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细胞合成和分j豆、 ANP 的机能已经退化。

摘 要

用 包埋后免疫电镜方法对 14 例人胚心肌

细胞内的 ANP 分布进行了观察。 2 个月人胚

心肌细胞内开始出现 SG ， 3 个月人胚心房肌

细胞的 SG 已可见 ANP 免疫反应性和分泌现

象。 6 个月 人胚心室肌细胞内仍含少数 SG ，

但 ANP免疫反应性弱。 A、 B、 D 三型 SG 内

ANP 的分布与其 机能状态有关。

图版说明

1. 3 个片入胚心房肌细胞的 SG 分布 ， X7 ， 000 。

箭头示 SG，放在于j自浆。

2. 3 月人胚心房肌细胞核一端的成堆 SG 和高尔

基器关系密切 ， x 7 ， 000 。 箭头示成堆的 SG ， G 为高

尔基器。

3. 未经电子染色的 3 个月 人胚心房肌细胞内 SG

对 ANP 免疫反应的特异性 ， x 50 ， 000 。

4. 3 月 人胚心 房肌细 胞内 A、民 D 型 SG 的

ANP 免疫反应性， x 50 ， 000 。

5 . 3 月人胚心房肌细胞 A ， B 型 SG 的 ANP 免

疫反应性 ， A 型 SG 的 ANP 免疫反应性不一定都比B

型强 ， x 50 ， 000 。

6. 3 月人胚心房肌细胞内 SG 与高尔基器CG)关

系密切 ， x 30 ， 000 。

7. 3 月人胚心房肌细胞内 SG 靠近细胞膜(箭头)

或出到细胞外， 示分泌现象 ， x 20 ， 000 。

8. 6 月人胚心室肌细胞内含少数 SGC箭头)， X 

5 ， 000 。
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异视黄酸对人肝癌细胞的诱导分化作用

夏明明* 陈忠黎* 蒋秉坤"

(上海医科大学生化教研室·

蚌埠医学院生化教研室**)

我们 曾证明全反式视黄酸(又称 维 甲酸，

RA) 对人肝癌细胞株 SMMC-7-721 诱导分

化[1-4 ]。目前 RA 的同分异构体 13-顺视 黄酸

(又称异视黄酸或异维甲酸 IRA) 已由国内生

产， 但 IRA 是否具有 RA 相似的促分化作用，

即 RA 的作用是否与 1 3 位双链的顺反 异构有

夫则未见报道。 本文以 y-谷氨眈转肤酶 (y-

GT)和甲胎蛋白 (AFP) 以及酷氨酸 α-町成二酸

致谢z 上海第六制药厂赠送 IRA ， 上海医科大学

Jζ学教研室汪酒经教授赠送生物素标记的羊抗 兔 IgG
抗体和辣根过氧化物标记的亲合素 ， .1::.海医科大学生

化教研事查锡良副教授赠送兔抗人 Fn 抗体 ， 将 ，丧谢
心孔

.~、 。

陈惠黎 : :i.t且 m作者。
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转氨酶 (TAT )[2 ， 5 J，和纤维连接蛋白 ( Fn )[3 J 为
指标， 定量观察 IRA 对这些指标的升降影响，

结果证实 IRA 同样具有使 SMMC-772 1 细胞

诱导分化的作用。

材料和方法

一、细胞培养及处理

人肝癌细胞 SMMC-7721 为上海第二军巨大学边

株， 以 8 x 10 ' 细胞/瓶按种子 80 ml 培养瓶中 ，培养浪

为含 1 0%小牛且ílL清和青莓京 (100 1O/ ml ) ， 链霉素

(100μg/ml ) ij~ RPMI-1640( GIBCO 产品)o RA(Sigma

产品) 和 IRA ( 上海第六 ;~U 11]厂)分别榕ÎI)lþ于纯乙醇中 ，

除菌过滤备用。处理组细胞的培养液中 RA 和 IRA 的

终浓度为 1 0 μmol/L ， 对照组细胞培养液中仅含相应

量(终浓度为 0 . 05%) 的乙醉 ， 置 37 0C ， 5%C02 培养。

细胞用分裂柑脱离法使其同步化[时，以后每 24 小时在

弱光 F更换ti:i养液一次。

二、样品制备及 y-GT、 TAT i! 11 测定

培养 2 、 4 、 6 、 8 天的处理和对 照细胞经 pH

7. 4 Go mrnoJ /L 的 PBS 洗 :q欠币 ，用橡皮刷 :1制!占壁细

胞刮下， 起、浮云远~il: PBS 中，在冰 i谷中经 10 万 Hz

超声粉碎 (1 5 秒 x5 次) ， 5000 rpm 离心 10 分钟后 ， 上

清液按改良的 Se ren i 比毡注'. [ 5 J测 定 TAT ， j王é Husby 

法[7 J汩11 y-GT ， 沽jJ以击国际单位 (m1O )表示 ， 'ì中 以

Bradford 法 18J走过蛋白质 ， 计算 y-GT 和 TAT 的比

活力。

三、 AFP 和 Fn 的浏íE

处理相对Hn细胞分别生长在革玻片上， 于;在 2 、

4 、 6 、 8 天以出 ， 冷丙嗣固定 ， PBS 洗三次 ， 10% 

H202 甲醇液处理 30 分钟 ， 再用 PBS 洗三次，力11

1:100 稀特的兔抗人 AFP 或 Fn :Fc体 (均为上海生物

制品所产品 )0 37"(;保温 2 小时， 4 0C jJ夜 ， PBS 洗

3 次 ， )JIJl : 100 生物京标记的羊抗兔 IgG Ìfc 体(上 海

医科大学化学教研室提供) ， 37 0C保温 45 分钟 ， PBS 

洗三次 ， 加 1 : 1 0 0 辣根过氧化物 酶怀记的亲合京

(Avidin , _ Li母医科大学化学教 1世}室提供) ， 37 0C保温

μ 分钟 ， PBS 洗 3 Ü二 ， 力~I DAB 显色液 (50 mgDABi-容

于 10 0 ml PBS ;9口 5 。 μ130%H201 ) ，避光染色 8 分钟，

水洗后m酒精梯j立脱水 ， 二甲苯透明， 采用 PDP 111 
13 计算 肌控制的显微分光光度计 Leitz MPV3 型作三

维扫拙ij~_: 1 :. . 扫11t'î波 仨 ，1 60 nm , .I ，';.，}主径 。 .1 μm ， 物

镜 16 x ， 副主是强度 1 300 左右。

结果和讨论

-、 IRA 及 RA 对 SMMC-7721 细胞 γ」

GT 比活力的影晌

对照细胞的 y"":GT 活力在培养过程中略有

波动，但均无统计学的显著差别。 经 10μmolj

L IRA 和 RA 处理后， y"":GT 比活力逐步下降

(图 1 )，第 2 、 4 、 6 、 8 天的比活力分别为

对照的 75.6% 、 63. 4 % 、 58 . 3 % 和 57 . 3%

(lRA) 以及 75.2 % 、 70.7% 、 6 ~). 2 % 和 7 1. 7%

(RA)。可见 IRA 对 y-GT 的下降作用在早期

(第 2 天)与 RA 接近(P>0 .0 5) ， 但后 期(第

七 8 天)略胜过 RA ( P 值分别为<0.0:i及

<0 ， 01) 。

二、 IRA 及 RA 对 SMMC-7721 细胞 TAT

比活力的影响

TAT 仅存在于成年人的肝脏 中 ， 是 肝细

胞分化的标志。对照细胞中 TAT 的比活力在

培养过程中呈峰形变化，以第 4 天最高; 而

IRA 处理细胞中 TAT 比活力逐日上升〈图 2 ) , 

高峰延至第 6 天。这可能和处理细胞的细胞周

期延长有关。处理细胞的比活力于第 2 、 4 、
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图 1 异视黄..，视黄酸在不同培养天敏对
人肝癌细胞 SMMC-7721 株 y-GT 酶

活力的影响
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图 2 异视黄酸、 ;惋黄酸在不同培养天鲸对

人肝癌细胞 SMMC-7721 栋 TAT 酶

活力的影响

-.&.一 一-0一一 一一.一→
A,tn\Uli RA 处理组 IRA 处陀组

6 、 8 天分别为对照的109. /1% 、 166. 3% 、

2 1 6 . 3% 和 330 . 5% ( IRA) 以及 178.9% 、

169 . 5% 、 198.8 和 283 . 1 % ( RA ) , ì.兑明 IRA

在第 2 天的作用低于 RA( P<O.Ol)，而后期

(第 6 、 8 天 ) 的作用则强于 RA(P 值分别为

<0 . 05 及 <0 .0 1) 。可见 RA 上 13位双链的顺

反异构对其生物作用略有影响，其机理有待于

进一步研究。

y-GTjTAT 两酶的活力比值，经 IRA 和

RA 处理后，分别从用药前(对照)的 ? .885 下

降至用药后第 8 天的 0 .15 6 和 0.665 。

三、 IRA 对 SMMC一7'7 2 1 组胞 AFP 生成

的影晌

用 ABC 免疫组织化学法测定 IRA 对 肝癌

细胞内 AFP 生成的影响 ， 经 激 光扫描后用相

对数字表示 AFP 的色泽的面积，总吸光强度

和染色密度(吸光强度/面积 ) ， 结果列于表 1 。

如从总吸光度来苔， 对照细胞的 AFP 生 成在

第 4 天达高峰， 第 6 天下降， 第 3 天又回升。

Leffert [9]报道z 处在不同细胞周期的胎肝细胞

分泌 AFP 的能力不同， 这和我们的结果相近。

IRA 处理细胞，不论以总吸光强度或染色密度

比较，其 AFP 量除处于低谷的第 二天外， 均

低于对照细胞，尤其是处于高峰的第 4 天的抑

制最明显，仅为对照的 ，: 3 % (总吸光度)及32%

(密度)

我们曾经用放免法发现 RA 可使 SMMC→

7721 细胞分j必至培养液中的 AFP 减少[1 ， 2 1 ，

本文证明 IRA 可使细胞内 AFP 含量 也减少，

提示 RA 或 IRA 类化合物可使 AFP 合成下

降，分泌的减少不是由于细胞内满留增多的结

果。

四、 IRA 对 SMMC一7721 细胞 Fn 生威的

影响

用 ABC 免疫组织化学法结合显微 分光光

度计扫描细胞表丽的 Fn，并以数 字表示其相

对含量(表们 ， 发现 IRA 处理 4 天 后， 其总

吸光度、 染色密度均明黑:增高至对 !帽的 6.685

和 8 .154 倍。 这一结果与我们过去用荧光兔疫

表 1 IRA 处理不同天敏的 SMMC-7721 细胞内甲胎蛋白相对含量

一一-- ---
_.阳·四.-睛-…四回---""'... -‘0 __ - 剧，.民』回国.， ‘ι.

天 数 分 组 细胞数
面 和、 总吸光)交 染色密度

MN :tSD MN :tSD MN :tSD 

2 对 m'!m 60 138.8 2 土 22.51 13.21 土 4 .96 0.10 土 0 . 0 2

IRA 处理组 60 141. 09 土 26. 5 1 12 .7 0 土 3.88 0 .9 0 土 0 . 0 1

4 对照红l 60 167 . 72 士 28.31 167 . 38 土 19.27 1. 00 ~t 0.07 
IRA 处理组 60 120.45 士 19. '18 38 . 5 4 土 8. 28 0 . 32土 0.02

6 对照组 60 175.44 士 24.85 26.32 士 8 .07 0.1 5 士 0.0 3

IRA 处理组 60 119.85 土 2 0 .0 0 14.38 土 7. 75 0.12土 0 . 0 6

8 对，~~~ ;El 60 146.7 5 士 19.96 38.1 6士 5 .4 6 0 . 2 6 士 0. 01

IRA 处理组 60 97.54 土 2 0 .16 11.7 0士 6 .28 0.12 士 0. 0 1
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表 2 IRA 纯理第 4 天的 SMMC-7721 细胞纤维撞撞蛋白帽对含量的在他

HU

­

组
→

理
二

分
一

组
剑

­

胞
-
照

A

一

细

一
对
m
←p

细 胞数
面 积 总H及光度 染色密度
CMN士SD) (MN土SD) CMN :1: SD ) 

30 178. 74土 29 . 13 23.3 3士 3 . 11 0.13 :1: 0.02 
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柴色?去 [ 3 ]定性观察的结果是一致的。 我们还用

酶联免疫吸附测定法 (ELISA ) 证明z 经 IRA

处理 4 天的 SMMC-7721 细胞分泌至培养液中

的 Fn 也增高 1 倍以上(待发表资料)。 已证明

Fn 是细胞膜表面的骨架蛋白， 参与细胞间 的

粘附伸展和大分子结合，与细胞生长的接触抑

制及维持正常形态有关[10] 。 肝癌细胞表面的

Fn 减少使细胞接触抑制丧失， 而后者又可导

致细胞生长力~I 速。 IRA 使 Fn 生成增多 ， 在一

定程度上可部分解释 IRA 使 SMMC-772 1 人

肝癌细胞生长减慢， 细胞周期延长[4 ]等作用。

故对肝细胞来说， Fn 可以看作是一个与分化

有关的蛋白质。

综上所述， IRA 可使人肝癌细胞的增殖

标志 y-GT 和 AFP 下降， 而使肝细胞分 化标

志 TAT 和 Fn 上升。说明 IRA 可使肝癌细胞

某些表型向正常方向转变 ， 即具有诱导分化作

用 ， 和 RA 作用相仿 ， 唯在作用前、 后期的强

度上两者略有不同而已。

摘要

10μmol/L 的异视黄酸(13 顺 视 黄酸，

IRA )可使培养的人肝癌细胞株 SMMC-772 1

中肝癌标志酶 y-GT 逐 日 下降，而肝细胞分化

酶 TAT 明显增加 ， 峰值从对照的第 4 天延至

第 6 天。这些作用基本上和视黄酸(全反式视

黄酸， RA )相仿， 唯 IRA 培养后期(第 6 、 8

天)的作用强于 RA。 用 ABC 免疫组织化学法

发现: IRA 还可使该细胞 生成的 甲胎蛋白

(AFP)减少， 尤其在培养的第 4 天作用最为明

显， 仅为对照细胞的 1/3-1/4 。 并且 ， 在 IRA

培养 4 天后， 细胞表面的纤维连接蛋白 Fn 增

高至对照的 6 . 7-8 . 2 倍。这些结果提示 IRA

能使用癌细胞某些恶性表型转变， 向正常细胞

的方向诱导分化。
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