海燕争 ，q曾报道用ATRA诱导人宫颈癌细胞株分 

化和逆转耐药细胞株的耐药性。Yokoyama等【’l也 

报道过 ATRA(10 mo儿，共同培养4、7、10天)能 

逆转宫颈上皮细胞的化生，对宫颈的潜在恶性病 

变也有阻抑作用。但 ATRA对实体瘤如卵巢癌、肺 

癌、结肠癌、宫颈癌等作用尚不肯定。有报道维甲 

酸类制剂维胺酸对 CINⅡ、Ⅲ级病变治疗后随访 

显示，病变级别降低或完全逆转为正常上皮。提示 

ATRA类药物对宫颈癌前病变有诱导其逆向分化 

作用，但有关实验研究未见报道。本实验试图通过 

实验证实 ATRA对宫颈上皮永生化的诱导分化作 

用 ，对开发有效局部诱导治疗药物，预防 HPV感 

染引起的宫颈癌的发生有着重要的科学意义和应 

用前景。 

细胞分化主要表现在形态和功能两个方面，经 

ATRA处理后的H8细胞，经光镜及电镜观察发现 

出现分化成熟的特征，如细胞体积缩小，核较小且 

规则，核 ，质减小，异染色质增多，核仁减少；出现发 

育良好的线粒体和高尔基体等细胞器。MTT结果表 

明，ATRA能够明显抑制H8细胞生长，其抗增殖效 

应呈现剂量一时间依赖性，对 H8细胞的抑制率在 

96h时可达 39．6％。而细胞增殖速度减慢通常则是 

分化的结果之一，提示 ATRA对 H8细胞有较强的 

诱导分化作用。 

细胞分化的主要标志是合成特异性的功能蛋 

白，出现细胞类型的功能性改变，以及细胞表型的 

变化，这些标志性变化均在 G 期由细胞分化完成。 

肿瘤细胞去分化的一个重要特征就是从 G 到 S期 

卡点失常，进人 S期的细胞异常增多。FCM结果表 

明，ATRA处理后 GJG 期细胞增加 ，S期细胞减少。 

提示其使细胞阻滞在静止期(GJG )，DNA合成受抑 

制，细胞分裂速度减慢。 

Ki67抗原是一种表达于增殖期细胞的核抗原， 

在维持增殖活性中有重要作用。它在 G 、G2、S、M期 

均有合成 ，而在 G0期缺失，由于其半衰期短 ，可以 

较客观地反映细胞的增殖活性，明显优于 PCNA指 

数和DNA倍体含量等表示细胞增殖的指标M。A— 

TRA处理后H8细胞Ki67表达的明显下降，也提示 

了细胞增殖活性的减低，这与 FcM的结果(细胞阻 

滞在静止期，DNA合成受抑制，细胞分裂速度减慢) 

是相一致的。 

H8细胞是在体外转染了HPV一16亚基因E6、 

E7的永生化细胞。用免疫荧光的方法检测 ATRA 

作用前后H8细胞内的HPV和E6表达阳性细胞率 
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差异无显著性。可能是因为：①免疫荧光细胞化学 

方法对病毒检测的敏感度较低 ，多是定性而非定 

量；(~)ATRA对 H8细胞的诱导分化作用可能不是 

通过抑制 HPV病毒的转录和复制来实现的。 

端粒是真核细胞染色体末端的特殊保护结构 ， 

对染色体的稳定、DNA的完整和修复起重要作用。 

端粒酶是使端粒延伸的反转录DNA合成酶，对维 

持端粒长度起重要作用。在恶性肿瘤中，端粒酶活 

性增高。乔玉环等I q研究发现，端粒酶活性高低与 

宫颈癌分化程度成负相关，可以作为宫颈癌早期诊 

断及预后的指标。部分文献报道 HPV感染有关的 

CIN时发现，CIN II级和 CIN III级标本中的端粒酶 

水平高于 CIN I级。阻断端粒酶作用可以抑制宫颈 

癌细胞的生长⋯2】。ATRA对永生化细胞端粒酶活 

性影响极少有文献报道 ，Ding等n3报道经 ATRA处 

理后的 HPV永生化的 HEN一16—2细胞株端粒酶活 

性下降，hTERT mRNAs的表达也下调。本实验结果 

表明，ATRA作用后 H8细胞端粒酶活性显著下降 

(P<0．05)，呈时间依赖关系，综合 MTY结果、形态 

学变化、Ki67表达、细胞周期等相关实验结果，提示 

ATRA对宫颈永生化细胞(癌前状态)具有明显诱导 

分化作用，其中降低端粒酶活性是 ATRA抑制 H8 

细胞增殖、逆转其恶性表型的重要机制之一。ATRA 

用于临床宫颈 CIN病变的治疗和预防其发展为宫 

颈癌有一定应用前景。 
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