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　 　提　要　目的: 探讨视黄酸对细胞的增殖抑制作用与细胞周期调控基因表达改变的相关性。方法:

HL-60细胞经全反式视黄酸 ( ATRA)处理 1～ 4 d, 3 H-TdR掺入实验检测 ATRA对 DNA合成能力的影响 ,免

疫细胞化学染色分析 cyclin E、 cyclin D1、 CDK2和 CDK4蛋白表达的变化 ,核酸原位分子杂交检测 AT RA对

HL-60细胞 CDC2、 CDK2和 CDK4 m RNA表达的影响。结果: 5× 10- 6 mol /L ATRA处理 HL-60细胞 1～ 4 d

后 , 3 H-TdR掺入率明显下降 , CDK2和 CDK4 mRN A和蛋白表达均无明显变化 ,处理 3～ 4 d后 , cy clin E和

cyclin D1蛋白表达降低 , CDC2 m RN A表达下降。结论: AT RA对 HL-60细胞的增殖抑制作用可能与 cyclin

E、 cyclin D1和 CDC2基因表达下调节而导致相应 cyclin /CDK复合物活性下降有关。
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　　近年来对细胞周期调控分子机制的研究已有突破

性进展 ,其核心机制是细胞周期进程依赖于不同 cy-

clin /CDK复合物在恰当时间形成、被活化及灭活 [1 ]。

多项研究显示: cyclin E-p34CDK 2及 cyclin D-p34CDK4在

G1→ S期转化中发挥重要作用
[2, 3 ]

。视黄酸 ( Retinoic

acid, RA)及其衍生物对多种肿瘤细胞有增殖抑制和

诱导分化作用 ,目前全反式视黄酸 ( All-t rans retinoic

acid, AT RA)已应用于临床 ,对肿瘤进行诱导分化治

疗。然而 , RA诱导细胞分化 ,抑制肿瘤细胞增殖并将

它们阻断在 G1 /G0期 ,其分子机制尚不清楚。我们研究

了 RA对 HL-60细胞中细胞周期调控基因的表达的影

响。

1　材料与方法

1. 1　细胞株的培养
　 　 HL-60(人早幼粒细胞白血病 )细胞株由北京医科大学血

液病研究所提供。细胞在含 10%热灭活小牛血清的 RPM I 1640

培养液中常规培养传代。AT RA为 Sigma产品 ,溶于二甲基亚

砜 ( DM SO ) ,配成 5× 10- 3 mo l /L储存液储存在 - 20℃ ,处理细

胞终浓度为 5× 10- 5、 5× 10- 6、 5× 10- 7、 5× 10- 8 mol /L,对照组

培养液中仅含相应量的 DM SO( 0. 1% )。

1. 2　抗体与质粒
　　鼠抗 cyclin E单克隆抗体由美国麻省综合医院癌症中心

Lees教授惠赠 ,兔抗 P34CDK2、兔抗 P34CDK4、鼠抗 cyclin D1单克

隆抗体为 Santa Cruz公司产品 , SP试剂盒为 Zymed公司产品。

pNV-CDC2和 pNV-CDK2质粒为日本 Nagoya大学 Tsuju教授

惠赠 , pBluescript-CDK4质粒为美国冷泉港实验室 Beach教授

惠赠。

1. 3　生长曲线的测定
　　以 5× 104 /ml细胞密度接种于 24孔培养板中 ,经不同浓度

ATRA处理 1～ 6 d,每日各取 3孔 ,台盼蓝染色计数 ,作生长曲

线。

1. 4　 3 H-Td R掺入实验
　　细胞经不同浓度 ATRA处理 24、 48、 72、 96 h,于每个时相

收获细胞前 6 h加入 3 H-Td R( 0. 5μCi /孔 ) ,常规收获细胞 ,测 Bq

值。

1. 5　免疫细胞化学染色
　　细胞经 5× 10- 6 mol /L ATRA处理 1～ 4 d,涂片 , 4%多聚

甲醛固定 , 0. 3 % H2O2甲醇溶液封闭 , 10%山羊血清孵育 ,加一

抗 37℃孵育 1 h (用 0. 01 mo l / L PBS代替一抗进行阴性对照试

验 ) ,再与生物素标记二抗及链菌素亲生物素 -过氧化物酶反

应 ,用含 0. 05% DAB+ 0. 03% CoCl2+ 0. 03% H2 O2的 0. 01

mo l /L T ris Cl( p H7. 4)缓冲液显色。

1. 6　核酸原位分子杂交检测 CDC2、 CDK2、 CDK4

m RN A

　 　将质粒转入 DH5a大肠杆菌后大量扩增、提取、纯化、酶

切、回收 cDN A片段 ,随机引物法地高辛标记制备成特异性探

针。细胞经 5× 10- 6 mol /L ATRA处理 1～ 4 d,按文献 [ 4]方法

进行原位杂交。阴性对照不加探针或经 RNase处理后再进行原

位杂交。

2　结果

2. 1　 ATRA对 HL-60细胞增值功能的影响

　 　经过 0、 5× 10- 5、 5× 10- 6、 5× 10- 7、 5× 10- 8 mo l /L的

ATRA处理 5 d后 HL-60细胞存活率分别为 97% 、 69% 、 93% 、

96% 、 97% 。在 ATRA作用下 , HL-60细胞生长受到不同程度的

抑制。3 H-TdR掺入实验也表明一定浓度的 ATRA能抑制 HL-
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60细胞 DN A的合成 ,见表 1。

2. 2　 ATRA对 cyclin E、 cyclin D1、 CDK2和 CDK4蛋

白表达的影响
　 　免疫细胞化学染色发现 HL-60细胞中 cyclin E和 cyclin

D1蛋白阳性反应物主要集中在细胞核 ,细胞质中也弥漫着少

许。而 CDK2和 CDK4蛋白弥漫于整个细胞 ,细胞核中阳性着色

略强于细胞质。经 5× 10- 6 mol /L AT RA处理 3 d后 , cyclin E

和 cyclin D1蛋白阳性反应物强度明显降低 ,见图 1、 2,而 CDK2

和 CDK4蛋白阳性反应物强度无明显变化。

表 1　 ATRA对 HL-60细胞 3H-TdR掺入率的影响 (x-± s)

Tab 1　 Effect of ATRA on the 3H-TdR incorporation

rate in HL-60 cells (x-± s )

Concent ration
( CB / mol L- 1 )

24 h 48 h 72 h 96 h

Control 6468+ 1231 15973+ 1859 42030+ 6125 32087+ 4748

5× 10- 5 2362+ 861△ 2046+ 783△ 4681+ 1017△ 3337+ 813△

5× 10- 6 4101+ 986# 7988+ 1325△ 10262+ 1782△ 11859+ 2541△

5× 10- 7 6214+ 1021 13129+ 1576 27987+ 5438# 23893+ 4591#

5× 10- 8 7055+ 1450 16516+ 2729 36115+ 6327 30947+ 5579

# : P < 0. 05,△: P < 0. 01 vs contro l

图 1　未经处理的 HL-60细胞 , cyclin E蛋白强阳性　 ( S-P× 400)

Fig 1　 Immunocytochemical staining of cyclin E protein in untreated HL-60 cells, showing intensive positivity　 ( S-P× 400)

图 2　HL-60细胞经 ATRA处理 3 d后 , cyclin E蛋白中等强度阳性　 ( S-P× 400)

Fig 2　 Immunocytochemical staining of cyclin E prote in in HL-60 cells treated with ATRA for 3 d,

showing moderate positivity　 ( S-P× 400)

2. 3　 ATRA对 CDC2、 CDK2和 CDK4 m RN A表达的

影响
　 　未经 ATRA处理的 HL-60细胞中 CDC2、 CDK2和 CDK4

m RN A的原位分子杂交的反应信号都呈中等强度阳性反应。杂

交阳性细胞为胞浆呈紫蓝色或紫褐色 ,杂交液中未加探针或杂

交前用 RNase处理的阴性对照 ,杂交信号为阴性。5× 10- 6mo l /

L ATRA处理 HL-60细胞 3～ 4 d后 , CDK2和 CDK4 m RN A的

杂交信号无明显变化 , CDC2 m RN A杂交信号减弱 ,见图 3、 4。

图 3　未经处理的 HL-60细胞 ,原位杂交检测 CDC2 mRNA为中等强度阳性　 ( In situ× 200)

Fig 3　 In situ hybridization of CDC2 mRNA in untreated HL-60 cells, showing moderate positivity　 ( In situ× 200)

图 4　 HL-60细胞经 ATRA处理 4 d后 ,原位杂交检测 CDC2 mRNA为弱阳性　 ( In situ× 200)

Fig 4　 In situ hybridization of CDC2 mRNA in HL-60 cells treated with ATRA for 4 d,

showing weak posit ivity　 ( In situ× 200)
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3　讨论

　　 RA及其衍生物对多种肿瘤细胞有增殖抑制和诱

导分化作用 ,对白血病细胞的作用尤为突出。80年代初

Brei tm an就报告了 10- 6
mol /L的 RA可诱导 HL-60

细胞或原代培养的急性早幼粒白血病细胞向终末分

化。本实验显示 5× 10- 6
mol /L的 ATRA对 HL-60细

胞有明显的增殖抑制作用。 RA可通过 HL-60细胞内

核受体使早期即刻反应基因 C-myc表达降低 [5 ] ,其编

码的核内蛋白减少 ,促使细胞向终末分化的基因开放。

Jansen-dur r等 [6 ]用 BALB /c-3T3细胞组成性表达 C-

m yc后 , cyclin E m RN A水平升高 ; Kim等
[7 ]用反义

C-m yc m RN A抑制 C-myc基因表达 ,则 CDC2、 CDK2

蛋白含量降低 ,细胞受阻于 G1 /G0期。推测 RA对肿瘤

细胞的增殖抑制及诱导分化作用可能与细胞周期调控

蛋白表达改变有关。本实验发现 5× 10- 6
m ol /L的

A TRA处理 3 d后 , HL-60细胞 cyclin E和 cyclin D1蛋

白水平明显下降 , CDC2 m RN A表达降低 ,而 CDK2和

CDK4 m RN A及蛋白表达无明显变化。
　　哺乳动物细胞周期的进程依赖于不同的 CDK在

恰当时间生成、被活化以及灭活。CDK的激酶活性除

了与其表达水平及自身磷酸化状态有关外 ,还主要受

相应的 cyclin的正调节。有研究表明 , cyclin E /CDK2

和 cyclin D1 /CDK4复合物在 G1→ S期转换过程中起

重要作用
[2 ]

。 AT RA对 HL-60细胞 CDK2和 CDK4

m RN A及蛋白表达无明显影响 ,但使 cyclin E和 cy-

clin D1蛋白表达降低。推测 AT RA使 HL-60细胞 Cy-

clin E /CDK2和 cyclin D1 /CDK4复合物形成减少 ,

CDK2和 CDK4激酶活性降低 ,导致细胞 G1→ S期转换

受阻 ,细胞增殖被抑制。
　　细胞周期的调控是极其复杂的 ,近年来认为 cy-

clins、 CDKs、 CDK抑制物 ( CKIs)、 p53、 pRb以及某些

癌基因的表达产物相互间构成一个级联调控网络 ,对

细胞周期的进程进行调控 [8 ]。RA对细胞的增殖抑制

作用与这一级联调控网络中的其它细胞周期调控蛋白

表达及磷酸化状态改变的关系 ,有待进一步研究。
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Effects of retinoic acid on gene expression of cyclin-dependent kinases
 

Zhang Qianyong , Mi Mantian, Lang Haibin, Yang Zhixiang, Wei Na, Huang Guo rong ( Depar tment of Nut rition

and Food Hygiene , Third Milita ry M edical Univ ersity, Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te the relationship betw een the expression of cyclin-dependent kina ses

( CDKs) and the effects of all-trans retinoic acid ( ATRA ) on the prolife ration o f HL-60 cells. Methods: Af ter

HL-60 cells trea ted w ith ATRA for 1～ 4 d, the DN A synthesis capacity w ere examined with 3 H-TdR incor-

po ra tion and the expr ession of cyclin E, cyclin D1, CDK2 and CDK4 pro tein w ere determined w ith immuno-

cytochemica l staining. M eanwhile, the expr ession o f CDC2, CDK2 and CDK4 we re determined with in situ

hybridiza tion. Resul ts: ATRA inhibited the cellular pro liferation and decr eased th e cellula r capacity to syn-

thesize DNA in HL-60 cells, which resulted in a down-regulation o f the expression o f cyclin E, cyclin D1 and

CDC2 ra ther than that of CDK2 and CDK4. Conclusion: The dow n-regula tion o f cy clin E, cyclin D1 and

CDC2 may be r elated to the effects of ATRA on pro lifera tion o f HL-60 cells, and rela ted to th e decr ea se of

the activity of cyclin /CDK complex.

　　 Key words　 retinoic acid; cyclin-dependent kina se; cell cycle regulato r
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