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全反式维甲酸对 PC12细胞 AchE和 ChAT活性的影响

滕晓华 ,黄其林 ,张可成　　(第三军医大学附属新桥医院神经外科 , 重庆 400037)

　　提　要:目的　观察不同浓度全反式维甲酸(RA)诱导 PC12细胞呈现拟胆碱能神经元表型 ,以及不同 RA 浓度对 PC12

细胞增殖及细胞凋亡的影响。方法　利用 1～ 50 μmol L浓度 RA诱导 PC12细胞 ,MTT 法 、流式细胞仪 、TUNEL法 、分光光度

法和放射酶学法检测细胞生长曲线和细胞生长周期的变化 、细胞凋亡情况 、乙酰胆碱酯酶(AchE)和胆碱乙酰基转移酶

(ChAT)活性变化。结果　①1 , 5 , 10 , 20 μmol L浓度 RA均明显增加 ChAT 活性 ,以 10μmol L浓度时ChAT活性最高 , 超过该

浓度后 ChAT活性呈下降趋势。 RA 对AchE 活性无明显诱导作用。 ②当浓度大于 10μmol L后 RA诱导 PC12细胞凋亡的作

用明显增强。 ③1 ～ 50μmol L浓度 RA 均能抑制 PC12细胞增殖 , RA浓度越高 , 抑制作用越明显 , 呈明显的剂量依赖效应。

④RA对细胞周期的抑制作用主要表现于 G1※S 期。结论　RA 具有诱导 PC12细胞呈现拟胆碱能神经元表型的作用 , 10

μmol L 是最佳诱导浓度。
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Effects of all-trans retinoic acid on the activities of AchE and ChAT in PC12 cells

TENG Xiao-hua , HUANG Qi-lin , ZHANG Ke-cheng(Department of Neurosurgery , Xinqiao Hospital , Third Military Medical University ,
Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the cholinergic neuron properties and the changes of proliferation and ap-

optosis of PC12 cell induced by different concentrations of all-trans retinoic acid(RA).Methods　PC12 cell was in-

duced by RA of concentrations of 1-50μmol L.Changes of cell growth curve and cycle , apoptosis and changes of

activities of acetylcholinesterase(AchE)and choline acyltransferase(ChAT)were detected by MTT assay , flow cytom-

etry , TUNEL method , spectrophotometry and radiochemistry assay , respectively.Results　① RA significantly en-

hanced the activity of ChAT with concentrations between 1 to 20μmol L.The activity of ChAT with concentration of

10 μmol L was higher than those with other concentrations.②The apoptosis of RA-induced PC12 cells was markedly

enhanced when concentration was higher than 10 μmol L.③ A concentration-dependent inhibition of proliferation

was demonstrated in the RA-induced PC12 cells.④PC12 cells proliferation was blocked in the G1※S phase.Con-

clusion　RA can be used to induce PC12 cells to show the properties of cholinergic neuron with an optimal concentra-

tion of 10μmol L.
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　　研究表明维甲酸及其衍生物对肿瘤细胞具有增殖

抑制和诱导分化及凋亡的作用 ,但目前这些作用的分

子机制尚不完全清楚 。PC12细胞是大鼠嗜铬细胞瘤单

克隆细胞株 ,该细胞内含有合成多种神经递质的关键

酶 ,因而具有分化为各种神经元递质表型的潜能
[ 1]
。
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本研究利用全反式维甲酸(All-trans retinoic acid ,RA)作

为诱导分化剂 ,观察不同浓度 RA诱导 PC12细胞呈现

拟胆碱能神经元表型 ,以及不同浓度 RA 对 PC12细胞

生长 、增殖及细胞凋亡的影响 ,探讨 RA诱导的 PC12细

胞作为胆碱能神经元替代细胞的可行性 。

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　细胞来源　　PC12细胞由中科院上海生物细胞研究所

提供。

1.1.2　主要试剂　　DMEM 培养液(美国 Gibco 公司);胎牛血
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清(FBS ,天津血液制品研究所);RA(Sigma公司);TUNEL检测

试剂盒(Roche公司),MTT(Fulka公司);乙酰胆碱酯酶测试试剂

盒(南京建成生物工程研究所);[ 3H] 乙酰辅酶 A(英国 Amer-

sham公司)。

1.2　方法
1.2.1　细胞培养　　PC12细胞常规培养在 50 ml玻璃培养瓶

中 ,置于恒温细胞培养箱(美国 Shellab 公司)中 , 培养基为含

5%FBS , 100 U ml青霉素和链霉素的 DMEM 培养基(pH 7.2);培

养条件:37 ℃ 5% CO2 ,湿度 95%,依实验分组在培养基中加入

不同浓度的 RA。

1.2.2　实验分组　　根据培养基中 RA终浓度的不同分为:正

常对照组(即无 RA 培养基培养的 PC12细胞);1 μmol L RA 组;5

μmol L RA组;10 μmol L RA组;20 μmol L RA 组;50 μmol L RA

组。

1.2.3　细胞形态学观察　　采用相差显微镜观察及免疫细胞

化学方法。将细胞接种于 1.2 cm×1.2 cm 玻片 , 加入含不同浓

度 RA的培养基 , 培养 6 d后取出玻片 ,用 0.1 mol L PBS 漂洗 1

次 , 4%多聚甲醛固定细胞 10 min , 按本室常规方法进行免疫细

胞化学染色(S-P法)[ 2] , 一抗分别为羊抗大鼠胆碱乙酰基转移

酶(Choline acetyltransferase , ChAT)(抗体稀释度 1∶500)、小鼠抗

大鼠乙酰胆碱酯酶(Acetyl cholinesterase , AchE)(抗体稀释度为

1∶100), S-P试剂盒购自中山公司 , DAB显色 、封片 、观察。

1.2.4　细胞生长曲线绘制　　采用MTT法。每组细胞以(1 ～

10)×103 孔接种于 96 孔培养板中 , 加 200 μl培养基 , 分别培养

0 、2、4 、6、8 、10 、12 、14 d , 每组每次分别取 4 孔进行检测;每孔加

入5 mg mlMTT 溶液 20μl ,置于恒温细胞培养箱继续培养 4 h ,

弃培养液 , 加入 DMSO 150 μl , 振荡 10 min ,使结晶物充分溶解。

用酶联免疫检测仪(波长 490 nm)检测。以天数为横轴 ,吸光度

(A490)为纵轴绘制细胞生长曲线。

1.2.5　细胞周期分析　　细胞接种于 50 ml细胞培养瓶中 , 用

含不同浓度 RA的培养基培养 6 d , 常规流式细胞仪制样 , FAC-

Starplus 型流式细胞仪(Becton Dickinson 公司)检测。 每个样本

随机测定 1×104 个细胞 ,并计算细胞增殖指数。计算方法:增

殖指数(%)=(S+G2 M) (G1+S+G2 M)×100%。

1.2.6　TUNEL法检测细胞凋亡　　接种 PC12细胞于 1.2 cm×

1.2 cm 玻片上 , 2 h 后更换为含不同浓度 RA 的培养液 , 每组分

别在培养的 2、5 、8 d 取 3张玻片进行检测。按原位凋亡检测试

剂盒说明操作。以无末端转移酶的标记液代替 TUNEL复合物

作阴性对照 ,以细胞核呈明确的棕黄色为阳性染色 , 每张玻片

随机选择 10个高倍视野(×400),计算阳性细胞的百分数 , 即为

细胞凋亡指数。

1.2.7　ChAT活性的测定　　细胞培养 8 d , 超声破膜制备细胞

匀浆 ,考马斯亮蓝法行匀浆蛋白定量(以 1～ 100 μg 牛血清白蛋

白为标准品绘制标准曲线)。分别取 200μl细胞匀浆 , 加入 200

μl磷酸盐缓冲液(含 150 mmol L NaCl 、5 mmol L EDTA、3 mmol L

胆碱 、0.1 mmol L 毒扁豆碱 、0.2 mmol L乙酰辅酶 A、1.85×104

Bq [ 3H]乙酰辅酶 A), 37 ℃,孵育 30 min;加 200 μl含 0.15%四

苯硼的 3-庚酮中止反应 , 旋转混合物 ,从上相中提取 75μl进行

检测。按公司提供的公式计算 ChAT活性[ 3] 。

1.2.8　AchE 活性的测定　　细胞培养 8 d , 制成细胞匀浆 , 测

定AchE活性 , 操作方法和步骤按厂家提供的说明书进行。 主

要步骤如下:取 50 μl细胞匀浆 ,加底物缓冲液和显色应用液各

0.5 ml , 混匀 , 37 ℃准确反应 6 min;加抑制剂 0.03 ml、透明剂

0.1 ml、稳定剂 0.05 ml;混匀 ,放置 15 min , 用 722 分光光度计检

测(波长 412 nm ,光径 0.5 cm ,水调零)。采用试剂盒提供的公

式计算AchE 活性。

1.3　统计学分析
　　数据以 x±s表示 , 采用本校数理统计学教研室提供的统

计程序包 SPMR, 进行两样本均数间 t 检验 , 多组间比较采用方

差分析。

2　结果

2.1　不同浓度 RA对 PC12细胞形态的影响

　　与正常对照组细胞相比 ,添加不同浓度 RA 48 h 后 , 细胞数

目呈下降趋势 ,培养基中漂浮的细胞增多 , 呈明显剂量依赖性。

以50 μmol L RA组细胞最明显 ,其细胞数约为对照组的 1 100。

培养 6 d , 各组细胞数目均有增加 ,但 RA浓度越高 , 细胞数增加

越不显著 , 50μmol L RA 组细胞几乎无明显变化。 培养 2 周 , 1

～ 20 μmol L RA组细胞数与对照组无明显差别。细胞形态以及

突起长度各组间均未见明显差别。

2.2　不同浓度 RA对 PC12细胞 ChAT 和AchE的影响

　　免疫细胞化学染色见 ChAT 主要分布于核周 , 正常对照组

呈阳性染色 , RA 诱导后呈现强阳性染色;AchE 分布在整个胞

浆及细胞突起 ,各组间染色无明显差异。 酶活性测定结果显

示 ,见表 1。不同浓度 RA对 PC12细胞的ChAT均有诱导作用 , 10

μmol L浓度时 ChAT 活性最高 , 与对照组相比 , ChAT 活性增加

约2 倍(P <0.01)。但各组间无统计学上的差别。 RA 对 PC12

细胞的AchE 活性无明显影响。

表 1　不同浓度 RA对 PC12细胞 ChAT和 AchE活性的影响( x±s)

Tab 1　Effects of RA at the concentrations of 1-20μmol L on the

activities of ChAT and AchE in PC12 cells( x±s)

RA concentration(μmol L)
PC12

1 5 10 20

ChAT

(pmol·mg-1·min-1)
58.7±9.76 103.6±12.3＊＊ 108.3±14.6＊＊ 120.7±15.6＊＊　111.4±18.1＊＊

AchE
(pmol·mg-1·min-1) 46.3±5.21 46.7±6.01 45.2±5.64 47.2±5.39 46.0±6.12

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs PC12

2.3　不同浓度 RA对 PC12细胞生长的影响

2.3.1　不同浓度 RA 对 PC12细胞生长曲线的影响　　从图 1

可以看出 , 不同浓度 RA 对 PC12细胞增殖均有影响。随着 RA

浓度的增加 ,抑制作用越明显 , 呈剂量依赖趋势。这种抑制增

殖作用主要表现为细胞增殖潜伏期延长 , 对数生长期内细胞倍

增时间延长 , 1、5 、10、20、50 μmol L 不同浓度 RA 处理细胞后 ,

倍增时间:对照组的 1.5 d ,其它各组依次延长到 2.0、2.6、2.7、

3.0 、2.8 d。不同浓度 RA处理 8 d 后 ,细胞生长抑制率分别为

7.8%、17.1%、38.0%、50.7%和 97.1%。
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图 1　不同浓度 RA对 PC12细胞生长曲线的影响

Fig 1　Cell growth curve of 1-50μmol L RA induced PC12 cells

2.3.2　不同浓度 RA 对 PC12细胞生长周期的影响　　与正常

对照组相比 , 1～ 50μmol L不同浓度的 RA对 PC12细胞生长周期

均有作用 ,表现为 G1 期细胞增多 , S 期和 G2 M 期细胞减少 , 细

胞增殖指数降低 , 且 RA浓度越高 , 这种作用越明显 , 呈明显的

剂量依赖性 ,见表 2。

2.4　不同浓度 RA对 PC12细胞凋亡的影响

　　TUNEL法检测结果显示 , RA 诱导 PC12细胞凋亡的作用与

RA剂量及作用时间有关。在 1 μmol L浓度下细胞凋亡指数为

0.74%,与 PC12细胞无明显差别;但 5、10 μmol L 时细胞凋亡指

数分别为 1.64%和 3.58%, 与对照组相比(P <0.05);但 20 、50

μmol L两组的细胞凋亡指数分别为 9.34%和 16.61%, 与对照

组相比(P<0.01),从作用时间来看 , 随着时间的延长 , 细胞凋

亡比例增加 , 表 3 可以看出 , 当 RA 浓度高于 10 μmol L后 , RA

诱导 PC12细胞凋亡的作用明显增强 ,在低浓度时则表现为对细

胞生长的抑制作用和诱导分化的作用为主。

表 2　1～ 50μmol L RA对 PC12细胞生长周期和增殖指数(PI)的影响(%,  x±s)

Tab 2　Effects of RA at the concentrations of 1-50μmol L on cell growth cycle and prol iferative index of PC12 cells(%,  x±s)

RA concentration(μmol L)
Item PC12

1 5 10 20 50

　Cell growth cycle

　　　G1 58.41±1.64 66.32±1.76 72.94±1.85＊ 76.26±2.12＊ 76.56±2.75＊ 83.12±2.84＊＊

　　　S 31.79±1.24 26.10±1.04 21.76±0.89＊ 19.56±1.06＊ 17.45±1.21＊＊ 10.58±1.02＊＊

　　　G2 M 9.80±0.11 7.57±0.26 5.30±0.13＊ 4.18±0.11＊ 5.99±0.14＊ 6.29±0.15

　PI 41.59±1.48 33.67±1.28 27.06±1.27＊ 23.74±2.01＊ 23.44±1.66＊ 16.87±1.47＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs PC12

表 3　1～ 50μmol L RA对 PC12细胞凋亡指数的影响(%,  x±s)

Tab 3　Effects of RA at the concentrations of 1-50μmol L on the apoptosis index of PC12 cells(%,  x±s)

RA concentration(μmol L)
Culture time(d) PC12

1 5 10 20 50

2 0.45±0.11 0.64±0.10 1.32±0.58＊ 2.58±0.74＊ 9.34±2.01＊＊ 16.61±3.28＊＊

5 0.55±0.10 0.77±0.14 1.45±0.41＊ 2.72±0.68＊ 10.83±2.91＊＊ 20.11±4.01＊＊

8 0.74±0.16 0.65±0.08 1.87±0.56＊ 3.16±0.82＊ 14.38±2.67＊＊ 25.31±4.25＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs PC12

3　讨论

　　体外分离培养神经元已经成为研究神经细胞形

态 、功能以及各种病理生理条件对神经元影响的常用

方法和手段 。然而 ,由于神经元的特性及其十分有限

的分裂 、增殖能力 ,迄今为止 ,体外分离培养神经元依

然面临着许多困难 ,尚无法做到神经元的纯化培养 ,在

一些细胞量需要大 、观察时间长的实验研究中 ,体外原

代培养的神经元很难满足实验的要求 。因此 ,寻找一

种能够反映神经元特性 ,具有神经元表型特征的体外

替代细胞便成为许多神经科学工作者努力解决的问题

之一 。

　　PC12细胞是一种来源于肾上腺髓质的嗜铬细胞瘤

细胞。从发育学的角度来看 ,其发生与神经元细胞同

源。该细胞含有合成多种神经递质的关键酶 , 如

ChAT 、酪氨酸羟化酶(Tyrosine hydroxylase , TH)等 ,但从

其递质的特性来说 ,有人将其归类为肾上腺素能神经

细胞样细胞
[ 4]
。研究表明不同物质诱导 PC12细胞可以

使其向不同的神经元表型分化 。有资料证实 NGF 、

GCM可以诱导 PC12细胞表达 TH和 ChAT ,而具有多巴

胺能或胆碱能神经元表型特征
[ 5]
, RA 也有类似的作

用。 Ichiro 等
[ 1]
认为 RA诱导PC12细胞的胆碱能神经元

表型作用大于 NGF 、GCM 等诱导因子的诱导作用 ,而

且RA在增加ChAT 表达的同时还抑制了TH 基因的表

达 ,从而使 PC12细胞呈现拟胆碱能神经元特性 。这一

研究结果提示 ,利用 RA作为诱导物 ,使 PC12细胞呈现

胆碱能神经元表型和部分生理特性可能是解决目前神

经元体外分离培养困难的一条可行途径。然而 ,目前

对 RA诱导 PC12细胞的胆碱能特性的规律及机制尚不
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完全清楚 ,采用多大的 RA剂量可以获得最大的诱导

效果 , 同时不引起细胞的凋亡 , 迄今尚无统一的认

识
[ 1 ,6]
。众所周知 ,RA对肿瘤细胞具有增殖抑制和诱

导分化及凋亡的作用。RA作用的强弱与其剂量的大

小有一定关系。RA量大 ,被诱导细胞多呈增殖抑制或

凋亡状态 ,而在一定条件下则呈增殖 、分化状态。从本

实验结果来看 ,当 RA 的浓度为 10μmol L 时 ,ChAT 的

活性最大。此后 ,随着 RA浓度的增加 ,不仅 ChAT 的

活性有所下降 ,而且细胞凋亡的数量明显增加 。从细

胞生长曲线和增殖周期来看 ,细胞呈明显的增殖抑制

状态 , 这种抑制增殖的作用呈剂量依赖性 。RA 对

AchE的作用不明显 。究其原因 ,推测可能与 RA核内

的受体有关。业已证实 , RA是通过其细胞核内受体介

导而发挥作用的。由于 RA 核内受体数量是一定的。

当受体结合 RA达到饱和时 ,增加 RA的量并不能增加

其诱导分化作用 ,相反 ,其抑制增殖 、诱导凋亡的作用

却明显增强 。结合本实验结果 ,作者认为 10 μmol L的

RA浓度是诱导 PC12细胞呈现胆碱能细胞表型变化的

最适剂量 。

　　总之 ,RA能诱导 PC12细胞呈现拟胆碱能神经元表

型 ,其作用在一定范围内呈剂量依赖关系 , RA的诱导

剂量以10μmol L为佳。利用 RA诱导PC12细胞呈现拟

胆碱能神经元表型 ,可以作为胆碱能神经元的替代细

胞用于某些实验研究 。
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淋巴细胞性垂体炎 1例

A case report of lymphocytic hypophysitis

何传秀　　(重庆合川市人民医院内分泌科 ,重庆 401520)

　　患者 ,女 , 25 岁。因间断性头痛 2 年 , 闭经 2 个月伴复视 1

个月入院。 13 岁初潮 ,末次月经:2003 年 1 月 , 21 岁结婚 , 育有

一女。查体:身高 155 cm , 体质量 61 kg。精神萎靡 、表情呆板 ,

无皮肤菲薄 、紫纹 、淤斑 ,无阴 、腋毛脱落。 无突眼 , 左眼活动受

限伴复视 ,视野粗测无缺损。甲状腺不大 , 手足无增粗 、肥厚 ,

双下肢无水肿。辅助检查:血常规 、电解质 、肝功 、血脂及 OGTT

均正常。血沉:55 mm h , T3 、T4 、FT3 正常 , FT4 、TSH 低 , LH 、FSH、

E2 、T低 , PRL正常 , 皮质醇节律:0:00 16.0 nmol L(0 ～ 155.0),

8:00 29.5 nmol L(198.7 ～ 797.5), 16:00 20.2 mmol L(85.3 ～

451.5)。尿渗透压低 , 血浆渗透压正常。颅脑MRI平扫及增强

扫描:①鞍区 、右侧海绵窦及斜坡广泛异常信号 , 考虑肿瘤性病

变(如垂体瘤)可能性大;②鼻咽顶壁广泛异常信号 ,结合鞍区 、

斜坡病变 , 非肿瘤性病变不除外。 治疗经过:入院后给

　　作者简介:何传秀(1952-),女 , 重庆合川市人 , 主治医师。电话:(023)

42913981

　　收稿日期:2003-09-20;修回日期:2003-11-15

予强的松 10 mg d , 食欲及一般情况明显改善 , 并逐渐出现烦

渴 、多饮 、多尿 , 24 h 尿量达 6 000 ml。遂转神经外科手术治疗 ,

术中发现蝶窦内组织质地坚硬 , 均为骨性组织 , 在其中散在分

布一些岛状 、质地较韧的组织 , 将岛状组织送冰冻切片检查 , 初

步考虑为“垂体瘤” 。术中还将斜坡上端的病变组织切除 ,病变

为有韧性的软组织 , 冰冻切片病理检查亦初步考虑为“垂体

瘤” , 与蝶窦内岛状组织一样 ,至此诊断为垂体瘤。遂按垂体瘤

进行手术 ,切开鞍底硬膜后发现鞍底确实是完整的。切除鞍内

肿瘤组织 ,最后送病理检查的标本有 4 块:蝶窦内的岛状组织 、

斜坡上端组织 、鞍内组织和鞍底硬膜 。病理检查显示在垂体细

胞间存在大量核深染 、胞浆少 、呈簇状分布 、类似小“煤球”样的

细胞。在垂体细胞间存在大量分布不均匀 、极少胞浆的细胞 ,

用免疫组织化学染色的方法来明确异常细胞的来源为 B 淋巴

细胞 , T淋巴细胞也呈散在分布其中。因此蝶窦内的病变确诊

为淋巴细胞性垂体炎。

(下转 2180页)

2176
第 25 卷第 24期

2003年 12 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.25 , No.24

Dec.2003


