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C y cl in D l 在视黄酸诱导胸腺细胞分化中的作用研究

杨志祥
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,

4 0 0 0 38

提 要 目的
:

探讨视黄醇类化合 物促胸腺细胞分化的分子机制
。

方法
:

选择幼年小 鼠胸 腺细胞 为研究

对 象
,

采用免疫组化染 色
、

Wes t e
m bl ot

、

流 式细胞分 析等实验方 法
,

观察全 反式 视黄酸 ( A T R A )或视黄 醇

( R et in ol )灌 胃给药后对 胸腺细胞 分化成 熟的影响
,

同时检测周期调控蛋 白 cy
c h n D I 及相应基 因表 达变化 情

况
。

结果
:

A T R A 和 R et i n ol 均可抑制胸腺细胞增殖活性
,

使胸腺组织 中成熟 功能 T 细胞 比例增大
;
胸腺细胞

cy icl n D I
、

C D K 4 和 R B 基 因表达 呈时 间剂量 依赖性 下调
,

而 P 1 6
、

P ZI 蛋 白表 达上 调
,

且 A T R A 作 用优 于

Ret in ol
。

结论
:

R A 可能经 P R b
、

1P 6 等多因素反馈调节 cy icl
n D I 和 C D K 4 表 达

,

抑或直 接同其发生作用
,

进

而影响胸腺细胞增殖分化的变化
。

关键词 视黄酸
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n
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中图法分类号 R s 2 2
.

5 3 ; R 3 9 2
.

1 1

视黄醇类化合物是一类作用广泛 的重要营养素
,

能增强机体免疫功能
,

但其作用机制尚不清楚 1j[
。

近年

来视黄酸 ( R e t i n o i e a e id
,

R A )诱导血液系统肿瘤细胞

分化 已成为研究热点
,

尤以其诱导早幼粒 白血病细胞

分化成熟更为引人注 目
。

免疫系统的早期幼稚细胞同

肿瘤细胞一样具有低分化特征
。

目前细胞周期调控研

究已取得了突破性进展 .2[
3〕 ,

其中细胞周期素 (。 y 。 l in) /

细胞周期素依赖性激酶 ( C D K ) 被认 为是作用的核心

因子
。

低分化细胞的生长抑制多表现 G I

期阻滞的特

征
, c y d in D l / C D K 4 复合物是 G

l

期调控的关键因子
,

探讨该复合物的变化对揭示 R A 诱导分化机制有重要

意义
。

本研究以小鼠胸腺细胞为研究对象
,

观察 R A 或

视黄醇 ( R et in ol )灌胃给药后对其分化的影响
,

探讨视

黄酸诱 导分化作用同周期调控蛋白 C y o l in D I 及相应

基因表达变化的相关性
,

由细胞周期调控途径人手
,

深

人研究 R A 诱导分化作用的分子机制
,

为视黄酸的合

理应用提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1 实验对象与分组

本实验采用 昆明株小 白鼠
,

体 重 ( 10 士 2 ) g
,

雌雄不拘
,

自由

进食和饮水
,

随机分为 3 组
,

每组动物 32 只
。

①全 反式视黄酸

( A l l
一 t r a n s r e t in o

i
e a e

id
,

A T R A
,

S ig m a )组
:

小 鼠隔天 给 予 A
-

T R A 液灌胃 (按 5 m g / k g 体重 ) ;

②视黄醇 (R e t i n o
l

,

s ig m a )组
:

隔天给予 Ret in ol 液灌胃 (按 5 m g / k g 体重 )
。

③正常对照组
: 以

与给药组体积相同的芝麻油 ( eS sa m e
01 1) 灌胃

。

检测时相点分

别定为灌 胃后 l
、

2
、
3

、
4 周

。

1
.

2 血装 A T R A 浓度

参照 iR ga
s
等 [’] 的 H P L c 侧定方法

,

各组不同时相点动物

杨志祥
,

男
,
2 6 岁

,

助教
,

硕士

经 眼球取血
,

肝素抗凝分离血浆
,

加人 8 倍体积 乙 醚
:

丙酮 (9

: 1 )液充分混匀
,

离心去除沉 淀
,

吸取上清以纯氮气吹干
,

少量

甲醇溶解残余物
,

10 川样品上色谱仪分析
.

H P L C 测定条件
:

甲

醇
:

冰乙酸 ( 1 0 0 0 :
2 )流动相 ;流 速 l

.

s m l /m i n ; C 1 8 反 相柱 ;

U V 4 8 4 萦外分光光度计 ;波长 3 4 5 n m
。

1
.

3 胸腺细胞制备及生长 曲线的浏 定

动物经颈 椎脱 臼 处死
,

无菌 取胸腺
,

经 200 目尼龙 网揉搓

过滤细胞后
,

T ir s 一N H
;

lC 液溶 红细胞
,

以 1 6 4 0 培养液悬浮所得

细胞
。

取不 同组 别 4 个时相点动物 胸腺细胞悬液
,

台盼蓝染色

计数活细胞 比例后
,

每组行 3 次计数
,

绘 制生长曲线
。

1
.

4 胸腺 C D么 C D S 阳性细胞间接免疫 荧光分析

每组 取 l x l 0 s
个 细胞

,

0
.

o l m o l / L P B S ( p H 7
.

4 )漂洗 2

次
,

4 %多聚 甲醛 固定 30 m in
,

P B S 漂洗后
,

分别加人 1 : 100 稀

释 C D 4
、

C D S 单 克隆抗体 (鼠抗 L 3T 4
、

鼠抗 L y t Z
,

北 京医科大

学 免疫教研 室 )
,

4
“

C孵育 4 5 m i
n ,

P B S 漂洗 2 次
,

各 孔 加人

1 0 0 拜1 1 : 2 0 稀释二抗 (羊 抗 I g G
,

F I T C 标记
,

华美公 司 )
,

4
O

C

孵育 45 m in
,

P B S 漂洗后 以 4% 多聚 甲醛 P B S 液悬 浮细胞
,

上

流式细胞仪分析各组 C D 4 和 /或 C D S 阳性 细胞比例
。

1
.

5 蛋白检测

1
.

5
.

1 免疫细 胞化学 参照 S P 试剂 盒操作方 法
:

细胞滴

片
,
4 %多 聚 甲醛 固定 30 m in

,

0
.

3% H
2
0

2 一

甲醇 溶渗封 闭 30

m in
,

含 0
.

1% T
r
it o

n
X
一
1 0 0

、
1 0% 山 羊 血 清 的 P B S 缓 冲液

( p H 7
.

2 )室沮孵育 l h
,

加人 l : 1 0 0 0 稀释一抗
,

3 7
O

C孵育 z h
,

再与生 物素标记二抗及链菌素亲生物蛋 白
一

过载化物酶复合物

反 应
,

用 含 0
.

0 5% D A B
、

0
.

0 3% H
ZO :

的 0
.

0 1 m
o l / L T r is

一

C l

( p H 7
.

5 )缓冲液显色
.

1
.

5
.

2 免疫印迹 1 x 1 0
,

个细胞
,

加 1 0 0 拜 l 预冷至 0
O

C的

l % N P
一
4 0 裂解 液 (含 5 0 m m o l / L T

r
i
s 、

1 5 0 m m o l /L N
a
C I

、
l %

N P
一
4 0

、

2 5 m m o l / L N
a
F

、
5 m m o

l / L N a 一
P

: O : 、
5 m m o l / L

N
a 3

P O ; 、
0

.

1% S D S
、
1 m m o l / L PM S F

、
1 0 拌g / m l L e u p e p t i n

、
10

拌 g / m l A p r o t i n a i n )
,

冰上 放 置 5 0 m i n
,

4
O

C 1 2 o o o x g 离 心 2

m in
,

将上清液转移到另一微量离心管中
,

分装后保存于 一 2 0o C

备用
.

每 20 闪蛋白质提取液 中加人 20 川 Z x SDS 凝胶加样缓
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冲 液
,

1 0 0
O

C 煮沸 5 m in
,

以 聚丙 烯 酞 胺 电泳 后
,

电转 移 转膜

2 2 h
,

l % B S A 封 闭 3 7
“

C l h 或 4
O

C过夜
,

加一抗 3 7
O

C孵育 l

h
,

按 S P 试剂盒操作反应后用化学发光检测试剂盒检测
.

1
.

6 统计 学处理

采用 t 检验
。

C D 4 一 C D S
一
细胞减 少

,

成熟 的 C D 4 +
C D S一

、

C D 4 一 C D S+
细胞 增

多 ( P < 0
.

0 5 )
,

见图 2
。

79
.

21 士 1
.

66 82 刃 士 1
.

叨

2 结果

2
.

1 血菜视黄酸浓度

通 过反相 高效液 相色谱 检测 动物 A T R A 或 R et i n ol 灌 胃

后不同时相点血浆 A T R A 浓度
。

发现 随灌胃时间延长
,

血浆 A
-

T R A 含量逐渐增 多
,

见 图 1
。

且 A T R A
、

Ret i
n ol 和对照组之间

差异均显著
,

表明药物灌胃成功
,

可推测 Ret in ol 仅有部分在体

内代谢为 A T R A
。

O 闷一 , 与二共孟二

I护 l口

室1

l护 l护

7 8
.

月拓 土 1
.

52

奋节 一0 , 一d 一护 l口

82
.

45
上 1

.

肠

l口 l护 I了

{ 85
.

07
, ,

.

84`̀胜

l
几l廿

l

书护1O、8-
~~~刊卜- C o n t

...

`̀ 闷卜- R e t in o lll
... , 卜- A T R AAA 一。, 一护 一护 一了

83
.

肠 上 L
.

45

40353025ǎ一·曰
·

lo￡卜̀

05005,ù,
.且, .`

O一\。切àV苗卜V

2

恋l w e e k s

。

兰一…一护 一d 一护 一口 一了 l沙
创又一

l口 IJ I护 l口

图 1

F i g l

A T R A 或 R e t i n o l 处理 后 外周 血浆 中 A
-

T R A 含量的变化

C h a n g e s o f t h e c o n e e n t r a t i o n o f A T R A i n

P e r i P h e r a l b l o o d P l a s
m

a a f t e r t r e a t m e n t

W i t h A T R A o r R e t五n o l

2
.

2 生长曲线

动 物 随 A T R A 和 R et in ol 体 内蓄积 量 增 多
,

A T R A 和

R et in ol 与对照组 之间
,

胸腺 细胞 数差异不显著 ( P > 0
.

0 5 )
,

见

表 1
。

说明视黄醇类化合物对成熟小 鼠胸腺细胞总数影响较小
。

表 1 A T R A 或 R et i n ol 处理后胸腺 细胞总数变化
,

T a b 1 C h a n g e s o f t h e n u
m b e r o f t h y m

o e y t e s a f t e r t r e a t m
e n t

w i t h A T R A o r r e t i n o l ( X 1 0
, ) (了士 s , n = 8 )

G r o u P 1 w e e k 2 w e e k s 3 w e e k s 4 w e e k s

C o n t r o l 4
.

9 8士 0
.

2 8 5
.

12士 0
.

3 6 6
.

1 0士 0
.

55 5
.

4 2士 0
.

2 9

R e t i n o l 5
.

0 2士 0
.

6 0 5
.

6 2士 0
.

2 5 6
.

14士 0
.

28 5
.

9 6士 0
.

5 8

A T R A 5
.

5 6士 0
.

4 9 5
.

4 8士 0
.

3 0 6
.

06士 0
.

4’2 5
.

6 2士 0
.

3 5

图 2 经流式细胞仪分析 A T R A 或 R et i on . 处理后胸腺亚

群细胞比例变化

A
: C D 4 +

胸腺细胞 (对照 ) ;
B

: C D 4 +
胸睐细胞 ( A T R A 处理

4 周 ) ; C ; CD S
+
胸 膝细 胞 (对照 ) ; D : C D S

+
胸旅 细胞 ( A

-

T R A 处理 4 周 ) ; E : C D 4 + CD S +
胸腺细胞 (对照 ) ;

F
: C D 4 +

C D +S 脚旅细胞 ( A T R A 处理 4 周 )

F i g 2 T h ym o e y te s u饨
r o u P s a n a ly s i s b y F A C S

A : C D 4 + t h y m o e y t e s ( e o n t r o l ) ; B : CD 4 + t h y m o e y t e s

( t r e a t e d w it h A T R A f o
r 4 w e e

k
s ) ; C

:

C D S
+ t h y m o e y t e s

( e o n t r o l ) ; D
: C D S

+ t h y m o e y t e s ( t r e a t e d w it h A T R A f o r

4 w e e k s ) ; E
: C D 4 + C D S + t h y m o e y t e s ( e o n t r o l ) ; F

:

C D 4 +

C D S + t h y m o e y t e s ( t r e a t e d w i t h A T R A f o r 4 w
e e

k
s )

2
.

3 A T R A 和 R et l n ol 对胸腺细胞分化能力的 影响

胸腺 的发 育过程 表 现为 C D 4 一 C D S 一 双阴性 低分 化细胞
、

C D 4 + C D S +
双 阳性幼 稚细胞

、

C D 4 +
或 C D S +

成熟功能细胞的逐

渐演变
。

通过 间接免疫荧光技术标记细胞表面抗原
,

经流式细

胞分析 各细胞 亚 型在 胸腺 中 比例
:

结 果显示 C D 4 + 、

C D S + 、

及

C D+4 C D+S 阳性细胞随药物摄人增多 而比例上升
,

提示 胸腺中

2
.

4 A T R A 和 R e t i n o l 时胸腺细胞
。 y e l i n D l

、

C D K 4

蛋 白表达的影响

免疫组化染 色结果表 明
,

A T R A 灌胃后 动物胸腺 细胞
。 y

-

cl in D l 蛋 白表 达量显著 下降
,

C D K 4 蛋 白表 达亦呈 下降趋势
,

但不 及
e y e l in D I 明显 ; R

e t in o l灌胃后
e y e

li
n

D I 和 C D K 4 蛋 白

变化趋势同 A T R A
,

但下降程 度稍 差
。

C yc h
n

D l
、

CD K 4 蛋白表

达均 以细胞核着色为主
,

胞质亦有部 分阳性 反应
,

见 图 3
。

2
.

5 A T R A 和 R e t i n o l 诱导 C K l s 及 p R b 蛋 白表达

变化

免疫印迹分析发现
,

A T R A 或 R et in of 处理动物后
,

细胞周

期依赖性激酶抑 制物 P 1 6 l
NK 4̂

、
P lZ

w AP
一

,

蛋 白在胸腺细胞表达增

多
,

并 呈时间剂量依赖 性
,

而 P R b 蛋 白随 A T R A 或 R
e
ir

n ol 摄

人增多表达逐渐下降
,

见图 4
。
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性 T 淋巴细胞增多
,

且与对照组间差异显著
。

因胸腺

细 胞总数变化并不显著
,

分析 R A 可 能主要对胸腺中

比例较小的低分化细胞起作用
,

抑制其增殖
,

促其 向

成熟细胞分化
。

R A 是否通过刺激淋 巴系祖细胞的分

化
,

提高功能 T 细胞数量来增强机体免疫力
,

尚无定

论
,

但本实验 R A 给药后胸腺细胞分化状态的改变多

少为该途径的深入研究提供了思路
。

细胞周期进程受细胞因子
、

周期调控蛋白
、

癌基

因及抑癌基因表达产物等多 因素调控
,

各 因素之间

相互协调
,

构成一网络调控机制
。

通过 R A 对血液肿

瘤细胞抑制增 殖和诱导分化的研究发现
,

G
I

期关卡

( C h ec k p io nt )是决定细胞能否正常增殖分化的关键

位点
。

C y e l i n D I 作为 G
I

期调控蛋白
,

与 C D K 4 形成

的复合物在 G
:

/ S 期转换中起关键调节作用
。

胸腺细

胞属于淋巴 系统
,

研究发现
,

在多种恶性淋巴瘤细胞

中可见 。 y e l i n D I 超表达 [ , 〕
,

推测 。 y e l i n D I 在淋 巴 系

统增殖分化过程中亦起重要调控作用
。

本实验免疫

组化结果发现 C yc h n D I 和 C D K 4 在 1 ~ 4 周时相点

表达逐渐下降
,

与 R A 体内摄人量呈负相关
。

胸腺中

反应 阳性细胞呈不均匀分布
,

分析可能与组织细胞

的不同分化状态有关
。

R A 经胞 内核受体激活某些早

期即 刻反应基因 转录
,

介导其生理功能困
,

但 R A 信

号是否直接同 c yc l in D I 基 因作用 目前尚未确定
。

R A

在诱导多种肿 瘤细胞 分化过程 中
,

均可 见不同类 型
e y e l i n 和 /或 C D K 表达下调

,

其中 c y e l i n D I 等 G
,

期

周期蛋白变化更为常见川
,

结合本实验结果
,

推测 G
I

期周期蛋 白 c y o l in D I 及其相应激酶 C D K 4 表达下调

可能为 R A 诱导胸腺细胞分化分子机制中的重要事

件
。

本实验中免疫印迹结果显示随 R A 蓄积量增多
,

胸腺细胞 内 P 16
、

P ZI 蛋 白表达均呈 上调趋势
,

P R b

表达逐渐下调
。

既往研究表明 R A 诱导白血病细胞分

化时
,

既可上调 P 1 6
、

P ZI 发挥负调节作用
,

又可降低

P R b 表达量
,

且 C K I 与 P R b 间可通过磷酸化状态的

改 变相互作用 l0[ 」。

R B + / + 的 S K U T I B 细胞中含

C D K 4 蛋 白
,

而 R B 一 /一 S K U T I A 细 胞 则 缺 乏

C D K 4
一

P 1 6 IN K 4 A 复合物
,

分析 P 1 6
、

C D K S 和 P R b

间为一负反馈调节环路
。

P 21 可通过拮抗 。 yc l in D I/

C D K 4
、 e y e l i n E / C D K Z 功 能

,

调 控 G
l

时 相 进 程
。

S e g a e r t 等 [ , ’ 」发现 A T R A 和 9
一 。 15 R A 诱导机体上皮

细胞分化 时 P 21
、

P 27 及 T G F
一

p
;

出现高表 达
,

其 中

P 2 1 变化与本实验结 果相符
,

推测 P ZI 作用可能与

P 1 6 类似
。

目前 研究认 为 c y e l i n D I
一

C D K 4
一

P 1 6
一

P R b

环 路为调控细胞 G
,

期最重要途径
。

结合本实验结

果
,

分析 R A 诱导分化信号可能经不同水平
、

不同途

径调控靶基因表达
,

使周期调控蛋 白与转录因子
、

生

长因子
、

细胞信使间形成一相互作用的网络
。
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7 0 0 例机采血浆供浆者不良反应的观察

O b s e r v a t i o n o n t h e a d v e r s e r e a c t i o n s o f 7 0 0 d o n o r s P l a s m i c a P h e r e s i s b y

P C S Z

成小玲
’

林武存 张 红 夏志荣
.

曾 杰 (第三军 医大学附属西南 医 院输 血科 ) 重庆
,

4 0 0 038

对 700 例机 采血浆 供浆者在 采集血浆 过程 中的反 应进行 2 结果见表 1
、

2

了观察
,

现将观察分析结果报告如下
。

表 1 机采血浆供浆者不良反应 调查
1 材料与方法 一一一一一 , 一一下爵石蔽厂一一一

性别 例数 合计

1
.

1 设备

P C S
: 型血浆 自动分离机 ( P l

a s
nr

a 。 o
ll

e e t i o n s y s t e m Z )
,

一

次性 全密闭 管道系 统
,

均 由美 国 H A E M O N E T CI S 公 司生产 ;

抗凝剂 为 4
.

56 %构椽酸钠注射液
,

抗 凝血 比例为 1 : 1 6
,

上海

血液中心生产
。

1
.

2 供桨者资料

男性 6 37 例
,

女性 63 例
,

按献 血标准 规定体检合格
,

血管

充盈
,

年龄 24 ~ 25 岁
,

12 h 未进 高脂饮食者
。

1
.

3 采桨方法

安装一次性全密 闭管道系统
,

排空气体
,

选择收集血 浆程

序
,

连接抗凝剂并按 比例在体外 自动加人抽出 的血 液中
,

单臂

间断循环
,

离心机速度 7 o 00
r
/m in

,

采血泵
_

速 90 m l/ m in
,

回愉

泵 速 9 0 m l / m i n
,

循环血量 1 3 5 0~ 1 6 0 0 m l二采集时间
:

最短 2 5

m i n
,

最长 4 0 m i
n ,

平均 28 m i
n ;
收集 血浆 5 3 0 m l /人

;
使用抗凝

剂
:

最少 8 4 m l
,

最多 1 5 0 m l
,

平均 8 9 m l
。

1
.

4 统计学处理

r 检验
。

头昏
、

恶心
、

大汗 口唇上肢麻木或肌 肉痉挛

男

女

合计

2 3
.

2

1 3 1
.

9

63763700

试
: P < 0

.

05 与 男性 比较

表 2 抗报剂用 l 与拘摊酸盐反应的关系

抗砚荆用 t ( m l) 有 反应 无反应

461.114.0.923.1

反应 率 ( % )

216700

6592013692护沪笋88 4 ~ 1 0 0

1 0 1~ 1 3 0

1 3 1~ 1 5 0

合什

△
:

女性 2 例
,

男性 1 例 ; ▲ :

均为男性供策者

3 讨论

.
成小玲

,

女
,
4 4 岁

,

副主任技师

在 700 例机采血浆供浆者中
,

拘椽酸盐反应 8 例
,

主要症
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