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重组人白血病抑制因子对 HL一60细胞的作用及机制研究 

杜 冰。，朱道银。，唐恩洁 

(1．重庆医科大学基础医学院微生物学教研室，重庆 400016；2．川北医学院微生物学教研室，南充 637000) 

【摘 要】目的：观察rh—I IF对HL一60细胞生长与分化的影响及其可能的作用机制。方法：不同利量的rh—LIF作用HI 一 

60细胞 3—6天，观察细胞生长，流式细胞术分析细胞周期，用免疫组化法榆洲 P53，P21蛋白表达的变化，原位杂交法检测 

P53mRNA表达水平的改变。结果：rh—LIF可诱导 HI 一60细胞向单十亥／ 噬细胞分化，抑制HI 一60细胞的增殖，使细胞停 

滞于 ( 期：P53，P2l蛋白和 P53mRNA表达明湿增强。结论：rh—LIF对 HL一6()细胞具增殖抑制和诱导分化作用，其作用机 

制可能与 G 期阻滞及P53，P2l表达增高有关。 
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【Abstract】 Objective：To investigate the effect and mechanism of rh—LIF on prolifermk)i1 and differemiation of HI 一60 cdl line． 

Methods：HL一60 cdls were treared with differem dosage of rh—LIF for 3 tO 6 days．cdl cycle was analysed by flow cytometry，ex 

pre~ion of P53 and P2l protein were observed by immunohistochemistry and P53 mRNA were as~yed by in situ hybridization．Re— 

sults：HL一60 call line could differentiate intO monocyte and macrophage cell line in the presence of rh—LIF．The proliferation of HI  

一 60 cells were inhibited in the presence of rh—LIF，the cdls stagnated at Gl Stage，wlfile exprexsion of I53，1'2l protein and P53 

mRNA were increased obviously ( 7z(qusion：The effects of rh—LIF on the prolifermion and differentimion of HL一60 cdls may be 

associated with the increase of P53，P2l protein and P53nd{NA． 
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白血病抑制因子(LIF)是体内一种天然的、多 

功能细胞因子，对白血病细胞有诱导分化和增殖抑 

制作用_l J。但 LIF对白血病细胞细胞周期的影响 

及诱导分化的机制尚不清楚。本研究以HI 一60细 

胞为靶细胞，采用细胞周期分析技术、免疫组化技 

术、原位杂交技术等方法，分析了rh—LIF作用前后 

HL一60细胞周期分布，P53，P21蛋白和 P53mRNA 

表达的变化，为深入探讨 rh—LIF诱导 HI 一60细 

胞分化的分子机制提供依据。 

1 材料和方法 

1．1 试剂来源 

作者介绍：杜 冰(1968一)，女，讲师， 

主要研究方向：病毒感染与免疫 

人急性髓系白 病细胞 HI 一6【)细胞株由重庆医科大 

学肝病研究所馈岍，重组人白血病抑制因子购 自Chemicon， 

新生小牛血清购¨华西生物研究所，M l I’、佛波酯购自Sig 

FD_a，免疫组化染色 SI 试剂盒购白福州迈新牛物技术开发公 

司，鼠抗人CDI4、鼠抗人 P21和鼠抗人 P53单克隆抗体均购 

自北京中山生物技术有限公司，硝基蓝四氮唑(NBT)为上海 

市前进农场试剂厂产品，地高辛标记与检测试剂盒选 自BM 

公司，Dig—P53一SN cDNA探针川I北医学院免疫学与分子 

生物学研究室提供 

1．2 细胞培养 

人白血病细胞侏(HI 一60)由本实验室常规传代培养。 

l 3 HI 一60细胞增殖抑帝j的坝1定 

实验分rh—l IF处理组和未处理组，处理组 rh—LIE剂 

量分别取 lu／f11l、l()U／f111、lO【JU／l111、l000U／nd、300OU／f111、 

lO000U／nd。采斤J M I I、法俭测细胞增殖状况。以 l×10 

细胞／孑L接种于96孔培养板，按分组要求，加入 rh—LIF或 

无血清 RPMI164()到各孔中，使终体积为 200ftl，每个浓度组 
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设 3个平行孔，培养5天进行 MTT测定 在 自动酶标仪上 

测各孔的 A57onm。按下列公式计算相对抑制率。 

相对抑制率=(1 堕塑 堕I亘 
对照组 OD值 

1．4 细胞分化状况检测 

(1)细胞形态学观察：采用 Wright—Giemsa染色，光镜 

观察 。 

(2)细胞表面标志的俭测：采用免疫组化法，观察药物作 

用前后 CDI4的表达 。 

(3)细胞功能的检测：采用 NBT试验，参照 Kizaki等 

方法进行。油镜下随机计数200个细胞，计算阳性细胞的百 

分率 。 

1．5 细胞周期动力学检泖】 

实验分 rh—LIF处理组和未处理组，处理组 rh—LIF剂 

量分别取 10U／ml、l00U／ml、1000U／ml。药物处理后的 HL 

一 60细胞培养 72h，分别收集各组细胞(>10。个)，70％冷乙 

醇固定后 ，用流式细胞仪分析 。 

1 6 P53和 P21蛋 白表达水平检测 

第 6天收集 rh—LIF(800U／in1)处理组 和未处 理组 HL 

一 60细胞，离心涂片。采用免疫组化法观察 rh—LIF作用 

前后 P53和P21蛋白表达的变化。高倍镜下随机计数 200 

个细胞，计算阳性细胞的百分率。 

1．7 用原位杂交技术检测P53mRNA表达的检测 

参照蔡文琴 等 方法进 行 第 6天收集 rh—I IF 

(800U／m1)处理组和未处理组 HL一60细胞 ，离心涂片。4％ 

多聚甲醛固定 30min，用 Dig—P53一SN cDNA探针进行原 

位杂交，以不含探针的杂交液进行杂交孵育作为阴性对照。 

油镜下随机计数 200个细胞，计算阳性细胞的百分率。 

1．8 统计学处理 

样本均数 间的 比较采用 t检验 。 

2 结 果 

2．1 不 同浓度 rh—LIF对 HL一60细胞增 殖的抑 

制作用 

rh—LIF齐1量在 1U／ml一1000U／ml时，对 HL 

一 60细胞具弱抑制作用，在 10000U／ml时，对 HL 

一 60细胞有明显的抑制作用(．P<0．05)，相对抑制 

率为 0．598(图 1)。 

2．2 rh LIF对 HL 60细胞诱导分化作用 

2．2．1 细胞形态 的变化 800U／ml rh—LIF 

作用 HL一60细胞 6d后，形态上趋向成熟分化，表 

现为：胞浆增多，核浆比降低，核仁减少或消失，细胞 

核形态趋向单核／巨噬细胞改变。 

2．2．2 细胞表面标志的变化 rh—LIF作用 

前，HL一60细胞 CDl4表达阴性 ，800U／ml rh LIF 

作用 6d后 ，25．9％的细胞 CI)I4表达 阳性。 

2．2．3 rh—LIF对 HL 6()细胞 NBT还原能 

力的影响 800U／n11 rh—LIF作用 6(I后，31．1％的 

细胞 NBT还原反应呈阳性 ，与对照组(5．3％)相 比， 

差异具有显著性(P<0．01)。 

2．3 rh LIF对 HL 6()细胞周期 的影响 

rh—I IF作用后，HI ～60细胞G ／( 期比例增 

高(表 1)。 

搿 
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图 1 不 同剂量 rh—LIF对 HI 一60的生长抑 制作 用 

表 1 流式细胞 仪对 HI 一60细胞 周期 分析结果 

2．4 P53、P2l蛋白表达 

空白对照组P53 triP2l阳性细胞百分率为5．4％和 

l4％，rh—I IF作用后，P53和 P21阳性细胞百分率 

分别增加至 25．4 和 97．6 t}6(P<0．01)。 

2．5 P53mRNA测定 

空白对照组P53mRNA阳性细胞百分率为5．4％， 

rh LIF作用后，P53mRNA 阳性细胞百分率为 

29．1％(P<0．⋯)，表明rh—LIF作用后P53mRNA 

表达增加。 

3 讨 论 

l988年，Hiton等_5 从kerbs腹水瘤细胞的条件 

培养液中分离纯化到白血病抑制因子(LIF)后，国 

内外众多学者纷纷开始从分子遗传学 、胚胎发生学 、 

受体学、肿瘤学等方面展开对 I IF的研究，发现其 

可调节多种细胞的生物活性。大量研究表明，LIF 

是一种诱导分化或抑制白血病细胞克隆原性的糖蛋 
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白调节剂和细胞增殖抑制剂，能够诱导某些白血病 

细胞分化、成熟，抑制人白血病细胞株 HL一60细胞 

克隆生长，并诱导其向单核／巨噬细胞分化 6。 

本研究观察到经rh LIF处理的HL 60细胞 

NBT还原反应增强，CD14分化抗原表达增多，提示 

rh—LIF能诱导HL一60细胞向单核／巨噬细胞分 

化。MTT法和细胞周期分析结果表明，经 rh—LIF 

处理的 HE一60细胞呈增殖抑制，细胞停滞于 G． 

期，提示 rh—LIE抑制 HE一60细胞分裂增殖或发 

生凋亡可能是由于肿瘤细胞被诱导分化为成熟的终 

末细胞时，停滞于 G．期，不能进入 s期，细胞 DNA 

合成受抑制，从而丧失增殖分裂能力。 

P21蛋白为 WAF1／CIPI基因的编码蛋白，是 

目前已知的具最广泛激酶抑制活性的细胞周期抑制 

蛋白，可通过抑制cyclin CDK复合物及增殖性细 

胞核抗原(PCNA)，导致 GI期阻滞 。P53是迄今 

发现的与人类肿瘤相关性最高的肿瘤抑制基因 田 

胞凋亡诱导基因。P53与P21关系比较密切。当细 

胞 DNA遭受损伤时，起 G1期关卡作用的 P53大量 

表达，继而激活 P21、GADDA5等下游靶基因转录， 

使细胞生长停滞于G1期_{；J。本实验结果表示，rh 
—

LIF作用 HL 60细胞后，P53，P21蛋 白和 

P53mRNA表达的阳性细胞百分率明显增加，提示 

P53，P21参与了rh—LIF介导的HE 60细胞周期 

阻滞。 

目前认为 P21的表达有两条途径：一是由 DNA 

损伤激活的 P53依赖途径，二是当细胞进入 G1期 

时由促细胞分裂素激活的不依赖 P53途径 。本 

研究结果显示，rh—LIF可致 HL一60细胞 P21表 

达明显强于 P53表达，提示 rh LIF不仅可通过 

P53依赖途径，亦可经 P53非依赖途径刺激 P21表 

达增加，表明P21是参与 rh LIE介导的 HI 一60 

细胞周期停滞的关键分子。 

综上所述，rh LIF可通过致细胞停滞于 G1期 

而抑制HE 60细胞分裂增殖。其作用可能与增加 

HE一60细胞的P53和P2l表达密切相关，但 P2l 

和 P53基因问的确切关系及相互作用机制还有待 

进一步研究。 
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